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RESUMO

Como toda pratica de cultivo intensivo causa impactos, a carcinicultura tem gerado varios
impactos ambientais, maior parte dos empreendimentos voltados a essa atividade ndo utilizar um
manejo adequado para seus efluentes. O objetivo deste trabalho foi cultivar as microalgas
Nannochloropsisoculata, Phaedactylum tricornutum e Spirulinaplatensis em um efluente da
carcinicultura e avaliar a taxa de reducdo da am6nia presente na dgua, dessa forma encontrar uma
alternativa para reducdo de impactos ambientais em corpos receptores de agua. Foram realizados
trés tratamentos com quatro repeticdes, nos quais as microalgas foram cultivadas em efluente de
carcinicultura ricos em amonia. Foram observada taxas de reducdo de amonia de 97.98 + 0.55,
96,9 + 0,02 e 97.37 + 1.85% para N. oculata P. tricornutum, S. platensis respectivamente.
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1 INTRODUCAO

A &gua doce é um insumo para muitos usos como fornecimento urbano, geracao de
energia, irrigacdo, navegacgdo, aquicultura e harmonia paisagistica. Devido a essa demanda, existe
uma grande preocupacdo, em todo o mundo, com a reducdo anual do volume de agua doce dos
reservatorios (MORAES, 2002).

O declinio dos estoques pesqueiros naturais € 0 aumento da demanda mundial do
consumo de pescado fizeram com que a aquicultura se tornasse uma das principais alternativas
para suprir a necessidade do ser humano por esse tipo de alimento (CAMARGO; POUEY, 2005).

Atualmente a aquicultura € uma das atividades com maior representatividade na
producdo de proteina de origem animal a nivel mundial (BEZERRA, et al 2008), com um
crescimento médio anual de 8,3% em 2008, sendo responsavel por 45,7% de toda a oferta de
pescado destinada a alimentacdo humana. A FAO estima que em 2020 mais de 50% da producdo
de pescado sera oriundo da aquicultura (FAO, 2010).

Dentre os varios ramos da aquicultura, a carcinicultura € a atividade que corresponde
a criacdo de crustaceos, com um maior destaque para a producdo de camardes em tanques
escavados em ecossistemas estuarinos (MELLO, 2007).

Nos anos 90, o camardo Litopenaeus vannamei, foi introduzido no nordeste
brasileiro, onde seu cultivo se expandiu aumentando, sobretudo, a producdo para o mercado
externo (DEMETRIUS, 2008). No periodo de 1998 a2003, a carcinicultura brasileira cresceu em
ritmo acelerado com taxas de 60% ao ano, atingindo a producdo de 90.190 toneladas em 2003
(SANCHES; PANNUTI; SEBASTIANI, 2008).Segundo a FAO (2009), a carcinicultura marinha
foi a atividade que mais gerou renda em relacdo a outros cultivos, correspondendo a 15,4% da
renda total gerada pela producao de pescado.

Como toda pratica de cultivo intensivo causa impacto, a carcinicultura tem gerado
varios impactos ambientais alertando a sociedade quanto a sustentabilidade desta atividade
(JONES et al., 2002). Tais impactos acontecem devido a maior parte dos empreendimentos

voltados a atividade ndo utilizar um manejo adequado para seus efluentes. O monitoramento,
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quando existe, ndo passa de um acompanhamento da qualidade de &gua utilizada e descartada
pelos cultivos (GURJAO et al., 2004).

A eficiéncia dos cultivos de organismos aquaticos esta intimamente relacionada com
a qualidade da &gua utilizada e a contaminagdo dos corpos hidricos pelos efluentes podera
resultar em um rapido declinio da atividade (OSTRENSKY et al., 2000).

De acordo com CHUA et al. (1989) e HOPKINS et al. (1995), as fazendas de
camardo em Bangkok capital da Tailandia sdo responsaveis por despejarem aproximadamente
1500 t de nitrogénio e 146 t de fosforo nos ecossistemas estuarinos por ano.

Os efluentes oriundos da atividade aquicola apresentam concentragdes mais altas de
nutrientes dissolvidos e particulas em suspensdo quando comparados com a agua de
abastecimento (MCINTOSH; FITZSIMMONS, 2003).

