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RESUMO

O cultivo de microalgas em aguas residudrias tem sido amplamente investigado devido a
capacidade desses microrganismos de utilizar fontes alternativas de nutrientes e aguas salinas
ou residuais, reduzindo a demanda por dgua doce e insumos agricolas. Além disso, esse cultivo
possibilita a produc¢ao de biomassa rica em compostos de interesse, como proteinas, lipidios e
carboidratos. Entretanto, os custos associados ao uso de dgua doce e nutrientes convencionais
ainda limitam sua aplicagdo em larga escala. Nesse contexto, este trabalho avaliou o cultivo da
microalga Chlorella fusca LEB 111 utilizando ureia como fonte alternativa de nitrogénio e
concentrado de dessalinizacao (CD) como substituto parcial ou total da agua doce no meio de
cultivo, visando a produ¢do de biomassa e a caracterizacdo de sua composi¢ao bioquimica. Os
experimentos foram conduzidos em duas etapas: na primeira, avaliou-se o efeito de diferentes
concentragdes de ureia (25%, 50%, 75% e 100% em relagdo ao nitrogénio fornecido pelo
NaNO3 do meio BG-11); na segunda, a condi¢gdo de melhor desempenho foi utilizada para
avaliar diferentes proporgdes de CD (25%, 50%, 75% e 100%). Os cultivos foram conduzidos
por 20 dias na etapa com ureia e 15 dias na etapa com CD, sendo avaliados crescimento,
eficiéncia fotoquimica méaxima (Fv/Fm) e composi¢ao bioquimica da biomassa. Na etapa com
ureia, o tratamento com 50% apresentou o melhor desempenho, atingindo concentragdao
méxima de biomassa de 1,7 g L! e produtividade maxima de 90,5 mg L d-!. Os teores de
lipidios variaram entre 27,54% e 31,59%, sem diferengas significativas entre os tratamentos,
enquanto os carboidratos variaram entre 20,27% e 36,02%, com maior acimulo no tratamento
com 50% de ureia. Os teores de proteinas variaram de 26,34% a 46,24%, sendo superiores nos
tratamentos com 50%, 75% e 100% de ureia em relagdo ao controle. Na etapa com CD, as
maiores concentragdes de biomassa foram observadas nos tratamentos com 25% e 50%,
atingindo até 1,2 g L!, enquanto proporg¢des superiores reduziram o crescimento celular. Os
lipidios variaram entre 12,52% e 15,58%, sem diferencas significativas, enquanto os
carboidratos variaram entre 20,81% e 31,22%, com maior acaimulo em 50% de CD. A maior
concentracdo de proteinas foi observada em 100% de CD (50,15%). De modo geral, a
substituicdo parcial da agua doce por CD, especialmente nas proporgdes de 25% e 50%,
permitiu manter o crescimento e a qualidade bioquimica da biomassa em niveis comparaveis
ao meio convencional, evidenciando o potencial desse residuo como alternativa sustentavel
para o cultivo de microalgas.

Palavras-chave: Biomassa microalgal. Composi¢dao bioquimica. Salinidade. Fonte alternativa
de nitrogénio. Reutiliza¢do de 4gua.



ABSTRACT

CULTIVATION OF CHLORELLA FUSCA LEB 111 IN A UREA-BASED MEDIUM AND
DESALINATION CONCENTRATE: EVALUATION OF BIOMASS GROWTH AND
BIOCHEMICAL COMPOSITION

Microalgae cultivation in wastewater has been widely investigated due to the ability of these
microorganisms to utilize alternative nutrient sources as well as saline or residual waters,
thereby reducing the demand for freshwater and agricultural inputs. In addition, this approach
enables the production of biomass rich in compounds of interest, such as proteins, lipids, and
carbohydrates. However, the costs associated with freshwater use and conventional nutrients
still limit large-scale application. In this context, the present study evaluated the cultivation of
Chlorella fusca LEB 111 using urea as an alternative nitrogen source and desalination
concentrate (DC) as a partial or total substitute for freshwater in the culture medium, aiming at
biomass production and biochemical composition characterization. The experiments were
conducted in two stages: in the first stage, the effect of different urea concentrations (25%, 50%,
75%, and 100% relative to the nitrogen supplied by NaNOs; in the BG-11 medium) was
evaluated; in the second stage, the condition with the best performance was selected to assess
different proportions of DC (25%, 50%, 75%, and 100%). Cultivations were carried out for 20
days during the urea stage and 15 days during the DC stage, and growth, maximum
photochemical efficiency (Fv/Fm), and biomass biochemical composition were evaluated.
During the urea stage, the 50% treatment showed the best performance, reaching a maximum
biomass concentration of 1.7 g L' and a maximum productivity of 90.5 mg L' d"!. Lipid
contents ranged from 27.54% to 31.59%, with no significant differences among treatments,
whereas carbohydrate contents ranged from 20.27% to 36.02%, with the highest accumulation
observed in the 50% urea treatment. Protein contents ranged from 26.34% to 46.24%, with
significantly higher values in the 50%, 75%, and 100% urea treatments compared to the control.
During the DC stage, the highest biomass concentrations were observed in the 25% and 50%
treatments, reaching up to 1.2 g L', whereas higher proportions reduced cell growth. Lipid
contents ranged from 12.52% to 15.58%, with no significant differences, while carbohydrate
contents ranged from 20.81% to 31.22%, with the highest accumulation observed at 50% DC.
The highest protein concentration was observed in the 100% DC treatment (50.15%). Overall,
the partial replacement of freshwater with DC, particularly at proportions of 25% and 50%,
maintained biomass growth and biochemical quality at levels comparable to those obtained in
the conventional medium, highlighting the potential of this residue as a sustainable alternative
for microalgae cultivation.

Keywords: Microalgal biomass. Biochemical composition. Salinity. Alternative nitrogen
source. Water reuse.
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1 INTRODUCAO

Apesar do elevado potencial das microalgas para a produgao de biomassa e compostos
de interesse, como lipidios, proteinas e carboidratos, os custos associados ao cultivo ainda
limitam sua aplicacdo em larga escala, especialmente devido a elevada demanda por dgua doce,
nutrientes convencionais € etapas operacionais intensivas. Nesse contexto, estratégias que
utilizam aguas residuarias e fontes alternativas de nutrientes tém sido amplamente investigadas,
visando reduzir custos de produgdo, recuperar nutrientes ¢ aumentar a sustentabilidade do
processo sem comprometer a produtividade da biomassa e a obtencao de compostos de interesse
industrial, incluindo moléculas derivadas de maior valor agregado, como acidos graxos poli-
insaturados, peptideos bioativos e polissacarideos extracelulares. Além disso, a capacidade das
microalgas de crescer em diferentes condi¢des de cultivo, incluindo matrizes residudrias e
ambientes ndo agricolas, favorece sua aplicagdo em sistemas integrados voltados a producao de
biomassa e ao reaproveitamento de recursos (Novoveska et al., 2023; Velasquez-Orta et al.,
2024).

Porém, uma das principais limitacdes para a produ¢do de microalgas em larga escala ¢
o elevado custo associado ao cultivo, especialmente relacionado ao uso de 4gua doce, nutrientes
sintéticos e a demanda energética do processo, podendo variar de aproximadamente US$ 2,83
a US$ 315 kg'! de biomassa seca, dependendo do sistema de cultivo empregado (Al Bazedi et
al., 2023a; Guieysse; Plouviez, 2024). Nesse contexto, a busca por fontes alternativas de
nutrientes e 4gua tem se tornado fundamental para reduzir os custos operacionais e ampliar a
viabilidade econdmica do cultivo de microalgas em larga escala (Chakraborty; Gayen;
Bhowmick, 2023; Ganesh Saratale ef al., 2022). Dentre as estratégias empregadas, destaca-se
a investigacdo do uso de fontes alternativas de nitrogénio, como a ureia, no cultivo de
microalgas, visando reduzir os custos associados ao meio de cultivo e aumentar a
sustentabilidade do processo, sem comprometer a produtividade da biomassa (Ganesh Saratale
et al., 2022; Hsieh; Wu, 2009)

Estudos recentes tém demonstrado a viabilidade da utilizacdo da ureia no cultivo de
diferentes microalgas, promovendo crescimento celular e acimulo de biomoléculas de
interesse. Molina-Miras et al. (2023) por exemplo, observaram crescimento semelhante ao
obtido com nitrato no cultivo de Amphidinium carterae utilizando ureia como fonte de
nitrogénio em fotobiorreatores. Além disso, estudos com espécies do género Chlorella também

evidenciaram que alteracdes na fonte e na disponibilidade de nitrogénio influenciam
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diretamente a produtividade de biomassa e a composicao bioquimica celular (Tagliaferro et al.,
2024).

Adicionalmente, o uso de aguas residuais tem sido amplamente investigado como
alternativa para reduzir os custos operacionais € aumentar a sustentabilidade do cultivo de
microalgas, uma vez que esses efluentes podem atuar simultaneamente como fonte de 4gua e
nutrientes para o crescimento microalgal (Alvarez-Gonzalez et al., 2023; Merida; Padrén,
2023). O concentrado de dessalinizagao (CD), subproduto do processo de osmose reversa,
destaca-se como uma fonte potencial de agua e nutrientes, contendo elevadas concentragdes de
sais minerais e nutrientes inorganicos passiveis de assimilagdo pelas microalgas, como sodio
(Na"), magnésio (Mg?"), céalcio (Ca?"), potissio (K'), cloretos (CI'), sulfatos (SO4%),
bicarbonatos (HCOs3"), além de nutrientes essenciais ao crescimento microalgal, como nitrato
(NOs") e fosfato (PO4>) (Al Bazedi et al., 2023b; Matos, Angelo Paggi et al., 2015). Esses
constituintes podem atuar como fonte de nutrientes para o metabolismo e crescimento
microalgal, evidenciando o potencial do CD como meio alternativo para cultivo de microalgas
(Matos, A.P. et al., [S.d.]) Além disso, o reaproveitamento desse efluente contribui para
minimizar os impactos ambientais negativos associados ao seu descarte inadequado, como a
salinizacdo do solo e degradacao ambiental (Mata et al., 2020).

A expansao das tecnologias de dessalinizacdo tem resultado na geragdo crescente de
concentrado de dessalinizagdo, cujo volume pode representar parcela significativa da agua
processada, dependendo da tecnologia empregada e da eficiéncia do sistema. O descarte
inadequado desse efluente, caracterizado por elevadas concentragdes de sais € compostos
residuais oriundos do processo, pode intensificar a saliniza¢do do solo e de corpos hidricos,
alterar caracteristicas fisico-quimicas ambientais € comprometer ecossistemas aquaticos e
terrestres, reforcando a necessidade de estratégias de reaproveitamento e gerenciamento
adequado desse residuo (Sharkh et al., 2022; Zolghadr-Asli et al., 2023).

A utilizagao do CD esta também relacionada a problematica da disponibilidade de dgua
doce, uma vez que apenas uma pequena fracdo da dgua presente no planeta encontra-se
disponivel para uso humano, visto que a maior parte corresponde a dgua salgada ou estd
armazenada em geleiras, calotas polares e aquiferos subterraneos de dificil acesso. Além disso,
os processos de dessalinizacdo geram volumes expressivos de concentrado, sendo que,
dependendo da tecnologia empregada e da recuperacao do sistema, apenas cerca de 35 a 45%
da 4gua alimentada é recuperada como agua dessalinizada, enquanto o restante constitui o

concentrado de dessalinizag¢do (CD), refor¢ando a necessidade de estratégias alternativas para
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o0 uso sustentavel dos recursos hidricos e o aproveitamento desse residuo (Banaduc et al., 2022;
Yaqub; Nguyen; Lee, 2022).

Além disso, o crescimento populacional, a intensificagdo das atividades agricolas e
industriais e os efeitos das mudancas climaticas tém ampliado a demanda hidrica global,
aumentando a pressao sobre os recursos hidricos disponiveis e impactando diretamente sistemas
produtivos dependentes de agua, especialmente em regides suscetiveis a escassez hidrica
(Zolghadr-Asli et al., 2023). Esse cenario tem impulsionado o desenvolvimento de tecnologias
para a dessaliniza¢do e o reuso da agua (Mata ef al., 2020).

Nesse contexto, o cultivo de microalgas em efluentes salinos surge como uma
alternativa promissora para integrar a producdo de biomassa e o tratamento de residuos,
promovendo um sistema mais sustentavel por meio da recuperagdo de nutrientes, remogao de
contaminantes e geragdo de biomassa de valor agregado (De Souza Celente ef al., 2024; Shirazi
et al., 2018; Srimongkol et al., 2022).

Dentre as microalgas de interesse, o género Chlorella destaca-se devido a sua elevada
capacidade de adaptacao a diferentes condi¢des ambientais, incluindo ambientes salinos, sendo
relatada tolerancia a elevadas concentragdes de NaCl, cuja magnitude varia conforme a espécie,
cepa e condi¢des de cultivo, além de apresentar composi¢do bioquimica de interesse
biotecnoldgico, com destaque para lipidios e acidos graxos de interesse para producdo de
biocombustiveis, bem como proteinas e pigmentos com potencial aplicacdo em outros
bioprodutos (Al Bazedi et al., 2023a). Estudos conduzidos por (Matos, Angelo Paggi et al.,
2015) e discutidos posteriormente por (Al Bazedi et al., 2023b) demonstraram que microalgas
do género Chlorella podem ser cultivadas em meios alternativos contendo concentrado de
dessalinizacdo sem comprometimento significativo do crescimento celular em determinadas
condi¢des; entretanto, a composi¢do bioquimica da biomassa pode variar de acordo com a
composic¢ao do meio e a salinidade.

Diante disso, a integragdo de fontes alternativas de nitrogénio, como a ureia, com o
reaproveitamento de efluentes tem sido investigada como estratégia para reduzir custos
operacionais e aumentar a sustentabilidade do cultivo microalgal. Estudos demonstram que a
suplementagdo de dguas residudrias com ureia pode favorecer o crescimento e a produtividade
da biomassa, a0 mesmo tempo em que promove o aproveitamento de nutrientes presentes no
meio (Ramanna ef al., 2014). Além disso, o uso de efluentes como meio de cultivo tem sido

amplamente reportado como alternativa promissora para a recuperacao de nutrientes e redugao
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do consumo de agua e fertilizantes convencionais no cultivo de microalgas (Vaz, Sofia A. et
al., 2023; Velasquez-Orta et al., 2024).

