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RESUMO 
 

 
ZANATA, Ana Cláudia. Obtenção de biomassa microalgal de Chlorella vulgaris 
tolerante a herbicidas. 2020. 148 f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) - 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Dois Vizinhos, 2020. 

 
 

As microalgas representam um universo de biotecnologia e biodiversidade. São 
microrganismos de grandes aplicações e que podem ser cultivados com resíduos 
agroindustriais, gerando ganhos socioambientais e econômicos. O cultivo das 
microalgas com herbicidas permite sua aplicação como possível biofertilizante, 
tornando-a adaptada a esse meio. O estudo realizado teve como objetivos: realizar 
pesquisa cienciométrica sobre estudos com resíduos usados como substratos no 
cultivo de microalgas; cultivar Chlorella vulgaris   com permeado de soro lácteo e com 
os herbicidas Jaguar® e Trueno® (em três concentrações: 60, 600 e 6000 µg.L-1) e 
estudar a ecotoxicidade com Artemia salina e Lactuca sativa; realizar pesquisa 
bibliométrica dos testes de ecotoxicidade de herbicidas em microalgas. Para a 
cienciometria, fez-se busca de dados em WoS e notou-se o avanço das publicações 
na área, além de poder avaliar os principais resíduos e analisar tendências e lacunas. 
Com os cultivos, a Chlorella vulgaris   teve bom crescimento com permeado de soro 
lácteo em pó (C/N=20), obtendo concentração celular de 5,2 g.L-1 e rendimentos 
menores com os herbicidas (Jaguar® e Trueno® a 600 µg.L-1, 4,6 e 4,8 g.L-1, 
respectivamente) assim como, conteúdo lipídico menor (cerca de 13% a menos). Para 
o estudo bibliométrico, com o método Methodi Ordinatio, ranqueou-se 20 artigos mais 
relevantes dos testes de ecotoxicidade de herbicidas em microalgas. O estudo indicou 
uma tendência das pesquisas e a importância de pesquisas futuras na área de 
desenvolvimento, otimização e validação da avaliação de toxicidade por microalgas 
multiespécies em variados herbicidas.  

 
 

Palavras-chave: Microalga. Ecotoxicidade. Cienciometria. Methodi Ordinatio. 

 



 
 

ABSTRACT 
 
 
ZANATA, Ana Cláudia. Obtaining herbicide-tolerant microalgal biomass of 
Chlorella vulgaris. 2020. 148 p. Thesis (Master’s Degree in Biotechnology) - 
Federal University of Technology - Paraná, Dois Vizinhos, 2020. 

 
 

Microalgae represent a universe of biotechnology and biodiversity. They are 
microorganisms of great applications and that can be cultivated with agro-industrial 
residues, generating socioenvironmental and economic gains. The cultivation of 
microalgae with herbicides allows its application as a possible biofertilizer, making it 
adapted to this medium. The study carried out had as objectives: to carry out 
scientometric research on studies with residues used as substrates in the cultivation 
of microalgae; cultivate Chlorella vulgaris with sodium permeate and with Jaguar® and 
Trueno® herbicides (in three doses: 60, 600 and 6000 µg.L-1) and study ecotoxicity 
with Artemia salina and Lactuca sativa; carry out bibliometric research on ecotoxicity 
tests for herbicides in microalgae. For scientometrics, he searched for data in the WoS 
and did not advance in the publications in the area, in addition to being able to evaluate 
the main residues and analyze trends and gaps. With the crops, Chlorella vulgar had 
a good growth with permeability to powdered latex (C / N = 20), obtaining a cell 
concentration of 5.2 gL-1 and with lesser benefits with herbicides (Jaguar® and 
Trueno® at 600 µg .L-1, 4.6 and 4.8 gL-1, respectively), as well as the lower lipid 
content (about 13% less). For the bibliometric study, using the Methodi Ordinatio 
method, 20 most relevant articles from the ecotoxicity tests of herbicides in microalgae 
were ranked. The study indicates a trend in research and the importance of future 
research in the area of development, optimization and validation of toxicity assessment 
by multispecies microalgae in herbicidal variables. 

 
 

Keywords: Microalgae. Ecotoxicity. Scientometrics. Methodi Ordinatio. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

A conservação das águas e dos ecossistemas é fundamental para um planeta 

sustentável. Contudo, o crescimento da população, ascendente ao desenvolvimento 

econômico, agrícola e industrial, consequentemente aumenta o uso da água. Assim, 

a preservação dos ambientes hídricos e promoção da qualidade da água é 

fundamental (PLAPPALLY; LIENHARD V, 2012). 

As formas de contaminação mais comuns do ambiente aquático, são os 

despejos de efluentes domésticos e industriais sem que passem por um tratamento 

prévio, além de lançamento de fármacos e pesticidas (GASPAR; PEREIRA; NETO, 

2012; QU et al., 2013). O último produto, refere-se a compostos tóxicos, os quais tem 

aumentado de modo drástico e incontrolável, com a intensividade das atividades 

agrícolas (ALVES, 2014). 

Estudos buscam formas de minimizar ou erradicar os prejuízos que tanto os 

dejetos quanto os agrotóxicos utilizados no campo proporcionam aos ecossistemas. 

Um dos focos dessas pesquisas é o aproveitamento dos subprodutos agroindustriais, 

procurando agregar valor em processos de produção (CHRISTENSON; SIMS, 2011). 

Como alternativa sustentável, tem-se o uso de microrganismos capazes de realizar a 

biofixação de dióxido de carbono, remoção de carga orgânica e tóxicos de efluentes 

(LACERDA, 2013).  

As microalgas têm sido fonte de pesquisas em diversos campos 

biotecnológicos (KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014). A biomassa das microalgas e 

seus produtos se relacionam com muitas áreas de interesse, como indústrias 

alimentícias, fármacos, biocombustíveis, biofertilizantes, entre outras (COSTA et al., 

2002). Esses microrganismos vêm sendo estudados em razão dos benefícios que 

proporcionam e suas múltiplas aplicações (PERREIRA, 2017). 

O cultivo de microalgas em meios sintéticos necessita de grandes 

investimentos. Por isso, buscam-se meios de culturas alternativos, que garantam um 

crescimento similar ou até maior, a fim de minimizar os custos de cultivo e promover 

a remediação de lançamento de dejetos indesejáveis ao meio ambiente (MONTEIRO, 

M. D. A.; FERNANDES, 2014).  

Entre as microalgas mais usadas no tratamento de efluentes está a Chlorella 
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vulgaris. Ela atua na diminuição da carga de matéria orgânica, compostos fosfatados 

e nitratos gerados em esgotos por exemplo, e que acabam provocando a 

contaminação e eutrofização de ambientes aquáticos (EVANS et al., 2017). Além 

disso, este microrganismo é sensível a substâncias tóxicas, é encontrada facilmente 

em ambientes aquáticos de água doce e salgada e cultivada de modo simples em 

laboratório, além de ter representatividade entre as algas (WU; LIN; YUAN, 2007).  

As microalgas tolerantes a herbicidas podem ser aplicadas nas plantações, 

como biofertilizante ou bioestimulante, garantindo que o seu desenvolvimento não 

seja inibido na presença desses compostos no solo. O uso das microalgas na 

agricultura tem despertado o interesse de produtores na formulação de produtos, a 

fim de melhorar o desempenho produtivo de plantas (SEMPREBOM, 2017). Os 

biofertilizantes a base de microalgas podem oferecer vantagens as plantas e ao 

ambiente, pois: incrementam a matéria orgânica no solo, melhoram a porosidade do 

solo, aumentam a oferta de oxigênio na rizosfera, aumenta a retenção de água do 

solo, liberam substâncias que promovem o crescimento vegetal, além de melhorarem 

a salinidade e controle da acidez do solo, prevenirem o crescimento de ervas daninhas 

e aumentarem a disponibilidade de fosfatos para as plantas.(DE MEDEIROS et al., 

2007; DOS SANTOS; RODELLA, 2007; NOBILE, 2009; UYSAL, UYSAL e EKINCI, 

2015) 

Dessa forma, os principais objetivos desta dissertação visam: 1) realizar uma 

revisão cienciométrica sobre estudos que cultivam microalgas em meios residuais; 2) 

obter biomassa da microalga Chlorella vulgaris  cultivada em permeado de soro lácteo; 

avaliar a tolerância da microalga frente aos herbicidas Jaguar® e Trueno® e verificar 

seus efeitos sobre a microalga; 3) realizar uma revisão sistemática sobre 

ecotoxicidade de herbicidas em microalgas, através do ranqueamento de artigos 

obtidos pelo Methodi Ordinatio,  

O primeiro assunto, trata de uma revisão cienciométrica de publicações sobre 

o cultivo de microalgas usando resíduos como substrato. A finalidade é o 

reaproveitamento desses subprodutos gerando um produto novo de valor agregado, 

além, de reduzir os custos com o cultivo de microalgas e com os tratamentos desses 

efluentes. Na parte experimental, aborda-se propriamente o cultivo da microalga 

Chlorella vulgaris com permeado de soro lácteo e com herbicidas, além de analisar a 

ecotoxicidade dos herbicidas. Como complemento, o último assunto trata de uma 

revisão sistemática da literatura sobre a estudos de ecotoxicidade de herbicidas 
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usando microalgas, com o objetivo de levantar tendências e lacunas nessa área e 

contribuir para futuras pesquisas.   
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2 CULTIVO DE MICROALGAS COM DIFERENTES RESÍDUOS COMO 

SUBSTRATO: UMA REVISÃO CIENCIOMÉTRICA 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

 

O uso da biomassa microalgal está em diversas áreas industriais. Elas são 

aplicadas na área farmacêutica, de cosméticos, alimentícias, além de ambiental, como 

no tratamento de águas residuárias, biofixação de gás carbônico e remoção de metais 

tóxicos,  produção de energia e biocombustíveis, além da obtenção de  biomassa 

aplicada para nutrição animal e humana, produção de biofertilizantes, dentre outros 

fins (AHMAD; MEHMOOD; MALIK, 2019; SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2013). 

O emprego de microalgas no tratamento de resíduos agroindustriais vem 

sendo estudado como alternativa viável na minimização dos problemas ambientais e 

na redução dos custos de produção desses microrganismos (SILVA, 2014). Um 

exemplo de subproduto agroindustrial é o soro de leite, principal componente gerado 

na indústria de laticínios, rico em carboidratos, proteínas, lipídios, sais mineiras, 

vitaminas e sólidos totais (CEDENO; YEPEZ TAMAYO; RAMIREZ-CARDENAS, 

2018). Dessa forma, é possível complementar o meio nutritivo das microalgas com 

soro lácteo (Abreu et al., 2012). 

Outros produtos estudados e aplicados como substrato para as microalgas 

são os resíduos da suinocultura (ZHU et al., 2013), efluentes do processamento da 

cana-de-açúcar (RAMIREZ; FARENZENA; TRIERWEILER, 2014), esgoto doméstico 

(KLIGERMAN; BOUWER, 2015), resíduos de cervejarias (FAROOQ et al., 2013), 

processo de fabricação do óleo de palma (LAM; LEE, 2011), entre outros. Para o setor 

industrial, a aplicabilidade destes resíduos representam lucros, tendo em vista, que 

na maioria das vezes, as empresas não dispõem de tratamento e descarte adequado, 

resultando em graves problemas ambientais (PERREIRA, 2017).  

A microalga Chlorella é uma das mais cultivadas mundialmente e 

comercializada como suplemento alimentar, pois apresenta rápida velocidade de 

reprodução e facilidade de adaptação em diferentes ambientes (Primo et al., 2015). É 

uma das algas mais usadas no tratamento de efluentes oriundos de esgotos, onde 

além de minimizar a carga de matéria orgânica, de compostos fosfatados e nitratos, 

evita poluição e degradação de sistemas aquáticos (EVANS et al., 2017). 

Novas pesquisas relacionadas aos mais diversos assuntos são publicadas em 
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vários jornais ao redor do mundo, tornando difícil acompanhar efetivamente o 

progresso da informação em uma ou mais áreas do conhecimento. A cienciometria 

estuda os aspectos quantitativos das produções científicas e permite mensurar o 

número de publicações ao longo do tempo, verificar os temas mais estudados e 

identificar as tendências e lacunas de publicação em determinada área (SANTOS; 

KOBASHI, 2009). Além disso, essa metodologia pode auxiliar os pesquisadores na 

tomada de decisões e com isso, softwares foram desenvolvidos que possibilitam uma 

busca bibliográfica de modo rápido, eficiente e de fácil visualização dos dados e 

resultados, por meio de gráficos e figuras.  

Com base nisso, realizou-se revisão cienciométrica de publicações sobre o 

cultivo de microalgas utilizando resíduos como substratos, como forma de 

reaproveitamento e/ou descontaminação do mesmo. 

 

2.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.2.1 Microalgas 

 

As microalgas são seres microscópicos, geralmente unicelulares, 

procariontes ou eucariontes, predominantemente aquáticos e fazem parte de um 

grupo heterogêneo de organismos. São microrganismos fotossintéticos que 

combinam água, dióxido de carbono e luz solar para produzir variadas formas de 

energia (polissacarídeos, proteínas, lipídios e hidrocarbonetos) (ANDRADE; COSTA, 

2008; CHISTI, 2007). 

O cultivo de microalgas é influenciado por aspectos físicos, químicos e 

biológicos, sendo os fatores físico-químicos: a luz, temperatura, pH, salinidade e 

disponibilidade de nutrientes. Os aspectos químicos se referem a composição do meio 

de cultivo. E, os fatores biológicos, por sua vez, dizem respeito às taxas metabólicas 

da espécie que está sendo cultivada (FERREIRA; SOARES; COSTA, 2013; 

SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2013). 

São inúmeras as aplicações biotecnológicas das microalgas: aditivo 

nutricional em rações animais, matéria-prima para produção de biocombustíveis, 

biofertilizantes, polímeros, alimento para organismos aquáticos, fonte de 

antioxidantes, pigmentos, ácidos graxos, proteínas e outros compostos bioativos 

(PRIMO et al.,2015). 
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O interesse em empregar as microalgas nos processos industriais como 

matéria-prima tem em vista a formulação de produtos oriundos de compostos naturais 

com alto valor no mercado mundial (DERNER et al., 2006). As pesquisas visam 

conhecer e produzir microalgas de modo viável e eficaz, permitindo a produção de 

compostos valiosos aplicados em vários segmentos industriais (PERREIRA, 2017). 

As características e propriedades específicas das microalgas garantem o alto 

potencial das microalgas. Como exemplo, cita-se a atividade antioxidante, com 

aplicação em alimentos funcionais (DE MORAIS; COSTA, 2008). A Figura 01 

apresenta algumas aplicações das microalgas nos variados setores da biotecnologia. 

 

Figura 1 - Aplicações biotecnológicas das microalgas 

 

Fonte: Adaptado por autora de Brasil e Costa (2016) 

 

O uso da biomassa microalgal vem crescendo em diversas áreas industriais 

e esta pode ser usada como alimento ou fonte de biocompostos (RADMANN; COSTA, 

2008). Os ramos de cosméticos, farmacêuticos e alimentícios são os mais fortalecidos 

no mercado, tendo-se em vista o maior valor agregado apresentado nesses setores 

(PRIMO, et al., 2015). 

No âmbito ambiental, o uso de microalgas inclui a biofixação de CO2 (gás 

carbônico), com uma maior eficiência e elevada taxa de produtividade (ton/ha/ano) 

comparadas com plantas terrestres. Além disso, as microalgas realizam o tratamento 

de águas residuais, o que garante sustentabilidade ambiental e viabilidade econômica 
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(RAZZAK et al., 2017). Na produção de biocombustíveis, como biodiesel e bioetanol, 

e produção de moléculas de origem lipídica com capacidade surfactante, esses 

microrganismos também são representativos (SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2013). 

A produção de microalgas apresenta diversas vantagens em relação a 

culturas tradicionais, como por exemplo, comparando-se com o soja, amendoim, 

girassol, para a produção de óleos, como biodiesel. Algumas das vantagens são: 

capacidade elevada de fixação de dióxido de carbono (CO2), alto teor de lipídeos e 

amido, produtividade significativa, além de produção em terras não cultiváveis, 

cultivada em diversos biótopos (água doce, marinha, residuais) e é facilmente 

disponível (BRASIL; COSTA, 2016; CHEN et al., 2015; LAM; LEE, 2011). 

Os principais desafios quanto à produção de biomassa microalgal, são os 

elevados custos e investimentos de produção, no que diz respeito aos nutrientes, 

mão-de-obra, energia, entre outros (BRAGA et al., 2013). Para maximizar a produção 

de biomassa e de compostos intracelulares, as microalgas devem ser cultivadas em 

sistemas apropriados, respeitando as peculiaridades e características de cada cepa 

(PERREIRA, 2017). O sucesso da inserção de microalgas depende da produtividade, 

qualidade da biomassa e custo-benefício de produção (GEORGIANNA; MAYFIELD, 

2012). 

A fim de minimizar os custos de produção com os meios de culturas sintéticos 

e otimizar os índices produtivos, a utilização de efluentes de diversos setores 

industriais e domésticos tem se fortalecido, além de ter fundamental importância em 

questões de cunho econômico e ambiental. A sustentabilidade é foco nesse ramo, 

onde além de agregar valor a um produto que geraria gastos para seu tratamento, 

serve como forma de baratear a produção e cultivo de microalgas (CHRISTENSON; 

SIMS, 2011; LI et al., 2011; WU et al., 2014; ZHOU et al., 2014).  

 

2.2.2 Chlorella vulgaris  

 

A Chlorella vulgaris  é uma alga unicelular pertencente a classe 

Chlorophyceae, ordem Chlorococcales e família Oocystaceae (Belasco, 1997). 

Apresenta forma de vida unicelular ou colonial e pode acumular pigmentos como 

clorofila a e b, β-caroteno e xantofilas. A principal forma de reserva energética é o 

amido, porém em algumas condições pode acumular lipídeos. A reprodução desta 

espécie pode ocorrer nas formas de divisão binária, esporos assexuais e reprodução 
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sexual (HOEK; MANN; JAHNS, 1995). 

Essa espécie de microalga situa-se na classe de algas verdes, tamanho 

variando de 2 e 10 μm e não possui flagelo. Constitui um grupo variado e são 

encontradas em vários ambientes marinhos e água doce. Apresenta teor de nutrientes 

em torno de 45% de proteínas, 20% de lipídios, 20% de carboidratos, 5% de fibras e 

10% de vitaminas e minerais (BELASCO, 1997; BRAGA et al., 2013). 

A Chlorella é umas das microalgas mais cultivadas mundialmente e é 

amplamente comercializada. Conforme Safi et al., (2014) suas principais atribuições 

são como suplemento alimentar, tanto nutrição humana como animal, tendo em vista, 

seu elevado poder nutricional, bem como, no tratamento de efluentes, produção de 

biofertilizantes, biocombustíveis e extração de lipídeos.  

Em relação à produção de lipídeos, as microalgas sintetizam-os a partir de um 

fonte de carbono, sendo esta de origem inorgânica ou orgânica  (HUANG; HUNG; 

YANG, 2016). Se a Chlorella vulgaris  for cultivada em ótimas condições pode-se 

atingir níveis altos de lipídeos, de 5 a 40% de lipídeos em sua biomassa seca. 

Contudo, quando cultivada sob condições de stress as microalgas podem chegar até 

68% de lipídeos em sua composição (SAFI et al., 2014). 

 Para produção de biomassa a Chlorella vulgaris  é uma das mais adequadas, 

por ser resistente a contaminantes e não necessitar de grandes quantidades de 

nutrientes produzindo alta quantidade de biomassa (YEH; CHANG, 2012). Contudo, 

para qualquer espécie de microalga os fatores nutricionais são de fundamental 

importância no seu desenvolvimento, precisando de macronutrientes, micronutrientes 

e vitaminas (GUILLARD, 1975). 

 

2.2.3 Cultivo de Microalgas 

 

Há três tipos de metabolismo nas microalgas que dependem da forma como 

a fonte de carbono é usada: autotrófico, heterotrófico e mixotrófico. No autotrófico as 

microalgas dependem de luz e dióxido de carbono para crescimento. Para o 

heterotrófico, crescem com a fonte de carbono e a fonte de energia é disponibilizada 

por meio de compostos orgânicos. Nos cultivos mixotróficos, ambos os metabolismos 

são usados, variando a concentração de compostos orgânicos e intensidade de luz 

fornecida (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004; KLEIN; BONOMI; FILHO, 2018; 

YANG et al., 2014). 
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A fonte de carbono utilizada muitas vezes se refere a compostos orgânicos. 

Diversas pesquisas têm relatado o uso de resíduos domésticos e industriais como 

forma de minimizar os custos de cultivo de microalgas. Miao et al., (2016), afirma que 

C. vulgaris  atinge altas concentrações celulares quando cultivada em resíduo 

doméstico sintético e Abreu et al., (2012) relata que o cultivo de C. vulgaris  é favorável 

utilizando o soro de leite. 

Nos cultivos heterotrófico e mixotrófico, o conteúdo lipídico aumenta e os 

rendimentos em biomassa e produtividade lipídica passam a ser mais elevados (LEE, 

2001). Grande parte dos estudos comparando-se os sistemas, mostram que a 

condição mixotrófica apresenta grandes vantagens, quanto à produtividade e taxa de 

crescimento (IP; WONG; CHEN, 2004; LIANG; SARKANY; CUI, 2009; YANG; HUA; 

SHIMIZU, 2000). 

Segundo Azaman et al., (2017), a microalga Chlorella cultivada em meio 

mixotrófico modificou morfologicamente as células, principalmente no tamanho das 

células devido a elevada quantidade de conteúdo celular. O diâmetro da Chlorella 

Sorokiniana, para condição fotoautotrófica foi de 2 a 4 µm, enquanto que em 

condições mixotróficas, as células aumentaram de 3 a 5 µm e para alguns casos 

chegou a 7 a 8 µm. 

Babaei et al., (2018) avaliaram a remoção de nutrientes e produção de 

biomassa na microalga C. vulgaris . em águas residuais com elevadas taxas de nitrato 

e amônio, obtendo maior taxa de remoção no sistema mixotrófico. Outra vantagem 

associada ao cultivo de microalgas em sistema mixotrófico está na remoção de 

nutrientes, crescimento e toxicidade de subprodutos agroindustriais.  

Conforme estudo de De Melo et al., (2018), no cultivo mixotrófico de C. 

vulgaris, a produtividade celular foi maior, erradicando a toxicidade dos subprodutos 

(licor de milho, soro lácteo e vinhaça), além de ser uma alternativa viável. Salati et al., 

(2017), com a mesma espécie de microalga, obtiveram maior concentração de 

biomassa e eficiência energética de carbono orgânico e total comparando-se cultivo 

mixotrófico e autotrófico. 

 

2.2.4 Substratos Usados como Fonte Nutricional Para Microalgas 

 

O uso de resíduos como substratos de baixo custo e de fácil acesso é vista 

como alternativa para os cultivos microalgais, desenvolvendo-se assim, muitos 
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estudos nessa área. Efluentes tanto domésticos como industriais requerem tratamento 

antes de serem lançados diretamente ao meio, portanto, utilizá-los como fonte 

nutricional para as microalgas, torna-se ferramenta interessante para otimizar o 

processo produtivo e minimizar custos, ou seja, é uma prática ambientalmente aceita 

e economicamente viável (CHRISTENSON; SIMS, 2011; KUMARI; KAUR; 

BHATNAGAR, 2011)  

Os estudos e pesquisas envolvem resíduos agroindustriais aplicados como 

fonte nutricional para as microalgas dos mais vários ramos, alguns deles são: 

subprodutos lácteos (HENA; FATIMAH; TABASSUM, 2015), resíduos da suinocultura 

(ZHU et al., 2013), efluentes do processo da cana de açúcar (RAMIREZ; 

FARENZENA; TRIERWEILER, 2014), efluente doméstico (KLIGERMAN; BOUWER, 

2015), resíduos das indústrias de cervejas (FAROOQ et al., 2013), entre outros. 

A microalga C. vulgaris em específico é amplamente usada em pesquisas por 

seu alto teor lipídico e capacidade de remoção de águas residuais. Essas águas 

contem em sua composição nitrogênio, fósforo e nutrientes orgânicos de carbono e 

mesmo sendo tratadas em estações de tratamento, são difíceis e tem alto custo para 

remoção completa e podem causar eutrofização (KIM et al., 2010). Os nutrientes que 

são geradas nas águas residuais domésticas são necessários para o crescimento e 

desenvolvimento da C. vulgaris  (HOFFMANN, 1998; MALLICK, 2002).   

A valorização dessa prática é garantida pela produção de biomassa de boa 

qualidade e pela diminuição significativa dos custos. Em vista disso, a busca por fontes 

alternativas teve aumento considerável, onde os valores dispensados para nutrientes 

ficaram bem inferior ao comumente gasto com os meios sintéticos, além de as 

indústrias produtores desses resíduos não terem muitas vezes aplicação, tratamento 

ou descarte adequado, sofrendo com problemas ambientais (KANG et al., 2015; 

PERREIRA, 2017).  