Segundo Guimarées (2008), dos nutrientes fornecidos na alimentacdode organismos
aquaticos em forma de racdo, 60% do nitrogénio e 11% do fésforo séo perdidos na dgua através
das excretas dos camardes e pela decomposicdo da racdo ndo consumida. O mesmo autor
evidencia que o tratamento dos efluentes da aquicultura pode ser realizado com organismos
biorremediadores, principalmente animais filtradores e organismos fotossintetizantes. O
tratamento desses efluentes é considerado o primeiro passo para a protecdo dos recursos hidricos
e a preservacdo ambiental faz parte, atualmente, dos sistemas de producdo da aquicultura
moderna (VALENTI, 2000).

As microalgas englobam microorganismos que possuem clorofila e outros
pigmentos fotossintéticos (RAVEN et al., 2001) e, de acordo com Ohse et al. (2007), ja sdo
conhecidas, aproximadamente, mais de 100.000 espécies de microalgas. Esses organismos
microscopicos podem ser divididos em dois grupos de acordo com a estrutura celular, os
procaridticos e os eucarioticos. As microalgas podem ser unicelulares, coloniais ou filamentosos
e possuem um eficiente maquinario fotossintético (OLAIZOLA, 2003), podendo ser encontradas
no meio marinho, em agua doce e no solo. Juntamente com as macroalgas, as microalgas sdo
responsaveis por cerca de 60% da producdo primaria do planeta (COELHO, 2009) e
caracterizam-se pelas altas taxas de crescimento e adaptabilidade.

O crescimento dos estudos com microalgas se deve as suas diversas aplicacbes

comerciais em varias areas como na nutri¢do, na saude humana e animal, no tratamento de aguas
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residuais, na producdo de energia e na obtengdo de compostos de interesse das inddstrias
alimentar, quimica e farmacéutica (GROBBELAAR, 2004; RICHMOND, 2004).

A utilizacdo das microalgas no tratamento de efluentes é conhecida como
fitorremediacdo e essa pratica é utilizada para remocdo de compostos como nitrogénio e fosforo
que podem causar eutrofizacdo nos corpos hidricos receptores. Além disso, sdo também capazes
de remover metais pesados incorporando-os na parede celular (YAN; PAN, 2002), além de
alguns compostos organicos toéxicos como fendis e clorofendis (HIROOKA et al., 2003; LIMA et
al. 2004). A biomassa gerada pelos cultivos das microalgas como fitorremediadoras pode servir
como fonte de matéria-prima para distintos fins (DE LA NOUE, PROULX, 1988).

Nos efluentes provenientes da aquicultura hd a predomindncia de nitrogénio na
formal amoniacal (LOURENCO, 2006) e, segundo MAESTRINI; ROBERT (1981), essa é a
forma preferencialmente assimilada pelas microalgas, ja que quando esse elemento encontra-se
em sua forma oxidada sua assimilacéo é reduzida.

E importante sempre avaliar o desenvolvimento e a composicdo bioquimica das
microalgas, pois esses fatores sdo influenciados pelo tipo de meio e condi¢des abioticas
empregadas nos cultivos (DERNER, 2006).

Segundo Hernadez et al. (2009), apos 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 01).

D (x 10° cels ral 1y

Terapo (dias)

Figura 01. Curva de crescimento tipica de uma populacdo de microalgas expressa em densidade celular por dia de
cultivo.
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Na primeira fase, praticamente ndo ocorre aumento populacional devido a adaptacédo
das células ao novo ambiente de cultivo. Na segunda fase, as células ja estdo adaptadas ao novo
meio e, com isso, ocorre um incremento exponencial da populacdo algal. A terceira fase é a de
desaceleracdo de crescimento, na qual a deplecdo dos nutrientes diminui a taxa de crescimento
especifica. Em seguida, com uma maior reducdo de nutrientes e aumento de metabdlicos no meio,
a taxa de crescimento se iguala a taxa de mortalidade, mantendo a populagdo constante por um
determinado periodo, caracterizada como a fase estacionaria do cultivo. Finalmente, com o
completo esgotamento dos nutrientes, grande quantidade de metabdlicos e autolise celular, o
cultivo entra na fase de morte, resultando em uma significativa reducéo da populacdo algal.

O objetivo deste trabalho foi cultivar as microalgas Nannochloropsis oculata,
Phaedactylum tricornutum e Spirulina platensis em um efluente da carcinicultura e avaliar a taxa

de reducdo da amonia presente na agua.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do efluente e das microalgas

O efluente utilizado como meio de cultura foi oriundo de uma fazenda de producéo
de camardo localizada no municipio de Aracati-CE e, posteriormente transportado para o Centro
de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura (CEBIAQUA) —-DEP/CCA/UFC, foi esterilizado,
juntamente com as vidrarias utilizadas no experimento, em autoclave a uma temperatura de 120
oC e pressdo de 1 kgf cm™, para diminuir qualquer contaminac&o dos cultivos.

