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RESUMO

A fitorremediacdo, com o uso de microalgas, € uma técnica empregada no tratamento de
diferentes tipos de efluentes, visando a remogéo de compostos que podem causar a eutrofizacao,
como por exemplo os nitrogenados e fosfatados. O presente estudo avaliou a fitorremediagao
de efluentes urbano e piscicola utilizando a microalga Chlorella vulgaris e adicdo de sua
biomassa na dieta do camardo marinho Litopenaeus vannamei. As microalgas foram cultivadas
em trés tratamentos (efluente da estacdo de tratamento de esgoto, efluente aquicola e meio
padrdo Guillard /2), conduzidos em quintuplicata para cada meio de cultura, utilizando
garrafdo de 20 L por 8 dias. O experimento com os camardes foi realizado com trés tratamentos
em quintuplicata, em delineamento inteiramente casualizado, durante 15 dias. Os animais foram
mantidos em aquarios de 100 L sob aeracéo constante, alimentados quatro vezes ao dia (8:00,
11:00, 14:00 e 16:00 h) ofertando racédo comercial com 35% de proteina bruta, racdo comercial
mais adi¢cdo de 5% de biomassa seca de C. vulgaris cultivada em efluente de estagdo de
tratamento e racdo comercial mais adicéo de 5% de biomassa seca de C. vulgaris cultivada em
efluente aquicola, respectivamente. A eficiéncia da C. vulgaris na fitorremediacédo de Efluente
Aquicola e Efluente tratado foi de 80,7 e 75,7%, respectivamente. O nitrito foi removido em
toda sua totalidade nos 3 tratamentos e o nitrato teve biorremogao de 95,1; 92,0 e 98,6% para
os cultivos em Efluente Aquicola, Efluente Tratado e Meio Padrao, respectivamente. O fésforo
foi completamente absorvido nos cultivos com Efluente Aquicola e Meio Padrdo, com 67,7%
de remocao nos cultivos com Efluente Tratado. Os resultados produtivos da microalga cultivada
em Eluente Aquicola foram semelhantes ao desempenho do cultivo em Meio Padrdo,
demonstrando o potencial do cultivo em aguas residuarias. O aditivo com melhor desempenho
zootécnico foi o da racdo comercial mais adicdo de 5% de biomassa seca de C. vulgaris

cultivada em efluente aquicola.

Palavras-chave: camardo marinho; qualidade da 4gua; remocéo de nutrientes.



ABSTRACT

Phytoremediation, with the use of microalgae, is a technique used in the treatment of different
types of effluents, aiming at the removal of compounds that can cause eutrophication, such as
nitrogen and phosphate. The present study evaluated the phytoremediation of urban and farm
fish effluents using the microalgae Chlorella vulgaris and the addition of its biomass in the diet
of the marine shrimp Litopenaeus vannamei. The microalgae were cultivated in three treatments
(effluent from the sewage treatment plant, aquaculture effluent and standard medium Guillard
f/2), conducted in quintuplicate for each culture medium, using a carboy of 20 L for 8 days.
The experiment with shrimp was realized with three treatments in quintuplicate, in a completely
randomized design, for 15 days. The animals were kept in aquariums of 100 L under constant
aeration, fed four times a day (8:00, 11:00, 14:00 and 16:00 h) offering commercial ration with
35% of crude protein, commercial ration plus addition of 5% dry biomass of C. vulgaris
cultiveted in effluent from a treatment plant and commercial feed plus addition of 5% of dry
biomass of C. vulgaris cultivetd in aquaculture effluent, respectively. The efficiency of C.
vulgaris in the phytoremediation of aquaculture effluent and treated effluent was 80.7 and
75.7%, respectively. The nitrite was completely removed in the 3 treatments and the nitrate had
a bioremoval of 95.1; 92.0 and 98.6% for cultivation in Aquaculture Effluent, Treated Effluent
and Standard Medium, respectively. Phosphorus was completely absorbed in cultures with
Aquaculture Effluent and Standard Medium, with 67.7% removal in cultures with Treated
Effluent. The productive results of the microalgae cultivated in Aquaculture Eluent were similar
to the performance of the cultivation in Standard Medium, demonstrating the potential of
cultivation in wastewater. The additive with the best zootechnical performance was the
commercial ration plus the addition of 5% of dry biomass of C. vulgaris cultivated in

aquaculture effluent.

Keywords: marine shrimp; nutrients removal; water quality.
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1 INTRODUCAO

A qualidade da &gua ndo se refere necessariamente a um estado de pureza, mas sim
levando-se em consideracdo suas caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas, que podem
variar de acordo com as suas diferentes finalidades. (RINCON et al., 2017). As aplicac¢des da
agua em diversos setores, como industria, agronomia e urbano, geram efluentes ricos em
compostos nitrogenados e fosfatados, que podem contaminar os ambientes aquaticos e
terrestres, se ndo tratados adequadamente (NGAJILO & JEEBHAY, 2019).

A geracdo de efluentes urbanos e aquicolas, ricos principalmente em nitrogénio e
fosforo, sdo desafios enfrentados pela sociedade, grande parte dos projetos de aquicultura e
cidades do Brasil ndo possuem uma destinacdo adequada de seus efluentes antes de descarta-
los, 0 que pode contaminar e eutrofizar os corpos d'agua receptores com crescimento excessivo
de macrdfitas, cianoficeas, diversidade de espécimes, condi¢Bes anaerdbicas e mortalidade de
organismos aquaticos (EVANS et al., 2017).

Um maior aporte, principalmente, de nitrogénio e fosforo nos ecossistemas
aquaticos sera evidenciado em ambientes eutrofizados, o que significa um aumento da producéo
priméria nos corpos hidricos (EVANS et al., 2017). As aguas residuais que contém detergente
e efluentes industriais contribuem significativamente para o aumento da concentragdo de
fosforo nos corpos dagua (ARUN et al., 2017). A fitorremediacdo com microalgas € uma
excelente alternativa para o tratamento de efluentes, pois apresenta uma remocéo eficiente de
nutrientes, producéo de biomassa e compostos bioativos de alto valor comercial (RAJAK et al.,
2020).

A retirada de nutrientes do meio de cultura ocorre porque a microalga os incorpora
a sua biomassa, efetuando uma alta taxa de remocédo (CAO et al., 2018) e ndo causando danos
ao ecossistema se escolhida corretamente, de acordo com fatores ambientais (LAM et al.,
2017). Varios efluentes como, por exemplo da aquicultura, suinocultura e industriais, podem
ser uma excelente alternativa para cultivo de algas e recuperacdo de biomassa (ORTENZIO, et
al. 2015), pois sdo meios de cultura de reduzido valor financeiro e com concentracdo de
nutrientes suficiente para um desempenho de crescimento eficaz (WENHAI et al., 2019).

Esses organismos sdo extremamente importantes para a produtividade priméaria dos
oceanos e dos recursos hidricos continentais, como para a fixagdo de CO> (HUANG et al.,
2017) e producao de oxigénio (LIU et al., 2017). O uso de microalgas endémicas da regido,

como as pertencentes ao género Chlorella, para atuar na fitorremediacao de dguas residudrias é
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mais vantajoso, Visto que sdo espécies mais adaptadas as caracteristicas ambientais (MIAO et
al., 2016; SILVA et al., 2015).

Fitorremediacdo com o uso de microalgas, € uma técnica empregada no tratamento
de diferentes tipos de efluentes, visando a remocdo de compostos que podem causar a
eutrofizagdo, como por exemplo os nitrogenados e fosfatados (MOHD-SAHIB et al., 2017).
Além disso, também sdo capazes de remover metais pesados, incorporando-os a parede celular
(COMMAULT et al., 2017) e alguns compostos organicos toxicos, como fenois e clorofenois
(CHIAIESE et al., 2011).

A maioria dos estudos no tratamento de efluentes sdo baseados em processos fisicos
como lagoas de estabilizacdo e decantadores; produtos quimicos como compostos de floculacéo
ou flotacdo e processos como sistema de recirculacdo de agua, que usam biofiltros agregados
com tanques de decantacdo e processos com e sem a presenca de oxigénio (ARUN et al., 2017).
Esses processos visam principalmente a remo¢do de compostos nitrogenados e fosforo,
resultando em etapas com desvantagens devido a alta infraestrutura e custos profissionais, alta
complexidade operacional, demandando grandes areas, além de produzir grandes quantidades
de lodo (AJAYAN; HARILAL; SELVARAJU, 2018).

Alguns estudos de biorremocao trabalham com plantas, como em zonas Umidas que
utilizam plantas superiores e macroalgas (SUJUAN et al., 2021; SABERI et al., 2020), ambos
0s processos alcangam uma menor remocao de compostos de nitrogénio e fésforo quando
comparado ao uso de microalgas, além de exigir um periodo maior para o desenvolvimento das
plantas e macroalgas. Essas caracteristicas tornam esses processos mais caros do ponto de vista
ambiental e financeiro (YAJING et al., 2021). A fitorremediacdo com microalgas é uma
excelente alternativa para o tratamento de efluentes, pois € mais eficiente ambientalmente ao
absorver altos niveis de nutrientes e economicamente com uso de biomassa e compostos
bioativos de alto valor comercial utilizados em diversas aplicacdes na industria farmacéutica,
cosmética, biogas, biocombustiveis, biofertilizantes, industria de nutricdo humana e animal
(MUJTABA; RIZWA; LEE, 2017; MUJTABA; LEE, 2017). Atualmente, diversos estudos
demonstram os avangos na eficiéncia de microalgas no tratamento de efluentes urbanos
(PACHECO et al., 2021), industriais (RAJAK; JACOB; KIM, 2020) e agricolas (WEN et al.,
2017), indicando possiveis aplicacbes da biomassa de algas produzida.

O uso de microalgas é bastante comum na larvicultura de carciniculturas como
alimento, devido a facilidade de cultivo, pequeno tamanho, acentuada velocidade de
crescimento e alto teor de acidos graxos poliinsaturados (SUH et al., 2015). Nas fases de

terminacdo em viveiros as microalgas também fazem parte da alimentacdo, mas seu
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desenvolvimento é induzido por fertilizagdo com nutrientes inorganicos e o consumo por parte
dos camardes é realizado de forma indireta, pois a racdo artificial € o alimento principal
(sistemas de producdo semi-intensivos e intensivos). O desenvolvimento da aquicultura
ocasionou, entre outros fatores, uma demanda por farinha e 6leo de peixe, componentes
utilizados na fabricacdo de ragdes para espécies cultivadas e principal fonte de proteinas e
lipidios (NUNES et al., 2021). De acordo com a FAO (2020), a producdo global de pescado
(pesca e aquicultura) atingiu cerca de 179 milhdes de toneladas em 2018. Desse total, 156
milhdes de toneladas foram usadas para consumo humano e os 22 milhdes de toneladas
restantes foram destinados para usos nao alimentares, principalmente para producdo de farinha
e 6leo de peixe.

A disponibilidade destes insumos pode variar, fazendo com que seus valores e
producdo oscilem. Assim, fontes alternativas se fazem necessarias para reduzir, ou até mesmo
substituir totalmente, seu uso. Nesse panorama, as microalgas podem atuar como fonte de
acidos graxos, por possuirem elevadas quantidades desses compostos (SILVA et al., 2020a).