 

2.2.5 Cienciometria 

 

Um dos ramos importantes da ciência da informação é a bibliometria. Ciência 

que permite realizar análise quantitativa de dados, através da matemática e 

estatística. Os pesquisadores podem analisar o andamento, tendências e desafios de 

vários campos de pesquisa (YE, 2018) 

A cienciometria é o estudo quantitativo da ciência, comunicação na ciência e 
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política científica (MACIAS-CHAPULA, 1998). Ela se propõe a compreender o 

conhecimento científico, identificar as tendências e avanço de uma área em 

específico, verificar as revistas, prever tendências de publicação, de produtividade de 

autores, de organizações, de países, analisar processos de citação e co-citação e 

medir o avanço de áreas e surgimento de novas (VANTI, 2002). 

Com a utilização dessa metodologia é possível estudar os aspectos de modo 

quantitativo da produção científica de modo que  sejam feitas medidas de quanto se 

publicou em determinado período de tempo, analisar áreas de estudo, além das 

principais tendências e identificar as instituições que apresentaram maior produção 

científica (AKERMAN, 2013; RAZERA, 2016; SANTOS; KOBASHI, 2009).  

A análise bibliométrica pode ser conduzida por diferentes pacotes de 

softwares, como Bibexcel, CiteSpace, Gephi, HistCite, Pajek, Publish or Perish, 

SciMat e VOSviewer. Nesse estudo, foram utilizados os softwares CiteSpace e 

VOSviewer.   O Citespace® é um aplicativo em Java, gratuito e que permite a 

visualização do estudo cienciométrico. A fundamentação desse programa é a análise 

de rede e visualização. Por meio dessa rede pode-se explorar a paisagem intelectual 

de uma área de conhecimento e avaliar os principais parâmetros envolvidos, como 

coloração, tamanho e as ligações entre os pontos apresentados (CHEN, 2014). Esse 

programa tem como objetivo analisar citações e gerar mapas visuais, além de 

identificar pontos críticos no desenvolvimento de um determinado assunto, 

especialmente pontos de inflexão e itens de pesquisa importantes (CUI; LIU; MOU, 

2018). É usado também para avaliar a produtividade de instituições, países e autores; 

identificar colaborações internacionais e distribuições geográficas; e explorar hotspots 

e fronteiras de pesquisa em campos específicos (CHEN; DUBIN; KIM, 2014). 

O software VOSviewer permite construir e visualizar mapas bibliométricos, 

sendo especialmente útil para exibir grandes mapas que facilitam a interpretação 

Neste programa pode-se representar as reder por coautoria, co-citação ou pelas 

relações existentes bibliograficamente (VAN ECK; WALTMAN, 2010).  

 

2.3 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

A análise cienciométrica foi feita em quatro etapas. Inicialmente, fez-se uma 

pesquisa na base de dados Web of Science -WoS (Thomson Reuters, New York, NY, 

USA), que apresenta um quadro preciso e abrangente de impacto acadêmico 
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(FALAGAS et al., 2008). As buscas foram feitas de 2009 a dezembro de 2019 

utilizando as palavras-chave nos campos “tópico”: “microalgae” AND “waste 

substrate”. Foram coletadas as seguintes informações de cada publicação: 1) Ano de 

publicação; 2) Tipos de publicação; 3) Autores; 4) Agências financiadoras; 5) Países; 

6) Idioma; 7) Área de pesquisa; 8) Palavras-chave; 9) Categorias de pesquisa; 10) 

Periódicos. Outro levantamento realizado através da plataforma WoS foi o índice H, 

através da ferramenta “criate citation report” que relaciona o número de publicações 

científicas com o número de suas citações, o que torna o um parâmetro avaliativo de 

um autor ou artigo (ANALYTICS, 2019). 

Após a pesquisa, na segunda etapa, os dados obtidos na base de dados foram 

exportados para uma planilha Microsoft Excel para posterior refinamento dos dados, 

como forma de visualizar melhor o cenário de publicações na área de estudo.  

O software VOSviewer (versão 1.6.13) foi usado para as representações 

gráficas deste estudo em relação as dimensões como revistas científicas, autores, 

países, organizações e publicações individuais extraídas do WoS.  Foram usados dois 

tipos diferentes de mapa disponíveis no VOSviewer: Mapa de visualização de rede e 

mapa de densidade. No mapa de visualização da rede, os itens são indicados por um 

rótulo, um círculo e linhas. Quanto maior o círculo, maior a contribuição desse item e 

quanto mais próximos e espesso o elo entre dois itens, mais forte é a relação. 

Resumidamente, o tamanho dos itens depende do peso do item. Ele é determinado 

pela cor de um item ao qual o cluster pertence. Já no mapa de densidade, cada item 

em um mapa tem uma cor de acordo com sua densidade, variando do azul (menor 

densidade) ao vermelho (maior densidade) (VAN ECK; WALTMAN, 2010). 

Por fim, na quarta etapa, foi feita a importação dos dados para o software 

CiteSpace V (5.4.R4), para explorar a tendência dessas pesquisas e analisar 

visualmente, periódicos instituições e países, palavras-chaves, ano de publicação, 

autores, além das principais agências financiadoras.  Com esse software obteve-se 

os mapas de relacionamento por centralidade e frequência. Com a centralidade é 

possível observar os grandes grupos de nós presentes, sendo realçado em roxo os 

mais fortes e no centro de um componente de rede, enquanto, a frequência indica o 

quanto aquela citação ou termo é citado na busca (CHEN, 2014). 

 

2.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A partir da pesquisa na base WoS foram obtidas 294 publicações sobre cultivo 
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de microalgas usando diferentes resíduos como substratos. Os resultados foram 

filtrados a partir de leitura e análise dos estudos, chegando-se a 281 publicações 

relacionadas com o tema em estudo. Destes trabalhos, a língua predominante foi o 

inglês em 279 publicações, associado ao fato de que esse é o principal idioma através 

do qual se comunica ou divulga-se no meio científico (BERNARDO; EDUCAÇÃO, 

2017), além de ser a língua da globalização e o mais ensinado nas escolas 

mundialmente (CHARLOT, 2007; PILHION, 2008). 

 Dos estudos, 81,5 % dessas publicações estavam na categoria artigos 

científicos, 12,5 % em artigos de revisão e 10 % como artigos de procedimento, que 

se referem a trabalhos completos apresentados em conferências e posteriormente 

publicados em periódicos. A tendência dos anos de publicações também foi avaliada. 

Nota-se, que houve um aumento significativo a partir dos anos de 2014 (Gráfico 1). 

Os anos com maior número de publicações foram em 2016 (18,9 %) e 2018 (20,6 %), 

deve-se considerar que as publicações do ano de 2019 podem apresentar número 

maior, uma vez que a pesquisa foi feita até a primeira quinzena de dezembro de 2019. 

 

Gráfico 1 - Distribuição anual de publicações sobre microalga e substrato residual 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2019) 

 

Uma das justificativas para o número de publicações alavancar a partir de 

2014, é a divulgação do acesso aberto dos meios de publicação de periódicos, os 

quais, ampliam as redes de conhecimento e compartilhamento de informações. Em 

2016, vários periódicos tiveram acesso livre de leitura na web de todo o conteúdo 
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publicado, o que garante um aumento do número do Fator de Impacto (FI) 

(MARQUES, 2017). 

As áreas de pesquisa desses estudos são variadas e contemplam desde a 

Microbiologia Aplicada em Biotecnologia até a Biologia Computacional Matemática e 

Oceanografia. Os dois principais campos de estudo foram a Microbiologia Aplicada 

em Biotecnologia (118 estudos) e Combustíveis Energéticos (112 estudos), os quais 

representaram mais de 80% de todos os trabalhos publicados. A Tabela 1 apresenta 

dez áreas de pesquisa com maior número de publicações. 

 

Tabela 1 - Distribuição das dez principais áreas de pesquisa e número de publicações 

Área de pesquisa Contagem de registro (%) 

Biotechnology Applied Microbiology 118 (42,0) 

Energy Fuels 112 (39,9) 

Engineering 83 (29,5) 

Environmental Sciences Ecology 56 (19,9) 

Agriculture 49 (17,4) 

Chemistry 37 (13,2) 

Science Technology Other Topics 29 (10,3) 

Water Resources 23 (8,2) 

Marine Freshwater Biology 18 (6,4) 

Electrochemistry 13 (4,6) 

Fonte: Elaborado pela autora (2019) 

 

A diversificação nas áreas de pesquisa se refere ao potencial que elas 

apresentam biotecnologicamente, e por isso seu destaque como principal campo é na 

biotecnologia. A microbiologia está inserida nesse contexto, pois a produção de 

biomassa microalgal está diretamente relacionada aos processos fermentativos, 

cultivos, produção de cepas, co-digestão, entre outras análises correspondentes a 

área microbiológica. Além disso, o vasto campo de atuação das microalgas e 

produção de produtos de alto valor comercial permitem que elas sejam aplicadas em 

indústrias químicas, farmacêuticas, de biocombustíveis, alimentícias, cosméticos e 

empresas do ramo agrícola (DERNER et al., 2006). Outro setor importante na área 

estudada, são os Combustíveis Energéticos. As microalgas são alternativas 

interessantes na produção desses compostos, sendo vistas como fontes de energia 

renováveis, considerando-se sua capacidade fotossintética, aumento de biomassa de 

forma rápida e alta capacidade de produção de lipídeos (OLIVEIRA, 2013).  
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Com base nas categorias de destaque da pesquisa, nota-se que as principais 

dizem respeito à biotecnologia aplicada a microbiologia, agricultura, engenharia, 

bioquímica e biologia molecular. Esses temas tem sido destacados, visto a grande 

aplicação das microalgas nos mais diversos campos biotecnológicos (KOLLER; 

MUHR; BRAUNEGG, 2014). Elas são usadas na formulação de produtos de nutrição 

humana e animal, produção de biocombustíveis, biofertilizantes, polímeros, fonte de 

antioxidantes, pigmentos, ácidos graxos, proteínas e outros compostos bioativos 

(PRIMO, et al., 2015). Na Figura 2, está apresentada a rede de co-ocorrência, sendo 

os nós uma categoria de assunto e as linhas que conectam os nós demostram a co-

ocorrencia de duas categorias no assunto. A tabela presente na Figura, mostra a 

frequência e centralidade das categorias.  

 

Figura 2 - Rede de categorias da pesquisa de microalgas cultivadas em diferentes substratos 
entre os anos de 2009 e 2019 e as 8 principais categorias em termos de frequência e centralidade 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2019) 
 

Observa-se a centralidade representada pelos anéis roxos, sendo notórias as 

áreas de “Química” e “Biotecnologia Aplicada a Microbiologia”. Segundo Chen (2014), 

o termo nó com alta centralidade é aquele que conecta dois ou mais nós com o nó 

central.  

A tabela associada à Figura 2 reforça as principais categorias relacionando-

as com a frequência e centralidade. As centralidades foram maiores nas áreas de 

“Química” (1,03) e “Biotecnologia Aplicada a Microbiologia” (0,9), o que indica maior 

influência destes temas nos trabalhos realizados. As áreas de Bioquímica e Biologia 
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Molecular (0,16) também tem destaque por centralidade. Nota-se que o tema é 

variado, pois abrange variados campos de estudo. Com relação à frequência, as áreas 

em destaque foram “Biotecnologia Aplicada a Microbiologia”, “Engenharia Agrícola” e 

“Agricultura”, o que indica que essas áreas apresentam-se mais visíveis no meio 

científico (CHEN, 2014). Assim, pode-se concluir que as áreas com maior centralidade 

não foram iguais às áreas com maior frequência, com exceção da “Biotecnologia 

Aplicada a Microbiologia”, o que significa que nem sempre a categoria de maior 

influência é a de maior visibilidade.  

De acordo com os países que mais impactaram na área do presente estudo, 

verifica-se países de diferentes regiões geográficas. A Figura 3A apresenta a 

distribuição dos principais países e a Figura 3B apresenta a rede de co-autoria dos 

autores por países  

A China apresentou o maior número de estudos (13,5 %), seguida dos 

Estados Unidos (13,2 %), Índia (11,4 %) e Espanha (9,6 %). Em estudo realizado por 

Pulz e Gross, (2004) , verificou-se que o uso de microalgas na confecção de alimentos 

funcionais (massas, pães, iogurtes e bebidas), estava em rápido e crescente avanço 

em países como a China, Estados Unidos e França. O mercado de microalgas cresce 

nos setores de cosméticos, higiene pessoal, nutrição humana e animal e são 

produzidos principalmente na China (DERNER et al., 2006). 

A Figura 3B mostra a rede de co-autoria dos trabalhos, destacando os círculos 

roxos que demonstram a centralidade dos países na área de estudo. Coreia do Sul 

apresenta a maior centralidade (0,48), seguida de Egito (0,34), China (0,26), 

Alemanha (0,18), Brasil (0,09) and EUA (0,01). O EUA se destaca pelo Burst, 

representado com o um círculo vermelho. A explosão de citação é um indicador da 

área de pesquisa mais ativa. O burst de citação é a detecção de um evento de burst, 

que pode durar vários anos e um único ano. Uma explosão de citação fornece 

evidências de que uma publicação específica está associada a um aumento de 

citações. Em outras palavras, as publicações deste país evidentemente atraíram um 

grau extraordinário de atenção de sua comunidade científica (CHEN, 2014).  

Segundo Chen (2014), a frequência representa a visibilidade de um país, 

enquanto a centralidade mostra a influência.  A centralidade é um indicador útil e 

revela, neste caso, a influência de um país. Um nó de alta centralidade de 

intermediação geralmente é aquele que conecta dois ou mais grandes grupos de nós 

com o próprio nó intermediário, daí o termo intermediário. CiteSpace destaca nós com 
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alta centralidade de entrelaçamento com anéis roxos (CHEN, 2014). 

Na América do Sul, o país com maior número de publicações na área é o 

Brasil. O cenário do Brasil no campo das microalgas compreende uma vasta 

biodiversidade de espécies, além de temperaturas favoráveis e altos níveis de 

radiação solar adequadas para o desenvolvimento de grande parte dos gêneros e 

espécies de microalgas. Os pesquisadores buscam incentivo de instituições e do 

governo para o desenvolvimento de tecnologias que visem aplicar as microalgas em 

vários setores da economia (BRASIL; COSTA, 2016).  

 

Figura 3 - A. Países com publicações sobre cultivo de microalgas usando resíduos como 
substrato entre 2009 e 2019. B. Rede colaboradora de países de co-autores 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2019) 
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Os artigos foram publicados em 25 periódicos. Os periódicos com mais 

publicações estão apresentados na Figura 4. Os periódicos com mais publicações 

foram: Bioresource Technology (44 publicações), Algal Research Biomass Biofuels 

and Bioproducts (14 publicações) e Journal of Applied Phycology (10 publicações).  

 

Figura 4 - Periódicos com mais publicações sobre cultivo de microalgas com resíduos entre 
2009 e 2019 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2019) 

  

O periódico Bioresource Technology se destaca pois tem como objetivo 

disseminar conhecimento nas áreas que relacionam estudos de biomassa, tratamento 

de resíduos biológicos, bioenergia, análise de sistemas de biotransformações e bio-

fontes e tecnologias ligadas a conversão ou produção (PANDEY, 2019). Com isso, o 

tema abordado nesse estudo, tem associação direta com este periódico, uma vez que 

as publicações obtidas na presente pesquisa abordam-se tópicos como: 

biocombustíveis, bioprocessos e bioprodutos, uso de biomassa e matérias-primas 

(com bioconversão de resíduos agroindustriais), além de proteção ambiental e 

conversão termoquímica de biomassa. 

Na Figura 5, os principais periódicos deste estudo estão organizados em uma 

linha do tempo mostrando a rede de citações e os clusters organizados por título das 

publicações (os clusters são identificados por #). Bioresource   Technology novamente 

aparece como o periódico com maior número de citações 

(271), seguido da Applied Energy (152), Biotechnology Advances (151), Water 

Research (149), Renewable Sustainable Energy Review (146), Biotechnology 
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Bioengineering (139), Applied Microbiology Biotechnology (138), Journal Applied 

Phycology (114), Biomass Bioenergy (113) e Algal Research Biomass Biofuels and 

Bioproducts (112). Em relação à centralidade, destacam-se com halo roxo os 

periódicos mais fortes:  Applied Environmental Microbiology (0,19), Applied 

Microbiology Biotechnology (0,14), Biotechnology Letters (0,12), Enzyme Microbial 

Technology (0,12), e Journal Biotechnology (0,10). 

Conforme os clusters da Figura 5, pode-se fazer um paralelo das características 

da biomassa microalgal, como: alta produtividade; captura de CO2; altos teores de 

proteína, carboidratos, lipídeos e ácidos graxos; (LAM; LEE, 2011), com as aplicações 

como  a produção de biodiesel em função do alto teor lipídico produzidos na 

fermentação (DERNER et al., 2006). 

Analisando-se os clusters categorizados pelos títulos das publicações, pode-se 

observar que as microalgas, desempenham funções fundamentais e possuem 

importância biológica, ecológica e econômica. A notoriedade desses seres na área 

biológica diz respeito ao fato de que elas garantem a estruturação da atual atmosfera 

terrestre, proporcionando a vida dos seres aeróbicos. Na área ecológica, as 

microalgas são responsáveis pela sustentação da vida nos mares e oceanos por 

serem produtores primários. Em relação a parte econômica, tem-se a diversidade das 

aplicações destes seres em muitos países no mundo, visto que, seu uso está nas 

indústrias alimentícias, farmacêuticas, imunoestimulantes, cosméticas, 

biocombustíveis, entre outras (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).  

De acordo com os clusters relacionados à produção de lipídeos, produção de 

biodiesel, ácidos graxos voláteis e resíduo de microalgas para extração de lipídeos, 

estes estão diretamente associados às aplicações e atribuições das características 

das microalgas. Esses organismos requerem baixo investimento para produção,  

atuam na captura do CO2 (CHISTI, 2007; HUNDT; REDDY, 2011), além de 

armazenarem quantidade de lipídeos significativamente maior que plantas 

oleaginosas, diminuindo custos de processo e matéria-prima. Ainda, a biomassa 

residual dessa etapa pode ser fornecida a outros processos produtivos (fármacos, 

cosméticos, alimentos, entre outros), agregando valor a outros materiais, assim como, 

gerar biogás em um biodigestor (CHISTI, 2007). Além disso, outra menção dada em 

cluster é a fonte sustentável, visto que, as microalgas são fontes alternativas 

sustentáveis na produção de biocombustíveis, compostos estes, ambientalmente 

aceitos e viáveis economicamente (HILL et al., 2006).  
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 Conforme o cluster relacionado aos compostos fenólicos, as algas podem 

apresentar alta atividade antioxidante pela alta concentração de compostos fenólicos 

intracelulares. A concentração desses compostos pode variar com o tempo de 

fermentação e local de cultivo, o que mostra que as condições ambientais são 

fundamentais na produção desses compostos (FARASAT et al., 2013).   

O processo de foto-fermentação, se refere ao fato de que as microalgas 

realizam fotossíntese para se desenvolverem. Segundo Mata, Martins e Caetano  

(2010), os metabolismos das microalgas na presença de luz podem ser: autotrófico 

quando a luz é usada como fonte de energia; mixotrófico, que dependem de luz e de 

compostos orgânicos; e o fotoheterotrófico, quando usa luz para desencadear o uso 

de compostos orgânicos como fonte de carbono. Muitas das fermentações utilizando 

compostos orgânicos como fonte de energia estão sendo estudadas, a fim de diminuir 

o custo de produção, que é o objetivo dos estudos levantados nesta cienciometria. O 

cultivo de microalgas representa alternativa ambiental e econômica no tratamento de 

muitos efluentes (OLIVEIRA, 2013).    
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Figura 5 - Linha do tempo das fontes de publicações organizadas por clusters categorizados pelo título das publicações  

 
Fonte: Elaborado pela autora (2019)
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É fundamental conhecer os autores que atuam nessa área. A Figura 6 mostra 

os principais autores que publicam na área de estudo. 

 

Figura 6 - Mapa de densidade dos autores e citações por clusters 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2019) 

 

Observa-se que os itens de maior peso e número de itens foram Kim Sang-

Hyoun e Kumar Gopalakrishnan, apresentando coloração mais intensa, nesse caso 

em azul. Os dois autores possuem 5 registros cada (são também co-autores) e seus 

trabalhos tratam da produção de bio-hidrogênio, avaliando novos biorreatores, co-

digestões, fermentações variando concentrações de substrato, além de estudo de 

análise de perspectivas, oportunidades e restrições na área. Além disso, Kim 

pesquisou sobre estressores abióticos e melhoria da produtividade de lipídeos. Patidar 

et al., (2018)  analisaram Pelagicaba bermudensis para obtenção de biocombustíveis 

em Tetraselmis striatain com estressores, promoveu maior produção de biomassa e 

aumentou a produtividade lipídica. Kumar, em um dos seus trabalhos, avaliou a co-

digestão de microalgas para produção de bio-hidrogênio, e que com carga inicial 

adequada pode-se aumentar a produção de hidrogênio (SIVAGURUNATHAN et al., 

2018).  

Foram obtidos 5 clusters, diferenciados por cores. Nesta visualização, a cor 

de um ponto é obtida misturando as cores de diferentes clusters e o peso da cor é 
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dado pelo número de itens que pertencem a esse cluster (VAN ECK; WALTMAN, 

2010).   O maior cluster composto por 8 autores (cor vermelha). Um dos estudos desse 

cluster trata de um modelo para remoção de nitrogênio por algas e bactérias, o qual 

pode capturar de modo satisfatório a dinâmica de populações e substratos 

microbianos sob diferentes condições operacionais (PENG et al., 2018) 

A Tabela 2 mostra os dez principais artigos em termos de citação na área de 

estudo, contendo o título da publicação, os autores, ano de publicação, total de 

citações, média de citações por ano. É importante que pesquisadores interessados 

em realizar pesquisas com microalgas cultivadas em diferentes resíduos realizem a 

leitura dos 10 principais desses trabalhos publicados. As pesquisas tratam sobre a 

reutilização das microalgas após extração de óleo, (JOHN et al., 2011); uso de 

microalgas derivadas de águas residuais aplicadas na produção de biocombustíveis 

e biogás (WARD; LEWIS; GREEN, 2014); produção de bioeletricidade a partir de 

Chlorella vulgaris  (VELASQUEZ-ORTA; CURTIS; LOGAN, 2009) otimização do 

acúmulo de lipídeos usando diferentes fontes de carbono (HEREDIA-ARROYO et al., 

2011); co-digestão de resíduos de microalgas (EHIMEN et al., 2011); produção de 

biogás a partir de microalgas (DȨBOWSKI et al., 2013); biomassa microalgal usada 

como substrato na fermentação do metano (KWIETNIEWSKA; TYS, 2014); cultivo de 

microalgas com efluente digerido anaeróbico (UGGETTI et al., 2014); digestão 

anaeróbica da biomassa algal e resíduo de algas (KEYMER et al., 2013); utilização 

do óleo de microalgas em processo de liquefação (GAI et al., 2015). 

 Os artigos do conjunto de dados refinados foram citados 5323 vezes, com 

uma média de 18,94 citações por item e um índice H de 37. O índice H foi desenvolvido 

por Hirsch em 2005 e revela o impacto ou a relevância de um artigo, autor ou campo 

(HIRSCH, 2005). Isto mostra a relevância e representatividade deste assunto no meio 

científico. Esse índice pode ser adotado não só para avaliar pesquisadores, mas 

também universidades, grupos de pesquisa e revistas científicas. A vantagem deste 

índice é sua simplicidade e objetividade, resumindo em um único número a 

produtividade e a relevância do trabalho científico. 
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Tabela 2 - Dez principais publicações citadas com base na frequência de citações 

Classificação Título da Publicação Autores Fonte Ano 
Total de 
citações 

Média 
por ano 

1 
Biomassa de micro e macroalgas: uma 
fonte renovável de bioetanol 

John, Rojan P.; Anisha, G. S.; 
Nampoothiri, K. Madhavan; Pandey, 
Ashok 

Bioresource technology 2011 530 58,9 

2 
Digestão anaeróbica da biomassa de algas: 
uma revisão 

Ward, A. J.; Lewis, D. M.; Green, B. 
Algal research-biomass 
biofuels and bioproducts 

2014 206 34,3 

3 
Energia de algas usando células 
microbianas de combustível 

Velasquez-Orta, Sharon B.; Curtis, 
Tom P.; Logan, Bruce E. 

Biotechnology and 
bioengineering 

2009 169 15,4 

4 
Cultivo mixotrófico de C. vulgaris e sua 
potencial aplicação para o acúmulo de óleo 
de materiais não açucarados.  

Heredia-Arroyo, Tamarys; Wei, Wei; 
Ruan, Roger; Hu, Bo 

Biomass & bioenergy 2011 154 17,1 

5 
Digestão anaeróbica de resíduos de 
microalgas resultantes do processo de 
produção de biodiesel 

Ehimen, E. A.; Sun, Z. F.; Carrington, 
C. G.; Birch, E. J.; Eaton-Rye, J. J. 

Applied energy 2011 152 16,9 

6 
Biomassa de algas como substrato 
alternativo nas tecnologias de produção de 
biogás - Revisão 

Debowski, Marcin; Zielinski, Marcin; 
Grala, Anna; Dudek, Magda 

Renewable & sustainable 
energy reviews 

2013 101 14,4 

7 

Características do processo, fatores de 
inibição e rendimento de metano no 
processo de digestão anaeróbica, com foco 
especial na fermentação de biomassa de 
microalgas 

Kwietniewska, Ewa; Tys, Jerzy 
Renewable & sustainable 
energy reviews 

2014 91 15,2 

8 

Digestado anaeróbico como substrato para 
a cultura de microalgas: o papel da 
concentração de amônio na produtividade 
de microalgas. 