As microalgas N.oculata, P.tricornutum e S.platensis foram obtidas no cepario do
laboratério de Planctologia do Departamento de Engenharia de Pesca (DEP) da Universidade
Federal do Ceara (UFC), onde as duas primeiras sdo mantidas em meio Guillard /2

(GUILLARD, 1975), enquanto a espécie S.platensisé mantida em meio Jordan (Tabelas 01 e 02).

Tabela 01 - Composicdo do meio de cultivo Guillard /2
~ Quantidade para
Solucdes Reagentes Solu(?;ao eLs_E;)que 1 L de meio de
g cultura (mL)

1 Nitrato de sodio 75,0 1,0

2 Fosfato de sodio 5,0 1,0
Silicato de sodio 12,0

3 Sulfato cuprico 9,8 10
Sulfato de zinco 22,0 ’
Cloreto de magnésio 10,0

4 Molibdato de sddio 6,3 10
Cloreto de ferro 3,0 ’
Na; EDTA 2H20 4,6

5 Vitaminas* - 0,5

* A solucdo estoque de vitaminas foi preparada em 50 mL de &gua destilada.
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Tabela 02 - Composigdo do meio de cultivo Jourdan (JOURDAN, 2001)
Solucéo Reagentes Solucdo estoque (g L) | Quantidade (mL L™)

Uréia 7
Sulfato de magnésio 20

1 Sulfato ferroso 0,5 10
Sulfato de potéssio 100
Fosfato de amdnio 10
Nitrato de potéssio 200

2 Cloreto de sddio 50 10

3 Bicarbonato de sddio 80 10

2.2 Cultivo das microalgas

As cepas das trés microalgas foram cultivadas em seus respectivos meios quimicos
até um volume de 50 mL. Em seguida, esse volume foi gradativamente aumentado, durante cinco
dias, com o efluente da carcinicultura para a obtencdo de novos indculos das microalgas ja
adaptadas ao meio de cultivo organico.

Apos a devida adaptacdo das cepas ao efluente da carcinicultura, 40 mL de cada
indculo foram transferidos para recipientes de 500 mL, contendo 360 mL do efluente da
carcinicultura. A partir desse momento, o volume das culturas foi mantido constante,
caracterizando um cultivo do tipo estacionario (LOURENCO, 2006).

Os cultivos foram realizados com quatro repeticdes e as condicbes abidticas como
temperatura e intensidade luminosa foram mantidas constantes em 28 + 1 °C e 20 uE m™ S*,
respectivamente. A salinidade foi mantida em 20 para os cultivos de N. oculata e S. platensis,

enquanto para P. tricornutum foi utilizada a salinidade 30.
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2.3. Acompanhamento do desenvolvimento das culturas

O acompanhamento do crescimento populacional das microalgas foi realizado,
diariamente, através da contagem celular (DC) em amostras de 25 mL de cada cultivo, utilizando
uma camara de Neubauer (hemocitdmetro) e por espectrofotometria a 680 nm para N. oculata e
S. platensis e a 700 nm para P. tricornutum, devido aos distintos picos de absorg&o. Os dados
obtidos foram inicialmente utilizados para determinar a correlacdo linear entre as duas variaveis
e, posteriormente, foram obtidas as equacGes de regressdo linear para cada cultura. A partir
dessas equaces foram construidas as curvas de crescimento de cada espécie e também

determinadas suas taxas de crescimento diério (divisdes dia™) de acordo com Lourenco (2006).

K =log, (N/ Np) / Dt,
Onde:
K — taxa de crescimento (divisdes dia™),
No e N¢— DO no inicio e no dia em que o cultivo obteve a maxima concentracao celular,
respectivamente.

Dt — tempo de cultivo em dias.