A alimentacéo € um dos aspectos mais importantes no cultivo de camardo marinho,
pois 0s custos podem tornar-se bastante elevados e dependendo da estratégia alimentar adotada
pode atingir até 80% das despesas. (MARTINEZ-CORDOVA et al., 1998). Nesse contexto, a
inclusdo de uma biomassa de microalga, produzida em efluentes, na elaboracéo de uma racéo
comercial poderd otimizar os custos financeiros e manter o desempenho zootécnico e
imunologico dos camardes.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a fitorremediacdo de efluentes
urbano e piscicola utilizando a microalga Chlorella vulgaris e adi¢do de sua biomassa seca na

dieta do camardo marinho Litopenaeus vannamei.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Efluentes urbanos e reuso

Devido ao crescimento da populacdo urbana e rapido aumento da atividade
industrial, a urbanizacdo, que é essencial no processo de desenvolvimento econdmico também
traz aspectos negativos como a exaustdo de diversos recursos ambientais. Geralmente, os corpos
d"agua que limitam as cidades recebem grandes aportes e sao impactados diretamente pelos
residuos gerados nesses aglomerados urbanos (BECERRA et al., 2016). Sendo um dos maiores
problemas com relag¢do a poluicdo das aguas, o despejo de efluentes domésticos e industriais
com tratamento inadequado ou sem nenhum tratamento acarreta prejuizos de ordem ambiental,
econdmica e de saude publica.

Segundo as Normas Brasileiras de Estudos de Concepgédo de Sistema de Esgoto
(NBR 9648/ABNT, 1986), o esgoto sanitario é o despejo liquido constituido de esgotos
doméstico e industrial, agua de infiltracdo e a contribuicdo pluvial parasitaria. O esgoto
doméstico é o despejo liquido resultante do uso da agua para higiene e necessidades fisiologicas
humanas; o esgoto industrial € resultante dos processos industriais, respeitados os padrdes de
lancamento estabelecidos; a agua de infiltracdo é proveniente do subsolo, indesejavel ao sistema
separador e que penetra nas canalizacdes e a contribuicdo pluvial parasitaria é a parcela do
deflavio superficial inevitavelmente absorvida pela rede de esgoto sanitario.

Os efluentes sanitarios estdo relacionados com a utilizagdo da agua para
abastecimento de qualquer imovel que possua instalagéo de banheiros, lavanderias, cozinhas ou
qualquer uso da agua para fins domésticos. Esses efluentes possuem aproximadamente 99,9%
de agua e o 0,1% restante constituido de sélidos organicos, inorganicos e microrganismos
(FUNASA, 2010). O tratamento dessas aguas residuarias tem por finalidade remover esses
poluentes e os sistemas adotados séo orientados para o tipo de poluente que se pretende retirar
e para alcancar a eficiéncia, que deve estar dentro dos parametros estabelecidos pela legislacédo
ambiental brasileira de langcamento de efluentes sanitarios (PINHO et al., 2017).

O tratamento de efluentes pode ser classificado, por ordem de eficiéncia, em
preliminar, no qual sdo removidos os sélidos mais grosseiros, como areia e gordura; primario,
em que se remove sélidos sedimentaveis e flutuantes; secundario, que tem por finalidade a
reducdo da matéria orgénica pela acdo de microrganismos e terciario, sendo o tratamento mais
eficiente, destinado a remogéo de nutrientes, organismos patogénicos, metais pesados, sélidos

inorganicos dissolvidos e em suspensédo que ainda permanecem (VON SPERLING, 2005).
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Segundo Jorddo e Pessoa (2017), o tratamento de efluentes utiliza uma série de
operacgdes aplicadas para remover substancias indesejaveis ou transforma-las em outras de
forma aceitavel. Assim o saneamento basico, que € a coleta e o tratamento desses efluentes, é
indispensavel para garantir a satide da populacéo.

De acordo com a Pesquisa Nacional de Saneamento — PNSB (2017), o Brasil
apresentou no ano de 2017 um percentual de 57,6% de municipios com servi¢co de esgotamento
sanitario por rede coletora. Na Regido Sudeste, 95,9% dos municipios possuiam servico de
esgotamento sanitario; na Regido Nordeste 49,0%; na Regido Sul 40,9%; na Regido Centro-
Oeste 38,1% e Regido Norte 13,8%. De acordo com a pesquisa a coleta de esgoto por rede é
definida como o afastamento do esgoto gerado pelos domicilios e estabelecimentos por meio
de tubulacéo fechada e sua conducdo até a estacdo de tratamento de esgoto ou ponto final de
langamento.

No que se refere ao tratamento, dos municipios com servico de esgotamento
sanitario por rede coletora em funcionamento, em 62,8% havia estacGes de tratamento em
operacdo. As RegiBes Centro-Oeste e Sul se destacaram com 0s maiores percentuais de
municipios com estruturas de tratamento em operacéo, 94,4% e 71,7%, respectivamente e a
Regido Nordeste com o menor (51,2%) (Figura 1). Ainda segundo a pesquisa, o tratamento de
efluentes no Brasil, evoluiu entre 2008 e 2017, passando de 49,3% para 62,8% com pelo menos

uma estacéo de tratamento de esgoto em operagao.

Figura 1 — Tratamento de esgoto sanitario nos Municipios,
com Estacdo de Tratamento de Esgotos — ETE em operacéo

R |
Com ETE em operag3a (2.013)
Sem ETE am operagda (1.123) > / | .

I s=m senage em uncinamento 23693 | | ‘(n““, . / f [ )

rancioracies |

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Populacdo e
Indicadores Sociais, Pesquisa Nacional de Saneamento Basico 2017.
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Segundo o relatério, também se observou o destino do efluente tratado ou do esgoto
sem tratamento. Em 28 municipios ocorria envio de esgoto sem tratamento e em 4, de efluente
tratado, para outra entidade executora. Também houve casos em que a entidade executora
enviou esgoto sem tratamento ou tratado para disposi¢do final ou tratamento pela propria
executora, mas em outro municipio. Dos 3.206 municipios em que havia servico de
esgotamento sanitario por rede coletora em funcionamento, em 49,5% ocorreu a disposi¢do de
esgoto sem tratamento (PNSB, 2017).

E notorio que o langamento de esgoto sem tratamento nos corpos hidricos afeta a
qualidade das aguas de diversas formas, impactando o abastecimento humano, producdo de
alimentos e biodiversidade (OLIVEIRA et al.,2021). Os rios foram os principais corpos
receptores, em todo o Brasil, tanto de efluentes tratados, quanto de esgoto sem tratamento
(Tabela 1).

Tabela 1 — Municipios, total, com servi¢co de esgotamento sanitario por rede coletora em
funcionamento e com disposicao final de efluente tratado, por tipo de corpo receptor, segundo
as Grandes Regides - 2017

Municipios

Com servico de esgotamento sanitario por rede coletora em
funcionamento

Grandes Regides Com disposicao final de efluente tratado

Total -
Tipo de corpo receptor
Total Total Lago ou
Rio Mar | 9 Baia Outro
agoa

Brasil 5570 3206 2033 1848 27 100 9 113

Norte 450 62 43 40 - 3 1 2
Nordeste 1794 879 441 317 10 63 1 72
Sudeste 1 668 1600 1 005 967 16 21 6 22
Sul 1191 487 377 360 1 9 1 15

Centro-Oeste 467 178 167 164 - 4 - 2

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Populagdo e Indicadores Sociais, Pesquisa Nacional de
Saneamento Bésico, 2017.

O conhecimento do potencial poluidor de efluentes impulsionou o desenvolvimento
de diversas tecnologias de tratamento com o objetivo de reduzir os impactos do lancamento dos
efluentes sanitarios nos corpos hidricos. O reuso de agua surge da necessidade de um
instrumento de melhoria da disponibilidade hidrica e oportuniza a cooperacéo e fortalecimento
dos setores de recursos hidricos e saneamento no Brasil (RODRIGUES, 2005; INTERAGUAS,
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2018). Além disto, a crise hidrica que afeta diferentes regiGes do pais impulsiona agdes para
suprir com seguranca a demanda por agua e a reutilizacéo possibilita o destino de agua potavel
para fins essenciais e a de reuso para outras modalidades como limpeza urbana, irrigacao de
elementos paisagisticos e atividades agricolas (PINTO et al., 2014).

Em varios paises o reuso faz parte do cenario nacional de abastecimento de agua,
principalmente em regiBes de escassez, incentivado pela melhoria na disponibilidade hidrica
aliado com outras possibilidades como conservagdo, metas de sustentabilidade e custo reduzido
de remocdo de nutrientes (MOURA et al., 2020). O Brasil tem potencial para se tornar
referéncia nessa préatica, em virtude de ser umas das na¢cdes com maior oferta de recursos
hidricos do mundo, mas com uma distribuicdo desigual ao longo do territério e demonstrando
sinais de desequilibrio em algumas regiées (MOURA et al., 2020; SANTOS et al., 2020).

Nesse cenario de inseguranca, que pode estar mais relacionado a gestdo do recurso
do que a disponibilidade, o reuso de efluentes tratados é sem ddvida uma ferramenta nas
solucdes para o gerenciamento das aguas, sem comprometer 0s ecossistemas e garantindo o

abastecimento das cidades, geracdo de energia e producdo alimenticia.

2.2 Microalgas e Fitorremediagao

As microalgas sdo organismos muito diversos presentes em sistemas aquaticos,
unicelulares de dimensdes microscopicas, podendo formar colbnias e apresentar estrutura
procaridtica ou eucaridtica (BASHAN; BASHAN, 2010). A maioria tem habito plancténico e
constituem o fitoplancton, ou seja, integrantes fotoautotréficos do plancton (LOURENCO,
2006). S&o os principais produtores primarios marinhos e de corpos hidricos continentais, dessa
forma, séo essenciais para a composi¢éo de quase todos 0s ecossistemas oceanicos e costeiros
assim como na fixacao de CO> e producdo de oxigénio (CHISTI, 2007).

Existe um variado numero de classes em que esses organismos estdo catalogados:
diatoméaceas (Bacillariophyceae), algas verdes (Chlorophyceae), algas verde-azuladas
(Cyanophyceae) e algas douradas (Chrysophyceae) (BICUDO; MENEZES, 2006). Sdo em sua
maioria autétrofos, fazendo uso de energia luminosa e substancias inorganicas como nitrogénio,
fosforo, dioxido de carbono, entre outros, para ganho de biomassa e constituindo a base
alimentar aquatica (MARKOU; NERANTZIS, 2013; SILVA et al, 2015).

A biomassa de microalgas contém cerca de 50% de carbono obtido principalmente

do didxido de carbono atmosférico. Assim, o suprimento desse nutriente, nos cultivos, se torna
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um elemento importante nos custos de produgéo algal (BILLER; ROSS, 2014). Compostos
nitrogenados e fosfatados também sdo imprescindiveis para as microalgas por estarem
relacionados com a formacdo de proteinas e membranas celulares, dessa forma, esses
organismos retiram do ecossistema no qual se encontram grandes quantidades dessas
substancias. Se estes compostos estiverem em alta concentragdo, essa remog¢do diminui 0s
possiveis impactos negativos (CHANG; DUAN; XU, 2015).

As condi¢bes do ambiente influenciam como sera a composi¢do bioquimica algal,
com destaque para espécies com elevada concentracdo de proteinas, lipidios, polissacarideos,
pigmentos e vitaminas. Outras propriedades que as microalgas possuem sdo 0 rapido
crescimento, excelente qualidade nutricional, diversidade de tamanho e formatos (ANSILAGO,
2021).

