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RESUMO

A demanda mundial de macroalgas como matéria prima tem crescido nas Ultimas décadas para
aplicacdo em diversos setores, especialmente alimenticio humano e animal, farmacéutico e, mais
recentemente, agricola. Essas macroalgas marinhas constituem um recurso de relevante
importancia mundial, movimentando um mercado de US$ 10 bilhGes anualmente, seja em
biomassa seca, ficocoldides como carragena e extratos. Auséncia de bancos de matrizes,
dificuldades no processo de producéo de mudas de qualidade e da producdo viavel de biomassa de
algas sdo os maiores desafios tecnoldgicos para producdo em larga escala no Brasil. Nesse
contexto, o presente estudo teve como objetivo aplicar metodologias de micropropagacéo, cultivo
em laboratdrio e producdo em land-based para novas solugdes de nutrientes e bioprocessos de
producdo para obtencdo de biomassa bioprodutos com valor agregado. Assim, avaliamos: O
crescimento da macroalga em resposta a meios de cultivo desenvolvidos com enriquecimento por
nutrientes em comparacdo a formulagGes convencionais em sistema de micropropagacdo em
laboratério; O efeito de técnicas de plantio no crescimento e qualidade das mudas de algas nos
tanques de producdo; Determinar o crescimento e teor de proteinas das algas mantidas em 1) free
floating com aeracdo, 2) Free floating em tanques conicos com fluxo ascendente de &gua e 3)
dentro de redes tubulares e avaliar composicdo mineral, pigmentos e proteinas da macroalga
cultivada nos diferentes tratamentos. Os resultados observados indicaram auséncia de diferencas
significativas em resposta a diferentes doses de solucdo de macro e micronutrientes minerais
(SMN) e solugdo de von Stosch (VSES). A adigdo de bromo e vanadio bem como vitaminas ao
SMN tiveram efeito positivo no crescimento. O tratamento em tanque conico com fluxo ascendente
apresentou os resultados superiores frente aos demais sistemas, sendo registrado 11,59 + 1,2 %/dia
para TCR (taxa de crescimento relativa). Os valores que obtivemos para proteinas totais, pigmentos
e minerais em nosso sistema de producdo foram equivalentes aos observados para espécies
similares em unidades de producdo land-based comercial de aquicultura em Israel e Portugal e
superiores aos da maricultura no Brasil. Assim, o presente trabalho contemplou o desenvolvimento
e aperfeicoamento de tecnologia de bioprocesso para sistema land-based de aquicultura em escala
piloto, producdo de biomassa da macroalga marinha e composicdo quimica adequada para
utilizacdo como matéria prima aplicada em bioprodutos para maltiplos usos, especialmente o
agronegacio.

Palavras-chaves: Algicultura, Macroalgas, Biossistema de producédo, Bioestimulantes, Proteinas,
Pigmentos, Minerais.



ABSTRACT

The worldwide demand for macroalgae as raw material has grown in recent decades for application
in various sectors, especially human and animal food, pharmaceutical and, more recently,
agricultural. These marine macroalgae constitute a resource of relevant global importance, moving
a market of US$ 10 billion annually, whether in dry biomass, phycocoloids such as carrageenan
and extracts. The greatest technological challenges for a large-scale production in Brazil are:
absence of matrix banks, difficulties in the production process of quality seedlings and viable
production of algae biomass. In this context, the present study aimed to apply micropropagation
methodologies, laboratory cultivation and land-based production using new nutrient solutions and
bioprocesses production in order to obtain bioproducts biomass at added value. Beside this, we
evaluate: the growth of macroalgae in response to culture media developed with nutrient
enrichment compared to conventional formulations in micropropagation system in laboratory; The
effect of planting techniques on the growth and quality of algae seedlings in production tanks;
Determination of the growth and protein content of algae maintained in 1) free floating with
aeration, 2) free floating in conical tanks with upward flow of water and 3) inside tubular networks
and evaluate mineral composition, pigments and proteins of macroalgae cultivated in different
treatments. The results showed that there is no significant differences in response to different doses
of macro and mineral micronutrients (SMN) and von Stosch solution (VSES). The addition of
bromine and vanadium as well as vitamins to SMN had a positive effect on the growth. The
treatment in conical tank with ascending flow presented the superior results compared to the others,
being registered 11.59 +1.2%/day for TCR (relative growth rate). The values obtained for total
proteins, pigments and minerals in our production system were equivalent to those observed for
similar species in commercial land-based aquaculture production units in Israel and Portugal and
higher than those of mariculture in Brazil. In final conclusion, this present project included the
development and improvement of bioprocess technology for land-based aquaculture system on a
pilot scale, biomass production of marine macroalgae and chemical composition suitable for use
as raw material applied in bioproducts for multiple uses, especially agribusiness.

Keywords: Algiculture, Macroalgae, Production biosystem, Biostimulants, Proteins, Pigments,
Minerals.



1. INTRODUCAO

A producdo mundial de macroalgas é dominada por China e Coreia do Sul, que
correspondem a 92% da produgcdo mundial, sendo produzida integralmente em aquicultura,
movimentando anualmente um mercado de US$ 10 bilhées (BUSCHMANN et al., 2017). A
América Latina corresponde a apenas 1,4% da producdo mundial, sendo o Chile o principal
produtor com 95%, enquanto a producdo brasileira representa menos de 5% (ALEMAN et al.,
2019). O Brasil figura na lista de importadores de macroalgas, apresentando crescimento de
demanda anual de 13% (NAYAR; BOTT, 2014).

As macroalgas apresentam uma ampla gama de usos e aplicagfes, como alimentagéo
humana, aditivo para racdo animal, fertilizantes agricolas ou como fonte de hidrocoldides de
interesse comercial (FERDOUSE et al., 2018; MCHUGH, 2003; VALDERRAMA et al., 2015;
WHITE; WILSON, 2015). Além de serem organismos capazes de remover compostos inorganicos
da 4gua (CHOPIN, 2014; EDWARDS, 2015) e sequestrar o carbono do ambiente realizando a
fotossintese (DUARTE et al., 2017).

Essas caracteristicas tornam o cultivo de algas uma producéo de baixo impacto ambiental e
capaz de fornecer servigcos ecossisttmicos (CHOPIN, 2014; TROELL et al., 1999). Estudos
também apontam a atividade como promotora de melhorias sociais, principalmente em paises em
desenvolvimento (MSUYA, 2014; VALDERRAMA et al., 2003).

A producdo de algas no Brasil se limita a cultivos experimentais com uma espécie de
macroalga exdética Kappaphycus alvarezii, possuindo limitaces relevantes nos aspectos legais e
licenciamento ambientais, devido ao risco de bioinvasao e produtivos por se tratar de uma producao
baseada em propagacdo vegetativa, que apresenta baixa variabilidade genética (BRAKEL et al.
2021).

Outra iniciativa envolveu a producdo da macroalga nativa Gracilaria domingensis em
conjunto com comunidades de pescadores no Nordeste. A producdo parou devido a falta de
domesticacdo da espécie e utilizacdo de mudas provenientes de bancos naturais (MARINHO-
SORIANO, 2016). Esse processo passou por limitagdes similares as observadas na industria

mundial de algas.
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A demanda de macroalgas para o mercado de bioprodutos, especialmente aplicados a
agricultura (YAKHIN et al. 2017) proporciona uma oportunidade para estabelecimento de uma
cadeia produtiva. As empresas produtoras dessas macroalgas tém enfrentado relevantes limitagdes
tecnoldgicas para desenvolvimento. A producdo de mudas de forma continua e com qualidade,
estabelecimento de bancos de cultura e germoplasma que permitam a selecdo de linhagens e
genotipos sdo fundamentais para o desenvolvimento da atividade (HAYASHI et al., 2020).