2.4. Determinacao da concentracdo de aménia

A determinacdo de aménia nos meios de cultura foi realizada pelo método de Nessler.
Para isso, foram coletadas amostras de 25 mL e centrifugadas a 3.000 x g por 5 min para a
separacdo das microalgas do meio de cultivo. Em seguida, foram adicionadas trés gotas de alcool
polivinil, uma gota de estabilizante mineral por parte de sal e as amostras foram agitadas para a
completa homogeneizag¢do da mistura. Finalmente, foi adicionado 1 mL do reagente de Nessler
em cada amostra e, apos 1 min de reacdo, a mistura foi levada a um espectrofotdmetro de leitura

direta HACH 2000 para a leitura da absorbancia a 425 nm. As determinacfes foram realizadas
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em trés momentos do cultivo, no inicio, na fase de crescimento exponencial e na fase

estacionaria, sendo os valores expressos em mg L™.

2.5 Analises estatisticas

Os resultados de densidade celular maxima, taxas de crescimento e da taxa de
remocdo dos compostos nitrogenados nas diferentes microalgas em efluente proveniente da
carcinicultura foram submetidos a analises de variancia (ANOVA) simples (P<0,05) e no caso de
diferencas significativas, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey
(P<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Correlacéo entre densidade Optica e densidade celular

Como os dados das varidveis, densidade dptica (DO) e densidade celular (DC)
observou-se uma alta correlago linear positiva, cujos coeficientes de determinacdo (R?) foram de
0.929, 0.982 e 0.902 para as espécies P. tricornutum, S. platensis e N. oculata, respectivamente.
O que permitiu a obtencdo das equacOes de regressao linear entre as duas variaveis para cada

cultura (Figura 02).

L 121 1.2)% 0,0048x + 0,1262
S 10 y =0,0122x + 0,0871 1,0 1 R2=0,902
= b Rz2=0,929
8 os - £0,8 -
' 0,6 -
0,6 (@)
0014 i
0,4 0.2 -
0.2 1 0,0 . . . . .
YR 2 S R — 0. 40 80 120 160 200
0 40 80 120 160 200 Den&dad%celu%r(x?g ceq. mL
Densidade celular (x 103 Cel mL)
A B
1,2
y =0,0103x - 0,107
1,0 1 R2=0,082
98 |
016 |

D4 -
0,2 -
0,0 —
0Dengidadegelatay (1 80° Gob
mL1)
C

Figura 02 — Correlagdo linear entre densidade dptica (DO) e densidade celular das culturas das microalgas P.
tricornutum (A), N. oculata (B) e S. platensis (C), com suas respectivas equacdes de regressdo linear e coeficientes de
determinacdo (R?). Cada ponto representa a media de quatro repeticdes.
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Com relagdo a concentragdo de amoénia durante os cultivos, foi observado um

comportamento inversamente proporcional, ou seja, na medida em que ocorreu um aumento na

populacdo de microalgas ocorreu uma diminui¢do na concentracdo de aménia (Figuras 03).
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Figura 03 — Curvas de crescimento (linhas) e deplecdo de amdnia (colunas) obtidas nos cultivos das microalgas P.
tricornutum (A), N. oculata (B) e S. platensis (C). Cada ponto representa a média de quatro repeti¢des + desvio

padrao.
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As curvas de crescimento das microalgas P. tricornutum e N. oculata apresentaram
uma fase de inducdo que teve uma duracdo de aproximadamente 48 horas (Figura 3A e 3B),
seguida da fase exponencial de crescimento que foi bem mais acentuada para P. tricornutum
(Figurta 3A). Apos 120 horas de cultivo, as duas espécies entraram na fase de reducdo do
crescimento relativo, atingindo a fase estacionaria em torno de 144 horas de cultivo (Figura 3A e
3C). Ja a espécie N. oculata apresentou uma fase de indu¢do mais reduzida com apenas 24 horas
de duracdo e, logo em seguida, entrou na fase de crescimento exponencial que durou até as 72
horas de cultivo. A partir desse periodo, a espécie comecou a reduzir seu crescimento relativo,
atingindo a fase estacionaria com 120 horas de cultivo (Figura 3B).

As trés espécies de microalgas utilizadas nesse trabalho foram capazes de reduzir, em
média, 97,4% da amodnia existente no efluente de carcinicultura no final do experimento (Tabela
3), evidenciando o elevado potencial que possuem como mitigadoras dos potenciais impactos
ambientais causados por estes efluentes.

Silva (2006) utilizou a microalga Chlorella vulgaris na fitorremediacdo de um efluente
hidrop6nico e observaram uma de reducdo de 82,18% na amonia, ja no trabalho de Méndez
(2003) com a mesma microalga, sendo cultivada em um efluente doméstico apontou uma
remocdo de 69,82% do referido nutriente, ambos inferiores ao presente trabalho.

