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RESUMO

As microalgas podem ser utilizadas como matéria prima para a producdo de biocombustiveis
em larga escala, em decorréncia da facilidade de cultivo, acentuada velocidade de
crescimento, alto teor de acidos graxos e produtividade maior que outras oleaginosas, sendo
uma excelente alternativa aos combustiveis fosseis. O experimento avaliou a utilizacdo da
microalga Chlorella vulgaris na fitorremediacdo de efluentes aquicolas e sua producéo
lipidica. Foram realizados trés tratamentos, com seis repeti¢fes cada, utilizando como meios
de cultura o Guillard /2 e efluentes da carcinicultura e piscicultura. O cultivo estacionério foi
realizado em um recipiente com volume util de 12 L e foi acompanhado, diariamente, por
espectrofotometria a 680 nm, sendo a determinacdo das concentragcbes de aménia, nitritos,
nitratos e fosfatos realizada no inicio, meio e fim dos cultivos. A separacdo das células do
meio de cultivo foi realizada por floculacdo quimica, usando NaOH 2N e, depois de lavada, a
biomassa foi seca em estufa com renovacéo de ar a 60 °C por 24 h. O tratamento com efluente
da carcinicultura apresentou uma producdo de biomassa significativamente maior que 0s
demais, com valor médio de 0,91+0,05 g L™. Os compostos nitrogenados presentes nos
efluentes atingiram remocdo media de 76%, resultado considerado satisfatério. O cultivo
realizado com efluente de piscicultura apresentou melhor produtividade lipidica com 0,025 +
0,002 g L™ dia™. Assim, a microalga C. vulgaris pode ser utilizada na fitorremediaco de
efluentes aquicolas para a producdo de biomassa e extracéo de lipidios.

Palavras-chave: Biomassa; Biorremediacdo; Lipidio; Producao; Recuperacao.



ABSTRACT

Microalgae can be used as feedstock for producing biofuels on a large scale, due to the ease of
cultivation, strong growth rate, high content of fatty acids and higher productivity than other
oils, making it an excellent alternative to fossil fuels. The study evaluated the use of
microalgae Chlorella vulgaris in phytoremediation of aquaculture effluents and lipid
evaluation. The microalgae was obtained in the algae bank Federal University of Ceara. Were
three treatments with six replicates, using as culture medium Guillard f / 2 and effluents of
shrimp and fish farming. Cultivation was batch containers of 12 L and was observed daily by
spectrophotometry at 680 nm, and determining the concentration of ammonia, nitrite, nitrate
and phosphorus performed at the beginning, middle and end of crops. The separation of the
cells from culture medium was performed by chemical flocculation using NaOH 2N. After
washing, the biomass was dried in an oven with renovation of air at 60 °C for 24 hours and
then quantified. Treatment with effluent was, as biomass production, significantly higher than
the others, showing an average weight of 0.91 + 0.05 g L™ The effluent removed
satisfactorily nitrogen compounds with a 76% removal of these compounds. The cultivation
performed with tilapia effluent showed better lipid productivity with 0.025 + 0.002 g L™ day’
! The microalga C. vulgaris can be used for phytoremediation of aquaculture effluent,
biomass and lipids.

Keywords: Biomass; Bioremediation; Lipid, Production, Recovery.
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1 INTRODUCAO

A agua é indispensavel para a manutenc¢do da vida e 70% do planeta é coberto por
esta, destes 97,5% séo oceanos e apenas 2,5% estdodisponiveis para o consumo humano, no
entanto a maior parte (2,2%) esta indisponivel em regides de dificil acesso, como geleiras e
aquiferos (MARENGO, 2008). Dessa forma, apenas 0,3% da agua doce esta disponivel para
utilizacdo, sendo 70% deste volume destinado a agricultura, 22% a industria e apenas 8% ao
consumo humano (TUNDISI, 2002).

Este recurso possui maltiplos usos como o fornecimento urbano, geracdo de
energia elétrica, recreacdo, navegacdo, aquicultura, pesca e paisagismo (MAIA, 2009).
Devido a essa demanda, existe uma grande preocupagdo, em todo o mundo, com a redugéo
anual do volume de agua doce dos reservatorios (RIBEIRO;GALIZONI, 2003).

A producdo aquicola mundial de crustaceos, moluscos e peixes tem de aumentar
para satisfazer a demanda crescente (GJEDREM; ROBINSON; RYE, 2012) e também para
compensar a reducdo de captura da pesca, pois algumas espécies ja se encontram sobre
exploradas (KALIKOSKI; SEIXAS; ALMUDI, 2009). Para aumentar a producéo é necessario
estimular o crescimento sustentavel da aquicultura em grandes corpos hidricos, aumentando a
area de producdo em reservatdrios onde ja existem polos aquicolas e reaproveitando a agua de
cultivos em tanques e viveiros (KUBTIZA, 2011).

A aquicultura depende dos ecossistemas nos quais esta inserida e é impossivel
cultivar organismos aquaticos sem provocar alteragdes ambientais, porém é possivel reduzir
significativamente o impacto sobre o meio ambiente (COELHO, 2012). Esta abordagem deve
fazer parte do processo produtivo, uma vez que ndo podem ser desenvolvidas tecnologias
visando aumentar apenas a produtividade dos cultivos sem avaliar os impactos ambientais
produzidos (VALENTI, 2002).

A geracdo e descarga de elevadas quantidades de efluentes com alto potencial
poluidor, compostos por restos de racdo ndo consumida e excretas metabdlicas, aumentaram
paralelamente com o desenvolvimento da aquicultura mundial que, devido a demanda
crescente, teve um rapido desenvolvimento nas Gltimas décadas, ocasionado um significativo
aumento dos impactos negativos no ambiente (CRAB et al., 2007). Em acordo com estas
afirmacoes, Piedrahita (2003) e Sugiura et al. (2006) observaram que o processo de producéo
de organismos aquaticos gera quantidades significativas de efluentes contaminados e que, as
descargas da aquicultura para os corpos hidricos levam nutrientes organicos e inorganicos,

como a amonia, fosforo, carbono orgéanico e matéria organica.
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A eutrofizacdo das &guas costeiras e continentais causada por atividades
antrdpicas tornou-se um problema comum em muitos paises. Este processo contribui para um
aumento na produtividade primaria e frequentemente gera alteracdes indesejaveis na estrutura
e na funcdo dos ecossistemas aquaticos. Nas ultimas décadas, a eutrofizacdo causada pela
aquicultura intensiva tornou-se uma preocupacao constante para os produtores e agéncias de
controle ambiental, devido a grande quantidade de residuos produzidos por essa atividade
(MARINHO-SORIANO et al. 2011), por isso é necessario o desenvolvimento de novas
técnicas de cultivo mais sustentaveis na aquicultura para diminuir 0os impactos negativos da
atividade. Uma das alternativas é a fitorremediacdo que utiliza vegetais aquaticos para
assimilar os nutrientes produzidos pelo cultivo de animais aquaticos.

