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RESUMO 

 

 

BIGNON, Letícia Moraes Pereira. Avaliação da produção de biomassa de microalgas em 

meios alternativos e sua utilização como bioestimulante vegetal. 2023. 140 f. Tese 

(Doutorado em Meio Ambiente) – Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

2023. 
 
 

 O cultivo de microalgas no mundo tem ganhado destaque devido ao seu potencial 

como fonte versátil e sustentável e biomassa, além de suas aplicações em diversos setores, 

como alimentação, energia, saúde e meio ambiente. A busca por cultivo desses micro-

organismos com baixo custo é alvo de vários estudos científicos. A utilização de águas de 

reúso com a finalidade de reduzir custo de produção é uma opção viável. Como foi visto neste 

estudo, os custos relacionados a nutrição da espécie foram reduzidos em 90% quando 

utilizada a água de reúso suplementada com NPK para o cultivo das microalgas. Na presente 

tese, foram cultivadas quatro microalgas em água de reúso com NPK: Chlorella vulgaris, 

Scenedesmus ecornis, Spirulina platensis e Spirulina labyrinthiformis. A concentração em 

biomassa da Chlorella vulgaris aumentou de 0,28 g/L (em WC) para 0,55 g/L (em água de 

reúso). A concentração em biomassa da Spirulina platensis também apresentou aumento, de 

0,52 g/L (em Zarrouk) para 0,92 g/L (em água de reúso). A Scenedesmus ecornis apresentou 

uma redução na concentração em biomassa. A Spirulina labyrinthiformis manteve a 

concentração igual nos dois meios utilizados. Para um maior rendimento dos compostos foi 

feita extração seriadas na biomassa. A ficocianina, no caso da Spirulina platensis e Spirulina 

labyrinthiformis, chegou uma concentração de 98,5 % e 101,6 %, respectivamente. Não houve 

um aumento na produção de lipídios neutros em nenhuma das microalgas. A concentração de 

carotenoides variou de acordo com a espécie. Foi realizado testes ecotoxicológicos para 

determinar se o cultivo em água de reúso poderia causar modificações nas células ou se 

deixavam resquícios na biomassa a ponto de causarem toxicidade ao serem lançadas ao meio 

ambiente. A Spirulina labyrinthiformis apresentou comportamento tóxico em sementes de 

alface. Para testes posteriores foi escolhida a Spirulina platensis para ser utilizada em todos os 

experimentos da presente tese. Ao final da etapa das extrações dos compostos, foi realizado 

experimentos em incubadora com a biomassa residual da Spirulina platensis para avaliar o 

potencial bioestimulante em sementes de tomate. Foi apresentado comportamento estimulante 

na biomassa quando utilizada na germinação de sementes de tomate.  

 

Palavras-chave: Spirulina platensis. Bioestimulante. Germinação. Água de reuso. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

 

BIGNON, Letícia Moraes Pereira. Avaliação da produção de biomassa de microalgas em 

meios alternativos e sua utilização como bioestimulante vegetal. 2023. 140 f. Tese 

(Doutorado em Meio Ambiente) – Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

2023. 
 

 

The cultivation of microalgae in the world has gained prominence due to its potential 

as a versatile and sustainable source of biomass, in addition to its applications in various 

sectors, such as food, energy, health and the environment. The search for low-cost cultivation 

of these micro-organisms is the subject of several scientific studies. The use of reused water 

in order to reduce the cost of production is a viable option. In this study, costs related to 

species nutrition were reduced by 90% when using reuse water supplemented with NPK for 

microalgae cultivation. In this thesis, four microalgae were cultivated in reuse water with 

NPK: Chlorella vulgaris, Scenedesmus ecornis, Spirulina platensis and Spirulina 

labyrinthiformis. The biomass concentration of Chlorella vulgaris is increased from 0.28 g/L 

(in WC) to 0.55 g/L (in reuse water). The biomass concentration of Spirulina platensis also 

increased, from 0.52 g/L (in Zarrouk) to 0.92 g/L (in reuse water). Scenedesmus ecornis 

showed a reduction in biomass concentration. Spirulina labyrinthiformis maintained an equal 

concentration in the two media used. For a greater yield of the compounds, serials in the 

biomass were made to order. Phycocyanin, in the case of Spirulina platensis and Spirulina 

labyrinthiformis, reached a concentration of 98.5% and 101.6%, respectively. There was no 

increase in the production of neutral lipids in any of the microalgae. The concentration of 

carotenoids varies according to the species. Ecotoxicological tests were carried out to 

determine whether the cultivation in reuse water could cause changes in the cells or if it 

allowed residues in the biomass to the point of causing toxicity when released into the 

environment. Spirulina labyrinthiformis showed toxic behavior in lettuce seeds. For further 

tests, Spirulina platensis was chosen to be used in all experiments of this thesis. At the end of 

the compound extraction stage, experiments were carried out in an incubator with residual 

biomass of Spirulina platensis to evaluate the biostimulant potential in tomato seeds. 

Stimulating behavior was presented in the biomass when used in the germination of tomato 

seeds. 
 

Keywords: Spirulina platensis. Biostimulant. Germination. Reuse water. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

As microalgas são microrganismos unicelulares fotossintetizantes que podem ser 

encontrados em ambientes marinhos e de água doce. Vivem de forma isolada ou associada a 

outros organismos, como fungos e bactérias. Representam uma grande variedade de espécies 

que podem viver em uma ampla gama de ambientes. As microalgas precisam de três 

componentes principais para seu crescimento, incluindo luz solar, água e uma fonte de 

carbono (SIGN & PARTIDAR, 2018; RIZWAN, 2018). O termo microalga não está ligado a 

taxonomia de seus integrantes e, por isso, podemos incluir as cianobactérias (DERNER et al, 

2006). 

O aumento do interesse na produção de microrganismos como as microalgas, se deve 

ao fato deles serem importantes em diversas cadeias tróficas, pois são produtores primários na 

cadeia alimentar, e na perspectiva de aplicação comercial em várias áreas como nutrição 

humana, alimentação animal, em cosméticos, pigmentos, biofertilizantes, isótopos 

bioquímicos estáveis e para a produção de antivirais, antibacterianos e antimicrobianos. As 

microalgas são capazes de produzir diferentes tipos de antioxidantes, carotenóides, lipídios, 

corantes naturais, ácido graxo poliinsaturado, peptídeo, toxina e esteróis, que são utilizados 

em vários produtos industriais (SUNGANYA et al. 2017; MORENO-GARCIA, 2016).  

 Devido à variabilidade na sua composição bioquímica somado ao melhoramento de 

tecnologia de cultivo em grande escala, as microalgas vêm ganhando espaço em diversas 

áreas de mercado. A Spirulina, por exemplo, apresenta alto teor de proteína, alta 

digestibilidade e seus aminoácidos essenciais equilibrados. Já a Chlorella vulgaris apresenta a 

capacidade de acumular quantidades importantes de lipídios, especialmente após a privação 

de nitrogênio com um perfil de ácidos graxos adequado para a produção de biodiesel 

(LUPATINI et al, 2016; SAFI et al. 2014)  

O cultivo de microalgas apresenta várias vantagens em comparação às culturas 

tradicionais e aos cultivos de outros micro-organismos em relação à ampla gama de 

compostos que podem ser produzidos por esses micro-organismos e com alta produtividade. 

Porém, em grande escala a forma de nutrição das espécies é custosa para o processo 

produtivo, essa etapa envolve cerca de 60% dos custos de produção de biomassa, e os custos 

com processos de colheita e secagem representam 20-30% dos custos de produção (BARROS, 

2015). A viabilidade econômica em cultivos de grandes proporções é um desafio para 

determinadas aplicações da biomassa. Visando a redução de custos desta produção pode-se 
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pensar na utilização de águas residuárias de indústrias e estações de tratamento como fonte de 

nitrogênio e de fósforo (CHIU et al., 2015).  

 O uso de águas residuais para culturas de microalgas é benéfico para minimizar o 

uso de água doce e produzir uma biomassa com potencial para a produção de biocombustíveis 

e produtos de alto valor comercial. Existem três fontes principais de águas residuais: águas 

residuais municipais (domésticas), agrícolas e industriais. São considerados um recurso 

valioso pois podem conter nutrientes necessários para a proliferação e multiplicação em 

massa de algas (CHINNASAMY et al., 2010; GULDHE et al., 2017). 

 Um dos compostos produzidos pelas microalgas da classe dos lipídios podem ser 

convertidos através de uma reação química em biodiesel. A produção de biodiesel a partir de 

microalgas é considerada como uma das estratégias mais eficazes para a geração de 

biocombustíveis pela alta produtividade em óleo comparativamente àquela alcançada pelas 

oleaginosas, sendo, assim, vista como uma alternativa atraente para atender às demandas 

atuais por combustíveis alternativos. Além disso, a substituição de combustíveis fósseis por 

biodiesel ou outros produtos biocombustíveis da conversão da biomassa de microalgas pode 

contribuir para a redução das emissões de CO2 pela diminuição da combustão dos 

combustíveis fósseis (CHIU et al. 2015). 

 Outro produto de alto valor agregado é a ficocianina, uma proteína da família da 

ficobiliproteína caracterizada por sua intensa cor azul. Possui várias propriedades 

farmacológicas, tais como anticancerígena, antioxidante, antiviral e antiinflamatórias. Como 

resultado, a ficocianina é considerada como um agente terapêutico potente que pode proteger 

de uma grande variedade de doenças. Além das aplicações terapêuticas, a ficocianina também 

é usada como corantes naturais e marcadores fluorescentes (MANIRAFASHA, 2018). Um 

composto que dependendo da pureza e das variações do mercado, pode chegar ao valor de até 

26 US$.mg-1 (PROZYME, 2018). 

 Embora haja muitos estudos mostrando o desempenho das microalgas em cultivos 

com águas residuais, estudos sobre a utilização desta biomassa como matéria prima para o 

setor da agricultura ainda são poucos (MÓGOR et al, 2018). Os extratos celulares de diversas 

espécies de microalgas possuem fitohormonios que são conhecidos por desempenhar um 

papel crucial no desenvolvimento da planta (TARAKHOVSKAYA et al, 2007). O uso da 

biomassa microalgal como bioestimulante vegetal já vem sendo estudado e é uma alternativa 

para aplicação na agricultura (CASTRO, 2006; DU JARDIN, 2015; MORAES, 2015b).   

Os conceitos e as aplicações dos micro-organismos e técnicas utilizados nesse estudo 

já são bem estabelecidos, a inovação se encontra na junção de todas as técnicas pois um 
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problema comumente encontrado em diversos processos de produção é o não aproveitamento 

de todas as frações úteis e valorosas da biomassa. Perante essa problemática, vem sendo 

utilizado o conceito de biorefinaria em estudos como uma forma de estimular a indústria de 

microalgas. A aplicação do conceito de biorefinaria viabiliza a produção de diferentes 

produtos partindo de uma mesma matéria prima. É um conceito que se aplica muito bem ao 

cultivo de microalgas, devido à variedade de produtos produzidos por esses micro-organismos 

(CHIA et al, 2018). O conceito de economia circular também foi aplicado no presente estudo, 

pois se opõe ao processo produtivo da economia linear, onde os resíduos são insumos para a 

produção de novos produtos. 

O presente estudo pretende apresentar um cultivo feito em água residual com posterior 

extração dos compostos de interesse e aproveitando a biomassa residual da extração dos 

compostos como bioestimulante vegetal. A junção de todos os conhecimentos e técnicas já 

estudadas até hoje permitiu um aproveitamento quase que integral das frações uteis da 

biomassa microalgal em um mesmo cultivo. 
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1.  OBJETIVOS 

 

 

1.1 Objetivo Geral 

 

 

 Esse trabalho tem como objetivo avaliar a produtividade em biomassa e em 

bioprodutos de interesse comercial de microalgas cultivadas em água de reúso e avaliar o 

potencial bioestimulante da biomassa residual da extração desses bioprodutos. 

  

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 

• Avaliar o crescimento das microalgas Chorella vulgaris, Scenedesmus ecornis, 

Spirulina labyrinthiformis e Spirulina platensis em diferentes condições de cultivo em 

águas de reúso; 

• Avaliar a concentração dos compostos em diferentes sequencias de extração;  

• Avaliar a produtividade em biomassa e nos compostos de interesse; 

• Avaliar a toxicidade da biomassa das microalgas através de testes de germinação com 

alface (Lactuva sativa); 

• Avaliar o potencial bioestimulante da biomassa residual pós extração em incubadora 

nas sementes de tomate;  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

 

2.1 Microalgas 

 

 

 As microalgas compõem o grupo de microrganismos fotossintéticos, presentes tanto 

em ambientes marinhos como em ambientes de água doce. Devido ao fato do processo de 

fotossíntese se assemelhar ao das plantas, e a sua estrutura celular ser simples (sem folhas, 

caules ou raízes) e por achar-se em ambiente aquático, tem maior eficiência na conversão de 

energia solar em biomassa (GOUVEIA, 2011). Elas apresentam mais de 40.000 espécies 

conhecidas em diversos meios de cultura (SAFI et al., 2014). E mesmo com muitas espécies 

existentes, poucas cepas têm sido amplamente estudadas ao decorrer dos anos (CARDENAS, 

2018). A microalga pode ser reconhecida de acordo com a cor, a forma, a textura e o tamanho 

da célula (NIE, 2020). Em geral, possui uma alta taxa de crescimento, o que permite uma 

grande produção de biomassa em pouco tempo. Os sistemas microalgais apresentam maiores 

produtividade do que culturas agrícolas (PULZ e GROSS, 2004). 

 Algumas microalgas sobrevivem em ambientes extremos (GONÇALVES, 2011): (i) 

com baixa luminosidade; (ii) temperaturas extremas, de climas desérticos a climas polares; 

(iii) ambientes hipersalinos; e (iv) meios básicos e ácidos extremos. 

 A composição bioquímica das microalgas é bastante diversificada, sendo composta 

por: carboidratos, proteínas, lipídios diversificados, incluindo ácidos graxos, carotenóides etc. 