Devido a essas caracteristicas, as microalgas apresentam um potencial amplo de
aproveitamento, despertando interesse do ponto de vista ambiental e energético. Possuem
diversas aplicacOes, servindo de alimento para 0s organismos aquaticos, nutricdo humana,
industrias farmacéutica e de cosmeticos, fertilizantes, biocombustivel e tratamento de efluentes
(HAMMED et al., 2016).

A producéo em escala industrial de microalgas possui dificuldades que interferem,
principalmente, na viabilidade econémica. A interacdo entre os fatores bioldgicos, quimicos e
fisicos influencia diretamente no cultivo, podendo favorecer ou inibir seu crescimento. O alto
custo de nutrientes, grandes volumes de agua, dificuldades na coleta da biomassa sdo alguns
dos desafios da producdo em larga escala. Esses obstaculos podem ser superados com a
utilizacéo de efluentes, uso de emissdes de industrias e termoelétricas como fonte de CO», além
de proporcionar a obtencdo de varios bioprodutos (MUJTABA et al., 2017).

Por isso a algicultura atual trabalha com agregacao de valor, com a utilizacdo da
biomassa algal em setores que demandam biocompostos de elevada cotacdo comercial
(SANTOS et al., 2021). A utilizacao de efluentes tratados urbano, industrial e da agroindustria
ricos em nutrientes (compostos nitrogenados, fosforo e CO.) sdo capazes de suprir 0
desenvolvimento de culturas de microalgas em larga escala, promovendo a sustentabilidade
econdmica, social e ambiental (SCHMITZ et al., 2012).

Uma das espécies mais utilizadas na fitorremediacdo de efluentes é a Chlorella
vulgaris (Figura 4), pois essa microalga tem como caracteristicas principais crescimento
acentuado, resisténcia ao manejo e contaminacdes, grande capacidade de absorc¢do de nutrientes
e boa composicdo quimica (SILVA et al., 2020b). Também sdo aplicadas na nutricdo humana

e animal, producéo de biofertilizantes e biocombustiveis, por meio da extracdo de seus lipidios.
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Figura 2 — Chlorella vulgaris

Fonte: SILVA, 2011.

A Chlorella vulgaris é uma microalga verde do Filo: Chlorophyta; Subfilo:
Chlorophytina; Classe: Trebouxiophyceae; Ordem: Chlorellales; Familia: Chlorellaceae e
Género: Chlorella (GUIRY; GUIRY, 2022). A célula desta espécie, geralmente, é esférica com
didmetro entre 2 e 10 um. S&o habitantes principalmente do plancton de sistemas de aguas
paradas, por exemplo lagos e reservatorios (BICUDO; MENEZES, 2006).

Singh et al. (2022) avaliaram a eficiéncia remogdo de nutrientes de efluentes
urbanos utilizando a microalga C. vulgaris e constataram uma remocao de 97,8 e 91,3% para
compostos nitrogenados e fosfatado, respectivamente. LI et al. (2013) utilizaram efluente de
uma estacdo de tratamento municipal e constataram a elevada eficiéncia mitigadora da C.
vulgaris, a qual removeu 98% da amonia e 90% do fosforo. Em ambos os trabalhos a C. vulgaris
demonstrou ser uma espécie excelente para remocao de amonia e fosforo, mas dependendo das
concentracfes dos nutrientes dos efluentes utilizados como meio de cultura a composicéo
bioquimica algal pode apresentar valores diferentes.

Leong et al. (2022) observaram em um cultivo mixotréfico com fotoperiodo 16:8
(claro:escuro) uma remocéo de 94% na aménia e de 90% no fosforo no cultivo de C. vulgaris,
utilizando efluente municipal tratado como meio de cultura. Li et al. (2011) cultivaram a
Chlorella sp. em um efluente urbano durante 14 dias, onde a microalga foi capaz de remover
93,9 e 89,1% do nitrogénio amoniacal e fésforo totais, respectivamente. Silva (2017) cultivou
a C. vulgaris em efluentes aquicolas e avaliou a remocdo de nutrientes, com resultados de
remediacdo de 84,06 e 99,98% dos compostos nitrogenados e fdsforo, respectivamente.

As microalgas podem remover mais de 95% da compostos de nitrogénio e 90% de
fésforo em efluentes (PRAVEEN; LOH, 2016). O uso de algas nativas, como Chlorella

vulgaris, na fitorremediacdo de &guas residuais € muito importante porque a espécie apresenta
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rapido crescimento, remocdo de CO», producdo de oxigénio, resisténcia a contaminacdo,
excelente composicao bioguimica e absorcéo eficiente de nutrientes (RODRIGUES-SOUSA et
al., 2021; MIAO et al., 2016; SILVA et al., 2015). C. vulgaris foi utilizada por Wang et al.
(2017) para avaliar a capacidade de remover nitrogénio na forma de aménia ou ion aménio,
sendo capaz de extrair drasticamente compostos de nitrogénio em apenas 48 h, demostrando
seu alto potencial para tratamento de efluentes. Liu et al. (2017), que utilizaram um efluente
urbano com injecao de didxido de carbono, observaram uma remocao de 99% de fosforo e 87%
de amonia, enquanto Mujtaba e Lee (2017), usaram o tratamento de esgoto urbano, alcangando
uma remocdo de 95% de amoénia e 90% de fosforo, e Mujtaba, Rizwan e Lee (2017)
descobriram que C. vulgaris removeu 70% de aménia e 66% de fosforo quando foi aplicado
efluente de esgoto domeéstico.

C. vulgaris também é empregada como aditivo na dieta de organismos aquaticos,
devido a sua excelente composicéo bioquimica com alto teor de proteinas, vitaminas, minerais
e acidos graxos poliinsaturados. A biomassa de C. vulgaris melhora a palatabilidade e
digestibilidade da racéo, reduzindo o teor de nitrogénio e fésforo nas excretas e otimizando o
desempenho zootécnico, alcangando dessa forma ganhos ambientais e econdmicos,
promovendo boa nutri¢do, elevando a imunidade e resisténcia dos individuos a patdgenos e
manejo, permitindo maior densidade de cultivo e maior sobrevivéncia e atingindo excelentes
resultados em termos de produtividade, rentabilidade e sustentabilidade (ALAGAWANY et al.,
2021). A producéo de Litopenaeus vannamei cresce rapidamente, com uma producdo mundial
de aproximadamente 4,1 milhdes de toneladas (FAO, 2020), exigindo um alimento com melhor
qualidade nutricional, ambientalmente correto e economicamente viavel. A ragéo deve ter um
alto teor de proteinas, lipidios, vitaminas e minerais (GAO et al., 2019), substancias importantes
para 0 desenvolvimento do camardo e que fazem parte da composicdo de C. vulgaris nas
quantidades necessarias.

Silva et al. (2020b), adicionaram 0,5% de C. vulgaris de biomassa seca a racéo e
compararam com a dieta comercial de L. vannamei. Os autores encontraram maior biomassa
final e produtividade ao adicionar biomassa de algas, com um aumento de 1,05 vezes em relacdo
a dieta comercial. Pakravan et al. (2017), utilizaram diferentes dietas com C. vulgaris
adicionada a racdo de L. vannamei e confirmaram que sua biomassa pode substituir parcial ou
totalmente a farinha de peixe presente na formulacdo de ragdes sem causar efeitos adversos no
desempenho zootécnico dos camardes, demonstrando viabilidade ambiental e ganho econémico
ao usar algas, reduzindo impactos ambientais sobre os estoques de peixes e 0s custos de

fabricacédo de racdes devido ao alto valor da farinha de peixe.
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2.3 Camardo marinho Litopenaeus vannamei

O camarao Litopenaeus vannamei (Figura 3) tem origem na costa leste do Pacifico

entre 0 México e o Peru, mas é amplamente cultivado em varios paises (BOYD et al., 2021).

Figura 3 — Litopenaeus vannamei
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na América do Sul, Equador e Brasil sdo os maiores produtores, com dominio sobre
os protocolos de cultivo em cativeiro, da larvicultura, passando pela terminacdo, até a
comercializacdo (WANG et al., 2020). O setor também se desenvolveu bastante, com a
implementacdo de tecnologias na qualidade de agua, solos, larvas e nutri¢do. O crescimento de
empresas de insumos e servigos acompanharam o crescimento produtivo, com o surgimento de
novos produtos como probioticos, 6leos essenciais, acidos organicos, bioremediadores, dentre
outros, e mdo de obra cada vez mais especializada e atualizada, visando bons indices
zootécnicos e aumento da produtividade (BOYD et al., 2021).

A carcinicultura é um setor da aquicultura que cresceu bastante no Brasil nas
Gltimas décadas, destacando o incremento econémico e produtivo da regido nordeste,

responsavel por 99,6% pela producédo nacional (Figura 4).
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Figura 4 — Ranking dos Estados com maior producgédo de
camardo em 2020
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Fonte: CNA — Confederacéo da Agricultura e Pecuaria do Brasil (2021).

A Pesquisa da Pecuaria Municipal — PPM (2020) realizada pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) indicou que a carcinicultura brasileira, apés a crise em 2015
e 2016 devido a doenca da mancha branca, obteve um incremente nos ultimos trés anos, com
uma produgédo 14,1% maior que em 2019, apresentando um volume de 63,2 mil toneladas
produzidas com o valor de producdo maior que R$ 1,3 bilhdo em 2020.

Apesar dos beneficios, o setor da producdo de camarao pode ser prejudicado quando
a gestdo de algum empreendimento coloca em risco a seguranca ambiental, principalmente com
0 descarte inadequado dos efluentes, sem cumprir as normas legais (BRASIL, 2005). Os
efluentes da carcinicultura possuem elevada concentracgao de nutrientes organicos, oriundos das
sobras de racdo e excrecdo dos animais. Dentre esses nutrientes, deve-se tomar uma atencao
maior aos compostos nitrogenados e fosfatados, principalmente a amdnia ndo ionizada e o
nitrito, pois sdo altamente toxicos em concentracGes superiores a exigida pela espécie, além de,
juntamente com o fésforo quando em excesso, causar eutrofizacdo e possivel hipoxia/anoxia
nos cultivos. (SILVA et al., 2020a).

Com o objetivo de mitigar os impactos negativos a carcinicultura gerados pelos
compostos nitrogenados e fosfatados ao descartar as aguas residuais no final dos ciclos de
cultivo, a fitorremediacdo com a utilizagdo de microalgas torna-se uma alternativa bastante
viavel, pois as algas utilizam esses compostos como nutriente para o seu desenvolvimento,
melhorando a qualidade da agua e promovendo seu reuso, além de produzir uma biomassa algal

de alto valor agregado que pode ser empregado em diferentes finalidades (SILVA et al., 2020b).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia Aquicolas do Instituto Federal
de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceard — Campus Aracati (LTA - IFCE) e no Laboratério
de Analise e Desenvolvimento de Processos do Departamento de Engenharia Quimica da

Universidade Federal do Ceara, durante o periodo de fevereiro a julho de 2021.