Os desafios tecnoldgicos para garantir o provimento da macroalga como matéria prima
incluem a domesticacédo e desenvolvimento de metodologias de micropropagacao em laboratério,
desenvolvendo processos de producdo de mudas com garantia de qualidade para producéo
(VALERO et al., 2017). Nesse aspecto reside a possibilidade de determinar meios eficientes de
producdo de mudas e biomassa em escala e de forma continua e padronizada (TITLYANOV;
TITLYANOVA, 2010), bem como avaliacao criteriosa de custos de infraestrutura, manejo dos
sistemas de producdo (KITE-POWELL, 2022).

A producdo de macroalgas ndo é realidade no Brasil em funcdo da auséncia de diversos
fatores da cadeia produtiva (REIS et al., 2017). Pereira et al. (2020) demonstraram a viabilidade
do cultivo de H. pseudomusciformis em maricultura no Nordeste, apenas no cenario para producao
de extratos. No entanto, ndo foram abordados aspectos relativos a producdo de mudas, que foram
baseadas tanto em mudas extraidas da natureza quanto de replantio. Esse tipo de muda néo garante
perenidade nem qualidade para producdo a longo prazo, conforme diagnostico das fazendas de
macroalgas nas Filipinas estdo passando por graves problemas (KAMBEY et al., 2020) em funcao
de falta de producéo de mudas em escala industrial.

Nesse contexto, o presente projeto propde enfrentar dois desafios tecnolégicos: o primeiro
sera avaliar métodos alternativos para reducdo de custo através da diminuigdo de tempo e mao de
obra para esterilizacdo da agua do mar e suplementos mais baratos, aumentando a viabilidade
técnica de manutencdo do banco de matrizes e a producdo de mudas jovens da macroalga. O
segundo desafio serd aperfeicoar metodologias existentes de plantio e manejo para producgéo das
mudas em tanques land-based de 400 L, adequando as metodologias de manejo para as condi¢fes

e espécies locais de forma a obter eficiéncia de crescimento da alga.



11

2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Aplicar metodologias de propagacdo vegetativa, cultivo em laboratério e producdo em
land-based para novas solugdes de nutrientes e bioprocessos de produgdo para obtencdo de

biomassa bioprodutos com valor agregado.

Objetivos especificos

* Avaliar o crescimento de Hypnea pseudomusciformis em resposta a meios de cultivo
desenvolvidos com enriquecimento por nutrientes em comparacdo a formulacdes convencionais
em sistema de propagacao vegetativa em laboratdrio;

* Avaliar o efeito de técnicas de plantio no crescimento e qualidade das mudas de a algas
nos tanques de producao;

* Determinar o crescimento e teor de proteinas das algas em diferentes métodos de cultivo
em larga escala;

* Avaliar composi¢ao mineral, pigmentos e proteinas.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 A macroalga nativa Hypnea pseudomusciformis e potenciais biotecnologicos

O complexo de espécies referido ao género Hypnea apresenta elevada dificuldade de
delimitacdo das espécies com base apenas na morfologia. Os espécimes desse grupo sdo
intensamente ramificados, sendo que cada ramo possui uma série de estruturas laterais cobertas por
ramos espinescentes. Dentre essas se destaca a espécie Hypnea pseudomusciformis (Figura 1),
caracterizada pela presenca de ganchos ou gavinhas que facilitam o habito epifitico, estando restrita
ao Hemisfério Sul (NAUER et al., 2015).

FIGURA 1 - Aspecto morfoldgico na natureza e estruturas da macroalga Hypnea pseudomusciformis.

B \*’x

Ramo
espinescente

I cm

Figura 1

Fonte: Adaptada (YOKOYA et al., 2020).
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A macroalga Hypnea pseudomusciformis representa uma das espécies de macroalgas
marinhas nativas do Brasil mais bem pesquisadas em relacdo a aspectos biotecnoldgicos para
desenvolvimento tanto de bioprodutos quanto para bioprocessos voltados a obtencdo de biomassa.
Sdo descritos diversos potenciais de utilizacdo das substancias extraidas dessa espécie, destacando
antibacteriano, antiflngico, antivirais, inibidos da acetilcolinesterase e hemoaglutinante
(YOKOYA et al., 2020).

A espécie Hypnea pseudomusciformis possui elevada importancia por produzir a carragena,
um polissacarideo sulfatado utilizado como emulsificante e estabilizante em diversos setores da
industria (CARDOZO et al., 2007). A indastria de hidrocol6ides de algas marinhas, que
compreendem agar, alginato e carragena, tem crescido anualmente 3%, esses polissacarideos em
aplicacdes como emulsificante e estabilizante em diversos setores da industria alimenticia,
cosmética e farmacéutica com mercado global estimado de US$ 864,3 milhdes. (PORSE;
RUDOLPH, 2017).

As macroalgas do filo Rhodophyta sdo produtoras dos polissacarideos agar ou carragena,
sendo a segunda o tipo verificado na parede celular da espécie H. pseudomusciformis. A carragena
ainda pode ser classificada nos tipos kappa, iota e lambda (figura 2). A H. pseudomusciformis
apresenta dominancia do tipo Kappa, caracterizada por conter entre 25% de éster sulfato e entre
35% de 3,6- AG (Anidro Galactose). Devido a esse alto teor de 3,6-AG, essas carragenas formam
géis firmes (USOV, 2011).

FIGURA 2 - Diferentes tipos de carragena encontradas na parede celular de algas vermelhas.

CHy0H CH, EHyOH M, CHOH M, 050,

o o o 0 | 0 o
0580 0,50 HO
4] o o o
oH 050y oH = 050 o 050

(Carragena tipo Kappa Carragena tipo lota Carragena tipo Lambda

Fonte: Agargel

A H. pseudomusciformis ainda é uma importante fonte de minerais, com potencial aplicagédo

tanto em setores nutraceuticos (CIRCUNCISAO et al., 2018) quanto para aplicagdo como
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biofertilizante, especialmente em funcdo da elevada concentracdo de potéssio (KARTHIKEYAN;
SHANMUGAM, 2017).

Os pigmentos de macroalgas vermelhas sdo outra classe de metabolitos com elevado
potencial biotecnolégico (FREITAS et al., 2021). A H. pseudomusciformis € uma fonte natural
dessas substéancias, destacando os carotendides (NAUER et al., 2019). A extracdo e aplicacdo dessa
classe de compostos sdo amplas no campo nutricional e agricola (PANGESTUTI et al., 2019).

Para utilizacdo e desenvolvimento de uma indudstria baseada na H. pseudomusciformis é
necessario a compreensao de aspectos fundamentais da biologia de dessa espécie para de cultivos
visando a produgéo de biomassa com sustentabilidade econdémica e ambiental. Aspectos como
crescimento, composi¢do de bioquimica justificam o desenvolvimento de esforcos para utilizagao
desta macroalga (NAUER et al., 2019).

A utilizacdo de extratos macroalgas na agricultura € um tema de pesquisa de elevado
destaque dentre as aplica¢fes que transpuseram a barreira da academia para industria (KHAN et
al., 2009). Nesse contexto, a H. pseudomusciformis é uma das espécies de interesse tendo em vista
o0 potencial biotecnolégico descrito (CARVALHO et al., 2019) e a possibilidade de producao de

biomassa.