Em viveiros de aquicultura, uma grande fracdo de nutrientes, disponiveis na ragéo,
encontra-se no sedimento e nos efluentes ao final do cultivo e fragcdes menores destes
compostos fazem parte da composicao corporal dos organismos cultivados (BOSCOLO et al.,
2008; GUIMARAES, 2008). A maior fracdo dos nutrientes de entrada deve fazer parte do
pescado, aumentando a produtividade e diminuindo a quantidade destes componentes nos
corpos receptores, corroborando para o respeito social, econdmico e sustentabilidade
ambiental (BOSMA; VERDEGEM, 2011).

Uma das préaticas mais comuns para o tratamento de efluentes aquicolas € o uso de
bacia de sedimentacdo de sélidos suspensos, bem como a combinacao de sistemas de remogéo
de sdlidos e processo de nitrificacdo, mais conhecido como biofiltros, semelhantes as técnicas
utilizadas em aguas residuarias de origem doméstica (MICHAEL et al., 2013).

Recentemente, novos sistemas de tratamento de efluentes da aquicultura estdo
sendo utilizados pelas fazendas de organismos aquéticos, como exemplo os wetlands que séo
tanques que trabalham com uma pequena lamina de agua para facilitar a sedimentacdo dos
solidos suspensos e a desinfeccdo por meio da acdo ultravioleta da radiacdo solar, em
conjunto com macréfitas aquaticas ou mangue para remocdo dos nutrientes (FAULWETTER
et al., 2009).

Outro sistema também muito utilizado na Gltima década é o bioflocos, o qual é
baseado na formacdo de flocos microbianos constituidos de microalgas, excretas,
exoesqueletos, restos de organismos, bactérias, protozoarios, invertebrados, entre outros.
Estes agregados auxiliam na assimilacdo dos compostos nitrogenados presentes na agua de
cultivo, possibilitando sua reutilizagdo por diversos ciclos, enquanto 0s compostos organicos
nitrogenados sdo convertidos em biomassa bacteriana (BALOI et al., 2013). Para estimular a

formacgdo dos bioflocos o ambiente de cultivo deve ser fertilizado com fontes ricas em
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carbono e ser fortemente oxigenado, favorecendo o crescimento bacteriano (CRAB, 2012). O
bioflocos ndo é diretamente um sistema de tratamento de efluentes, mas por ser um método
sem renovacdo e descarte de agua, torna-se um grande aliado na conservagdo dos recursos
hidricos.

A biorremediacdo de efluentes utilizando microalgas de alto valor comercial j&
vem sendo utilizada em escalas menores e sendo introduzido gradualmente em sistemas de
cultivos mais complexos (CHUNTAPA; POWTONGSOOK; MENASVETA, 2003). Nedbal
et al., 2008, afirmam que cultivos de organismos aquaticos com altas taxas de alimentacao
geram elevadas cargas de nutrientes suficientes para manter o crescimento algal, que por sua
vez, remove 0s nutrientes e captura o CO,.

A fitorremediacdo, como a implementacdo das microalgas no tratamento de
efluentes, é utilizada para remocdo de compostos nitrogenados e fésforo que podem causar
eutrofizacdo nos corpos hidricos receptores (RUIZ-MARTINEZ et al., 2012). Além disso, sdo
capazes também de remover metais pesados, incorporando-os na parede celular (RICHARDS;
MULLINS, 2013) e alguns compostos organicos téxicos como fendis e clorofendis
(CHIAIESE et al., 2011).

As microalgas sdo organismos unicelulares, filamentosos ou coloniais que podem
apresentar estrutura celular procaridtica ou eucaridtica (BASHAN; BASHAN, 2010).
Compdem o grupo das procariéticas as Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta. J& as
eucaridticas pertencem principalmente as classes Bacilariophyceae (diatoméaceas),
Dinophyceae (dinoflagelados), Prymnesiophyceae (cocolitoforideos), Cryptophyceae
(criptomdnadas), Prasinophyceae e Chlorophyceae (algas verdes) (BICUDO; MENEZES,
2006). Estes organismos sdo de extrema importancia para a produtividade primaria dos
oceanos e recursos hidricos continentais, bem como na fixacdo do CO, (CHISTI, 2007) e
producdo de oxigénio (BERBEROGLU; GOMEZ; PILON, 2009).

As microalgas sdo bastante utilizadas na aquicultura como alimento para pos-
larvas de moluscos, peixes e crustaceos em decorréncia da facilidade de cultivo, ao pequeno
tamanho, acentuada velocidade de crescimento e alto teor de &cidos graxos poliinsaturados
(DERNER et al., 2006). Esses microorganismos também acumulam grandes quantidades de
oleo, principalmente trigliceridios, que podem ser extraidos e convertidos por processos
quimicos em biodiesel (URI; TATYANA; MEIRA, 2010).

Atualmente, o foco para producdo de biodiesel estd caminhando para o uso de
culturas ndo comestiveis como a reutilizacdo do 6leo de cozinha, aproveitamento de gordura

animal de baixa qualidade e cultivo de microalgas (DEVAPPA et al., 2010). Algumas
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espécies de microalgas sdo fontes promissoras para producdo de biodiesel em larga escala
(CHISTI, 2008), com produtividades maiores que outras oleaginosas vegetais (GAO et al.,
2010), sendo uma solucdo viavel do ponto de vista econémico, ambiental e uma excelente
alternativa aos combustiveis fosseis (SYDNEY et al., 2011, ZENG et al., 2011). Além disso,
sua producdo ndo compete com o plantio de alimentos, pois as microalgas podem ser
cultivadas em regides nao agricultaveis (SUBHADRA; EDWARDS, 2010).

A producdo de microalgas em larga escala apresenta algumas dificuldades como,
por exemplo, o0 uso de nutrientes inorganicos, necessidade de um grande volume de agua e a
dificuldade de separagdo das células de menores tamanhos (0,5-30 um) do meio de cultivo
liqguido (MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011). Uma possivel solucao para superar o alto custo
dos cultivos de microalgas é a substituicdo da &gua potével por 4gua do mar ou por aguas
residuarias de origem rural, urbana e industria, ou da aquicultura, ricas em nutrientes (CHO et
al., 2011), bem como utilizar gases de combustdo de industrias e termoelétricas como fonte de
CO;, para acelerar a fotossintese (MORAIS; COSTA, 2007).

A composicdo do meio de cultura é importante no cultivo de microalgas para a
obtencdo de uma alta concentracdo celular final. Além disso, os constituintes do meio devem
satisfazer os requisitos basicos para producdo e acumulo de metabolitos celulares,
proporcionando um adequado fornecimento de energia para a biossintese e manutencéao
celular (AZMA et al., 2011).