3.1 Aquisicao da cepa da microalga C. vulgaris, do camarao Litopenaeus vannamei e
coleta dos efluentes

A microalga C. vulgaris foi obtida da colecédo de cultura de algas do LTA - IFCE,
onde é mantida em meio de cultura Guillard f/2 (GUILLARD, 1975) sob condi¢6es controladas
de temperatura (20,0 + 1,0 °C) e intensidade luminosa (54 umol m?2 s?), usando lampadas
fluorescente de 40 w com fotoperiodo 16 h escuro: 08 h claro.

Os camardes foram obtidos da fazenda de camardes CEAQUA, localizada no
municipio de Beberibe, CE, transportados em um tanque de 1.000 L, contendo agua do viveiro
de cultivo com salinidade 15 e suprimento de oxigénio fornecido por cilindro, distribuido por
aerotubos com um fluxo de ar 6,0 + 1,0 L minl. No LTA - IFCE, os camardes foram
aclimatados, em caixas d"agua, adicionando agua do mar gradualmente para as condi¢des de
cultivo do experimento e povoados em aquarios de 100 L com peso inicial médio de 5,53 +
0,68 g.

Os efluentes utilizados como meio de cultura, urbano e de piscicultura, foram
coletados em estacdo de tratamento de esgoto (Efluente Tratado) e da fase final de alevinagem
da tilapia do Nilo da estacdo de piscicultura (Efluente Aquicola) do IFCE - Campus Aracati,
respectivamente. Durante a coleta, os efluentes foram filtrados em malha de 25 pum para
remover o plancton de maior tamanho e material suspenso, depois foram acondicionados em
dois recipientes de 100 L e transportados para o laboratorio. Os efluentes foram autoclavados a
120 °C por 15 minutos para eliminar micro-organismos que viessem a impedir o
desenvolvimento de algas, devido a concorréncia de alguns fatores como espaco e
luminosidade, além da dindmica de nutrientes, como por exemplo a possivel presenca de
bactérias nitrificantes que poderiam interferir na determinacdo da remocdo dos compostos
nitrogenados pelas microalgas (LIU; WANG; ZHOU, 2008).
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3.2 Delineamento experimental
3.2.1 Cultivo da C. vulgaris

Os in6culos foram desenvolvidos a partir de 10 mL da cepa algal, adicionando
gradualmente o meio de cultura Guillard /2 até atingir um volume de 1,5 L para cada repeticao.
Posteriormente, iniciou-se a aclimatacdo adicionando 1,25 L desse cultivo prévio (25%) em
3,75 L de efluentes (75%) usados como meio de cultura em cinco erlemeyers com capacidade
para 5,0 L durante trés dias (Figura 5).

Figura 5 — Aclimatacgéo do inoculo
de C. vulgaris em efluentes, LTA-IFCE.

Fonte: Elaborada pela autora

As condicdes de cultivo permaneceram constantes, com temperatura de 28 £ 1,0 °C
determinada por um termdmetro digital, intensidade de luz 108 umol m? s mensurada por
luximetro digital, tendo como fonte de luz duas ldampadas fluorescentes de 40 W, aeracdo
fornecida por um soprador eletromagnético com fluxo de ar 3,0 + 1,0 L mint, pH 7,8 e
salinidade 0, determinados por um pHmetro de bancada e refratbmetro portatil,

respectivamente. Todos os pardmetros foram determinados diariamente.
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As microalgas foram cultivadas em sistema estacionario (OHSE et al., 2009) em
trés tratamentos: ET — Efluente Tratado, EA — Efluente Aquicola da estacao de piscicultura e
MP — Meio Padrdo Guillard f/2 (Tabela 2), realizados em quintuplicata para cada meio de
cultura, usando um garraféo de 20 L por oito dias (Figura 6).

Tabela 2 - Composicédo dos efluentes e Guillard f/2 utilizados como meio de cultura.

Meio de Parametros
cultura Amobnia Nitrito Nitrato Faésforo Salinidade Razéo
(mgL’) (mgL") (mgL?') (mgL™) N:P
Efluente 0,088 + 0,009 + 1,235 + 2,519 + 0 0.53
Aquicola 0,002 0,001 0,001 0,001 '
Efluente 1,486 + 1,345 + 1,013 + 11,872 + 0 0.32
Tratado 0,002 0,001 0,001 0,001 '
. 0,220 £ 0,010 + 7,001 + 0,411 +
Guillard /2 0,002 0,001 0,004 0,003 0 17,59

Fonte: elaborado pela autora

Figura 6 — Cultivo de C. vulgaris em efluentes urbano e de piscicultura,
LTA-IFCE.

Fonte: Elaborada pela autora.

Cinco litros de indculo (25%) mais 15 L de efluente tratado, efluente aquicola e
meio padrdo (75% de cada) foram usados para iniciar o experimento. As amostras tiveram um
peso seco inicial de 0,194; 0,196 e 0,191 g L™ para efluente tratado, efluente aquicola e meio
padréo, respectivamente. Depois de oito dias de cultivo, a biomassa algal foi recuperada por
floculacdo quimica usando NaOH 2N, lavada para remover o floculante e seca em estufa com
renovacdo de ar, a 60 °C por 24 h (Figura 7) (SILVA et al., 2015).
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Figura 7 — Floculagdo quimica da microalga (A) e posterior secagem em
estufa (B), LTA, IFCE.

Fonte: Elaborada pela autora.

Todo o material utilizado e meios de cultura foram esterilizados em autoclave
(Figura 8a) por 15 minutos a 120 °C para evitar qualquer tipo de contaminagdo. As condigdes
de cultivo permaneceram constantes, com temperatura de 28 + 1,0 °C, intensidade de luz 108
umol m? s, tendo como fonte de luz duas lampadas fluorescentes de 40 W, aeragdo fornecida
por um soprador eletromagnético (Figura 8b) com fluxo de ar 3,0 + 1,0 L min, pH 7,8 (Figura

8c¢) e salinidade 0 (Figura 8d). Todos os parametros foram determinados diariamente.

Figura 8 — Autoclave (A), Soprador (B), pHmetro (C) e Refratdmetro (D)

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.2.2 Quantificagdo de peso da biomassa seca

O peso seco da biomassa foi determinado diariamente, retirando-se aliquotas em
triplicata de 2 mL de cada repetigcéo dos tratamentos e transferidos para tubos Eppendorf secos
em estufa e tarados em balanca analitica. As amostras foram centrifugadas a 13.500 RPM
durante 10 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e os tubos com a biomassa algal
foram secos em estufa com circulagéo forgada de ar a 60 °C em um intervalo entre 24 e 48
horas, até atingir peso constante em trés pesagens. Com a diferenca entre os pesos final e inicial,

obteve-se 0 peso da biomassa seca, de acordo com a equagdo 1 (NUNES et al., 2021).

__ B2-B1
BS = > (1)

Onde:

BS: biomassa seca (g L™Y);

B1: peso do Eppendorf vazio (9);

B2: peso do Eppendorf com biomassa algal;

V: volume usado (L).

3.2.3 Preparo da racgéo e teste com 0s camardes

A preparacdo da racdo seguiu 0 método descrito por Silva et al. (2020a) e Lobd&o et
al. (1993). Foi utilizada uma racdo comercial (Tabela 3) triturada em uma trituradora elétrica
(Figura 10a) e peneirada em malha de 1mm de abertura. A biomassa seca da microalga C.
vulgaris também foi triturada manualmente em um almofariz de porcelana até formar um pg, o
que facilitou sua mistura com a racdo de camardes e o0 aglutinante agar-agar. As proporcdes de
microalgas como aditivo e 0 agar-agar foram de 5 e 2%, respectivamente. Essa porcentagem de
microalga foi escolhida devido ao limitado volume algal obtido nos cultivos e por representar
a concentracdo maxima de aditivos em dietas de camarfes (NRC, 2011). Foi acrescentada agua
destilada aquecida (50 °C), a mistura de racdo com aditivo (microalga) mais aglutinante, em um
volume consideravel até obter uma massa homogeneizada, por meio da mistura manual com
auxilio de uma panela e uma colher de madeira. A racdo foi peletizada em um moedor/extrusor
manual com disco de corte (Figura 10b), posteriormente os peletes obtidos foram secos em

estufa com circulacdo forcada de ar por um periodo de 24 horas a 55 °C (Figura 10c). Apés a
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secagem, as racOes (peletes com 2 mm de tamanho) foram armazenadas em sacos plasticos
vedados (Figura 10d), etiquetados e estocados em freezer a -18 °C. Dessa forma, para cada 100
g de racdo foi utilizado 2 g de aglutinante e 5 g de biomassa seca de microalga. Esse
procedimento foi realizado para a preparagdo das duas dietas: Racdo comercial mais biomassa
seca de C. vulgaris cultivada em efluente aquicola (Racdo-BEA) e Racdo comercial mais
biomassa seca de C. vulgaris cultivada em efluente tratado de esgoto (Racdo-BET),
respectivamente. A composicao nutricional da racdo comercial utilizada encontra-se na Tabela
3.

Figura 9 — Moedor/extrusor manual (A),
Trituradeira (B), estufa para secagem dos
peletes (C) e racdo apds os processos (D).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 3 — Caracteristicas nutricionais da racdo
comercial para os camardes

Ingredientes %
Proteina Bruta 35
Umidade 13
Gordura Bruta 55
Matéria fibrosa 5
Matéria mineral 12,5
Célcio 2,5
Fosforo 0,8

Fonte: Rétulo da ragdo

O experimento com o camardo foi realizado em trés tratamentos em quintuplicatas,
com delineamento inteiramente casualizado, durante 15 dias. Os animais foram mantidos em
aquarios de 100 L sob constante aeracdo por soprador eletromagnético, resultando em uma
concentragéo acima de 5,0 mg L™ de oxigénio, na densidade de 70 camardes m, alimentados
quatro vezes ao dia (8:00, 11:00, 14:00 e 16:00 h) com racdo comercial para o tratamento 1,
ragdo comercial mais adi¢do de 5,0% de biomassa seca de C. vulgaris cultivada em efluente
aquicola para o tratamento 2 e ragcdo comercial mais adi¢do de 5,0% de biomassa seca de C.
vulgaris cultivada efluente tratado de esgoto para o tratamento 3.

A quantidade de racdo comecou em 5,0% de biomassa corporal, conforme tabela
de arragoamento da racdo comercial. O peso médio dos animais foi determinado semanalmente
por biometria, utilizando uma balancga, para monitorar o crescimento e ajustar a quantidade de
racdo. Diariamente, 10% da agua dos aquarios era renovada por sifonamento para manter a

qualidade da 4gua e parametros em niveis aceitaveis para a especie.

3.2.4 Determinacao do desempenho da C. vulgaris e do crescimento dos camardes

Diariamente determinou-se o0 peso da biomassa seca, para acompanhar o
desenvolvimento dos cultivos. Ao final do experimento, os indices cinéticos foram
determinados: producio de biomassa seca (g), rendimento da biomassa seca (g L),
produtividade da biomassa seca (g L™ dia), teor lipidico (%), rendimento lipidico (mg L™?) e

produtividade lipidica (mg L dia™).
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A taxa de crescimento em duplicagéo por dia (K) foi calculada pela Equagéo 2
(OHSE et al., 2009).

D¢

o2 .

Onde:
K- taxa de crescimento em duplicac&o por dia (divisdes dia™),
No e Nf — Biomassa seca no inicio e no dia em que o cultivo obteve a méaxima
concentracéo celular, respectivamente,

Dt - tempo de cultivo em dias.