Os fatores ambientais dos cultivos, o meio de cultura utilizado e a natureza das espécies são 

fatores que influenciam diretamente na composição bioquímica (Tabela1) (MIAO; WU, 2006; 

ZAMALLOA et al., 2011). De acordo com Mata et al, (2010) esses microrganismos podem 

mudar suas rotas metabólicas como respostas a mudanças do ambiente em que estão 

inseridos, fazem com que excretem uma variedade de compostos, incluindo inibidores de 

crescimento de outros microrganismos.  

 As microalgas são utilizadas para a produção de vários compostos a partir da sua 

biomassa, como carboidratos, proteínas, lipídios, ácidos graxos insaturados, pigmentos, 

enzimas, vitaminas, extratos para produção de fertilizantes, biocombustível, ou como 

biorremediador em águas residuais (CARDENAS, 2018; ARRIADA; ABREU, 2014). 
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 As microalgas são agrupadas em diferentes classes e são diferenciadas, basicamente, 

pela pigmentação, estrutura celular e ciclo de vida. De acordo com Ravenet al.(2005), em 

termos de abundância, as principais linhagens de microalgas são: 

a. Diatomáceas (Bacillariophyta) - há cerca de 100.00 espécies e é considerada o 

grupo de domínio do filoplâncton dos oceanos; mas, podem ser encontradas 

também em ambientes de água doce. A sua parede celular apresenta sílica em sua 

composição e sua reserva de carboidrato é óleo ou polímeros de carboidratos.  

b. Algas verdes (Chlorophyceae) - formado por aproximadamente 17.000 espécies, 

geralmente encontradas em ambientes marinhos ou de águas doce. A reserva de 

energia é, na grande maioria, amido. 

c. Algas azuis (Cyanophytas) – são destacadas pelo seu importante papel para a 

biofixação de gás carbônico da atmosfera. Engloba 2.000 espécies e são 

encontrados em vários ambientes. 

 

Tabela 1: Composição bioquímica das espécies de microalgas 

Espécie de Microalga Proteína (%) Carboidrato (%) Lipídio (%) 

Tetraselmis sp.  14 - 58 12 - 43 8 - 33 

Spirulina platensis 43 - 77 8 - 22 4 - 14 

Scenedesmus sp. 31 - 56 6 - 28 8 - 21 

Porphyridium cruentum 27 - 57 12 - 39 5 - 13 

Nannochloropsis sp.  18 - 47 7 - 40 7 - 48 

Haematococcus pluvialis  10 - 52 34 15 -40 

Dunaliella sp.  27 - 57 14 - 41 6 - 22 

Chlorella pyrenoidas 57 - 60 4 - 26 2 - 37 

Chlorella vulgaris  38 - 53 8 - 27 5 - 28 

Anabaena cylindrica  43 - 56 25 - 30 4 - 7 

Diacronema vikianum  24 - 39 15 - 31 18 - 39 

Nitzschia sp.  16,8 9,2 12,1 - 16 

Batryococcus braunii 22 14,1 5 - 25 

Euglena gracilis  39 - 61 14 - 18 14 - 38 
Fonte: Li et al, 2019, Bernaerts et al, 2019 

 

 

2.1.1 Os gêneros Spirulina e Arthrospira 

 

 

 O gênero Spirulina compreende cianobactérias filamentosas com alto teor de proteínas 

(Montenegro et al., 2010). A disposição dos tricomas multicelulares cilíndricos em uma 
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hélice esquerda aberta ao longo do seu comprimento é a sua principal característica 

morfológica (TOMASELLI, 1997). As dimensões celulares, o comprimento do filamento e o 

grau de ondulação variam de acordo com a espécie.  

O gênero Spirulina é filogeneticamente distinto da Arthrospira, mas como o habitat e 

a forma helicoidal são semelhantes, habituou-se a usar os dois termos para nomear essa 

cianobactéria filamentosa que é bastante conhecida pelas características morfológicas do 

gênero (SPILLER et al., 2010). Em relação à nomenclatura da espécie Arthrospira platensis 

há certo equívoco, pois pesquisadores do tema ao redor do mundo utilizaram o termo 

Spirulina para denominar o gênero desses microrganismos, porém originalmente as espécies 

alvo de estudos pertenciam ao gênero Arthrospira. O termo Spirulina ainda aparece em 

trabalhos científicos por questões históricas, porém a comunidade científica reconhece que as 

espécies estudadas são pertencentes ao gênero Arthrospira (HABIB et al, 2018).  

São microrganismos planctônicos, que têm como habitat corpos de água tropical e 

subtropical definidos por alto níveis de carbonato e bicarbonato e elevado pH. Elas são 

identificadas nos mais diversos ambientes como águas salobras, lagoas salinas, mar e também 

em águas sub-árticas, lagoas tropicais e fontes de águas termais. Mostrando assim, um grande 

potencial de adaptação a condições ambientais extremas.  

 Os membros do gênero Spirulina são fotoautotróficos, não fixam nitrogênio 

atmosférico, efetuam fotossíntese aeróbia, com exceção da Spirulina labyrinthiformis a qual 

foi relatado possuir capacidade de realizar fotossíntese anoxigênica à custa de sulfuretos 

(CIFERRI e TIBONI, 1985). 

 Possuem necessidades nutricionais bastante simples e sua biomassa pode ser utilizada 

para a obtenção de biocompostos que podem ser aplicados em diversas áreas, entre elas: 

nutricionais (HENRIKSON, 1994) e saúde (AMBROSI et al., 2008). Há relatos também de 

aplicações em tratamento de efluentes (MEZZOMO et al., 2010), em produção de 

biocombustível (BARATA, 2006) e em processos de biossorção (TEDESCO, 2011; DAL 

MAGRO et al., 2012). 

 O meio de cultura comumente utilizado para o cultivo de Spirulina spp. e Arthrospira 

platensis é o Zarrouk.. 

 

 

2.1.2 Gênero Chlorella 
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 As microalgas do gênero Chlorella são um grande grupo de microrganismos 

eucarióticos, unicelulares, fotossintetizantes, largamente distribuídos em ambientes de águas 

doce. Pertencem ao phytum: Chlorophyta, domínio: Eukaryota, classe: Ter-bouxiophyceae, 

ordem: Chlorellales e família: Chlorellaceae. As espécies do gênero são indivíduos solitários e 

de vida livre. Sua forma, em geral, é esférica, elipsoidal ou ovóide, mas também pode ser 

reniforme ou um pouco assimétrica. O gênero é representado por habitantes, principalmente 

por plâncton, de sistema de águas paradas ou lóticas (lagos ou reservatório), mas também 

podem ser coletadas no solo, de ambientes subaéreos (BICUDO; MENEZES, 2006). 

Chlorella apresenta uma rica composição em carotenoides, como β e α caroteno, 

neoxantina, luteína, violaxantina e zeaxantina, que se incorporam nas lamelas dos 

cloroplastos. Devido à presença de pigmentos de clorofila a e b nos cloroplastos, possuem 

coloração verde.  

Suas células são capazes de utilizar carbono de matéria orgânica dissolvida, na forma 

de açúcares, ácidos aminados e outras moléculas pequenas, o que possibilita os cultivos 

heterotrófico e mixotrófico (LOURENÇO, 2006); esta característica demonstra que ela é 

dotada de uma importante flexibilidade metabólica em resposta às condições ambientais.  

A Chlorella vulgaris é uma das espécies mais usadas para a remoção de nutrientes de 

efluentes com resultados satisfatórios para remoção de N e P. Isso se deve ao fato dessa 

espécie ter uma tolerância elevada e capacidade de adaptação para cada tipo de efluentes, 

além de acumular nutrientes destes (PITMAN et al., 2011) 

 Por ser um gênero com elevada taxa de crescimento, e possuir, portanto, grande 

potencial biotecnológico para produção industrial de biomassa (LEE, 2001), a Chlorella 

vulgaris tem sido alvo de vários estudos; além disto, produz produtos de alto interesse 

comercial e de alto valor agregado (PULZ e GROSS, 2004). 

 O meio de cultura geralmente utilizado para o cultivo da Chlorella sp. é o W.C.. A 

Chlorella vulgaris apresenta em sua composição vitaminas do complexo B, principalmente 

B12 (BHUVANA et al., 2019). Além de 42 a 58% de 18 proteínas em biomassa seca, 

apresenta também 5 a 40% de lipídios, constituído principalmente de fosfolipídios, 

glicolipídios, hidrocarbonetos, ceras e ácidos graxos, que são sintetizados pelo cloroplasto 

(CORONADO-REYES et al., 2020) 

 

 

2.1.3 Gênero Scenedesmus sp. 
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O gênero Scenedesmus é composto por indivíduos coloniais. A colônia sempre plana é 

formada, em geral, por 2, 4, 8, 16 ou, mais raramente, 32 células dispostas lado a lado, com 

seus eixos mais longos paralelos entre si (BICUDO e MENEZES, 2006).  

As espécies de Scenedesmus e Chlorella vêm sendo apontadas como eficientes no 

processo de fixação de CO2 acoplado ao tratamento de águas residuais e à síntese de lipídios 

para a produção de biodiesel (BLERSCH et al., 2013; TANG et al., 2012). Este gênero 

pertence à família Scenedesmaceae, Ordem Chlorococcales, Classe Chlorophyceae e divisão 

Chlorophyta (LEE et al., 2008). Possui clorofila a e b, xantofilas (luteína e prasinoxantina) e 

os carotenóides α, β e γ. O produto fotossintético de armazenamento é o amido, que é 

composto de amilose e amilopectina e, ao contrário de outras algas, é formado dentro do 

cloroplasto (REYNOLDS, 2006). 

O teor de lipídios das microalgas Scenedesmus sp. pode variar de 11 a 20 %, em 

cultivos padrões, entretanto esse teor de lipídios pode ser superior a 70%, como descreveu 

Matsunaga (2009) onde a microalga Scenedesmus rubescens apresentou conteúdo lipídico de 

73,0% sem adição de nutrientes. 

O meio de cultura utilizado no cultivo dessa microalga é o WC, o mesmo utilizado no 

cultivo da Chlorella vulgaris. 

 

 

2.2 Cultivo de microalgas 

 

 

 A classificação do cultivo das microalgas pode ser feita pela tecnologia utilizada e 

também pela sua via metabólica que proporciona seu crescimento. O desenvolvimento das 

microalgas tem como base três tipos de metabolismo, cuja classificação depende do tipo de 

fontes de carbono e de energia utilizadas (BRENNAN & OWENDE, 2010; CHEN et al., 

2011): 

• Autotrófico: utiliza carbono inorgânico (ex.: bicarbonato HCO3 e CO2) como fonte de 

carbono, e fonte de luz como de energia, onde a produção de energia química é 

realizada pela fotossíntese; 

• Heterotrófico: emprega compostos orgânicos como fonte de carbono e a respiração 

celular para obtenção de energia; 
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• Mixotrófico: utiliza carbono orgânico e inorgânico como fonte de carbono, e luz e 

respiração celular como fonte de obtenção de energia, dependendo da concentração 

em compostos orgânicos do meio e disponibilidade de luz, respectivamente.  

 

Há uma diferença singular entre os cultivos mixotrófico e heterotrófico no que diz 

respeito à fonte de energia para seu crescimento e a produção de metabolitos específicos. 

Dessa maneira, no cultivo heterotrófico somente se utilizam compostos orgânicos como fonte 

de carbono e energia, o que possibilita maior percentual de biomassa e produtividade. E nos 

cultivos mixotróficos a fotossíntese é a principal fonte de energia, mesmo que a presença de 

compostos orgânicos seja fundamental (PEREZ-GARCIA et al., 2010). 

 

 

2.3 Fatores que afetam o crescimento das microalgas 

 

 

2.3.1 Temperatura 

 

 

 A temperatura do cultivo é um dos fatores ambientais que mais influenciam para a 

determinação da composição bioquímica desses micro-organismos (RICHMOND, 2004). 

Autores relatam (Nishida e Murata, 1996) que uma diminuição da temperatura de cultivo 

abaixo do nível indicado, de modo geral, aumenta o grau de insaturação dos sistemas de 

membranas lipídica das células.  

 A temperatura ideal para crescimento varia de espécie para espécie (RICHARD et al., 

1998). Segundo Lourenço (2006), as temperaturas constantes são desejáveis para o cultivo de 

microalgas, visto que propiciam maior constância nos experimentos, maior reprodutibilidade 

e previsibilidade das respostas das espécies. Em cultivos laboratoriais, para se ter o controle 

da temperatura é utilizada sala climatizada. Em cultivos de grande escalaé grande o grau de 

dificuldade para o controle da temperatura; porém, em cultivos em fotobiorreatores há formas 

de se ter um razoável controle da temperatura, e em tanques, apesar do controle não ser tão 

apurado como nos fotobiorreatores, a temperatura não ultrapassa determinada faixa por conta 

da evaporação da água. 
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2.3.2 pH 

 

 

 O pH é uma variável que interfere no crescimento microbiano. A variação da produção 

de biomassa em relação ao pH do cultivo se deve à influência deste fator na disponibilidade 

de nutrientes, na atividade de estruturas celulares e de suas enzimas. Em cultivos de Spirulina, 

a condição alcalina dificulta a sobrevivência de outros microrganismos que se encontram no 

meio, sendo um diferencial para assegurar a qualidade de um cultivo aberto em larga escala 

(HU, 2004), pois determinados micro-organismos não sobrevivem nessas condições.  

 Na figura 1, pode-se observar que em baixos valores de pH (abaixo de 6) prevalece a 

forma de CO2; em valores de pH entre 6 e 10, domina a forma de HCO3
- e a forma CO3

-2 é 

predominante em pH a partir de 10 e particularmente acima de 13. Portanto, basta balancear 

as concentrações desses íons para obter um determinado pH.  