3.2 Producao da macroalga Hypnea pseudomusiformis

Para esta espécie ja estdo descritos protocolos para isolamento de culturas (FERNANDES
et al., 2011), além de pesquisas ja terem avaliado os resultados ecofisiol6gicos e de crescimento
em resposta aos nutrientes dissolvidos na agua do mar, em resposta a carbono dissolvido
(MACHADO, 2014).

H. pseudomusciformis possui variagcdes fenotipicas intraespecificas representadas por
linhagens pigmentares que apresentam diferencas em relacdo a tolerancia aos fatores ambientais, a
producdo de biomassa e composi¢do quimica (MARTINS et al., 2011; MARTINS; YOKOYA,
2010; MARTINS et al., 2007; YOKOYA et al., 2007). Essas linhagens naturais apresentam
diferentes desempenhos em resposta a condi¢es ambientais, rendimentos produtivos, composi¢do
quimica e potencial biotecnolégico (MACHADO, 2014; MARTINS, 2013).

Essas linhagens podem ser selecionadas e reproduzidas controladamente na estrutura de

producdo que estamos propondo, permitindo desenvolver cultivares (que atendam a lei N° 9.456,
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de 25 de abril de 1997 sobre Protecdo de Cultivares) que apresentem melhores rendimentos. Esta
ainda é uma limitagdo relevante para a producdo comercial de algas no mundo (HAFTING et al.,
2015).

Outro parametro importante para a implantagdo da producédo em escala desta macroalga foi
determinado no estudo que avaliou a producdo da alga em maricultura, obtendo excelentes
indicadores de sustentabilidade ambiental do processo de producdo. Foi verificada a viabilidade
econbmica para comercializacdo da macroalga seca e de extrato glicolico (possivel insumo
aplicavel na agricultura) (PEREIRA, 2019). No entanto, essa avaliacdo nao abordou a perenidade
da producdo bem como os aspectos relativos a obtencdo de mudas viaveis e de forma continua.

A producéo da alga apresenta relevante impacto ambiental positivo, promovendo a fixagéo
de 73.2 kg CO2 por 1000 litros de extrato produzido (VIJAY ANAND et al., 2018). Nessa producgéo
comercial, o cultivo de algas iniciou-se por meio de mudas obtidas diretamente na natureza. Essas
mudas foram cultivadas em ciclos de 50 dias e parte da producéo foi utilizada para iniciar um novo
ciclo. Esse procedimento revelou a limitagéo para aplicagdo a longo prazo, com reducéo da taxa de
crescimento entre os ciclos e maior susceptibilidade a epifitas danosas (GANESAN et al., 2011).

Apesar de todos os dados existentes sobre o potencial cultivo da macroalga H.
pseudomusciformis, esta espécie ainda ndo pode ser considerada domesticada para a producdo
comercial. Da mesma forma, a algicultura € uma atividade ainda incipiente no Brasil (REIS et al.,
2016). Além da introducdo de espécies exoticas, houve iniciativa de producdo de uma espécie de
macroalga nativa junto a comunidades tradicionais no Nordeste. Essa producao nao obteve sucesso
devido especialmente por ndo ter contemplado a producdo de mudas e nem abranger a
domesticagdo da macroalga. Todo processo foi baseado, somente, na exploragao de bancos naturais
que levou a dréastica reducdo da disponibilidade desses estoques e significativos impactos
ambientais (MARINHO-SORIANO, 2017).

Mundialmente, a domesticacdo de macroalgas é uma limitacdo relevante, especialmente
devido a baixa tecnologia agregada e baixa capacitacdo de pessoal. Processos como o0 uso de
propagulos ou mudas retiradas da natureza, possuem baixa variabilidades genética e auséncia de
rastreabilidade, que s&o demandas de conhecimento aplicado para desenvolvimento (LOUREIRO
etal., 2015).

Esses fatores limitantes na algicultura sdo agravados no contexto de mudangas climaticas

que tornam essas produgdes mais suscetiveis a pragas e baixa tolerancia a condi¢cdes ambientais.
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Estes cenarios sdo agravados pela falta de informacGes referentes aos impactos ambientais desses
cultivos. Essa interacdo de fatores vem promovendo uma corrida, por um lado para obtencéo de
cepas de crescimento rapido, resistentes a doencas e tolerantes a temperatura, e por outro lado
buscando validar e viabilizar sistemas de producdo land-based, que sdo fechados e apresentam
maior controle dos parametros (HAYASHI et al., 2020).

O cultivo de H. pseudomusciformis em maricultura (figura 3) direta foi avaliado no Brasil,
em escala experimental de pesquisa. As primeiras tentativas foram realizadas no litoral norte de
Sdo Paulo e revelaram a dificuldade da selecdo de locais em funcgéo de herbivoria (BERCHEZ et
al., 1989). A maricultura da macroalga no litoral do Rio de Janeiro apresentou problemas em
relagdo a presenca de epibiontes (REIS et al., 2006). Recentemente foi desenvolvida tecnologia de
cultivo em maricultura (PEREIRA et al., 2020a). A avaliacdo bioeconémica da maricultura para
producdo de biomassa indicou viabilidade para mercado de extratos aplicaveis a agricultura
(PEREIRA et al., 2020b).

A tecnologia de producéo em sistemas land-based (figura 3-e) para produgéo de macroalgas
marinhas possibilita melhor controle de varidveis como intempéries, além de permitir o
adensamento e a producao intensiva. Apesar de pouco explorado no Brasil, essa ferramenta vem
sendo sistematicamente implementada com avaliagdo de viabilidade, em estudo utilizando diversas
macroalgas, inclusive a H. pseudomusciformis (NEORI et al., 2020). Em Israel, devido a limitacdo
de recursos, promoveu avancgos significativos na tecnologia (FRIEDLANDER, 2008), por outro
lado, Canada e outros paises com tradi¢cdo em maricultura estdo sistematicamente aperfeicoando a

técnica com desenvolvimento de produtos e processos aplicados (HAFTING, 2012).
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FIGURA 3 - Maricultura da macroalga.

Fonte: a - Panorama da aquicultura, b e C - (PEREIRA, S. AET AL., 2020), d -
(ASHKENAZIAB, D.Y et al., 2020)

Apesar desses avangos obtidos nas ultimas décadas, os processos de producdo foram
desenvolvidos baseados exclusivamente a partir de mudas obtidas diretamente da natureza ou de
apices produzidos no cultivo e replantados. Essa condicdo ndo garante a sustentabilidade do
processo a longo prazo, levando a perda do vigor e da qualidade da biomassa produzida, esse
processo ja é vastamente documentado para outras espécies cultivadas por esse tipo de producédo
de mudas, colocando em risco a biosseguranca das indUstrias de macroalgas na Asia (KAMBEY
et al., 2020).

A tecnologia de producdo em sistemas land-based para producéo de macroalgas marinhas
possibilita melhor controle de variaveis e permite o adensamento e a producao intensiva, atendendo
demanda do mercado de forma continua e padronizada e explorando tecnologias que viabilizem a
producdo em escala (NEORI et al., 2020).

Os aspectos para a producdo das macroalgas nos sistemas land-based englobam trés
aspectos relevantes: 1) esterilizagdo da agua do mar; 2) Solucdes de nutrientes simples e de baixo
custo e 3) design do sistema de producdo.
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No aspecto da esterilizagdo de agua do mar o objetivo principal envolve a reducdo do
crescimento de outros organismos, especialmente microalgas que afetam negativamente o0s
cultivos. Para tanto, a utilizacdo de aquecimento, substancias quimicas e radiacdo ultravioleta sdo
os tratamentos mais utilizados (SIMON et al., 2014; PENRU et al., 2013; JORQUERA et al., 2002).