O peso do camarédo foi monitorado semanalmente para determinar o crescimento
dos animais e ajustar a quantidade de racdo ofertada. Eram coletados dois individuos de cada
repeticdo e pesados em balanca semi-analitica. Esse manejo era realizado de forma rapida e
cuidadosa para evitar estresse aos camardes. Ao final desta etapa foram calculadas: peso médio

final (g), ganho diario de peso (mg dia?), fator de conversdo alimentar (FCA =

idade d a A . . f _
Quantidade de 1a¢30) soprevivéncia (%), biomassa final (g) e rendimento (kg m2).

Biomassa Final

3.2.5 Determinacao dos parametros de qualidade da agua

Para o cultivo do camardo, foram determinados duas vezes ao dia (8:00 e 16:00 h)
0 oxigénio dissolvido e temperatura, por meio de um oximetro portatil (Instrutherm — MO 900);
salinidade, por um refretbmetro portatil (Instrutherm) e pH, por um pHmetro de bancada (ION
pHB 500). Ja a alcalinidade, ambnia, nitrito, nitrato e fosforo (APHA 2012) semanalmente,
utilizando os Kits de analises de agua da Alfakit e o Fotocolorimetro de bancada Superfoto
Alfakit (Figura 12). As concentragdes foram comparadas com as varidveis em limites aceitaveis
descritas no estudo de Boyd e Tucker (2014).
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F| ura 10 — Fotocolorlmetro

Fonte: Elaborado pela autora

Para avaliacdo da fitorremediacdo do cultivo da C. vulgaris nos efluentes, foram
determinados diariamente o oxigénio dissolvido e temperatura, por meio de um oximetro
portatil e pH, por um pHmetro. J& a amdnia, nitrito, nitrato e foésforo (APHA 2012), foram
determinados utilizando os Kits de analises de agua da Alfakit e o Fotocolorimetro de bancada
Superfoto Alfakit, no inicio e no fim dos cultivos. Apos a fitorremediacéo dos efluentes urbano
e aquicola, as concentracdes de nutrientes foram comparadas com a Resolugdo CONAMA n°.
430/2011 (Brasil, 2011) e Resolugio COEMA N° 2 DE 02/02/2017 (CEARA, 2017).

3.2.6 Extracgdo e Determinacéao do teor de lipidios e &cidos graxos na composi¢ao de C.
vulgaris

O método de Bligh e Dyer (1959) foi utilizado para extracdo lipidica. Foram
adicionados a 5 g de biomassa seca da microalga, em triplicata, em um Erlenmeyer de 250 mL,
25 mL de metanol, 12,5 mL de cloroférmio e 5 mL de agua. O Erlenmeyer foi tampado e levado
para sonicar o material em um desruptor de células ultrassdnico (ULTRONIQUE) com
frequéncia de 40 kHz e poténcia de 80 W durante 10 minutos. Em seguida, foram adicionados
mais 12,5 mL de cloroférmio e 5 mL de &gua e realizada outra sonicagdo com duracdo de 5
minutos. A parte solida foi filtrada a vacuo e, posteriormente, seca em estufa durante 24 horas
a 105 °C, sendo finalmente pesada em balancga analitica para determinacdo do rendimento

lipidico, de acordo com o fluxograma da figura 13.



Figura 11 — Fluxograma do método de extracdo lipidica Bligh; Dyer (1959).

Erlenmeyer 250 mL

l 5 g hiomassa seca
.. 15 mL metanol

Adiciona ‘éllf‘ mL cloroférmio
l S mL agua

Tempo 10 min
Sonicador é Frequéncia 40 khz
l Poténcia 80 w

12,5 mL cloroféormio
5 mL agua

l Tempe 5 mun
Somcador < Frequéncia 40 khz

l Poténcia 80 w

Adiciona

Filtraciio a vacuo

Tempo 24h
Secagem em estufa =="" 7 emperatura 105°

}

Balan¢a analitica

Rendimento lipidico %%

Fonte: Adaptado de Silva (2017).
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A produtividade e o rendimento de lipidios foram determinados de acordo com as

equac0es 3 e 4, respectivamente, descritas por Converti (2009):

Onde:
v — Produtividade em g L dia?,
C. — Concentracéo de lipidios no final do experimento em g L,

t — Duracdo do cultivo em dias.

Y (V‘;’L) x 100

DA

Onde:
Y — Rendimento em 100 g de alga seca™,
W - Peso de lipideo extraido em g,

Wha - Peso da biomassa seca no fim das culturas (g).

(3)

(4)
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A caracterizacao dos lipidios extraidos das microalgas foi realizada no Laboratorio
de Analise e Desenvolvimento de Processos do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal do Ceara, por meio de cromatografia gasosa (CG), utilizando o método
Ce 2-66 da AOCS (1997). Para esse método, utilizou-se KOH 0,5 mol L™ em metanol anidro
(reagente de saponificacéo), uma solugdo contendo 20 g de NH4Cl + 600 mL de metanol anidro
+ 30 mL de H2SO4 concentrado (reagente de esterificagdo), uma solugdo aquosa saturada de
NaCl (solucéo salina) e éter de petroleo. Para analisar os ésteres metilicos, foi utilizado um
cromatografo a gas CGC Agilent-6850 série GC SYSTEM acoplado a um detector de ionizagdo
de chama, FID (flame ionization detector) e a um integrador, utilizando uma coluna capilar OV-
1 (dimetilsilicone) com 30 m de comprimento, diametro interno de 0,25 mm e 0,25 um de
espessura do filme liquido. O fluxo da coluna foi ajustado para 1,0 mL min, o volume injetado
foi de 1,0 mL e o hélio (99,95%) foi utilizado como gas de arraste. Cerca de 50 mg do 6leo
extraido da biomassa seca de cada tratamento foram misturados com 4,0 mL do reagente de
saponificacdo, sendo o tubo com a mistura agitado em agua fervente durante cinco minutos.
Apos o resfriamento do tubo, foram adicionados 5 mL do reagente de esterificacdo e o tubo
com a mistura foi novamente agitado em agua fervente durante cinco minutos. Apos 0
resfriamento do tubo, 4,0 mL da solucéo salina e 5 mL de éter de petréleo foram adicionados,
agitando novamente. O tubo ficou em repouso até a completa separagdo das fases e,
posteriormente uma aliquota da fase superior contendo os ésteres metilicos foi retirada e
injetada no cromatografo. O mesmo procedimento foi realizado com o 6leo mostarda (6leo
referéncia), cujos teores dos ésteres sdo conhecidos. Comparando o tempo de retencéo (tr) dos
ésteres de cada 6leo com o tempo de retencdo dos ésteres do 6leo de mostarda foi possivel
identificar a composicao percentual de cada componente do 6leo da microalga. Para a obtencéo
da massa molar média dos ésteres metilicos provenientes da transesterificacdo de Oleos
vegetais, utilizou-se a equacdo 5 (VARGAS, 1996).

MMM (ésteres metilicos) = W

()
Onde:
Ai - Teor em porcentagem do éster i;

MMI - Massa molar do éster i (g mol™?)

A massa molar (MM) do 6leo da microalga sera calculada utilizando a equacéo 6.
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MM (6leo da microalga) = [(3 X MMM dos ésteres metilicos) — 4] (6)

3.2.7 Andlise estatistica

Analise de variancia (ANOVA) (P < 0,05) foi utilizada para andlise da qualidade
da agua, cultivo da C. vulgaris e desempenho do camardo. Quando diferencas significativas
foram encontradas entre os tratamentos (P < 0,05), foi utilizado o teste de Tukey. Todos os

dados estatisticos foram realizados usando Assistat 7.6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento da microalga

O acompanhamento do desenvolvimento de cultivo de microalgas é realizado pela
curva de crescimento do cultivo, o qual possui cinco fases de crescimento. Na primeira fase
ocorre a aclimatagdo das células algais as novas condi¢Bes de cultivo (concentragdo de
nutrientes, pH, temperatura, espago e luminosidade). Na segunda fase, j& aclimatadas, ocorre
um crescimento exponencial da populacdo algal, ja na terceira fase o cultivo ainda apresenta
crescimento, mas com menores taxas de divisdes diaria, devido a concorréncia por espaco e
luminosidade. Em seguida, com uma maior reducdo de nutrientes e aumento de
metabdlitos no meio, a taxa de crescimento se iguala a taxa de mortalidade, mantendo a
populacdo constante por um determinado periodo, denominada como a fase estacionaria do
cultivo. Por fim, com o completo esgotamento dos nutrientes, elevada quantidade de
metabdlitos e autolise celular, o cultivo atinge a fase de morte, resultando em uma significativa
reducdo da populacdo de microalgas.

Os trés tratamentos mostraram comportamento semelhante e crescimento
satisfatorio para os diferentes meios de cultura, mas com produtividade diferente. Nos dois
primeiros dias, as células estavam se adaptando as novas condi¢des de cultura. Depois da
aclimatacdo, as células apresentaram crescimento exponencial devido as condi¢fes favoraveis
de luz e nutrientes, com destaque para o cultivo com Efluente Aquicola, que obteve melhor
desenvolvimento, seguido pelos cultivos com Meio Padrdo e Efluente Tratado,
respectivamente. O cultivo com Meio Padrdo apresentou reducéo na taxa de crescimento, mas

ainda com tendéncia a desempenho (Figura 14).
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Figura 12 — Curva de crescimento (g L) de trés tratamentos de C.
vulgaris testadas em diferentes meios de cultura. (EA) Efluente
Aquicola, (ET) Efluente Tratado e (MP) Meio Padrao.

1,4
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i
—a— ET ] T %

1,0

0,8
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Biomassa (g/L1)

0,4

0,2

0,0

1 2 3 4 5 6 7 8

Dias de cultivo

Fonte: dados da pesquisa.

Segundo Silva et al. (2020a), apos inoculacdo de uma microalga em um meio de
cultura enriquecido com nutrientes, a populacdo cresce ao longo do tempo, geralmente
apresentando uma curva com cinco fases distintas. Foram observados comportamentos
semelhantes nos trés tratamentos, apresentando a fase de aclimatagdo no primeiro e segundo
dia, com crescimento exponencial do segundo ao quarto dia. Os tratamentos com efluentes
atingiram a fase de crescimento relativo do quarto até o sétimo dia, entrando em fase
estacionaria e de morte do setimo até o tltimo dia de experimento. J& o cultivo com meio padrao
apresentou comportamento de crescimento relativo do quarto até o oitavo dia. A medida que as
células se multiplicam, as condi¢Ges ambientais de cultivos se alteram, como o aumento do
sombreamento, reduzindo as taxas fotossintéticas, concorréncia por espaco e a reducdo da
concentracdo de nutrientes presentes no meio, absorvidos pelas microalgas. Essa capacidade
de absorcdo de nutrientes demonstra a eficiéncia de C. vulgaris no tratamento de efluentes,
sendo importante na gestdo dos recursos hidricos, pois os efluentes descartados respeitardo as
normas ambientais, reduzindo os custos e a carga de substancias toxicas e patogénicas no
ambiente.