Liam et al. (2017) descrevem o efeito do pH do meio de cultura no crescimento da 

microalga Chlorella vulgaris e relatam que, no cultivo em efluente não esterilizado, a cepa 

utilizada se adaptou bem ao pH 3, uma vantagem para inibição de outros contaminantes 

bióticos (por exemplo, fungos) que poderia apresentar no meio de cultura de águas residuais. 

 O uso de tampões permite que o pH varie de forma discreta, porém pensando em 

sistemas de produção em larga escala o uso de tampões eleva o custo da produção. Uma 

forma de amenizar as variações de pH é a aeração dos cultivos, com bombeamento de ar 

atmosférico ou com ar enriquecido de CO2 (LOURENÇO, 2006). 

 

Figura 1: Concentração relativa a gás carbônico, bicarbonato e carbonato de sódio  (%) em 

função do pH 

 

Fonte: Sassano (2004) 
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2.3.3 Energia luminosa 

 

 

 A luz é essencial para o crescimento das microalgas, pois é por meio da fotossíntese 

que as microalgas fixam carbono necessário para produção de biomassa. O fornecimento de 

luz afeta não apenas a fotossíntese de microalgas, a composição de células e as vias 

metabólicas, mas também a eficiência econômica do processo de cultivo de microalgas 

(Blanken et al., 2013; He et al., 2015).  

Vários fatores interferem na quantidade de luz absorvida pelas células, como a 

densidade celular, distribuição das células e pigmentação. Existem limitações no emprego de 

efluentes em cultivos de microalgas pois a cor e turbidez do meio podem limitar a penetração 

de luz e comprometer o crescimento algal (RUBIO et al., 2008).Mesmo que a taxa de 

crescimento das microalgas em condições de luminosidade crescente seja definida como 

função da ação conjunta com outros fatores, há um ponto máximo de densidade de fluxo 

fotônico, a partir do qual pode ser observado o decaimento da taxa de crescimento, o que 

configura uma condição de fotoinibição.  

 A luz utilizada pelas algas é absorvida pelos pigmentos fotossintetizantes (unidades 

fotossintéticas). Esses pigmentos são classificados em três grupos: as clorofilas, os 

carotenóides e as ficobilinas, sendo cada uma diferente entre si pela composição química e 

apresentam diferentes capacidades de absorver a luz em determinado comprimento de onda 

(SUH & LEE, 2003). 

Em cultivos fotoautotróficos, a quantidade de energia luminosa recebida pelo sistema 

fotossintético irá refletir na quantidade de carbono que pode ser fixado, apontando assim a 

produção de biomassa e a taxa de crescimento das culturas microalgais. Todavia, para 

algumas culturas, a elevação da concentração celular, ao longo do cultivo, gera o efeito de 

auto-sombreamento entre as células, reduzindo a quantidade de luz disponível para as célula 

(DERNER, 2006; TZOVENIS et al., 2003).  

 

  

2.3.4 Nutrientes 

 

 

 Basicamente três componentes compõem o meio de cultivo para as microalgas: 

macronutrientes, micronutrientes, elementos traços e vitaminas. De acordo com Sunda et al. 
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(2005), os macronutrientes são adicionados em quantidade relativamente alta, visto que sua 

toxicidade é baixa, e a necessidade dos mesmos para a produção da biomassa é alta. Os 

macronutrientes principais são carbono, nitrogênio e fósforo.  

Entre os elementos traços destacam-se o ferro e o manganês, cobre, zinco, cobalto, 

molibdênio. Mesmo estando presente em baixas quantidades no meio, os micronutrientes têm 

grande importância para o crescimento porque exercem funções críticas em diversas funções 

metabólicas e sua falta pode ser fator limitante de crescimento. Porém, quando presentes em 

grandes quantidades são tóxicos (SUNDA et al., 2005). 

 A distribuição de elementos químicos nos ambientes naturais aquáticos não é 

uniforme, devido às variáveis ambientais. Sendo assim, alguns elementos estão presentes em 

maiores concentrações, já outros podem apresentar baixas disponibilidades. Já nos meios de 

cultivo, é possível o controle das concentrações dos nutrientes, principalmente nos meios, de 

forma a fornecer as melhores condições de crescimento das células. Na tabela 3 são 

apresentados alguns macronutrientes e suas respectivas funções biológicas. 

a) Carbono 

Por ser o elemento constituinte de todas as substâncias orgânicas sintetizadas pelas 

células (proteínas, carboidratos, ácidos nucléicos, lipídeos, vitaminas, etc), o carbono é o 

elemento necessário em altas concentrações para as microalgas (LOURENÇO, 2006). 

 No cultivo, o carbono é considerado como macronutriente mais importante, pois 

constitui cerca de 50% da biomassa das microalgas. Em geral, o crescimento das células é 

limitado por esse composto (GROBBELAAR, 2004).     

 Em ambientes naturais ou em meios de culturas, o carbono inorgânico pode estar na 

forma de CO2, H2CO3, HCO3
- ou CO3

2-e estes equilíbrios são diretamente dependentes do pH. 

Segundo Soares-Gomes e Figueiredo (2002), bicarbonato e carbonato são as formas de maior 

concentração nos oceanos, principalmente por conta do pH ser normalmente entre 8,2 e 8,6. 

As microalgas têm preferência pela forma de CO2, pois se difunde de forma rápida da água 

para o interior da célula e é diretamente usado no processo de fixação. O bicarbonato gera um 

gasto de energia para suportar o processo, pois é incorporado ativamente (RAVEN, 1988). 

b) Nitrogênio 

 Após o carbono, o nitrogênio é o nutriente que tem maior contribuição para a 

produção de biomassa. Um comportamento típico em resposta a supressão desse nutriente é a 
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descoloração das células e acúmulo de alguns compostos. O nitrogênio encontra-se em uma 

enorme gama de substâncias biológicas importantes, como clorofila, peptídeos e proteínas, 

moléculas de transferências de energia (ATP e ADP), enzimas e material genético (DNA e 

RNA). As fontes inorgânicas desse nutriente são nitrato (NO3), nitrito (NO2-), o amônio 

(NH4
+) e amoníaco (NH3) e o nitrogênio gasoso (N2) (CAI et al., 2013). 

A forma de assimilação preferencial das microalgas é o amônio, pois não requer tanta 

energia, já que não necessita de uma reação redox. Porém, a forma que predomina no meio é 

nitrato que também é assimilada na ausência de amônio. Desse modo, efluentes com NH4
+ 

beneficiam o crescimento de microalgas (CAI et al., 2013).     

Com relação aos efeitos do nitrogênio no crescimento das microalgas e na produção de 

lipídios, o autor relata que se o fornecimento de nitrogênio é elevado no cultivo, tem-se 

também uma elevada concentração de proteínas e clorofila nas células. Entretanto, quando há 

limitação de nitrogênio, há acumulação de compostos de carbono (produtos de reserva), como 

polissacarídeos e lipídios, além da redução da concentração de proteínas e de clorofila 

(BECKER, 2008; LOURENÇO, 2006).  

 

c)  Fósforo 

 

 O fósforo também é um nutriente essencial no metabolismo das microalgas, sendo 

necessário para todos os organismos e está concentrado nos ácidos nucléicos, fosfoproteínas e 

membranas lipídicas (PECCIA, 2013). As fontes inorgânicas mais importantes para as algas 

são as seguintes formas de fósforo: PO4
3; HPO4 

2, H2PO4
-(ALCAINE, 2010). 

 De acordo com Larsdotter (2006), as microalgas têm capacidade de armazenar fósforo 

em excesso, na forma de polifosfato, o que possibilita o crescimento na privação de fósforo. 

Da mesma forma à absorção do nitrogênio, a remoção do P não depende somente da absorção 

celular, mas de outras condições, como pH e oxigênio dissolvido. Para elevados valores de pH 

e oxigênio dissolvido, ocorrerá precipitação de fosfato na solução (CAI et al., 2013).       

 



31 
 

Tabela 2: Macronutientes e micronutrientes e suas funções biológicas 

 

Fonte: Adaptado de Grobbelaar (2004). 

 

 

2.4 Tecnologias alternativas para cultivo de microalgas 

  

 

 Sabe-se que o crescimento desordenado está diretamente relacionado com a escassez 

da água já que há uma grande concentração populacional em determinadas áreas. Como 

exemplo, a região sudeste representa a segunda menor área do país e é considerada a mais 

populosa. Mesmo que o país possua grandes reservas de água doce, a maior parte deste 

volume está concentrada na região norte, exatamente a menos habitada. Além disso, o 

crescimento das cidades, que causa a crescente impermeabilização das metrópoles agrava 

mais ainda esse cenário na região sudeste, já que, a água não é absorvida pelo solo de maneira 

adequada e com isso não há recarga dos seus aquíferos. As consequências da crise hídrica são 

alarmantes, uma vez que a água possui importância vital para os seres vivos e meio ambiente, 

além de afetar diretamente outros setores como a agricultura, pecuária, indústria e serviços, e 

com isso a economia (ARAUJO, SANTOS & SOUZA, 2017).  

 É essencial buscar alternativas que minimizem esta situação. A prática de reúso traz 

muitas vantagens ambientais e se apresenta como uma inteligente saída para este problema. 

Atualmente, o mercado brasileiro de produção de água de reúso ainda é muito recente, 

entretanto está ocorrendo uma crescente evolução neste assunto. De acordo com Araujo et al 

(2016) o Rio de Janeiro já faz uso desta prática nas Estações de tratamento de esgoto – ETE 

Alegria e Penha. Após o tratamento secundário a cloração é feita para a desinfecção de seu 

efluente sendo produzida água de reúso. A ETE Alegria destinou sua água de reúso na 

construção civil, na construção do Porto Maravilha, já a ETE Penha aplica seu efluente 

reusado principalmente na limpeza urbana (ARAUJO, SANTOS & SOUZA, 2017).  

Componente Funções Biológicas

Nitrogênio Componente Estrutural de Macromoléculas

Fósforo Realização do processo de troca energética (ATP)

Carbono Componente estrutural de macromoléculas

Enxofre Estruturação de proteína, como cisteína e metionina

Ferro Participação da via de biosintese da clorofila

Magnésio Constituinte da Molécula de clorofila 

Potássio Regulação Osmótica
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 Existem algumas legislações estaduais e/ou municipais que abordam apenas alguns 

parâmetros de qualidade para a água de reúso. O principal instrumento utilizado no Brasil é a 

Norma Brasileira - NBR 13.969/97(ABNT, 1997), e no item 5.6 levantam o tema com o título 

“Reúso Local”. No ano de 2005, o Conselho Nacional de Recursos Hídricos - CNRH instituiu 

a Resolução CNRH nº 54 (Brasil, 2005), que caracteriza as modalidades de reúso, porém não 

apresenta parâmetros de qualidade de água. A substituição da água potável por água de reúso, 

onde essa substituição for possível, ajuda a manter a sustentabilidade desse valioso recurso 

(SCHULZ & HENKES, 2013).  

 Nesse contexto, com a importância ambiental e econômica do reúso de águas 

residuais, visando à redução de consumo de água potável, o cultivo de microalgas a partir 

dessas águas de reúso se torna atraente, pois há geração de biomassa com potencial produção 

de bioprodutos de interesse comercial. O cultivo de microalgas em águas residuais tem sido 

reconhecido há muito tempo como uma opção viável para a produção sustentável de 

biomassa. O principal requisito nutricional para o crescimento de algas inclui nitrogênio (N), 

fósforo (P) e micronutrientes como ferro (Fe), magnésio (Mg) e cálcio (Ca) que podem estar 

presentes nessas águas (BATISTA et al., 2014; BRENNAN E OWENDE, 2010; BROWN E 

SHILTON, 2014).  

 A maioria dos relatórios disponíveis sobre o cultivo de microalgas usando águas 

residuais é baseada em observações em escala de laboratório que pode não ser uma verdadeira 

representação do que acontece em grande escala. A natureza variável do efluente, vazão, 

composição de nutrientes, presença de metais pesados, interações microbianas, sólidos 

suspensos totais (SST) e fatores ambientais, como luz, pH e temperatura, são alguns dos 

desafios que podem ser encontrados em larga escala no cultivo de microalgas (CAI et al., 

2013). Recentemente, Lu et al. (2015) avaliaram a produtividade de biomassa da Chlorella sp. 

em águas residuais utilizando tanto fotobiorreatores de escala de bancada como de escala 

piloto ao ar livre. Os resultados mostraram um produtividade de biomassa de 260 mg.L-1.d-1 

em cultura de escala de bancada quando comparadas com culturas de escala piloto ao ar livre, 

com biomassa de 110 mg.L-1.d-1. Estas diferenças podem ter resultado devido ao ambiente 

não controlado e fatores operacionais que podem ter afetado o crescimento das microalgas 

durante o cultivo ao ar livre. Da mesma forma, Cho et al. (2015) mostraram em seu estudo 

que os fatores mais significativos que afetaram a biomassa e a diversidade das microalgas 

foram as condições operacionais, tais como temperatura e carbono orgânico. Essas 

observações destacam a importância de um estudo de viabilidade detalhados sobre o cultivo 

de microalgas de águas residuais em sistemas de grande escala.  
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A limitação de nutrientes é um dos principais desafios para o cultivo de microalgas em 

águas residuais secundárias / terciárias. A suplementação de nutrientes é proposta como um 

método alternativo para superar as limitações de nutrientes. No entanto, a adição de nutrientes 

em forma química leva em custos extras para o cultivo de microalgas. Novas investigações 

são, portanto, necessárias para avaliar a viabilidade do uso de substratos de resíduos ricos em 

nutrientes baratos e métodos econômicos de pré-tratamento (SILVA et al, 2015; SHARMA et 

al, 2015). A estratégia de suplementação pode produzir altas produtividades de biomassa, no 

entanto, depende da composição de nutrientes das águas residuais usadas e dos requisitos da 

cepa de microalgas selecionada (ANSARI et al, 2017). A tabela 3 mostra alguns rendimentos 

de biomassa em cultivos de águas residuais. 