Uggetti, Enrica; Sialve, Bruno; Latrille, 
Eric; Steyer, Jean-Philippe 

Bioresource technology 2014 89 14,8 

9 

Hidrólise térmica de alta pressão como pré-
tratamento para aumentar o rendimento de 
metano durante a digestão anaeróbica de 
microalgas  

Keymer, Philip; Ruffell, Ian; Pratt, 
Steven; Lant, Paul 

Bioresource technology 2013 89 12,7 

10 
Investigação das vias de reação da 
liquefação hidrotérmica usando Chlorella 
pyrenoidosa e Spirulina platensis  

Gai, Chao; Zhang, Yuanhui; Chen, 
Wan-Ting; Zhang, Peng; Dong, 
Yuping 

Energy conversion and 
management 

2015 80 16,0 

Fonte: Elaborado pela autora (2019)
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A Figura 7 apresenta as palavras-chave destacadas, através do mapa de 

visualização de rede. As palavras-chave são pontos de grande relevância quando se 

buscam por artigos, pois elas nomeiam tópicos de importância no estudo. Neste mapa, 

nota-se que as palavras com círculos maiores são as que mais tem contribuição do 

item em estudo. Dessa forma, quanto maior o círculo, maior peso tem a palavra, ou 

seja, aparece em mais publicações no período estudado. As palavras-chaves com 

destaque em amarelo, se referem às publicações mais recentes. Também é possível 

analisar a interconexão existente entre as palavras-chaves, ou seja, a formação de 

uma rede de conexão. Quanto mais próximas e mais espessas as palavras-chaves, 

mais forte é a conexão entre elas (CHEN, 2014). 

 

Figura 7- Rede de palavras-chave mais citadas nos estudos analisados entre 2009 a 2019 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2019) 

 

Pela rede formada, tem-se que as palavras-chaves mais usadas foram: 

Microalgae, biomass, waste-water, biodiesel production, growth, biogás production e 

waste-water treatment. Nota-se que as redes existentes entre essas palavras e a 

relação dessas com as demais são grandes e significativas para o estudo.  

As palavras-chave podem ser consideradas um dos pontos mais importantes 
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de uma publicação e a análise de co-palavras pode ser usada para detectar tópicos 

de pesquisa, analisar pontos de acesso de pesquisa e monitorar transições de 

fronteira de pesquisa de um determinado domínio de conhecimento (YU et al., 2017). 

A palavra Microalgae aparece 163 vezes e é o destaque frente aos trabalhos 

nesse tema. Alguns dos trabalhos abordam o cultivo das microalgas, formas de 

cultivar, uso de diferentes substratos, além da aplicação desses microrganismos e 

seus resíduos. Nos estudos que tratavam das aplicações industriais das microalgas, 

o destaque está na biotecnologia. Como exemplo cita-se a produção de biodiesel 

pelos altos níveis de lipídeos extraídos; produção de compostos antioxidantes e 

antibióticos, servindo de matéria-prima para indústrias farmacêuticas; biorremediação 

como indicadores ambientais e no tratamento de águas residuais suplementação 

nutricional para consumo humano pela quantidade elevada de proteína, conteúdos de 

vitaminas; nutrição animal, principalmente produção de rações; utilização na 

agricultura como biofertilizantes (HARUN et al., 2010). 

Quanto à forma de cultivo das microalgas, quando se trata de cultivos em 

pequena escala, estes podem ocorrer em ambientes climatizados, monitorando os 

parâmetros que influenciam no seu desenvolvimento (ANGELO; ANDRADE; FILHO, 

2014; DERNER et al., 2006). Em escala industrial, o cultivo pode ser feito em lagoas 

abertas ou sistemas fechados que são chamados de fotobiorreatores (ERIKSEN, 

2008; SOARES, 2010). Os principais fatores que afetam o crescimento das microalgas 

são: luminosidade, pH, temperatura, aeração, concentração de nutrientes e 

concentração de CO2 (CHISTI, 2007). 

De acordo com a fonte nutricional e a biorremediação de ambientes aquáticos, 

tem-se o uso de resíduos agroindustriais para o cultivo de microalgas que se 

apresenta como alternativa econômica e ambiental. Ambientalmente, as microalgas 

como são produtoras primárias dos ecossistemas e que dependem de condições 

físicas e nutrientes, demonstram sensibilidade a mudanças, o que garante a elas 

atuarem como bioindicadores biológicos da qualidade da água (TREVIÑO, 2008), 

além de sua capacidade de tratar águas residuais (SPÍNOLA, 2010). Ainda, as algas 

impedem que esses resíduos sejam lançados no meio ambiente de forma a agredir a 

natureza, visto que as composições dos efluentes são variáveis e podem ter grande 

quantidade de matéria orgânica ou concentrações elevadas de metais tóxicos (DAL 

MAGRO et al., 2013). Economicamente, o custo com o cultivo de microalgas será 

menor e o custo de operação de tratamento residual também (VIDOTTI; 
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ROLLEMBERG, 2004).  

A análise dos dados pelo CiteSpace resultou em 5 clusters principais, os quais 

indicam grupos de documentos associados que representam os diferentes rumos da 

pesquisa (CHEN, 2014). Pode-se perceber os destaques para a formação dos cluster 

#0 biogas ( #1 nutrient removal, ambos com 43 membros, #2 carbohydrates (39 

membros), #3 biohydrogen (26 membros), #4 co-culture (17 membros) e #5 kinetic 

model (with 16 membros). Os clusters de palavras-chaves estão associados com os 

estudos levantados, os quais, demonstram a associação das microalgas com seus 

principais fins.  

Pode-se notar que as palavras-chave das Figuras 7 e 8 também são citadas 

no ranking das 10 principais publicações (Tabela 2). O principal artigo  intitulado Micro 

and macroalgal biomass: A renewable source for bioethanol (JOHN et al., 2011), 

corrobora com as palavras-chave Microalga, Biomassa, “Produção de biodiesel” e 

“Produção de Biogás”, além do cluster Biohidrogêno. Outros artigos também possuem 

relação com essas palavras (EHIMEN et al., 2011; VELASQUEZ-ORTA; CURTIS; 

LOGAN, 2009) . Demais palavras-chave importantes verificadas nos clusters são água 

residual, tratamento de água residual e remoção de nutrientes” (DȨBOWSKI et al., 

2013; HEREDIA-ARROYO et al., 2011).  

 

Figura 8 - Palavras-chave co-ocorrentes e termos co-ocorrentes na rede 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2019) 
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A maioria dos artigos deste estudo são da área dos biocombustíveis, tratamento 

especificamente da extração de lipídeos, ou da produção de biohidrogênio, biodiesel, 

bioetanol e biogás (Cluster #0). Os artigos de 2009 já abordavam energia de algas 

usando células de combustível microbianas, como o estudo de VELASQUEZ-ORTA; 

CURTIS; LOGAN (, 2009), que está em terceiro no ranking apresentado na Tabela 2. 

Em 2011, o enfoque foi ainda maior, falando-se em: biomassa micro e macroalgal 

como fonte renovável para produção de bioetanol a exemplo da publicação 

classificada em primeiro lugar na lista dos top 10 (JOHN et al., 2011); produção de 

lipídeos usando o glicerol (O&APOS;GRADY; MORGAN, 2011); produção de lipídeos 

em cultivo mixotrófico de microalga, testando os substratos: glicerol, acetato, glicose 

e combinações de glicose-glicerol e glicose-acetato em diferentes concentrações 

(HEREDIA-ARROYO et al., 2011); avaliação de condições de crescimento de 

microalgas que afetam a produção de biohidrogênio (CHANDRA; VENKATA MOHAN, 

2011), entre outros. Esse tema avançou com o passar dos anos, considerando-se o 

aumento na demanda por energia, aumento da população e que os combustíveis 

fósseis estão se esgotando. Por isso, as  microalgas são vistas como fonte alternativa 

para diversificar as matérias-primas usadas na produção de energia renovável 

(OLIVEIRA, 2013).  

Avaliando-se os estudos, nota-se que os estudos de 2009, 2011 e 2012, por 

exemplo, já tratavam de questões de remoção de nutrientes (Cluster #1). A primeira 

publicação refere-se ao crescimento de microalgas em água de processo diluída da 

estação de tratamento de águas residuais de animais (PARK; LIM; LEE, 2009). Os 

efluentes geralmente possuem grande quantidade de nitrogênio e fósforo, nutrientes 

necessários para o desenvolvimento de microalgas. Nos artigos mais recentes, 

verifica-se as fontes nutricionais das microalgas de origem residual garantem 

otimização de custos, tanto no tratamento dos efluentes como no cultivo de microalgas 

e que além disso, ambientalmente não irão agredir o meio ambiente (DIAS et al., 

2019). 

Vários são os estudos sobre biorremediação usando microalgas. Paskuliakova 

et al. (2018) fez uma comparação do crescimento de microalga em lixiviados de aterro 

sanitário (tipo de água residual difícil de tratar). Nesse trabalho, foi possível observar 

que alguns lixiviados foram mais adequados para remediação usando microalgas que 

outros, sendo necessária uma melhor compreensão dos processos físico-químicos 

que ocorrem com o crescimento das algas e a redução da concentração dos 
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contaminantes (PASKULIAKOVA et al., 2018).  

A biomassa de microalga possui aplicações na produção de carboidratos 

(Cluster #2) (BECKER; VENKATARAMAN, 1984) ou na utilização de diferentes 

carboidratos como fontes de carbono para cultivo heterotrófico (FRANCISCO et al., 

2014).  Choix, De-Bashan e Bashan  (2012) estudaram o efeito de bactéria imobilizada 

com microalga em crescimento sintético com suplemento de d-glicose ou acetato de 

sódio obtendo um aumento do teor total de carboidratos por cultura e célula após 24 

horas. 

 Algumas pesquisas, além de estudarem métodos de viabilidade e otimização 

de custos no cultivo de microalgas com efluentes, avaliaram o aumento da produção 

de lipídeos por co-cultivo com microrganismos que apoiam o crescimento (KUMSIRI 

et al., 2018). Outras ainda, na busca de implementar co-culturas (Cluster #4) como 

forma de exploração de comunidades de microrganismos na busca da produção de 

biocombustíveis (Cluster #3),  buscaram revisar trabalhos que destacavam sistemas 

de co-culturas existentes para melhorar a produtividade de biomassa e lipídeos em 

outras espécies (MAGDOULI; BRAR; BLAIS, 2016).  

 O cluster #5 refere-se à modelagem cinética.  Mohammad Mirzaie et al. (2016) 

realizaram uma modelagem cinética do crescimento de microalgas, da produção de 

lipídeos e do consumo de substrato. A análise considerou condições ótimas de 

produtividade de biomassa e de lipídeos, a fim de aumentar a quantidade de lipídeos 

para produção de biolubrificantes. O modelo proposto indicou que os lipídeos foram 

produzidos simultaneamente com o crescimento (MOHAMMAD MIRZAIE et al., 2016). 

El-Mashad, (2013) e Zhen et al., (2015, 2016) adotaram modelos matemáticos 

baseados em equações já propostas para descrição de mecanismos de digestão de 

resíduos orgânicos em sistema anaeróbico. A precisão do modelo depende das 

condições operacionais e tipos de substratos (EL-MASHAD, 2013; ZHEN et al., 2015, 

2016). 

Por fim, analisou-se a presença e apoio de agências financiadoras nas 

pesquisas, imprescindíveis no custeio de investimentos que em sua grande maioria 

são onerosas. A Tabela 3 apresenta as principais agências financiadoras na área de 

estudo e os respectivos países a que cada agência pertence. Nota-se, comparando 

com os resultados dos principais países presentes no estudo (apresentados na Figura 

3), que as agências que mais financiam pesquisas nessa área são originárias dos 

países com mais publicações no segmento.  
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Tabela 3 - Dez principais agências financiadoras e respectivos países 

Agência financiadora País Registros (%) 

National Natural Science Foundation of China China 17 (6,1) 

Council of Scientific Industrial Research (CSIR) India Índia 10 (3,6) 

European Union (EU) União Europeia 8 (2,8) 

Spanish Ministry of Economy and Competitiveness Espanha 7 (2,5) 

Consejo Nacional de Ciencia Y Tecnologia Conacyt Paraguai 6 (2,1) 

Australian Research Council Austrália 5 (1,8) 

National Science Foundation (NSF) EUA 5 (1,8) 

Community of Madrid Espanha 4 (1,4) 

Department of Biotechnology (DBT) India Índia 4 (1,4) 

Fundação para a Ciencia e a Tecnologia (FCT) Portugal 4 (1,4) 

Fonte: Elaborado pela autora (2019) 

 

2.5 CONCLUSÃO 
 

  

Pesquisas cienciométricas permitem inferir as tendências das publicações 

científicas e contribuem para determinar seus vieses e lacunas. Os resultados das 

análises das publicações relacionadas a resíduos usados como substratos no cultivo 

de microalgas, indicaram uma tendência de crescimento no número de publicações, 

ao longo dos anos estudados e do número de citações.  

 Os países com maior número de publicações, são os que utilizam as 

microalgas como matéria-prima na produção de novos produtos de valor agregado e 

que consequentemente associam a isso pesquisas que irão aprimorar a sua utilização, 

como é o caso da China, EUA, Índia e Espanha. As duas áreas com mais publicações 

foram “Biotecnologia aplicada a Microbiologia” e “Combustíveis Energéticos”.  

O periódico “Bioresource Technology” foi o que mais teve trabalhos 

publicações na área em pesquisa. As principais palavras-chave são: microalgas, 

biomassa, água residual, crescimento, produção de biocombustíveis, remoção de 

nutrientes, entre outros tópicos que abordam desde a forma de cultivo até a aplicação. 

Dessa forma, esse estudo indicou a importância de desenvolvimento de 
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pesquisas nessa temática, a qual está intimamente ligada com as preocupações 

socioambientais e econômicas. Os resíduos que causam grandes custos e 

consequências ambientais, se destinados como fonte nutricional as microalgas, estão 

sendo aproveitados de forma sustentável, otimizando despesas de cultivo desses 

organismos e de tratamento de efluentes, além de estar gerando um novo produto.  

Assim, a análise cienciométrica permitiu analisar tendências, oportunidades e desafios 

na biotecnologia de microalgas, auxiliando em pesquisas futuras.  
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3 CULTIVO DE CHLORELLA VULGARIS EM PERMEADO DE SORO LÁCTEO 
TOLERANTE A HERBICIDAS 

 

3.1 INTRODUÇÃO 
 

As microalgas são microrganismos que vivem tanto em ambientes aquáticos 

como no solo, realizam fotossíntese e combinam água, dióxido de carbono com luz 

para produzir energia e converter em biomassa (SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2013). 

O cultivo das microalgas é relativamente fácil e rápido, o que impulsiona o interesse 

em pesquisas e aplicação em muitas áreas. Alguns parâmetros são importantes para 

o seu desenvolvimento, como luz, temperatura, aeração, fonte de carbono, entre 

outros (ANDRADE & COLOZZI FILHO, 2014; DERNER et al., 2006) 

Entre os desafios do cultivo desses organismos, estão os custos com meios 

de cultura sintéticos que encarecem o processo. Assim, resíduos orgânicos como 

fonte nutricional vem sendo estudados em substituição aos nutrientes sintéticos 

(PERREIRA, 2017). Estes subprodutos apresentam-se como excelente ferramenta na 

otimização de produtividade, redução de custos e interesse econômico e ambiental 

(CHRISTENSON; SIMS, 2011). 

O interesse ambiental está no descarte desses subprodutos, os quais tem 

gerado questões que envolvem a proteção dos ecossistemas e preocupado 

mundialmente (DE MELO et al., 2018). A busca por  alternativas viáveis e sustentáveis 

que reutilizem um subproduto industrial como matéria-prima para originar um novo 

produto tem ganhado estímulo (PERREIRA, 2017).  

Os subprodutos agroindustriais e industriais podem afetar o solo e todo o 

ecossistema de forma geral, visto que, possuem alta carga de poluentes orgânicos. 

Com isso, vários estudos se destacam na utilização de tais subprodutos como 

matéria-prima, gerando produtos de valor agregado (ALAYU; YIRGU, 2018). 

O soro lácteo se destinado diretamente ao meio ambiente sem tratamento 

prévio pode causar sérios prejuízos no meio ambiente, principalmente na qualidade 

de água (YADAVALLI; HEGGERS, 2013). O permeado de soro é o resíduo do 

processo de concentração das proteínas do soro pelo método de ultrafiltração ou 

coagulação, que contém nutrientes importantes, como lactose, minerais e traços de 

proteínas e lipídeos e que pode causar sérios danos ao meio ambiente (DE ALMEIDA 

et al., 2015).  

Na área ambiental com a destinação de efluentes, uso de herbicidas, 
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inseticidas e agrotóxicos, as microalgas são importantes na biorremediação, processo 

que ocorre a degradação de contaminantes no ambiente de forma biológica 

(SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2013). As microalgas atuam como produtores primários 

na cadeia alimentar e com o seu potencial metabólico degradam grande parte de 

compostos orgânicos tóxicos (MARIANO, 2006).  

Ao longo da última década, detectou-se muitos compostos orgânicos em 

ambientes aquáticos, pela melhoria de métodos analíticos, frequência crescente e 

concentração (JARDIM; DE ALMEIDA ANDRADE; DE QUEIROZ, 2009). Esses 

compostos são considerados de preocupação emergente, pois podem causar sérios 

efeitos sobre organismos não-alvo. Essas substâncias possuem regulamento que leva 

em conta sua ocorrência, destino ambiental e toxicidade (MACHADO; SOARES, 

2019). 

 Segundo Ebenezer e Ki (2013), as microalgas, em ambientes aquáticos, são 

a base da cadeia alimentar aquática. São conhecidas por sua diversidade, 

sensibilidade as mudanças ambientais e por isso, potenciais para estudo de avaliação 

de riscos no meio ambiente com contaminantes tóxicos, visto que, são vulneráveis a 

herbicidas (LORENTE et al., 2015). 

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi obter biomassa microalgal 

cultivada em sistema mixotrófico, em meio de cultivo contendo permeado de soro 

lácteo e os herbicidas Trueno® e Jaguar®, a fim de avaliar seus efeitos no crescimento 

microalgal. 

 

3.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.2.1 Soro Lácteo 
 

O principal subproduto gerado por laticíncios durante o beneficiamento do 

queijo é o soro lácteo. Estima-se que a cada dez litros de leite utilizados na produção 

de um quilo de queijo, são gerados cerca de nove litros de soro lácteo (MOLLEA; 

MARMO; BOSCO, 2013). Conforme a Food and Agriculture Organization (FAO), o 

queijo é considerado um dos produtos agrícolas mais importantes do mundo 

(LENCASTRE, 2012). O soro lácteo possui características próximas ao leite: é rico em 

carboidratos, proteínas, lipídeos, sais minerais, vitaminas e sólidos totais, além de 

apresentar coloração amarelo-esverdeada (CEDENO; YEPEZ TAMAYO; RAMIREZ-

CARDENAS, 2018). 
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Quando não tratado, o soro resulta em grave dano ao meio ambiente, além 

da saúde humana, animais e todo o ecossistema. É um resíduo que necessita de 

tratamento para diminuição da Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO) e Demanda 

Química de Oxigênio (DQO), além de fosfatos, amônia e demais sólidos que afetam 

de modo agressivo o meio ambiente, bem como as gorduras e lactose dissolvidas 

(ALVES, 2005; MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011).  

Grande parte do soro gerado pelas indústrias lácteas é utilizado na produção 

de derivados lácteos, como: bebidas lácteas, iogurtes, coalhadas, suplementos, 

alimentos funcionais, queijos, alimentação animal, entre outros (PERREIRA, 2017). 

Assim, reverte-se em produtos para consumo direto de forma líquida, em pó, em 

concentrados de proteína de soro (GONZÁLEZ SISO, 1996) e como alimentação em 

animais. Contudo, mesmo que o soro tenha diversas aplicações, ainda boa parte é 

descartada como efluente (BASTOS, 2015; SILVA, BUENO e SÁ, 2017; SMITHERS, 

2008). Do processo de separação das proteínas do soro, obtem-se de um lado o 

concentrado ou isolado proteico de soro e, de outro, uma grande quantidade de 

resíduo líquido, denominado permeado de soro ou soro de leite desproteínado. 

Contém nutrientes importantes, como lactose, minerias e traços de proteínas e 

lipídeos. Industrialmente é um resíduo que não possui um fim estabelecido e que 

causa danos gravos ao meio ambiente (DE ALMEIDA et al., 2015).  

O uso de resíduos agroindustriais na recuperação de materiais que aumentem 

sua rentabilidade cresce cada vez mais (GIRARD et al., 2014). São formuladas 

constantemente técnicas de emprego desses subprodutos para produção de um 

produto de valor agregado. Além disso, com as questões ambientais envolvidas, a 

aplicação desses resíduos apresenta grande valia em bioprocessos (SAITO, 2005). 

 

3.2.2 Soro Lácteo Usado como Substrato no Cultivo de Microalgas 
 

O soro de leite pode ser usado como fonte nutricional para o cultivo de 

microalgas. Abreu et al., (2012) cultivaram a microalga Chlorella vulgaris  em cultivo 

mixotrófico suplementado com hidrolizado de soro lácteo em pó. Os autores obtiveram 

elevada produção de biomassa (3,58 g.L-1), comparando-se com glicose mais 

galactose (2,24 g.L1). 

Girard et al., (2014), estudaram o cultivo da microalga Scenedesmus obliquus 

usando o soro lácteo como fonte de carbono, substituindo 40% (v/v) do meio padrão 
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(Bold`s basal medium - BBM) por soro e obtiveram 3,6 g.L-1 de biomassa. Segundo 

trabalho realizado por Perreira (2017), com a microalga Spirulina platensis em cultivo 

mixotrófico usando soro, além de minimizar de forma significativa os custos de 

produção de biomassa microalgal e o tempo de cultivo. A utilização do permeado no 

meio de cultura para fitorremediação por microalgas, além de estimular a produção de 

biomassa, visto que, é uma ótima fonte proteíca, reduz a DQO (ZIMERMANN, 2019). 

 

3.2.3 Herbicidas 
 

 

A agricultura convencional tem papel determinante nas demandas de 

alimento, visto que, a população está em constante crescimento. Como consequência, 

aumenta-se a necessidade por fertilizantes químicos, herbicidas e pesticidas 

(BHARDWAJ et al., 2014). O objetivo principal do uso de produtos químicos como 

pesticidas, herbicidas, em sua grande parte tóxicos, é de acabar com as pragas e 

fitopatógenos que afetam as produções agrícolas. Tais produtos são compostos 

orgânicos sintéticos que possuem elevada atividade biológica, destacando-se os 

inseticidas, fungicidas e herbicidas, podendo ser cancerígenos e causar sérios danos 

à saúde humana e a todo ecossistema (águas, animais, plantas, e demais seres 

presentes no meio ambiente) (CABRERA; COSTA; PRIMEL, 2008). 

Esses compostos químicos são aplicados em quantidades significativas em 

áreas extensas por todo o mundo. O uso excessivo desses produtos acarreta: 

desequilíbrio biológico; modifica matéria orgânica presente nos nutrientes do solo; 

diminui a biodiversidade; causa danos no solo, águas, alimentos, animais e humanos 

(BHARDWAJ et al., 2014; CABRERA; COSTA; PRIMEL, 2008; DOMINGUES et al., 

2004). Os herbicidas estão entre os compostos mais resistentes ao metabolismo 

microbiano e possuem capacidade biodegradativa e mobilidade no solo. (CRUCIANI 

et al., 1996).  

 
3.2.3.1 Jaguar® 

 

O herbicida Jaguar® é constituído por ácido diclorofenoxiacético (2,4-D) e 

ácido piridinocarboxílico (aminopiralide). O ácido piridinocarboxílico pertence ao grupo 

dos ácidos piridinecarboxílicos, sendo da Classe I - extremamente tóxico e não é 

persistente no meio (MAPA, 2017). 
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O 2.4-D é um herbicida bastante aplicado na agricultura, indicado para 

controle de plantas invasoras em culturas de pastagem (MAPA, 2017). Com base em 

estudos, este herbicida tem elevado potencial de indução de efeitos indesejáveis a 

organismos não-alvos, porém apresenta tanto em ambientes aquáticos como no solo, 

tempo curto de meia-vida (CHINALIA; REGALI-SELEGHIN; CORREA, 2007). As 

principais características do herbicida Jaguar® é a solubilidade total em água, e 

deslocamento simples em diferentes ambientes como solo, águas subterrâneas e 

superficiais (DOW AGROSCIENCES, 2014). 

 

3.2.3.2 Trueno® 

 

O herbicida seletivo Trueno®, assim como o Jaguar®, pertence a Classe I - 

altamente tóxica e é caracterizado como um produto de alto perigo ao meio ambiente. 

O seu uso é indicado no controle de plantas que são infestantes em pastagens e 

possui ação sistêmica e pós-emergente (DOW AGROSCIENCES, 2014). 