Em todos os testes, a taxa de crescimento teve uma tendéncia inicial de aumentar
até o terceiro dia de cultivo, com propensédo a diminuir até o final do experimento, no oitavo
dia (Figura 8). Semelhante ao presente experimento, estudos como de Katiyar et al. (2021),

Zhang, Ren e Jiang (2021), Wu et al. (2020), relataram em cultivos de Chlorella sp.,
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desaceleracdo da taxa diéria de divisfes ocorre & medida que os nutrientes sdo absorvidos,
principalmente nitrogénio e fosforo, que sdo nutrientes essenciais para o crescimento das algas.

As maiores taxas de crescimento em divisdes por dia de C. vulgaris, durante o
experimento, foram alcangados no cultivo com Efluente Aquicola, seguidos pelos cultivos com
Meio Padrdo e Efluente Tratado. Houve uma diferenca significativa durante o periodo de
crescimento entre os trés cultivos, com o tratamento que utilizou Efluente Aquicola como meio
de cultura apresentando um aumento na taxa de divisdes diaria 1,23 e 1,85 vezes maior do que
os cultivos com Efluente Tratado e Meio Padréo, respectivamente. O crescimento do cultivo
com Efluente Tratado comparado ao do Meio Padrdo foi significativamente mais lento, com o

cultivo com Meio Padrédo 1,13 vezes mais rapido que o do Efluente Tratado (Tabela 4).

Tabela 4 — Média e desvio padrdo da taxa de crescimento em divisdes por dia (K d?) de C.
vulgaris em diferentes meios de cultura: EA — Efluente Aquicola, ET — Efluente Tratado e MP
— Meio Padréo.

Tempo (d) EA ET MP
1 0,291 + 0,05 0,044 +0,01° 0,243 + 0,04
2 0,679 + 0,022 0,363 + 0,02° 0,546 + 0,05
3 0,627 + 0,022 0,508 + 0,03 0,611 + 0,032
4 0,554 + 0,032 0,427 + 0,05° 0,483 +0,01°
5 0,470 + 0,012 0,412 +0,03° 0,433 +0,02°
6 0,437 + 0,032 0,382 +0,01° 0,394 + 0,02
7 0,358 + 0,022 0,298 + 0,01° 0,343 + 0,03?

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
Fonte: dados da pesquisa.

Concentragcbes mais baixas de compostos nitrogenados, possivelmente,
influenciaram uma maior taxa de divis6es diaria, pois essa menor oferta de nutrientes reduziu
0 tempo de cultivo do tratamento com Efluente Aquicola, diferentemente dos outros
tratamentos, principalmente com Efluente Tratado, que continha uma concentracdo bem mais
elevada de nutrientes, o que desacelerou sua taxa de divisdes diaria.

Kong et al. (2021), utilizaram aguas residuérias simuladas, visando a producéao de
biomassa de C. vulgaris e seus resultados mostraram que a taxa de crescimento em divisdes por
dia foi de 0,35 d* com 90 mg L™ de nitrogénio no meio de cultura e 0,43 d* com 60 mg L™ de
nitrogénio no meio de cultura. Os autores indicam neste estudo que uma maior concentracao da

fonte de nitrogénio reduz a taxa de crescimento em divisdes por dia, especialmente nos
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primeiros dias, pois as células das microalgas estdo se adaptando a novas condic¢des de cultivo

e ocorre uma possivel toxicidade devido ao excesso de nutriente.

4.2 Remogdao de nutrientes

As reducdes nos nutrientes inorganicos dos efluentes e do meio de cultura padrdo

foram significativas quando se utilizou C. vulgaris como fitorremediador. Os cultivos de C.

vulgaris em Efluente Aquicola e Efluente Tratado foram mais eficientes na reducdo da

concentracdo de amonia, com 80,7 e 75,7% de remocdo, respectivamente. O nitrito diminuiu

em sua totalidade e o nitrato teve remocdo semelhante, com 95,1, 92,0 e 98,6% para 0s trés

tratamentos. Culturas com Efluente Aquicola e Meio Padréo absorveram totalmente o fosforo,

sendo esta eficiéncia no consumo de fésforo de grande interesse para o tratamento de efluentes

da aquicultura e a viabilidade do reuso da dgua. Ao contrario do Efluente Tratado, que absorveu

69,7%, apresentando uma remocgdo em porcentagem significativamente menor, mas uma

remogc&o superior em mg L™, por ter maior concentragao inicial de fosforo que os demais meios

de cultura, sendo necessario mais dias de cultivo para a avaliacdo de remocao plena (Tabela 5).

Tabela 5 — Média e desvio padrdo da remocdo de nutrientes em cultivos de C. vulgaris com Efluente
Aquicola (EA), Efluente Tratado (ET) e Meio Padrdo (MP).

Meios de cultura

Parametros EA ET MP
- . Total da Remogé&o . - Totalda Remocgao - . Totalda  Remocao
Inicial  Final ~ o Inicial  Final ~ o Inicial Final x o
remocao Yo remocao Yo remocao %)
oni + + + + + +
-1 ’ ’ 1 ' ’ ’
A S OIDE aom s Lo O wa me O OUer om w2
Nitrito - 0009+ 0009 10002 L340 0,0 1345  1000° O010% 0,0 0010  100,0°
(mg L™ 0,007 0,006 0,008
i + + + + + +
-1 y ] 1] . 1 1
R A
Fésforo 2,519+ 11,872 + 3,601 + b 0,411+
(mg LY 0,006 0,0 2,519 100,02 0,011 0,009 8,271 69,7 0,003 0,0 0,411 100,02

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
Fonte: dados da pesquisa.

Ao considerar um meio que ndo é limitado em nutrientes, os fatores que interferem

no crescimento de algas sdo a luz e a temperatura. E a luz ainda vai depender do fotoperiodo

que influencia diretamente na fotossintese, divisdo celular e crescimento (AMINI; WANG,;

SHAHBAZI, 2016). Segundo Fernandez-Linares et al. (2017), mesmo considerando a mesma

espécie de microalga em condicdes semelhantes de cultivo, seu crescimento pode ser variavel.
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Com isso, os fatores que determinam o crescimento como luz, temperatura, pH e
movimentacao do cultivo com aeracdo foram todos controlados durante o cultivo, revelando
uma multiplicacéo celular eficiente, uma vez que foi fornecido luz, temperatura, e nutrientes
necessarios para o desenvolvimento das algas. Znad et al. (2018) utilizaram C. vulgaris e
obtiveram um resultado comparado ao cultivo com Efluente Aquicola, com 79% de remocao
de nitrogénio total e 100% de remocao de fdésforo total de efluentes de estacBes de tratamento
de &guas residuérias, e com meio alternativo, neste mesmo estudo, o fosforo total removido foi
de 100% e para meio alternativo a taxa de remocao total de nitrogénio foi de 79,4%. O cultivo
de microalgas reduziu em até 90,51% do nitrogénio total e 91,54% do fosforo total, melhorando
a qualidade das aguas residuarias de suinos, convertendo esses nutrientes em biomassa que pode
ser usada na producdo de biogas ou syngas (gas de sintese), e reduzir a possivel eutrofizacédo
nos corpos receptores desse efluente final (WEN et al., 2017). Esses estudos apontam as
microalgas como uma alternativa que agrega valor e alta taxa de remocgdo de nutrientes,
principalmente do género Chlorella, que absorvem os compostos em condicdes de alta carga
de nitrogénio e fosforo, convertendo-os em biomassa rica em proteinas, acidos graxos, minerais
e vitaminas.

Ayatollahi, Esmaeilzadeh e Mowla (2021) cultivaram C. vulgaris em efluentes
tratados municipais, integradas com fornecimento de CO> e obtiveram remocdo de amonia,
nitrato e fosforo de 99, 81,05 e 87,95%, respectivamente, demonstrando que C. vulgaris é
eficiente na remoc¢do de compostos nitrogenados e fosforo. Esse resultado foi semelhante ao
presente estudo, com capacidade de remocdo total de nitrogénio superior a 80% e remogéo de
quase 70% de fosforo nos efluentes.

Praveen e Loh (2016) utilizaram efluentes de aguas terciarias e relataram uma alta
eficiéncia da C. vulgaris na remocéo de amonia, nitrato e fosforo chegando a 95%, 53% e 89%,
respectivamente. Diferente do presente estudo, onde a C. vulgaris preferiu amonia como fonte
priméria de nitrogénio, revelando que existem diversos fatores que influenciam o crescimento
e consequentemente a taxa de remocao, uma vez que as microalgas incorporam nitrogénio na

biomassa para a biossintese de proteinas.
4.3 Parametros de qualidade da dgua apés fitorremediacéo
Baseado na Resolugdo CONAMA n°. 430/2011 (BRASIL, 2011) e Resolugéo

COEMA N° 2 de 02/02/2017 (CEARA, 2017) sobre o lancamento direto de efluentes em corpo
hidrico, a C. vulgaris cultivada em Efluente Aquicola e Efluente Tratado demonstrou eficiéncia
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na remocdo de nutrientes que interferem na qualidade da agua, possibilitando o reuso e descarte

de acordo com a legislacdo vigente (Tabela 6).

Tabela 6 — Médias e desvio padrdo dos parametros de qualidade da agua apos fitorremediacdo com C. vulgaris

Variavel Tratamento Resolucéo Resolucéo
ariave Conama n° COEMA N° 2
EA ET MP 430/2011  DE 02/02/2017
Oxigénio dissolvido (mg L) 6,35 +0,001 6,48 + 0,001 6,41 + 0,001 >3,0 >3,0
pH 8,56 £ 0,001 8,49 £ 0,001 8,53 +£0,001 50-9,0 50-9,0
Temperatura (°C) 29,72 £0,005 29,61 +0,007 29,77 £0,008 <40 <40
Améonia (mg L?) 0,017 £0,002 0,362+0,002 0,070 + 0,001 - 5,0
Nitrito (mg L) 0,0 0,0 0,0 - 1,0
Nitrato (mg L) 0,061 +£0,002 0,081+0,002 0,100 + 0,002 - 10,0
] ) até 20,0 ¢/ pH
Nitrogénio total (mg L™?) 0,078 0,443 0,170 20,0 <8,0
até 5,0 ¢/ pH >8,0
Fosforo (mg L) 0,0 3,601 + 0,003 0,0 0,020 0,020

EA — Efluente Aquicola.

ET — Efluente de Estacdo de Tratamento de esgoto.

MP — Meio Padréo.

Nitrogénio total é o somatério da Amonia, Nitrito e Nitrato.
Fonte: dados da pesquisa.

As concentracbes de oxigénio dissolvido, pH, temperatura e compostos
nitrogenados apresentaram valores aceitaveis pela legislacéo vigente para lancamento direto de
efluentes em corpos hidricos (Tabela 9) (BRASIL, 2011; CEARA, 2017). O nitrogénio total e
fésforo sdo os principais nutrientes responsaveis pela eutrofizagdo de ambientes aquéticos, por
isso o tratamento de efluentes deve ser realizado de forma eficiente para lanca-los sem exceder
as concentragdes permitidas por lei.

As concentracdes de fosforo ao final dos cultivos com Efluente Aquicola e Meio
Padrdo apresentaram remogéo total, estando de acordo com a legislacdo vigente para descarte
de residuos em ambientes léticos, intermediarios e Iénticos de classe 1 para agua doce, pois a
exigéncia maxima € de 0,020 mg L. Em contraste, o Efluente Tratado ndo atingiu remogao
legal (BRASIL, 2011; CEARA, 2017) de fésforo em oito dias, com concentracéo de 3,601 mg
L, acima do recomendado para o descarte correto de efluentes, sendo indicado um tempo de
fitorremediacdo superior a oito dias para uma possivel reducdo desses pardmetros (Tabela 9).