 

Tabela 3: Produtividade de espécies em diferentes águas residuais 

Microalga Águas residuais 
Concentração de 

biomassa/produtividade 

Chlorella sp. 
Água residual municipal -  

Tanque de decantação primário 1,58 g.L-1 

Chlorella 

sorokiniana 

Efluente doméstico com 

suplementação de Uréia 200 mg.L-1.d-1 

Desmodesmus sp. Centros municipais 
500 mg.L-1 

Chlorella vulgaris  

Efluente doméstico - 

Tratamento terciário + 12% 

CO2 197 g.L-1 

Nanochloropsis sp. 
Água residual municipal (50%) 

+ Água do mar (50%) 212 mg.L-1.d-1 

 Fonte: Modificado de Guldhe et al., 2017 

 

  

2.5 Aplicações das Microalgas 

 

 

O aumento de interesse no estudo das microalgas se deve em grande parte na vasta 

gama de possibilidade de aplicação comercial (Figura 2), como saúde humana, animal, na 

nutrição, tratamento de água, obtenção de compostos de interesses industriais etc 

(GROBBELAAR, 2004; BRUNO, 2001). 
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        Figura 2: Compostos produzidos pelas microalgas 

 
Fonte: Adaptado de SAFI et al. (2014). 

 

Uma aplicação muito comum das microalgas tem sido para a alimentação, de forma 

direta ou indireta, de animais. São cultivadas não somente como produtoras de biomassas, 

mas também algumas espécies são cultivadas por sua capacidade de sintetizar alguns 

compostos nutracêuticos, como ácidos graxos poli-insaturados e os pigmentos que possuem 

propriedades terapêuticas. Pode ser comercializado como suplemento alimentar, na forma de 

pó, cápsulas, extratos ou incorporada nos alimentos (DENER, 2006). 

 Para o uso de sua biomassa, bem como a extração de suas substâncias de interesse, é 

preciso um processo de separação do meio de cultivo da biomassa, o que implica, geralmente, 

em processos como a centrifugação ou filtração e posterior desidratação ou liofilização. E 

para a extração dos compostos de interesse da biomassa, em geral, são empregadas técnicas 

de rompimento celular por ultrassom, choque osmótico, enzimas, solvente, 

congelamento/descongelamento etc. seguido de alguma etapa de purificação, tais como 

ultrafiltração, precipitação, cromatografia etc (SILVEIRA et al., 2007). 

As microalgas produzem vários compostos importantes que são usados como matéria-

prima para alimentos, combustíveis e outros produtos de valor agregado. No entanto, existem 

vários bioquímicos vitais que ainda estão por ser descobertos a partir de microalgas. As 

microalgas são utilizadas comercialmente como nutrição humana, alimentação animal, em 

produtos cosméticos, pigmentos, biofertilizantes, isótopos bioquímicos estáveis e para a 

síntese de drogas antimicrobianas, antivirais, antibacterianas e anticâncer. As espécies de 

microalgas são capazes de produzir diferentes tipos de antioxidantes, carotenoides, polímeros 
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enzimáticos, lipídios, corantes naturais, ácidos graxos poliinsaturados, peptídeos, toxinas e 

esteróis, que são utilizados em diversos produtos industriais (RIZWAN, 2018).  

Alguns produtos obtidos a partir do cultivo das microalgas atualmente e suas 

aplicações são apresentados na tabela 4. 

            

            

             

Microalga Produtos Aplicação 

Spirulina platensis Ficocianina/Biomassa 
Comida saudável/ 

cosméticos 

Chlorella vulgaris 
Biomassa/Ácido 

Ascórbico 

Comida 

saudável/Suplementação 

alimentar 

Dunaliella salina β caroteno Nutrição humana 

Haematococcus pluvialis Asxantina 

Indústrias de 

nutracêuticos, cosméticos, 

alimentos e rações 

Cylindro spermum sp. Vitamina B12 Promoção de crescimento 

Porphyridium cruentum Polissacarídeos  
Farmacêutica, cosmética e 

nutricional 

Isochrysis galbana Ácidos graxos Nutrição animal 

            

Fonte: Modificado de RIZWAN et al, 2018.       

             

 

 

2.5.1 Tratamento complementar de efluentes de ETE 

  

 

 As microalgas podem ser usadas para o tratamento de águas residuais domésticas 

pois podem usar compostos orgânicos como nitrogênio e fósforo, que normalmente estão 

presentes nas mesmas após passar pela estação de tratamento. Além disso, microalgas podem 

reduzir o impacto negativo de lançamento do esgoto e águas residuais industriais que contêm 

resíduos nitrogenados, originários de tratamento de água. A sua utilização também pode evitar 

Tabela 4: Produtos e Perspectivas de mercado 
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problemas com eutrofização, removendo o azoto e o fósforo. O uso de nutrientes dos 

efluentes para o crescimento de microalgas vinculado ao tratamento de águas residuais tem 

um grande potencial, pois pode resultar na remoção de contaminantes orgânicos, produtos 

químicos, metais pesados e agentes patogênicos e produção de biocombustíveis (MATA et 

al,. 2010; ASLAN & KAPLAN, 2006).  

 Muitas espécies de microalgas são capazes de crescer em uma ampla variedade de 

águas residuais, como esgoto, escoamento agrícola e efluentes industriais, e têm provado ser 

eficientes na remoção de nitrogênio, fósforo e outros poluentes. Espécies de Chlorella, 

Scenedesmus e Spirulina são as espécies de microalgas mais amplamente utilizadas para a 

remoção de nutrientes (CAPORGNO et al., 2015; CHINNASAMY et al., 2010).  

 A microalga Scenedesmus obliquus foi estudada por Martínez et al. (2000) para 

remoção de nitrogênio e fósforo no efluente de tratamento terciário de esgoto e obteve-se uma 

remoção de 100% de amônia e 98% de fósforo. De acordo com Aslan e Kapdan (2006), 

Chlorella vulgaris tem uma remoção média de 72% para nitrogênio. Segundo Li et al.(2011), 

em experimentos de cultivo de Chlorella sp. em esgoto filtrado foi relatada a remoção de 93% 

de amônia, 89,1% de nitrogênio total, 80,1% de fósforo total.  

 Microalgas podem remover com sucesso metais pesados e poluentes das águas 

residuais. No entanto, durante o cultivo heterotrófico de microalgas, as bactérias podem 

crescer devido à sua alta taxa de crescimento. Para superar este problema, algas e bactérias 

podem ser combinadas para formar consórcios que podem ser utilizados para águas residuais. 

A biomassa de microalgas que é produzida em cultivos de águas residuais não é utilizado 

como alimento humano. No entanto, ele pode ser usado para produção de produtos químicos 

de alto valor (MUNOZ & GUIEYSSE, 2006; RIZWAN et al., 2018).  

 Ramsundar et al. (2017) descreverema que a microalga Chlorella sorokiniana 

obteve remoção de 94,29% de NH4 (concentração inicial de 35 mg.L-1) e de 83,3% de PO4 

(concentração inicial de 24 mg.L-1) em efluentes. Chlorella pyrenoidosa foi descrita por Yang 

et al. (2015) na remoção de N e F, com eficiência de 91,64% e 90,74%, respectivamente.      

 

 

2.5.2  Biocombustíveis 

 

 

 O conceito de produção de energia partindo de microalgas provém da década de 1950 

com a produção de metano, sendo sugerido na mesma época a utilização de esgoto como um 
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meio de crescimento alternativo (SHEERAN et al.., 1998). Porém, a produção em grande 

escala foi iniciada em 1960, no Japão, e durante a primeira crise do petróleo aumentou-se o 

interesse para o seu uso em geração de energia (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). Nos 

Estados Unidos, durante esse período, foram desenvolvidos programas específicos, os quais 

utilizaram espécies aquáticas para o estudo de combustíveis renováveis (SHEERAN et al.., 

1998). 

 As microalgas possuem altas taxas de crescimento e produtividades quando são 

comparadas aos vegetais, plantas aquáticas e grãos, e necessita de área de produção bem 

menor que outras fontes de matéria prima para produção de bicombustíveis originadas da 

agricultura. Podem ser usadas como matéria-prima para diversos biocombustíveis como 

etanol, biodiesel, metano, hidrogênio, entre outros, os quais apresentam reduzida emissão de 

material particulado, monóxido de carbono e óxidos de enxofre quando queimados (MATA; 

MARTINS; CAETANO, 2010). A tabela 5 apresenta um comparativo do potencial de 

produção de biodiesel com origem em diferentes matérias-primas, entre elas, as microalgas.  

 

Tabela 5: Comparação entre algumas oleaginosas e as microalgas 

Fonte: Adaptado de MATA; MARTINS; CAETANO, 2010 

 

 As microalgas, assim como qualquer outra fonte de matéria prima energética, 

apresentam vantagens e desvantagens (BECKER, 1994; CHISTI, 2007). Algumas vantagens 

são listadas a seguir: 

• Produção ao longo de todo ano; 

• Não há competição com culturas alimentares; 

• Permite a utilização de águas impróprias para consumo e agricultura; 
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• Permite o aproveitamento de nutrientes que podem ser obtidos de efluentes 

domésticos e industriais, e de CO2 residual; 

• Permite a utilização de terrenos marginais. 

 

Algumas desvantagens são citadas abaixo: 

 

• Pequena dimensão celular o que implica em elevado custo na colheita; 

• Baixo rendimento em sistemas abertos de cultivo; 

• Possibilidade de fotoinibição e evaporação do meio quando exposto ao ar livre. 

 

As microalgas são uma excelente fonte de lipídios devido ao fato de seu conteúdo em 

óleo poder passar de 80% do seu peso total (peso seco), mesmo que o mais comum seja 

atingir os níveis de 20 a 50% (CHISTI, 2007). O teor de lipídio pode ser alterado caso haja 

modificação nas condições de cultura, como redução da concentração dos elementos químicos 

necessários para o crescimento e divisão celular (nitrogênio, fósforo, silício). De acordo com 

Illman et al. (2000), o teor de lipídios pode aumentar em até duas vezes. Feng et al. (2012) 

relataram testes com manipulação de N e P na Chlorella zofingiensis, e os resultados de teor 

lipídico com deficiência de P, atingiu um percentual de aumento de 44,7%.  

Os lipídios de microalgas apresentam ainda potencialidade na indústria petroquímica, 

pois há possibilidade de utilização dos ácidos graxos para produção de biodiesel. A produção 

comercial de biodiesel se dá através de uma transesterificação alcalina de triacilglicerídeos 

(TAGs) encontrados em culturas de sementes oleaginosas ou, no caso das microalgas, a fração 

lipídica extraída das células (BRENNAN & OWENDE, 2010). 

Por possuírem maior eficiência fotossintética (entre 4 a 7%), a produtividade em 

biomassa e em óleo das microalgas é maior quando se compara às oleaginosas. Por exemplo, 

a produtividade em óleo de microalgas pode ser cerca de trinta vezes maior que a de palma 

(maior produtividade dentre as oleaginosas) e cerca de dezenove vezes superior que a de soja 

(principal matéria-prima utilizada para a produção de biodiesel no Brasil) (COUTINHO & 

BOMTEMPO, 2011; FRANCO et al., 2012). 

A produtividade em biomassa microalgal e o acúmulo de lipídios podem ser manipulados 

por variações nas condições de crescimento. Dentre os fatores nutricionais e ambientais que 

podem alterar as condições de crescimento destacam-se: os nutrientes; pH; intensidade de luz; 

temperatura; e aeração. Logo, estudos que apresentam como estratégias de cultivo alterações 
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no metabolismo de microalgas apresentam um potencial para aumentar a produtividade em 

biomassa e em lipídios, além de alterar o perfil dos óleos produzidos (Tabela 6) (CONVERTI 

et al., 2009). 

 

Tabela 6: Condições e Perfil Lipídico 

Condições de Cultivo Efeito no conteúdo e perfil lipídico 

Baixa concentração de nitrogênio Aumenta conteúdo lipídico 

Baixa concentração de fósforo Aumenta conteúdo lipídico 

Alta intensidade luminosa Aumenta quantidade de ácidos graxos 

Baixa temperatura Aumenta quantidade de ácidos graxos insaturados 

Alta concentração de CO2 Aumenta quantidade de ácidos graxos insaturados 

    Fonte: Modificado BEHRENS & KYLE, 1996. 

 

 

2.5.3 Biofertilizantes 

  

 

 A agricultura mundial mantém-se em constante expansão, sendo um dos maiores 

desafios o desenvolvimento de novos sistemas sustentável e ambientalmente correto 

(POVERO et al., 2016). A sociedade enfrenta um desafio não apenas para aumentar a 

produção agrícola em meio às mudanças climáticas globais, que ameaçam diminuir as 

colheitas em muitas áreas do mundo, mas também para desenvolver tecnologias inovadoras 

que aumentem a produção agrícola, minimizem os insumos e impeçam mais poluição 

ambiental (TILMAN et al., 2002; FOLEY et al., 2011). O uso excessivo de agroquímicos 

sintéticos resultou em degradação ecológica maciça em todo o mundo, levando a às zonas 

mortas oceânicas, eutrofização, infertilidade do solo e perda da biodiversidade (CHAGNON 

et al., 2014; HALLMANN et al., 2014). Os biofertilizantes são considerados uma alternativa 

ambientalmente correta, econômica e sustentável aos fertilizantes sintéticos, pois eles não 

apenas melhoram a produção agrícola, mas também também diminuem a poluição ambiental 

(KAWALEKAR, 2013).  

 Quando comparada ao fertilizante químico, a biomassa microalgal pode 

proporcionar uma concentração de cálcio 3 vezes maior e de ferro 2 vezes maior para as 

culturas, além de conceder zinco e manganês que são micronutrientes essenciais para o 

melhor desenvolvimento das plantas (Wuang et al., 2016). Os biofertilizantes são produtos 

que contêm microrganismos vivos ou compostos naturais derivados de organismos como 
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bactérias, fungos e algas que melhoram as propriedades químicas e biológicas do solo, 

estimulam o crescimento das plantas e restauram a fertilidade do solo (ABDEL-RAOUF et 

al., 2012). 