Alteragfes nas condicbes de cultivos de microalgas como temperatura
(MEINERZ et al., 2009), intensidade luminosa (GUEDES et al., 2010) e composicdo dos
nutrientes do meio (YANG et al., 2011) podem favorecer o crescimento da biomassa e
influenciar na producdo de lipidios, proteinas, carboidratos, pigmentos e outros constituintes
(RADMANN; COSTA, 2008). Existem vérios meios de cultura, sendo alguns especificos
para certos grupos e espécies de microalgas (VOLKMANN et al., 2008). Assim, a preparacao
do meio de cultura vai depender do composto alvo a ser obtido, que também definird a
utilizacdo de um método de extracdo especifico, seja para proteinas, lipidios, carboidratos ou
pigmentos (VALDUGA et al., 2009; MULBRY et al., 2009).

A densidade celular em uma cultura de microalgas tende a aumentar algum tempo
apos sua inoculacdo no meio de cultura, devido a assimilagdo dos nutrientes e adequadas
condigBes fisicas e quimicas no cultivo (CHENG et al., 2006). Assim, 0s nutrientes
dissolvidos (N, P, Si, Fe, Co etc.) no meio sdo reduzidos com o incremento celular,

diminuindo consideravelmente suas concentracdes ao final do cultivo (JIANG et al., 2011).
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Diferentes meios de cultivo podem influenciar na recuperacdo de biomassa e na
composi¢cdo bioquimica das microalgas, alterando o teor de lipidios totais entre outros
compostos (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). De acordo com Scott et al. (2010), é
possivel obter maior conteudo lipidico e um elevado crescimento de Chlorella vulgaris com a
reducdo natural do nitrogénio no meio, 0 que ndo ocorre quando a microalga é inoculada em
um meio totalmente isento de nitrogénio. A deplecdo de nutrientes para o cultivo de C.
vulgaris € uma excelente forma de incrementar sua recuperacdo de biomassa e aumentar a
producdo de lipidios. Essa estratégia pode ser utilizada em uma producdo em larga escala, o
que torna a espécie uma candidata bastante promissora para a producéo de biodiesel (SILVA,
2011).

Dragone et al. (2011) verificaram um maior acumulo de amido em C. vulgaris e
Costa et al. (2006) também encontraram maior rendimento lipidico em C. vulgaris e C.
minutissima quando reduziram a quantidade de nitrato nos meios de cultivo. Os compostos
nitrogenados sdo 0s que apresentam as maiores concentragdes nos efluentes aquicolas,
semelhante aos meios de cultura definidos. Estes compostos sdo potencialmente toxicos aos
organismos aquaticos em quantidade elevadas (MIRANDA-FILHO et al., 2009).

O potencial de aplicagdo da microalga C. vulgaris para a biorremediacdo de
efluentes téxteis foi avaliado por Lim et al. (2010), eles utilizaram quatro tratamentos em
tanques com grande quantidade de corante téxtil, a microalga foi capaz de remover a cor do
efluente além de reduzir consideravelmente a amonia e fosforo. A mesma espécie foi utilizada
por Kim et al. (2010), para avaliar a capacidade de remocdo de nitrogénio na forma de ion
amoOnia ou amonio, sendo capaz de remover drasticamente 0os compostos nitrogenados em
apenas 48 h, evidenciando seu elevado potencial para tratamento de aguas residuais.

Cho et al., (2011) utilizaram efluentes pré-tratados por filtracdo e radiacdo
ultravioleta para o cultivo Chlorella sp. visando a producdo de biodiesel. Os autores
encontraram uma elevada produtividade lipidica e evidenciaram altas taxas de remogdo de
nitrogénio e fosforo totais. Este estudo mostrou que os efluentes municipais podem ser usados
para o cultivo em massa de microalgas.

O cultivo misto de C. vulgaris com a cianoficea Planktothrix isothrix é uma
possivel opcdo para remocdo de nitrogénio e fosforo, além de controlar o pH e reduzir a
emissdo de amdnia para a atmosfera (SILVA-BENAVIDES; TORZILLO, 2011).

A microalga C. vulgaris (BEYERINCK, 1890) (FIGURA 1) pertence a classe
Trebouxiophyceae, ordem Chlorellales, familia Chlorellaceae (GORS et al., 2010). E uma

espeécie unicelular, cosmopolita e esférica, sem movimentos e com didmetro variando de 2,0 a


http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4356
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4515
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4961
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10,0 um (PHUKAN et al., 2011). Os potenciais usos desta microalga sdo decorrentes do seu
alto valor nutricional, rapido crescimento, resisténcia as contaminagdes em cultivos maiores,
bem como uma producdo de biomassa constante e com 6tima composi¢do bioquimica
(JANCZYK; FRANKE; SOUFFRANT, 2007).

Essa espécie é muito utilizada na industria alimenticia (GOUVEIA et al., 2007),
tanto na alimentacdo humana (MORAIS; COSTA, 2008) como de organismos aquaticos
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2009), bem como na industria farmacéutica (WANG et al.,
2010). Também é bastante usada no tratamento de efluentes (LIM; CHU; PHANG, 2010) e na
producéo de biocombustiveis (WIDJAJA; CHIEN; JU, 2009).

Figura 1- Chlorella vulgaris (BEYERINCK, 1890).

Fonte: Arquivo pessoal.

O presente trabalho teve como objetivo utilizar a microalga Chlorella vulgaris na
fitorremediacao de efluentes aquicolas e avaliar sua influéncia na producéo de lipidios.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Chlorella vulgaris e meios de cultivo

A microalga C. vulgaris foi obtida do cepéario do Laboratério de Planctologia do
Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceard, onde é mantida em
meio Guillard f/2 (GUILLARD, 1975) com temperatura (21 °C) e fotoperiodo (16 h escuro e
08 h claro) controlado. Para a formulacdo de um litro do meio de cultura, foram utilizados os
macronutrientes (1,0 mL) nitrato de sodio; fosfato de sddio e silicato de sodio, 1,0 mL de uma
solucdo de metais trago (micronutrientes) e 0,5 mL de uma solugéo de vitaminas, composta
por 100 mg de vitamina B1 (cloridrato de tiamina), 100 mg de vitamina B6 (cloridrato de
piridoxina), 5000 mcg de vitamina B12 (cianocobalamina) e excipiente (dietanolamina) para

completar o volume especifico de 3 mL de cada ampola (TABELAS 1 e 2).

Tabela 1 - Composi¢éo do meio Guillard f/2.

« Solucéo estoque Quantidade no meio de
Solucéao Componentes (LY cultura (mL L)
1 Nitrato de sodio 75 1,0
2 Fosfato de sodio 5 1,0
3 Silicato de sodio 30 1,0
4 Solucdo de vitamina * 0,5
5 Metais traco *x 1,0

* 50 mL de agua destilada mais duas ampolas da vitamina.
** A formulacdo da solugdo de metais traco esta representada na tabela 2.

Fonte: Guillard, 1975.

Tabela 2 - Composic¢édo da solucdo de metais traco do meio Guillard f/2.