Silva et al. (2020a), Ge et al. (2016) e Maliwat et al. (2021), demonstram os efeitos

positivos do biotratamento de efluentes ao utilizarem a C. vulgaris como fitorremediador, com
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resultados significantes em relacdo a legislacdo vigente. S&o trabalhos que corroboram a
potencialidade da fitorremediacao na gestéo de recursos hidricos.

O estudo demonstra a importancia de avancar na verticalizagdo do uso da agua no
cultivo de organismos aquéticos, possibilitando o biotratamento, reaproveitamento e producao
de biomassa algal para aditivo alimentar de camardo, agregando valor ao produto, reduzindo
impactos ambientais e gerando emprego no setor. Esses resultados demonstram promissores
beneficios ambientais da producdo de microalgas para a extracdo de compostos biologicos,
como os lipidios, de alto valor financeiro de interesse das industrias de nutricdo animal e
humana, biofertilizante e biotratamento aquatico. Mais estudos devem ser desenvolvidos com
a adicdo gradual da biomassa da microalga C. vulgaris cultivada em efluentes para melhor
compreensdo dos parametros zootécnicos, além de realizar a viabilidade econémica e os fatores

da imunidade do camarao.

4.4 Biomassa e rendimento lipidico de C. Vulgaris

Os tratamentos com Efluente Aquicola e Meio Padrdo foram semelhantes entre si
em relacdo ao tratamento com Efluente Tratado, onde apresentaram maior biomassa seca,
rendimento de biomassa e produtividade de biomassa. Possivelmente, porque os cultivos
Efluente Aquicola e Meio Padrdo absorveram totalmente o fésforo mais rapidamente, pois
tiveram concentracdes 4,71 e 28,88 vezes menor que a concentracdo de fosforo no cultivo com
Efluente Tratado, respectivamente. Como o fosforo foi totalmente absorvido do ambiente de
cultivo em Efluente Aquicola e Meio Padréo, as células algais acumularam esse nutriente na
forma de fitato, aumentando a utilizacdo de sua reserva de fésforo, resultando em maior
crescimento vegetativo em 8 dias de cultivo. A biomassa seca, rendimento de biomassa e
produtividade de biomassa nos tratamentos com Efluente Aquicola e Meio Padréo cresceram

1,35 e 1,22 vezes mais, respectivamente, do que tratamento com Efluente Tratado (Tabela 7).
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Tabela 7 — Médias e desvio padrdo do rendimento cinético das algas e lipidico em cultivos de C.
vulgaris com Efluentes Aquicolas (EA), Efluente Tratado (ET) e Meio Padrdo (MP), durante oito dias
em 20 L de cultivo.

Parametros Efluentes
EA ET MP

Biomassa seca (g) 22,24 +0,2052 16,46 + 0,188" 20,14 +0,1972

Rendimento de biomassa (g L) 1,112 + 0,0822 0,823 + 0,055° 1,007 + 0,0262

Produtividade de biomassa (g L™ dia™) 0,139 + 0,005% 0,102 + 0,012° 0,125 + 0,008%
Contetdo lipidico (%) 13,250 £ 0,7312 8,308 + 0,317° 11,224 + 0,696°
Rendimento lipidico (mg L™?) 147,340 £ 0,015* 68,375 £ 0,022° 113,025 + 0,018°
Produtividade lipidica (mg L™ dia™?) 18,417 + 00,0972 8,547 + 0,085" 14,128 + 0,076°

Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os tratamentos e letras iguais ndo diferem estatisticamente, na
mesma linha (p<0,05).
Fonte: dados da pesquisa.

No presente estudo, a razdo N:P do Efluente Aquicola (N:P = 0,53) e do Meio
Padrdo (N:P 17,59) foram as que apresentaram maiores resultados produtivos de biomassa seca
e lipidicos nos cultivos da C. vulgaris. O cultivo em Efluente Aquicola, mesmo com uma
relagdo menor, obteve resultados semelhantes ao cultivo com Meio Padrdo. O resultado
corrobora com o estudo de Silva (2013), onde obteve resultados semelhantes de biomassa seca
e produtividade lipidica entre os cultivos da C. vulgaris em efluentes aquicolas (0,129 + 0,036
e 0,025 + 0,002 g L dia?, respectivamente) e em meio de cultura padrdo (0,080 + 0,005 e
0,011 + 0,002 g L dia®, respectivamente).

Altas concentracBes de nitrogénio e fosforo reduzem a sintese de lipidios, pois
oferecem boas condic¢des de cultivo, ndo induzindo estresse nas células e reserva de energia na
forma de lipidios, o que reduz a producdo de compostos biologicos com alto valor nutritivo
(GAO et al., 2019).

Carneiro et al. (2021), avaliaram o crescimento de Chlorella sp. utilizando aguas
residuarias municipais como fonte de nutrientes. Seus resultados mostraram que as co-culturas
cresceram bem no centro, atingindo as densidades méaximas de biomassa 1,3 g peso seco L™ ao
final do regime semicontinuo em cascata laminar, o que aumenta a area fotossintética das algas,
resultando em mais energia quimica e divisdo celular, por outro lado, aumenta os custos de
producdo. No presente trabalho, os custos econdmicos sdo reduzidos, pois ndo utilizou
mecanismos de cultura laminar ou biorreatores, mas obteve resultados satisfatorios de
produtividade de algas e lipidios. Molazadeh et al. (2019) cultivaram C. vulgaris em efluente

de estacdo de tratamento de esgoto urbano, gerando concentracdo méaxima de biomassa e
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produtividade de biomassa de 0,7900 g L™! e 0,0850 g L™! d?, respectivamente. Mesmo
utilizando CO-, os autores encontraram resultado inferior de concentracdo e produtividade de
biomassa quando comparado aos trés testes de cultivo de C. vulgaris no presente estudo,
possivelmente devido a inadequada relacdo N:P para producéo de biomassa.

O tratamento com cultivo em Efluente Aquicola, juntamente com o do Meio
Padrao, apresentou os melhores resultados de conteudo e produtividade lipidica. O sistema com
cultivo em Efluente Tratado obteve o menor rendimento lipidico dos trés tratamentos, seguido
por Meio Padrdo com o segundo menor rendimento lipidico e Efluente Aquicola mostrando o
melhor resultado como meio de cultura para a C. vulgaris (Tabela 5). As culturas com Efluente
Aquicola e Meio Padrdo acumularam mais contetdo lipidico, melhorando em 1,59 e 1,35 vezes
em comparacdo com a cultura com Efluente Tratado. A produtividade lipidica dos cultivos com
Efluente Aquicola e Meio Padrdo foram 2,16 e 1,65 vezes maiores, respectivamente, do que a
cultura com Efluente Tratado, possivelmente, por causa da deplecdo de fosforo no cultivo,
causando estresse nutricional nas células algais, resultando no acimulo de energia na forma de
lipidios.

Katiyar et al. (2021), produziram algumas espécies de Chlorella spp. Sua
produtividade lipidica de Chlorella minutissima, C. sorokiniana, foi de 36,66 e 48,33 mg L™
dia?, respectivamente, em aguas residuérias municipais. Amini, Wang e Shahbazi (2016)
avaliaram a produtividade lipidica de C. vulgaris cultivada em &guas residuarias de suinos,
obtendo a maior produtividade lipidica de 40,41 mg L™ dia®. Gao et al. (2019), usaram efluente
secundario da estacdo de tratamento de aguas residuais municipal para cultivar C. vulgaris, na
qual o teor de lipidios e a produtividade lipidica foram de 13% e 25,76 mg L™ dia®,
respectivamente. Os trés estudos citados obtiveram resultados superiores ao presente estudo,
possivelmente devido ao estresse de reducédo de nutrientes, estimulando a biossintese de lipidios
nas células de C. vulgaris em seus respectivos estudos.

Estudos futuros sdo necessarios com a diluicdo de efluentes de piscicultura para

reduzir a concentracdo de compostos nitrogenados e induzir o aumento de lipidios.

4.5 Caracterizacdo dos acidos graxos presentes em C. vulgaris

A caracterizagdo de &cidos graxos de C. vulgaris identificou uma diferenca
significativa entre os efluentes utilizados (Efluente Aquicola e Efluente Tratado), mas com
somas semelhantes de acidos graxos saturados (SFA) e &cidos graxos monoinsaturados

(MUFA). Os MUFAs apresentaram proporcdes superiores a 63% do éster metilico de acidos
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graxos totais (FAME) para as culturas com Efluente Aquicola e Efluente Tratado, com um
aumento significativo dos acidos palmitoléico e erucico (C16:1 e C22:1) e reducdo do acido

oléico (C18:1) quando se utilizou Efluente Aquicola como meio de cultura (Tabela 8).

Tabela 8 — Percentual de acidos graxos no 6leo obtido de cultivos de C. vulgaris com Efluente
Aquicola (Efluente Aquicola), Efluente Tratado (ET) e Meio Padrdo (MP).

Efluentes Rincon et Mohd- Fazal Zheng et

Sahibetal. etal. al.
EA ET MP al. (2017) (2017)  (2021)  (2021)

Acidos graxos

Palmitico (C16:0) 7,8° 11,2° 39,33 18,15 20,4 10,64 22,28
Estearico (C18:0) 15,92 10,1° 7,7° 3,03 3,7 ND 6,22
Palmitoleico (C16:1) 13,9 9,5° 6,2° 2,71 0,4 0,43 5,34
Oleico (C18:1) 24,3° 35,12 19,5° 37,68 36,8 ND 19,51
Ertcico (C22:1) 26,22 19,1° 15,5° ND 1,2 3,49 ND
Linoleico (C18:2)  11,9° 15,02 11,8° 32,91 0,6 31,08 17,69
YSFA 23,7° 21,3° 47,00 21,18 24,1 10,64 30,03
>MUFA 64,42 63,74  41,2° 40,39 38,4 3,92 27,58
YPUFA 11,9° 15,0 11,8° 32,91 ND 31,08 42,39

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
¥SFA: o total de acidos graxos saturados;

Y~MUFA: o total de &cidos graxos monoinsaturados;

YPUFA: o total de 4cidos graxos poliinsaturados.

ND: néo detectado.

Fonte: dados da pesquisa.

O cultivo em Meio Padrdo obteve uma concentracdo de acido palmitico (C16:0)
consideravelmente maior que as culturas com Efluente aquicola e Efluente Tratado, 5,04 - 3,51
vezes maior, respectivamente, resultando em uma concentracdo de acidos graxos saturados
totais maior do que os outros tratamentos. Concentra¢fes de acido linoleico (C18:2) foram
semelhantes para as culturas com Efluente Aquicola e Meio Padrdo, enquanto a proporcéo para
a cultura com Efluente Tratado aumentou significativamente em 27,1%. Houve uma diferenca
no acido esteérico (C18:0) de 57,4% na cultura com Efluente Aquicola e 31,16% no Efluente
Tratado em relacdo a cultura com Meio Padrdo. O uso dos efluentes Aquicola e Tratado
aumentou a biossintese de &cidos graxos estearico, palmitoleico, oleico e erucico (C18:0, C16:1,
C18:1 e C22:1), enquanto significativamente reduzindo a sintese do acido palmitico (C16:0),

quando comparado com o0 uso Meio Padrdo. Os resultados demonstram que a C. vulgaris,
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cultivada em efluentes aquicola e urbano tratado, produziu uma maior concentragdo de MUFAS
e PUFAs, acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados, respectivamente.