As solugdes de nutrientes s&o fundamentais para o crescimento das macroalgas, atualmente
os esforgos de pesquisa estdo focados no desenvolvimento da aquicultura integrada multitrofica no
qual os efluentes da producéo animal s&o utilizados como nutrientes para producdo de biomassa
das macroalgas (DUARTE et al., 2022; PARK et al., 2021). No entanto, esses processos sao
extremamente complexos para producdo industrial e requerem méo de obra intensiva e
especializada. O desenvolvimento de solucdes adequadas representa uma possibilidade para a
reducdo de custos e producao de biomassa com qualidade e padronizada (REDMOND et al., 2014).

Por fim, o desenvolvimento de infraestrutura, processos e sistemas de producdo séo
fundamentais fazendas em land-based. Nesses “Hatchery” as condigdes substrato, aeragdo,
movimento de &gua, irradiancia, densidade e manejo influenciam diretamente a eficiéncia,
qualidade e dinamica da algicultura (FORBORD et al., 2020; SCHMEDES; NIELSEN, 2020).
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4. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi realizado em duas fases, a primeira englobou a realizacdo de 4 diferentes
experimentos em laboratério e a segunda pela producdo em escala piloto. As melhores condicdes

selecionadas em cada experimento foram utilizadas como base para a etapa subsequente (figura 4).
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FIGURA 4 -Fluxograma de atividades desenvolvidas. As caixas em azul escuro destacam a situagdo

escolhida no experimento anterior que serviu de base para a situagdo do proximo experimento.

v

v v v




21

4.1 Viabilidade de técnicas propagacao vegetativa para manutencdo de matrizes e producao
de mudas de diferentes isolados da macroalga Hypnea pseudomusciformis

A domesticacdo de macroalgas marinhas engloba uma série de etapas tecnoldgicas com
envolvimento tanto de infraestrutura de equipamentos especificos quanto insumos e reagentes,
fatores que elevam significativamente os custos dos processos laboratoriais (HAYASHI et al.,
2020). Esses aspectos sdo obstaculos para a viabilidade comercial dessas tecnologias.

Inimeras tecnologias, processos e infraestruturas ja foram estabelecidas, especialmente
para a maricultura da espécie Hypnea pseudomusciformis (PEREIRA et al., 2020). O
estabelecimento de bancos de matrizes de algas mantidas em condicao de cultivo é uma premissa
fundamental para o desenvolvimento da producdo de macroalgas em qualquer escala. No entanto,
0 desafio da semente ainda € uma das demandas mais urgentes para a nascente industria de
algicultura mundial (JIKSING et al., 2022). A biosseguranca e viabilidade econdémica e ambiental
dos processos dependem do desenvolvimento e aprimoramento constante das técnicas e de
produtos aplicados a esses sistemas (KAMBEY et al., 2020).

Em geral a abordagem para desenvolvimento de bercarios industriais de algas marinhas
envolve técnicas de micropropagacdo utilizando tanto estruturas reprodutivas maduras
(gametofitos e esporofitos), estruturas de reproducao espérica assexuada por meio de monGsporos
ou obtencdo de plantulas a partir de técnicas de fragmentagdo, seja pelo cultivo de segmentos
apicais ou por regeneracdo de partes intermediarias do talo da alga (YOKOYA; YONESHIGUE-
VALENTIN, 2011; BAWEJA et al., 2009).

Dessa forma, nessa fase realizamos as seguintes etapas: 4.1.1) Obtencéo das matrizes; 4.1.2)
Processo de esterilizagdo da dgua do mar; 4.1.3) Avaliacdo de formulacdo solucdo de nutrientes

para uso na manutencéo de isolados e producdo de biomassa.

4.2 Obtencao das matrizes

As matrizes da Hypnea pseudomusciformis foram obtidas a partir de diferentes linhagens
coletadas em diferentes momentos e locais. Essa abordagem € fundamental para futura definicédo

de cultivares mais produtivos, tanto em aspectos relacionados ao crescimento de biomassa quanto
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a composicao quimica. No presente trabalho foram obtidos sete isolados da espécie, apresentados

na tabela 1.

TABELA 1 - Linhagens isoladas utilizadas no desenvolvimento do projeto.

Fase de ciclo de

Isolado Origem Data vida
ES0120 Serra - ES jan/20 Gametdfito
ES0120a Serra - ES jan/20 Tetrasporofito
SP20 Peruibe - SP out/20 Gametdfito
ES22 Serra - ES mar/22 Gametofito
RJ22 Paraty - RJ fov/22 Gametofito
RJ22a Angra dos Reis - RJ fev/22 Gametdfito
SP22 Ubatuba - SP fev/22 Gametofito

Os isolados ES0120 e ES0120a ja haviam sido coletados e mantidos em laboratério de

pesquisa na UNESP.

Os espécimes que deram origem aos isolados SP20, ES22, RJ22, RJ22a, SP22 foram

coletados no litoral dos estados de Espirito Santo, Rio de Janeiro e So Paulo. As macroalgas foram

trabalhadas durante dois meses seguindo o protocolo de descontaminacéo e isolamento de cultivos

descrito por Fernandes et al. (2011).

Os apices obtidos foram mantidos a baixa intensidade luminosa, densidade de fluxo

fotonico de 15 pmol de fotons.m?2.s?, visando manter a alga viva em estado minimo de

crescimento. A manutencéo foi realizada com a troca semanal do meio de cultura. Foram utilizados
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frascos de vidro de 120 ml, contendo 80 ml de meio de cultura. A vidraria utilizada tanto para o
isolamento, quanto para a propagacao das culturas foi autoclavada a 121°C durante meia hora e 0s
cultivos foram mantidos em agua do mar esterilizada (salinidade 25 ups e pH 7,8), enriquecida com
solucéo de von Stosch 50% (VSES/2), 24 + 2 °C, irradiancia de 10 + 5 pmol fotons m2s?, fornecida
por lampadas fluorescentes brancas frias com 12:12 h de ciclo de luz.

Nessa fase, a agua do mar foi esterilizada por filtragem em membrana de celulose Millipore
AP 20 e submetida, por duas vezes, ao banho-maria durante 1 hora, contados ap0s o inicio da
fervura do banho. Os instrumentos utilizados no manuseio das algas foram esterilizados em etanol

70% e flambados, enquanto as vidrarias foram lavadas e esterilizadas em micro-ondas.

4.3 Esterilizagdo da 4gua do mar

EXPERIMENTO 1: Os meios de cultura foram preparados com adgua do mar na unidade
de producdo localizada em Ilha Comprida (SP), captada por meio de bomba submersa. Foram
coletados 300 litros de dgua em periodo de maré alta, na salinidade adequada, sendo medida por
meio de refratbmetro portatil.

Apos a coleta foram iniciados os testes de eficiéncia do processo de esterilizacdo da agua
do mar para manutencdo de matrizes e crescimento da biomassa de macroalga. Para tanto, a
esterilizacdo da dgua do mar foi avaliada por cinco diferentes tratamentos que serdo descritos a
seguir, visando reduzir tempo e custo aumentando a capacidade de producdo de agua do mar
esterilizada. Cada tratamento foi testado com 3 repeti¢des simultaneas e cada repeti¢do continha
trés segmentos apicais (100 mg) em frasco contendo 330 mL de meio de cultura. O experimento
foi realizado em Estufa BOD com controle de temperatura e luminosidade.

