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RESUMO
Neste trabalho foi avaliado o crescimento da microalga Pseudokirchneriella 

subcapitata em meio de cultivo alternativo NPK (20:05:20) contaminado com 

metais pesados. O primeiro tratamento consiste do controle sem a adição de 

contaminante, enquanto os demais foram contaminados com AlCl
3
, FeSO

4 

e ZnSO
4
 e os três metais. Nos resultados obtidos, o controle foi o único que 

apresentou crescimento positivo contínuo, enquanto o tratamento contendo 

todos os metais obteve maior densidade e maior taxa de crescimento 

exponencial. O tratamento contaminado com ZnSO
4 

obteve o menor 

potencial de produção. Apesar dos valores apresentados, todos os tratamentos 

apresentaram crescimento positivo no final do ensaio, sendo possível atribuir à 

microalga um elevado potencial de produção em água contaminado por metais.

Palavras-chave: água residual; biorremediação; Chlorophyceae; 

crescimento exponencial; densidade algal.
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ABSTRACT
This study evaluated the growth of microalgae Pseudokirchneriella 

subcapitata amid growing alternative NPK (20:05:20) contaminated with 

heavy metals. The first treatment consists of the control without addition 

of dopant, while others were infected with AlCl
3
, FeSO

4 
e ZnSO

4
 and the 

three metals. Of the results obtained, the control was the only one that 

showed continued positive growth, while all metal-containing treatment 

had a higher density and a higher rate of exponential growth. Treatment 

contaminated with ZnSO
4
 had the lowest production potential. Despite the 

figures, all treatments showed positive growth at the end of the test, so it 

is possible to assign a high potential for microalgae production in water 

contaminated by metals.

Keywords: wastewater; bioremediation; Chlorophyceae; exponential 

growth; algal density.

INTRODUÇÃO
As microalgas são organismos unicelulares fotossintetizantes, com pouca 
ou nenhuma diferenciação celular. Elas podem ser predominantemente 
aquáticas, geralmente microscópicas, sendo um grupo muito heterogêneo 
de organismos. Por meio da extração de seus óleos, são comercialmente 
utilizadas para produção de biocombustíveis nas indústrias farmacêuticas 
e alimentícias. As microalgas são muito eficientes no armazenamento de 
energia solar, apresentando um rápido crescimento e, consequentemente, 
um aumento de biomassa considerável (OHSE et al., 2008).

Muitas microalgas mostram elevada eficiência em retirar nutrientes 
ou outros elementos químicos do meio aquoso, apresentando potencial 

para sua aplicação em ensaios de recuperação de ambientes aquáticos 
(MIASHIRO, 2008). Com essa propriedade, elas podem ser utilizadas na 
recuperação de águas residuais e, posteriormente, a sua biomassa pode 
ser utilizada para outras aplicações industriais e agrícolas. Silva (2007) 
utilizou a microalga Chlorella vulgaris imobilizada com alginato de sódio 
para a remoção de fosfatos de água residual de uma clínica hospitalar, em 
que foram observadas reduções significativas do contaminante da água. 

Como a água é um bem essencial à vida, torna-se necessário dispor dela 
em condições potáveis e balneáveis. Em razão do grande crescimento popu-
lacional e do aumento das atividades industriais perto de rios e nascentes, a 
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qualidade das águas vem sendo afetada. Um grande problema na qualidade da 
água é a contaminação por metais pesados, que, além do seu elevado potencial 
tóxico, são bioacumulativos, mesmo em concentrações-traço (LIMA, 2010).

As águas residuais precisam passar primeiramente por tratamento 
químico para serem lançadas nos corpos d’água. Esses tratamentos 
podem trazer muitos prejuízos para a biota aquática, sendo necessária 
a construção de novas metodologias para a realização de tratamento 
dessas águas (SILVA, 2007). As microalgas podem atuar sobre as águas 
residuais retirando os nutrientes, removendo metais pesados e ainda 
diminuindo a quantidade de patógenos pelo incremento de oxigênio 
ao meio, tornando-se, assim, uma medida sustentável, pois pode ser 
considerada uma tecnologia limpa, visto que é uma fonte de energia 
alternativa, além de fixar carbono, diminuindo, assim, a quantidade 
deste no meio ambiente.