Os lipidios sdo moléculas essenciais para os camardes, pois possuem alto valor
energético (9,5 Kcal g?) atuando como poupador de proteina da musculatura do animal
(MOURA et al., 2013); fazem parte da composicdo das membranas celulares e subcelulares;
atua no transporte bioldgico de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) (FACANHA, 2019); fonte
de acidos graxos essenciais Linoléico (C18:2 w-6), Linolénico (C18:3 w-3), Eicosapentaendico
(C10:50-3) e Docosahexaenoico (C22:6 w-3) (TESSER, et al., 2019); presenca de lipidios no
hepatopancreas, 6rgao fundamental na digestdo do alimento (significa que o camardo esta
nutrido adequadamente) (MELO, 2018). Na formulacao e preparo de racdo para camardes, 0S
lipidios sdo utilizados para elevar a palatabilidade dos peletes, funciona como lubrificante
durante o fluxo do processo de peletizacdo, além de ser uma alternativa de matéria prima vegetal
a nutrientes de origem animal, podendo ser economicamente mais viavel (NUNES, 2021).

Fazal et al. (2021), avaliaram a producéo de lipidios de C. vulgaris cultivada em
efluentes téxteis e encontraram o rendimento de acidos graxos saturados totais em meio diluido
maior (11,07 mg g!) do que o meio ndo diluido (9,12 mg g™, principalmente &cido palmitico
(C16:0) (10,64 mg g), concentracdo semelhante ao presente estudo quando se utiliza efluentes
como meio de cultura. No entanto, ao usar meio ndo diluido, o estudo obteve a maior
concentracdo de &cidos graxos monoinsaturados totais, com énfase ao acido erucico (C22:1)
(3,49 mg g1, concentracdo significativamente menor do que o presente estudo. O melhor
resultado para &cidos graxos poliinsaturados totais foi alcancado quando os autores utilizaram
meio padréo, com 31,08 mg g* de 4cido linoleico (C18:2), indicando que o efluente téxtil foi
mais eficiente na sintese de C18:2 do que os efluentes usados no presente estudo.

Zheng et al. (2021), usaram &guas residuarias de processamento da macroalga
Pyropia como meio de cultura para Chlorella sp., demonstrando ser mais eficiente na
biossintese de acidos graxos saturados totais e &cidos graxos poliinsaturados totais,
principalmente 4acidos palmitico (C16:0) (22,28%) e linoleico (C18:2) (17,69%),
respectivamente, porém, sintetizou menos acidos graxos monoinsaturados totais do que 0s
efluentes utilizados no presente estudo. A sintese de acidos graxos depende de substratos e
enzimas, podendo produzir diferentes &cidos graxos saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados em diferentes concentragdes, ampliando a diversidade de suas aplicagdes.

O presente trabalho inova no processo de produgdo de uma matéria prima vegetal
como aditivo nutricional para racdo do camardo marinho Litopenaeus vannamei, oriunda do

biotratamento eficiente de efluentes, onde as concentragdes dos parametros de qualidade de
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4gua estudados respeitaram as legislagbes vigentes (BRASIL, 2011; CEARA, 2017),
permitindo o seu descarte e/ou reuso apos a fitorremediacdo utilizando a microalga Chlorella

vulgaris.

4.6 Indices zootécnicos do camarao

Em relacdo ao desempenho de crescimento do camardo, diferencas foram
encontradas na biomassa final e no rendimento com o seguinte resultado entre os tratamentos:
Racdo- Biomassa Efluente Aquicola (Racdo-BEA) > Racdo-Comercial (Racdo-C) > Racdo-
Biomassa Efluente Tratado (Racéo-BET). Biomassa final e rendimento de Racdo-BEA foram
1,05 e 1,13 vezes maiores que Racdo-C e Racdo-BET, respectivamente; Racdo-C foi 1,07 vezes
maior que Racdo-BET. A sobrevivéncia, mesmo sem diferenca significativa, influenciou nas
diferencas de biomassa final e rendimento. Para os demais indices zootécnicos ndo foram
encontradas diferengas significativas. Os indicadores zootécnicos em Racdo-BEA foram
melhores, possivelmente devido maior concentracdo lipidica da biomassa que influenciou na
sobrevivéncia do camardo, maior peso médio e biomassa final obtendo melhor produtividade e
rentabilidade (Tabela 9).

Tabela 9 — Médias e desvio padrdo dos pardmetros zootécnicos do camardo marinho L.
vannamei apoés inclusdo de C. vulgaris na dieta.

Parametros Racgao-C Rac¢ao-BEA Rac¢ao-BET
Sobrevivéncia (%) 84,06 + 0,38% 86,37 £0,21% 80,31 £0,27%

Peso médio final (g) 6,28 +0,18* 6,43 +0,17* 6,13 +£0,22%

Ganho diario de peso (g dia™) 0,05 + 0,02% 0,06 +0,01* 0,04 + 0,022
Biomassa final (g) 36,92 + 0,05° 38,87 + 0,032 34,46 + 0,02°
Rendimento (g m™) 369,20+ 0,20° 388,70 +0,31° 344,60 + 0,29°

Fator de Conversdo Alimentar 1,23 £ 0,022 1,24 £ 0,032 1,24 + 0,04*

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05).

Racdo-C — Ragdo Comercial.

Racdo-BEA — Ragao Comercial mais 5,0% de biomassa seca de C. vulgaris cultivada em Efluente Aquicola.
Racdo-BET — Racdo Comercial mais 5,0% de biomassa seca de C. vulgaris cultivada em Efluente Tratado
Fonte: dados da pesquisa.

Uma maior concentracdo de lipidios em camardes eleva o efeito poupador de
proteina e consequentemente maior ganho de peso individual, devido aos organismos utilizarem
triglicerideos (gorduras e 6leos) como combustivel aer6bico dos musculos (NUNES et al.,

2019). Silva et al. (2020b), adicionaram 0,5% de biomassa seca de C. vulgaris a racao e



47

compararam com a dieta comercial de L. vannamei. Semelhante ao presente estudo, 0s autores
encontraram maior biomassa final e produtividade ao adicionar biomassa algal, com aumento
de 1,05 vezes em relacéo a dieta comercial. Esses resultados indicam que a adigédo de C. vulgaris
a racdo de L. vannamei aumenta os indices zootécnicos da carcinicultura.

Silva et al. (2021), cultivaram camarGes marinhos em dois sistemas, um com
bioflocos e outro com bioflocos mais microalga Navicula sp. O sistema de microalgas obteve
peso final e rendimento de 1,23 e 1,22 superior, respectivamente, ao sistema sem microalgas,
demonstrando a eficiéncia da adicdo de microalgas a dieta de camardes marinhos em termos de
ganhos de producdo e produtividade, aléem de aumentar a imunidade dos camardes devido aos
compostos bioativos presente na alga.

Ge et al. (2016), avaliaram os efeitos de microalgas alimentares no cultivo de L.
vannamei. Compararam o0s indices zootécnicos ao cultivar o camardo em tanques sem
microalgas e tanques com C. vulgaris. Devido ao consumo de C. vulgaris pelos camardes no
tanque de microalgas, o0 peso médio final e a produtividade foram significativamente maiores
(17,64 g e 4,20 kg m3, respectivamente) que os resultados do tanque sem microalgas (14,30 g
e 2,41 kg m, respectivamente), corroborando com o presente estudo sobre a eficiéncia de C.

vulgaris no aumento de biomassa e produtividade na carcinicultura marinha.

4.7 Parametros de qualidade da 4gua no cultivo do camarao marinho

A Tabela 10 demonstra que a concentracao das varidveis de qualidade da agua nos
tratamentos, estava dentro das faixas recomendadas para a carcinicultura marinha (Boyd;
Tucker, 2014).
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Tabela 10 — Médias e desvios padrdo dos parametros de qualidade da agua do cultivo do camardo marinho
L. vannamei durante o experimento com adicao de C. vulgaris na dieta.

N Tratamento
Variavel Racéo-C Racdo-EA Racdo-ET Boyd; Tucker (2014)

Oxigénio dissolvido (mgL %) 524+0,001 525+0,001 5,28+0,001 50-15

Salinidade 25+0,014 25+0,011 25+0,013 2,0-35

pH 7,96 £0,001 7,93+0,001 7,95+0,001 7,0-9,0

Temperatura (°C) 29,69 +0,005 29,870,007 29,71 +0,008 25-30
Alcalinidade (mg CaCOsz L 1) 131+ 1,569 130 + 1,957 129 + 1,883 >120
Amoénia (mg L %) 0,18 £ 0,05 0,19 £ 0,04 0,19 £ 0,06 <0,2
Nitrito (mg L ) 0,26 + 0,05 0,28 + 0,06 0,21 + 0,05 <0,3

Nitrato (mg L %) 1,19 +£ 0,04 1,24 + 0,05 1,22 + 0,04 0,2<10
Fosforo (mg L ) 0,45 £ 0,05 0,40 £ 0,06 0,48 £ 0,07 <0,5

Rac¢do-C — Ragdo Comercial.

Racdo-BEA — Racdo Comercial mais 5,0% de biomassa seca de C. vulgaris cultivada em Efluente Aquicola.
Racéo-BET — Racéo Comercial mais 5,0% de biomassa seca de C. vulgaris cultivada em Efluente de Estagdo de Tratamento de

esgoto.
Fonte: dados da pesquisa.

O bom crescimento e sanidade dos camardes marinhos cultivados dependem das

condi¢cdes ambientais, principalmente quando os animais sofrem algum tipo de estresse, tais

como manejos cotidianos de biometria, povoamento, entre outros,

podendo afetar

significativamente a saude e o desempenho zootécnico dos individuos ((NUNES et al., 2019).

Segundo Boyd; Tucker (2014), a concentracao de oxigénio e a temperatura da 4gua

em cultivos de organismos aquaticos devem ser superiores a 5 mg L+ e 28 °C, respectivamente,

de forma a assegurar um melhor crescimento e conversao alimentar, enquanto o pH deve ficar

na faixa entre 7,0 e 9,0. No presente estudo, os valores referentes aos parametros de qualidade

de 4gua determinados ficaram dentro recomendado, assim ndo comprometeram o desempenho

zootécnico dos camardes durante o experimento. A renovacao diaria da agua para retirar sobras

de racdo apds a alimentacdo dos animais contribuiu para a boa qualidade da agua.
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5 CONCLUSAO

A microalga C. vulgaris mostrou-se uma excelente alternativa para o tratamento de
efluentes aquicolas e urbanos, reduzindo eficientemente nutrientes, aumentando a qualidade da
agua e possibilitando o reuso, podendo mitigar problemas ambientais como a eutrofizagdo, além
da produtividade efetiva da biomassa algal e beneficios para a algacultura, setores de nutricdo
da aquicultura, tratamento de efluentes e reuso de adgua. A adi¢cdo de C. vulgaris a racédo de
camardes marinhos, influenciou na quantidade e qualidade lipidica da dieta, com destaque para
a Racdo Comercial mais 5,0% de biomassa seca de C. vulgaris cultivada em Efluente Aquicola,

que apresentou 0os melhores parametros zootécnicos.
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