 A biomassa de Scenedesmus dimorphus foi utilizada por Garcia-Gonzalez e 

Sommerfeld (2015) e seu uso demonstrou influências positivas no crescimento e 

desenvolvimento de cultivo de mudas de tomate. Os autores obtiveram resultados 

significativos na quantidade de ramos, flores e números de frutos em comparação aos demais 

tratamentos, o que levou ao final da avaliação em um aumento da massa total das plantas. Os 

mesmos autores acreditam que há um mercado inexplorado para aplicação de microalgas e 

seus subprodutos como agroquímicos.    

 

 

2.5.4  Bioestimulantes 

 

 

Nos últimos anos tem sido constatado um aumento do interesse em substâncias 

bioestimulantes naturais na agricultura, em razão do grande desafio de equilibrar o 

desenvolvimento tecnológico com a conservação ambiental, além da necessidade de 

aprimorar a produtividade e qualidade das culturas e produtos derivados (MÓGOR et al., 

2017, NAVARRO-LÓPEZ et al., 2020; CRAIGIE, 2011). 

Não há uma definição cientifica única sobre o conceito de bioestimulante vegetal, 

apesar de a maioria dos autores o descreverem como uma substância ou um conjunto de 

substâncias, que não pesticidas e nutrientes, que melhoram o desenvolvimento da planta, a 

absorção de nutrientes e o meio de crescimento onde ela se encontra, resultando em uma série 

de benefícios para seu crescimento (DU JARDIN, 2012; BIOSTIMULANTS COALITION, 

2014). 

Na Europa, o Conselho Europeu da Indústria de Bioestimulante estabelece os 

bioestimulantes vegetais como produtos que possuem substâncias e/ou micro-organismos que 

ao aplicadas às plantas ou à rizosfera, podem estimular processos naturais para melhorar a 

absorção de nutrientes, a capacidade nutricional, a tolerância a estresses abióticos, e a 

qualidade do cultivo (EUROPEAN BIOSTIMULANTS INDUSTRY COUNCIL (EBIC), 

2015).  

Nos Estados Unidos, os bioestimulantes vegetais são definidos como substâncias e/ou 

micro-organismos, que ao serem aplicados em quantidades moderada podem melhorar o 
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crescimento e desenvolvimento da planta, a eficiência de absorção de nutrientes ou a redução 

das perdas de nutrientes para o meio, bem como aumentar a resposta da planta melhorando a 

estrutura do solo, função ou desempenho (BIOSTIMULANTS COALITION, 2017).  

 Lançado pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), em maio 

de 2020, o Programa Nacional de Bioinsumos (PNB) traz o conceito de bioestimulante como: 

 

“produto que contém substância natural com diferentes 

composições, concentrações e proporções, que pode ser aplicado diretamente 

nas plantas, nas sementes e no solo, com a finalidade de incrementar a 

produção, melhorar a qualidade de sementes, estimular o desenvolvimento 

radicular, favorecer o equilíbrio hormonal da planta e a germinação mais 

rápida e uniforme, interferir no desenvolvimento vegetal, estimular a divisão, 

a diferenciação e o alongamento celular, incluídos os processos e as 

tecnologias derivados do bioestimulante;” 

 

Os bioestimulantes são aplicados diretamente nas plantas (folhas ou frutos) ou em 

sementes, e possuem capacidade de proporcionar ou modificar os processos morfológicos e 

fisiológicos com intuito de aumentar a produtividade dos cultivos em diferentes estágios 

(CASTRO, 2006; DU JARDIN, 2015; MORAES, 2015b). O uso de bioestimulantes produz 

uma maior tolerância aos estresses bióticos e abióticos nas plantas, amplia a 

biodisponibilidade de nutrientes e minerais, resistência a patógenos, maior crescimento das 

raízes e brotos, melhorando o crescimento, qualidade e produtividade da planta (CALVO; 

NELSON; KLOEPPER, 2014; SCAGLIA; POGNANI; ADANI, 2017). Esses resultados 

estão relacionados à capacidade desses compostos em influenciar a atividade hormonal nas 

plantas (CATO, 2006) 

Alguns estudos que avaliaram o potencial do uso de microalgas, cultivada em águas 

residuárias, como substâncias com ação biofertilizante e bioestimulante alcançaram resultados 

positivos na taxa de crescimento de plantas além da troca bem-sucedida de fertilizantes 

sintéticos (DAS et al., 2019; RENUKA et al., 2016; SILVA et al., 2019; SULEIMAN et al., 

2020). Algumas substâncias produzidas pelas microalgas são capazes de produzir crescimento 

e desenvolvimento vegetal, como citocininas e poliaminas. Efeitos fisiológicos das poliaminas 

são citados por Leite et al.(2012) que descrevem sua atuação no crescimento das plantas, 

floração, desenvolvimento e amadurecimento dos frutos, envelhecimento das folhas e resposta 

ao stress. 

 

 

2.5.5  Pigmentos presentes nas microalgas  
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A importância dos corantes naturais vem crescendo cada vez mais, especialmente em 

alimentos e cosméticos, o que acarreta uma grande demanda de fontes naturais de corantes. 

As cianobactérias e outras algas possuem um amplo espectro de componentes pigmentados, o 

que incluem os carotenóides, ficobiliproteínas e as clorofilas. (BECKER, 2007; SARADA et 

al., 1999).  

De acordo com Taiz e Reiger (2013) todos os organismos que realizam fotossíntese 

possuem pigmentos, como as clorofilas (pigmento verde) e carotenoides (pigmentos amarelos 

ou vermelhos). Todas as clorofilas possuem uma complexa estrutura em anel, como uma 

longa cauda de hidrocarbonetos ligada a esta estrutura em anel e com uma molécula de 

magnésio (Mg2+) no centro. Já os carotenóides são moléculas lineares com múltiplas cadeias 

duplas conjugadas, encontrados em todos os organismos fotossintéticos. São constituintes das 

membranas dos tilacóides. 

 

• Carotenóides 

 

        Podem ser divididos em dois grupos principais: os carotenos, que são pigmentos 

livres de oxigênio em suas cadeias hidrocarbônicas, e as xantofilas, que são seus derivados 

oxigenados. Mesmo sendo descritos mais de 400 carotenóides,apenas alguns poucos são 

utilizados comercialmente: β-caroteno (pigmento amarelo), astaxantina e, menos frequente, a 

luteína, zeaxantina e licopeno. São aplicados geralmente como corante de alimentos, 

cosméticos ou alimentação animal. Suas propriedades nutricionais e relevância terapêutica 

relacionam-se com a ação pró-vitamina A e outras propriedades particulares, como a ação 

antioxidante(BECKER, 1994; SPOLAORE et al, 2006; GRAHAM e WILCOX, 2000; 

DUFOSSÉ et al, 2005). 

Segundo os mesmos autores, a microalga Dunaliella salina é o micro-organismo mais 

usado para a produção de β-caroteno, já que essa molécula pode representar mais de 14% do 

seu peso seco, por ser altamente protéica e também apresentar boa quantidade de ácidos 

graxos essenciais, podendo ser utilizada com segurança graças ao seu padrão alimentício 

(GRAS). Já aastaxantina, produzida por Hematococcuspluvialis é consumida em grande parte 

pela indústria produtora de ração para salmão.  

 

• Ficobiliproteínas 
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 Ficobiliproteínas são as proteínas mais abundantes em muitas cianobactérias e algas. 

No entanto, foi postulado que não são essenciais para a função celular pois são degradadas 

quando há privação de nitrogênio. Portanto, são considerados como fonte de armazenamento 

de nitrogênio (SLOTH, WIEBE, & ERIKSEN, 2006). 

 Sendo um composto de armazenamento de nitrogênio, a síntese de ficobilinas é 

dependente da fase do perfil de crescimento celular. Verificou-se que o conteúdo de 

ficobiliproteínas das células nas cianobactéias aumenta ao longo do período de crescimento 

das células. Kenekar e Deodhar (2013) observaram a fase estacionária inicial (15 dias) como o 

momento certo para a colheita da biomassa de Geitlerinema sulphureum para o rendimento 

máximo de ficobiliproteínas. Além disso, diferentes variáveis ambientais, como a 

disponibilidade de nutrientes, a intensidade da luz, o comprimento de onda da luz e a 

temperatura, podem influenciar o conteúdo e a composição das células de cianobactérias 

(HEMALATA E FATMA, 2009). Esses sinais de estresse têm papel significativo em 

influenciar síntese de ficobiliproteínas fisiologicamente importantes (SINGH et al., 2012). 

 As ficobiliproteínas são solúveis em água; eles têm cores brilhantes e são altamente 

fluorescente. Elas também possuem características qualitativas e quantitativas singulares, o 

que inclui um amplo espectro de absorção de luz visível e alto coeficiente de absorção 

(CHATTOPADHYAY et al., 2012). 

 

Figura 3: Fórmula estrutural do pigmento ficocianina 

 

 Fonte: Modificado SPOLAORE (2006) 

 

As microalgas mais utilizadas na produção comercial das ficobiliproteínas como a 

ficocianina (PC) e a ficoeritrina são, respectivamente, a cianobactéria Spirulina e a rodófita 

Porphyridium. Além do potencial como corantes naturais, estudos vêm demonstrando que 
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essas moléculas possuem propriedades benéficas à saúde e uma vasta aplicação farmacêutica. 

(BECKER, 1994; GRAHAM e WILCOX, 2000; ERIKSEN, 2008-a). 

 A ficocianina (PC) é um importante produto de valor agregado que tem sido 

amplamente utilizado para o benefício da humanidade. É solúvel em água, fortemente 

fluorescente e tem propriedades antioxidantes. São utilizadas em diversas aplicações em 

alimentos e cosméticos, biotecnologia (sondas fluorescentes), diagnósticos e medicamentos, 

por causa de sua ação antioxidante, antiinflamatória, antiviral, anticâncer, redutora do 

colesterol e neuroprotetora e propriedades hepatoprotetoras (RODRÍGUEZ-SÁNCHEZ et 

al.,2012; SPOLAORE et al., 2006). Os potenciais benefícios para a saúde da ficocianina 

podem ser devido à sua semelhança com as propriedades químicas do antioxidante natural, a 

bilirrubina (GANTARA et al., 2012). 

A ficocianina pode ser extraída das cianobactérias e microalgas por diferentes 

procedimentos, que combinam o rompimento das paredes celulares com a extração das 

ficobiliproteínas num meio aquoso. Para biomassa úmida, a ficocianina pode ser extraída 

através de ciclos de congelamento (entre -25°C e -15°C) e descongelamento (entre 4 e 30°C). 

Outros processos, como rompimento mecânico das células, sonicação, tratamento enzimático, 

uso de solventes, também são relatados por diferentes autores, porém, a melhor eficiência foi 

obtida através dos ciclos de congelamento/descongelamento (ERIKSEN, 2008-b; SILVA, 

2008; SILVEIRA, 2007; MANIRAFASHA et AL., 2016). 

O grau de pureza da ficocianina é obtido pela razão entre a absorbância de uma 

amostra do pigmento a 615 nm (A615) e a 280 nm (A280). As amostras de ficocianina com 

uma razão A615/A280 maior que 0,7 são consideradas de grau alimentício. As amostras com 

a razão A615/A280 de 3,9 são consideradas de grau reativo, enquanto valores superiores a 4,0 

são consideradas de grau analítico (ERIKSEN, 2008-b; SILVA, 2008; e SILVEIRA, 2007; 

MANIRAFASHA et AL., 2018). 

 

 

2.6 Atividade Bioestimulante Vegetal 

 

 

Entre as várias aplicações associadas às microalgas, a utilização para a produção de 

biofertilizantes também deve ser considerada, pois não somente os lipídeos, mas algumas 

outras biomoléculas também podem ser produzidas pelo seu metabolismo, sendo estas as 

proteínas, os aminoácidos, os carboidratos e até mesmo os fitohormônios, tais como auxinas, 
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citocininas e poliaminas (BECKER, 2007; TARAKHOVSKAYA et al., 2007; JOHN et al., 

2011; RAZEGHIFARD, 2013). 

Alguns estudos com extratos derivados de espécies de microalgas mostraram um 

efeito positivo no desenvolvimento de plantas (Tabela 7). Os efeitos bioestimulantes foram 

associados a provável ação de fitormônios presentes nesses extratos de microalgas (STIRK et 

al., 2002; JÄGER et al., 2010; HUSSAIN; HASNAIN, 2011). 

Fitormônios são moléculas orgânicas, não nutrientes, encontrados de forma natural em 

todos os estágios de desenvolvimento das plantas, são produzidos e transportados em 

diferentes locais nas plantas, estão presentes em concentrações muito baixas, 

aproximadamente picogramas por grama de biomassa seca (TARKOWAKÁ et al., 2014), e 

são responsáveis pelos processos fisiológicos e morfológicos em plantas (VOB et al., 2014). 

As principais classes de fitormônios são constituídos por: auxinas (AIA), citocininas (CKs), 

giberelinas (GAs), ácido abscísico (ABA) e etileno (ET), e mais recentemente, ácido 

jasmônico (AJ), brassinosteróides (BRs), ácido salicílico (AS) e estrigolactona (SL) 

(TARKOWAKÁ et al., 2014; WANI et al., 2016). 

As citocininas estão ligadas a praticamente todos os processos de crescimento e 

desenvolvimento das plantas, sendo o agende causador da divisão e diferenciação celular, 

formação de raízes e brotos, e senescência de folhas, sendo a zeatina a citocinina em maior 

quantidade (SAKAKIBARA, 2006; WERNER; SCHMÜLLING, 2009). As auxinas estão 

compreendidas nos processos de crescimento e desenvolvimento das plantas. O ácido indol 

acético (AIA) é a forma mais dominante de auxina e é responsável pela expansão, divisão, 

alongamento e diferenciação celular, e tem papel considerável no desenvolvimento de plantas 

sob condições de estresse (TEALE et al., 2006; NAPIER, 2017). O ácido abscísico (ABA) 

tem relação com as respostas de estresse biótico e abiótico das plantas, atua no 

desenvolvimento do embrião, maturação, dormência e germinação das sementes e fechamento 

dos estômatos (TARKOWAKÁ et al., 2014). As giberelinas são responsáveis pela expansão 

foliar, alongamento do caule, floração e desenvolvimento do fruto (YAMAGUCHI, 2008). 