Solugdo estoque Quantidade na solugdo de metais traco

Componentes © L'l)
Cloreto de ferro - 315¢g L™
Na, EDTA - 436gL*
Sulfato de cobre 9,8 1,0 mL L™
Molibdato de sodio 6,3 1,0mL L™
Sulfato de zinco 22 1,0mL L™
Cloreto de cobalto 10 1,0mL L*
Cloreto de manganés 180 1,0mL L™

Fonte: Guillard, (1975).

Além do Guillard f/2 também foram utilizados como meios de cultivo dois tipos

de efluentes, sendo um oriundo de uma carcinicultura e outro de uma piscicultura (TABELA
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3). O primeiro foi coletado na drenagem de um viveiro no final da engorda dos camardes da
fazenda Ceaqua, localizada no municipio de Beberibe — CE e foi transportado até o Centro de
Biotecnologia Aplicada a Aquicultura (CEBIAQUA) em recipientes de 50 L. O segundo foi
obtido ao final da inducdo sexual realizada em um tanque da estacdo de piscicultura Dr.
Raimundo Saraiva da Costa, localizada na Universidade Federal do Ceara, sendo também
coletado em recipientes de 50 L e transportados até o CEBIAQUA. Ambos os efluentes,
durante a coleta, foram filtrados em uma malha 25 pm para retirada do pléancton e,
posteriormente, autoclavados a 120 °C durante 15 minutos para eliminar bactérias e outros

patdgenos, que podem interferir no desenvolvimento algal.

Tabela 3 - Composicédo dos efluentes da aquicultura.

Parametros
Efluente Amoénia Nitrito Nitrato Fésforo -
1 1 1 1 Salinidade
(mgL™) (mgL™) (mgL™) (mgL™)
Carcinicultura 1,07 0,009 2,15 0,118 30
Piscicultura 0,29 0,005 14 0,075 0

Fonte: Dados do experimento

2.2 Delineamento experimental

As microalgas foram cultivadas de forma estacionaria (OHSE et al., 2009) em seis

repeticGes para cada meio de cultivo, utilizando recipientes com 12 L uteis (FIGURA 2).

Figura 2 - Cultivo de C. vulgaris em recipientes de 12 litros

Fonte: Arquivo pessoal.
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Todo o material utilizado e os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave
durante 15 minutos a 120 °C para evitar qualquer tipo de contaminacdo. As condicdes de
cultivo permaneceram constantes, com temperatura de 28 £ 1 °C, luminosidade em torno de
60 uE cm™? s tendo como fonte duas lampadas fluorescentes de 40 W, e aeracéo fornecida
por um soprador com um fluxo de 3,0 + 1,0 L ar min™%,

Foram realizados trés tratamentos variando os meios de cultura para a C. vulgaris,
sendo o Guillard f/2 como controle e os dois tipos de efluente, da carcinicultura e piscicultura.
Inicialmente, os indculos foram aclimatados a cada meio de cultivo, utilizando erlemeyers
com 9 L (teis sob as mesmas condi¢Bes de temperatura, luminosidade e aeracdo durante trés
dias.

Em cada tratamento (meio de cultivo), as microalgas foram inoculadas em uma
densidade optica (DOggonm) inicial de 0,100 £ 0,023 e, diariamente, determinou-se a DOggonm
para acompanhar o desenvolvimento das culturas, utilizando um espectrofotometro HACH
2000.

As concentracdes de N-amoniacal, N-nitrito, N-nitrato e fosfato foram
determinadas nos meios de cultivo, na metade (terceiro dia apds a inoculacdo da microalga) e
fim (fase estacionaria do cultivo) do experimento por espectrofotometria. Para isso, amostras
de 100 mL, de cada repeticdo, foram retiradas e centrifugadas a 3.000 x g por 5 min. Em
seguida, a cada 25 mL das amostras foi adicionado os reagentes NitriVer 3 Nitrite, NitraVer 5
Nitrate, PhosVer 3 Phosphate para as determinacdes das concentracBes de nitrito, nitrato e
fosfato, respectivamente. O método de Nessler foi utilizado para determinacdo da amonia,
sendo utilizados 1,0 mL do reagente de Nessler, 3 gotas de estabilizante mineral e 3 gotas e
alcool polivinilico. Apés o tempo de reagdo, as amostras foram levadas ao espectrofotémetro

e a concentragdo dos compostos foi expressa em mg L™.

2.3 Parametros de rendimento cinético e lipidico

Com a obtencdo dos dados de biomassa seca, calculou-se a taxa de crescimento
em divisdes por dia (K) até o dia de maior produtividade das culturas (OHSE et al., 2008).
Esse parametro foi obtido de acordo com a equacéo 1, descrita por Lourenco (2006):

NfN
K =log, > g (1)
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Onde:

K — taxa de crescimento em duplicacéo por dia (divises dia™),

No e Nf — Biomassa seca no inicio e no dia em que o cultivo obteve a maxima concentracédo
celular, respectivamente,

D - tempo de cultivo em dias.

2.4 Correlacéo entre densidade éptica (DOggonm) € peso seco (PS)

Ao final do experimento, foram coletadas amostras das seis repeticfes de cada
tratamento e diluidas. Posteriormente, 100 mL de cada diluicdo foram centrifugados a 3000 x
g durante 10 minutos e, em seguida, 0 sobrenadante foi drenado e a biomassa foi secada em
estufa com renovacdo de ar a 60 °C durante 24 h.

De acordo com a equacdo 2 descrita por Sipauba-Tavares; Rocha (2003),
estabeleceu-se a correlagdo linear entre DOggonm € 0 peso seco (PS) das culturas. A partir da
correlacdo entre essas duas varidveis, foi determinada as respectivas equacdes de regressao
linear (LIU; WANG; ZHOU, 2008).

v=v-[@)v] @

Onde:

v — Volume renovado em mL,

V — Volume do recipiente em mL,

Df — Densidade celular desejada em cels mL™,

Di — Densidade celular atual em cels mL™,

2.5 Separacédo da biomassa algal do meio de cultivo

A separacdo da biomassa de C. vulgaris do meio de cultivo foi realizada na fase
estacionaria das culturas para melhor avaliar a maxima remocao dos compostos nitrogenados
e fosfatados durante os cultivos (SEBASTIEN; GRANJA, 2006). Para essa separagdo, as

culturas foram submetidas a uma floculacdo quimica (FIGURA 3) induzida pelo aumento do



24

pH do meio (CHEN et al., 2011a), utilizando uma solugédo de hidroxido de sédio 2 N (NaOH)
(SILVA et al., 2010).

Apbs a completa floculacdo e sedimentacdo, o sobrenadante foi descartado e os
flocos foram lavados com agua destilada para retirada do agente floculante e vestigios do
meio de cultivo. Posteriormente, a biomassa recuperada da microalga foi seca em estufa com

renovacao de ar a 60 °C por 24 h e pesada em balanca analitica.