O Trueno® é composto por ácido piridinocarboxílico (Aminopiralide) e ácido 

piridiniloxialcanóico (Fluroxipir). O Fluroxipir é aplicado em cereais, oliveiras, além de 

ervas daninhas. A fórmula química do Fluroxipir é o ácido 4-amino-3,5- dicloro-6-

fluoro-2-piridiloxiacético e pertence à família da Piridina (DOW AGROSCIENCES, 

2014). 

 

3.2.4 Cultivo de Microalgas em Meios Contendo Herbicidas 
 

 

Estudos têm sido realizados com o intuito de identificar o efeito de herbicidas 

no cultivo de microalgas, avaliando qual a resistência ou a concentração máxima 

suportada por determinada espécie. D`Aquino-Rosa e Andrade (1995), estudaram 

diferentes concentrações de Roudndup® (1,5; 3,0; 6,0 e 12,0 mg.L-1) em culturas 

mistas de microalgas. A Chlorella sp. teve o crecimento estimulado e os demais 

gêneros (Nitzchia sp., Navicula sp., Scenedesmus acuminatus e Monoraphidium cf. 

contortum) foram inibidos. 

Arantes, (2010) avaliou diferentes concentrações de glifosato (0; 0,118; 0,236; 

0,472; 0,944; 1,888; 3,776 mg.L-1) no crescimento de Pseudokirchneriella subcapitata 

e verificou que este herbicida afeta o desenvolvimento da microalga. Caamaño (2014), 

testou o mesmo herbicida do estudo anterior em cultivo de Scenedesmus 
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quadricauda. O autor notou diferença na estrutura celular, redução da pigmentação e 

inibição celular, mas permanecendo ativas. 

Araujo (2015), testou nonifenol® no cultivo de Scenedesmus sp. A microalga 

se mostrou resistente e o crescimento celular deu-se de forma contínua. Agirman, 

Kendirlioglu e Cetin (2014) testaram quatro pesticidas (Diclorvós, Diazinon, Trifluralina 

e Paraquat) no cultivo de C. vulgaris . Os resultados monstraram que houve 

sensibilidade da microalga frente aos pesticidas estudados. 

Zhao, et al., (2017), avaliaram o herbicida Topramezona em C. vulgaris . Os 

resultados mostraram: influência no crescimento da microalga, alterações no 

conteúdo de pigmentos, permeabilidade da membrana e transcrição dos genes 

relacionados com o sistema de fotossíntese. 

Os herbicidas podem apresentar danos inesperados para organismos não-

alvo, devido à dificuldade em prever interações indesejáveis bióticos. Um herbicida 

muito usado é o Poast®, o qual foi estudado por Smythers et al., (2019) com a C. 

vulgaris  como organismo não-alvo. A microalga sofreu danos fotossintéticos e 

fragmentação da membrana, sugerindo alto potencial do herbicida. 

 

3.2.5 Ecotoxicidade de Herbicidas  
 

A ecotoxicidade permite a verificação da qualidade da água, analisa impactos 

ambientais, os níveis de contaminação e eficiência de técnicas de tratamento 

(MARTINS; OLIVA TELES; VASCONCELOS, 2007). A ecotoxicidade refere-se aos 

estudos dos efeitos adversos das substâncias químicas sobre os ambientes naturais. 

É uma parte da ciência ambiental que avalia a toxicidade e necessita do entendimento 

dos fundamentos ecológicos (KLAASSEN; WATKINS, 2010). 

As análises de ecotoxicidade são realizadas como forma de complementar os 

experimentos físico-químicos. Os testes de toxicidade avaliam os efeitos das 

substâncias tóxicas sobre sistemas biológicos, ao passo que  os testes físico-químicos 

somente identificam e quantificam concentrações de substâncias tóxicas, não 

podendo distinguir os compostos que afetam ou não o ambiente, não avaliando o 

potencial risco ambiental (COSTA et al., 2008). Por isso, as análises de toxicidade são 

muito importantes na avaliação da água e carga de efluentes (MAGALHÃES;FILHO, 

2008; SILVA; POMPÊO; PAIVA, 2015). 

Os testes de ecotoxicidade são feitos usando organismos-teste, que podem 
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ser microalgas, microcrustáceos, equinoides, poliquetas, oligoquetas, peixes e 

bactérias, representando os mais diversos ecossistemas e níveis tróficos 

(MAGALHÃES; FILHO, 2008). Essas espécies são armazenadas em laboratório e o 

conhecimento sobre sua biologia é fundamental para sua utilização como 

bioindicadores a substâncias tóxicas (ARENZON; NETO; GERBER, 2011). Qualquer 

espécie pode ser usada em testes de toxicidade, porém elas devem apresentar 

algumas características: sensibilidade a contaminantes; uniformidade e estabilidade 

genética; significado ambiental em relação a área que está estudando; facilidade de 

cultivo e adaptabilidade a condições laboratoriais (RONCO, 2004).  

Um microrganismo muito utilizado para testes de ecotoxicidade é a Artemia 

salina, microcrustáceo que possui ciclo de vida curto. Possui quatro fases de vida: 

estádio larval chamado de náuplios, metanáuplio, jovem (6 dias) e adulta (10 dias) 

(VINATEA, 1994). O seu uso no ensaio de toxicidade aguda é rápido, barato e 

eficiente, necessitando de pouca quantidade de amostra (PIMENTEL et al., 2011).  

Em alguns estudos também sobre toxicidade, foi observado que a alface 

(Lactuca sativa) apresenta sensibilidade e pode ser utilizada nesses testes. Essa 

hortaliça é altamente utilizada pela população, pelo sabor e quantidade nutritiva, além 

de ser viável economicamente e facilmente obtida (MARQUES et al., 2003). Conforme 

estudo feito por Santos et al., (2019) para as concentrações de glifosato (12,5; 25; 50; 

75 e 100%) aplicadas em Lactuca sativa, notou-se sensibilidade para a toxicidade, 

houve diminuição do índice de germinação. Esse resultado foi também visto por 

Nascimento et al., ( 2009) com o estudo do efeito toxicológico do glifosato em alface 

nas concentrações de 10-50 mg.L-1 e Sousa et al., (SOUSA; NOCITI; SILVA E 

CASTRO, 2014) no efeito do mesmo composto tóxico diretamente no solo, com 

sementes de alface. 

Alguns trabalhos relatam ecotoxicidade de herbicidas, usando Artemia salina 

e Lactuca sativa. Um deles é o realizado por Araujo e pesquisadores ( 2015) , onde a 

avaliação de fitotoxidade do glifosato para a Artemia salina foi classificada como 

moderadamente tóxica. Quanto a germinação das sementes e crescimento de raízes 

foi relativamente não tóxico. 

Em trabalho desenvolvido por Chaves (2017) com o herbicida 2,4-D e sua 

avaliação de toxicidade com a Artemia salina, não observou-se efeito tóxico para as 

concentrações avaliadas (1, 5 10, 20 e 40 mg.L-1). Porém, seu produto de degradação, 

2,4-diclorofenol, foi extremamente tóxico para organismos-teste, nas concentrações 



55 
 

de 14,88 e 13,73 mg.L-1 para 24 e 48 horas de exposição, respectivamente.  

 

3.3 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 
 

3.3.1 Fluxograma Procedimentos Metodológicos 
 

 

 
 
 

 
 
 

 

Seleção da cepa de microalga 

Chlorella vulgaris IPR-7117

Condições de cultivo

Preparo ágar inclinado para cultivo 
mixotrófico

Preparo do inóculo e condições de 
axenia

Caracterização do soro lácteo

Análises físico-químicas e microbiológicas

Metodologica Analítica

pH, concentração celular, determinação 
açúcares, lipídeos, herbicidas

Análise de eocotoxicidade com 
Artemia salina e Lactuca sativa

Cultivo C. vulgaris IPR-7117 com permeado de soro lácteo em pó (C/N=20) 
com herbicidas

Jaguar® Trueno®

Cultivo C. vulgaris IPR-7117 com diferentes substratos

Substrato selecionado: permeado de soro lácteo em pó na razão C/N 20

Parâmetros fermentativos
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3.3.2 Microrganismo e Matérias-primas 
 

As cepas de Chlorella sp. IPR-7104, IPR-7115, IPR-7116, IPR-7117, IPR-

7151, e Neochloris oleoabundans UTEX-1185, foram cedidas pelo Instituto Agronônico 

do Paraná (IAPAR) do município de Londrina, Paraná. O permeado de soro lácteo em 

pó foi fornecido pela Sooro Concentrado Ind. de Prod. Lácteos Ltda. de Marechal 

Cândido Rondon, Paraná - PR. Os herbicidas Jaguar® e Trueno® foram adquiridos no 

comércio local. Neste estudo foi utilizada polpa branqueada pelo processo Kraft obtida 

da madeira de Pinus sp. cedida por uma empresa de Papel e Celulose da região de 

São Paulo.  

 

3.3.3 Caracterização do Soro Lácteo 
 

Com o intuito de utilizar o permeado do soro nos meios de cultivo, o soro 

lácteo (aproximadamente 4 L) foi autoclavado a 121ºC por 15 minutos para 

coagulação das proteínas. O soro autoclavado foi centrifugado e o sobrenadante foi 

congelado até o uso para manutenção de suas propriedades. 

O soro lácteo foi caracterizado quanto ao pH, acidez titulável, turbidez, 

densidade, açúcares redutores e gordura, análises físico-químicas e microbiológicas. 

O pH das amostras foi medido usando pHmetro (Aparelho Instruterm pH 2600) e a 

turbidez foi medida através de um turbidímetro (Aparelho Turbidity Meter TD-300), 

sendo os testes feitos em triplicata. Para a quantificação da acidez titulável, foi usado 

o método de Dornic (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A densidade foi analisada 

usando um termolactodensímetro (CAP-LAB). A concentração de açúcares redutores 

foi analisada através do método de DNS (MILLER, 1959). A gordura foi quantificada 

pelo método de Gerber (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). 

 

3.3.4 Condições de Cultivo  
 

3.3.4.1 Preparo de ágar inclinado para cultivo mixotrófico 
 

O meio sintético utilizado para o cultivo das cepas de C. vulgaris  é Bold´s 

Basal Medium (BBM modificado) (BISCHOFF; BOLD, 1963), recomendado pelo 

Centro de Cultura de Algas e Protozoários de Cambridge (CCAP). A Tabela 4, 

apresenta a composição do meio de cultivo. 
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Tabela 4 - Composição do meio sintético BBM modificado (pH=6,8) 

Composto 
Concentração 

(g.L-1) 
Composto 

Concentração 
(g.L-1) 

KH2PO4 0,175 NaCl 0,0250 

CaCl2.2H2O 0,025 Na2EDTA KOH 0,100 

MgSO4.7H2O 0,075 FeSO4.7H2O 0,0498 

NaNO3 0,250 Metais* 0,0541 

K2HPO4 0,075 H3BO3 0,1150 

* Concentrações dos metais (g.L-1): H3BO3 = 2,86; MnCl2.4H2O = 1,81; ZnSO4.7H2O = 0,22; 
(NH4)6Mo7O24.4H2O = 0,88; CuSO4.5H2O = 0,07; NaCl = 0,05 

 

As microalgas foram transferidas para tubos de ensaio contendo ágar 

inclinado em meio BBM, acrescentados de glicose, e nitrato de sódio em quantidade 

suficiente para manter a relação de C/N em 20. Os tubos com ágar inclinado foram 

cultivados com fotoperíodo de 12 horas (claro-escuro) com lâmpadas de LED por 

aproximadamente 8 dias.  

 

3.3.4.2 Preparo do inóculo e condições de axenia 
 

Após o cultivo da microalga em meio sólido, adicionou-se 3 mL de meio BBM 

modificado aos tubos inclinados de C. vulgaris  e com uma alça de inoculação 

ressuspendeu-se as células na fase líquida, homogeneizando o tubo a partir da 

agitação. Transferiu-se para um Erlenmeyer todo o volume celular para obtenção de 

concentração de células homogênea. Adicionou-se 2,5 mL de suspensão de células a 

cada um dos Erlenmeyers contendo 47,5 mL de meio BBM com 5 g.L-1 da fonte de 

carbono a ser avaliada (glicose, lactose, permeado de soro lácteo em pó (PSP10 e 

PSP20) (C/N=10 e C/N =20) ou permeado de soro lácteo líquido (PSL). Nitrato de 

sódio foi adicionado em quantidade suficiente para manter a relação de C/N em 20 

para todos os casos, exceto para o PSP, C/N em 10. Os Erlenmeyers foram mantidos 

com fotoperíodo de 12 horas (claro-escuro) e com aeração constante. Durante o 

cultivo, alíquotas foram retiradas para análise de consumo de substrato e 
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concentração celular. No final dos cultivos, a biomassa foi centrifugada e, liofilizada 

para análise de lipídeos. 

Os procedimentos foram realizados assepticamente, em câmara de fluxo 

laminar e os meios de cultivo e materiais necessários foram  autoclavados a 121ºC 

por 20 minutos. A Figura 10 apresenta o cultivo para seleção da cepa, das seis estirpes 

realizados em B.O.D. 

 

Figura 9 - Cultivo das cepas IPR-7104, IPR-7117, IPR-7115, IPR-7116, IPR-7151 e UTEX-1185 
feito em meio sintético em B.O.D. para seleção da cepa. 

 
Fonte: Autoria própria 

 

Os cultivos mixotróficos da Chlorella vulgaris IPR-7117 usando glicose, 

lactose, permeado de soro lácteo em pó com razão C/N 20 (PSP20), permeado de 

soro lácteo em pó com razão C/N 10 (PSP10) e PSL foram feitos durante 17 dias. 

Esses cultivos foram realizados em um “simulador de B.O.D.”, construído para a 

presente dissertação, sendo composto por uma caixa térmica, aquecedor, 

termômetro, controlador de fotoperíodo, duas lâmpadas LED e aeração por bomba de 

aquário, conforme mostrado na Figura 10. 
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Figura 10 - Cultivo da C. vulgaris IPR-7117 nos diferentes substratos 

 

Fonte: Autoria própria 

 

3.3.4.3 Cultivo de microalgas com herbicidas 
 

Os cultivos de microalgas com herbicidas, foram feitos usando meio sintético 

BBM modificado acrescido PSP20,  substrato que resultou na maior concentração 

celular. Os herbicidas foram testados nas concentrações de 60, 600 e 6000 µg.L-1 para 

ambos os herbicidas, Jaguar® e Trueno®. Como até o presente momento não há 

estudos sobre os efeitos de aminopiralide e fluroxipir sobre microalgas, a 

concentração mais baixa dos herbicidas foi definida com base no limite máximo 

permitido pela legislação brasileira (CONAMA, resolução nº 357, de 17 de março de 

2005) para 2,4-D em águas doce da classe III que é de 30 μg.L-1. Assim, além de 60 

ug.L-1, também foram estudas concentrações dez vezes e cem vezes acima do limite 

máximo estabelecido para o 2,4-D. 

 Além disso, foram feitos cultivos controle: sem adição de herbicida (Controle 

SH); sem adição de microalgas (Controle SM) nas mesmas concentrações estudadas, 

a fim de verificar a degradação não biológica dos herbicidas.  

Os experimentos foram conduzidos por 19 dias com amostragens a cada 48 

horas das culturas para as análises de densidade celular, viabilidade celular consumo 

de substrato e concentração de herbicida no meio. A concentração de lipídeos foi 

analisada somente ao final dos cultivos, a fim de analisar quanto o metabolismo 

lipídico foi afetado nos diferentes cultivos. O sobrenadante obtido ao final dos cultivos, 
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foi utilizado para os estudos de ecotoxicidade. 

 

3.3.5 Metodologia Analítica  

 

3.3.5.1 Determinação do pH 
 

O pH foi avaliado nas primeiras horas e ao final de cada cultivo, utilizando um 

potenciômetro (Aparelho Instruterm pH 2600), com faixa de trabalho de 4 a 9.  

 

3.3.5.2 Determinação da concentração celular 
 

A concentração celular foi determinada pela contagem direta das células em 

microscópio utilizando Câmara de Neubauer. A concentração celular também foi 

determinada por massa seca. Para isso, amostras de 1 mL foram coletadas em 

microtubos previamente pesados e centrifugados 14500 rpm por 5 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e as células lavadas com água seguidas de nova 

centrifugação. O sobrenadante foi descartado e o microtubos contendo a biomassa 

foram congelados e posteriormente liofilizados até o completo processo de 

desidratação. Finalmente, pesou-se as amostras para obtenção da concentração 

celular, conforme equação 1: 

 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (𝑔/𝐿) =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎 𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎(𝑔)

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝐿)
 

(1) 

 

3.3.5.3 Determinação de glicose e lactose 
 

A determinação de glicose e lactose foi realizada conforme metodologia da 

reação dos açúcares redutores com o ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) descrita por 

Miller (1959). Curvas-padrão de glicose e  lactose com diferentes concentrações foram 

utilizadas como referência e são apresentadas nas Figuras 11 e 12, além da Tabela 5 

que apresenta as equações da reta e os coeficientes de determinação (R²).   
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Figura 2 - Curva padrão glicose 

 

 

Figura 32 - Curva padrão lactose 

 

 

 

Tabela 5 - Equações da reta e Coeficiente de Determinação (R²) 

Substrato Equação da Reta R² 

Lactose y = 0,5961.x-0,0383 0,996 

Glicose y = 0,6345.x-0,0432 0,998 

 

3.3.5.4 Determinação de lipídeos 
 

Inicialmente, para a biomassa microalgal obtida por diferentes substratos, os 
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lipídeos foram extraídos conforme metodologia propostapor Bligh e Dyer (1959) 

adaptado por Manirakiza, Covaci e Schepens (2001). Inicialmente, 300 mg de 

biomassa celular seca foram adicionadas em tubo com 5 mL de ácido clorídrico (2M), 

homegeneizadas e colocadas em banho a 80C por 1 hora. Após centrifugou-se os 

tubos a 2000 rpm por 15 minutos e retirou a massa sem lipídeos. Adicionou-se 4 mL 

metanol a massa lipídica, agitou em vórtex, adicionando em seguida 2 mL de 

clorofórmio, agitando e repetiu-se esse passo. Na sequência, adicionou-se 3,6 mL de 

água, agitou e centrifugou novamente em 2000 rpm por 10 minutos. Esse 

procedimento foi repetido e em seguida o solvente foi evaporado no evaporador 

rotatório. A porcentagem de lipídeos totais foi determinada conforme equação (2): 

 

𝐿𝑖𝑝í𝑑𝑒𝑜𝑠 (%) =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑝í𝑑𝑒𝑜𝑠 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 (𝑔)
 𝑥 100 

(2) 

 

Para a biomassa microalgal obtida nos cultivos contendo herbicidas, verificou-

se a necessidade de usar uma metodologia que utilizasse menor quantidade de 

biomassa. Assim, utilizou-se a metodologia de Bligh e Dyer (1959), adaptado por Chen 

et al.(2012). Inicialmente, 100 mg de biomassa seca foram adicionados em tubo de 

ensaio contendo 5 mL de solução de clorofórmio e metanol, na proporção 1:2 (v:v). 

Posteriormente, o tubo foi aquecido a 65ºC, por 60 minutos. Logo após, as amostras 

foram centrifugadas a 2000 rpm, por 5 minutos, e, então, recolheu-se o sobrenadante, 

que foi transferido para um tubo de ensaio com tampa. No tubo com o sobrenadante, 

adicionou-se clorofórmio e solução de cloreto de sódio a 1% até alcançar a proporção 

final de 1:1:0,9 de clorofórmio:metanol:solução de cloreto de sódio. Esse processo foi 

repetido três vezes. Após a separação de fases, a fase contendo os lipídeos foi  

transferida para um novo tubo de ensaio, previamente pesado (P1), e o solvente foi 

evaporado em estufa, a 60°C, até massa constante (P2).  O teor de lipídeos foi 

determinado a partir da diferença de massa entre P2 e P1, ou seja (P2 - P1), multiplicado 

por 100 para obtenção de porcentagem lipídica. 

 

3.3.5.5 Determinação de herbicidas  
 

No decorrer dos cultivos, a concentração dos herbicidas foi determinada por 

espectrofotometria (Espectrofotômetro BEL). Amostras foram coletadas e transferidas 
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para microtubos e centrifugados por 5 minutos 14500 rpm. O sobrenadante foi 

coletado para as leituras a 290 nm (Jaguar) e 287 nm (Trueno) (SANTOS; FRANÇA; 

ANSCHAU, 2017) e a concentração de cada herbicida foi determinada a partir de 

curva de calibração. 

 

3.3.5.6 Análise de ecotoxicidade dos herbicidas usando Artemia salina 
 

Os ensaios de ecotoxicidade dos herbicidas com Artemia salina foram 

realizados conforme metodologia proposta por Garcia et al., (2013). Preparou-se 

solução de 23 g.L-1 de NaCl em água destilada, com pH ajustado entre 8,0 e 9,0 

usando NaOH (0,1 mol.L-1). O controle utilizado, chamado negativo, foi feito usando 

somente água salina e um controle positivo contendo solução de dicromato de 

potássio 1,0 g.L-1. Os testes foram realizados em triplicata e durante 5 dias. 

 No primeiro dia, a solução salina preparada foi deixada sob aeração por 24 h. 

No segundo dia, os cistos de Artemia salina foram adicionados à solução e deixados 

sob iluminação e aeração constante por mais 24 h. No terceiro dia, após a eclosão 

dos cistos, por meio de feixe de luz, os cistos que eclodiram foram separados e 

deixados mais 24 h sob iluminação. No quarto dia, com o auxílio de uma pipeta 

Pasteur, foram adicionados 10 náuplios de Artemia salina em tubos de ensaio 

contendo as diluições apresentadas na Tabela 5 e estes foram deixados sob 

iluminação por mais 24 h.  

 

Tabela 6 - Diluições do sobrenadante dos cultivos para os ensaios de ecotoxicidade com 
Artemia salina 

Volume (mL) 

Porcentagem do sobrenandante do meio de cultivo (%) 

0 15 35 50 75 100 

Sobrenadante do meio de cultivo 0,0 0,3 0,7 1,0 1,5 2,0 

Solução salina 2,0 1,7 1,3 1,0 0,5 0,0 

 

No quinto dia, avaliou-se a mortalidade dos náuplios para cada diluição e 

pode-se então determinar a concentração letal das amostras (LC50), sendo esta a 
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concentração necessária para matar 50% dos náuplios. Dessa forma, pode-se 

também construir as curvas de toxicidade (Mortalidade vs. Diluição do efluente).  

 

3.3.5.7 Análise de ecotoxicidade dos herbicidas usando alface (Lactuca sativa) 
 

Nos estudos de ecotoxicidade usando alface, foi utilizada a metodologia 

descrita por Sobrero e Ronco (2004). Inicialmente foram feitas diluições do 

sobrenadante dos cultivos contendo os herbicidas. Os percentuais de diluição para 

cada herbicida foram 1, 3, 10, 30, 50 e 100%. Água deionizada foi usada como 

controle negativo. Em placas de Petri com papel filtro, as sementes de alface foram 

depositadas espaçadamente e umedecidas com as diluições preparadas, em 

triplicata.  

As placas foram levadas em incubadora por um período de 120 h, em 

temperatura igual a 22ºC ± 2. Após incubação, contou-se o número de sementes 

germinadas e mediu-se o comprimento de raízes e radícula. Calculou-se o percentual 

de germinação conforme Equação 3. 

 

Germinação (%) =  
n° de sementes germinadas na amostra

n° de sementes germinadas no controle
× 100 

(3) 

 

Pôde-se calcular também o percentual de inibição do crescimento relativo da 

radícula e da raiz, conforme Equações 4 e 5, respectivamente. 