Vários estudos já relataram a presença e ação das classes de fitormônios endógenos 

em microalgas. Mesmo que os processos de biossíntese deles em plantas já estejam bastante 

descritos na literatura (SANTNER; VILLALOBOS; ESTELLE, 2009), em microalgas, seu 

papel fisiológico e efeitos endógenos ainda não são bem estabelecidos, e suas vias 

metabólicas não são conhecidas (TARAKHOVSKAYA; MASLOV; SHISHOVA, 2007; 

BAJGUZ, 2009a; STIRK et al., 2011; LU et al., 2014; LU; XU, 2015). 
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Alguns estudos mostram que extratos de microalgas levaram ao melhoramento de 

algumas culturas, algumas com ações similares de fitohormônios produzidos pelas plantas 

(STIRK et al., 2002). Oliveira et al. (2013) utilizaram a Spirulina sp. na cultura de beterraba e 

observaram que a massa seca e fresca do hipocótilo e o diâmetro de expansão apresentaram 

diferenças significativas em experimentos com determinada concentração (1,5 g/L) de 

microalgas quando comparadas ao controle. Garcia-Gonzalez e Sommerfield (2014) 

utilizaram a microalga Scenedesmus dimorphus e verificaram que ao aplicarem o substrato na 

cultura de tomate pôde se observar que ganhos no crescimento e desenvolvimento do cultivo 

de mudas.  

Estes resultados mostram que as microalgas possuem um potencial de produção de 

moléculas bioativas, como proteínas e carboidratos (DERNER et al., 2006), contribuindo para 

o crescimento e desenvolvimento vegetal (PIJAL, 2009).     

 

Tabela 7: Aplicação das Microalgas com Atividades Bioestimulantes 

PLANTA MICROALGA EFEITO REFERÊNCIA  

Pepino 

chlorella sp.;                          

Scenedesmus 

quadricauda; 

Chlamydomonas sp. 

Aumento do número de raízes e 

peso dos cotilédones de pepino 

STIRK et al., 

2002 

Milho 

Pepino 

klebsormidium sp.                    

Neochloris sp. 

Aumento nas anteras de milho; 

Aumento número de raízes e 

peso dos cotilédones de pepino 

JAGER et al., 

2010 

Trigo Scenedesmus sp. 

Aumento do peso seco e                         

maior absorção de 

macronutrientes nas plantas 

SHAABAN et 

al., 2010 

Trigo Chroococcidiopsis sp. 

Maior altura da parte aérea da 

planta, aumento no 

comprimento das espigas, 

aumento do peso seco                    

e número de grãos de trigo 

HUSSAIN & 

HASNAIN, 2011 

Tomate 
Desmodesmus 

subspicatus 

Aumento do comprimento e                        

volume dos hipocótilos 
MAZEPA, 2013 

Trigo        

Milho 
Spirulina máxima 

Maior aceleração da 

germinação das sementes e 

produtividade em plantas 

adultas 

MORAES, 

2015a 

Tomate            

Pimenta 
Spirulina platensis 

Aumento no tamanho das 

plantas, maior densidade nas 

raízes 

ELARROUSSI 

et al., 2016 

Tomate 
Acutodesmus 

dimorphus 

Germinação mais rápida, maior 

crescimento das plantas, 

aumento no número de frutos 

GONZALEZ & 

SOMMERFELD, 

2015 
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2.7 Cultivo em água de reúso: vantagens e desvantagens 

 

 

 A utilização da água de reúso no Brasil tem aumentado gradualmente nos últimos 

anos, impulsionada pela necessidade de conservação dos recursos hídricos e pela busca por 

soluções sustentáveis para suprir a demanda crescente por água. No entanto ainda existem 

desafios e limitações em relação a sua implementação em larga escala. 

 O Brasil possui uma legislação específica para uso de água de reúso, que é 

regulamentada principalmente pela Resolução nº54/2005 do Conselho Nacional de Recursos 

Hídricos. Essa resolução estabelece diretrizes para a qualidade da água de reúso e define 

padrões a serem seguidos para diferentes usos, como irrigação de cultura, recarga de aquíferos 

e usos industriais.  

 A agricultura é o setor que mais utiliza água de reúso no Brasil, principalmente para a 

irrigação de culturas. Grandes empreendimentos industriais também têm adotado o reúso de 

água em seus processos produtivos, buscando reduzir o consumo de água potável. Apesar do 

crescimento na utilização dessas águas, ainda existem desafios a serem enfrentados. Alguns 

dos principais obstáculos incluem a falta de infraestrutura adequada para o tratamento e 

distribuição de água de reúso, a necessidade de investimentos em tecnologias de tratamento 

mais avançadas e a conscientização e aceitação pública em relação ao uso dessas águas. 

 Diversas iniciativas têm sido desenvolvidas no país para promover o uso dessas águas. 

Algumas cidades, como São Paulo e Campinas, implementaram programa de reúso de água 

em maior escala, visando reduzir a demanda por água potável, uma parceria entre a SANASA 

e a AEGEA visa explorar o mercado de água de reúso para fins industriais. Além disso, 

empresas de diferentes setores têm adotado práticas de reúso em suas operações, visando 

sustentabilidade e redução de custo. O Brasil possui um imenso potencial para utilização de 

água de reúso devido a disponibilidade de água residual gerada por atividades domésticas, 

industriais e agrícolas. Com investimento em infraestrutura, tecnologia de tratamento e 

conscientização, é possível aumentar consideravelmente o uso da água de reúso no Brasil, 

contribuindo para a conservação dos recursos hídricos e sustentabilidade.  

 O cultivo em água de reúso para o cultivo de microalgas pode trazer diversos 

benefícios:  

 

• Conservação de recursos hídricos: O uso da água de reúso reduz a demanda por água 

potável, preservando os recursos naturais. Isso é especialmente importante em regiões 
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com escassez de água, onde a reutilização pode ajudar a aliviar a pressão sobre os 

suprimentos de água doce; 

• Redução de desperdício: Ao reutilizar a água para o cultivo de microalgas, evita-se o 

desperdício de água que de outra forma seria descartada. Isso contribui para a 

conservação dos recursos naturais e promove o uso sustentável da água; 

• Benefícios econômicos: A utilização de água de reúso pode reduzir os custos 

associados ao fornecimento de água potável. Isso é particularmente relevante para 

setores que demandam grandes volumes de água, como agricultura ou alimentos a 

base de microalgas. A redução nos custos de produção pode resultar em preços mais 

acessíveis para os consumidores finais. 

• Geração de empregos: A implantação de sistemas de reúso de água requer 

investimentos em infraestrutura, tecnologia e manutenção, o que pode criar empregos 

direto e indiretos. Isso impulsiona a economia local e promove o desenvolvimento 

socioeconômico;  

• Sustentabilidade ambiental: Ao utilizar água de reúso reduz-se a descarga de efluentes 

e poluentes nos corpos de água naturais. Isso auxilia a preservar a qualidade da água e 

a proteger os ecossistemas aquáticos, contribuindo para a sustentabilidade ambiental a 

longo prazo;  

• Pesquisa e inovação: A adoção de práticas de reúso de água para o cultivo de 

microalgas impulsiona a pesquisa e a inovação nessa área. Isso pode levar ao 

desenvolvimento de tecnologias mais eficientes e sustentáveis, beneficiando não 

apenas o setor de microalgas, mas também outros setores que podem se inspirar nesse 

modelo. 

 

O uso de águas de reúso também apresentam algumas desvantagens potenciais, embora 

elas possam variar dependendo do sistema específico e das condições de operação. 

Dependendo de sua origem, pode conter resíduos químicos provenientes de atividades 

industriais, agrícolas ou domésticas. Esses resíduos podem conter compostos tóxicos, metais 

pesados, pesticidas, produtos farmacêuticos e outros contaminantes. Essas substâncias podem 

afetar negativamente o crescimento e a saúde das microalgas, bem como a qualidade dos 

produtos derivados dela. 

Além disso, pode conter também micro-organismos patogênicos, como bactérias, vírus e 

parasitas, que podem prejudicar as microalgas. A presença desses patógenos pode levar a 
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infecções e doenças nas culturas das microalgas, reduzindo o rendimento e a viabilidade do 

processo. 

 A composição química e biológica da água de reúso pode variar ao longo do tempo, 

dependendo da origem da água e das atividades prévias. Essas variações podem afetar a 

consistência e a previsibilidade dos resultados de cultivo das microalgas, dificultando o 

controle do processo e a obtenção de altos rendimentos. Em muitos casos, a água de reúso 

requer um tratamento adicional para remover ou reduzir a presença de contaminantes. Os 

custos associados a esse tratamento podem ser significativos e afetar a viabilidade econômica 

da produção de microalgas. 

 É muito importante destacar que, embora essas desvantagens possam existir, muitos 

dos desafios associados ao uso da água de reúso para a produção de microalgas podem ser 

mitigados por meio de práticas adequadas de tratamento de água, monitoramento de qualidade 

e controle de processos. Além disso, a água de reúso é amplamente utilizada em várias 

aplicações agrícolas e industriais com sucesso, demonstrando seu potencial quando 

gerenciada corretamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

3 METODOLOGIA 

 

 

  As principais etapas deste trabalho estão representadas no quadro 1. 

 

Quadro 1: Etapas realizadas no presente trabalho  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cultivo em água de reúso (AR) suplementada das 

microalgas: Chlorella vulgaris, Scenedesmus ecornis, 

Spirulina platensis e Spirulina labyrinthiformis. 

Extração dos bioprodutos de forma seriada 

 

Avaliação de toxicidade da biomassa residual em 

sementes de alface 

Cultivo da microalga escolhida para testes do 

potencial bioestimulante da biomassa microalgal 

Extração dos bioprodutos de forma seriada 

 

Testes em incubadora de potencial bioestimulante da 

biomassa microalgal em sementes de tomate 
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3.1 Coleta da água de reúso 

 

 

 A água utilizada para o cultivo de microalgas realizado neste trabalho foi recolhida na 

saída da estação de Tratamento de esgoto localizada na cidade do Rio de Janeiro. Após a 

coleta a água foi acondicionada em bombona de 50 L, filtrada em papel filtro de 150mm para 

retirada de sólidos em suspensão e após a filtração, foi armazenada em câmaras a 4ºC para 

preservação de suas características por no máximo 1 mês. 

   

 

3.2 Micro-organismos 

 

 

 Foram utilizadas as microalgas dulcícolas Chlorella vulgaris e a Scenedesmus ecornis 

cedidas pela Universidade Federal de São Carlos e as microalgas Spirulina labyrinthiformis, 

cedida pela Universidade Federal da Paraíba e a Spirulina platensis, cedida pela Universidade 

Federal Fluminense. As cepas foram mantidas no Laboratório de Biotecnologia de Microalgas 

(LABIM) do Instituto Nacional de Tecnologia (INT). Na Figura 4, são mostradas as 

microscopias ópticas dos micro-organismos utilizados no presente estudo. 

 

Figura 4: Microalgas vistas no microscópio 

 

Legenda: Microscopias ópticas em aumento de 100x. A: Spirulina platensis; B: Spirulina labyrinthiformis; C: 

Chlorella vulgaris; D: Scenedesmus ecornis 

Fonte: Autora, 2022 
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3.3 Meio de cultivo e condições experimentais  

 

 

3.3.1 Produtos químicos usados  

 

 

Os principais reagentes utilizados na presente tese, nas etapas experimentais realizadas 

no Laboratório de Microalgas, no Instituto Nacional de Tecnologia e no LABTAM da UERJ, 

bem como suas origens, estão listados abaixo: 

 

• Hipoclorito de sódio (4-6%) P.A. - Isofar 

 

• Hexano P.A. – Isofar 

 

• Acetona P.A. - CRQ 

 

 

3.3.2 Equipamentos 

 

Na elaboração da presente tese, foram utilizados os equipamentos, pertencentes a 

laboratórios do INT e da UERJ, listados a seguir, bem como outros equipamentos e vidrarias 

tradicionais usados em laboratório. 

 

• Centrifuga Hettich Rotixa 50RS 

 

• Liofilizador Enterprise II Terroni 

 

• Ultrassom UNIQUE UltraSonic Clearier 

 

• Ultrafreezer U56VC – PA – Panasonic 

 

• Espectrofotometro GENESYS 10S 

 

• Estufa incubadora NT 708 - Novatecnica  

 

• Rotaevaporador Fisatom Mod: 558 

 

• Balança AY220 – SHIMADZU 

 

• Vortéx AP59 Phoenix 
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3.3.3 Condições experimentais da 1ª etapa 

 

 

Para os cultivos dos micro-organismos foi preparado meio de cultura baseado em água 

de reúso (AR) de uma estação de tratamento de esgotos (ETE) da Cidade do Rio de Janeiro, 

RJ. A água de reúso é resultante de tratamento secundário, após o tratamento biológico.  