Figura 3 - Processo de floculagdo quimica de C. vulgaris pela adicdo de NaOH 2 N no meio
de cultivo.

Fonte: Arquivo pessoal

2.6 Extracdo e rendimento de lipidios

O método de Bligh; 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 4gua. O erlenmeyer foi tampado e
levado para sonicar, em banho ultrasonico 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
agua e realizada outra sonicagdo com duracéo de 5 minutos. A parte solida foi filtrada a vacuo
e posteriormente seca em estufa durante 24 horas a 105 °C e pesada em balanca analitica para
determinacédo do rendimento lipidico, de acordo com o fluxograma na figura 4.
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Figura 4 - Fluxograma do método Bligh; Dyer (1959)
Erlemmeyer 250 mL

5 g biomassa seca

L J
Adici 15 mL metanol
Aficlona 12 .5 mL cloroférmmio

SmL dgua

v Tempo 10 min
Sonicador é Frequencia 40 khz

Potéencia S0 w

L 4 . .
Adici -i: 2.5 mL cloroforimo
Adiciona S ml Agua

b4 Tempo 3 min
Sonicador é Frequéncia 40 khz

Potencia 80 w

v
Filtracéiio a vacuo

* Tempo 24h
1
Secagem emn estufa s==" Temperatura 105° C

b
Balanca analitica

Rendimento hipidico %

Fonte: Dados do experimento

A produtividade e o rendimento de lipidios foram determinados de acordo com as
equacOes 3 e 4, respectivamente, descritas por Converti (2009):

V== (3)
Onde:
v — produtividade em g L™ dia™,

C. — concentracéo de lipidios no final do experimento em g L™,

t — duracéo do cultivo em dias.

Y

(=) x 100 (4)

DA
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Onde,
Y — rendimento em g 100 g de alga seca™,
W(__ - peso de lipideo extraido em g,

Wpa - peso da biomassa seca no fim das culturas.

2.7 Analises estatisticas

Os dados obtidos no presente trabalho foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e, no caso de diferenca significativa, as médias foram submetidas ao teste de

Tukey para ao nivel de 5%, utilizando o programa BioEstat 5.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Correlacéao entre densidade dptica (DOggonm) € peso seco (PS)

Foi obtida uma forte correlagdo linear (R?) entre as densidades 6pticas e pesos
secos no desenvolvimento das culturas, independente dos diferentes meio de cultivo
utilizados. Assim, foi possivel determinar as equacdes de regressdo linear para as duas

variaveis em todas as culturas realizadas (TABELA 4).

Tabela 4 - Coeficiente de determinagdo (R?) e equacBes de regressio linear entre DOggonm €
pesos secos de C. vulgaris cultivada com meio Guillard f/2, efluente de carcinicultura e
piscicultura.

Equacao de regressao

Tratamentos i R®
inear
Guillard y =2,0047x —0,2713 0,8472
Efluente (Piscicultura) y =1,0646x — 0,0349 0,9774
Efluente (Carcinicultura) y =0,387x + 0,0033 0,9982

Fonte: Dados do experimento

A partir da substituicdo dos valores observados de DOggonm Na Vvaridvel
independente “x” das equacBes de regressao linear (TABELA 4), foram calculados os
respectivos valores das biomassas em g L™, representada pela variavel dependente “y”, e

entdo tracadas as curvas de crescimento de cada cultura.

3.2 Curvas de crescimento

As curvas de crescimento foram determinadas por espectrofotometria no inicio do
cultivo com média de 0,100 + 0,015 DOggonm, mas quando foi realizada a conversao, foi
evidenciado que os cultivos apresentaram biomassa L™ em quantidades diferentes,
possivelmente, devido a quantidade variada de clorofila a, determinada durante a
espectrofotometria, dos cultivos.

As culturas de C. vulgaris com os dois efluentes da aquicultura apresentaram
curvas de crescimento com quatro fases de crescimento bem distintas (FIGURA 5). No
entanto, a fase de indugdo foi de apenas um dia para ambos os cultivos com efluentes, ja o

cultivo com o meio Guillard f/2 ndo apresentou fase de inducdo, possivelmente pela
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quantidade de nutrientes do meio de cultivo ser favoravel para um rapido desencadeamento do
crescimento da populacdo algal. Dessa forma, foi possivel evidenciar que as culturas
apresentaram fase exponencial de crescimento em periodos distintos.

O crescimento das microalgas em meio Guillard /2 ja entrou na fase exponencial
logo ap6s a inoculagdo que durou apenas um dia. Em seguida, entrou na fase de redugdo do
crescimento relativo que durou até o quinto dia de cultivo. A fase estacionéria foi do quinto ao
sexto dia, quando o cultivo foi finalizado. Os cultivos com efluente de piscicultura e
carcinicultura apresentaram fase de indugdo de um dia. No entanto, no efluente de piscicultura
a fase exponencial foi de apenas um dia, enquanto no cultivo com efluente de carcinicultura
esta fase foi do primeiro até o quarto dia de cultivo. As culturas com efluente da carcinicultura
tiveram a fase exponencial mais prolongada, devido a quantidade de nitrato ser superior ao
efluente da tilapia. Além disso, o cultivo com efluente de carcinicultura apresentou as mais
altas taxas de crescimento, que foram bem semelhantes, sendo essa taxa praticamente
constante desde o momento da inoculacdo das microalgas até o final do cultivo. As culturas
realizadas nos efluentes também apresentaram fases estacionarias de apenas um dia, do

penultimo ao ultimo dia de cultivo (FIGURA 5).

Figura 5 - Curvas de crescimento de C. vulgaris cultivadas com meio Guillard f/2 e efluentes
de carcinicultura e piscicultura.

12| —a— cuillard
----e--- Efluente (Piscicultura)
1,0 |--a-- Efluente (Carcinicultura)

Biomassa (g L)

Tempo (dia)

Fonte: Dados do experimento
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O cultivo realizado com efluente da carcinicultura foi o que atingiu a maior
quantidade de biomassa por litro cultivado com 0,93 + 0,05 g L™ e também foi 0 mais longo,
com uma duracéo de sete dias, seguido pelo realizado em meio Guillard f/2 com 0,52 £ 0,06 g
L™ com duracdo de seis dias, e do realizado no efluente de piscicultura com 0,34 + 0,004 g L~
! com uma duracdo de apenas cinco dias (FIGURA 5). A recuperacdo de biomassa da C.
vulgaris utilizando efluente da carcinicultura como meio de cultura foi mais que duas vezes
maior que o outro efluente utilizado, o de piscicultura.

Jiang-Ming et al. (2010), ao trocar o meio de cultura definido por um modificado
amentou a producdo de C. vulgaris de 0,4 para 1,20 g L™, ratificando que a alteracdo de
nutrientes pode aumentar a concentragdo e biomassa algal. Chen et al. (2012) cultivaram a
Chlorella sp. em um efluente bovino com producéo de 0,46 + 0,2 g L™, resultado inferior ao
cultivo da Chlorella vulgaris com efluente de camardo do presente trabalho.