Apesar dos avangos no cultivo de microalgas utilizando fontes alternativas de nutrientes
e agua, a maioria dos estudos disponiveis na literatura avaliaram esses fatores de forma isolada,
com foco na substitui¢do de fontes de nitrogénio ou na utilizagdo de efluentes como meio de
cultivo. No entanto, ainda sdo limitadas as investigagdes que abordam a integragdo simultanea
de fontes alternativas de nitrogénio, como a ureia, e de fontes hidricas ndo convencionais, como
o concentrado de dessalinizacao, especialmente no cultivo de cepas especificas como Chlorella
fusca LEB 111. Nesse contexto, o presente trabalho busca preencher essa lacuna ao avaliar de
forma integrada o efeito dessas varidveis sobre o crescimento ¢ a composi¢do bioquimica da
biomassa microalgal.

O diferencial desta pesquisa reside na integrag¢do do rejeito de dessalinizagdo como meio
parcial de cultivo e da ureia como fonte alternativa de nitrogénio, visando ndo apenas a
produgdo de biomassa microalgal, mas também ao reaproveitamento de residuos, a redugdo do
consumo de dgua doce e dos custos de produgdo, promovendo um sistema mais sustentavel,

econdmico e alinhados aos principios da economia circular.
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o cultivo da microalga Chlorella fusca LEB 111 utilizando ureia como fonte
alternativa de nitrogénio e concentrado de dessalinizagdo como componente do meio de cultivo,

visando a produgdo de biomassa e a caracterizagdo de sua composicao bioquimica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o efeito de diferentes concentragdes de ureia, como fonte alternativa de
nitrogénio, no crescimento € na composi¢ao bioquimica da biomassa microalgal;

e Investigar o efeito de diferentes propor¢des de concentrado de dessalinizacao,
em associacdo a ureia, sobre o crescimento da microalga e a produgdo de
biomassa;

e Avaliar o efeito de diferentes propor¢des de concentrado de dessalinizagao,
associadas ao cultivo com ureia, sobre os teores de lipidios, proteinas,

carboidratos e umidade da biomassa microalgal.



14

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 MICROALGAS

Microalgas sdo microrganismos fotossintéticos encontrados em ambientes aquaticos
doces e salgados. Esses microrganismos apresentam a clorofila como um dos principais
pigmentos, o que lhes permite produzir biomassa a partir da energia solar e do dioxido de
carbono (CO:) (Chojnacka; Kim, 2015). As microalgas apresentam ampla diversidade de
espécies, capazes de se desenvolver em diferentes condigdes ambientais (Dhal; Sahu, 2012).
Esses microrganismos podem ser divididos em classes que compreendem algas verdes
(Chlorophyceae), diatomaceas (Bacillariophyceae), algas amareladas (Chrysophyceae),
cianobactérias (Cyanophyceae), algas vermelhas (Rhodophyceae) e algas marrons
(Phaeophyceae) (Bharathiraja ef al., 2015).

As microalgas podem apresentar organizacao celular procariotica ou eucariotica (Derner
etal.,2006). As células procaridticas ndo possuem organelas delimitadas por membranas, como
o nucleo, mitocondrias, plastidios e complexo de Golgi, sendo representadas pelas
cianobactérias. As demais microalgas pertencem ao grupo de organismos eucaridticos e
apresentam células com organelas bem definidas. Nas células procariodticas, as reagoes
fotossintéticas ocorrem em estruturas membranosas semelhantes a tilacoides, dispersas no
citoplasma. Por outro lado, nas células eucarioticas a fotossintese ocorre nos cloroplastos, nos
quais os tilacoides encontram-se organizados e imersos no estroma, local onde ocorrem as
reagoes de fixagdo do carbono (Lee, 1989).

Dentre as principais caracteristicas das microalgas destacam-se o rapido crescimento e
a capacidade de sintetizar e acumular elevadas quantidades de lipidios, carboidratos, proteinas
e pigmentos. O desempenho das microalgas e o acimulo dessas biomoléculas sao influenciados
pela escolha da cepa e das condi¢cdes de cultivo como pH, temperatura, luminosidade e
disponibilidade de nutrientes. Para assegurar o crescimento de biomassa, € necessaria a
suplementagdo adequada dos nutrientes, como o nitrogénio (N), fosforo (P), carbono (C),
minerais e vitaminas (Cruz et al., 2019).

As microalgas apresentam potencial de aplicacdo em diferentes setores industriais,
devido a diversidade de compostos de interesse presentes em sua biomassa. Na industria
alimenticia, as microalgas tém sido amplamente exploradas como ingrediente funcional, sendo
aplicadas tanto como suplemento quanto no enriquecimento nutricional de alimentos, em

decorréncia do seu elevado teor de proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, podendo apresentar
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aproximadamente 20 - 70% de proteinas, 5 - 50% de lipidios, além de vitaminas lipossoluveis
e hidrossoluveis, como A, C, E e vitaminas do complexo B, e minerais essenciais, como ferro,
calcio, magnésio, potassio e zinco, dependendo da espécie e das condigdes de cultivo. Estudos
recentes demonstram que microalgas vém sendo utilizadas em diferentes matrizes alimenticias,
como produtos de panificacdo, massas, bebidas e alimentos plant-based, contribuindo para o
aumento do valor nutricional e funcional dos produtos (Lafarga et al., 2020; Matos, Angelo
Paggi; Novelli; Tribuzi, 2022). Além disso, a biomassa microalgal constitui uma fonte
importante de compostos bioativos, como acidos graxos poli-insaturados, carotenoides e
compostos fenolicos, os quais estdo associados a propriedades antioxidantes e a potenciais
efeitos benéficos a saude (Barros de Medeiros et al., 2022). As microalgas vém sendo
investigadas em sistemas de biorrefinaria por apresentarem capacidade de acumular lipidios e
carboidratos, que podem ser posteriormente convertidos em biocombustiveis, ampliando seu
potencial de aplicacdo em diferentes setores industriais (Khaligh; Asoodeh, 2022).

Contudo, a produgdo de biomassa microalgal em escala comercial, na maioria dos casos,
demanda o uso de agua doce e altas concentragdes de nutrientes, nos quais podem representar
até 35% dos custos operacionais (Costa, Jorge Alberto Vieira et al., 2019). Frente a isso,
diversos estudos tem direcionado solugdes para a implementagdo de sistemas de cultivo que
utilizem fontes hidricas alternativas, como aguas subterraneas salobras (Duarte ef al., 2020),
aguas marinhas (Otaki ef al., 2019) e aguas de reuso, como efluentes domésticos e industriais
apos tratamento adequado (Mata et al., 2020). O uso dessas fontes hidricas alternativas
contribui para a redugdo de custos e para a sustentabilidade dos sistemas de produgdo de
microalgas (Henrikson, 1994). Dentre as microalgas mais utilizadas, destacam-se os géneros
Spirulina e Chlorella, amplamente investigados devido ao potencial para produgdo de biomassa
e compostos de interesse biotecnologico, incluindo proteinas, lipidios e pigmentos (Liu, Tan et

al., 2022; Maltsev; Kulikovskiy; Maltseva, 2023).

3.1.1 Chlorella spp.

A microalga Chlorella foi descrita pela primeira vez por Martinus Willem Beijerinck
em 1890. Atualmente, o género Chlorella compreende diversas espécies e linhagens

amplamente distribuidas em diferentes ambientes, apresentando elevada diversidade
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taxonomica e consideravel interesse biotecnoldgico, especialmente em aplicagdes relacionadas
a produgdo de biomassa e metabolitos de interesse industrial (Je; Yamaoka, 2022). As espécies
de Chlorella estao distribuidas em duas classes do filo Chlorophyta: Chlorophyceae e
Trebouxiophyceae, evidenciando a diversidade taxonomica do grupo (Liu, Jin; Hu, 2013).

As células de Chlorella apresentam formato esférico a elipsoidal, com diametro
variando entre 2 ¢ 10 um (Figura 1) , e reproduzem-se assexuadamente por meio da formagao
de autésporos. Essas caracteristicas morfoldgicas simples, associadas a sua elevada eficiéncia

metabolica, contribuem para seu amplo uso em aplicagdes biotecnologicas (Liu, Jin; Hu, 2013).

Figura 1. Microalga Chlorella fusca LEB 111.

Fonte: Banco de cepas do Laboratdrio de Engenharia Bioquimica.

Microalgas deste género apresentam elevada produtividade de biomassa , variando entre
0,2 e 1,5 g L' dia! e de macromoléculas, mesmo quando sio submetidas a condi¢des
ambientais distintas, como altos valores de pH (> 9,0) (Rosa, Gabriel Martins da; Morais; Costa,
2018; Vaz, Bruna da Silva; Costa; Morais, 2016) salinidade de até 20 g L™! (Sahle-Demessie;
Aly Hassan; El Badawy, 2019), limitagdes de nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo
(Jung et al., 2015) e variacdes na luminosidade (Chunzhuk ef al., 2023). Além disso, Chlorella
apresenta elevada capacidade de biofixagdo de CO2, bem como potencial para a remediagao de
nutrientes em aguas residuais (Maryjoseph; Ketheesan, 2020; Yadav; Dash; Sen, 2019), gases
(CO2, NOx e SOy) (Yadav; Dash; Sen, 2019) e contaminantes quimicos (Maryjoseph;
Ketheesan, 2020).

A biomassa dessa microalga apresenta alto teor proteico, podendo alcancar até 70% (m

m™), além de elevadas concentracdes de lipidios neutros, superiores a 50% (m m™), com
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destaque para os triacilglicerdis (Liu, Jin; Hu, 2013). O teor de carboidratos pode variar em
torno de 16% (m m™') sob condigdes 6timas de crescimento (Bauer et al., 2017) podendo atingir
até 70% quando a microalga ¢ submetida a limitacdo de N e P no meio de cultivo (Margarites;
Costa, 2014).

No contexto de cepas especificas, a microalga Chlorella fusca LEB 111 foi isolada em
lagoas de assentamento de cinzas da Usina Termelétrica Presidente Médici, que utilizava carvao
mineral como combustivel (Morais, E.G; Duarte, 2012). Essa cepa apresenta potencial
biotecnoldgico devido a sua capacidade de produzir biomassa com composi¢do bioquimica
diversificada, incluindo proteinas, carboidratos e lipidios, cujos teores podem variar em funcao
das condigdes de cultivo, da disponibilidade de nutrientes ¢ da composi¢do do meio. Em
condigdes previamente reportadas para a cepa, foram observados elevados teores proteicos,
proximos a 50% da biomassa seca, além de carboidratos em torno de 20% e lipidios proximos
a 15%, evidenciando sua capacidade de adaptacdo metabdlica frente a diferentes condigdes
ambientais. Além disso, C. fusca LEB 111 apresenta tolerancia ao cultivo em condigdes
alcalinas e valores elevados de pH, caracteristica relevante para sistemas de cultivo microalgal
devido ao potencial de reduzir contaminagdes microbioldgicas e favorecer a estabilidade do
processo (Braga et al., 2019; Duarte; Fanka; Costa, 2016).

De modo geral, o género Chlorella apresenta pH 6timo de crescimento em torno de 8,5
(Du et al., 2012). Entretanto, em cultivos com Chlorella fusca LEB 111, o pH pode variar entre
8,0 e 10,5 (Braga et al., 2019; Duarte; Fanka; Costa, 2016). Esses valores elevados estdo
associados ao ambiente de isolamento da microalga, no qual foram registrados pH superiores a

9,0 (Morais, E.G; Duarte, 2012).

3.2 CULTIVO DE MICROALGAS E FATORES NUTRICIONAIS DE
CRESCIMENTO

As condi¢des de cultivo desempenham um papel determinante no metabolismo das
microalgas, influenciando diretamente a formacao de compostos de interesse. Nesse contexto
podem ser utilizadas condi¢des consideradas 6timas, com o objetivo de maximizar a produgdo
de biomassa, ou condi¢gdes de estresse, voltadas ao acimulo de metabdlitos especificos. Com
isso, fatores como a disponibilidade de nutrientes, intensidade luminosa, temperatura e pH
promovem alteragdes na composi¢ao bioquimica das microalgas, podendo resultar no aumento

da produtividade de biomoléculas de interesse (de Morais ef al., 2015; Lourengo, 2006).
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Os meios de cultivo consistem em formulagdes quimicas elaboradas para fornecer os
nutrientes indispensaveis a sobrevivéncia e a multiplicagdo das microalgas, sendo esses
nutrientes essenciais para o crescimento microalgal, pois devem suprir as exigéncias
nutricionais do microrganismo, auxiliar no controle do processo e apresentar uma composi¢ao
relativamente fixa (Schmidell et al., 2002) Nesse contexto, as microalgas necessitam de
macronutrientes para o seu crescimento, como o carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio,
fosforo, célcio, magnésio, enxofre e potassio, os quais sdo fundamentais por integrarem a
estrutura das biomoléculas, membranas celulares e o meio intracelular, além de atuarem em
processos de transferéncia de energia e na regulacdo de diferentes atividades metabdlicas.
Ademais, dentre os micronutrientes necessarios, destacam-se o ferro, manganés, molibdénio,
cobalto, zinco e cobre, os quais exercem fun¢do importante por integrarem a estrutura e a
atividade de diversas enzimas associadas a diferentes vias metabolicas das microalgas (de
Morais et al., 2015; Lourengo, 2006).

A composi¢do bioquimica das microalgas pode ser alterada por meio de modificagdes
nas condi¢des do cultivo, favorecendo a otimizacdo dos sistemas produtivos destinados a
obtengdo de compostos de interesse comercial (Praveenkumar et al., 2012). Quando esses
microrganismos sdo submetidos a condi¢des de estresse, como a reduc¢dao de determinado
nutriente, as microalgas tendem a alterar seu metabolismo, promovendo maior acimulo de
compostos de interesse, como lipidios, carboidratos, pigmentos e outros metabodlitos (Morais,
MG, 2006). Em condi¢des otimas de crescimento, as células da microalga direcionam o
metabolismo para a sintese de proteinas, destinadas ao aumento da biomassa. Porém, em
condicdes Otimas de crescimento, as c€lulas da microalga direcionam o metabolismo para a
sintese de proteinas, destinadas ao aumento da biomassa. A presenca de fatores limitantes, como
a restri¢do de nutrientes, principalmente nitrogénio, variacdes de temperatura e intensidade
luminosa, pode ocasionar o aumento da producdo de lipidios, carboidratos e outros metabolitos,

além de reduzir a taxa de crescimento da biomassa(Sukenik, 1999).