Para que as microalgas alcancem seu potencial máximo de 
desenvolvimento é necessário compreender as condições de 
temperatura, nutrientes e potencial hidrogeniônico (pH) como 
fatores determinantes para sua produtividade e, consequentemente, 
para atingir as concentrações ótimas na aplicação em ensaios para 
remoção de metais das águas. Também se necessário o controle de 
certas variáveis, como luminosidade e aeração, já que estas se mostram 
limitantes ao crescimento das microalgas (SIPAÚBA-TAVARES & 
ROCHA, 2003; SIPAÚBA-TAVARES et al., 2009). Segundo os autores, o 
meio de cultivo é de suma importância, já que este é quem vai garantir 
o crescimento rápido e adequado das microalgas.

No presente ensaio foi utilizada a clorofícea Pseudokirchneriella 
subcapitata, pois apresenta crescimento rápido, baixo custo de manu-
tenção, fácil obtenção, alto poder fotossintético, contendo clorofilas a e 
b, e um aumento de biomassa relativamente alto (SIPAÚBA-TAVARES 
& ROCHA, 2003; SIPAÚBA-TAVARES et al., 2009; ARANTES, 2010). 
Seus fatores limitantes são luminosidade e aeração; apesar de ser uma 
microalga de água doce, tem elevada resistência à salinidade (ARANTES, 
2010). Ainda segundo Carvalho et al. (2012), essa microalga apresenta 
elevada plasticidade em relação ao pH, apresentando capacidade de 
produção em águas naturais, mesmo existindo competição com outras 
espécies autóctones. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a pro-
dução da microalga P. subcapitata em meio de cultivo alternativo NPK 
contaminado por metais pesados, como cloreto de alumínio, sulfato 
ferroso e sulfato de zinco.

METODOLOGIA
O inóculo inicial da microalga P. subcapitata (Korshikov) Hindak 
(Chlorophyceae) foi obtido no Laboratório de Limnologia do 
Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva, da Universidade 
Federal de São Carlos, isolada da Represa do Broa (São Carlos, São 
Paulo, Brasil). A microalga foi posteriormente cultivada em meio 

padrão CHU12 no Laboratório do Centro de Pesquisa em Biodiversidade 
(CPBio). O sistema de cultivo foi estático não axênico (não estéril), 
com aeração constante, temperatura ambiente e fotoperíodo contro-
lado (12 h luz/12 h escuro). 

Como meio de cultivo das microalgas nos ensaios, optou-se por 
utilizar uma solução com NPK (20-5-20 g.L-1), por se tratar de um meio 
alternativo mais barato e tão eficiente quanto o CHU12 (SIPAÚBA-
TAVARES et al., 1999). O meio NPK foi preparado com a adição de 
1,0 mL de solução estoque NPK adicionado a 1 L de água destilada e 
autoclavada a 121°C por 20 minutos. Para o preparo da solução estoque 
NPK foi adicionado 0,70 g de adubo químico NPK (20-5-20 g/L-1) em 
1.000 mL de água destilada autoclavada a 121ºC durante 20 minutos 
(SIPAÚBA-TAVARES & ROCHA, 2003).