Segundo Hernadez et al. (2009), ap6s a inoculacdo de uma microalga em meio de
cultura enriquecido com nutrientes ocorre o crescimento populacional ao longo do tempo que,

geralmente, apresenta uma curva com cinco fases distintas (FIGURA 6).

Figura 6 - Curva de crescimento tipica de uma populacdo de microalgas expressa em
densidade celular por dia de cultivo

Dtz 10% cels mLt)

Ternpo (dias)

Fonte: FAO, 1996.

Na primeira fase, praticamente ndo ocorre aumento populacional devido a
aclimatacdo das células a0 novo ambiente de cultivo. Na segunda fase, as células ja estéo
aclimatadas ao novo meio e, com isso, ocorre um incremento exponencial da populagéo algal.
A terceira fase é a de desaceleracdo de crescimento, na qual a deplegdo dos nutrientes diminui

a taxa de crescimento. Em seguida, com uma maior reducdo de nutrientes e aumento de
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metabdlitos no meio, a taxa de crescimento se iguala a taxa de mortalidade, mantendo a
populacdo constante por um determinado periodo, caracterizado como a fase estacionéria do
cultivo. Finalmente, com o completo esgotamento dos nutrientes, grande quantidade de
metabolitos e autolise celular, o cultivo entra na fase de morte, resultando em uma
significativa reducdo da populacéo algal.

O aumento da produtividade algal depende da concentragdo de nutrientes,
principalmente amonia, composto nitrogenado de melhor absorcdo pelas microalgas por néo
demandar gasto energético (LOURENCO, 2006), que se encontrava em maior concentracdo
no efluente de camardo. Modificagcbes como a adigéo e deplegéo de nutrientes na formulacéo
de meios de cultura e a utilizacdo destas técnicas em efluentes da aquicultura, tornam estudos
viaveis para aumentar a recuperacao de biomassa das microalgas e seus compostos alvos.

Os cultivos com efluentes aquicolas apresentaram uma curva de crescimento com
as fases bem definidas, mesmo sendo em periodos diferentes, tal observacdo sera mais bem
estudada em um trabalho futuro para comparar o momento mais favoravel para a floculagéo,
visando atingir maxima biomassa algal ou um determinado componente biogquimico da
microalga.

Estas diferengas durante o desenvolvimento algal foram evidenciadas nas taxas de
crescimento, que determinam o crescimento diario em relagdo a biomassa L™ do dia zero de
cada cultivo (FIGURA 7). Neste trabalho, as taxas de crescimento diario possuem uma
relacdo inversa entre o crescimento relativo e o ganho real de biomassa, corroborando com
esta afirmacdo, os resultados destas taxas foram maiores no cultivo realizado com efluente de
piscicultura com 0,398 + 0,032 divisdes dia™ com producéo algal de 4,48 + 0,49 g, seguido do
meio Guillard /2 com 0,346 + 0,030 divisdes dia™ com 5,40 + 0,34 e as menores taxas foram
observadas nas culturas com efluente de carcinicultura com 0,237 + 0,014 divisdes dia™ com
10,22 + 3,01 g de biomassa (TABELA 5).
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Figura 7 - Taxas de crescimento diario de C. vulgaris cultivada com Guillard f/2, efluente de
carcinicultura e piscicultura.
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Fonte: Dados do experimento

3.3 Deplecdo de nutrientes durante os cultivos de C. vulgaris

Na presente pesquisa, com o incremento da populacdo algal, a deplecdo dos
nutrientes ficou bem evidente com o passar do tempo, independente da quantidade desses
nutrientes no meio de cultivo (FIGURA 8).

Estudos como os de Li et al. (2011), Kong; Zhu; Shen (2010), Wang et al. (2010)
relatam uma desaceleracdo da taxa de crescimento diario em cultivos de Chlorella sp., a
medida que ocorre o consumo dos nutrientes, principalmente nitratos e fosfatos, que séo
essenciais para o crescimento das algas.

Quando as culturas foram realizadas no meio Guillard f/2, as remog¢des médias de
amonia, nitritos, nitratos e fosfatos, na fase estacionéria, foram de 67,42, 83,33, 98,57 e
67,26%, respectivamente. Nesta mesma fase, as remocBGes médias desses nutrientes nos
cultivos realizados nos efluentes da carcinicultura foram de 71,96, 94,44, 42,63 e 59,89%,
respectivamente. Ja nos cultivos que utilizaram os efluentes da piscicultura, as remocdes
médias na fase estacionaria foram de 86,78, 70,00, 89,28 e 48,44% para amdnia, nitritos,

nitratos e fosfatos, respectivamente (FIGURA 8).
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O consumo de amonia foi maior nos cultivos com efluentes, nutriente
preferencialmente utilizado pelo fitoplancton, mas o mais incorporado é o nitrato por ser a
forma mais estavel de nitrogénio presente na dgua (LOURENCO, 2006), sendo o efluente da
carcinicultura com menor porcentagem de remocdo, possivelmente por ser um meio com
maior quantidade de aménia, seguido pelo efluente de tilapia e Guillard f/2 com reducGes de
nitrato bem significativas.

O fosforo € um elemento limitante ao fitoplancton, assim como o nitrogénio, mas
tem uma menor demanda. A taxa de reducdo deste nutriente foi inferior, provavelmente por
ser menos exigido que os compostos nitrogenados. Ao relacionar a concentragcdo de amonia
com o fosforo, observou-se que o efluente de carcinicultura apresentou maior relacédo entre
esses compostos (9,07:1), o que possivelmente resultou em um maior crescimento da C.
vulgaris, sendo uma relacdo mais favoravel ao desenvolvimento algal que as dos demais
meios de cultura (Guillard f/2 1,98:1; efluente da piscicultura 3,62:1).

Figura 8 - Curvas de crescimento e de remocao de nutrientes nos cultivos de C. vulgaris com
Guillard f/2 (A), efluente de carcinicultura (B) e piscicultura (C). Letras diferentes mostram
diferengas significativas na deplegéo de nutrientes durante o desenvolvimento das culturas.
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Fonte: Dados do experimento

O acompanhamento do consumo de nutrientes em cultivos de microalgas pode ser
monitorado pela determinacdo da concentracdo destes no meio de cultivo (FIERRO;
SANCHEZ-SAAVEDRA; COPALCUA, 2008). Abe et al. (2002) em um trabalho com
efluente da agricultura removeram 22% de nitrito utilizando a microalga Trentepohlia aurea,
remocdo inferior aos trés meios de cultura do presente trabalho, ja Samori et al. (2013)
reduziram este nutriente em quase 100% em apenas trés dias de cultivo da microalga
Desmodesmus communis em um efluente de estacdo de tratamento urbano, resultados
semelhante a reducdo deste composto utilizando efluente de camarao.