Para todos, 0s experimentos a 4gua do mar passaram um sistema de filtragem mecanica,
com filtro de areia até a dgua atingir transparéncia e ndo apresentar cor ou turbidez, processo

conduzido com vazéo de 3000 L/h (figura 5).
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FIGURA 5 - Sistema de filtragem mecénica e microbioldgica adaptado para esterilizacdo da agua do

mar.
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Foram realizados os seguintes tratamentos:

Tratamento 1) processo convencional (controle), filtragem em membrana Millipore AP 20
e aquecido duas vezes em banho-maria durante 1 hora, contados a partir do inicio da fervura, esse
procedimento foi realizado em frascos Erlenmeyer de 5 litros.

Tratamento 2) Esterilizagdo microbiolégica com luz ultravioleta. Esse sistema foi montado
acoplado a um tanque de 300 litros, com filtragem ultravioleta com vazao calibrada para 400 L/h
durante 48 h com lampada de 9w.

Tratamento 3) Adicdo de 5 ml/L de hipoclorito de sddio (12%) para esterilizacdo dos
microrganismos presentes durante 24 h. Em seguida a solucéo foi tratada com uma solucéo 10 g/L
de Tiossulfato de Sodio, da qual foram adicionados 2mL/L na dgua do mar clorada. A amostra foi
mantida em descanso durante 24 h.

Tratamento 4) Adicdo de 5 mL/L de hipoclorito de sodio (12%) para esterilizacdo dos
microrganismos presentes durante 24 h. Em seguida a foi tratada com uma solucdo 4ppm de
vitamina C diluida em 100mL de agua destilada a cada 1L de agua-marinha, foi mantido em
descanso durante 24 h. A amostra foi mantida em descanso durante 24 h para remocdo do

hipoclorito de sodio.
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Tratamento 5) Adicdo de 5 mL/L de hipoclorito de sodio (12%) para esterilizacdo dos
microrganismos presentes durante 24 h. A remocdao deste cloro ativo foi feita por meio de aeracdo
com 50 L/min de ar.

As melhores condi¢des foram submetidas ao teste de potencial de esterilizacdo por longo
prazo. Para tanto, foi avaliado por meio de ensaio realizado nas condi¢Ges descritas no item 5.
Dessa forma, potes de 100 ml esterilizados foram preenchidos com 80 ml provenientes do
tratamento convencional e do tratamento industrial (n=5). Esses potes foram mantidos na
incubadora por 30 dias ou até se observar algum crescimento de microalga ou organismo

contaminante indesejado.

4.4 Avaliacédo de formulacgéo de solugdo de nutrientes para uso na manutencgéo de isolados e

producéo de biomassa

Os experimentos foram todos conduzidos com o isolado ES0120 (Gametofito) que
apresentou boa taxa de crescimento e principalmente menor severidade de contaminacgéo por algas

filamentosas, cianobactérias e diatomaceas (Figura 6).

FIGURA 6- A) Aspecto do cultivo unialgaceo da linhagem ES0120. b) aspecto dos cultivos

contaminados com algas vermelhas filamentosas.
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Os experimentos foram desenvolvidos de forma a avaliar estratégias para definir solu¢des
de nutrientes “Read to use” de forma a facilitar os processos em larga escala, bem como o
crescimento da macroalga em resposta a solucdo de nutrientes para determinacdo de sistema de
cultivo para obtencéo de biomassa.

Os segmentos apicais, cinco apices por frasco com cinco frascos por tratamento, foram
cultivados em 600 ml de meio, composto por dgua do mar estéril enriquecida, a qual foi totalmente
reposta semanalmente, neste momento a macroalga foi pesada para avaliacdo de crescimento.
Todos os experimentos foram conduzidos durante 28 dias.

EXPERIMENTO 2: Neste experimento foi avaliada a condi¢éo de controle composta por
solugédo de nutrientes de von Stoch - VSES (modificada por Yokoya, 1996). O tratamento foi
composto por solucdo de macro e micronutrientes minerais — SMN (minerais, preparada a partir da
combinacéo das seguintes formulages na tabela 2. Adicionalmente foi realizado experimento com
a SNM nas concentracdes de 10, 25 e 50 mL/L.

TABELA 2 - Composic¢do da solucdo mae dos nutrientes adicionado meio de cultura composto por

agua do mar. VSES - von Stosch, SNM — Solucgdo comercial de hidroponia.

Elementos VSES SMN
N 94,1% 36%
P 5,6% 9%
K - 22%
Ca - 15,60%
Fe 0,21% 0,15%
Enxofre 0,01% 3,00%
Mn 0,01% 0,05%
Mg - 0,6%
Zn - 0,001%
B 0,05% 0,04%
Cu - 0,003%
Mo - 0,01%
Cianocobalamina 0,00074% -
Biotina 0,000001% -
Tiamina 0,0059% -

EXPERIMENTO 3: Este experimento utilizou a melhor condi¢cdo de tratamento de

esterilizacdo de 4gua do mar realizado no primeiro experimento. Foram avaliadas duas condicdes,
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na primeira foi adicionado bromo (na forma KBr) e vanadio (na forma vanadio quelato). Esses dois
elementos ndo séo nutrientes essenciais para o crescimento da macroalga, mas foram considerados
benéficos para o crescimento e para fisiologia nos cultivos in vitro (MACHADO et al., 2019;
FRIES, 1982).

A segunda condicdo avaliada foi a adicdo do conjunto de biotina, tiamina e
cianocobalamina. Essas vitaminas sdo substancia que possuem efeitos benéficos fundamentais,
especialmente no cultivo de algas vermelhas (REDMOND et al., 2014).

O experimento foi conduzido com quatro tratamentos: 1) Controle - Solucdo de nutrientes
minerais (SNM); 2) Tratamento 1 - SNM + vanadio quelato e bromo na concentracéo de 50 mg/L
e 10 ug/ml; 3) Tratamento 2 - SNM + Tiamina, cianocobalamina e biotina (0,006, 0,00075 e
0,000001 mg/L respectivamente e 4) tratamento 3 - SNM+ vanadio quelato e bromo + vitaminas.
Essas solucbes foram adquiridas em farmécia de manipulacdo em solugdes 10.000 vezes
concentradas para diluicdo direta em agua do mar.

Taxa de crescimento

A massa da matéria fresca dos espécimes cultivados nos diferentes tratamentos foi
determinada semanalmente utilizando balanca analitica. Antes da pesagem, o excesso de agua foi
retirado utilizando papel absorvente. As taxas de crescimento relativo (TCR) foram calculadas
utilizando a formula: TCR= (In Massa final — In Massa inicial) / (Tempo final — Tempo inicial).

Condicdes laboratoriais
Todos os experimentos foram realizados em incubadora tipo BOD temperatura média de
23+2 °C, ciclo de 12h luz: 12h escuro, densidade de fluxo fotdnico de 60 pmol de fotons.m?s?,

provenientes de uma lampada de LED de 30 W do tipo “luz do dia”.

4.5 Producao em land-based de Hypnea pseudomusciformis

A linhagem ES120, previamente selecionada na fase anterior, que apresentou maior
capacidade de crescimento em resposta as condic¢des estabelecidas, foi utilizada para producao de
biomassa. Foram testados diferentes modelos de sistemas em escala piloto, sendo que cada um
possui especificidades quanto a simplicidade de instalagdo e manejo, custo, uso de recursos
(RENGEL et al., 2010).
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Os meios de cultura foram preparados com agua do mar na unidade de producdo localizada
em llha Comprida (SP), captada por meio de bomba submersa. Foram coletados 300 litros de dgua
em periodo de maré alta, na salinidade adequada, sendo medida por meio de refratbmetro portatil.
Na primeira fase do projeto selecionamos o sistema de tratamento industrial baseado na filtragem
mecéanica, com filtro de areia, seguido de esterilizacdo microbioldgica com luz ultravioleta.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, em
triplicata. Os cultivos foram conduzidos em condi¢des de iluminacéo e temperatura ambientais. A
irradiacio local dentro da agua foi estimada em 670 e 400 pmol de fétons m2.s™* na caixa clara e
escura respectivamente. A temperatura média do ar foi de 27,5 °C no periodo experimental, no
entanto houve maxima de 40 e minima e 19 °C. A temperatura da &gua oscilou entre 20 e 31 °C na
caixa transparente e 20 e 27,8 °C na caixa escura. O cultivo foi mantido com aeracao intermitente

de 20 L/min de ar durante 20 minutos a cada uma hora.