Conforme apresentado na Tabela 1, os ensaios foram elaborados 
da seguinte forma: (1) o tratamento controle (T1), com 400 mL de 
água destilada autoclavada e 50 mL de meio NPK e 50 mL de meio 
de cultura com P. subcapitata; (2) o segundo teste (T2), com 400 mL 
de água destilada autoclavada contendo 0,2 mg.L-1 de cloreto de alu-
mínio (AlCl3), 50 mL de meio NPK e 50 mL de meio de cultura com 
P. subcapitata; (3) o terceiro teste (T3), com 50 mL de meio de cul-
tura com P. subcapitata e 400 mL de água destilada com 0,32 mg.L-1 
de sulfato ferroso (FeSO4) e 50 mL de NPK; (4) o quarto tratamento 
(T4), com 50 mL de meio de cultura com P. subcapitata, 400 mL de 
água destilada com 0,6 mg.L-1 de sulfato de zinco (ZnSO4) e 50 mL 
de NPK; (5) o quinto tratamento (T5), com 50 mL de meio de cul-
tura contendo P. subcapitata, 400 mL de água destilada com 0,2 mg.L-1 
de cloreto de alumínio, 0,32 mg.L-1 de sulfato ferroso e 0,6 mg.L-1 de 
sulfato de zinco, e 50 mL de NPK. 

O valor utilizado de cada contaminante foi estabelecido tendo 
como base o dobro do limite permitido pela Resolução 357/2005 do 
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 2005), 
sendo esse limite de 0,1 mg.L-1 para o alumínio, de 0,3 mg.L-1 para o 
ferro e de 0,18 mg.L-1 para o zinco.

Tratamento
Água 

destilada

Meio 
P. subcapitata

Contaminante

NPK AlCl
3

FeSO
4

ZnSO
4

T1 X X X - - -

T2 X X X X
- -

T3 X X X - X -

T4 X X X - - X

T5 X X X X X X

Tabela 1 – Características e componentes em cada tratamento.

(X) presentes, (-) ausentes em cada tratamento; NPK (meio sintético); AlCl
3
 (cloreto de 

alumínio); FeSO
4
 (sulfado ferroso); ZnSO

4
 (sulfato de zinco).

T1: controle - sem contaminantes; T2: tratamento contaminado com cloreto 
de alumínio; T3: tratamento contaminado com sulfato ferroso; T4: tratamento 
contaminado com sulfato de zinco; T5: tratamento contaminado com cloreto de 
alumínio+sulfato ferroso+sulfato de zinco.
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Os ensaios foram desenvolvidos em triplicatas durante 21 dias e 
foram retiradas 3 amostras a cada 3 dias de intervalo. Nesses interva-
los também foram mensurados os valores de pH do meio. Os ensaios 
foram realizados em Erlenmeyer de 500 mL e foram mantidos em 
incubadora BOD com controle de fotoperíodo de 2.500 lux provido 
por lâmpadas fluorescentes brancas (12 h luz/12 h escuro), tempera-
tura (22±2,0ºC) e aeração constante. As células das microalgas foram 
contadas sob microscópio óptico com o auxílio de hemocitômetro 
(Câmara de Neubauer). 

Para avaliar a diferença nas curvas de crescimento algal foi utilizada 
uma análise de covariância (ANCOVA) (ZAR, 1999) e aplicada uma aná-
lise de regressão (r2) para obtenção da taxa de crescimento exponencial 
(k). Para verificar a correlação entre a densidade algal e o pH do meio 
foi utilizado o teste de correlação de Spearman. Para análise de variân-
cia e comparação múltipla entre médias de experimentos foi utilizado 
o teste de Tukey. As taxas de duplicação diária foram obtidas pela dife-
rença entre os valores da densidade algal do último e do primeiro dia 
de ensaio, dividido pelo tempo decorrido em dias. Os valores da taxa 
de crescimento diário foram transformados em arcoseno da proporção 
(ZAR, 1999) apenas para testar possível diferença entre os dias de amos-
tragem pela análise de variância (ANOVA). O programa utilizado para 
análise dos dados foi o Statistica 7.0 (Statisoft Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
A microalga P. subcapitata apresentou um aumento na densidade algal 
até o 21o dia de ensaio, com períodos de oscilação, principalmente nos 
3o e 9o dias (Figura 1). Assim, foi possível inferir a ocorrência de um 
período de ajustamento da microalga do meio original de cultivo CHU12 
para o meio NPK e, provavelmente, para os contaminantes introduzidos 
no meio. O tratamento contaminado com cloreto de alumínio+sulfato 
ferroso+sulfato de zinco apresentou maior densidade algácea, enquanto 
os tratamentos contaminados isoladamente com sulfato de zinco e sul-
fato ferroso apresentaram menor densidade (Figura 1). Tais observa-
ções foram corroboradas pela análise de covariância (ANCOVA), que 
apresentou diferença significativa (F4,110=14,19; p<0,001) nas curvas de 
densidade de P. subcapitata entre os tratamentos. As diferenças foram 
resultantes dos valores significativamente mais elevados no tratamento 
contaminado com todos os metais, se comparado com os demais tra-
tamentos, exceto o controle (teste de Tukey).