Bertoldi et al. (2007) avaliaram o consumo de nitrato em diferentes dilui¢ces de
uma solug#o hidroponica residuéria com uma concentragao inicial de 226,50 mg L™ de nitrato
em um experimento com C. vulgaris. Os autores constataram que no cultivo realizado com
25% da quantidade de nitrato da solucdo original as microalgas removeram 87% desse
composto do meio de cultivo, enquanto nos cultivos realizados com a solugéo original e com
50% da concentracdo de nitrato, as microalgas consumiram, respectivamente, 80,5 e 80,4% do
nitrato presente no meio, estes resultados sdo tdo expressivos quanto a utilizacdo de efluente
de tilapia, que removeu em média 89,28% de nitrato.

A microalga Chlorella vulgaris diminuiu acentuadamente a concentragdo de
nitrato de um efluente de uma estacéo de tratamento de agua em apenas nove dias, passando
de 7,6 + 0,24 para 3,4 + 0,17 mg L™, demonstrando seu alto potencial para remocéo de
compostos nitrogenados de aguas residuarias (KIM et al., 2010), assim como efluentes

aquicolas.
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Kumar; Miao; Wyatt (2010) utilizaram a microalga C. vulgaris para retirar a
amonia total de um efluente de suinocultura. Segundo os autores, a concentracdo de amdnia
total foi reduzida em 54% em seis dias e, apds dez dias de cultivo, a remocdo foi superior a
85%, resultado semelhante ao cultivo da mesma microalga com efluente de piscicultura do
presente experimento.

Charity et al. (2009) cultivaram a microalga Scenedesmus sp. em um efluente de
piscicultura e observaram uma reducdo de 94,44% na amonia total. Os cultivos foram
realizados em tanques externos de 150 L expostos as condi¢cGes ambientais naturais e providos
de aeracdo constante, demonstrando a eficiéncia das microalgas na remoc¢do de compostos
nitrogenados.

Li et al. (2013a) avaliaram a remocdo de nutrientes em um efluente de
fermentacdo rico em acido citrico pela C. vulgaris e constataram uma remocao de 47,6 e 10,4
para amonia e fosforo, respectivamente. Os mesmos autores, Li et al. (2013b), em um outro
estudo utilizaram efluente da estacdo de tratamento municipal e observaram uma alta
eficiéncia da C. vulgaris na remocao de nutrientes com 98 e 90% na reducdo dos mesmos
compostos do trabalho anterior. Em ambos os estudos a C. vulgaris removeu amonia e
fésforo, mas dependendo do tipo de efluente a remocgdo apresentou valores diferenciados,
assim como no presente experimento, onde a remediacdo destes compostos foram diferentes
nos trés tipos de meio de cultura.

Woertz et al. (2009) utilizaram um efluente urbano com diluigdo de 10 e 25% em
um cultivo misto de cloroficeas e diatomaceas. Em quinze dias de experimento, as microalgas
removeram mais que 96% de aménia e 99% de fosfato em ambas as dilui¢cdes do efluente.

Feng; Li; Zhang (2011) observaram uma remocéo de 97% na amdnia e de 96% no
fésforo no cultivo de C. vulgaris, utilizando agua residuaria artificial como meio de cultivo. A
grande eficiéncia na remocdo de compostos nitrogenados e fosfatados torna essa espécie
bastante promissora para o tratamento de efluentes. Li et al. (2011) mostraram que ap06s 14
dias de cultivo da microalga Chlorella sp., a mesma foi capaz de remover 93,9 e 89,1% do
nitrogénio amoniacal e fosforo totais, respectivamente.

O presente experimento mostrou a eficiéncia da C. vulgaris na remogédo de
nutrientes de efluentes gerados pela aquicultura, com resultados semelhantes aos encontrados
na literatura. O uso de algas nativas, assim como a C. vulgaris, na fitorremediagdo de
efluentes aquicolas é muito importante porque ja sdo algas resistentes e bem adaptadas as

condigdes naturais. A relacdo entre os nutrientes deve ser mais bem estudada para avaliar
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melhor o crescimento das microalgas e aumentar a eficiéncia na formulacdo dos meios de
cultivo.

3.4 Producéo de biomassa e lipidios por C. vulgaris

O processo de sonicacdo é necessario para otimizar a extracdo de lipidios das
células de C. vulgaris devido a espécie possuir celulose na parede celular. Dessa forma, ap6s
a sonicacdo, ocorre 0 rompimento da parede e membrana celular, facilitando a saida dos

componentes celulares (Figura 9).

Figura 9 - Celula da C. vulgaris sem membrana depois da sonicacdo (A) e célula com
membrana celular intacta (B).

Fonte: Arquivo pessoal.

Com a ruptura da membrana celular todo o contetdo interno da microalga ficou
disponivel para extracdo e, posteriormente para determinacdo da recuperacdo de biomassa e
producdo de lipidios. O método de sonicacdo possui alta eficiéncia e baixo requerimento
energético, tornando-o viavel. Esta técnica tem sido bastante utilizada para extrair diversas
substancias de baixo peso molecular e para compostos bioativos de vegetais (MACIAS-
SANCHEZ et al., 2009).

Os parametros de rendimento cinético e lipidico das culturas de C. vulgaris com
diferentes meios de cultivo mostraram que a reducdo dos nutrientes nos meios de cultura
resultou no aumento da producdo de alga seca, da produtividade lipidica didria e do
rendimento lipidico (TABELA 5).
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Tabela 5 — Parametros de rendimento cinético e lipidico dos cultivos de Chlorella vulgaris em
Guillard /2, efluente de carcinicultura e piscicultura.

Taxa de toPt;(IJ((jjl;g;Oa Produtividade R?in?gi‘linto Produtividade
Tratamento crescimento seca g algal ( qOO de lipidica
(divisdes dia™) @ (g L dia®) algga sega'l) (g L dia®)

Guillard f/2 0,346 + 0,030 5,40+0,34° 0,080+0,005° 13,224+1,696° 0,011 + 0,002°

(CaIE:]iCInuigmteura) 0,237 +0,014° 10,22 +3,01* 0,129+0,036° 3,457 +0,719° 0,005 + 0,001°
Efluente

" 0,398 +£0,032°  4,48+0,49° 0,078+0,009° 12,693 +1,423* 0,025 + 0,002°
(Piscicultura)

*Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
Fonte: Dados do experimento.