 

Tabela 8: Dados dos cultivos iniciais 

Microalga Meio de cultivo 
Conc. NPK 

4-14-8 (g/L) 

Tempo de 

cultivo 

(dias) 

Densidade de fluxo 

fotônico (DDF)     

(uEin.m-2.s-1) 

Chlorella vulgaris 

(CV) 

WC                       

(CV-C) 

0,350 20 390-450 

Água de reúso 

com NPK      

(CV-AR) 

Scenedesmus ecornis 

(SE) 

WC (SE-C) 

Água de reúso 

com NPK       

(SE-AR) 

Spirulina platensis 

(SP) 

Zarrouk 

modificado 

(SP-C) 

1,025 15 630 -730 

Água de reúso 

com NPK         

(SP-AR) 

Spirulina 

labyrinthiformis (SL) 

Zarrouk 

modificado 

(SL-C) 

Água de reúso 

com NPK       

(SL-AR) 

 

A AR foi suplementada com fertilizante comercial - NPK (04-14-08) - marca Dimy, 

nas concentrações de nitrogênio equivalentes as concentrações utilizadas no meio controle de 

cada microalga (Tabela 8). No entanto, o meio de cultivo Zarrouk modificado por George 

(1976) possui uma concentração muito alta de nitrogênio e não foi possível colocar essa 

mesma concentração em NPK, pois saturava o meio, sendo assim, foi adicionado dez vezes 

menos NPK, ou seja, dez vezes menos nitrogênio no meio alternativo em relação ao meio 
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padrão (Zarrouk). Nos meios de cultivo das cianofíceas foram adicionados carbonato e 

bicarbonato de sódio para controle de pH, em mesma concentração do Zarrouk. Como 

controles foram utilizados os meios WC (GUILLARD e LORENZEN, 1972) para as 

microalgas Chlorella vulgaris e Scenedesmus ecornis e meio Zarrouk, para as microalgas 

Spirulina platensis e Spirulina labyrinthiformis. 

 

 

3.3.4 Condições experimentais da 3ª etapa 

 

 

Essa etapa dos experimentos se deu após o ano de 2020, então, devido à pandemia 

mundial de COVID-19, foi encontrada muita dificuldade em buscar novos efluentes para essa 

etapa do trabalho, pois era preciso um grande volume de água para preparação do meio de 

cultivo e o acesso a determinados lugares se encontravam com restrições. 

Para superar essa dificuldade foi estabelecido que fosse usada água de torneira ao 

invés da água de reúso da estação de tratamento de esgoto (Tabela 9). A água de torneira foi 

utilizada da mesma maneira que a água de reúso, sem nenhum tratamento prévio. Foi 

realizado um teste para detectar presença de cloro na água, o que poderia ser um impeditivo 

para o cultivo da microalga. O teste usado foi o clorotest da Labcon, um indicador de 

presença de cloro livre na água. Não foi detectado cloro na água. 

Nessa etapa a Spirulina platensis foi cultivada em garrafões com 4L de cultura cada, 

não foi feito nenhum tipo de aclimatação da célula com o meio alternativo. Foi retirada uma 

pequena parcela da cultura dos tubos do cepário e passada para um erlenmeyer com 50 ml de 

meio Zarrouk, depois uma pequena parcela dessa cultura foi colocada em um erlenmeyer com 

300 ml de meio Zarrouk para crescimento e posteriormente esse erlenmeyer foi adicionado a 

um garrafão com 3,700 L de meio Zarrouk para produção de inóculo, como mostra o esquema 

da figura 6. Após 15 dias de cultivo desse inóculo em garrafão, foram retiradas alíquotas para 

inocular os outros garrafões com o meio alternativo para o experimento. O meio alternativo 

foi preparado da mesma maneira que foi preparado para o primeiro cultivo com as quatro 

microalgas, sem nenhum tratamento prévio, com adição de NPK, filtração dos sólidos 

suspensos com papel filtro e adição das células. 

As condições de cultivo também foram as mesmas utilizadas no cultivo inicial das 

quatro microalgas e estão apresentadas na tabela 8. A água de torneira foi suplementada com 

fertilizante comercial - NPK (04-14-08) - marca Dimy, na concentração proporcional a dez 
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vezes menos da concentração de nitrogênio do meio controle com Zarrouk. Como feito nos 

primeiros experimentos do presente estudo, optou-se por colocar essa proporção, pois o meio 

de cultivo estava saturando devido a quantidade de NPK a ser colocada para alcançar a 

concentração de nitrogênio igual à do meio Zarrouk. Em estudos anteriores realizados no 

laboratório mostraram que não há prejuízo nas concentrações de biomassa em cultivos nessas 

mesmas concentrações. Foram cultivados em estante (figura 5) com aeração constante à 

temperatura de 25 ±2ºC, em ausência de fotoperíodo. 

 

Figura 5: Cultivo da Spirulina platensis feito em garrafão 

 

                Fonte: Autora 2021 

 

Tabela 9: Condições do experimento com a Spirulina platensis em água de torneira com NPK 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Microalga Meio de cultivo  
Concentração 

de NPK (g/L) 

Duração      

(dias) 

Intensidade 

luminosa 

(uEin.m-2.s-1) 

Spirulina 

platensis 

Água de torneira 

com NPK 
1,025 15 630-730 
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Figura 6: Esquema de produção de inóculo 

 

 

 

3.4 Experimentos de extração sequencial dos bioprodutos produzidos em um conceito de 

biorrefinaria 

 

 

As extrações dos compostos foram feitas de forma sequencial e para determinar a 

melhor sequência foram feitos testes em laboratórios de sequências diferentes conforme a 

tabela 9, para determinar a que apresentou melhor rendimento dos compostos. Foram feitas 

extrações em duas microalgas, a Chlorella vulgaris, a fim de representar as clorofíceas, e na 

Spirulina platensis, para representar as cianofíceas. 

 

Tabela 10: Sequências das extrações testadas na Spirulina platensis e Chlorella vulgaris 

Spirulina platensis 

Sequência 1 Lipídios (mg/g) Carotenóides (mg/g) Ficocianina (mg/g) 

Sequência 2 Carotenoides (mg/g) Lipídios (mg/g) Ficocianina (mg/g) 

Sequência 3 Ficocianina (mg/g) Carotenóides (mg/g) Lipídios (mg/g) 

Sequência 4  Ficocianina (mg/g) Lipídios (mg/g) Carotenóides (mg/g) 

   

 

 

 

 

 

Chlorella vulgaris 

Sequência 1 Lipídios (mg/g) Carotenoides (mg/g) 

Sequência 2 Carotenoides (mg/g) Lipídios (mg/g) 
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3.5 Teste de germinação de semente em solo 

 

 

Os testes com sementes de alface (Lactuva sativa.) foram realizados com o objetivo de 

avaliar o efeito da utilização de biomassa cultivada em água de reúso ao longo da germinação 

da semente. 

O método empregado baseou-se nas metodologias proposta por Lopes (2011). Para 

avaliação do efeito da biomassa microalgal em solo foi utilizado como organismo teste 

sementes de alface (Lactuca sativa L.), conforme estabelecido pela OECD (2003). Nessa 

etapa, as biomassas testadas foram das quatro microalgas usadas na primeira etapa do 

trabalho: Chlorella vulgaris, Scenedesmus ecornis, Spirulina platensis e Spirulina 

labyrinthiformis.  

Foram utilizadas sementes comerciais de alface lisa (Lactuva sativa) da marca ISLA. 

As sementes foram esterilizadas utilizando álcool 70º por 1 minuto, depois mais 2 minutos em 

hipoclorito de sódio e, ao final, foram lavadas 5 vezes em água destilada. Os testes foram 

preparados em recipientes plásticos de 50ml. Nas condições mostradas na tabela 11, cada 

recipiente com 25g de solo, com 0,025g de biomassa, 6,4 ml de água destilada e 10 sementes 

do organismo teste em análise. Os recipientes foram cobertos, para não perder a umidade, e 

incubados em câmara climatizada durante 5 dias, em temperatura de 25ºC ±1ºC, na ausência 

de luz. O solo utilizado foi o arenoso e sua caracterização se encontra no Anexo C. 

Foram testadas as seguintes condições (Tabela 11): Controle, onde não foi utilizada 

biomassa; biomassa cultivada em meio padrão (Zarrouk ou WC) com a célula rompida com 

extrato (célula que passou por todo processo de extração mas o extrato com o biocompostos 

não foi extraído), biomassa cultivada em meio padrão (Zarrouk ou WC) com célula rompida 

sem extrato (célula que passou por todo processo de extração mas o extrato com o 

biocompostos foi extraído) e biomassa cultivada em meio padrão (Zarrouk ou WC) com a 

célula íntegra (célula que não passou por processo de extração), biomassa cultivada em AR 

com a célula rompida com extrato, biomassa cultivada em AR com célula rompida sem 

extrato e biomassa cultivada em AR com a célula íntegra. 
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Tabela 11: Condições testadas nas análises de toxicidade 

 

 

O processo germinativo foi avaliado diariamente, durante 5 dias (120 horas), sendo 

registrado o número de sementes germinadas em cada tratamento. As sementes que 

apresentarem protusão de radícula foram consideradas germinadas. Após os 5 dias, os 

recipientes foram retirados da câmara climatizada e foi feita a contagem das sementes 

germinadas e o comprimento de radícula (figura 5).  

 

Figura 7: Medição de radícula 

 

 

3.5.1 Índice de velocidade de germinação – IVG 

 

 

 Esse índice refere-se à velocidade de germinação, medindo a quantidade de sementes 

germinadas por dia. Esse índice é calculado pela soma do número de sementes germinadas a 

cada dia, divididos pelo número de dias corridos entre a semeadura e a germinação, de acordo 

com a equação (12) Maguire (1962) e Popinigis (1977): 

 

IVG = (G1/N1) + (G2/N2) + (G3/N3) +....+(Gn/Nn)    (Equação 12) 

 

Onde, G1, G2,....Gn é o número de plântulas registradas na primeira, segunda, terceira e 

última contagem; N1, N2,...Nn número de dias de semeadura à primeira, segunda, terceiro e 

última contagem. 



59 
 

 

 

3.5.2 Percentual de germinação – G (%) 

 

 

 É o fator de germinação de sementes e alongamento da raiz relativo o ensaio no grupo 

controle. O resultado determinará a razão percentual de sementes que germinam no grupo 

teste comparados ao grupo controle. Pela contagem de sementes germinadas será calculada a 

porcentagem de germinação relativa ao grupo controle (G%), descrita pela equação (13) 

(LABOURIAU; AGUDO, 1987): 

 

G(%) = ( SGa/SGc ) x 100      (Equação 13) 

  

Onde, SGa número total de sementes germinadas na amostra analisada; SGc número 

total de sementes germinadas no grupo controle. 

 

 

3.5.3 Índice de germinação – IG (%) 

 

 

 As medidas da raiz e do hipocótilo permitem a observação da influência da exposição 

à substância testada no crescimento do tecido vegetal, após 5 dias. Para avaliar a toxicidade 

das amostras em alface (Lactuca sativa L.) foi utilizado o índice de germinação (IG), que 

combina as medidas de germinação da semente relativa ao grupo controle G(%) e 

alongamento da raiz relativo ao grupo controle R (%), conforme a equação (15) 

(LABOURIAU; AGUDO, 1987): 

 

IG (%) = [G(%) x R (%)] / 100    (Equação 14) 

 

R (%) = (MRa / MRc) x 100     (Equação 15) 

 

 Onde R(%) corresponde ao percentual de alongamento da raiz em razão do grupo 

controle; MRa é média do alongamento da raiz nas sementes germinadas na amostra 

analisada; MRc média do alongamento da raiz nas sementes germinadas no grupo controle. 
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3.6 Avaliação do potencial bioestimulante 

 

 

 O método empregado foi baseado na metodologia descrita por Garcia-Gonzalez & 

Sommerfield (2015) e por Hernández-Herrera et al (2014). Para avaliação da ação 

bioestimulante das biomassas residuais foram utilizadas sementes de tomate como organismo 

teste. Nessa etapa do trabalho foi utilizada a biomassa da microalga Spirulina platensis. Foi 

utilizado extrato aquoso de biomassa nos testes em placa Petri. Os extratos foram obtidos 

através da mistura da biomassa com água e após 45 minutos em repouso foi feita uma 

filtração em papel filtro e conservado a 4ºC. As sementes foram previamente esterilizadas 

como no item 3.5. As sementes foram transferidas para placas Petri e foram submersas na 

solução aquosa por 24h. Após esse período foram retiradas do extrato e secaram a temperatura 

ambiente até o seu uso.  

 Os testes foram conduzidos em placa Petri com papel germitest onde foram alocadas 

10 sementes por placa com 5 mL de água destilada, as placas foram fechadas com papel filme 

e colocadas em incubadora com temperatura de 21ºC sob um ciclo de 16h de luz e 8h de 

ausência de luz.  

O processo germinativo foi avaliado a cada 24h ao longo de 10 dias. Sementes com 

2mm de radícula foram contabilizadas como germinadas. Os parâmetros analisados foram: 

Porcentagem de germinação (%G), energia de germinação (EG), comprimento de radícula 

(CR) e número de raízes laterais (RL); 

  

 

3.6.1 Energia de germinação (EG) 

 

 

 A energia de germinação é uma medida de velocidade de germinação, foi calculado de 

acordo com Hernandez-Herrera et al (2013) conforme a equação 17. 

 

GE (%) = (NT/NG3) x 100     (Equação 17) 

 

Onde, NT corresponde ao número total de sementes germinadas; NG3 corresponde ao 

número total de sementes germinadas após 3 dias de germinação. 
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3.7 Determinações Analíticas 

 

 

3.7.1 Determinação de Massa Seca 

 

 

 Devido à formação de diversos grumos (Figura 8) a análise de crescimento pela 

densidade óptica ficou dificultada, assim como a determinação de massa seca retirando-se 

alíquotas da suspensão celular, pois não havia homogeneidade. Logo, a forma de avaliação da 

massa seca foi feita por meio do valor da biomassa total de cada garrafão ao final do cultivo.  

  

Figura 8: Cultivo da Spirulina labyrinthiformis (A) e Chlorella vulgaris (B) em água de reúso 

com formações de grumos, impossibilitando acompanhamento do crescimento por densidade 

óptica. 

 

  

Sendo assim, as culturas de Chlorella vulgaris e Scenedesmus ecornis foram colocadas 

em centrífuga para separação da célula e meio de cultura, a biomassa obtida foi congelada, 

liofilizada e pesada. Obtendo ao final dos cultivos a concentração em g/L de cada condição. 

Os experimentos foram realizados com 4 repetições para minimizar os erros e avaliar as 

variações causadas pelos grumos.  