Os valores de pH do meio de cultivo apresentaram uma queda no ter-
ceiro dia de tratamento nas amostras contendo sulfato de zinco e sulfato fer-
roso, indicando para esses metais maior instabilidade ao meio de cultivo e 
reforçando a ideia anterior de ajustamento das microalgas ao meio e aos con-
taminantes. Apesar da oscilação do pH durante o período do ensaio, foram 
observados valores muito próximos — entre 8,0 e 8,2 — no último dia de 

Figura 1 – Densidade algácea (média ± erro padrão) e pH (média) mensurados nos tratamentos. 
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ensaio para todos os tratamentos (Figura 1). No entanto, o teste de Spearman 
demonstrou existir uma forte correlação entre densidade algal e pH no trata-
mento contaminado por todos os metais (R=0,89), possivelmente, em fun-
ção do aumento contínuo ao longo do período experimental. Os tratamentos 
contaminados por sulfato ferroso e por cloreto de alumínio e o tratamento 
controle apresentaram baixa correlação (R=0,57; 0,56; 0,54, respectivamente), 
provavelmente, em função da instabilidade ao meio de cultivo. O tratamento 
contaminado somente com sulfato de zinco não apresentou correlação sig-
nificativa (R=0,13), reforçando a ideia de instabilidade de certos metais iso-
ladamente ao meio de cultivo. 

Em ensaios com a microalga P. subcapitata sem presença de conta-
minantes, Carvalho et al. (2012) observaram correlação negativa entre 
o pH e a densidade algal, sugerindo que o aumento da densidade algal 
esteve associado à queda do pH, mostrando, assim, alta plasticidade 
dessa microalga em variações do pH.

Conforme ocorreu no presente ensaio, Berenguel et al. (2004) enfa-
tizam que o efeito do pH no cultivo de microalgas é complexo, existindo 
dificuldade em dissociar os efeitos diretos do crescimento microbiano 
dos efeitos colaterais expressos em termos de modificações no sistema 
CO2/HCO3

-/CO3
2- (dióxido de carbono/bicarbonato/carbonato), bem 

como no equilíbrio NH3/NH4+ (amônia/íon amônio). Além disso, o 
pH pode ser elevado quando há o consumo de formas inorgânicas 
de carbono, pelo fato de os íons hidroxila serem transportados para o 
exterior das células (LOPES, 2007). 

O ajustamento da microalga ao meio de cultivo e aos contaminantes 
foi observado por meio da elevada mortalidade da espécie nos primei-
ros dias de ensaio. Assim, quando analisada a taxa de crescimento diário, 
verificou-se que somente o controle obteve crescimento positivo em todos 
os dias de experimento; já os tratamentos contaminados com cloreto de 
alumínio, sulfato de zinco e os três metais juntos apresentaram elevada 
mortalidade no terceiro dia de ensaio; o tratamento contaminado com 
sulfato de zinco apresentou baixo crescimento até o sexto dia de ensaio, 
seguido de elevada mortalidade no nono dia (Figura 2). Esses valores atri-
buem ao sulfato de zinco, quando presente isoladamente, um potencial 
efeito crônico de toxicidade; o contaminante cloreto de alumínio e sul-
fato ferroso apresenta isoladamente um potencial de efeito agudo sobre as 
microalgas; a associação entre cloreto de alumínio+sulfato ferroso+sulfato 
de zinco pode ter resultado em um efeito antagônico, em que os conta-
minantes, aplicados juntos, interferem um no outro ou interferem com 
outro contaminante que coexiste no meio (MOZETO & ZAGATTO, 
2008), tornando-se benéficos às microalgas. Apesar dos valores de morta-
lidade apontados, todos os tratamentos apresentaram crescimento positivo 
no 21o dia de ensaio, sendo possível atribuir à P. subcapitata um elevado 
potencial de produção em água contaminada pelos metais presentes na 
composição entre cloreto de alumínio+sulfato ferroso+sulfato de zinco.