3.2.1 Influéncia do N no crescimento e na composicio bioquimica das

microalgas

O nitrogénio ¢ um macronutriente fundamental no cultivo de microalgas, onde esta
diretamente relacionado com o crescimento celular e a sintese de biomoléculas, como as

proteinas, lipidios e carboidratos (Maryjoseph; Ketheesan, 2020; Yodsuwan; Sawayama;
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Sirisansaneeyakul, 2017). A concentracdo de nitrogénio no meio de cultivo exerce influéncia
direta tanto na producao de biomassa quanto na composi¢do bioquimica das microalgas. Em
condig¢des de disponibilidade adequada de nitrogénio, ocorre estimulo ao crescimento celular;
em contrapartida, sua limitagao tende a reduzir a taxa de crescimento e favorecer o acumulo de
lipidios (Van Vooren et al., 2012).

O nitrogénio ¢ fundamental para a sintese de proteinas, pigmentos e acidos nucleicos,
desempenhando um papel central no metabolismo microalgal. Além disso, a forma quimica e a
concentracdo desse nutriente (como nitrato, amonio e ureia) podem ser condicionados para
influenciar o crescimento celular, produ¢ao de biomassa e o acimulo de compostos de interesse.
Em condigdes de limitagdo de nitrogénio, podem ocorrer alteragdes no sistema fotossintético,
como a clorose, refletindo o impacto direto desse nutriente na eficiéncia metabolica das
mcroalgas (Li, Tao et al., 2016).

As microalgas sdo capazes de assimilar nitrogénio em diferentes formas, como o nitrato,
nitrito, amonio e ureia (Xu et al., 2001). Dentre essas fontes, o nitrato ¢ amplamente utilizado
em meios de cultivo por apresentar maior estabilidade ¢ menor impacto nas variagdes de pH,
ao contrario de fontes amoniacais , que podem provocar alteragcdes no meio e exercer efeitos
toxicos quando em concentracdes elevadas (Prochazkova et al., 2014).

Costa et al. (2018) verificaram que a restricdo desse nutriente em Chlorella minutissima,
Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB 18 resultou na redugdo do teor proteico e no
aumento da fracdo lipidica. Para C. minutissima, observou-se uma diminui¢do de
aproximadamente 15% no contetido de proteinas, associada a um aumento de cerca de 40% nos
lipidios. Além disso, a limitacdo de nitrogénio provocou reducao da taxa de crescimento e da
produtividade de biomassa em todas as espécies analisadas, sendo observadas reducdes de
aproximadamente 23% na taxa especifica de crescimento e 20% na produtividade maxima de
biomassa em C. minutissima, 39% e 93% em Synechococcus subsalsus, e 26% e 11% em
Spirulina sp. LEB 18, respectivamente. Estudos relatam que a limitagdo de nitrogénio, em
concentragdes inferiores a aproximadamente 0,64 mmol L' no meio de cultivo, pode levar a
reducdo na produtividade de biomassa e a0 aumento no acimulo de compostos lipidicos, como
acidos graxos polinsaturados (Xu et al, 2001). Resultados semelhantes também foram
reportados por (Li, J. et al., 2022), que observaram alteragdes bioquimicas em Chlorella
vulgaris submetida ao estresse por limitagdo de nitrogénio, incluindo reducdo do conteudo
proteico e aumento do acumulo lipidico, bem como por (Maltsev; Kulikovskiy; Maltseva,

2023), que revisaram evidéncias sobre o papel da restri¢do de nitrogénio e fosforo na indugao
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da sintese de lipidios em diferentes espécies microalgais. Resultados similares foram
observados em Chlamydomonas reinhardtii, onde a redugdo de nitrogénio no meio promoveu
a redugdo no crescimento celular, acompanhada pelo aumento significativo na producao de
lipidios (Yang et al., 2018)

De forma complementar, estudos recentes demonstram que a disponibilidade e a fonte
de nitrogénio exercem influéncia direta sobre o crescimento de microalgas do género Chlorella.
Em Chlorella sorokiniana, a assimilacdo de diferentes fontes nitrogenadas afeta
significativamente a taxa de crescimento e a produtividade de biomassa, uma vez que a
utilizagdo de nitrogénio esta associada ao custo energético do metabolismo celular (Ansari et
al., 2025).

Resultados semelhantes foram reportados por (Ziganshina; Bulynina; Ziganshin, 2022)
que observaram diferencas significativas no crescimento e na produtividade de biomassa de
Chlorella sorokiniana cultivada com diferentes formas de nitrogénio (NH**, NO* e fontes
organicas), sendo registradas taxas especificas de crescimento de até 1,26 d! e produtividade
de biomassa entre 0,41 ¢ 0,50 g L' d! em condi¢des otimizadas. Adicionalmente, (Ossa;
Gomez-Vanegas; Penuela-Vasquez, 2022) demonstraram que alteracdes na disponibilidade de
nitrogénio e na relagdo carbono:nitrogénio influenciam diretamente a produg¢ao de biomassa e
o acumulo de acidos graxos em Chlorella sorokiniana, refor¢ando a importancia do manejo
nutricional no cultivo microalgal. Além disso, a forma de nitrogénio disponivel no meio pode
resultar em diferentes respostas fisiologicas, sendo observado que fontes como a ureia podem
favorecer o crescimento celular em determinadas condi¢des de cultivo, enquanto compostos

amoniacais podem limitar o desenvolvimento da microalga (Yuniarti ef al., 2023).

3.2.2 Ureia como fonte alternativa de N no cultivo de microalgas

Diferentes fontes de nitrogénio podem ser utilizadas no cultivo de microalgas, incluindo
nitrato (NOj3"), nitrito (NO2"), aménio (NHs") e ureia [(NH2)2CO], sendo amplamente
empregadas em sistemas de cultivo devido a sua disponibilidade e a capacidade de assimila¢ao
por diferentes espécies. A forma de nitrogénio fornecida ao cultivo influencia diretamente o
crescimento celular e a composi¢ao bioquimica da biomassa, uma vez que cada fonte apresenta
diferentes rotas metabolicas e custos energéticos de assimilacdo. Em geral, o0 amonio pode ser
assimilado mais rapidamente por demandar menor gasto energético, enquanto o nitrato requer

etapas adicionais de redu¢do antes de sua incorporagdo. Ja a ureia tem sido amplamente
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utilizada como fonte alternativa de nitrogénio em cultivos de Chlorella, apresentando potencial
para sustentar crescimento e produtividade de biomassa em diferentes condigdes de cultivo
(Ansari et al., 2025; Carletti et al., 2024; Je; Yamaoka, 2022)

Em meios de cultivo, os sais de nitrato, especialmente o nitrato de sddio, sao usualmente
utilizados como unica fonte de N, como no BG-11, comumente utilizado em estudos com
Chlorella. O nitrato ¢ assimilado pelas microalgas apds a captagdo por transportadores
especificos, que reduzem o nitrito pela nitrato redutase, sucedido pela incorporagdao aos
aminoacidos por meio do ciclo GS-GOGAT (Caspi et al., 2016). No entanto, devido ao custo e
as limitagdes associadas ao uso de nitrato, fontes alternativas de nitrogénio vém sendo
investigadas, dentre as quais se destaca a ureia (Markou; Vandamme; Muylaert, 2014).

Nesse contexto, a ureia tem sido amplamente estudada como uma potencial fonte
alternativa de nitrogénio para o cultivo de microalgas. A ureia ¢ um composto de facil
disponibilidade comercial ¢ amplamente utilizado na agricultura, destacando-se pelo baixo
custo e pela elevada concentragdo de nitrogénio em sua composi¢do. Estudos recentes t€ém
demonstrado que sua utilizagdo pode promover crescimento satisfatorio e elevada
produtividade de biomassa em diferentes espécies de microalgas, sendo considerada uma fonte
eficiente e economicamente viavel de nitrogénio em sistemas de cultivo (Slinksiené et al., 2022;
Yuniarti ef al., 2023) apresentando aproximadamente 46,7% de nitrogénio em sua estrutura
(Rincon; Beyenal; Romero, 2024). A ureia ¢ assimilada pelas microalgas ap6s a sua captagao
por sistemas de transporte especificos, como o DUR3, que € o responsavel pela internalizagao
celular. No interior das células, esse composto ¢ metabolizado através de uma via enzimatica
que envolve, de maneira sequenciada, a ureia carboxilase e a alofanato hidrolase, conduzindo a
formacgdo de duas moléculas de amonio NHa4* e CO-. Essa via metabolica ¢ dependente de ATP,
além de demandar a presenca dos ions Mg** e K* (Caspi et al., 2016; Pinton; Tomasi; Zanin,
2016). Apos ser assimilada, a ureia ¢ metabolizada no interior celular em amonia e dioxido de
carbono por vias metabolicas especificas, contribuindo ndo apenas como fonte de nitrogénio,
mas também podendo estimular a atividade fotossintética em fun¢do da liberagdao de carbono
inorganico (Rincon; Beyenal; Romero, 2024).

Estudos relatam que o uso da ureia pode promover elevadas taxas de crescimento celular
e produtividade de biomassa em espécies do género Chlorella, alcangando desempenhos
similares ou superiores aos obtidos com meios de cultivo padrao (Ansari et al., 2025).
Resultados semelhantes também foram observados por (Molina-Miras et al., 2023) no cultivo

da microalga marinha Amphidinium carterae em fotobiorreatores, no qual a ureia utilizada
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como fonte de nitrogénio promoveu cinética de crescimento comparavel a obtida com nitrato,
evidenciando o potencial dessa fonte nitrogenada para sustentar o crescimento microalgal e a
producao de biomassa. Além disso, a substituigdo do nitrato por ureia pode reduzir
significativamente os custos do meio de cultivo, tornando-se uma alternativa promissora para
aplicagdes em larga escala (Yuniarti et al., 2023).

Por outro lado, o desempenho de diferentes fontes de N esta diretamente relacionado a
espécie de microalga. Em cultivos de Ellipsoidion sp, o emprego de amodnio resultou em
maiores taxas de crescimento e maior concentracao lipidica, quando comparado a cultivos com
ureia e nitrato (Li, Tao et al., 2016). Por outro lado, a espécie Neochloris oleoabundans
apresentou maior taxa de crescimento ¢ maior acimulo de lipidios quando cultivada com
nitrato, em comparagdo a ureia, enquanto o uso de amoénio limitou o crescimento celular (Liu,
Zhi-Yuan; Wang; Zhou, 2008). Estudos relataram que para Spirulina platensis, nitrato, amonio
e ureia podem ser utilizados como fontes de N, sendo observada resposta positiva do
crescimento celular quando a ureia foi utilizada (Danesi et al., 2002; Matsudo et al., 2009;
Soletto et al., 2005).

Estudos conduzidos com Chlorella fusca LEB 111 também demonstram que alteragdes
na disponibilidade de nitrogénio influenciam diretamente o crescimento e a composi¢cao
bioquimica celular. (Braga et al., 2019) observaram que a reducao do suprimento de nitrato de
sodio (NaNO3) modificou o perfil de macromoléculas produzidas pela biomassa, enquanto
(Cassuriaga et al., 2023) verificaram que diferentes niveis de disponibilidade de nitrogénio,
associados a suplementagdo de carbono, afetaram a produtividade de biomassa e o acimulo de

biopolimeros, evidenciando a influéncia do manejo nutricional sobre o metabolismo da cepa.

3.2.2.1 Sustentabilidade econdmica do uso de ureia no cultivo de microalgas

A viabilidade econdmica representa um dos principais desafios para a ampliacdo dos
sistemas de cultivo de microalgas em maior escala, uma vez que os custos associados ao meio
de cultivo podem influenciar significativamente a competitividade do processo. Entre os
nutrientes empregados, as fontes nitrogenadas representam parcela importante dos custos
operacionais, tornando necessaria a busca por alternativas economicamente acessiveis €
tecnicamente eficientes. Nesse contexto, a ureia destaca-se como uma fonte promissora de
nitrogénio devido a sua ampla disponibilidade comercial, elevada concentracdo de N e menor

custo relativo quando comparada a fontes nitrogenadas convencionalmente empregadas em
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meios sintéticos de cultivo. Além da redugdo dos custos relacionados ao fornecimento de
nitrogénio, revisdes recentes indicam que a otimizagdo do uso de nutrientes e a substitui¢do de
insumos de maior custo constituem estratégias relevantes para aumentar a viabilidade
econdmica e a sustentabilidade de bioprocessos microalgais em larga escala (Bhatt et al., 2022;
Ezhumalai et al., 2024; Yuniarti ef al., 2023).

Além da reducdo de custos associados ao fornecimento de nutrientes, revisoes recentes
sobre sustentabilidade e avalia¢dao técnico-econdmica de bioprocessos microalgais destacam
que a otimizacao do uso de insumos, a reducao de custos operacionais ¢ a melhoria da eficiéncia
dos sistemas de cultivo constituem estratégias fundamentais para ampliar a viabilidade
econdmica da producdo microalgal. Nesse cenario, a substitui¢ao de fontes nitrogenadas mais
onerosas por alternativas de menor custo, como a ureia, pode contribuir para sistemas de cultivo
economicamente mais viaveis e alinhados a estratégias de sustentabilidade e bioeconomia

circular (Bhatt et al., 2022; Ezhumalai et al., 2024).