 

ICRRd (%) =  
MCRdC − MCRdA

MCRdC
× 100 

(4) 

 

ICRRz (%) =  
MCRzC − MCRzA

MCRzC
 × 100 

(5) 

 

3.3.6 Determinação dos Parâmetros Fermentativos 
 

3.3.6.1 Fator de conversão de substrato em produto (YP/S) 
 

O fator de conversão (YP/S) foi calculado correlacionando a massa (g) de 

lipídeos produzida e a massa (g) de açúcares consumidos, conforme Equação 6: 
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𝑌𝑃/𝑆 = −
∆𝑃

∆𝑆
=  

𝑃𝑓 − 𝑃𝑖

𝑆𝑓 − 𝑆𝑖
 (6) 

Em que:  

Si e Sf correspondem as concentrações inicial e final de açúcares (g.L-1) 

Pi e Pf correspondem as concentrações inicial e final de lipídeos (g.L-1) 

 

 3.3.6.2 Fator de conversão de substrato em produto (YX/S) 
 

O fator de conversão (YX/S) foi calculado correlacionando a massa (g) de 

células produzidas e a massa (g) de açúcares consumidos, conforme Equação 7: 

 

𝑌𝑋/𝑆 = −
∆𝑋

∆𝑆
=  

𝑋𝑓 − 𝑋𝑖

𝑆𝑓 − 𝑆𝑖
 (7) 

 

Em que:  

Si e Sf correspondem as concentrações inicial e final de açúcares (g.L-1) 

Xi e Xf correspondem as concentrações inicial de massa celular (g.L-1) 

 

3.3.6.3 Produtividade volumétrica de produto (QP) 
 

A produtividade volumétrica foi calculada correlacionando a concentração de 

lipídeos produzidos (g.L-1) por tempo de cultivo (h), conforme Equação 8: 

 

𝑄𝑃 =
∆𝑃

∆𝑡
=  

𝑃𝑓 − 𝑃𝑖

𝑡𝑓 − 𝑡𝑖
 (8) 

 

Em que:  

Pi e Pf correspondem as concentrações inicial e final de lipídeos (g.L-1) 

ti e tf correspondem ao tempo inicial e final do cultivo (h) 

 

3.3.6.4 Velocidade volumétrica de crescimento celular (rx) 

 
A velocidade volumétrica de crescimento expressa a formação de massa 

celular em função do tempo (g.L-1.h-1) e é calculada de acordo com a Equação 9: 
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𝑟𝑥 =
∆𝑋

∆𝑡
=  

𝑋𝑓 − 𝑋𝑖

𝑡𝑓 − 𝑡𝑖
 (9) 

 

Em que:  

Xi e Xf correspondem as concentrações inicial de massa celular (g.L-1) 

ti e tf correspondem ao tempo inicial e final do cultivo (h) 

 

3.3.6.5 Velocidade volumétrica de consumo de açúcares (rs) 
 

A velocidade volumétrica de consumo de açúcares baseia-se no consumo de 

açúcar em fundo do tempo (g.L-1.h-1) e é calculada de acordo com a Equação 10: 

 

𝑟𝑠 = −
∆𝑆

∆𝑡
=  

𝑆𝑓 − 𝑆𝑖

𝑡𝑓 − 𝑡𝑖
 (10) 

 

Em que:  

Si e Sf correspondem as concentrações inicial e final de açúcares (g.L-1) 

ti e tf correspondem ao tempo inicial e final do cultivo (h) 

 

 

3.3.6.6  Máxima velocidade específica de crescimento (µmáx) 

 

Curvas de concentração celular versus tempo foram elaboradas, a partir das 

quais foram obtidas a concentração celular máxima (Xmáx) e a máxima velocidade 

específica de crescimento (µmáx) para cada estudo. A µmáx foi calculada a partir da 

integração da Equação 11, por regressão exponencial dos dados de concentração 

células versus tempo na fase logarítmica de crescimento, resultado na Equação 12.  

 

 

𝜇 =
1

𝑋
∙  

𝑑𝑥

𝑑𝑡
 (11) 

 

𝜇𝑚á𝑥 =
1

∆𝑡
∙ 𝐿𝑛 

𝑋2

𝑋1
 (12) 

Em que: 

µ: velocidade específica de crescimento (h-1) 
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µmáx: máxima velocidade específica de crescimento (h-1) 

 

3.3.6.7 Tempo de geração (tg) 

 

O tempo de geração permite medir a que tempo a concentração do 

microrganismo dobra do seu valor inicial e este foi calculado conforme Equação 13. 

 

𝑡𝑔 =
𝐿𝑛 (2)

𝜇𝑚á𝑥
 (13) 

 

Em que: 

tg: tempo de geração (h) 

µmáx: máxima velocidade específica de crescimento (h-1) (SCHMIDELL et al., 2001) 

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.4.1 Caracterização do Soro Lácteo e do Permeado de Soro Lácteo Líquido 
 

A Tabela 7 apresenta a caracterização físico-química do soro lácteo (S) e do 

permeado de soro lácteo líquido (PSL). A caracterização do permeado de soro lácteo 

em pó (PSP) foi fornecida pela Empresa Sooro. 

 

Tabela 7 - Caracterização físico-química do soro (S), permeado de soro lácteo líquido (PSL) e 
em pó (PSP). 

Parâmetro S PSL PSP 

pH 6,19 ± 0,01 5,70 ± 0,04 6,34 (6,00 - 6,70) 

Turbidez (NTU) 893 ± 18 868 ± 2 - 

Lactose (g.L-1) 50,1 ± 0,004 60,9 ± 0,004 88,84 (mínimo 88,00) 

Gordura (%) 0,00 ± 0,01 0,20 ± 0,01 0,00 (máximo 1,50) 

Densidade (g/mL) 1,026 ± 0,001 1,026 ± 0,001 - 

Acidez ácido lático (%) 0,13 ± 0,02 0,10 ± 0,02 1,07 (máximo 2,00) 

Fonte: Autora e Empresa Sooro (2018) 

 

Sabe-se que o S oriundo da produção de queijo é considerado ácido pela 

etapa de coagulação ácida que ocorre na produção. Os valores de pH para o PSL 
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foram menores comparados com o S e o PSP, e ficaram entre 5,66 e 5,74. Segundo 

análises de Teixeira e Fonseca (2008), o soro proveniente do queijo mussarela 

apresenta o pH em média de 6,0. A acidez para o soro foi similar ao obtido por Teixeira 

e Fonseca (2008) de 0,132%. 

Piovesan (2017), obteve valor de turbidez de soro próximo do presente no 

estudo (1126 NTU). A composição do leite pode influenciar nesse parâmetro, pois a 

turbidez é caracterizada pelas partículas orgânicas e minerais em suspensão. 

Em relação à lactose, Teixeira e Fonseca (2008) obtiveram 42,7 g.L-1 para o 

soro lácteo. A alta concentração de lactose obtida no S e no PSL do presente estudo 

está associada ao teor de lactose do leite que é transferida ao soro lácteo durante o 

processamento de queijo. 

O baixo teor de gordura no soro e no permeado já eram esperados, uma vez 

que quase a totalidade da gordura presente no leite é convertida em queijo. O teor de 

gordura é influenciado diretamente pela forma como o leite é usado na produção de 

queijo (TEIXEIRA; FONSECA, 2008). Pinto et al., (2011) obtiveram 0,04% de gordura 

em soro de leite.  

A densidade tanto para o S como para o PSL, apresentou similaridade com o 

valor determinado por Nunes e Santos (2015) de 1,027 g/mL. A densidade depende 

da composição da água, gordura e sólidos presentes no soro (NUNES; SANTOS, 

2015). 

 

3.4.2 Seleção da microalga 
 

A seleção da microalga aconteceu em paralelo com a caracterização do S e 

do PSL, assim os cultivos das seis cepas de microalgas foram feitos inicialmente em 

incubadora tipo B.O.D., com meio sintético BBM Modificado. A concentração celular 

em número de células por mL, ao longo de 144 h de cultivo está apresentada na Figura 

13. A cepa Chlorella sp. IPR-7117 apresentou maior concentração celular ao longo de 

todo o cultivo, sendo selecionada para os estudos posteriores.  
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Figura 43- Concentração celular das cepas ao longo de 144 h de cultivo (□ IPR-7104; ■ IPR-
7117; ▲ IPR-7115; ● IPR-7116; ○ UTEX-1185; ∆ IPR-7151). 

 

Nota-se que todos os cultivos apresentam fase lag de crescimento celular nas 

primeiras 20 h de cultivo. A cepa IPR-7117 apresentou fase exponencial mais 

acentuada que as demais cepas, chegando a 5,93x107 células.mL-1 em X horas. Em 

função da alta concentração celular obtida, a cepa Chlorella vulgaris IPR-7117 foi 

selecionada para os demais estudos. 

Maroubo, Caviglione e Andrade (2016), avaliaram as mesmas cepas deste 

estudo, porém  a questão de influência da temperatura de cultivo das microalgas. Os 

autores verificaram que a produção de biomassa das cepas IPR-7115 e IPR-7116 e 

teor de lipídeos das estirpes IPR-7115, IPR-7117 e IPR-7151 não foram afetados pelas 

quatro condições de temperaturas avaliadas (Máximo/Mínimo°C: 15/08°C; 19/15°C; 

25/19°C e 39/25°C). 

 

3.4.3 Cultivo Chlorella vulgaris IPR-7117 usando diferentes substratos 
 
 A Figura 14 apresenta o crescimento celular C. vulgaris IPR-7117 nos diferentes 

substratos. 
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Figura 54- Concentração celular da C. vulgaris IPR-7117 nos substratos ● Glicose; 
▲Lactose; ■ PSP10; □ PSP20; ○ PSL. 

 

O cultivo contendo PSP20 resultou em maior concentração celular obtendo-

se 5,93x107 células.mL-1, em 235 h de cultivo. Comparando-se com o PSL e PSP10 

no mesmo tempo, chegou-se em 4,91x107 e 4,57x107 células.mL-1, respectivamente. 

Para a lactose e glicose, a concentração celular foi menor ainda, obtendo-se 1,65x107 

e 2,15x107 células.mL-1, respectivamente.  

A diferença encontrada entre PSP10 e PSP20, já eram esperadas, visto a 

concentração de PSP inicial, onde a razão C/N tem influência. Essa razão implica 

diretamente no crescimento das microalgas e biossíntese de lipídeos (CHEN; CHEN, 

2006), sendo muito utilizadas as razões C/N 20 e 30 (FONTENOT et al., 2007). O 

carbono é o principal componente da biomassa de algas, aproximadamente 50% do 

peso seco. Já o nitrogênio, é um nutriente importante e que afeta o metabolismo 

lipídico das algas (LIU et al., 2010).  

Para os cultivos com glicose e lactose, a fase lag foi maior que os demais. 

Contudo, os resultados indicam que a microalga foi capaz de usar lactose além da 

glicose em seu metabolismo. Mesmo que a principal fonte de carbono seja o CO2, 

muitos estudos comprovam que outras fontes orgânicas também podem ser usadas 

(DERNER, 2006). A maior concentração celular obtida para o PSP comparado com a 

glicose e lactose, por exemplo, pode ser relacionado a presença de alguns nutrientes 

do PSP, como fósforo e cálcio. Conforme Ozmihci e Kargi (2007) o PSP contém 0,96% 
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de fósforo com base no peso seco. O fósforo é um macronutriente que realiza funções 

vitais nos processos metabólicos celulares por formar componentes estruturais e 

funcionais necessários no desenvolvimento e crescimento de microalgas   É 

importante considerar que o conteúdo mineral no soro depende das técnicas de 

processamento usadas (RICHMOND, 2004).  

Nota-se pela Figura 13 que a fase exponencial de crescimento inicia a partir 

das 100 h de cultivo para todos os cultivos e estas se mantem até as 200 h, exceto 

para o PSL que esta foi até 260 h aproximadamente. Nessa fase os teores de lipídeos 

podem até diminuir pela alta demanda de energia. Porém, na fase estacionária 

tendem a aumentar, pois as células acumulam reservas energéticas pela limitação de 

nutrientes no meio (LEMOS, 2012). 

 As Figuras 15, 16, 17, 18 e 19 apresentam a concentração celular e a 

concentração de substrato expressos em g.L-1 pelo tempo de fermentação para os 

cultivos contendo para os substratos: lactose, glicose, PSP20, PSP10 e PSL, 

respectivamente.  

 

Figura 6- Concentração celular (▲) e de lactose (○) para o cultivo de C. vulgaris  
IPR-7117 
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Figura 76- Concentração celular (▲) e de glicose (○) para o cultivo de C. vulgaris 
IPR-7117  

 

 

Figura 87- Concentração celular (▲) e de PSP20 (○) para o cultivo de C. vulgaris 
IPR-7117  
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Figura 98 - Concentração celular (▲) e de PSP10 (○) para o cultivo de C. vulgaris 
IPR-7117 

 

 

 
Figura 19 - Concentração celular (▲) e de PSL (○) para o cultivo de C. vulgaris 
IPR-7117  

 

As maiores concentrações celulares foram obtidas usando PSP20 e PSP10, 
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menor concentração celular (3,8 g.L-1) e os cultivos com glicose e lactose, resultaram 

em 4,4 g.L-1 de células.  

Neste estudo obteve-se uma concentração significativamente maior que a 

encontrada por Abreu et al., (2012) em cultivo com C. vulgaris  em permeado de soro 

de queijo em pó. A concentração celular obtida neste trabalho foi de 5,2 g.L-1, e no de 

Abreu et al., (2012) foi de  3,6 g.L-1, na presença de CO2, permeado de soro de queijo 

hidrolisado em pó e glicose e galactose em uma concentração de 5 g.L-1. Espinosa-

Gonzalez, Parashar e Bressler (2014) cultivaram a Chlorella protothecoides  usando 

hidrolisado de permeado de soro e obtiveram concentração celular de 9,1 g.L-1,. 

Contudo, a concentração de açúcar inicial para Espinosa-Gonzalez, Parashar e 

Bressler (2014) foi aproximadamente 15 g.L-1, enquanto neste estudo foi de 

aproximadamente 10 g.L-1. Além disso, o fator de conversão substrato em células foi 

maior no presente trabalho (0,44) comparado com o de Espinosa-Gonzalez, Parashar 

e Bressler (2014) (0,41). 

O cultivo com PSP20 resultou em concentração celular um pouco maior (5,2 

g.L-1) que usando PSP10 (5,0 g.L-1) , o que pode estar associado ao fato de que a 

relação C/N  20 favorece o desempenho microbiano (FAY, 1983) e relaciona-se 

diretamente ao crescimento das microalgas e conteúdo lipídico (CHEN; CHEN, 2006). 

O consumo de substrato para ambos os casos chegou quase a 0 ao final do cultivo, o 

que significa que boa parte do açúcar foi convertido em biomassa. Para o cultivo 

mixotrófico, como acontece a fotossíntese, o consumo de CO2 é maior (YEH; CHANG, 

2012).  

Segundo Chojnacka e Marquez-Rocha (2004), em um sistema mixotrófico 

ideal, a velocidade de respiração corresponde com a da fotossíntese, ou seja, ocorre 

um equilíbrio entre o consumo e a produção. Contudo, na prática, nem sempre isso 

acontece, pois depende da condição metabólica predominante pode ocorrer um 

desequilíbrio. As limitações do sistema são as principais causas para isso acontecer. 

Para o metabolismo mixotrófico, os fatores limitantes de crescimento, e em termos de 

produtividade e substratos, podem ser luz e fonte orgânica de carbono. E, é por isso 

que cada substrato avaliado é consumido de um jeito particular.  

 Os cultivos contendo lactose e glicose resultaram em 4,4 g.L-1, porém o 

consumo dos açúcares foi baixo durante os cultivos. Em estudo realizado por Girard 

et al., (2014), na presença de lactose, a Scenedesmus obliquus cresce e há uma 

redução na concentração do substrato. Porém, na presença de glicose e galactose, 
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as concentrações aumentam no meio de cultura, ou seja, observou-se acúmulo de 

glicose e galactose, sugerindo hidrólise extracelular de lactose pelas microalgas. Em 

estudo de Espinosa-Gonzalez, Parashar e Bressler (2014), a C. protothecoides foi 

incapaz de usar a lactose como fonte de carbono, crescendo bem com o permeado 

de soro hidratado, assimilando glicose e galactose.  

Conforme estudo realizado por Choi (2016), o crescimento das microalgas 

depende principalmente de carbono orgânico, nitrogênio e fósforo. Bracher et al., 

(2015), em estudo coma Chlorella minutissima, obtiveram  maior crescimento celular 

(1,90 g.L-1) com a adição de 20% de soro lácteo.  

A Tabela 8 apresenta os resultados de pH, conteúdo de lipídeos e os 

parâmetros cinéticos para os substratos estudados.  

 

Tabela 8- Parâmetros cinéticos, pH e teor de lipídeos dos cultivos da C. vulgaris IPR-7117 em 
400 horas de cultivo. 

Parâmetro 

Substrato 

Lactose Glicose PSL PSP20 PSP10 

pH 7,2 8,0 6,9 7,2 6,9 

Lipídeos (%) - - - 27,98 - 

YP/S - - - 0,12 - 

YX/S 1,10 0,60 0,37 0,44 0,76 

QP (g.L-1.d-1) - - - 0,07 - 

rx (g.L-1.d-1) 0,17 0,14 0,14 0,26 0,20 

rs (g.L-1.d-1) 0,15 0,24 0,39 0,59 0,27 

µmáx (d-1) 0,16 0,15 0,08 0,19 0,11 

tg (d) 4,28 4,52 8,35 3,69 6,10 

 

 

Observa-se os valores de pH para todos os substratos aumentaram durante 

o cultivo. Segundo Mourthé (2010) à medida que o microrganismo se desenvolve, seu 

metabolismo torna o meio alcalino. É o pH quem regula reações bioquímicas que se 

relacionam com a concentração de íons H+ no meio de cultura, além de interferir na 

estrutura e atividade de proteínas. O aumento do pH paralelo ao crescimento celular 

é explicado pelo consumo da fonte de carbono durante o cultivo (RODRIGUES, 2008). 
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Durante o metabolismo células, há o transporte ativo de íons bicarbonato do meio para 

o interior das células e estes são convertidos a íons carbonato e gás carbônico, sendo 

este último usado na fotossíntese. Cada molécula de CO2 forma um íon carbonato 

(MILLER; COLMAN, 1980) liberado no meio (RANGEL, 2000) e isso aumenta o pH.  

O cultivo usando glicose apresentou o pH mais alcalino ao final da 

fermentação apesar da concentração celular ter chegando somente a 4,4 g.L-1. Lucas 

(1975, 1979) cita a relação das taxas fotossintéticas com valores de pH e transporte 

de íons bicarbonato. Em um de seus trabalhos ele verifica que em pH 9,0 a taxa 

fotossintética é maior do que a suportada pela fixação de CO2, ocorrendo a 

desidratação dos íons bicarbonato no meio externo. Por isso, nem sempre o aumento 

do pH se relaciona com o crescimento celular.  

É o pH quem determina a solubilidade do CO2 e minerais do meio nutritivo e 

influencia no metabolismo das algas (KARAM; SOCCOL, 2007). Precisa-se ter muito 

cuidado com as variações de pH no cultivo, visto que, elas podem afetar a distribuição 

de CO2 e a disponibilidade de carbono, além dos outros macro e micronutrientes, 

induzem efeitos fisiológicos no meio de cultura e afetam o metabolismo celular e o 

crescimento da biomassa das microalgas (MOSTAFA; SHALABY; MAHMOUD, 2012).  

A quantificação de lipídeos foi feita somente para o cultivo PSP20, em função 

desse cultivo ter alcançado maior concentração celular. Ao final do cultivo, as células 

apresentaram 27,98% de lipídeos com produtividade volumétrica de produto de 0,07 

g.L-1.d-1. Espinosa-Gonzalez, Parashar e Bressler (2014) cultivaram a Chlorella 

prototheicoides em meio contendo hidrolisado de permeado de soro e obtiveram 

concentração celular de 4,3 g.L-1 com teor lipídico de 24,6%. Girard et al., (2014), 

obteve uma produtividade lipídica de 0,04 g.L-1.d-1 com meio BBM adicionado de 40% 

de permeado de soro de queijo para Scenedesmus obliquus, valor próximo  ao obtido 

neste estudo (0,07 g.L-1.d-1). De Melo et al., (2018), com C.vulgaris cultivada com meio 

BBM modificado suplementado com soro de queijo (com concentração inicial de 

lactose de 10 g.L-1) obteve uma produtividade máxima de 0,12 g.L-1.d-1. Bracher et al., 

(2015) obteve a maior produtividade para Chlorella minutissima com 25% de soro de 

leite, chegando a 0,490 g.L-1d-1. 

O cultivo com PSP20 também resultou na máxima velocidade específica de 

crescimento e tempo de geração, 0,19 d-1 e 3,69 d, respectivamente. Bracher et 

al.,(2015), cultivaram a Chlorella minutíssima com a adição de 5% de soro de leite, 

resultando na máxima velocidade específica de crescimento de 0,494 d-1 e tempo de 
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geração de 1,40 d. Em estudo desenvolvido por Perreira (2017) com Spirulina 

platensis e 10% de soro de leite, o autor obteve máxima velocidade específica de 

crescimento de 0,18 d-1 e tempo de geração de 3,79 d.  Na pesquisa de Cassuriaga 

et al.(2015) com a Spirulina sp. LEB 18, com 50% de nitrogênio, 10% de CO2, foram 

obtidas máxima velocidade específica de crescimento de 0,13 d-1 e tempo de geração 

de 5,39 d. Para a Chlorella vulgaris  cultivada com permeado de soro de queijo (10 

g.L-1 de lactose) , em trabalho desenvolvido por De Melo et al., (2018) a máxima 

velocidade específica de crescimento foi de 0,29 d-1, resultado similar ao presente 

estudo para o PSP20 (0,19 d-1). Sendo, esse substrato foi selecionado para os estudos 

com herbicidas. 

 

 

 3.4.4 Cultivo da Chlorella vulgaris IPR-7117 com PSP20 e Herbicida Jaguar® 

  

A Figura 20 apresenta as concentrações celulares para os cultivos feitos com 

a Chlorella vulgaris IPR-7117 em meio PSP20 acrescido de Jaguar® nas 

concentrações de 60, 600 e 6000 µg.L-1. 

 

Figura 100- Cultivos da C. vulgaris IPR-7117 com PSP20 e Jaguar® nas 
concentrações de ● 60 µg.L -1; ■ 600 µg.L -1;▲ 6000 µg.L -1  
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A maior contagem celular foi obtida no cultivo adicionado de 600 µg.L-1, 

chegando a 1,64x108 células.mL-1. Arantes (2010), em cultivo com 

Pseudokirchneriella supcapitata com meio de cultivo sintético, segundo ABNT (2005), 

adicionado de glifosato (11.8000 µg.L-1), a contagem celular chegou a 4,29x106 

células.mL-1. Martínez-Ruiz e Martínez-Jerónimo (2018b), supuseram a 

Ankistrodesmus falcatus ao 2,4-D em concentrações de 200.000 e 400.000 µg.L-1 e 

obtiveram 5,5x105 células.mL-1, após 96 horas de cultivo. 

As Figuras 21, 22 e 23 apresentam a concentração celular, de lactose (g.L-1) 

e de Jaguar (µg.L-1) para os cultivos nas diferentes concentrações de Jaguar® (60, 

600 e 6000 µg.L-1) e controle SH.  

 

Figura 11 - Concentração de células (○), lactose (▲) e Jaguar® (Δ) para o cultivo da 
C. vulgaris  IPR-7117 com PSP20 e Jaguar® na concentração inicial de 60 µg.L -1  

 
 

Figura 12 - Concentração de células (○), lactose (▲) e Jaguar® (Δ) para o cultivo da  
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C. vulgaris  IPR-7117 com PSP20 e Jaguar® na concentração inicial de 600 µg.L -1  

 

 

Figura 133 - Concentração de células (○), lactose (▲) e Jaguar® (Δ) para o cultivo 

da C. vulgaris  IPR-7117 com PSP20 e Jaguar® na concentração inicial de 6000 µg.L -

1 

 

 

Observando as Figuras 21 a 23, nota-se que a concentração de lactose atinge 
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maior concentração celular de 4,8 g.L-1 foi obtida em meio contendo 600 µg.L-1,  de 

Jaguar®, verificando-se que a microalga mostrou-se resistente ao herbicida. Pelo 

estudo de Martínez-Ruiz e Martínez-Jerónimo, (2018a), a microalga Ankistrodesmus 

falcatus se mostrou tolerante ao 2,4-D até 600 mg.L-1.  

Contraditoriamente, a microalga exposta a 60 µg.L-1 de Jaguar® resultou em 

concentração celular inferior ao cultivo exposto a 600 µg.L-1. Os danos que os 

herbicidas podem provocar aos organismos não-alvo são difíceis de analisar, visto 

que, ocorrem interações indesejáveis (SMYTHERS et al., 2019). Zhao et al., (2017) 

relatou em seu estudo, a toxicidade individual e combinada de alguns herbicidas na 

microalga Selenastrum capricornutumé. Os resultados mostraram um aumento da 

toxicidade causada pela combinação dos herbicidas, contudo, não se tem explicação 

exata para o fato. 

 Comparando-se o crescimento Controle SH (Figura 15), pode-se ver que a 

concentração celular foi maior (5,2 g.L-1) do que nos cultivos com Jaguar®, onde a 

máxima foi para Jaguar®, com 4,4 g.L-1.  A sensibilidade celular pode ser influenciada 

pelo estado fisiológico da microalga e este, depende do crescimento (MACHADO; 

SOARES, 2019). 

Saygideger & Okkay (2008) avaliaram o efeito do crescimento das microalgas 

Chlorella vulgaris  e Spirulina platensis na presença do 2,4-D nas concentrações 9x10-

5, 9x10-4, 9x10-3 e 9x10-2 mM. Os autores verificaram que houve aumento do número 

de células nas concentrações de 9x10-5 e 9x10-4 mM do herbicida, respectivamente 

para Chlorella vulgaris e Spirulina platensis). Os autores relataram que altas doses de 

2,4-D podem ter efeito inibitório sobre C. vulgaris, contudo, em baixas dosagens, as 

microalgas podem ser bioindicadores de ambientes aquáticos.  

Nos cultivos com os herbicidas, também verificou-se alterações na cor das 

células. Shing et al., (2018), quantificaram o teor de clorofila em cultivos na presença 

de metais e herbicidas e verificaram alterações no conteúdo do pigmento. As 

mudanças de coloração podem estar associadas com reações bioquímicas 

desencadeadas pelos herbicidas e seus compostos (SHING et al., 2018). Assim, as 

algas podem ser vistas como potenciais bioindicadores na detecção de metais e 

pesticidas. No estudo feito por Saygideger & Okkay (2008), com Chlorella vulgaris , o 

teor de clorofila foi maior (441,9 mg.L-1) no cultivo com 9x10-4mM de  2,4-D, em 

comparação ao controle (0 mM), resultando em 336,4 mg.L-1. A Figura 24 apresenta 

amostras dos cultivos destacando as diferentes colorações das células de C. vulgaris  
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IPR-7117 expostas às diferentes concentrações do Jaguar®. 