4.5.1. Sistema 1: producdo em tanques free-floating com aeracéo

O sistema de producdo de algas em tanques € comumente utilizado, nesta metodologia as
mudas iniciais sdo dispostas e soltas em tanques que podem ter fluxo continuo, intermitente ou de
recirculacdo de dgua do mar (ZULDIN et al., 2016) ou serem cultivadas e sistema de batelada
com enriquecimento com nutrientes e reposi¢cdo periddica por meio de troca parcial de parte do
volume. A aeracdo é fundamental para a melhora da perfusdo do meio de cultura e ampliar a
capacidade de crescimento das macroalgas cultivadas (LUNING; PANG, 2003).

O experimento foi conduzido em unidades tanques de 70 L (volume atil de 50 L) compostos
por caixas com medidas de: 66 cm (comp) x 41 cm (larg) x 38 cm (alt). Nessas caixas foram
adicionadas a agua do mar esterilizada e enriquecida com solu¢do de macro e micronutrientes
minerais (conforme condicGes adequadas definidas em experimento na fase de propagacdo de
mudas em laboratério). O experimento foi conduzido inicialmente em caixas transparentes para
maior fornecimento de luz para as algas. No entanto, questdes como temperatura e crescimento de
epifitas nos levou a conduzir experimento em paralelo com tanques escuros. Os resultados serdo

apresentados para ambos os tipos de tanques (Figura 7).
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FIGURA 7 - Sistema de producdo de macroalga em tanques de 50 L sem circulacdo de 4gua do mar.
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45.2 Sistema 2: Produgdo em tanques com long-line tipo rede tubular

Esse sistema foi conduzido em condi¢des similares ao anterior, com a diferenca de que as
macroalgas foram colocadas em redes tubulares. Essa estratégia foi adotada em funcdo de trés
aspectos: 1) explorar o habito epifitico da espécie, que possui gavinhas para se enganchar em
substratos (REIS et al., 2003); 2) tornar mais simples rapido o processo de plantio, biometria e
colheita da macroalga; 3) fornece condicdes mais uniformes e constantes para crescimento (NEORI

et al., 2020) (Figura 8).
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FIGURA 8 - Plantio das mudas de Hypnea pseudomusciformis produzidas em laboratério em rede
tubular para cultivo em sistema land-based.

4.5.3. Sistema 3: Producdo em reator de fluxo ascendente em sistema free-floating

A estrutura foi montada com tanques conicos do tipo incubadora para ovos e alevinos de
peixes. O sistema foi composto por trés tanques de 60 L, o fluxo de &gua foi criado por meio de
bombas submersas de circulacdo com vazéo de 400 L/h. Essas bombas foram inseridas em um
reservatorio de 300 L contendo a 4gua do mar enriquecida com nutrientes minerais. Dessa forma a
bomba inseriu 4gua do mar pelo fundo do tanque conico que voltava para o reservatorio por
gravidade. A macroalga foi plantada no sistema free - floating (SCHMEDES; NIELSEN, 2020)
(Figura 9).
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FIGURA 9 - Cultivo de Hypnea pseudomusciformis em tanques conicos de 60 L fluxo ascendente

no modo free-floating.
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4.6 Taxa de crescimento das macroalgas

Em cada tanque foram plantadas as macroalgas micropropagadas em laboratorio na
densidade inicial de 100 mg/L. Os cultivos foram conduzidos por 21 dias com monitoramento
semanal de crescimento por meio da avaliagdo da biomassa fresca e célculo da taxa de crescimento
especifico (TCR) em porcentagem por dia conforme a seguinte formula: TCR= (In Massa final —

In Massa inicial) / (Tempo final — Tempo inicial).

4.7 Andlises bioquimicas das macroalgas

Em funcdo da demanda de biomassa essas analises foram realizadas apenas com as
macroalgas produzidas no sistema land-based que obtivemos as melhores taxas de crescimento e

producéo de biomassa

4.7.1 Determinacdo de micro e macronutrientes minerais na macroalga

As amostras de biomassa seca trituradas foram enviadas para o Laboratorio de Fertilidade
do Solo e Nutricdo de Plantas — LAFEN, localizado na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — Campus de Registro, sendo determinados os teores de micronutrientes (B; Cu;
Fe; Mn e Zn) e macronutrientes (N; P: K; Ca; Mg e S). O N pelo método Kjeldahl (GALVANI;
GAERTNER, 2006), o P por colorimetria, o S por turbidimetria do sulfato de béario, o B por
Azometina-H e o0 K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn em espectrofotdmetro de absorcdo atdmica, apds
digestdo nitrico-perclorica segundo propostos por Malavolta et al. (1997). Os resultados foram

expressos em teores de g do elemento por kg de biomassa seca (g/kg).

4.7.2 Analise de conteudo de proteinas totais

A porcentagem de proteina bruta (PB) de biomassa seca foi determinada pelo método de
Kjeldahl (Equacdo 6). Na determinagdo da proteina bruta, o valor de nitrogénio total encontrado
na anélise de macronutrientes foi multiplicado pelo fator de conversao 6,25 utilizado para plantas

forrageiras, ragdes concentradas, entre outros materiais. Considerando assim, que a maioria das
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proteinas contém nas suas moléculas aproximadamente 16% de nitrogénio (GALVANI;
GAERTNER, 2006).

%PB = NT x FN (6)

Onde: PB: teor de proteina bruta na amostra; FN: fator de conversdo de 6,25.

4.7.3 Extracéo e quantificacio dos pigmentos fotossintetizantes

A extracdo de pigmentos fotossintetizantes foi realizada pela trituracdo de 80mg de massa
fresca em nitrogénio liquido de amostras de cada repeticdo (n=3). Ao material triturado foi
adicionado 1 mL de tampéo fosfato 50 mM, pH 5,5 e temperatura de 4 °C. A solucgdo foi
centrifugada por 20 minutos a 14000 g a 4 °C. O sobrenadante, contendo as ficobiliproteinas, foi
mantido no escuro em eppendorfs, para posterior leitura em espectrofotdmetro.

O sedimento foi ressuspendido em acetona 90% para obter um homogeneizado e foi
centrifugado a 12000 g a 4 °C, durante 15 minutos. O sobrenadante (contendo a clorofila e
carotenddes) foi transferido para eppendorfs e mantido no escuro até a leitura em
espectrofotdbmetro. As concentracbes Jeffrey e Humphrey (1975) Lichtenthaler (1987) para os
carotenoides totais e por Lorenze e Jeffrey (1980) para astaxantina e f-caroteno, respectivamente,

e estdo representadas na tabela 3.