3.2.3 Uso de fontes hidricas alternativas no cultivo de microalgas

O uso de fontes hidricas ndo convencionais tem se destacado como alternativa para
tornar o cultivo de microalgas, em larga escala, sustentavel especialmente em fungdo das
restrigdes associadas ao uso de agua doce. Nesse contexto, as aguas residudrias tém sido
exploradas como meio de cultivo, uma vez que apresentam concentragdes significativas de
nutrientes, como nitrogénio e fosforo, essenciais para o crescimento da biomassa microalgal.
Estudos recentes indicaram que inUmeras espécies, incluindo as pertencentes ao género
Chlorella, apresentam bom desempenho nesses sistemas, o que reduz a necessidade de
suplementag@o nutricional externa e contribui para a diminui¢ao dos custos do processo (Dias
et al., 2025).

ara além do fornecimento de nutrientes, o uso de aguas residuarias no cultivo de
microalgas possibilita a integracdo entre a produc¢do de biomassa e o tratamento de efluentes,
evidenciando uma abordagem alinhada aos principios da economia circular. Nesse contexto,
compostos nitrogenados e fosfatados presentes no efluente sdo assimilados pelas microalgas,
promovendo simultaneamente a remog¢do de contaminantes € a recuperacao de recursos na
forma de biomassa (Alvarez-Gonzalez et al., 2023)

Estudos experimentais, conduzidos em escala piloto, reforcam essa abordagem

evidenciando que o cultivo de microalgas em efluentes pode alcangar elevadas taxas de
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crescimento celular e produtividade de biomassa. Estudos conduzidos por (Wan Mabhari ef al.,
2022) e (Alvarez-Gonzilez et al., 2023), Esses resultados indicam que a adaptagdo das
condi¢gdes de cultivo € essencial para otimizar o aproveitamento dessas fontes hidricas
(Velasquez-Orta et al., 2024).

Bezerra et al. (2022) avaliaram o crescimento da microalga Chlorella fusca LEB 111
utilizando 4gua subterrdnea salobra como meio de cultivo, indicando a viabilidade do
desenvolvimento microalga perante a esse recurso hidrico. Os resultaram mostraram que a C.
fusca foi capaz de crescer e produzir biomassa mesmo em condigdes de elevada salinidade,
corroborando o potencial do uso de 4guas nao potaveis como alternativa para o uso em cultivos
de microalgas. De forma complementar, Bezerra ef al. (2023) avaliaram o potencial da dgua do
mar como meio alternativo para o cultivo de microalgas, utilizando Chlorella fusca LEB 111,
e observaram crescimento satisfatorio e produ¢do de biomassa. Os resultados indicaram que
essa microalga foi capaz de se desenvolver em condigdes de elevada salinidade, além de
apresentar producdo de carboidratos, demonstrando a viabilidade do uso de fontes hidricas nao

potéaveis no cultivo microalgal.

3.2.4 Concentrado de dessalinizacio

O concentrado de dessalinizagdo (CD), também denominado salmoura ou rejeito salino,
¢ um subproduto decorrente do processo de dessalinizagdo de aguas salinas, especialmente por
osmose reversa. Esse efluente ¢ caracterizado por apresentar elevadas concentragdes de sais
dissolvidos, resultantes da retengdo de ions durante a separacdo da agua permeada. Sua
composi¢io é formada por espécies idnicas como o cloreto (CI), sédio (Na®) e célcio (Ca®"),
podendo conter nutrientes como nitrogénio e fosforo, magnésio (Mg"), potassio (K"), ferro
(Fe*") e silicio (Si), essenciais para o crescimento das microalgas (Al Bazedi et al., 2023).

A condutividade elétrica do CD pode variar em fungdo da origem da 4gua e das
condigdes operacionais do sistema de dessalinizagdo, refletindo sua elevada carga salina. Em
funcao dessa composi¢do, o concentrado tem sido estudado com um meio alternativo para o
cultivo de microalgas, uma vez que pode fornecer sais e nutrientes necessarios para o
crescimento celular (Al Bazedi ef al., 2023; Matos, Angelo P.; Moecke; Sant’Anna, 2017).
Estudos indicaram que espécies como Chlorella vulgaris foram capazes de crescerem nesse
residuo, evidenciando o potencial para a produgdo de biomassa a remocdo de nutrientes

presentes no efluente (Matos, A P. et al., 2018).
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Estudos tem demonstrado o potencial do CD como meio alternativo para o cultivo de
microalgas, incluindo a espécie do género Chlorella. Al Bazedi et al. (2023) destacaram que
diferentes espécies microalgais, como Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricauda, Spirulina
platensis ¢ Nannochloropsis oculata, apresentaram capacidade de crescimento em meios
salinos contendo concentrado de dessalinizagdo, com salinidade frequentemente variando entre
aproximadamente 10 e 70 g L~! de solidos dissolvidos totais (TDS), a depender da origem do
concentrado e do grau de diluicdo empregado. Estudos conduzidos por (Maeng et al., 2018)
demonstraram o crescimento de Scenedesmus quadricauda em concentrado salino proveniente
de osmose reversa, enquanto (Nguyen et al., 2023) verificaram a adaptagdo de Chlorella
vulgaris em condigdes de elevada salinidade associadas a dessalinizagdo, reforgando o
potencial dessas microalgas para utilizacdo em meios ndo convencionais. Os autores relataram
que esse tipo de efluente pode fornecer ndo apenas dgua, mas nutrientes suficientes para o
crescimento microalgal, embora o desempenho esteja diretamente relacionado as condigdes de
cultivo e a adaptacao da espécie ao meio.

Matos et al. (2015) observaram em seu estudo a producdo de biomassa de
aproximadamente 0,59 g L™! em meio composto por concentrado de dessalinizagio combinado
ao meio convencional (Bold’s Basal Medium — BBM), sendo a condi¢gdo composta por cerca
de 75% de BBM e 25% de CD. Esses resultados evidenciaram, que embora o concentrado de
dessalinizacao apresente o potencial como meio de cultivo, a suplementag¢ao nutricional pode
ser necessaria para otimizar o crescimento microalgal.

Além disso, Do et al. (2021) relatou em seu estudo que as espécies do género Chlorella
sdo capazes de se desenvolverem em concentrado de osmose reversa, promovendo
simultaneamente a remog¢ao de nutrientes presente nesse efluente. Os autores observaram que
o cultivo de microalgas contribuiu para a redu¢do de compostos nitrogenados e fosfatados,
evidenciando o potencial desse sistema para integrar a produ¢ao de biomassa ao tratamento de

efluentes.

3.3 HISTORICO DA LINHA DE PESQUISA

O Laboratoério de Engenharia Bioquimica (LEB), vinculado a Escola de Quimica e
Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), desenvolve pesquisas em
biotecnologia de microalgas desde 1996, com enfoque na otimizacdo de sistemas de cultivo e

na obten¢do de biomassa e biomoléculas de interesse biotecnologico. Associado ao LEB, o
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Laboratdrio de Microbiologia e Bioquimica (MIBI) também atua em pesquisas relacionadas a
biotecnologia microalgal, incluindo a obtencdo e caracterizagdo de biomassa e biocompostos,
contribuindo para o desenvolvimento de estratégias voltadas a producao de compostos de
interesse para os setores de alimentos, biocombustiveis e biomateriais. Em conjunto, as
pesquisas conduzidas pelos grupos abrangem a avaliacdao de diferentes condi¢des de cultivo,
fontes alternativas de nutrientes e sistemas sustentaveis para produg¢do microalgal.

Nesse contexto, abordagens com foco econdmico e ambiental vém sendo investigadas,
incluindo o uso de estratégias capazes de reduzir a demanda por nutrientes convencionais €
ampliar o aproveitamento de recursos hidricos alternativos no cultivo microalgal. Estudos do
grupo demonstraram, por exemplo, que a reducdo do suprimento de nitrogénio e a utilizagao de
fontes complementares de carbono podem influenciar a composi¢ao bioquimica da biomassa
de Chlorella fusca LEB 111, evidenciando o potencial de estratégias de cultivo voltadas a
reducdo de custos e otimizagdo do processo (Braga et al., 2019; Rosa, G. M.; Morais; Costa,
2019). Além disso, o emprego de dgua subterranea salobra e do concentrado proveniente do
processo de dessalinizacdo mostrou potencial para o cultivo de Spirulina sp. LEB 18,
permitindo o crescimento microalgal e alteracdes na composicdo bioquimica da biomassa,
especialmente no acumulo de carboidratos, reforcando o potencial de recursos hidricos ndo
convencionais para sistemas de cultivo mais sustentaveis (Duarte et al., 2020; Mata et al.,
2020).

No presente estudo, o concentrado de dessalinizacdo (CD) utilizado foi proveniente da
unidade de dessalinizacio de 4gua subterranea salobra vinculada ao Programa Agua Doce,
localizada no Assentamento Jurema, municipio de Mossord, Rio Grande do Norte. A utilizagdao
desse efluente foi proposta como alternativa para o aproveitamento de um recurso hidrico ainda
pouco explorado em sistemas de cultivo microalgais, visando avaliar seu potencial no cultivo
de Chlorella fusca LEB 111 associado ao uso de ureia como fonte alternativa de nitrogénio, em
continuidade as estratégias investigadas pelo grupo voltadas a reducdo da demanda por
nutrientes convencionais e a otimizacao das condi¢des de cultivo, incluindo a modulacao do
suprimento de nitrogénio e o uso de fontes complementares de carbono para obtengdo de
biomassa e biomoléculas de interesse biotecnologico (Braga et al., 2019; Rosa, G. M.; Morais;

Costa, 2019)
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MICROALGA E PREPARO DO INOCULO

A microalga utilizada neste estudo foi Chlorella fusca LEB 111, isolada da lagoa de
estabilizacdo de efluentes e residuos da Usina Termelétrica Presidente Médici (UTPM),
localizada em Candiota, Brasil (latitude 24°36°13°’S e longitude 52°32°43*°W), pertencente ao
banco de cepas do Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) e do Laboratorio de
Microbiologia e Bioquimica (MiBi) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

Foram preparados trés inoculos sob diferentes condi¢des de meio de cultivo, mantidos
em fotobiorreator (PBR) com volume de 5 L, sob temperatura controlada de 30 °C, fotoperiodo
de 12 h claro/12 h escuro com lampadas fluorescentes, com agitacdo diaria através de inje¢ao
de ar comprimido a 0,1 vvm (Var Ve’ min™') (Rosa, Ana Priscila Centeno da et al., 2011),
esterilizados por filtros contendo 1a de vidro.

O primeiro in6culo foi mantido em meio BG-11, conforme metodologia estabelecida
por (Rippka; Waterbury, 1977). O segundo indculo foi preparado em meio BG-11 modificado,
no qual o nitrato de sodio (NaNO3) foi totalmente substituido por ureia como unica fonte de
nitrogénio. A concentracdo de ureia adicionada foi de 0,265 g L~!, correspondente a 50% do
nitrogénio fornecido pelo NaNOj presente no meio BG-11. O terceiro indculo foi preparado em
meio contendo ureia 50% (0,265 g L") e 50% de concentrado de dessalinizacdo (CD), sendo
os nutrientes MgSO4-7H>0, CaClz-2H>0 e Na;CO3 removidos da formulacao do meio BG-11,
uma vez que ja estavam presentes na composicdo do CD. Os indculos preparados foram

posteriormente utilizados para iniciar os experimentos descritos no item 4.2.

4.2 CONCENTRADO DE DESSALINIZACAO

O concentrado de dessalinizagdo (CD) foi proveniente da unidade de dessalinizagdo de
4gua subterranea salobra vinculada ao Programa Agua Doce, situada no Assentamento Jurema,
no municipio de Mossoro, RN, Brasil (5°1°35,64” S, 37°19°24,74” O). O material foi coletado
em bombonas com capacidade de 5 L e posteriormente encaminhado ao LEB da FURG. A
caracterizagao fisico-quimica do concentrado de dessalinizagdo foi realizada no Laboratério de

Analise de Solo, Agua e Planta (LASAP), da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
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(UFERSA), em Mossord, RN (Tabela 1). Apos o recebimento, o concentrado foi mantido sob

refrigeragdo a 4 °C até o momento de sua aplicagdo nos cultivos.

Tabela 1. Composicao i6nica do concentrado de dessalinizacao.

Amostra K* Na* Ca* Mg* Cr COs* HCO3
(mmole/L) (mmole/L) (mmole/L) (mmole/L) (mmolc/L) (mmolce/L) (mmolc/L)
CD 14,9 545,6 605,6 95,6 0,00 0,00 364,8

CD = concentrado de dessalinizagao.

Fonte: LASAP (2025).

O concentrado de dessalinizagdo foi pré-tratado com base no método descrito por
Bezerra et al. (2020), com adaptagdes, visando reduzir o excesso de sais presentes no meio e
adequa-lo as condi¢des de cultivo microalgal. No procedimento original, emprega-se a adigao
de NaHCO3 e NaOH para ajuste de pH e precipitagao de ions, especialmente calcio e magnésio.
Neste estudo, a adicdo de NaHCOj3 foi substituida pela injecdo de CO2, na proporcao de 8,81 +
0,91 mL CO, mL! de meio. Essa substituicio foi adotada considerando a capacidade de
assimila¢do de CO> pela microalga, uma vez que a cepa foi isolada em ambiente associado a
emissao desse gas, mas, principalmente, devido ao potencial de aplicacao de fontes residuais
de CO», o que pode representar uma alternativa economicamente mais viavel e contribuir para
a redugdo de custos do processo.

A injecao de CO> foi realizada utilizando medidor de vazao do tipo rotdmetro com
flutuador de aco inox e difusor do tipo cortina de ar, mantendo vazdes inferiores a 0,16 vvm,
conforme descrito por (Moraes et al., 2016). O preparo do meio foi conduzido em béqueres de
3 L, sob agitagdo constante promovida por agitador magnético.

A adi¢io de NaOH (16 g L") ocorreu em duas etapas: inicialmente, 12 g L' foram
adicionados gradualmente durante a injecdo de CO2, de modo a manter o pH entre 7 e 10;
posteriormente, apds o término da injecdo de CO> (pH aproximado de 8), foram adicionados os
4 g L restantes para ajuste do pH final para 9,2. Em seguida, o meio foi mantido em estufa a
30 °C por, no minimo, 2 h e posteriormente filtrado em papel filtro qualitativo, para remogao
dos sais precipitados. Apds a filtragdo, o pH foi ajustado para 8,5 por meio de nova inje¢ao de
CO», nas mesmas condi¢des previamente estabelecidas (Faucher; Coupal; Leduy, 1979; Rosa,

Gabriel Martins da et al., 2015).
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A etapa de pré-tratamento foi empregada com finalidade operacional, visando reduzir o
excesso de sais presentes no concentrado dessalinizado, especialmente aqueles passiveis de
precipitacdo durante o ajuste de pH. A eficiéncia de remogdo dos ions calcio (Ca?") e magnésio
(Mg?") nio foi determinada neste estudo, sendo o procedimento realizado conforme adaptagio

metodoldgica baseada em (Bezerra et al., 2020).