Soares (2000) avaliou a remog¢éo de amdnia ou nitratos no meio de cultura pela microalga
Phaeodactylum tricornutum e observaram uma reducdo média de 90% tanto para meios definidos
como para um efluente piscicola. Esses valores de remocdo de amdnia por esta espécie foram
semelhantes aos encontrados no trabalho de Craggs et al.(1997).

Chuntapa, Powtongsook e Menasveta (2003) mostraram que a microalga Spirulina
platensis foi capaz de melhorar a qualidade da agua de um cultivo integrado com camardes,
reduzindo significativamente os niveis dos compostos nitrogenados como a amdnia, nitratos e
nitritos. Quando a mesma microalga foi utilizada em um cultivo integrado com tilapias também
foi capaz de reduzir significativamente os niveis destes compostos nitrogenados (MESSIAS;
COSTA, 2009).

Porém a utilizacdo de microalgas isoladas da propria agua residual pode resultar em
uma maior eficiéncia na remocao de nutrientes quando comparadas as espécies exoticas como as
utilizadas no presente trabalho (JIMENEZ-PEREZ et al., 2004).
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Resultados obtidos em estudos realizados com uma macroalga do género Gracilaria
evidenciaram que foi possivel remover 80% do total de nitrogénio produzido por uma fazenda de
cultivo do salmdo (BUSHMANN et al., 2008; ABREU et al., 2009).

Redding, Todd, Midlen (1997) utilizaram macrofitas aquéticas no tratamento de
efluentes piscicolas e encontraram uma redugdo de amonia de 4,3% por Azolla filiculoides, 8,2%
por Elodeanuttalli e 10,7% por Rorippa nasturtiumaquaticum. J& Henry-Silva e Camargo (2008)
observaram uma remoc¢ao de 34,7% da amdnia, apos o tratamento de efluentes provenientes de
uma piscicultura com a macrofita aquética Pistia stratiotes.

Com relagcdo as taxas de crescimento, a espécie P. tricornutum se destacou com a
maior taxa em torno de 0,61 divisdes dia™, seguida da 0,37 divisdes dia™ apresentada por N.
oculata e a menor taxa foi obtida na cultura de S. platensis com aproximadamente 0,32 divisGes
dia™ (Tabela 03)

Tabela 03. Taxas de crescimento e concentracdo de aménia no final dos cultivos das microalgas P. tricornutum, S.
platensis e N. oculata em efluente de carcinicultura.

Microalgas Concentracao Taxa de Reducdo de amonia
celular crescimento (%)
(DO) (divisdes dia™) 0
P. tricornutum 0,603+0,05° 0,61+ 0,03° 96,9 £+ 0,022
S. platensis 0,436+0,03° 0.32 +0.06° 97.37 + 1.85°
N. oculata 0,815+0,16° 0.37 £0.10° 97.87 + 0.55?

Autores como Gris (2011), Spolaore et al. (2006) e Converti et al. (2009) encontraram
para Nannochloropsis sp taxas de crescimento de 0,562, 0,862 e 0,130 divisdes d*
respectivamente quando cultivada em meio /2. As taxas de crescimento da espécie Spirulina
maxima cultivada sob diferentes velocidades de movimentacdo do meio foram de 0,077, 0,150,
0,161, 0,183 e 0,207 divisdes d* para as velocidades de 0, 100, 200, 300 e 400 rpm,
respectivamente (SERENOTTI, 2004)

Segundo Soares (2000) a forma de nitrogénio encontrado no meio de cultura é a variavel
que mais influencia a cinética de crescimento das microalgas. A autora trabalhou com a

microalga P. tricornutum e encontraram taxas de crescimento de 0,71+ 0 divisdes d™* em meio
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Fabregas, e de 0,13+ 0,01 divisdes d em meio Guillard. Por outro lado, quando foram utilizados
efluentes de piscicultura com e sem correcdo da concentracdo de amdnia, encontrou taxas de

crescimento de 0,14+ 0,01 e 0,12+ 0,01 divisdes d™, respectivamente.
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4 CONCLUSOES

Com a realizacdo do presente trabalho, podemos concluir que as microalgas utilizadas se
adaptaram perfeitamente ao cultivo no efluente da carcinicultura e foram capazes de reduzir a
maior parte da aménia presente no referido efluente. Dessa forma, essas espécies podem vir a ser

utilizadas na mitigacdo dos impactos negativos da aquicultura intensiva.
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