TABELA 3 - Equac0es utilizadas para quantificar as concentragdes de clorofila a (em pg mL-1)
segundo Jeffrey e Humphrey (1975) e Lichtenthaler (1987) para os carotenoides totais e por

Lorenze e Jeffrey (1980) para astaxantina e -caroteno

Pigmento Equacéo
Clorofilaa (Cla) Cla= 12,25 Ases - 2,79 Asar
Clorofila b (Cb) Clb= 21,50 Asa7- 5,10 Ases
Carotenoides Totais (CT) CT=[1000 A470 — 1,82Ca — 104,96 Ch/ 198]
Astaxantina (As) As= 4,59 Asss
[3-caroteno (Bc) Bc= 4,0 Assa

Augg s = Valor da absorbancia no comprimento de onda de 498,5 nm; Ae14 = Valor da absorbancia
no comprimento de onda de 614 nm; As3o0 =Valor da absorbancia no comprimento de onda de 630
nm; Aes7 = Valor da absorbancia no comprimento de onda de 647 nm; Aes1 = Valor da absorbancia
no comprimento de onda de 651nm.
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Os valores obtidos em pg.mL™ foram convertidos para mg de pigmento por g de massa
fresca, considerando a biomassa inicial (80 mg) utilizada para a extragéo.

4.8 Analise dos resultados

Os resultados do experimento, conduzido de forma inteiramente casualizada, foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) unifatorial e a identificacdo de diferencas

estatisticamente significativas realizada pelo teste de Tukey no programa Assistat 7.5 beta.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo de formulacéo de solucdo de nutrientes para uso na manutencéo de isolados e

producéo de biomassa

EXPERIMENTO 1

A agua do mar captada teve os seguintes parametros: salinidade de 27 e pH de 7.8. Nas
condicGes avaliadas no experimento de esterilizacdo da agua do mar foi possivel verificar que na
condicdo do local de captacdo de agua do mar o tratamento industrial necessitou de 30 h para
reduzir a cor da dgua e a turbidez para condi¢Ges adequadas para manutencdo dos cultivos de

laboratério (Figura 10).

FIGURA 10 - Aspecto da agua no momento da captacao e apds 30 h de filtragem mecénica em filtro

de areia na vazao de 3000 I/h.

Os talos de Hypnea pseudomusciformis apresentaram diferentes taxas de crescimento
quando cultivados na dgua do mar submetida a tratamentos para esterilizacdo (Figura 11). A maior
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taxa de crescimento foi obtida no tratamento 2 (esterilizacdo com ultravioleta) e 1 tratamento

convencional, que diferiram significativamente dos demais (F = 28.2252, p < 0.001).

FIGURA 11 - Taxa de crescimento dos talos de Hypnea. pseudomusciformis em resposta a diferentes
métodos de esterilizacdo de do mar ap6s 28 dias cultivadas nas seguintes condi¢des: irradiancia de
60 micro mol fétons m-2 s-1, temperatura de 24 + 2 °c, salinidade de 25 e ciclo de luz de 12:12 h.
Os valores correspondem a média + desvio padrdo (n=3). letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os tratamentos pela anova unifatorial e teste de Tukey a 1%.
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A esterilizacdo por ultravioleta na vazdo de 400 L/h com filtro equipado com lampada de
9w foi eficiente para manter as condi¢es da agua adequadas para o cultivo em laboratério por 35
dias. Ap0s esse prazo foi observado o inicio de crescimento de diatomaceas no frasco (figura 12),

fator que ameaca a qualidade de manutencdo das mudas.
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FIGURA 12 — Aspecto do controle (esterilizagdo convencional) e do tratamento (esterilizagédo com
ultravioleta) apds 35 dias de manutencdo em laboratério nas condicbes de 2312 °C, ciclo de 12h
luz: 12h escuro, salinidade 27, pH 7,8, densidade de fluxo fotonico de 60 umol de fétons.m?2.s™,

Controle Tratamento

As diatomaceas foram controladas em cultivo com o uso de dioxido de germanio na
concentracdo de 1mg/L (FERNANDES et al., 2011). No entanto, essa pratica se torna inviavel para
utilizacdo em escala industrial. Dessa forma serdo realizados testes complementares com redugédo

da vazéo no filtro ultravioleta e reducdo do volume filtrado em cada ciclo (PENRU et al., 2012).

EXPERIMENTO 2

A linhagem ES0120 de H. pseudomusciformis foi cultivada em 600 ml de dgua do mar
esterilizada e diferentes condi¢fes de enriquecimento por nutrientes. Os resultados observados
(figura 13) indicaram auséncia de diferencas significativas em resposta a diferentes doses de
solucdo de macro e micronutrientes minerais (SNM) solucéo de von Stosch (VSES). Nao foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos, sendo selecionada a condicdo SMN

10mL por litro de 4gua do mar.



38

FIGURA 13 - Taxa de crescimento dos talos de Hypnea pseudomusciformis em resposta a solugoes
de nutrientes. a) ap6s 28 dias cultivadas nas seguintes condigdes: irradiancia de 60 pmol fétons m-
25 -1 temperatura de 24 £ 2 °C, salinidade de 25 e ciclo de luz 12:12 h. Os valores correspondem
a meédia £ desvio padrdo (n=3). (a) enriquecimento com solugdo de nutrientes minerais nas

concentragdes 10, 25 e 50 mL/L. (b) crescimento em resposta a solu¢do de von Stosch e SNM 10
mL/L.
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EXPERIMENTO 3

Apds a selecdo da melhor condicdo das solucBes de nutrientes foi avaliado a adicdo de
substancias visando melhorar a condicdo de cultivo da macroalga. Ndo foram observadas
diferencas significativas, no entanto a condi¢do T4 indica maior potencial de acimulo de biomassa
para realizagdo de cultivos em longo prazo (Figura 14).
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FIGURA 14 - A) Taxa de crescimento (b) % acumulada semanalmente de biomassa dos talos de
Hypnea pseudomusciformis em resposta a solu¢des de nutrientes apos 28 dias cultivadas nas
seguintes condigdes: irradiancia de 60 pmol fotons m-2 s -1, temperatura de 24 + 2 °C, salinidade
de 25 ups e ciclo de luz 12:12 h. T1 - nutrientes minerais (SNM- 10mL/L); 2) T2 - SNM + vanadio
e bromo quelato na concentragdo de 50 mg/L e 10 ug/L; 3) T3 - SNM + Tiamina, cianocobalamina
e biotina (0,006, 0,00075 e 0,000001 mg/L respectivamente e T4 - SNM+ vanadio e bromo +
vitaminas. Imagens algas ap0s 28 dias de cultivo (c) T1 (d) T2; (e) T3 (f) T4.
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5.2 Producéo em land-based e comercializagdo de Hypnea pseudomusciformis

EXPERIMENTO 4

A taxa de crescimento relativo diferiu significativamente nos tratamentos avaliados (F =
24.2252, p <0.001). O tratamento em tanque conico com fluxo ascendente apresentou os resultados
superiores frente aos demais sistemas, sendo registrado 11,59 + 1,2 %/dia para TCR. A menor taxa
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de crescimento foi observada no tratamento com as algas cultivadas em tanque e com rede tubular,
TCR de 2,53 + 1,2 %/dia (Figura 15).

FIGURA 15 - Taxa de crescimento relativo (%/dia) da macroalga Hypnea pseudomusciformis em
resposta aos diferentes sistemas de cultivo land-based em escala piloto de produgdo. Linhas
verticais representam desvio padréo (n=3). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre
os tratamentos pela Anova unifatorial e teste de Tukey a 1%. Sistema 1 Caixa clara (d); 2) Caixa

escura; (e) 3) long-line rede tubular (b) e 4) tanque conico de fluxo ascendente (f) (g).
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Ainda sim os resultados obtidos indicaram elevado potencial de producdo de biomassa
dessa macroalga, muito superior aos 2,85 %/d (REIS et al., 2006) e 5,7 %/d (PEREIRA et al., 2020)
em cultivos realizados na maricultura e aos verificados por Neori et al. 2020 em land -based.