4.3 CONDICOES DE CULTIVO

Os ensaios foram realizados em duas etapas utilizando a microalga Chlorella fusca LEB
111, conduzidos sob as mesmas condigdes experimentais. Os cultivos foram realizados em
fotobiorreatores do tipo Erlenmeyer com capacidade de 1 L, volume 1til de 0,9 L e concentragao
inicial de biomassa de 0,2 g L. A concentracdo inicial foi ajustada com base na curva de
crescimento previamente estabelecida para a microalga, por meio de calculo proporcional do
volume de indculo necessario.

Os meios de cultivo foram previamente esterilizados em autoclave, enquanto a ureia foi
esterilizada separadamente por exposicao a radiagdo ultravioleta (UV) antes da adi¢do ao meio.
Os cultivos foram mantidos em cAmara termostatizada a 30 °C, sob fotoperiodo de 12 h claro/12
h escuro (Reichert; Reinehr; Costa, 2006), com lampadas fluorescentes e intensidade luminosa
de 50 umol fétons m2 s~'. A aeracio foi continua, realizada por meio de mangueira simples
conectada a rede de ar estéril do laboratério, com vazdo aproximada de 450 mL ar min ',
conforme descrito (Rosa, Gabriel Martins da et al., 2016). Durante os cultivos, foi realizado
monitoramento visual para verificagdo de possiveis alteragdes indicativas de contaminagao,
bem como reposi¢ao diaria do volume evaporado com agua destilada estéril.

Na primeira etapa, foi utilizado o indculo cultivado em meio BG-11 modificado com
ureia, sendo avaliado o efeito de diferentes concentracdes dessa fonte nitrogenada,
correspondentes a 25%, 50%, 75% e 100% do nitrogénio fornecido pelo NaNOs3 presente no
meio BG-11 padrdo. Nessas condigdes, o nitrato de sodio foi totalmente substituido por ureia,
utilizada como tunica fonte de nitrogénio em diferentes concentragdes equivalentes ao aporte
nitrogenado do meio padrdo. Os ensaios para os cultivos 1 e 2 foram conduzidos durante 20
dias e 15 dias, respectivamente.

A partir dos resultados obtidos na primeira etapa, foi selecionada a condicao

correspondente a 50% do nitrogénio fornecido pela ureia, utilizada na segunda etapa do estudo.
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Nesta fase, empregou-se o indculo previamente adaptado a essa condi¢do, sendo os ensaios
conduzidos com meios contendo diferentes propor¢des de concentrado de dessalinizagdo (25%,
50%, 75% e 100%, v v''), com o objetivo de avaliar o efeito do concentrado no cultivo
microalgal.

O concentrado de dessalinizagao utilizado foi previamente submetido ao pré-tratamento
descrito no item 4.2, visando reduzir o excesso de sais presentes no meio. O meio BG-11 foi
utilizado como base, sendo removidos os sais MgSO4-7H>0, CaCl>-:2H>0 e Na,COs3, uma vez
que estes ja estavam presentes na composi¢cao do concentrado dessalinizado (Tabela 1). Nao foi
realizada quantificagdo da composi¢ao idnica do concentrado ap6s o pré-tratamento.

Adicionalmente, foi conduzido um ensaio contendo apenas concentrado de
dessalinizacdo, sem adicao de nutrientes suplementares, com substituicdo total da agua doce, a
fim de avaliar isoladamente o efeito desse meio sobre o crescimento microalgal. Os
experimentos foram realizados em duplicata, incluindo-se um ensaio controle conduzido em

meio BG-11 padrao.



Figura 2. Fluxograma experimental do cultivo da microalga Chlorella fusca LEB 111
submetida a diferentes concentrac¢des de ureia (Etapa 1) e proporgdes de concentrado de

dessalinizagao (Etapa 2).
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44 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE BIOMASSA E pH DOS
CULTIVOS

A concentracdo de biomassa foi determinada diariamente por meio da leitura da
densidade ptica das culturas em espectrofotometro (Shimadzu UV/VIS UVmini-1240, Japiao),
no comprimento de onda de 670 nm, utilizando-se uma curva padrdo (Equacdo 1) previamente
estabelecida para Chlorella fusca LEB 111, correlacionando a densidade Optica com a massa
seca da biomassa. A mesma curva padrao foi utilizada para todos os cultivos realizados neste
estudo. Como branco analitico, foi empregado o meio BG-11 controle. O pH dos cultivos foi
monitorado diariamente por leitura direta em pHmetro digital (Mettler Toledo FiveGo™,
Suiga).

Para avaliacdo da atividade fotossintética das células, foi monitorado diariamente o
parametro Fv/Fm, correspondente a eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema II. Para
essa analise, amostras de 3 mL de cultivo foram transferidas para cubetas e mantidas na
auséncia de luz por 15 min, sendo posteriormente submetidas a leitura em fluorimetro (Photon
Systems Instruments AquaPen AP100, Republica Tcheca), conforme metodologia descrita por

(Ippoliti et al., 2016).

y = 0,3404x — 0,0013 (1)

4.5 RESPOSTAS AVALIADAS

A concentragio méaxima de biomassa (X, .., g L") foi obtida a partir dos valores de

concentracgdo celular determinados ao longo do cultivo. A produtividade de biomassa (Py, mg
L1 d'!) foi calculada com base na variagio da concentragdo de biomassa ao longo do tempo,
conforme a Equagdo 2, em que X, representa a concentra¢io de biomassa (mg L) no tempo t
(d) e Xo corresponde a concentracdo de biomassa (mg L) no tempo inicial to (d) (Bailey; Ollis,

1986).

i )
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A velocidade especifica maxima de crescimento (pmax d!) foi obtida a partir do ajuste
exponencial dos dados da fase logaritmica de crescimento. O tempo de gerag¢do (tg) que
corresponde ao tempo necessario para a duplicagdo celular, foi determinado de acordo com a

Equacgéo 3, conforme Bailey; Ollis (1986).

In2
t, = 3)

o

4.6 RECUPERACAO E CARACTERIZACAO DA BIOMASSA MICROALGAL

Ao final dos cultivos, a biomassa da microalga foi separada do meio por centrifugacio
(HITACHI, Himac CR-GIII, Japao) a 9000 x g, a 20°C por 20 min. O material sedimentado foi
ressuspendido com 400 mL de 4gua destilada e novamente centrifugado nas mesmas condigdes
anteriores, com o objetivo de remover os sais residuais do . Posteriormente, a biomassa foi
congelada em ultra freezer, a -80 °C, por 72 h seguida de liofilizagdo por 48 h. As amostras
liofilizadas foram identificadas e armazenadas a -20 °C para posterior analise (Rosa, Gabriel

Martins da et al., 2015).

4.6.1 Caracterizacio da biomassa

As determinagdes dos teores de proteinas e carboidratos foram realizadas a partir dos
extratos obtidos da biomassa. Para o preparo dos extratos, 10 mg de biomassa foram suspensos
em 20 mL de agua destilada e submetidos a sonicagdo em sonda ultrassonica (Cole-Parmer
CPX 130, lllinois, EUA).

O teor de carboidratos foi determinado pelo método fenol-sulfurico, utilizando glicose
como padrdo para a construgdo da curva de calibragdo, conforme metodologia descrita por
DuBois ef al (1956). As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Shimadzu UV/VIS
UVmini-1240, Japao), no comprimento de onda de 488 nm.

A quantificacio de proteinas foi realizada por método colorimétrico descrito por Lowry
et al. (1951), incluindo uma etapa de tratamento térmico e alcalino para a solubilizagio de
proteinas insoluveis. A concentragdo de proteinas foi determinada a partir de curva padrdo de

albumina de soro bovino, com leituras realizadas em espectrofotdmetro a 750 nm.



34

A concentragdo de lipidios foi determinada pelo método colorimétrico descrito por
Marsh e Weinstein (1966), utilizando cloroféormio e metanol como solventes de extragdo. A
quantificagdo lipidica foi realizada por meio de curva padrdao de tripalmitina, com leituras
espectrofotométricas realizadas no comprimento de onda de 375 nm.

O teor de umidade foi determinado de acordo com metodologia da AOAC (2000), com

adaptacdes.

4.7 ANALISE DE DADOS

Os resultados obtidos nos ensaios experimentais foram submetidos a analise de
varidncia (ANOVA) e, quando identificadas diferencas significativas, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05),

correspondente a 95% de confianca.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 EFEITO DA UREIA NO CRESCIMENTO CELULAR, NA EFICIENCIA
FOTOSSINTETICA E pH

O perfil de concentragao de biomassa de C. fusca LEB 111 sob diferentes concentragdes
de ureia (25%, 50%, 75% e 100%), além do Controle, ao longo de 20 dias de cultivo, ¢
apresentado na Figura 1A. Observa-se que, até¢ aproximadamente o quarto dia de cultivo, os
tratamentos apresentaram comportamento semelhante. A partir desse periodo, especialmente
na condi¢do contendo 100% de ureia, observou-se tendéncia de menor incremento da biomassa,
enquanto as demais concentragdes de ureia apresentaram aumento gradual da concentracdo de
biomassa, sem evidéncias de fase lag pronunciada, mesmo nas condi¢cdes em que a ureia foi
utilizada como Unica fonte de nitrogénio, sugerindo rapida adaptagdo metabdlica de C. fusca
LEB 111 a essa fonte nitrogenada. A partir desse periodo, os cultivos contendo concentragdes
intermediarias de ureia apresentaram aumento gradual da concentragdo de biomassa, com
destaque para o tratamento com 50%, que apresentou maior inclinag¢do da curva de crescimento
(Figura 1A).

Entre o quarto e o décimo terceiro dia, os cultivos contendo concentra¢des de ureia de
25% e 50% apresentaram aumento gradual da concentra¢do de biomassa, com maiores valores
observados para o tratamento com 50% de ureia (p <0,05). A partir do décimo quinto dia, o
tratamento com 50% de ureia apresentou maior concentra¢do de biomassa em comparacio ao
tratamento controle e ao tratamento com 100% de ureia (p <0,05), atingindo as maiores
concentracoes de biomassa ao final do cultivo. Por outro lado, o cultivo com a maior
concentracao de ureia (100%) demonstrou menor desempenho ao longo de todo o experimento
(p <0,05), com crescimento mais limitado a partir do sexto dia, o que pode indicar possivel
efeito inibitdrio em concentragdes mais elevadas (Figura 1A).

Entre o décimo sexto ¢ o décimo sétimo dia, observa-se tendéncia de estabiliza¢ao das
curvas de crescimento para todos os tratamentos, caracterizando o inicio da fase estacionaria,
especialmente mais evidente nos cultivos com 25%, 75% e 100% de ureia. Além disso,
independentemente da condigdo avaliada, todos os cultivos apresentaram declinio na
concentracdo de biomassa a partir do décimo nono dia, caracterizando a fase de morte celular.
Esse comportamento pode ser explicado pela limitagdo progressiva de fatores essenciais ao
crescimento ao longo do cultivo. A estabilizagdo das curvas entre o décimo sexto e o décimo

sétimo dia, caracterizando o inicio da fase estaciondria, sugere que, embora houvesse
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disponibilidade de nitrogénio proveniente da ureia, outros nutrientes do meio, como fosforo e
micronutrientes, podem ter se tornado limitantes ao metabolismo celular.

Em cultivos microalgais, a fase estacionaria ¢ frequentemente associada ao esgotamento
gradual de nutrientes e a alteragdes bioquimicas celulares, reduzindo o crescimento liquido da
biomassa. Adicionalmente, o aumento da densidade celular ao longo do cultivo pode ter
intensificado o efeito de autossombreamento, reduzindo a disponibilidade de luz entre as células
e, consequentemente, a eficiéncia fotossintética. O aumento da biomassa durante a fase
estaciondria pode ainda intensificar limitagdes luminosas e favorecer estresse fisioldgico e
fotoinibi¢do em parte da populagdo celular, especialmente sob limitagdo simultanea de
nutrientes. Considerando que o pH do meio permaneceu entre 9 e 10, é plausivel que parte do
nitrogénio amoniacal oriundo da hidrolise da ureia tenha sido convertida em amodnia livre
(NH3), potencialmente contribuindo para condigdes menos favoraveis ao crescimento celular,
uma vez que valores elevados de pH favorecem o equilibrio NH4*/NH3 e a amonia livre pode
reduzir a atividade fotossintética em microalgas. O declinio da biomassa observado a partir do
décimo nono dia também pode estar associado ao esgotamento de nutrientes, ao acumulo de
metabolitos potencialmente inibitorios e ao aumento do estresse fisioldgico celular, culminando

em senescéncia e reducao da biomassa microalgal (Salbitani; Carfagna, 2021; Tao et al., 2022).
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Figura 3. (A) Concentracdo de biomassa (g L™!) de Chlorella fusca LEB 111 ao longo do

cultivo sob diferentes concentragdes de ureia e (B) variacdo do pH durante o cultivo. Ensaios

com () Controle, (m) 25% de ureia, (A) 50% de ureia, () 75% de ureia ¢ (@) 100% de

ureia.
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O pH manteve-se estavel ao longo do cultivo, apresentando valores alcalinos, entre 9 e
10 (Figura 3). Observa-se que todos os tratamentos apresentaram comportamento semelhante
ao longo do tempo, com oscilagdes pequenas, sem tendéncia clara a acidificacdo ou
alcalinizagdo, associada ao aumento da concentragao de ureia.

Esse comportamento indicou que a substitui¢do da fonte de nitrogénio ndo influenciou
significativamente a dindmica do pH do meio de cultivo, uma vez que valores semelhantes
foram observados entre os tratamentos. Esse comportamento pode estar relacionado a atividade
fotossintética das microalgas, que consomem CO> dissolvido no meio e contribuem para a
elevagdo do pH. Embora a hidrolise da ureia possa resultar na formac¢do de amoénia e
potencialmente influenciar a alcalinizacdo do meio, concentragdoes elevadas dessa fonte
nitrogenada podem também resultar no acimulo de compostos amoniacais potencialmente
toxicos, afetando o crescimento celular e a atividade metabdlica microalgal. No entanto, ndo
foram observadas evidéncias que permitam atribuir esse efeito diretamente as diferentes
concentragdes de ureia nas condigdes avaliadas.