 

Figura 14- Amostras dos cultivos da C. vulgaris  IPR-7117 com PSP20 e Jaguar® 
600 µg.L-1(a), 60 µg.L-1(b) e 6000 µg.L-1(c).  

 

 

A Tabela 9 apresenta os resultados de pH, conteúdo de lipídeos e os 

parâmetros cinéticos para os cultivos adicionados das três concentrações avaliadas 

de Jaguar®.  

 

Tabela 9- Parâmetros cinéticos, pH e teor de lipídeos dos cultivos da C. vulgaris IPR-7117 
adicionada de Jaguar® em 400 horas de cultivo. 

Parâmetro 
Concentração de Jaguar® (µg.L-1) 

0 60 600 6000 

pH 7,2 4,4 4,2 4,3 

Lipídeos (%) 27,98 15,47 13,30 - 

YP/S 0,12 0.08 0.06 - 

YX/S 0,44 0,49 0,48 0,27 

QP (g.L-1.d-1) 0,07 0,03 0,03 - 

rx (g.L-1.d-1) 0,26 0,18 0,19 0,11 

rs (g.L-1.d-1) 0,59 0,37 0,40 0,40 

µmáx (d-1) 0,19 0,10 0,09 - 

tg (d) 3,69 6,90 7,67 - 

 

O pH diminuiu ao final das 400 h para  todos os cultivos. Segundo Esteves 

(1988), em uma cultura com pH ácido, a disponibilidade de CO2 aumenta, visto que, 
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essa fonte de carbono é usada pelas algas. Em estudo feito por Mayo e Noike (1994), 

o crescimento da C. vulgaris  foi maior na faixa de pH de 5,5 a 8,0. O pH pode ser alto 

quando há consumo de formas inorgânicas de carbono, pois os íons hidroxila são 

levados para o exterior celular (LOPES, 2007).       

Os lipídeos foram quantificados para os cultivos adicionados de 60 e 600 µg.L-

1, resultando em valores 13,6 % inferiores ao cultivo controle, sem a presença de 

herbicidas. No estudo feito por Smythers et al., (2019), com C. vulgaris  exposta a uma 

concentração de 0,08 % de Poast®, verificou-se o acúmulo de lipídeos 28% inferior 

nas primeiras 12 horas de cultivo, comparado ao controle.  

Comparando os valores de máximas velocidades específicas de crescimento 

e tempo de geração, nota-se que os cultivos com os herbicidas resultaram em tempo 

de geração maiores (7,67 dias, comparado a 3,69 dias no cultivo sem herbicida) e 

consequentemente, máximas velocidades específicas de crescimento inferiores. Para 

o cultivo de melhor desempenho em crescimento microbiano com o 600 µg.L-1 de 

Jaguar® o tempo de geração é de 7,67 dias, enquanto que o cultivo com o PSP20, é 

3,69 dias, representando metade do tempo para duplicação celular.  

 

3.4.5 Cultivo da Chlorella vulgaris IPR-7117 com PSP20 e herbicida Trueno® 

  

A Figura 25 apresenta as concentrações celulares para os cultivos feitos com 

a Chlorella vulgaris IPR-7117 em meio PSP20 acrescido de Trueno® nas 

concentrações de 60, 600 e 6000 µg.L-1. 
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Figura 155 - Cultivos da C. vulgaris  IPR-7117 com PSP20 e Trueno® nas 
concentrações de▲60 µg.L -1; ■ 600 µg.L -1; ● 6000 µg.L -1  

 
 

O cultivo adicionado de 600 µg.L-1 de Trueno® apresentou maior concentração 

celular até 300 h de cultivo, chegando a 1,62x108 células.mL-1, na fase estacionária. 

A maior concentração celular (1,90x108 células.mL-1) foi obtida no cultivo adicionado 

da menor concentração de Trueno® (60 µg.L-1) em 379h.  

As Figuras 26 a 28 mostram as concentrações celulares, de lactose e de 

Trueno® ao longo das 379 h de cultivo para as três concentrações usadas de herbicida. 
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Figura 16- Concentração de células (○), lactose (▲) e Trueno® (Δ) para o cultivo da 
C. vulgaris  IPR-7117 com PSP20 e Trueno® na concentração inicial de 60 µg.L -1  

 

Figura 177 - Concentração de células (○), lactose (▲) e Trueno® (Δ) para o cultivo 
da C. vulgaris  IPR-7117 com PSP20 e Trueno® na concentração inicial de 600 µg.L -

1 
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Figura 18 - Concentração de células (○), lactose (▲) e Trueno® (Δ) para o cultivo 
da C. vulgaris  IPR-7117 com PSP20 e Trueno® na concentração inicial de 6000 µg.L -

1 

 

 A partir das Figuras 26 a 28, nota-se que as maiores concentrações de 

biomassa obtidas foram 4,4; 4,6 e 3,2 g.L-1 para as concentrações de herbicidas de 

60, 600 e 6000 µg.L-1, respectivamente.  

Comparando a concentração celular da C. vulgaris  em células.mL-1 e em g.L-

1, verifica-se que apesar da maior concentração em g.L-1 ter ocorrido em meio com 

600 µg.L-1 de Trueno®, o maior número de células.mL-1 foi obtido na concentração 

mais baixa do herbicida. 

O consumo de lactose nas três concentrações de Trueno® foi similar. No 

cultivo com a concentração mais alta de herbicida (6000 µg.L-1), a lactose foi quase 
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73, 43 e 25% usando 25, 50 e 100 mg.L-1 de herbicida, respectivamente. A remoção 

para o controle SM não excedeu 8%, o que significa que a remoção de DCF ocorreu 

principalmente pela remoção das microalgas por biotransformação ou biodegradação.  

No presente estudo, para os dois herbicidas estudados Jaguar® e Trueno®,  a 

remoção para o controle SM chegou ao final do cultivo com 14,03 e 11,86 µg.L-

1 ,respectivamente.  

A Tabela 10 apresenta os resultados de pH, conteúdo de lipídeos e os 

parâmetros cinéticos para os cultivos nas concentrações de 60, 600 e 6.000 µg.L-1  de 

Trueno® em 380 horas de cultivo.  

 

Tabela 10- Parâmetros cinéticos, pH e teor de lipídeos dos cultivos da C. vulgaris IPR-7117 
adicionada de Trueno® em 379 horas de cultivo. 

Parâmetro Concentração de Trueno® (µg.L-1) 

 0 60 600 6.000 

pH 7,2 4,5 8,1 4,7 

Lipídeos (%) 27,98 11,8 - - 

YP/S 0,12 0.08 - - 

YX/S 0,44 0,65 0,65 0,36 

QP (g.L-1.d-1) 0,07 0,03 - - 

rx (g.L-1.d-1) 0,26 0,27 0,25 0,16 

rs (g.L-1.d-1) 0,59 0,41 0,39 0,46 

µmáx (d-1) 0,19 0,20 0,13 0,11 

tg (d) 3,69 3,54 5,37 6,54 

 

A concentração lipídica nos cultivos com Trueno® foi inferior aos obtidos nos 

cultivos com Jaguar® e nos cultivos sem herbicidas. Em contrapartida, verifica-se que 

os tempos de geração nos cultivos com Trueno® foram inferiores aos do Jaguar®.  

Assim, apesar da necessidade de estudos metabólicos, pode-se constatar que o 

Jaguar® afeta mais o crescimento celular do que a produção de lipídeos, ao passo que 

o Trueno® possui maior efeito na biossíntese de lipídeos. 

Os estudos na literatura com os efeitos de herbicida sobre organismos 

aquáticos, mostram efeitos variados. Peterson et al., ( 1994) com as microalgas M. 
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aeruginosa, Oscillatoria sp., Pseudoanabaena sp., Anabaena inaequalis e 

Aphanizomenon flos-aquae, além de outros organismos aquáticos, com concentração 

de glifosato de 2,848 mg.L-1, observaram efeitos inibitórios significativos de 

crescimento, fotossíntese e clorofila-a. Forlani et al., ( 2008), com as microalgas: M. 

aeruginosa, Anabaena sp., Arthrospira fusiformis, Leptolyngbya boryana, Nostoc 

punctiforme e Spirulina platensis), com concentrações de glifosato variando de 1,69 

mg.L-1 a 1,69 g.L-1. As algas mostraram tolerância nas concentrações de ordem mg.L-

1. 

 

3.4.6 Ecotoxicidade dos Herbicidas Usando Artemia salina 
 

 

Na Tabela 11 constam os resultados dos ensaios de ecotoxicidade dos cultivos 

contendo os herbicidas usando Artemia salina. 

 

Tabela 11- Mortalidade de Artemia salina em função das concentrações de Jaguar® e Trueno®. 

Meio de 
cultivo 

(%) 

Mortalidade (%) 

Jaguar® (µg.L-1) Trueno® (µg.L-1) 

60 600 6000 60 600 6000 

Controle 0 0 0 0 0 0 

15 26,7 20,0 93,3 30,0 66,7 90,0 

35 36,7 26,7 100,0 36,7 76,6 93,3 

50 43,3 30,0 100,0 43,3 83,3 96,7 

75 53,3 43,3 100,0 53,3 96,7 100,0 

100 66,7 60,0 100,0 70,0 100,0 100,0 

 

Nota-se que as maiores mortalidades encontradas para o Jaguar® e Trueno® 

foram na concentração de 6000 µg.L-1, independente da concentração que estava o 

meio de cultivo.   

Regressões lineares foram feitas para calcular o LC50, utilizando a 

concentração de 50% e esses resultados são apresentados na Tabela 12. Para as 

concentrações de Jaguar® 6000 µg.L-1, Trueno® 600 e 6000 µg.L-1 devido à alta 

mortalidade, os valores obtidos para LC50 foram negativos e os  R² ficaram muito 
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abaixo do esperado. 

 

Tabela 12- Concentração letal (LC50) para os meios de cultivo contendo os herbicidas Jaguar® e 
Trueno®. 

Herbicida - concentração LC50 (%) 

Jaguar - 60 µg.L-1 65,00 

Jaguar - 600 µg.L-1 84,09 

Trueno - 60 µg.L-1 63,34 

 

Conforme a ficha técnica de  informações sobre o Jaguar® (Dow Agrosciences, 

2014), a LC50) para algas após 96 horas, é inferior a 100 mg.L-1 e para Daphnia é 

inferior a 100 mg.L-1 após 48 horas. Para o Trueno®, concentração de efeito (CE50) 

para algas após 96 horas é inferior a 3,6 mg.L-1. A LC50 se diferencia da CE50, pois a 

primeira se refere a concentração que causa mortalidade, enquanto que a CE50 é a 

concentração efetiva média, ou seja, que causa um efeito agudo a 50% dos 

organismos expostos.  

Com esse teste de toxicidade aguda em Artemia salina, nota-se que a relação 

concentração de meio de cultivo (efluente) com a mortalidade nem sempre é 

proporcional. As porcentagens letais obtidas foram elevadas em altas concentrações 

de meio de cultivo, indicando que quanto mais meio de cultivo em contato com a 

Artemia salina, mais herbicidas terá no mesmo volume total.  

Martínez-Ruiz & Martínez-Jerónimo (2018), avaliaram os efeitos tóxicos do 

2,4-D na microalga Ankistrodesmus falcatus e observaram  a tolerância da mesma em 

elevadas concentrações do herbicida (até 1.353,8 mg.L-1). Já Machado e Soares 

(2019), verificaram que a alga de água doce Pseudokirchneriella subcapitata 

apresenta alta sensibilidade ao metolacloro, sendo, portanto, indicada para testes de 

ecotoxicidade de águas doces.  

Silva et al., (2009), avaliou a eficiência do tratamento de águas residuais 

gerados no próprio laboratório a partir de testes de ecotoxicidade usando C. vulgaris. 

Para águas residuais de análise de DQO (contendo cromo (VI), mercúrio e prata), 

foram eficientes e reduziu a ecotoxicidade. Obteve-se uma CE50 de 1,5%, o que indica 

ainda um alto nível de ecotoxicidade. Neste estudo, os testes de ecotoxicidade podem 

ser considerados úteis ferramentas no tratamento dos efluentes e gerenciamento as 

águas residuais perigosas. 
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3.4.7 Ecotoxicidade dos Herbicidas Usando alface (Lactuca sativa) 
  

 A Figura 29 e 30 apresentam as placas com as sementes de alface 

germinadas e não germinadas para o Jaguar® e Trueno® respectivamente. 

  

Figura 2919 - Placas com sementes de alface germinadas e não germinadas na presença de 
Jaguar® 

 

 

Figura 200 - Placas com sementes de alface germinadas e não germinadas na presença de 
Trueno® 
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A Figura 31 apresenta os resultados de germinação relativa das sementes de 

alface frente aos meios de cultivo contendo Jaguar® e Trueno® na maior concentração 

destes (6000 µg.L-1), conforme diluições de 3, 10, 30, 50 e 100%. 

 

Figura 21 - Germinação relativa em função das concentrações de meio de cultivo 
contendo Jaguar® e Trueno®  

 
 

Nota-se que no Trueno® houve maior influência na germinação das sementes 

do que o Jaguar®. Ocorreu um decréscimo no percentual de germinação de acordo 

com o aumento da concentração do meio de cultivo, chegando a zero a partir de 30% 

de meio, pois quanto mais efluente, mais herbicidas estavam presentes no meio.   O 

Jaguar® também afetou a germinação das sementes. Porém a germinação ocorreu 

mesmo em altas concentrações de meio (até 50%).  

Em estudos de ecotoxicidade usando Lactuca sativa, pode-se verificar quais 

meios são potencialmente tóxicos e quais a espécie consegue se desenvolver 

parcialmente. Pode-se verificar também os efeitos letais (inibição por germinação) e 

sub-letais (inibição por desenvolvimento de raízes e radículas) (PALÁCIO et al., 2012). 

Assim, para as concentrações de meio de cultivo em que houve germinação, foi 

calculado o o percentual de inibição do desenvolvimento das raízes e radículas. Os 

resultados para a raiz e radículas são apresentados na Figura 32 e 33, 

respectivamente. 
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Figura 22 - Inibição relativa (%) do crescimento da radícula relativo ao controle 
negativo em função das concentrações de meio de cultivo contendo Jaguar® e 
Trueno®  

 
 
Figura 23 - Inibição relativa (%) do crescimento da raiz relativo ao controle negativo 
em função das concentrações de meio de cultivo contendo Jaguar® e Trueno®  

 

 

As plântulas de alface apresentaram menor inibição de crescimento para as 

radículas e raízes nas menores concentrações de meio de cultivo, em função da 

menor concentração de substâncias tóxicas. 

Campos (2009) realizou estudo de ecotoxicidade  de atrazina em 
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cianobácteria Microcystis novacekii . O autor obteve EC50 de 4.202,6 µg.L-1 em 96 h, 

conforme concentrações testes, que seriam as diluições analisadas e o quanto obteve 

de  inibição (%) para cada uma. Para a atrazina a EC50 foi de 4,2 mg.L-1. 

Silveira et al., (2017) avaliou a ecotoxicidade em diferentes processos de 

tratamento como águas residuais brutas e tratadas (concentração de NH3, P total e 

DBO de 68,8; 7,71 e 526,4 mg.L-1), diluídas, em 25, 50 e 75%. Nenhuma das amostras 

afetou a germinação e o alongamento radicular das sementes de Lactuca sativa, 

indicando ausência de toxicidade desses efluentes nas concentrações estudadas para 

a alface. 

 

3.5 CONCLUSÃO 
 

Com os resultados desse estudo, após a seleção da cepa e o cultivo da C. 

vulgaris IPR-7117 em diferentes fontes de carbono, verificou-se a capacidade da cepa 

em assimilar lactose como substrato e que os minerais presentes no permeado de 

soro auxiliaram no crescimento celular. Quanto aos cultivos com os herbicidas Jaguar® 

e Trueno®, a alga diminui sua concentração celular e o conteúdo lipídico, houve 

alteração dos parâmetros cinéticos e morfológicos (alteração na cor). 

Para os testes de ecotoxicidade, obteve-se altas taxas de mortalidade para 

ambos os herbicidas avaliados, tanto com a Artemia salina quanto com a Lactuca 

sativa. Isso, indica a toxicidade desses agroquímicos e a importância dos testes de 

ecotoxicidade na avaliação dos riscos de contaminantes, como os herbicidas.  

Destaca-se a importância do aproveitamento de subprodutos agroindustriais 

e industriais, como nutrientes para as microalgas, podendo gerar produtos de alto 

valor agregado. 
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4  AVALIAÇÃO DE ECOTOXICIDADE DE HERBICIDAS EM MICROALGAS: UMA 
VISÃO GERAL 

 

4.1 INTRODUÇÃO 
 

Os agroquímicos mais do que duplicam a produção de alimentos no último 

século. A demanda atual para aumentar a produção de alimentos (como resultado do 

crescimento da população mundial) aumenta o uso massivo de fertilizantes e 

pesticidas (CARVALHO, 2017). O uso de pesticidas também conhecidos como 

agrotóxicos, agroquímicos ou produtos fitossanitários aumenta junto com a produção 

agrícola (VASCONCELOS, 2018).  A expansão da monocultura gera condições para 

propagar pragas e doenças.  

Uma alta porcentagem os herbicidas aplicados nos campos de cultivo entram 

nos ecossistemas aquáticos de água doce, contaminando o meio ambiente e 

causando efeitos tóxicos que potencialmente prejudicam os organismos aquáticos 

(BALTAZAR et al., 2014). Consequentemente, a avaliação de segurança e a avaliação 

ecotoxicológica de tais produtos químicos têm sido o foco da pesquisa multidisciplinar 

global (MACHADO; SOARES, 2019). 

A determinação de influências tóxicas de herbicidas em organismos aquáticos 

não-alvo é crucial para avaliar a contaminação ambiental (ŠPOLJARIĆ MARONIĆ et 

al., 2018). Pouco se sabe sobre a sensibilidade das microalgas a produtos 

fitossanitários. Em ambientes aquáticos, a cadeia alimentar aquática é baseada em 

microalgas. Além disso, as microalgas apresentam alta diversidade e são sensíveis a 

mudanças ambientais, aprimorando seu uso em estudos de avaliação de risco 

ambiental para avaliar contaminantes tóxicos (EBENEZER; KI, 2013a). 

Bioensaios rápidos foram desenvolvidos para superar as restrições 

associadas aos métodos analíticos. Os bioensaios quantificam mudanças 

comportamentais ou fisiológicas manifestadas por organismos devido a distúrbios 

metabólicos induzidos por substâncias tóxicas. Esses ensaios geralmente usam 

células eucarióticas e procarióticas (bactérias), além de organismos multicelulares, 

como algas, plantas, crustáceos, mexilhões e peixes, (CHEN et al., 2017; IQBAL, 

2016; IQBAL et al., 2017). 

As microalgas são particularmente vulneráveis a herbicidas fungidos de 

impactos agrícolas (LORENTE et al., 2015). A resposta dos tóxicos nas microalgas é 

crucial para esses organismos e para os outros organismos da cadeia alimentar. As 
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microalgas estão sendo cada vez mais utilizadas em bioensaios de toxicidade para o 

gerenciamento ambiental de descargas químicas (MA et al., 2002). Compostos tóxicos 

resultaram em diferentes respostas e reações em espécies de microalgas. Portanto, 

a resposta diferencial de várias espécies de microalgas a diferentes herbicidas é muito 

importante, bem como a toxicidade comparativa de herbicidas em relação a diferentes 

organismos. 

Devido à importância que vem sendo dada aos possíveis impactos causados 

pelos agrotóxicos na biodiversidade, esta pesquisa propõe uma revisão sistemática 

de estudos de alto impacto nos testes de ecotoxicidade de herbicidas que utilizam 

microalgas, para explorar as tendências desses dados. A análise também se 

concentra na rede de cooperação entre palavras-chave co-ocorrentes, países e 

coautoria, analisando publicações de 2010 a 2019. Este estudo é inédito em termos 

de avaliação das principais tendências observadas no tema. Além disso, comenta o 

uso potencial e existente de microalgas em testes de toxicidade de agroquímicos e 

mostra várias características identificadas em estudos de alto impacto existentes. 

Uma revisão sistemática da literatura é um trabalho extenso. O Methodi 

Ordinatio utilizado neste estudo fornece uma lista ordenada que ajuda os 

pesquisadores a selecionar os artigos mais relevantes, de acordo com seus critérios. 

Com os presentes resultados, os padrões de pesquisa quantificados, domínios de 

conhecimento, tendências emergentes e estrutura intelectual nesse campo podem ser 

investigados, o que é útil para obter informações mais precisas e completas e oferecer 

insights sobre tópicos de pesquisa e avaliação de tendências sob diferentes 

perspectivas. 

 

4.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

4.2.1 Mercado Agrícola Atual 

 

O aumento da população mundial impulsionou o desenvolvimento agrícola, 

com a necessidade de produção de alimentos. Esse avanço na agricultura foi possível 

com o uso de agroquímicos que permitiram duplicar a produção de alimentos. Hoje, a 

necessidade de aumentar ainda mais a produção de alimentos visto uma rápida e 

crescente população humana, mantém o uso de pesticidas e fertilizantes 

(ALEXANDRATOS; BRUINSMA, 2012; CARVALHO, 2017).  
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Estados Unidos da América, União Europeia, Brasil e China são os maiores 

produtores mundiais de produtos agrícolas e usuários de pesticidas (DONLEY, 2019). 

A colheita de grãos no Brasil aumentou de 149 milhões de toneladas (MT) em 2010 

para 241,3 MT na safra 2018/2019, seu melhor resultado de todos os tempos (STAR, 

2019). A previsão foi feita pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB). As 

quatro nações juntas tem os maiores valores de exportação de qualquer outro 

produtor agrícola mundial, e isso tem grande impacto econômico em manter alta 

produtividade (KEENAN et al., 2015). Segundo FAO (2015) uma em cada nove 

pessoas no mundo não tem comida suficiente para uma vida saudável e ativa. As 

classes mais pobres vivem ainda nos dias de hoje com problemas de insegurança 

alimentar, por não terem acesso aos alimentos necessários para uma boa 

alimentação. Os problemas com isso, tendem a serem ainda maiores nos próximos 

anos. Considera-se a expansão das cidades, restrições com uso da terra e aumento 

do crescimento populacional e do consumo que virão a dificultar ainda mais, o 

atendimento da demanda populacional quanto a alimentação (SAATH; FACHINELLO, 

2018).  

De acordo com a demanda populacional, as projeções realizadas indicam que 

o crescimento acontecerá de forma mais acelerada nos próximos anos, e, em 

consequência, a demanda por alimentos também aumentará. A ONU (2012) destaca 

que a população mundial chegará em 2024 a um número superior a 8 bilhões de 

pessoas e em 2050 será maior que 9,5 bilhões. Além disso, o aumento da população 

urbana no mundo e o crescimento da renda por pessoa deve aumentar a demanda 

por alimentos. 

 Por outro lado, as expansões das terras agrícolas tendem a ser restringidas 

para uso agropecuário. Segundo FAO (2013) as áreas disponíveis estão centradas 

em poucos países. Apenas, a América Latina e África-Subsaarana possuem terras 

maiores áreas para expansão (cerca de 90%). China e EUA não tem mais novos 

terrenos. 
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Com o aumento populacional e todas essas questões envolvidas, 

principalmente com o aumento irracional do uso de pesticidas e fertilizantes, as 

pesquisas mundiais se concentram na contaminação. Os impactos que esses 

produtos trazem as solos, ecossistemas terrestres e aquáticos, efeitos tóxicos aos 

seres humanos e biota não humana preocupam (CARVALHO, 2017; VASCONCELOS, 

2018).  

 

4.2.2 Uso de Agroquímicos 

 

Agroquímicos significa o mesmo que defensivo agrícola, agrotóxico, pesticida, 

praguicida ou biocida. Todos os termos são utilizados, porém agroquímicos e 

defensivos agrícolas são mais usuais no setor industrial, e os demais por agricultores, 

pesquisadores e ecologistas (MARTINS, 2000).  

O uso de agroquímicos é uma das peças principais na manutenção da 

produtividade e da rentabilidade do agronegócio (VELASCO; CAPANEMA, 2006). 

Devido a isso, sua produção mundial aumentou a uma taxa de cerca de 11% ao ano, 

de 0,2 milhão de toneladas na década de 1950 para mais de 5 milhões de toneladas 

em 2000 (FAO, 2017). 

Os pesticidas, ou produtos químicos para proteção de culturas, incluem vários 

grupos de compostos, como organo-cloro, organofosfato, carbamato, piretróides, 

reguladores de crescimento, neonicotinóides e agora biopesticidas, que foram 

desenvolvidos um após o outro. Para todos os tipos de pesticidas as vendas subiram, 

porém os herbicidas foram os que mais se expandiram, seguidos pelos inseticidas e 

fungicidas (FAO, 2017). O aumento da venda e aplicação desses produtos cresceu 

junto com a colheita de grãos, que de 149 milhões de toneladas em 2010 passou para 

238 milhões em 2017. Outro fato é a expansão da monocultura, que modifica o 

equilíbrio do ecossistema e afeta a biodiversidade, aumentando número de doenças 

e pragas (VASCONCELOS, 2018).  