Estudos indicam que o potencial bioestimulante dos extratos de macroalgas marinhas
possuem correlagdo positiva com a quantidade de proteinas e minerais disponiveis (tabela 4) na
matéria prima utilizada para obtencao do bioprodutos (MACHADO et al., 2018; SANTOS et al.,
2021).
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TABELA 4 — Proteinas e Macro e micronutrientes na Biomassa seca de Hypnea Pseudomusciformis
cultivadas em land-based, Mix macroalgas arribadas, Kappaphycus alvarezi e Ascophyllum

nodosum. Valores apresentam médias e o desvio padrao (n=3).

Hypnea M'XI Kappaphycus Ascophyllum
pseudomusciformist macroa'gas 2 varezic nodosum®
arribadas?
Proteinas totais (g.kg™?) 250 137,25 19,24 87
Macronutrientes (g.kg™)
N 40 22 3,1 13,9
P 2,3 1,7 1,2 ND
K 32 33 41 378,1
Ca 33 42 8,4 9,8
Mg 75 6,9 7,4 8,6
S 21,0 1,7 110,2 ND
Micronutrientes (mg.kg™)
B 43 81 28,1 ND
Cu 8,3 8,3 7,6 ND
Fe 1170 1730 65,9 13,3
Mn 170 176 11,0 1,96
Zn 28 22 18,5 ND

Fonte: *Presente estudo; 2 Informagéo pessoal Cia das Algas; 3Kumar et al., 2015; “Lorenzo et al.,
2017.

Ao analisar a tabela acima podemos observar que os valores de macro e micronutrientes
minerais das principais macroalgas utilizadas como matéria primas para desenvolvimento de
biofertilizante ja em fase comercial: Mix de macroalgas (Cia das algas) Kappaphycus alvarezi
(recentemente introduzida e cultivada em maricultura no Brasil para este fim) e Ascophyllum
nodosum (empresa Acadian seaplants) foram muito similares aos verificados no presente estudo.
Destacando-se 0s teores de nitrogénio e fosforo como atributos fundamentais para 0s
biofertilizantes.

Os valores obtidos no nosso sistema de producao, para proteinas totais foram equivalentes
aos observados para espécies em unidades de producdo comercial de aquicultura integrada
multitréfica em Israel (NEORI et al., 2020).
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Em anélise ao grafico denota-se que os valores da Hypnea pseudomusciformis séo
superiores aos da Kappaphycus alvarezzi, espécie exotica introduzida para maricultura no Brasil,
e principal matéria prima para biofertilizantes derivados de macroalgas (HAYASHI et al., 2017).

Diversos estudos demonstram que quanto maior a quantidade de proteina existente nas
algas, maior € o seu potencial bioestimulante, e no caso em estudo, a Hypnea pseudomusciformis
€ a que apresenta maior teor proteico. De acordo com Soares et al., Machado (2021, 2018), foi
demonstrado que algas que tinham conteudos superiores a 18% apresentaram maior potencial de
estimulo a germinacéo e crescimento vegetal.

Ao realizarmos uma pesquisa de mercado, identificamos que o valor do produto da empresa
Cia das Algas, extrato de mix de algas arribadas € comercializado ao preco de R$ 45,00 (quarenta
e cinco reais) o litro, o valor do produto da empresa Acadian Seaplants, extrato de Ascophyllum
nodosum é vendido a R$ 150,00 (cento e cinquenta reais) o litro, ja o extrato de algas de
Kappaphycus alvarezi é vendido pela empresa Algar Tech a R$ 25,00 (vinte e cinco reais) o litro.

Por fim, os valores observados na composicdo de pigmentos da macroalga cultivada com a
solucdo de nutrientes minerais acrescida de bromo, vanadio e vitaminas € apresentada na tabela 5.
Sendo que tais valores sdo similares aos obtidos por Machado et al. (2019), no cultivo de macroalga

vermelha em meio de cultura enriquecida com bromo.

TABELA 5— Concentracdo de Pigmentos Fotossintetizantes na macroalga Biomassa seca de Hypnea

pseudomusciformis cultivadas em land-based. Valores apresentam médias e desvio padréo (n=3).

Pigmentos (mg.g)
Clorofila a 0,63+0,17
Clorofilab 0,06+0,03
Astaxantina 0,06+0,02
[-caroteno 0,14+0,04

Carotendides TOTAIS 0,69+0,01

A microalga Haematococcus pluvialis vem sendo utilizada mundialmente como fonte de
carotenoides tanto para alimentagcdo humana e animal, o contelido de carotenoides totais dessa
microalga € de 16%, enquanto os de proteinas é de 29% (MULARCZYK et al., 2020). No presente
estudo observamos valores de 6,9 e 25% respectivamente indicando que a H. pseudomusciformis

produzida na planta piloto de bioprocessos é adequada como fonte nutracéutica.
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Os antioxidantes naturais, carotenos, sdo fundamentais para o desenvolvimento de
bioprodutos aplicados ao agronegécio, como o0s bioestimulantes vegetais. Essas moléculas
desempenham papel fundamental na resposta fisiologica das plantas e na defesa de condi¢cfes de
estresse ou patdgenos (BOUKHARI et al., 2020).
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6. CONCLUSAO

Dessa forma, s@o apresentados produtos e processos para desenvolvimento e manutengéo
de matrizes de macroalgas por propagacdo vegetativa e producdo de biomassa em sistema de
cultivo land-based.

Todos 0s experimentos propostos no projeto foram concluidos, assim, as proximas etapas
serdo de aperfeicoamento da revisdo de literatura e da discussao para defesa da dissertacao.

O primeiro processo aprimorado foi a esterilizacdo de dgua do mar em escala industrial
utilizando filtro mecéanico com areia e filtro biol6gico com lampada ultravioleta. Esse sistema foi
avaliado para produgdo de 300 litros de dgua do mar. No entanto, pode ser facilmente expandido
para maiores volumes. A principal contribuicdo deste estudo foi determinar que a qualidade da
agua do mar € adequada tanto para cultivo em laboratério quanto para producdo de biomassa.

A solugdo de nutrientes “read to use” baseada em fertilizantes minerais para hidroponia e
complementada com bromo e vanadio quelatos e com as vitaminas (tiamina, biotina e
cianocobalaminas) foi o produto desenvolvido nesta pesquisa. Essa solucdo € vidvel para
enriquecer 50.000 L de 4gua do mar ao custo de R$ 300. O prototipo dessa solugéo ainda pode ser
aperfeicoado para obter resposta de maiores taxas de crescimento da macroalga.

Por fim, avaliamos que tanques de fluxo ascendente foram o melhor sistema para producéo
de biomassa na unidade piloto de producdo. No experimento foi adaptado um tanque conico
utilizado para bercéario de piscicultura. Essa estrutura ndo é adequada para implantacdo de uma
fazenda, sendo necessarios o aprimoramento e desenvolvimento de estruturas especificas.

A biomassa produzida com taxas de crescimento de 11,59% ao dia, valor que permitiu
acumular 200% em biomassa ao longo de 28 dias de producdo em unidade experimental apresentou
composicdo quimica adequada quando comparada com outras matérias primas que estdo sendo
utilizadas para producdo de biofertilizante comercial baseado em macroalgas marinhas.

Por fim, o presente trabalho contempla o desenvolvimento e aperfeicoamento de tecnologia
de bioprocesso para sistema land-based de aquicultura em escala piloto para producao de biomassa
macroalga marinha com composi¢do quimica adequada para utilizagdo como matéria prima

aplicada em bioprodutos aplicados ao agroneg6cio e outros setores.
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