A manuten¢do do pH em valores alcalinos (9 - 10) sugere predominancia de processos
alcalinizantes no sistema, enquanto o declinio da biomassa observado a partir do décimo nono
dia, caracterizando a fase de decréscimo, pode estar associado a deplecdo de nutrientes,
acumulo de metabolitos e estresse fisiologico celular. Isso pode ser explicado pela atuagao
conjunta da fotossintese e do sistema tampao do meio de cultivo, que contribuiram para a
manutencdo da estabilidade do pH (Markou; Vandamme; Muylaert, 2014).

A microalga Chlorella fusca LEB 111 apresenta crescimento favoravel em pH alcalino
(acima de 9,0). Essa caracteristica pode estar associada a sua adaptagcdo ao ambiente de origem,
uma lagoa de sedimentacdo de cinzas de usina termelétrica (Duarte et al., 2017), o qual pode
apresentar condicdes adversas, incluindo variacdes de pH. Essa adaptacdo pode explicar a
manuten¢do do crescimento mesmo em condi¢gdes alcalinas, diferenciando essa cepa de outras
microalgas que apresentam melhor desempenho em faixas proximas a neutralidade.

A eficiéncia fotoquimica méxima do fotossistema II (Fv/Fm) (Tabela 2) apresentou
diferengas entre os tratamentos no inicio do cultivo, sendo observados valores mais elevados
no controle em comparagdo aos cultivos com ureia. Esse resultado indica que a substitui¢do da
fonte de nitrogénio pode influenciar o estado fisioldgico inicial das células, afetando
temporariamente a eficiéncia do aparato fotossintético.

Estudos conduzidos por (Yong et al., 2019) , (Liu, Tan et al., 2022) e (Maltsev;

Kulikovskiy; Maltseva, 2023) demonstram que a disponibilidade e a forma de nitrogénio
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exercem influéncia direta sobre a atividade fotossintética em microalgas. Em Chlorella sp., a
limitagdo de nitrogénio resulta em reducdo dos valores de Fv/Fm, evidenciando
comprometimento da eficiéncia do fotossistema II e alteracdes no metabolismo fotossintético
(Yong et al., 2019).(Liu, Tan et al., 2022), ao avaliarem Chlorella vulgaris sob estresse por
nitrogénio, também relataram alteragdes fisiologicas e bioquimicas associadas a redugdo do
aparato fotossintético e ao redirecionamento do metabolismo celular, enquanto (Maltsev;
Kulikovskiy; Maltseva, 2023) discutem que a restri¢ao de nitrogénio compromete a sintese de
proteinas fotossintéticas e favorece a redistribuicdo do nitrogénio intracelular para funcdes
essenciais. Esse comportamento estd associado a reducdo de componentes do aparato

fotossintético e a redistribuicao do nitrogénio celular para fungdes essenciais.

Tabela 2. Resultados do inicio (0 d) e fim (20 d) de eficiéncia fotossintética (Fv/Fm) de C.
fusca LEB 111,

Parametro Dia  Controle 25% 50% 75% 100%
0,67° +
0 0,76°+0,01 <’0 01 0,68° + 0,00 0,68°+0,01 0,67°+0,01
Fv/Fm ’
0,71* +
20 <001 0,71*+0,01 0,71*+0,01 0,73*+0,01 0,75*+0,04

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam

que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias, ao nivel de 95% de confianga (p > 0,05).

Os valores de Fv/Fm observados permaneceram acima de 0,6 em todos os tratamentos,
indicando manuten¢do da eficiéncia fotoquimica do fotossistema II e auséncia de
comprometimento severo da atividade fotossintética, mesmo sob diferentes concentracdes de
ureia. Em microalgas cultivadas, valores de Fv/Fm entre aproximadamente 0,6 e 0,8 sdo
frequentemente associados a células fisiologicamente ativas e com aparato fotossintético
funcional, enquanto reducdes nesse pardmetro podem indicar condi¢des de estresse ou
limitacdo nutricional (Jiao; Hu, 2025; Lovio-Fragoso et al., 2021).

No presente estudo, embora tenha sido observada diferencga inicial entre o controle e os
tratamentos com ureia, os valores de Fv/Fm tornaram-se semelhantes ao final do cultivo. Esse
comportamento sugere que, apds a adaptacdo as condi¢des do meio, as células foram capazes

de manter a eficiéncia fotoquimica em niveis comparaveis ao controle, indicando que a
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utilizagdo de ureia ndo comprometeu a atividade fotossintética a longo prazo nas condi¢des
avaliadas.

Os resultados de concentragdo maxima de biomassa (X . ), produtividade méaxima de

méu')

biomassa (P,,...), velocidade especifica maxima de crescimento (u,,:.. ) € tempo de geracao (tg)

max

dos ensaios realizados podem ser verificados na Tabela 3.

Tabela 3. Concentragdo maxima de biomassa (X,,,4,), Produtividade maxima de biomassa
(Pmax), velocidade especifica maxima de crescimento (Wyy,4,) € tempo de geragdo (£,) nos
tratamentos com ureia durante os 20 dias de cultivo.

Parametro Controle 25% 50% 75% 100%
Xmax b b b b
1,4 +£0.2 1,3% £ 0,1 1,7+ 0,01 1,5% £ 0,06 1,1°+£0,2
(gL")
Pméx
(mg L1 81,5 + 41 99,32+ 73 90,5*+99 79,6 %09 61,2+ 58
d?h
pmax
0,190+£0,02 0,25*%0,05 024003 0,22°+001 0,16*+0,02
()
tg
3,7+ 0,4 2,82+0,5 2,9+ 0,4 3,22+0,2 43*+0,5
(d)

Os resultados estfo expressos como média + desvio padriio. Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam

que nfo ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias, ao nivel de 95% de confianca (p > 0,05).

O tratamento contendo 50% de ureia (0,2648 g L) apresentou maior concentragdo de
biomassa, alcangando 1,7 g L'!. Além disso, foi observado diferenca estatistica entre os
tratamentos com 50% e 100% de ureia (0,5295 g/L!), sendo que a condigio com 100%
apresentou menor concentragdo maxima de biomassa. (Hsieh; Wu, 2009) também observaram
efeito positivo da ureia sobre o crescimento de Chlorella sp., relatando concentragdo de
biomassa de 2,027 g L' apos seis dias de cultivo utilizando 0,2 g L' de ureia. Embora os
valores obtidos diferenciem-se dos observados no presente estudo, os resultados refor¢am que
concentragdes adequadas de ureia podem favorecer o crescimento celular, possivelmente em
funcdo do fornecimento suficiente de nitrogénio sem atingir niveis potencialmente inibitdrios.

Por outro lado, concentragdes elevadas de ureia, superiores a aproximadamente 0,3 g

L', podem favorecer o acimulo de nitrogénio amoniacal no meio em decorréncia de sua
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hidrolise, especialmente em condi¢des alcalinas, o que pode resultar em efeitos inibitorios sobre
o crescimento microalgal e alteracdes metabdlicas. Esse efeito estd associado a formagao de
amonia livre (NH3), cuja toxicidade tende a aumentar em pH elevados, embora a resposta varie
conforme a espécie e as condi¢des de cultivo (Jiang et al., 2021; Salbitani; Carfagna, 2021).
Em Amphidinium carterae,(Molina-Miras et al., 2023) observaram tolerancia ao cultivo com
ureia até essa concentracdo, indicando que valores mais elevados podem comprometer o
desempenho fisioldgico celular.

Em condi¢des de pH mais elevado, esse equilibrio ¢ deslocado para a formacao de
amonia livre (NH3), que apresenta maior toxicidade as células microalgais. A presenca de
amoOnia em excesso pode interferir em processos metabolicos e fotossintéticos, afetando o
crescimento celular. Nesse contexto, niveis elevados de nitrogénio amoniacal tém sido
associados a inibicdo do crescimento microalgal, efeito que pode estar relacionado a redugdo
da atividade fotossintética, incluindo impactos sobre o fotossistema II (PSII), responsavel pela
etapa inicial da fotossintese luminosa e pela geracdo de elétrons a partir da fotdlise da agua
(Salbitani; Carfagna, 2021; Wang et al., 2019).

Adicionalmente, o estudo conduzido por Khalili et al. (2015) avaliou diferentes fontes
e concentragdes de nitrogénio no cultivo de Chlorella vulgaris, verificando que a ureia
proporcionou o melhor desempenho entre as condicdes testadas. Ao longo de 7 dias de cultivo,
a concentragio de 0,25 g L' de ureia resultou na maior produ¢iio de biomassa (1,23 g L™).
Esses resultados evidenciam que a ureia pode ser uma fonte eficiente de nitrogénio para
microalgas, possivelmente devido a sua rapida assimilagdo apds hidrolise, liberando amonio
diretamente disponivel para o metabolismo celular, com menor gasto energético em
comparagdo a outras fontes nitrogenadas, como o nitrato. Dessa forma, o controle da
concentragdo de ureia torna-se fundamental para maximizar o desempenho do cultivo.

A produtividade maxima apresentou diferenca entre as concentracdes de ureia avaliadas
(Tabela 3). Os tratamentos contendo 25% (99,30 = 7,24 mg L' d!) e 50% de ureia (90,47 +
9,86 mg L' d!) apresentaram os maiores valores observados, sem diferenga significativa entre
st (p > 0,05), enquanto o tratamento com 100% de ureia apresentou menor produtividade
méxima (61,21 + 5,80 mg L' d!), diferindo significativamente dos tratamentos de 25% e 50%
(p < 0,05). Esse comportamento foi acompanhado pela velocidade especifica maxima de
crescimento (4. ), CUjos valores variaram entre os tratamentos, sendo observados 0,25 + 0,05
d'e 0,24 +0,03 d! para 25% e 50% de ureia, respectivamente, em comparagio ao controle

(0,194 0,02 d ') e ao tratamento com 100% de ureia (0,16 + 0,02 d!). As diferencas observadas
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devem ser interpretadas de acordo com a andlise estatistica apresentada na Tabela 3.No entanto,
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. Ainda
assim, em conjunto com os resultados de produtividade, observa-se que concentragdes
intermediarias de ureia apresentaram tendéncia de favorecer o desempenho do cultivo.

Ao longo do cultivo, os tratamentos passaram a apresentar diferencas no crescimento.
O tratamento com 50% de ureia apresentou maior incremento de biomassa em comparagao aos
demais tratamentos, atingindo a maior concentragdo no 19° dia de cultivo (=1,7 g L™). Os
tratamentos com 25% e 75% também apresentaram crescimento expressivo, com concentragdes
finais proximas, enquanto a condi¢cdo com 100% apresentou menor desempenho ao longo do
cultivo. Esses resultados sugerem que concentragdes intermediarias de ureia favoreceram o
crescimento microalgal, enquanto concentracdes mais elevadas podem ter exercido efeito
inibitorio sobre o metabolismo celular.

Resultados similares foram observados por Choochote et al. (2010), que demonstraram
que concentragdes elevadas de ureia (> 0,5 g L) estdo associadas a redugdo do crescimento,
efeito atribuido a toxicidade do amoénio gerado a partir da rapida hidrolise da ureia. De forma
semelhante, Kaur; Mahajan; Bhatia, (2017) observaram que o aumento na concentragao de ureia
favorece o crescimento microalgal até determinado limite, onde concentragdes superiores a 0,5
g L resultaram na redu¢iio da biomassa da Chlorella pyrenoidosa devido a toxicidade por
amonio. Esse comportamento esta atrelado ao fato de que a ureia € rapidamente convertida em
amonio e CO2 no meio do cultivo, podendo levar ao acumulo de amdnio em concentragdes
elevadas. De acordo com os autores, esse acimulo pode provocar alteragdes no pH do meio,
inibir processos metabolicos essenciais, como a sintese de ATP nos cloroplastos,

comprometendo o crescimento das células.

5.2 COMPOSICAO DA BIOMASSA

A Tabela 4 apresenta a composi¢do da biomassa microalgal cultivada em diferentes
concentragdes de ureia no meio de cultivo. Foram determinados os teores de lipidios,
carboidratos, proteinas e umidade, a fim de avaliar a influéncia da fonte e da disponibilidade de

nitrogénio sobre a composicao da biomassa.
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Tabela 4. Composi¢ao bioquimica da biomassa microalgal cultivada sob diferentes
concentragoes de ureia no meio de cultivo.

Parametros Controle 25% 50% 75% 100%
Lipidios 31,59* + 27,54 +
29,63* +£2,61 29,94*+2,33 28,26 +£2,63
(% m m?) 3,33 2,63
Carboidratos 36,028 + 20,274+
24,50+ 1,07 30,94°+ 2,61 28,86+ 2,12
(% m m?) 1,45 1,81
Proteinas 4526% + 46,24% +
36,43+ 1,18 26,34°+ 1,56 45,132 +2,13
(% m m?) 1,50 4,84

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam

que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias, ao nivel de 95% de confianga (p > 0,05).

Os teores de lipidios ndo apresentaram diferenga significativa entre os tratamentos
avaliados (p > 0,05), indicando que a variagdo na concentragdo de ureia nao influenciou o
acumulo lipidico na biomassa microalgal nas condi¢des estudadas. Apesar de pequenas
variagdes nos valores observados, os tratamentos ndo apresentaram diferenga estatistica
significativa, evidenciando que o metabolismo lipidico ndo foi influenciado pelas alteracdes na
disponibilidade de nitrogénio nas condi¢des avaliadas.

Esse comportamento sugere que a redugdo da disponibilidade de nitrogénio nas
condi¢des avaliadas ndo foi suficiente para induzir alteragdes significativas no metabolismo
lipidico da microalga. A limitagdo de nitrogénio ¢ frequentemente reportada como um dos
principais fatores associados a indugdo da lipogénese em microalgas, favorecendo o
redirecionamento do carbono para o acumulo de compostos de reserva, como lipidios (Hu et
al., 2008).