Embora os pesticidas e agroquímicos de modo geral, tem ajudado no aumento 

da produtividade, seu uso provoca preocupações com os problemas e danos 

provocados por eles. Contaminam solos, águas subterrâneas e são perigo para os 

trabalhadores que lidam com esses produtos, além das comunidades próximas as 

plantações (BALTAZAR et al., 2014). Segundo relatório da ONU (ONU, 2017) estimou-

se que cerca de 200.000 pessoas do mundo todo morrem a cada ano por intoxicação 
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aguda por pesticidas, principalmente pessoas envolvidas diretamente com o trabalho 

ou de comunidade próximas a áreas plantadas. 

 

4.2.3 Estudos de Ecotoxicidade Usando Microalgas 
 

Na última década, um alto número de compostos orgânicos foi encontrado nos 

ecossistemas aquáticos, em parte devido à melhoria dos métodos analíticos para sua 

determinação, mas também devido ao aumento da frequência e das concentrações. 

Além disso, alguns deles são chamados de compostos de interesse emergente (CEC), 

principalmente devido ao fato de poderem causar danos em organismos não-alvo. O 

regulamento para essas substâncias leva em consideração sua ocorrência, destino 

ambiental e toxicidade (MACHADO; SOARES, 2019). A avaliação de segurança e 

ecotoxicológica de produtos químicos é foco de pesquisas multidisciplinar global. 

Para avaliar a contaminação ambiental a determinação de influência de 

herbicidas em organismos aquáticos não-alvo é fundamental (ŠPOLJARIĆ MARONIĆ 

et al., 2018). Os testes de ecotoxicidade permitem avaliar a contaminação ambiental 

por diferentes fontes poluidoras, conseguindo determinar efeitos sinérgicos e 

antagônicos (ALVES, 2014; FRANCO et al., 2018). Os bioensaios quantificam as 

mudanças de comportamento e fisiologia manifestadas por organismos por distúrbios 

metabólicos que induzem as substâncias tóxicas (CHEN et al., 2017). Dentre os 

grupos de organismos usados nesses ensaios, tem-se: microalgas, microcrustáceos, 

peixes, bactérias, equinoides, poliquetas e oligoquetas, representando uma 

diversidade de ecossistemas (MAGALHÃES; FILHO, 2008). Não se tem muito 

conhecimento sobre a sensibilidade de microalgas em produtos fitossanitários, 

contudo, em ambientes aquáticos a cadeia alimentar é baseada nestes 

microrganismos (EBENEZER; KI, 2014). O equilíbrio e a função dos ecossistemas 

aquáticos são impactados pela diversidade e biomassa das microalgas, que têm papel 

fundamental na estabilização e equilíbrio dos ecossistemas (QIAN et al., 2010). 

As microalgas são organismos frequentemente usados em estudos de 

ecotoxicidade por apresentarem: ampla distribuição geográfica, alta sensibilidade a 

alterações pequenas nas condições ambientais, pequena variabilidade genética, bom 

conhecimento dos nutrientes que são necessários, ciclo de vida curto, permitindo um 

rápido crescimento (COSTA et al., 2008). Além disso, são particularmente vulneráveis 

a herbicidas e não necessitam de áreas usadas na agricultura para o cultivo 
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(LORENTE et al., 2015).  

A recuperação de efluentes com espécies metálicas através de algas 

apresenta como vantagens a redução do custo da operação e a alta eficiência na 

remoção dos contaminantes (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). A remoção acontece 

biologicamente, onde os microrganismos irão acumular nitrogênio e fósforo e 

transformar em substâncias de reservas que podem converter-se em produtos com 

valor comercial. Além disso, as microalgas conseguem assimilar os nutrientes solúveis 

em quantidades maiores do que as necessárias para se desenvolver. Dessa forma, 

além de serem capazes de absorver contaminantes, possuem o potencial de depurar 

águas residuais (DINIS; MONTEIRO; BOAVENTURA, 2004). 

Uma das cepas mais aplicadas a esse tipo de tratamento é a C. vulgaris , 

tendo em vista de que são algas de fácil adaptação e preparo, sensibilidade a 

substâncias tóxicas e de baixo custo (SILVA et al., 2009). Monteiro e Fernandes 

(2014), utilizaram C. vulgaris  resultante de biorremediação de águas ruças (extração 

de azeite), tendo como objetivo caracterização toxicológica. Constatou-se a 

diminuição da toxicidade do efluente e aumento na biomassa.  

Martínez-Ruiz e Martínez-Jerónimo (2018) relataram efeitos tóxicos do 

herbicida 2,4-D na cianobactéria Microcystis aeruginosa e na microalga verde 

Ankistrodesmus falcatus. A alga verde tolerou altas concentrações de herbicida e a 

cianobactéria teve sensibilidade. O crescimento da população com herbicida inibido, 

ativou os mecanismos com macromoléculas e produziu pigmentos fotossintéticos. Em 

A. falcatus, o 2,4-D aumentou a presença de armazenamento lipídico e a parede 

celular e a membrana foram afetadas.  

Machado e Soares (2019), avaliaram a toxicidade de metolacloro usando alga 

Pseudokirchneriella subcapitata e Dunaliella tertiolecta. A P. subcapitata apresentou 

maior sensibilidade ao poluente, indicada como fundamental em avaliações de 

ecotoxicidade de águas doces.   

Stone et al., (2019), investigou quatro espécies de microalga doce tropical 

(Chlorella sp. 12, Monoraphidium arcuatum, Nannochlorops sp. e Pediastrum duplex) 

num ensaio de toxicidade. Os herbicidas em estudo foram Atrazina e Imazapic, a fim 

de avaliar a sensibilidade do ensaio de toxicidade de múltiplas espécies. Este estudo 

foi o primeiro a desenvolver um teste de toxicidade multiespécies tropical de 

microalgas para aplicação em águas doces. Esta ferramenta mostra-se eficaz, 

podendo ser usada para gerar dados que irão auxiliar a tomada de decisão ambiental, 
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além de realizar avaliações de risco de contaminantes em ambientes de águas doce 

tropicais. 

 

4.2.4 Methodi Ordinatio 
 

O aumento do número de publicações científicas e periódicos ao longo dos 

anos se deve a dois principais fatores: novas tecnologias que possibilitam pesquisas 

e formas de investigar fatos cientificamente, o que auxilia no surgimento de novos 

estudos; necessidade de especialização e construção de conhecimentos 

(BHUPATIRAJU et al., 2012). Hoje, a muitas formas de encontrar informações, sobre 

os mais diversos assuntos, e por isso, é tarefa do estudante e pesquisador selecionar 

fontes e informações relevantes da pesquisa (SMALL; BOYACK; KLAVANS, 2014).  

A metodologia Methodi Ordinatio desenvolvida por Pagani, Kovaleski e 

Resende (2015), baseia-se no desenvolvimento de um método para selecionar, 

coletar, classificar e ler sistematicamente artigos científicos publicados em periódicos. 

Além disso, analisar três critérios para o ranqueamento dessas pesquisas: ano de 

publicação, número de citações e fator de impacto. O método é baseado na primeira 

parte pela metodologia ProKnow-C e a segunda parte foi realizada por meio de 

pesquisa na literatura para fundamentação dos critérios a fim de construir um portfólio. 

A metodologia de seleção de portfólio, Methodi Ordinatio emprega uma equação de 

classificação de documentos, o Index Ordinatio (InOrdinatio), conforme sua relevância 

científica. Baseia-se em nove fases, sendo as primeiras cinco uma adaptação para 

substituir os critérios do ProKnow-C do número de citações dos artigos para priorizar 

as publicações e ordenar de acordo com os três critérios. Esse método apresenta 

solução de classificação de documentos de forma eficaz (PAGANI; KOVALESKI; 

RESENDE, 2015). 

 

4.3 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 
 

 A metodologia Methodi Ordinatio (DE CAMPOS et al., 2018) foi utilizada 

para realizar uma revisão sistemática baseada em artigos de alto impacto para apoiar 

o campo de pesquisa. A sequência abaixo descreve nove fases da Methodi Ordinatio 

para atingir o objetivo do estudo: 

Fase 1: O significado da pesquisa: avaliar a ecotoxicidade de herbicidas em 
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microalgas (AEHM); 

Fase 2: Pesquisa preliminar com palavras-chave: usou-se a base de dados Web of 

Science (WoS), Science Direct e Scopus para pesquisar e revisar artigos de 2000 e 

2019. As palavras-chave e operadores booleanos foram determinados como 

(microalgae*) OU (cyanobacteria) E (herbicide OU pesticide) E (toxicity test* OU 

ecotoxicity test* OU toxicity assessment* OU ecotoxicity assessment*) com o campo 

tópico, que inclui título, resumo e palavras-chave. Foram encontrados 35.225 

resultados no Science Direct, 148 no Scopus e 31.641 no WoS. 

Fase 3: Definição de combinações de palavras-chave e banco de dados: De acordo 

com os resultados anteriores, as palavras-chave foram redefinidas para: A pesquisa 

foi composta de palavras usando operadores booleanos e símbolos curinga. A 

combinação final de palavras-chave foi definida como: (microalgae*) E (herbicide) E 

(ecotoxicity test*) OU (ecotoxicity assessment*). 

Fase 4: Pesquisa final no banco de dados: O período da pesquisa foi redefinido para 

os últimos dez anos (2010-2019), considerando apenas pesquisas mais recentes. Os 

resultados dos 3 bancos de dados foram exportados por formato BibText para análise 

posterior por ferramentas como gerenciador de referencias Mendeley e VOSviewer. 

Foram encontrados 12 resultados no Science Direct, 5 no Scopus e 142 no WoS.  

Fase 5: Processo de filtragem: A fase anterior resultou em grande número de estudos. 

Posteriormente, foi realizada uma filtragem para selecionar as publicações mais 

relevantes. Depois de eliminar duplicatas e trabalhos não categorizados como artigo, 

restaram 147. Após filtros de título e resumo, como haviam estudos que não estavam 

vinculados com os tópicos de interesse deste estudo, restaram 40 artigos e, portanto, 

restaram 84 estudos.  

Fase 6: Identificação do fator de impacto (FI), ano de publicação e citações: o ano de 

publicação foi extraído dos dois bancos de dados (Science Direct, Scopus e WoS). As 

citações foram extraídas do Google Acadêmico. Martín-Martín et al., (2018) 

evidenciaram que o Google Acadêmico encontra expressivamente mais citações do 

que Scopus e WoS em todos os campos de assunto. O fator de impacto foi alcançado 

a partir do Clarivate Analytics Journal Citation Reports (JCR) (ANALYTICS, 2019). 

Fase 7: Ordenação dos estudos usando o índice InOrdinatio: Após concluir as etapas 

de 1 a 6, uma planilha foi utilizada para aplicar o índice InOrdinatio desenvolvido por 

Pagani, Kovaleski e Resende (2015). Esse coeficiente considera o total de citações, 

o FI normalizado, um fator alfa (ꭤ) cujo valor é definido pelo pesquisador de 1 a 10 
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(onde quanto mais próximo de ꭤ é de 10, mais importante é que os documentos 

tenham sido publicados no ano atual), o ano de publicação e o ano atual da pesquisa 

para classificação dos documentos. Um ꭤ próximo de 1 resultou em carteiras com 

papeis clássicos. Se artigos recentes sao mais importante para o estudo, o valor de ꭤ 

deve ser próximo de 10. Este estudo testou a equação de InOrdinatio com ꭤ igual a 

5, 6, 8 e 10 e selecionou um ꭤ igual a 5 para fornecer um equilíbrio no tempo, não 

favorecendo recentes artigos publicados relevantes que apresentem citações.  

Fase 8: Localizando artigos completos: Artigos com um índice InOrdinatio superior a 

30 foram identificados como pesquisas de alto impacto nos últimos dez anos, 

resultado em 20 artigos para análise completa.  

Fase 9: Leitura e análise sistemática dos artigos. 

Para realizar a análise completa do portfólio final, foram consideradas 

algumas características, embora nem todos os artigos tenham abrangido todos os 

tópicos analisados. Além do ano de publicação, autores, revista, FI da revista e 

número de citações, as demais características observadas e avaliadas foram: assunto 

do artigo (sobre o que se tratava), testes de toxicidade relacionados, herbicidas 

estudados, microalgas utilizadas, países onde foi realizada a pesquisa, principais 

recomendações, conclusões e quaisquer outras observações feitas pelos autores.  

As visualizações da rede bibliométrica e o mapeamento de resultados 

específicos foram realizados usando o software VOSviewer (ECK; WALTMAN, 2020; 

VAN ECK; WALTMAN, 2010, 2018), uma ferramenta de análise de rede bibliométrica 

gratuita, selecionada por sua funcionalidade de visualização de rede de colaboração 

e mineração de texto. Os mapas foram criados com base em dados da rede, incluindo 

periódicos e publicações científicas, países, pesquisadores, palavras-chave, 

baseadas em redes de co-autoria, co-ocorrência e citação extraídas dos bancos de 

dados. No mapa de visualização de rede, os itens são indicados por um rótulo, um 

círculo e linhas. O rótulo e círculo grandes mostram os itens mais importantes. Quanto 

maior o círculo, maior a contribuição desse item e mais próximo e espesso o vínculo 

entre dois itens, maior o relacionamento. Resumidamente, o tamanho dos itens 

depende do peso do item. É determinado pela cor de um item ao qual o cluster 

pertence.  
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.4.1 Construção de um Portfólio Bibliográfico Sobre EAHM Usando o Methodi 

Ordinatio 

 

Bibliometria não pode medir diretamente artigos, mas é um indicador de 

qualidade, uma vez que fornece números de publicações em todo o mundo (como os 

países, maiores referências e maiores artigos citados). Os pesquisadores devem 

determinar a relevância de novos problemas para evoluir o conhecimento para a 

inovação em cada área. Este estudo apresentam os resultados fornecidos pelo 

conjunto final de 20 artigos (Tabela 12) considerados de alto impacto por todo o 

conjunto de critérios de exclusão e apoio pelo Methodi Ordinatio. 

O estudo mais relevante neste assunto, com base no índice InOrdinatio, foi 

publicada por Abbas et al. (ABBAS et al., 2018) no Journal of Science of The Total 

Environment. É uma revisão com base em avaliações de ecotoxicidade usando Vibrio 

fischeri. O alto índice de InOrdinatio de 153 alcançado é devido à associação de: uma 

pesquisa recente (publicado em 2018), uma alta FI do jornal (SE = 5,589) e um 

elevado número de citações deste estudo (113 citações). O jornal com maior número 

de publicações neste portfólio foi Science of The Total Environment, com 28,6% dos 

artigos, seguido de Ecotoxicology e Envronmental Safety com 14,3% das publicações. 

Considerando o índice InOrdinatio, os dez artigos mais relevantes no campo 

EAHM são a partir de 2018 ou 2019, o que confirma-o como um recente campo de 

investigação. Estes artigos também foram publicados em Revistas com alta FI, 2,635 

a 6,393. 
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Tabela 13 - Lista dos 20 artigos classificados por índice InOrdinatio 

Referência Jornal FI Citações InOrdinatio 

(ABBAS et al., 2018) 
Science of The Total 

Environment 
5.589 113 153 

(VILLAVERDE et al., 2018a) 
Science of The Total 

Environment 
5.589 17 57 

(MARTÍNEZ-RUIZ; 
MARTÍNEZ-JERÓNIMO, 

2018b) 

Science of The Total 
Environment 

5.589 9 49 

(SMYTHERS et al., 2019) Chemosphere 5.108 4 49 

(ZHAO et al., 2018) 
Ecotoxicology and 

Environmental Safety 
4.527 9 49 

(MACHADO; SOARES, 
2019c) 

Journal of Applied 
Phycology 

2.635 4 49 

(TUREMIS et al., 2018) 
Sensors and Actuators B: 

Chemical 
6.393 8 48 

(VIEGAS et al., 2019) 
Science of The Total 

Environment 
5.589 3 48 

(STONE et al., 2019a) Environmental Pollution 5.714 1 46 

(IUMMATO et al., 2019) 
Ecotoxicology and 

Environmental Safety 
4.527 1 46 

(ŠPOLJARIĆ MARONIĆ et 
al., 2018) 

Science of The Total 
Environment 

5.589 5 45 

(DU et al., 2017) 
Environmental Science and 

Pollution Research 
2.914 10 45 

(MIERZEJEWSKA; BARAN; 
URBANIAK, 2019) 

Bulletin of Environmental 
Contamination and 

Toxicology 
1.627 0 45 

(ESPERANZA et al., 2016) 
Science of The Total 

Environment 
5.589 14 44 

(IRIEL et al., 2014) 
Photochemistry and 

Photobiology 
2.338 20 40 

(PRADO et al., 2012) 
Ecotoxicology and 

Environmental Safety 
4.527 28 38 

(SILVA et al., 2015) Plos One 2.776 13 38 

(GE et al., 2014) Aquatic Toxicology 3.794 16 36 

(BALTAZAR et al., 2014) Aquatic Toxicology 3.794 12 32 

(EBENEZER; KI, 2013b) Journal of Microbiology 2.319 16 31 

 

Por fim, foi possível selecionar um número variável de papéis gerados pelo 

índice InOrdinatio gerado e com base no valor α, definido para compor o portfólio. A 

lista de 20 trabalhos apresentados nesta pesquisa não é uma proposta limitativa. O 

objetivo é apoiar estudos e propor o uso de uma metodologia multicritério como o 

InOrdinatio para obter um portfólio bibliográfico pertinente e relevante. A lista apoia os 
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pesquisadores em seus processos de pesquisa, durante a revisão sistemática da 

literatura, facilitando o trabalho. 

 

4.4.2 Análise bibliométrica de EAHM 
 

O tópico avaliação de ecotoxicidade de herbicidas utilizando microalgas é novo 

e busca desenvolvimento. De acordo, a Gráfico 2 mostra os 84 artigos obtidos na fase 

5 do Methodi Ordinatio, divididos por ano de publicação. Os resultados obtidos do 

portfólio final mostram a tendência de crescimento exponencial nesse campo de 

estudos. 2019 foi o ano com produção científica máxima (23,8%), dez vezes maior em 

comparação a 2010. Houve uma tendência de alta nas publicações nos últimos anos, 

principalmente desde 2016. Como não houve fase estacionária observada nas 

publicações, a maturidade em ainda não foi alcançado conhecimento, o que ressalta 

a importância desse assunto e a necessidade de mais estudos. 

 

Gráfico 2 - Número de publicações por ano obtidas na fase 5 da Methodi Ordinatio  

 

Fonte: Elaborado pela autora (2019) 

 

As palavras-chave são pontos importantes a serem considerados para uma 

publicação em artigo e a análise de co-palavras pode ser usada para identificar pontos 

de acesso e tópicos de pesquisa, além de monitorar as fronteiras de pesquisa de um 

determinado domínio do conhecimento (YU et al., 2017). A análise da repetição de 

palavras-chave e sua interconexão nos artigos publicados pode ser usada para 

verificar tendências de pesquisa em determinados campos da EAHM. O mapa de co-

ocorrência de texto foi construído por meio da ferramenta VOSviewer (Figura 34), 
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considerando 2 como número mínimo de ocorrências de palavras-chave. Das 209 

palavras-chave, 26 atingem o limite. As palavras-chave toxicity, herbicide, microalgae 

e atrazine foram as mais frequentes nos títulos e resumos desses artigos. Os 

herbicidas mais relacionados às microalgas foram atrazina, paraquat e triazina. Os 

termos em azul escuro (biodegradação, ecotoxicidade e toxicidade) estão sujeitos aos 

primeiros estudos de alto impacto, de acordo com os filtros aplicados neste estudo. 

Os termos em tons de amarelo e verde representam as abordagens mais recentes, 

aparecendo apenas nos últimos anos. Assim, pesquisas de alto impacto estão sendo 

realizadas na avaliação da ecotoxicidade dos herbicidas atrazina (IRIEL et al., 2014) 

(STONE et al., 2019), metolacloro (ŠPOLJARIĆ MARONIĆ et al., 2018) (MACHADO; 

SOARES, 2019), paraquat (PRADO et al., 2012) (BALTAZAR et al., 2014) e triazina 

(GE et al., 2014) (SILVA et al., 2015) usando microalgas. 

 

Figura 24 - Mapa bibliométrico construído pelo VOSviewer com base na co -
ocorrência da palavra-chave EAHM em uma linha do tempo e suas inter-relações  

 

 

 

A análise baseada na origem dos autores dessas publicações é essencial para 

entender a distribuição geográfica com os maiores índices de publicação sobre esse 

tema. O acoplamento bibliográfico entre os 17 países dos artigos é ilustrado no mapa 

de rede da Figura 35. Foram obtidos cinco grupos (cores). Espanha e Portugal 

aparecem como os países com mais publicações (4) e citações (49 e 22, 
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respectivamente), seguidos pela China. Os outros países têm apenas uma publicação 

no tema estudado. O Brasil está entre as maiores potências mundiais em commodities 

agrícolas e consome uma quantidade substancial de herbicidas para proteger as 

plantações. No entanto, não foram encontradas publicações originárias naquele país 

sobre esse assunto. 

Essa abordagem parece ser abordada globalmente, uma vez que alguns 

estudos são da Europa (Áustria, Croácia, República Tcheca, Inglaterra, Alemanha, 

Itália, Polônia, Portugal, Espanha), América (Argentina, México, EUA), Ásia (China, 

Paquistão, Qatar, Coréia do Sul) e Oceania (Austrália). No entanto, pode-se observar 

uma enorme contribuição da Europa para o desenvolvimento do tema, uma vez que 

mais de 70% dos 20 artigos são europeus. Também é necessário aumentar a relação 

entre pesquisa e publicação nesses e em outros países 

 

Figura 255 - Mapa bibliométrico das colaborações dos principais países com base 
no acoplamento bibliográfico nas publicações da EAHM  

 
Fonte: Elaborado pela autora (2019) 

 

Por fim, a Figura 36 mostra os autores que vêm realizando pesquisas sobre o 

tema e suas redes de colaboração. O cluster de publicação diferencia cada grupo de 

autores. Dos 99 autores, os maiores itens conectados consistiram em 9 da mesma 

publicação (ABBAS et al., 2018). De todos os autores identificados em pelo menos 1 

publicação, apenas 7 apresentam 2 publicações (Figura 34). Esse número reduzido 

de pesquisadores focados nessa área de estudo provavelmente se deve ao corpo de 

estudos especializados da literatura. Os principais achados de Silva, Moreira-Santos, 
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Ribeiro e Viegas concentram-se na ecotoxicidade da terbutilazina em Arthrobacter 

aurescens (Viegas et al., 2019) (SILVA et al., 2015). As publicações de Rioboo, Herrero 

e Cid preocupam-se com o uso das microalgas Chlamydomonas moewusii como 

modelo para estudos ecotoxicológicos de atrazina (ESPERANZA et al., 2016; PRADO 

et al., 2012). Estes últimos também são os autores com mais citações (32). Nenhuma 

extensa rede de colaboração de autores foi observada. Esse comportamento mostra 

falta de interconexão entre os grupos de pesquisadores que trabalham com o tema, 

em todo o mundo. 

 

Figura 266 - Mapa bibliométrico de co-autoria baseado em publicações da EAHM  

 

Fonte: Elaborado pela autora (2019) 

 

Este estudo também analisou quais periódicos os pesquisadores mais usam 

para publicar seus trabalhos. Os diários mais influentes nesse campo são mostrados 

na Figura 37, feitos a partir das citações do portfólio. Os 20 documentos foram 

publicados em 12 periódicos. A revista que mais publicou artigos de alto impacto sobre 

esse tópico de pesquisa é a Science of The Total Environment (6 documentos e 161 

citações) representada pelo maior círculo vermelho, seguida por Ecotoxicology e 

Environmental Safety (3 documentos e 38 citações) e Aquatic Toxicology (2 

documentos e 28 citações). Esses resultados confirmam a importância desses 

periódicos, por serem a opção preferida de publicação das pesquisas. 

Também podemos observar claramente dois aglomerados, centralizados em 

Ecotoxicology e Environmental Safety (verde) e Science of The Total Environment 
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(vermelho), que mostra a rede de publicações e citações desses periódicos (Figura 

37A) 

 

Figura 277 - Mapa bibliométrico baseado na citação dos principais periódicos das 
publicações da EAHM: (A) mapa bibliométrico baseado no FI; (B) ano médio das 
publicações da EAHM dos principais periódicos  

 
 

Fonte: Elaborado pela autora (2019) 
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Comparando o FI dos periódicos e o ano das publicações, os mesmos 

agrupamentos da Figura 37A são observados na Figura 37B. De acordo com a 

classificação dos periódicos, realizada pela Clarivate Analytics no JCR do ano de 

2019, (ANALYTICS, 2019) a Science of The Total Environment aparece com um FI de 

5,589 pontos, o Chemosphere apresenta 5,108 e Ecotoxicology e Environmental 

Safety, 4,527 pontos . Esses periódicos apresentam uma publicação média no ano de 

2017, 2019 e 2016, respectivamente, enfatizando as publicações recentes sobre o 

campo na EAHM por esses periódicos. Esses três periódicos também aparecem nos 

cinco principais artigos do ranking, apresentados na Tabela 12 pelo índice InOrdinatio, 

o que confirma a importância da Ordenação da Metodologia para construir um portfólio 

bibliográfico com base em estudos relevantes. O FI é um dos 5 princípios que Methodi 

Ordinatio usa para classificar os trabalhos, mas tem um baixo peso no índice 

InOrdinatio. Os pesquisadores preferem publicar em um periódico com alto FI como 

garantia de visibilidade dos estudos e seriedade no processo de investigação. A 

análise das informações bibliométricas fornece o suporte para decidir as melhores 

opções para divulgar os resultados do trabalho de pesquisa. 