Os metais pesados são considerados tóxicos para grande parte dos seres 
vivos (OLIVEIRA, 2007), conforme foi observado para o zinco na produ-
ção de biomassa da microalga. Porém, alguns metais pesados podem ser 

Figura 2 – Taxa de duplicação diária (média±erro padrão) da microalga nos diferentes tratamentos.
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necessários para muitos micro-organismos em determinadas concentrações 
ou associações, sendo assim chamados de elementos-traço (GUILHERME 
et al., 2005). Essa necessidade dos metais enquanto elementos-traço foi 
muito bem observada na associação dos metais presentes na composição 
cloreto de alumínio+sulfato ferroso+sulfato de zinco no meio de cultivo. 
Além disso, o ferro também pode atuar como cofator enzimático, aumen-
tando o poder degradativo do meio (GAYLARDE et al., 2005; MOZETO & 
ZAGATTO, 2008) e, consequentemente, contribuindo com elevadas taxas 
de crescimento exponencial. 

A eficiência nas taxas de produção de P. subcapitata pode ser 
observada na Figura 3 por meio da análise de crescimento exponencial 
(k), em que o tratamento contendo todos os metais obteve a maior 
taxa (k=0,078), seguido pelo tratamento controle (k=0,061), cloreto 
de alumínio (k=0,042), sulfato ferroso (k=0,034) e, novamente, com 
valor representativamente mais baixo para o sulfato de zinco (k=0,016). 
Estudos verificados na literatura com outras espécies da classe 
Chlorophyceae apresentaram resultados de crescimento exponencial 
semelhantes, mesmo na ausência de contaminantes, destacando-se os 
valores de k=0,36 a 0,56, descritos por Sipaúba-Tavares et al. (2009), 
e k=0,14 a 1,46, descritos por Moreira-Santos et al. (2004). Contudo, 
se faz necessário ressaltar que o fotoperíodo utilizado por estes auto-
res foi de 24 h, enquanto no presente trabalho foi de 12 h. Segundo  

Sipaúba-Tavares et al. (2011), a fase de maior crescimento em seu 
estudo esteve associada ao período de 24 horas de luz, Entretanto, 
é possível inferir que a duplicação algal do presente ensaio poderia 
ser otimizada com o aumento do fotoperíodo.

CONCLUSÕES
A microalga P. subcapitata apresentou elevada produção de biomassa, prin-
cipalmente na presença de todos os metais juntos no meio de cultura. Tais 
resultados atribuem à P. subcapitata grande potencialidade para sua utiliza-
ção em processos integrados de biorremediação de águas residuais e produ-
ção de biomassa algal. Entretanto, o efeito tóxico do sulfato de zinco sobre a 
produção algácea sugere a necessidade de incrementar novos estudos, uma 
vez que o metal não apresentou a mesma toxicidade quando associado ao 
sulfato ferroso e ao cloreto de alumínio. Assim, a principal iniciativa deste 
estudo foi desenvolver propostas, mesmo que em escala de bancado, para 
trabalhos integrados de aproveitamento de águas residuais de indústrias e 
outras atividades antrópicas na produção de biomassa algal para a nutrição 
animal, fertilização e/ou produção de biocombustíveis de terceira geração. 
Tais propostas atendem aos principais requisitos para o desenvolvimento 
sustentável, promovendo o equilíbrio entre desenvolvimento econômico e 
preservação ambiental.
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