Entretanto, esse efeito depende da intensidade do estresse imposto, da espécie
microalgal e das condi¢des de cultivo. Assim, a auséncia de diferengas significativas no teor
lipidico observada neste estudo pode indicar que a disponibilidade de nitrogénio ainda foi
suficiente para a manutengdo do metabolismo celular, sem induzir resposta lipogénica
expressiva. Em contrapartida, (Converti et al., 2009) , ao avaliarem diferentes concentragdes
de nitrogénio (1,50; 0,75 € 0,375 g L' de NaNOs) no cultivo de microalgas, observaram que a
redugdo da disponibilidade desse nutriente ndo afetou significativamente o crescimento, mas
promoveu aumento expressivo no teor de lipidios, evidenciando que a indugdo da lipogénese
por limitagdo de nitrogénio pode ocorrer sob condi¢des de estresse mais pronunciadas do que

as observadas no presente estudo.
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Os teores de carboidratos foram significativamente influenciados pela concentragao de
ureia (p < 0,05), sendo o tratamento com 50% de ureia estatisticamente superior aos demais. Os
tratamentos com 25% e 75% nao diferiram entre si, apresentando valores intermediarios,
enquanto os tratamentos Controle e com 100% de ureia apresentaram os menores teores.

Os resultados obtidos indicam que concentracdes intermediarias de nitrogénio
favorecem o acumulo de carboidratos. Esse comportamento pode ser explicado pelo
redirecionamento metabolico do carbono em resposta a disponibilidade de nitrogénio. Em
condi¢gdes de maior disponibilidade desse nutriente, o carbono assimilado € prioritariamente
direcionado para o crescimento celular e sintese de proteinas. Por outro lado, sob redugdo na
concentragdo de nitrogénio, ocorre limitagdo do crescimento, levando ao acumulo de compostos
de reserva, como carboidratos. Esse comportamento esta associado a limitagdo de nutrientes,
condi¢do na qual ocorre alteragdo no metabolismo celular, resultando no redirecionamento do
carbono para a sintese de compostos de reserva, como carboidratos (Markou et al., 2013).
Entretanto, a ocorréncia simultanea de elevados teores de proteinas e carboidratos sugere que a
limitacdo de nitrogénio ndo foi suficientemente severa para restringir de forma expressiva a
sintese proteica, permitindo a manutengcdo do metabolismo celular concomitantemente ao
direcionamento parcial do carbono assimilado para o acimulo de compostos de reserva.

Os teores de proteinas foram significativamente maiores nos tratamentos com 50%, 75%
e 100% de ureia, que ndo diferiram entre si (p < 0,05) (Tabela 4). Esses resultados evidenciam
a influéncia da disponibilidade de nitrogénio sobre a sintese proteica na biomassa microalgal.
Além disso, a maior concentragdo proteica observada nesses tratamentos, em comparagao ao
controle, sugere que nao apenas a quantidade, mas também a fonte de nitrogénio pode
influenciar esse processo. Em cultivos de Chlorella em meio BG-11 padrao, foram reportados
teores de 36,13 = 2,1% de proteinas, 33,2 + 1,3% de carboidratos e 21,84 + 0,5% de lipidios na
biomassa seca, evidenciando que a composicdo do meio e a disponibilidade de nutrientes
influenciam diretamente a composi¢do bioquimica microalgal (Mohanty; Mohanty, 2023).
Resultados semelhantes foram observados por Ribeiro ef al. (2020) que verificaram maiores
teores de proteinas no cultivo de Chlorella sorokiniana utilizando ureia (44,57%) e a
combinac¢do de ureia, amonio e nitrato (44,63%), em comparagdo ao uso exclusivo de nitrato
(41,67%). Esse comportamento indica que a forma de nitrogénio disponivel pode influenciar a
assimilagdo desse nutriente e sua incorporagdo em aminoacidos e proteinas. Esse efeito esta

relacionado ao papel do nitrogénio como componente essencial de aminoécidos, proteinas e
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outras biomoléculas celulares (Becker, 2007). Em contrapartida, a limitacdo desse nutriente
pode levar a reducdo do conteudo proteico em microalgas (Illman; Scragg; Shales, 2000).
Com isso, os resultados indicaram que o aumento da disponibilidade de nitrogénio
promove o acumulo de proteinas até concentragdes intermediarias de ureia, sendo observada
estabilizacdo desses parametros a partir de 50% de ureia, uma vez que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos 50%, 75% e 100%. Esse comportamento sugere uma provavel
saturacdo metabolica da assimilagao de nitrogénio, onde o aumento da concentragdo de
nutrientes nao resulta em maior incorporagao em biomoléculas, padrao que também ¢ relatado
na literatura para diferentes espécies de microalgas (Illman; Scragg; Shales, 2000; Markou et

al., 2013).

5.3 EFEITO DO CONCENTRADO DE DESSALINIZACAO E UREIA NAS
CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO E pH

O perfil de concentracdo de biomassa de C. fusca LEB 111 sob diferentes proporgoes
de concentrado de dessalinizacio (25%, 50%, 75% e 100%) e 50% de ureia (0,2648 g L"), além
dos grupos controle 1 e 2, ao longo do cultivo, é apresentado na Figura 4. Observou-se que,
desde os primeiros dias de cultivo, os tratamentos ja apresentaram diferencas na concentragao
de biomassa, ndo sendo evidenciada uma fase inicial de adaptacao celular. De modo geral, os
cultivos com proporg¢des intermedidrias de concentrado (25% e 50%) apresentaram maiores
valores de biomassa ao longo do tempo, enquanto as condigdes com maiores concentragdes
tenderam a apresentar crescimento mais limitado.

Ao longo do cultivo, os tratamentos passaram a apresentar diferengas no crescimento.
O tratamento com 50% de concentrado de dessalinizagdo apresentou maior incremento de
biomassa em comparagdo aos demais tratamentos avaliados, atingindo os maiores valores ao
final do experimento (=1,0 g L"). Os tratamentos com 25% e 75% também apresentaram
crescimento expressivo, com concentragdes finais proximas as observadas para 50%, enquanto
a condicdo com 100% de concentrado apresentou menor desempenho ao longo do cultivo
(Figura 4).

O tratamento com 100% de concentrado de dessalinizagdo apresentou menor
crescimento da microalga em relagdo aos demais ensaios, com tendéncia de estabilizacao da
crescimento em torno de 0,6 g L-! nos dias finais de cultivo. Esse comportamento também foi

observado, em menor intensidade, nas outras condicdes com maiores propor¢des de
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concentrado, o que motivou a finalizacdo do experimento aos 15 dias. De modo geral, os
resultados indicaram que a substitui¢do parcial de 4gua doce por concentrado de dessalinizacao,
especialmente até 50%, favoreceu o crescimento microalgal, com desempenho semelhante ao
controle. 1 (BG-11 padrao). Por outro lado, maiores propor¢des de concentrado resultaram em
menor acumulo de biomassa, possivelmente associado ao aumento da salinidade e,
consequentemente, a maior pressdo osmotica do meio, que pode limitar o crescimento celular

(Dan Su et al., 2022; Zhang et al., 2022).



Figura 4.
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(A) Concentragdo de biomassa (g L) de Chlorella fusca LEB 111 ao longo do

cultivo sob diferentes propor¢des de concentrado de dessalinizacdo + 50% de ureia (0,2648 g
L) e (B) variacdo do pH durante o cultivo. Ensaios com () Controle 1 (BG-11), ( )
Controle 2 (CD + microalga), (m) 25% de CD, (A ) 50% de CD, (¢) 75% CD e (#) 100%

CD.
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O pH do meio de cultivo permaneceu em faixa alcalina ao longo do experimento,
apresentando valores semelhantes entre as condi¢des avaliadas (Figura 4). Esse comportamento
¢ consistente com estudos que indicaram que microalgas apresentam bom desempenho em
faixas de pH alcalino, sem comprometimento do crescimento celular (Shyam Kumar,;
Saramma, 2018). Além disso, o uso de concentrado de dessalinizagdo como meio de cultivo
tem sido reportado como viavel para o crescimento de Chlorella, sendo comum a manutengao
de condigdes alcalinas nesse tipo de matriz. Nesse sentido, Matos ef al. (2015) observaram
valores de pH naturalmente alcalinos, em torno de 8,0 - 9,0, durante o cultivo em concentrado
de dessalinizagdo, sem necessidade de correcdo do pH. Esses resultados reforcam que o
concentrado de dessalinizagdo tende a manter condi¢gdes alcalinas favoraveis ao crescimento
microalgal. Adicionalmente, estudos indicam que microalgas apresentam mecanismos
fisioldgicos que permitem adaptacdo a variagdes de pH, mantendo a atividade metabdlica
mesmo diante de altera¢des nas condi¢des do meio (Meier ef al., 2022; R et al., 2021).

Os valores de concentragdo méaxima de biomassa (X, ) indicaram que as diferentes

max

condig¢des de cultivo influenciaram diretamente o crescimento de C. fusca LEB 111 (Tabela 4).
Os maiores resultados foram observados nos tratamentos com 25% (1,2 + 0,17 g L) e 50%
(1,1 £ 0,02 g L"), os quais ndo diferiram estatisticamente entre si. Além disso, esses valores
foram semelhantes ao Controle 1 (1,04 + 0,12 g L), conduzido em meio BG-11 padrio,
indicando que a substitui¢do parcial (até 50%) de agua doce por concentrado de dessalinizagdo
(CD) ndo comprometeu o crescimento microalgal (Tabela 4). Esses resultados sugerem que
propor¢des intermediarias de CD proporcionam condi¢des mais favoraveis ao acumulo de
biomassa.

Por outro lado, o tratamento com 100% de concentrado apresentou a menor
concentragio maxima de biomassa (0,78 + 0,13 g L 1), sendo inferior aos valores observados
nas condigdes de 25% (1,2 + 0,17 g L) e 50% (1,1 + 0,02 g L!) (Tabela 4). Esse
comportamento indica que o aumento da propor¢do de concentrado exerce efeito inibitorio
sobre o crescimento de C. fusca LEB 111. Resultado semelhante € descrito na literatura, onde
concentragdes elevadas de sais, por exemplo acima de 40 - 60 g L! de NaCl, levam a redugio
significativa do crescimento microalgal, associada a alteragdes fisioldgicas decorrentes do
estresse salino. No presente estudo, embora a salinidade total do concentrado ndo tenha sido
determinada, sua composi¢do i6nica evidenciou elevadas concentragdes de ions dissolvidos,

especialmente Na* (545,6 mmol L), Ca** (605,6 mmol L), Mg?" (95,6 mmol L ') e HCO3"
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(364,8 mmol L") (Tabela 1), o que pode ter intensificado a pressdo osmoética do meio e
contribuido para a redu¢do do crescimento celular observada no tratamento contendo 100% de
concentrado. Esse estresse envolve efeitos osmoticos, idnicos e oxidativos, que reduzem o
potencial hidrico celular, promovem desequilibrio na homeostase i6nica e favorecem a
formacgdo de espécies reativas de oxigénio. Como consequéncia, ha comprometimento de
processos essenciais, como a fotossintese e a assimilagdo de nutrientes, resultando na
diminui¢do da produtividade da biomassa (Elloumi ef al., 2020).

O Controle 1 (1,04 + 0,12 g L"), cultivado em meio padréo, apresentou desempenho
semelhante aos tratamentos intermediarios, confirmando que essas condi¢des foram adequadas
ao crescimento. Contudo, o Controle 2 (0,54 + 0,04 g L'!), composto apenas por microalga e
concentrado salino, apresentou o menor valor de biomassa (Tabela 4). Esse resultado indica
que na auséncia de nutrientes essenciais ao meio de cultivo, o concentrado isoladamente ndo ¢
suficiente para sustentar o crescimento celular, mesmo na presenga de sais, uma vez que
microalgas requerem fontes adequadas de nitrogénio, fosforo e outros nutrientes para o
crescimento e divisdo celular (Becker, 2007, Markou; Nerantzis, 2013).

Assim como observado para a concentragdo maxima de biomassa (X a

ms'u')’

produtividade maxima (P, . ) também foi influenciada pelas condi¢des de cultivo. Os maiores

max

valores de produtividade foram observados nos tratamentos com 50% e 25% de concentrado de
dessalinizag¢do, que ndo diferiram estatisticamente entre si, indicando melhor desempenho
nessas condigdes. Os tratamentos Controle 1 e 75% apresentaram valores intermediarios,
enquanto a condi¢do com 100% de concentrado resultou na menor produtividade (Tabela 5).
Os tratamentos com 25% e 50% de concentrado de dessalinizagdo apresentaram valores
de produtividade semelhantes, ndo diferindo estatisticamente entre si (p > 0,05), indicando
desempenho equivalente nessas condig¢des de cultivo. Por outro lado, a condigdo com 100% de
concentrado resultou na menor produtividade, diferindo significativamente dos tratamentos
com melhor desempenho (p < 0,05), o que sugere efeito negativo do aumento da proporgdo de
concentrado sobre a eficiéncia do cultivo (Tabela 5). Esse comportamento pode estar
relacionado ao aumento da salinidade e a alteragdo da disponibilidade de nutrientes no meio,
fatores frequentemente associados a redugdo do crescimento microalgal em condi¢gdes mais
extremas. Estudos com espécies do género Chlorella relatam que condigdes moderadas de

salinidade tendem a favorecer o crescimento, enquanto concentragdes mais elevadas podem
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resultar em redu¢do da produtividade e limitagdo fisiologica celular (Balasubramaniyan;

Kasiraman; Amirtham, 2024; Esteves ef al., 2025; Rosa, Adrian Macias-de la et al., 2024).

Tabela 5. Concentragdo maxima de biomassa (X,,,4,), Produtividade maxima de biomassa
(Pmax), velocidade especifica maxima de crescimento (Wyy,4,) € tempo de geragdo (£,) nos

tratamentos com ureia durante os 15 dias de cultivo.

Parametro Controle1l Controle 2 25% 50% 75% 100%
X o 1,28 + 1,18+ 0,97% + 0,78 +
1,0+ 0,12 0,54* + 0,04
(g L) 0,17 0,02 0,02 0,13
Pn:lﬁx
69,92 + 52,7 + 80,4% = 84,9% = 60,1% 33,4+
-1
(mg L 6,07 18,78 9,56 7,24 + 4,62 5,39
d)
Monze 0,19 + 0,31% = 0,21% % 0,20° % 0,12% %
0,14* = 0,02
) 0,05 0,09 0,01 0,08 0,02
t, 2,4%+ 3,28+ 3,7°+
3,80+ 0,97 4,9°+0,69 5,74+ 0,88
(d) 0,76 0,17 1,41

Os resultados estfo expressos como média + desvio padriio. Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam

que nfo ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias, ao nivel de 95% de confianca (p > 0,05).