A produtividade algal foi maior com o efluente de camardes, possivelmente pela
maior concentracdo de amdnia em sua composicao, ja os cultivos com Guillard f/2 e efluente
da piscicultura apresentaram produtividades bem semelhantes e cerca de 1,5 vezes inferiores
da obtida no efluente de carcinicultura (TABELA 5). Esses ultimos apresentaram baixos
teores de amoOnia em sua composicao. Inversamente aos resultados de produtividade algal, os
rendimentos lipidicos foram bem mais elevados no Guillard f/2 e efluente da piscicultura,
devido a menor quantidade de aménia presente nestes dois meios. Como o efluente da
carcinicultura tinha uma maior concentracdo deste nutriente a microalga apresentou maior
desenvolvimento e ndo acumulou lipidio como reserva energética, diferente dos outros dois
meios de cultura (TABELA 5). A salinidade (30 ppt) deste meio de cultura também pode ter
interferido na producdo lipidica por ter uma densidade maior que a dgua doce, com isso as
células ndo precisaram produzir maior quantidade de 6leo para flutuabilidade.

Dessa forma, o meio de cultivo mais indicado para uma possivel aplicagdo em
escalas maiores € o efluente de piscicultura, pois apresentou uma produtividade lipidica mais
elevada e atingindo a concentracdo celular maxima em apenas quatro dias, diminuindo a
possibilidade de contaminacdo das culturas por outros organismos, bem como o0s custos com
nutrientes. Por outro lado, as culturas realizadas com Guillard f/2 e efluentes aquicolas
apresentaram produtividades de 6leo, em L ha™, mais elevadas que outras oleaginosas usadas

como fonte para a producéo de biodiesel (TABELA 6).
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Tabela 6 — Comparacéo de algumas fontes de biodiesel*.

Fonte Rendimento de oleo
(L ha)
Milho 172
Soja 446
Canola 1.190
Pido Manso 1.892
Coco 2.689
Oleo de Palma 5.950
Microalga® 58.700
Microalga® 136.900
C.vulgaris Guillard f/2* 36.660
C. vulgaris Carcinicultura® 16.655
C. vulgaris Piscicultura” 83.333

230% de 6leo do total de peso seco; "70% de dleo do total de peso seco;
* Presente trabalho;
*Modificado de Chisti (2007).

Os rendimentos lipidicos foram, em média, 13,22, 12,69 e 3,45% para 0 meio de
cultura Guillard f/2, efluente da piscicultura e da carcinicultura, respectivamente. Estes
resultados diferiram dos resultados encontrados na literatura utilizando efluentes como meio
de cultura para a microalga C. vulgaris. Possivelmente, esta variacdo ocorreu pelas diferentes
condigdes experimentais.

Ruiz-Martinez et al. (2012) destacaram a produtividade algal utilizando efluentes
domésticos, a produtividade dos cultivos foram 1,85x10°, 3,82x10° e 7,11x108 cels mL™?, para
cloroficeas, diatomaceas e cianoficeas. Em doze dias de cultivo da C. vulgaris em efluentes de
estacdo de tratamento, a producéo algal méxima foi de 1,5 g L™ de um efluente aerébico e de
1,2 g L™ de um efluente de tratamento anaerébio (CABANELAS et al., 2013). Esses
resultados corroboram com o presente experimento, provando que € possivel uma recuperagao
de biomassa algal utilizando efluentes.

He et al. (2013) utilizaram diferentes tipos de efluentes urbanos, com
concentracdes variadas de aménia e obtiveram 1,1 a 1,9 g L™ de biomassa de C. vulgaris. Os
mesmo autores também encontraram rendimentos de acidos graxos de 35,6 até 57,5%
demonstrando a eficiéncia da C. vulgaris em acumular lipidios quando cultivada em efluentes.

A utilizacdo de efluentes com baixas concentracbes de aménia obrigaram a C.
vulgaris acumular lipidios como fonte de energia, com isso, esse procedimento de deplecéo de

nutrientes é necessario para aumentar a produtividade lipidica. Com a reducdo de nitrato de
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sodio no meio de cultivo de C. vulgaris, Silva (2011) encontrou melhores rendimentos lipicos
nas menores quantidades de nitrato.

Doan; Sivaloganathan; Philip (2011) realizaram um estudo para avaliar o
potencial de algumas microalgas marinhas como matéria prima para produgdo de biodiesel.
Os resultados revelaram que a microalga Nannochloropsis sp. apresentou tanto a maior
concentracéo de biomassa seca (0,4 + 0,003 g L) como também o maior rendimento lipidico
(44,9%), tornando-a bastante favoravel como fonte na producéo de biodiesel.

Yeesang; Cheirsilp (2011) avaliaram o contetdo lipidico de quatro microalgas
verdes identificadas como Botryococcus spp., que foram cultivadas em um meio rico em
nitrogénio, tendo como melhor resultado um rendimento lipidico de 25,8%, ja no cultivo com
deficiéncia do mesmo nutriente o rendimento mais elevado passou para 35,9%. Feng; Li;
Zhang (2011) obtiveram um teor lipidico de 42% ao cultivar C. vulgaris, utilizando meio
artificial com &guas residudrias. Segundo os autores, essa microalga mostrou-se bastante
promissora como matéria prima para a producao de biodiesel.

Feng; Li; Zhang (2011) avaliaram o rendimento lipidico em trés fases de um
cultivo semi-continuo de C. vulgaris com efluente urbano e observaram que houve um
aumentou significativo de 20%, na primeira fase, para 42% na segunda fase, e, em seguida,
desceu ligeiramente para 38% na terceira fase. A maior produtividade de lipidios (147 mg L™
d™) foi obtida durante a segunda fase em comparacdo com a primeira (44 mg L* d%) e a
terceira (79 mg L™ d*), demonstrando que a C. vulgaris apresenta 6timo rendimento lipidico
e um bom potencial para producdo de biocombustivel.

O rendimento lipidico da microalga Chlorella vulgaris também foi investigado
por Yeh; Chang (2012) em diferentes meios e condi¢des de cultivo, oriundos de estacdo de
tratamento municipal, os métodos do seguinte experimento foi o crescimento fototrofico
(NaHCOg3 ou CO,, com luz), heterotréfico (glucose, sem luz), fotoheterotrofico (glicose, com
a luz) e mixotréficas (glucose e CO,, com luz). O maior teor de lipidios (40-53%) e maior
produtividade lipidica (67-144 mg/L/d) foram obtidos sob condicdes de cultivo mixotroficas.

A produgdo de biodiesel tendo como fonte as microalgas é uma excelente
alternativa ao petro-diesel, além de remover compostos nitrogenados e fosforados de
efluentes, sequestrar o CO, e produzir O, elas possuem alta concentracdo de lipidios,
sustentabilidade ambiental e potenciais vantagens sobre outras fontes de biocombustiveis. No
entanto, questdes pertinentes sobre a viabilidade comercial de produgdo em grande escala

ainda precisam ser respondidas.
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4 CONCLUSAO

O cultivo da microalga Chlorella vulgaris € uma excelente forma de tratar
efluentes da aquicultura, incrementar sua recuperacéo de biomassa e na producéo de lipidios.
Essa estratégia pode ser utilizada em uma producdo em larga escala, o que torna a espécie

uma candidata bastante promissora para a producao de biodiesel.
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