 

4.4.3 Destaques de Revisão: Quais os Estudos de Alto Impacto Sobre EAHM 

 

Houve poucos esforços para avaliar a vulnerabilidade relativa das microalgas 

ao estresse tóxico em relação à de outros organismos aquáticos. As espécies de 

microalgas respondem amplamente de maneira diferente aos agroquímicos, conforme 

relatado abaixo. Poucos relatórios foram publicados comparando a toxicidade de 

herbicidas em relação a vários organismos-teste (EBENEZER; KI, 2014; FAIRCHILD; 

RUESSLER; CARLSON, 1998; GE et al., 2014; KYRIAKOPOULOU; 

ANASTASIADOU; MACHERA, 2009; MARTÍNEZ-RUIZ; MARTÍNEZ-JERÓNIMO, 

2018). Relativamente poucos relatórios foram envolvidos com resposta diferencial de 

várias espécies de algas a herbicidas (BI et al., 2018; EBENEZER; KI, 2013a; MA et 

al., 2002; MACHADO; SOARES, 2019; STONE et al., 2019). A Tabela 14 destaca 

algumas microalgas usadas como organismo de teste na avaliação de ecotoxicidade 

de herbicidas. 

 

  



110 
 

Tabela 14 - Avaliação de ecotoxicidade de vários herbicidas utilizando espécies de microalgas 

Organismo teste Tóxico EC50 Referência 

Ankistrodesmus 
falcatus 

2,4-D 1353800 µg L-1 
(MARTÍNEZ-RUIZ; 

MARTÍNEZ-
JERÓNIMO, 2018) 

Chlamydomonas 
reinhardtii 

Atrazine 0,231 μM 
(ESPERANZA et al., 

2016) 

Chlorella sp. 12 Atrazine 
NC 

 
(STONE et al., 2019) 

Monoraphidium 
arcuatum 

 
160 µg L-1 

 
 

Nannochloropsis-like 
sp. 

 
800 µg L-1 

 
 

Pediastrum duplex  50 µg L-1  

Chlorella sp. 12 Imazapic ND  

Monoraphidium 
arcuatum 

 >1100 µg L-1  

Nannochloropsis-like 
sp. 

 >1100 µg L-1  

Pediastrum duplex  >1100 µg L-1  

Selenastrum 
capricornutum, 

Atrazine, metribuzin, 
alachlor, metolachlor 

117 µg L-1 

43 µg L-1 

10 µg L-1 

84 µg L-1 

(FAIRCHILD; 
RUESSLER; 

CARLSON, 1998) 

Chlorella vulgaris  
Atrazine, metribuzin, 
alachlor, metolachlor 

94 µg L-1 

31 µg L-1 

26 µg L-1 

203 µg L-1 

 

Chlamydomonas 
reinhardi, 

Atrazine, metribuzin, 
alachlor, metolachlor 

176 µg L-1 

23 µg L-1 

460 µg L-1 

1138 µg L-1 

 

Scenedesmus 
quadricauda, 

 

Atrazine, metribuzin, 
alachlor, metolachlor 

169 µg L-1 

152 µg L-1 

1328 µg L-1 

>3000 µg L-1 

 

Microcystis sp., 

 

Atrazine, metribuzin, 
alachlor, metolachlor 

90 µg L-1 

100 µg L-1 

>3000 µg L-1 

>3000 µg L-1 

 

Anabaena flosque 
Atrazine, metribuzin, 
alachlor, metolachlor 

>3000 µg L-1 

>3000 µg L-1 

>3000 µg L-1 

>3000 µg L-1 

 

Selenastrum 
capricornutum 

Atrazine, butachlor, 
halosulfuron-methyl, 

mesotrione 

76 µg L-1 

110 µg L-1 

6,5 µg L-1 

3620 µg L-1 

(ZHAO et al., 2018) 
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Selenastrum 
capricornutum 

Atrazine, diuron, 
fenuron, 

monolinuron, 
monuron, prometon, 
prometryn, simetryn 

6,68 mol L-1 

7,72 mol L-1 

7,80 mol L-1 

7,33 mol L-1 

6,30 mol L-1 

6,03 mol L-1 

7,18 mol L-1 

7,42 mol L-1 

(GE et al., 2014) 

Chlorella kessleri Glyphosate 55620 µg.L-1 
(Romero et al., 

2011) 

Scenedesmus 
vacuolatus 

Glyphosate 4900 µg.L-1 
(IUMMATO et al., 

2019) 

Dunaliella tertiolecta, 

Pseudokirchneriella 
subcapitata 

Metolachlor 
11,3x103 µg.L-1 

118 µg.L-1 

(MACHADO; 
SOARES, 2019c) 

Parachlorella kessleri Metolachlor 1090 µg L-1 
(ŠPOLJARIĆ 

MARONIĆ et al., 
2018). 

Scenedesmus 
vacuolatus 

Metolachlor 598 µg L-1 

(VALLOTTON et al., 
2008) 

 

Tetraselmis suecica, 

Ditylum brightwellii, 
Prorocentrum minimum 

Metolachlor 

1,3 µg.L-1 

25 µg.L-1 

45 µg.L-1 

(EBENEZER; KI, 
2013) 

Chlamydomonas 
moewusii 

Paraquat ND 
(PRADO et al., 

2012) 

Chlorella vulgaris  Paraquat 525,483 µg L-1 
(BALTAZAR et al., 

2014) 

Chlorella vulgaris  Poast ND 
(SMYTHERS et al., 

2019) 

Nannochloris oculata 

Sethoxydim, 
cyhalofop, 

Bensulfuron-methyl, 
Simazine, Diuron, 

Diquat, 
Carfentrazone-ethyl, 

Fluridone, 
Mesotrione, 
Clomazone, 
Glyphosate, 
Glufosinate, 
Glufosinate, 

Pendimethalin, S-
metolachlor, 
Isoxaben, 

Dichlobenil, 
Dinoterb, 

Thiobencarb, 
Ethofumesate, 2,4-D 

ND 

 
(DENG et al., 2015) 

NC: não calculado; ND: não determinado 

 

Dunaliella tertiolecta é capaz de crescer em condições extremas de salinidade 

e não possui parede celular rígida (BOROWITZKA; SIVA, 2007), facilitando a 
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passagem de poluentes para a célula, sendo uma alternativa interessante na 

avaliação da toxicidade de compostos presentes em águas marinhas (MANZO et al., 

2013). Pseudokirchneriella subcapitata, comum em águas doces, é facilmente 

cultivada em condições de laboratório, é bastante sensível a uma grande variedade 

de substâncias tóxicas (CHO et al., 2009) (TSOLCHA et al., 2016) e é um organismo 

de teste sugerido pelos métodos padrão dos EUA (US-EPA, 2012) e União Européia 

(OCDE, 2011). 

Abbas et al. (2018) destacaram que o bioensaio de inibição da 

bioluminescência de Vibrio fischeri pelo ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foi 

validado para fornecer sensibilidade equivalente ou até alta, em comparação com os 

bioensaios de referência envolvendo algas, peixes e crustáceos. Ankistrodesmus 

falcatus é uma microalga clorofítica representativa, comparativamente grande, com 

uma forma acicular característica, que permite uma determinação mais fácil de alguns 

de seus efeitos morfológicos tóxicos. Esse fitoplâncton foi utilizado para estudos de 

toxicidade  (MARTÍNEZ-RUIZ; MARTÍNEZ-JERÓNIMO, 2015) e também foi proposto 

para a produção de biocombustíveis (GEORGE et al., 2014). Martínez-Ruiz e 

Martínez-Jerónimo ( 2018) relataram os efeitos tóxicos do 2,4-D nas cianobactérias 

Microcystis aeruginosa e na microalga Ankistrodesmus falcatus. Ankistrodesmus 

falcatus foi tolerante a altas quantidades de 2,4-D, uma vez que as cianobactérias 

apresentaram maior sensibilidade comparável a outros fitoplânctons. O herbicida 

inibiu o crescimento populacional, ativou os mecanismos relacionados à produção de 

macromoléculas e pigmentos fotossintéticos e alterou a resposta enzimática 

antioxidante. Em A. falcatus, o 2,4-D aumentou a presença de armazenamento 

lipídico, afetou a parede e membrana celular e produziu deformação celular. 

Selenastrum capricornutum é uma alga comum no teste de produtos químicos 

perigosos na água (CHO et al., 2007; GAO; TAM, 2011). Zhao et al. (2018) relataram 

toxicidade individual e combinada de quatro herbicidas (halossulfurão-metil, 

mesotriona, atrazina e butacloro) na microalga S. capricornutum fácil de cultivar 

usando a equação isobologram como índice de combinação. As misturas de 

halossulfurão-metil mais mesotriona e butacloro mais halossulfurão-metil mais 

mesotriona apresentaram resposta de sinergismo em S. capricornutum. A toxicidade 

gerada pelas misturas dos herbicidas pode causar sérios danos às microalgas nos 

ecossistemas aquáticos. 

Mas não é elucidado como o sinergismo afeta espécies não-alvo em 
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ambientes aquáticos. A equação de isobologram pode ser um dispositivo útil para a 

determinação da toxicidade de herbicida em ambiente aquático. Alterações na 

fotossíntese também foram encontradas em células de C. reinhardtii expostas à 

atrazina, afetando os estados bioquímicos e fisiológicos das células da microalga 

(ESPERANZA et al., 2016). Fairchild, Ruessler e Carlson (1998) estudaram a 

sensibilidade de 6 espécies de algas (Selenastrum capricornutum, Chlorella vulgaris , 

Chlamydomonas reinhardi, Scenedesmus quadricauda, Microcystis sp. E Anabaena 

flosque) e 5 espécies de macrófitas aquáticas a 4 herbicidas comumente usados 

(alachlor, atrazina, metolacloro e metribuzina). As sensibilidades das algas aos 

herbicidas diminuíram na seguinte ordem: Selenastrum capricornutum> Chlorella 

vulgaris > Chlamydomonas reinhardi> Microcystis sp. > Scenedesmus quadricauda> 

Anabaena flosque. No entanto, os resultados mostraram que nenhuma espécie era 

consistentemente sensível e que planta aquática pode ser necessária para obter uma 

avaliação precisa dos riscos desses herbicidas. 

Existem poucos estudos publicados de sensibilidades de algas à atrazina e 

ao imazapic que fazem uso de testes multiespécies, baixas densidades celulares 

iniciais, concentrações medidas de herbicidas, água mole baixa em nutrientes e o 

ponto final da taxa de crescimento populacional. A necessidade de informações 

ambientalmente relevantes mais confiáveis sobre a toxicidade de herbicidas foi 

destacada em uma revisão realizada por Pesce et al. (2011) (2011). Esta revisão 

resumiu vários estudos de mesocosmo e biofilme que investigaram mudanças nas 

comunidades aquáticas, incluindo diatomáceas perifíton, fitoplâncton e bentônica, 

após exposição a herbicidas (individualmente ou como misturas de herbicidas). Os 

estudos in situ e de mesocosmo com comunidades de microalgas podem ser 

demorados e caros, mas o teste de várias espécies desenvolvido fornece uma 

alternativa confiável em tempo e custo-benefício para avaliar a toxicidade de 

herbicidas para o fitoplâncton em mesocosmos. Stone et al. (2019) investigaram 4 

espécies de microalgas (Pediastrum duplex, Nannochloropsis sp., Monoraphidium 

arcuatum e Chlorella sp. 12) em testes de toxicidade multiespécies com base na taxa 

de divisão celular. Dois herbicidas com diferentes modos de ação (atrazina e 

imazápico) foram utilizados para realizar a sensibilidade do teste de toxicidade. A 

atrazina (um inibidor da PSII) foi mais tóxica para todas as espécies do que a 

imazápica (um inibidor da ALS). Este foi o primeiro estudo que desenvolveu uma 

ferramenta eficaz em termos de tempo e custo para o teste de toxicidade por 
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microalgas de várias espécies. Algumas pesquisas têm chamado a atenção para a 

toxicidade combinada de herbicidas (como atrazina + diuron em algas) em organismos 

não-alvo (GE et al., 2014). No entanto, para conhecimento, a toxicidade combinada 

dos herbicidas em microalgas é desconhecida. Assim, é essencial entender a 

toxicidade das misturas de herbicidas ao avaliar o risco potencial para os organismos 

aquáticos. 

Iummato et al. ( 2019) avaliaram o estresse oxidativo e a morfologia da 

microalga Scenedesmus exposto ao glifosato. A exposição ao glifosato resultou em 

células maiores com maior tamanho de vacúolo, parede celular mais espessa e 

modificação no empilhamento de tilacóides. Estudos anteriores relataram várias 

alterações nas microalgas quando expostas ao glifosato: diminuição do teor de 

clorofila, inibição do crescimento celular, aumento dos vacúolos celulares, tamanho 

da célula e teor de proteínas (ROMERO; RÍOS DE MOLINA; JUÁREZ, 2011; 

SMEDBOL et al., 2018). Além disso, tem sido sugerido que o glifosato pode induzir 

estresse oxidativo em Chlorella kessleri (ROMERO; RÍOS DE MOLINA; JUÁREZ, 

2011). Scenedesmus vacuolatus (anteriormente Chlorella fusca var. Vacuolata) está 

presente no fitoplâncton de vários ambientes de água doce. O S-metolacloro afetou 

essa microalga modificando o conteúdo de fotossíntese, taxa de crescimento, proteína 

e clorofila e aumentando as defesas antioxidantes e a peroxidação lipídica 

(VALLOTTON et al., 2008). Machado e Soares ( 2019) avaliaram a toxicidade do 

metolacloro em Pseudokirchneriella subcapitata (alga de água doce) e Dunaliella 

tertiolecta (alga marinha). P. subcapitata apresenta maior sensibilidade ao poluente, o 

que indica o valor dessa alga em testes de ecotoxicidade em águas doces. Também 

é relatado que o S-metolacloro induz estresse oxidativo em Parachlorella kessleri 

(ŠPOLJARIĆ MARONIĆ et al., 2018). Ebenezer e Ki ( 2013) quantificaram os efeitos 

tóxicos do metolacloro em 3 microalgas marinhas (Tetraselmis suecica, Ditylum 

brightwellii e Prorocentrum minimum). O Prorocentrum minimum foi o organismo mais 

sensível quando exposto ao metolacloro, sendo sugerido como um organismo modelo 

em potencial para testes de ecotoxicidade em ambientes marinhos. 

Prado et al. (2012) estudaram o sistema integrado de citometria de fluxo como 

técnica e Chlamydomonas moewusii como modelo de organismo para testes 

ecotoxicológicos, buscando biomarcadores sensíveis da citotoxicidade de 

contaminantes em corpos aquáticos. O Paraquat despolariza a membrana celular, 

aumenta o pH e a quantidade intracelular de cálcio. Esses efeitos podem estar ligados 
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ao estresse oxidativo induzido pelo Paraquat, devido ao aumento significativo dos 

níveis intracelulares de substâncias reativas de oxigênio observadas em culturas 

expostas a este herbicida. Baltazar et al. ( 2014)(2014) avaliam a toxicidade do 

Paraquat em comparação com o Paraquat contendo acetilsalicilato de lisina na 

formulação, utilizando C. vulgaris  como organismo de teste. A formulação com 

Paraquat mais acetilsalicilato de lisina reduziu a toxicidade para C. vulgaris. Os 

herbicidas podem causar danos graves a organismos não-alvo, como microalgas, e a 

previsão de interações bióticas indesejadas ainda é um desafio.  

Ge et al. (2014) investigaram os efeitos dos herbicidas triazina (atrazina, 

prometrina, prometina e simetrina) e fenilureia (diuron, fenuron, monolinuron e 

monuron), os cinco principais herbicidas utilizados na China em 2013 nas microalgas 

Selenastrum capricornutum e na bactéria Photobacterium phosphoreum. Este estudo 

propôs sugestões para composições de mistura de herbicidas para maximizar a 

atividade herbicida e minimizar o efeito de toxicidade. 

Os efeitos de 22 herbicidas (relacionados na Tabela 13), representando 14 

modos de ação, foram estudados em Nannochloris oculata e o crescimento e o 

conteúdo lipídico total foram examinados (DENG et al., 2015). O diuron (um inibidor 

do fotossistema II) foi o composto tóxico que mais afetou o crescimento de algas. 

Quando expostos ao metolacloro, Nannochloris oculata também apresenta vários 

efeitos, como inibição do crescimento e da fotossíntese. Diquat em alta concentração 

reduziu significativamente o crescimento de algas e o conteúdo lipídico. O Sethoxydim 

em baixas concentrações não foi tóxico para a alga, mas diminuiu significativamente 

o conteúdo lipídico. Smythers et al. (2019) caracterizaram as reações de Poast (um 

herbicida que contém Sethoxydim) em C. vulgaris, um organismo unicelular de água 

doce não-alvo e espécies predominantes da comunidade fitoplanctônica. Os autores 

observaram que Poast fragmentou a membrana celular e danificou o aparelho 

fotossintético. 

Antes da linha do tempo deste estudo (2010-2019), o ensaio Microtox® 

comparou a toxicidade de herbicidas (pendimetalina e S-metolacloro mais 

terbuthilazina) e fungicidas (tirame e tiofanato metílico) em 4 espécies marinhas: a 

bactéria Vibrio fischeri, a alga verde Nannochloropsis occulata, o crustáceo Artemia 

fransiscana e o rotífero marinho Brachionus plicatilis (KYRIAKOPOULOU; 

ANASTASIADOU; MACHERA, 2009). Os resultados indicam que existem diferenças 

substanciais na sensibilidade entre as espécies quando expostas às mesmas 
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formulações. A alga verde marinha unicelular Nannochloropsis occulata foi a mais 

sensível dos organismos testados. A toxicidade de 12 pesticidas em diferentes 

espécies de algas foi examinada para Chlorella pyrenoidosa e Scenedesmus obliqnus. 

O benomil apresentou maior toxicidade aguda para C. pyrenoidosa e S. obliqnus. 

Dentre os outros pesticidas houveram respostas diferentes para as duas espécies de 

algas e a sensibilidade variou também (MA et al., 2002). Sinclair e Boxall (2003) 

empregaram diferentes abordagens para prever a ecotoxicidade aguda aquática em 

peixes, nafnídeos e algas de 485 produtos de degradação de 60 pesticidas. A 

pesquisa demonstrou que uma proporção significativa de produtos de degradação 

(30%) era mais tóxica que o composto original. Harrington et al. (2005) relataram que 

a combinação de diuron e sedimentação poderia danificar o fotossistema microalgal 

II. O metolacloro inibiu o crescimento de Scenedesmus acutus devido à sua correlação 

com o efeito desse composto na síntese de ácidos graxos (COUDERCHET; 

SCHMALFUSS; BOGER, 1998). 

Alguns estudos relacionaram o efeito de herbicidas no metabolismo das 

microalgas. Park et al. ( 2017) relataram que os fotossistemas de algas e o transporte 

de elétrons foram danificados quando expostos a herbicidas. O butacloro inibe 

enzimas como elongases, responsáveis pelo alongamento de ácidos graxos de cadeia 

longa e enzimas de ciclização de geranilgernayl  (GÖTZ; BÖGER, 2004). A mesotriona 

inibe a enzima 4-hidroxi-fenilpiruvato dioxigenase (HPPD), um constituinte da via 

bioquímica que modifica a tirosina em plastoquinona e α-tocoferol (SUTTON et al., 

2002). O halossulfurão-metil é um herbicida sulfonilureia que inibe as ações das 

enzimas acetolactato sintase (ALS), interrompendo o crescimento das plantas 

daninhas (DUBELMAN et al., 1997). Houve uma pesquisa limitada sobre a toxicidade 

do Halosulfuron-metil em microalgas. Como as microalgas e as cianobactérias têm 

algumas semelhanças, como em termos de produção de biocombustíveis, as 

microalgas são usadas para indicar os dois microorganismos em alguns estudos, 

como (NGUYEN; LINH; HANOI, 2016). O fenoxaprop-p-etil foi estudado quanto à 

ecotoxicidade em duas cianobactérias, Microcystis aeruginosa e Microcystis viridis e 

os resultados mostraram que o herbicida bloqueou a síntese de proteínas e clorofila a 

nas duas cianobactérias, portanto, inibiu seu crescimento (DU et al., 2017). 

Alguns artigos do portfólio usaram softwares diferentes para determinar 

alguns parâmetros. Esperanza et al. ( 2016) utilizaram o programa de computador 

CompuSyn para calcular o valor de EC50, com base nos dados da taxa de 
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crescimento de Chlamydomonas reinhardtii. O mesmo programa foi utilizado por Zhao 

et al. (2018). Este programa de computador pode determinar a resposta da 

concentração, o valor do CI e o gráfico fa-CI representado pelo censo de IC e 

influenciado por uma concentração. Machado e Soares (2019) utilizaram o software 

TOXCALC (Tidepool Scientific Software) para calcular o EC pela interpolação linear. 

Villaverde et al. (2018) estima endpoints para o herbicida clethodim e seus 

fotoprodutos, empregando o Toxicity Estimation Software Tool (T.E.S.T.) v. 4.2.1. TEST 

foi usado para determinar propriedades físico-químicas adicionais (isto é, densidade, 

viscosidade, ponto de inflamação, tensão superficial e condutividade térmica) e pontos 

finais de ecotoxicidade. 

As realizações deste estudo mostram o maior herbicida estudado em testes 

de ecotoxicidade usando várias microalgas, e podem fornecer uma base científica 

inestimável para o risco potencial previsto exato de herbicida para microalgas. Além 

de considerar não apenas a dose segura de produtos químicos únicos em algas, mas 

em organismos aquáticos, e também em sua combinação. 

 

4.5 CONCLUSÃO 
 

Esse estudo forneceu um esboço abrangente dos testes de ecotoxicidade de 

herbicidas em microalgas por meio do método bibliométrico, que esclareceu a 

tendência emergente. O ranking dos vinte artigos mais relevantes foi identificado e 

avaliado por meio do Methodi Ordinatio, demonstrando os benefícios atuais de iniciar 

novas pesquisas e reduzindo o intervalo de tempo para compor um portfólio 

bibliográfico. Deste portfólio, algumas conclusões podem ser tiradas. As pesquisas 

nesse campo avançaram nos últimos anos e ainda estão em desenvolvimento. 

Science of the Total Environment é a fonte mais publicada e provavelmente a melhor 

fonte para os cientistas disseminarem trabalhos sobre o assunto estudado. As 

palavras-chave, análise de co-ocorrência e agrupamentos apontam na mesma direção 

e apesquisa em testes de ecotoxicidade está notavelmente associada a herbicidas 

como atrazina paraquat e triazina.  

Atualmente, vários testes de toxicidade por microalgas foram realizados 

usando uma única espécie de microalgas exposta a um único contaminante sob 

condições controladas de laboratório. Portanto, pesquisas futuras provavelmente 

devem se concentrar no desenvolvimento, otimização e validação da avaliação de 
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toxicidade por microalgas multiespécies para uma ampla gama de herbicidas. 

Acredita-se que este estudo traga uma contribuição razoável para o tópico abordado 

da literatura, uma vez que, na medida do nosso conhecimento, não foram encontrados 

estudos investigando a abordagem conjunta dos tópicos de interesse deste estudo, 

como no presente artigo.  
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5 CONCLUSÕES GERAIS 
 

 O estudo com microalgas cultivadas com resíduo agroindustrial e tolerante a 

herbicidas, realizado a partir de: pesquisa cienciométrica, experimentalmente e com o 

ranqueamento de estudos com o Methodi Ordinatio, possibilitou conhecer ainda mais 

esse mundo rico em sustentabilidade e aplicação biotecnológica.  

A cienciometria permitiu analisar as tendências de publicações científicas, 

lacunas e vieses, nos estudos de publicações com resíduos usados como substratos 

no cultivo de microalgas. Houve uma tendência de crescimento de publicações na 

área e os dois principais campos de pesquisa são: “Biotecnologia aplicada a 

Microbiologia” e “Combustíveis Energéticos”. O estudo indicou a importância de 

reutilizar um subproduto como matéria-prima para gerar um novo de valor agregado, 

o qual possui impacto econômico e socioambiental. 

Com os experimentos realizados no cultivo de microalga, notou-se um bom 

desenvolvimento da cepa C. vulgaris IPR-7117 no PSP20. Com os herbicidas, o cultivo 

obteve menores concentrações celulares e conteúdo lipídico. Para os testes de 

ecotoxicidade com a Artemia salina e Lactuca sativa, alcançou índices de mortalidade 

altos no caso da Artemia e pouco índice de germinação para a Lactuca, indicando a 

alta toxicidade do meio com os herbicidas. Para trabalhos futuros, com a biomassa 

tolerante a herbicidas pode-se produzir um biofertilizante. 

 Para o último estudo sobre ecotoxicidade de herbicidas em microalgas 

pelo método bibliométrico, obteve-se o ranqueamento de 20 artigos por meio do 

Methodi Ordinatio. As pesquisas na área tiveram um avanço nos últimos anos e estão 

ainda em desenvolvimento, indicando a importância de pesquisas no 

desenvolvimento, otimização e validação dos métodos de avaliação de toxicidade por 

microalgas para ampla gama de herbicidas.  
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