Os valores de velocidade especifica maxima de crescimento (g, ;. ) ndo apresentaram

max

diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05), indicando que as diferentes condi¢des
de cultivo ndo afetaram de forma relevante a cinética de crescimento de C. fusca LEB 111.
Embora tenham sido observadas pequenas variagdes nos valores, essas diferengas ndo foram
estatisticamente significativas (Tabela 5).

Os valores de tempo de geracdo (tg) ndo apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos (p > 0,05), indicando que as condigdes de cultivo ndo influenciaram o tempo de

duplicag@o celular. Embora tenham sido observadas pequenas variagdes entre os tratamentos,
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essas ndo foram estatisticamente significativas, indicando comportamento semelhante do
microrganismo quanto a taxa de divisdo celular (Tabela 4).

Os tratamentos com diferentes concentragdes, assim como o Controle 2, apresentaram
comportamento semelhante, indicando que as condi¢des avaliadas ndo provocaram alteragdes
expressivas no pH. De modo geral, os resultados mostram que o pH permaneceu relativamente
estavel ao longo do cultivo, independentemente das concentragdes de ureia ou de concentrado
de dessalinizagao utilizadas. Entretanto, pequenas oscilagdes observadas no Controle 2 podem
estar relacionadas a auséncia de suplementagdo nutricional no meio contendo apenas
concentrado de dessalinizacdo, condi¢do que possivelmente limitou a atividade metabdlica e
fotossintética das células ao longo do cultivo. Em microalgas, variagdes na assimilacdao de
carbono inorganico e na atividade fotossintética influenciam diretamente a dindmica do pH,
uma vez que o consumo CO; dissolvido tende a elevar os valores de pH, enquanto alteragdes
na atividade celular podem resultar em pequenas flutuagdes no meio de cultivo.

De maneira geral, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o concentrado de
dessalinizacdo pode ser empregado no cultivo microalgal em propor¢des de até 50%, uma vez
que nessas condi¢des foram observados maiores valores de crescimento e produtividade. Em
contrapartida, propor¢des superiores a 50%, especialmente a condi¢do com 100% de
concentrado, estiveram associadas a redu¢do do desempenho do cultivo nas condicdes
avaliadas. Resultados semelhantes tém sido reportados para microalgas cultivadas em meios
com elevada salinidade ou concentrados salinos, nos quais o aumento da concentragdo de sais
pode influenciar negativamente o crescimento celular e a produtividade da biomassa, embora
esse efeito dependa da espécie e das condi¢des de cultivo (Al Bazedi et al., 2023; Mohseni;
Fan; Roddick, 2021).

No inicio do cultivo, ndo foram observadas diferencas significativas na eficiéncia
fotoquimica méaxima do PSII (Fv/Fm) entre os tratamentos, indicando que a presenca do
concentrado de dessalinizagdo ndo provocou impacto imediato na atividade fotossintética das
células. No entanto, ao final do cultivo, observou-se reducao dos valores de Fv/Fm no Controle
2, sugerindo que, ao longo do tempo, as condi¢des do meio contendo apenas concentrado nao
foram suficientes para manter o desempenho fotossintético no mesmo nivel dos demais
tratamentos (Tabela 6). Esse comportamento indica que a resposta fotossintética as condi¢des

do meio pode ocorrer de forma progressiva, e nao imediata.
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Tabela 6. Resultados do inicio (0 d) e fim (15 d) de eficiéncia fotossintética (Fv/Fm) de C.
fusca Leb 111 cultivada sob diferentes proporc¢des de concentrado de dessalinizagdo no meio
de cultivo. Controle 1: meio BG-11 padrao; Controle 2: meio contendo apenas concentrado de

dessalinizag¢do, sem adi¢do de nutrientes.
Controle Controle

Parametro Dia 1 ) 25% 50% 75% 100%
0 0,74 + 0,75* + 0,75* + 0,75* 0,75* + 0,732 +
0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
Fv/Fm
15 0,72% + 0,66° + 0,74 + 0,712 + 0,75* + 0,74 +

0,01 0,02 0,04 0,01 0,01 0,00

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam

que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias, ao nivel de 95% de confianga (p > 0,05).

Resultados semelhantes foram relatados por Kholssi; Lougraimzi; Moreno-Garrido
(2023), que observaram que aumentos de salinidade e temperatura podem reduzir
significativamente o Fv/Fm em microalgas, refletindo alteragdes no funcionamento do
fotossistema II e na capacidade de transferéncia de elétrons. Esses autores associaram a redugao
do Fv/Fm a alteragdes fisiologicas decorrentes do estresse ambiental, como ajustes no aparato
fotossintético e mudangas na distribuicdo de energia entre os fotossistemas. Dessa forma, a
variacdo observada no presente estudo € consistente com a literatura, refor¢ando que alteragdes
nas caracteristicas do meio de cultivo, como as impostas pelo concentrado de dessalinizacao,

podem influenciar a eficiéncia fotossintética ao longo do tempo

5.4 EFEITO DO CONCENTRADO DE DESSALINIZACAO + 50% de ureia (0,2648
g L)) NA COMPOSICAO D BIOMASSA

A composi¢do centesimal da biomassa de C. fusca LEB 111 foi influenciada pelas
condig¢des de cultivo avaliadas, com teores de proteinas variando de 24,26% a 50,15% (Tabela
7). Essa variagdo indica que a disponibilidade de nutrientes e a salinidade do meio
influenciaram diretamente a sintese proteica, uma vez que o nitrogénio exerce papel
fundamental no metabolismo microalgal. Estudos demonstram que a disponibilidade de
nitrogénio influencia diretamente o crescimento € a composicao bioquimica das microalgas,
sendo essencial para a sintese de proteinas, pigmentos fotossintéticos, aminodcidos e outras

biomoléculas nitrogenadas (Assobhi et al., 2024; Liu, Tan et al., 2022; Maltsev; Kulikovskiy;
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Maltseva, 2023). Em condi¢des de limitacao nitrogenada, observa-se frequentemente reducao
do teor proteico associada ao redirecionamento do metabolismo celular para o acimulo de
compostos de reserva, como lipidios e carboidratos.

Além disso, o aumento da salinidade, especialmente em condi¢des superiores a 2,5 - 3%
(=25 - 30 g L' de sais), pode comprometer a assimilagio de nitrogénio pelas microalgas,
reduzindo a atividade metabolica e enzimatica e, consequentemente, a sintese de proteinas. Esse
efeito esta associado a alteragdes fisioldgicas e danos ao sistema fotossintético sob estresse
salino, incluindo reducao da atividade do fotossistema II (PSII) e da atividade de enzimas
relacionadas ao metabolismo do nitrogénio (Hao et al., 2025).

Em condigdes de estresse, como elevadas concentragdes de sais, especialmente NaCl
em niveis superiores a 45 - 60%o (=45 - 60 g L"), também pode ocorrer redirecionamento
metabolico, no qual a célula passa a acumular compostos de reserva, como carboidratos, em
detrimento de proteinas, como mecanismo de adaptagdo as condigcdes adversas. Em
Euchlorocystis marina, (Pan et al., 2024) observaram maior acimulo de polissacarideos sob
elevadas salinidades, indicando ajuste osmotico e redistribuicdo metabdlica em resposta ao
estresse salino. Matos ef al. (2015) observaram teores proteicos entre 45,2% e 48,8% em
Chlorella sp. cultivada em concentrado de dessalinizagdo, sem varia¢des ao longo dos ciclos
de cultivo. Em contraste, os resultados do presente estudo apresentaram maior amplitude,
incluindo valores inferiores aos reportados na literatura, indicando maior sensibilidade da

biomassa as condi¢des avaliadas (Tabela 7).

Tabela 7. Composi¢ao bioquimica da biomassa microalgal cultivada sob diferentes
proporcdes de concentrado de dessalinizagdo no meio de cultivo + 50% de ureia (0,2648 g L-
1. Controle 1: meio BG-11 padrio; Controle 2: meio contendo apenas concentrado de
dessalinizag¢do, sem adi¢ao de nutrientes.

Parametros Controle 1 Controle 2 25% 50% 75% 100%
Lipidios 14,1° 15,00 + 143+  12,5°+ 156+ 15,18+
(% m m1) +1,43 3,73 1,69 2,65 0,60 1,70
Carboidratos 29,00+ 30,2% + 27,6+ 31,28 + 20,8° + 25,3% 4+
(% m m™) 1,93 1,99 3,13 2,33 2,77 2,25
Proteinas 48,4* £ 24,35+ 47,7* + 46,1 + 47,9* + 50,2% +
(% m m1) 4,09 2,94 4,07 2,30 4,13 3,27

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam

que nado ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias, ao nivel de 95% de confianga (p > 0,05).
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A substitui¢do parcial da agua doce por concentrado de dessalinizacdo, especialmente
nas proporcdes de 25% e 50%, permitiu manter a qualidade nutricional da biomassa, uma vez
que os teores de proteinas foram comparaveis aos do meio controle 1 (Tabela 6). Esse resultado
demonstra que a utilizacdo do concentrado de dessaliniza¢do pode representar uma alternativa
tecnicamente viavel e ambientalmente vantajosa, contribuindo para a redugdo do consumo de
agua doce e de insumos quimicos no cultivo, sem comprometer a qualidade da biomassa
produzida.

Os carboidratos apresentaram variacao entre 20,81% e 31,22%, com maior acimulo no
tratamento contendo 50% de concentrado de dessalinizac¢do e redugdo nas maiores proporgoes,
sendo observada diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos (Tabela 6). Esse
comportamento pode estar relacionado a resposta metabdlica da microalga as condi¢des do
meio de cultivo, uma vez que alteragdes moderadas nas condigdes ambientais podem favorecer
o acumulo de compostos de reserva, enquanto condigdes mais severas de salinidade tendem a
comprometer processos metabolicos associados ao crescimento e a assimilagdo de carbono. Em
microalgas do género Chlorella, o estresse salino pode modificar o direcionamento metabolico
do carbono assimilado, afetando a sintese e o acumulo de biomoléculas, incluindo carboidratos,
sendo a resposta dependente da intensidade do estresse e da capacidade adaptativa da espécie
(Ru et al., 2020; Teh et al., 2021). Adicionalmente, esse comportamento sugere influéncia das
condi¢des do meio sobre o metabolismo de acumulo de carboidratos, uma vez que alteragdes
na composi¢do do meio de cultivo podem modificar o direcionamento metabolico celular e a
composi¢do bioquimica da biomassa. De forma complementar, (Mata ef al., 2020) observaram
aumento no teor de carboidratos em Spirulina sp. LEB 18 cultivada em concentrado de
dessalinizacdo, de 47,91% no controle para 52,29% na condi¢do contendo o concentrado,
evidenciando que modificagdes no meio de cultivo podem influenciar o acimulo dessa
biomolécula, embora a resposta dependa da espécie e das condi¢des de cultivo.

Os resultados obtidos sugerem que a composi¢do bioquimica da biomassa foi
influenciada tanto pela utilizagdo da ureia como fonte de nitrogénio quanto pelas condigdes
impostas pelo concentrado de dessalinizagdo no meio de cultivo. A disponibilidade de
nitrogénio pode influenciar diretamente a sintese proteica, uma vez que esse nutriente participa
da formagdo de aminoacidos, proteinas e outras biomoléculas celulares, sendo a fonte
nitrogenada capaz de afetar a fisiologia e a composi¢do bioquimica das microalgas (Becker,

2007; Vasileva; Ivanova; Gigova, 2020). Além disso, alteragdes na salinidade do meio podem



55

influenciar o metabolismo microalgal e o acimulo de biomoléculas, uma vez que condic¢des de
estresse salino podem promover mudangas no direcionamento do carbono assimilado, afetando
o balango entre proteinas, carboidratos e lipidios (Shi et al., 2020; Teh et al., 2021). Dessa
forma, a auséncia de um padrao linear na composicao bioquimica da biomassa observada neste
estudo sugere que a resposta metabdlica da microalga depende das condi¢cdes impostas pelo

meio de cultivo e da intensidade do estresse ao qual as células foram submetidas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a utilizacdo de ureia (50% de ureia (0,2648 g L) como
fonte alternativa de nitrogénio aliada ao uso de concentrado de dessalinizagdo como meio de
cultivo, constitui uma estratégia vidvel para o cultivo de Chlorella fusca LEB 111, com
potencial para redu¢do de custos e reaproveitamento de efluentes. A condi¢cao com 50% de ureia
apresentou melhor desempenho cinético, com concentragio maxima de biomassade 1,7 gL e
produtividade méaxima de 90,5 mg L' d!, indicando um ponto 6timo de fornecimento de
nitrogénio. Nos ensaios com concentrado de dessalinizagdo, as propor¢des de 25% e 50%
favoreceram o crescimento celular, atingindo até 1,15 g L' de biomassa, enquanto a condi¢do
com 100% apresentou menor desempenho (0,78 g L).

Além disso, a composi¢ao bioquimica da biomassa foi influenciada pelas condi¢des de
cultivo, com variagdo nos teores de proteinas (24,26% a 50,15%) e carboidratos (20,27% a
36,02%), evidenciando a possibilidade de direcionamento metabolico. Nesse contexto, destaca-
se que o ajuste das concentracdes de ureia e da diluicdo do concentrado ¢ um fator critico para
otimizagdo do sistema. Como perspectiva de melhoria, recomenda-se estratégias de cultivo que
minimizem o acimulo de compostos inibitérios, como sistemas semicontinuos ou com
renovacao de meio.

Dessa forma, o uso combinado de ureia e concentrado de dessalinizacdo contribui para
areducdo de custos operacionais e para o desenvolvimento de processos mais sustentaveis, com
potencial aplicagdo na produgdo de biocombustiveis e outros bioprodutos. Essa abordagem se
destaca por integrar a valorizacao de residuos ao processo produtivo, contribuindo para melhor
gerenciamento do concentrado de dessalinizacao e para a preservagdao de agua doce, recurso

cada vez mais escasso.
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