 A concentração em massa seca foi obtida através da equação (1): 
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Massa seca = Mp * 0,25    (Equação 1) 

Onde, Mp é o peso da biomassa liofilizada (g) de cada garrafão. 

 

Devido ao maior tamanho das microalgas Spirulina platensis e Spirulina 

labyrinthiformis a forma de separação da célula do meio de cultura é diferente. A suspensão 

celular foi filtrada em tela de nylon de 5 micrômetros (Tegape) para separação das células e 

do meio de cultura. Em seguida, a biomassa obtida foi lavada com 50 ml de água destilada, 

congelada, liofilizada e pesada, obtendo ao final dos cultivos a concentração em g/L de cada 

condição.  

 

 

3.7.2 Lipídios Neutros 

  

 

Segundo o procedimento descrito por Montes D’Oca (2011), foram utilizados 0,1g de 

biomassa seca para cada 5mL de hexano, sendo a mistura submetida ao ultrassom UNIQUE 

UltraSonic Clearier por 20min em temperatura ambiente de 25°C. Na sequência, a biomassa 

foi separada por centrifugação a 2.000 rpm durante 5min. A fase orgânica foi cuidadosamente 

transferida para um balão de fundo redondo, previamente pesado, e levado ao rotaevaporador 

com temperatura de 40ºC para evaporação do solvente, até peso constante. Ao final, o 

percentual de lipídios (%L) foi determinado através da equação (2). 

 

                                          %L = 
(𝑀𝑖−𝑀𝑓)

𝑀𝑏
𝑥100        (Equação 2) 

 

Onde 𝑀𝑓 é a massa final (g) do balão após a evaporação do solvente, 𝑀𝑖  é a massa 

inicial (g) do balão e 𝑀(g) é a quantidade de biomassa utilizada para a extração de lipídios. 

O teor de lipídios na biomassa (em mg/g) foi determinada através da equação 3. 

 

   𝐿 (
𝑚𝑔

𝑔
) =  𝐿𝑇 ∗

1000

𝑚𝐵𝑖𝑜𝑚
   (Equação 3) 

 

Onde, LT representa os lipídios totais (mg) e MBiom é a biomassa utilizada na extração 

(g). 
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3.7.3 Pigmentos 

 

3.7.3.1 Ficocianina 

 

 

A determinação da ficocianina (FC) foi feita pelo método de 

congelamento/descongelamento com o intuito de promover o rompimento da parede e da 

membrana celular, para liberação do conteúdo intracelular, onde as ficobiliproteínas estão 

contidas (TAVANANDI et al, 2018). Assim, foram pesados 20mg de biomassa em tubo 

falcon de 50 ml e adicionados 20 ml de água destilada, a mistura foi agitada em vortéx e 

levada ao congelador por 24 horas. Foram feitos 2 ciclos de congelamento/descongelamento. 

As amostras foram centrifugadas (4.500 rpm /20 minutos /10°C) em centrífuga Hettich Rotixa 

50RS. O sobrenadante foi lido, após o segundo ciclo de congelamento/descongelamento, em 

dois comprimentos de onda 615nm e 652nm utilizando-se um espectrofotômetro GENESYS 

10S. A estimativa da concentração de ficocianina (FC) no sobrenadante, em mg/L, foi 

calculada a partir da equação 4 descrita por Bennet & Bogorad (1973), e o teor em FC na 

biomassa (em mg/g) através da equação 5. 

 

FC (mg/mL)= 
𝐴𝐵𝑆615−0,474∗𝐴𝐵𝑆652

5,34
∗ 𝑑        (Equação 4) 

 

Onde, ABS615 é a absorbância no comprimento de onda de 615nm, ABS652 é a 

absorbância no comprimento de onda 652nm e d é o a diluição feita para leitura da amostra. 

 

                  FC (
𝑚𝑔

𝑔
) =

(𝐹𝐶(
𝑚𝑔

𝑚𝑙
)∗𝑣𝑜𝑙 )

𝑚𝐵𝑖𝑜𝑚
                           (Equação 5) 

 

Onde, Vol é o volume (mL) de solvente utilizado e mbiom é a quantidade de biomassa 

(g). 

 

 

3.7.3.2 Carotenóides totais e Clorofila 
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Para a quantificação de carotenoides totais (Car) presentes na biomassa, 100mg de 

biomassa liofilizada foi ressuspendida em 1 mL de acetona (grau de pureza P.A., Merck), 

agitada no vortéx AP59 Phoenix, sonicada em ultrassom da marca UNIQUE, durante 5 

minutos e mantida a -20ºC durante 2 horas. Após esse período, as amostras foram submetidas 

à centrifugação. O sobrenadante foi lido no espectrofotômetro GENESYS 10S. A biomassa 

residual foi extraída com acetona por mais três vezes.  

Para a quantificação dos fitoprodutos gerados pelas microalgas Spirulina platensis e 

Spirulina labyrinthiformis nos sobrenadantes foram realizadas leituras em 470nm e 661,6nm. 

A determinação da concentração de clorofila a (Chla) e carotenoides (CarT) foi realizada 

segundo as equações 6 a 8, descritas por Lichtenthaler (1987). 

 

𝐶ℎ𝑙𝑎(𝑚𝑔/𝐿) = 10.82 ∗ 𝐴𝐵𝑆661.6     (Equação 6) 

 

𝐶𝑎𝑟𝑇(𝑚𝑔/𝐿) =
(1000∗𝐴𝐵𝑆470−1.9∗𝐶ℎ𝑙𝑎)

214
    (Equação 7) 

 

Onde ABS661,6 é a absorbância no comprimento de onda de 661,6nm e ABS470 é a 

absorbância no comprimento de onda de 470nm. 

Para o cálculo do teor em carotenoides totais na biomassa foi utilizada a equação 8. 

Onde 𝐶𝑎𝑟𝑇 é o valor da concentração em carotenóides no sobrenadante (em mg/L), o 𝑉𝑜𝑙𝑠𝑜𝑙 é 

o volume de solvente (em litros) utilizado na extração e mBiom é a quantidade de biomassa (em 

mg) utilizada na extração.  

 

𝐶𝑎𝑟 (
𝑚𝑔

𝑔
) =  (𝐶𝑎𝑟𝑇 ∗ 𝑉𝑜𝑙𝑠𝑜𝑙)/𝑚𝐵𝑖𝑜𝑚    (Equação 8) 

 

 Para a quantificação de carotenóides totais na Chlorella vulgaris e Scenedesmus 

ecornis, utilizaram-se outros comprimentos de onda devido à presença da clorofila b. A leitura 

do sobrenadante foi realizada nos comprimentos de onda de 644,8 nm, 661,6 nm e em 470nm, 

de acordo com as equações 9 a 11, descritas por Lichtenthaler (1987). Para o cálculo dos 

carotenoides totais na biomassa, foram feitas somas da concentração de carotenóides em cada 

extração, já que em cada biomassa foram feitas 4 extrações seguidas, totalizando 4 extratos. 

 

 𝐶𝑙𝑜𝑟𝑎(𝑚𝑔 𝑚𝑙⁄ ) = [11,24 ∗ 𝐴𝐵𝑆661,6 − 2,04 ∗ 𝐴𝐵𝑆644,8] ∗ 𝑑 (Equação 9) 
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 𝐶𝑙𝑜𝑟𝑏 (𝑚𝑔 𝑚𝑙⁄ ) = [20,13 ∗ 𝐴𝐵𝑆644,8 −  4,19 ∗ 𝐴𝐵𝑆661,6] *d (Equação 10) 

 

   CarT =  
1000∗𝐴𝐵𝑆470− 1,9∗𝐶𝑙𝑜𝑟a −63,14∗𝐶𝑙𝑜𝑟b

214
  (Equação 11) 

 

 Onde ABS 661,6 é a absorbância no comprimento de onda 661,6 nm, a ABS 644,8 é 

absorbância no comprimento de onda 644,8 nm, a ABS 470 é absorbância no comprimento de 

onda 470 nm, d é a diluição feita na amostra, e Clora e Clorb são as concentrações de clorofila 

a e b determinadas pelas equações 9 e 10 respectivamente. 

 

 

3.8 Análises estatísticas  

 

 

O software GraphPrism 8.0 foi utilizado para realizar teste Tukey com análise de 

variância (ANOVA) e para a elaboração dos gráficos. O nível de significância adotado foi de 

95% (p<0,05). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados do presente estudo serão apresentados de acordo com a ordem das etapas de 

seu desenvolvimento, representados na Tabela 9. 

 

Quadro 2: Etapas dos experimentos seguidos no presente trabalho 

 

 

 

 

4.1 Cultivo das microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus ecornis, Spirulina platensis e 

Spirulina labyrinthiformis em água de reúso com NPK e extração seriada dos compostos: 

Ficocianina, lipídeos e carotenoides: 1ªEtapa 

 

 

4.1.1 Extração sequencial dos compostos em diferentes sequências   

 

 

Com o objetivo de aproveitar todas as frações úteis da biomassa, foi feita a extração 

em sequências dos biocompostos na biomassa. Após a extração de todos os compostos 

1ª etapa 

 

Cultivo das microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus ecornis, Spirulina 

platensis e Spirulina labyrinthiformis em água de reúso com NPK; 

Extração seriada dos compostos: Ficocianina, lipídios neutros e carotenóides 

totais. 

 

2ª etapa 

 

Teste de toxicidade das biomassas em sementes de alface (Lactuva sativa) 

 

3ª etapa 

 

Cultivo da Spirulina platensis em água de torneira com NPK; 

Extração seriada dos compostos: Ficocianina, lipídios neutros e carotenóides 

totais 

 

4ª etapa 

 

 

Teste em incubadora de potencial bioestimulante da biomassa em sementes de 

tomate (Solanum lycopersicum). 
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(lipídios neutros, carotenoides e ficocianinina) a biomassa residual foi utilizada em testes para 

avaliar o potencial bioestimulante da mesma.  

Nos resultados das extrações sequenciais preliminares podemos observar, tanto na 

Chlorella vulgaris quanto na Spirulina platensis, que a maioria dos compostos, quando 

extraídos por último, apresenta valores de concentração acima dos valores encontrados 

quando extraídos no início, como é o caso da ficocianina e lipídios neutros na Spirulina 

platensis e dos lipídios neutros na Chlorella vulgaris. Esse comportamento se deve ao fato de 

que a cada extração as células estão mais rompidas, deixando os compostos mais disponíveis 

para o solvente, levando em consideração que em todas as sequências a biomassa foi de um 

mesmo cultivo, então a produção dos compostos foi a mesma, pode-se dizer que a extração 

sequencial tem uma influência na concentração final dos compostos.   

 

Tabela 12: Sequências testadas na Chlorella vulgaris 

Rendimento do biocomposto (mg.g-1) 

Sequência 1 
Lipídios Neutros Carotenóides  

37,69 ± 1,39 1,13 ± 0,06 

Sequência 2 
Carotenóides Lipídios Neutros 

3,25 ± 0,21 50,02 ± 0,39 

 

Tabela 13: Sequências de extração na biomassa da Spirulina platensis 

Rendimento do biocomposto (mg g-1) 

Sequência 1 
Lipídios Neutros Carotenoides  Ficocianina  

23,5 ± 1,41 1,19 ± 0,03 149,7 ± 0,7 

Sequência 2 
Carotenoides  Lipídios Neutros Ficocianina  

3,45 ± 0,05 18,67 ± 2,02 152,23 ± 1,6 

Sequência 3 
Ficocianina  Carotenoides  Lipídios  

55,94 ± 3,3 5,56 ± 0,01 27,00 ± 9,89  

Sequência 4 
Ficocianina  Lipídios  Carotenoides  

62,38 ± 0,43 15,00 ± 2,83 2,59 ± 0,01 

 

 Quando se observa os resultados da Chlorella vulgaris na tabela 12, pode-se observar 

esse comportamento na concentração dos lipídios neutros, porém não na concentração de 

carotenoides. Isso pode ocorrer devido ao fato de que ao ser realizada a extração de lipídios 

neutros com n hexano, por ser um solvente apolar, pode ter extraído também os betacarotenos 

presentes na biomassa diminuindo a concentração de carotenoides. Isso explicaria o porquê a 
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concentração de carotenoides está maior na sequência 2 das extrações do que na sequência 1, 

quando geralmente a concentração do composto é maior.   

 Na tabela 13, pode-se observar os resultados da extração sequencial da Spirulina 

platensis, a concentração da ficocianina quando extraída por último foi quase que três vezes 

maior do que quando extraída nas sequências 3 e 4, quando foi a primeira extração a ser feita. 

Mais uma vez, podemos observar o efeito da extração sequencial. Quando se tem extrações 

prévias o composto fica mais disponível e aumenta a concentração final do composto extraído 

da célula. Tavanandi et al (2018), em seu estudo, realizou extrações seriadas na mesma 

biomassa para atingir o valor máximo de produção de ficocianina da Spirulina platensis. 

 O valor da concentração de carotenoides totais quando extraído inicialmente 

(Sequência 2) foi de 3,45 mg/g. Nas sequências 1 e 3, os carotenoides totais foram os 

segundos compostos a serem extraídos e mesmo assim apresentaram valores distintos, na 

sequência 1 foi de 1,19 mg/g e na sequência 3 foi de 5,56 mg/g. Isso pode ter ocorrido pelo 

fato de que a extração com o valor mais alto (sequência 3) foi precedida pela extração de 

ficocianina realizada utilizando água, portanto, não houve absorção de nenhuma fração do 

composto pelo solvente da extração prévia. O que não ocorreu na sequência 1, em que a 

extração foi precedida por uma extração de lipídios neutros e, como comentado anteriormente 

pode ter carregado, com o solvente, os betacarotenos presentes nos carotenoides.  

  Em relação aos lipídios neutros a maior concentração do composto se encontra na 

sequência 3 onde o valor alcançado foi de 27,00 mg/g, sendo o último composto a ser extraído 

e por isso, com o maior valor de concentração. Tal dado corrobora a hipótese sobre a 

influência da extração sequencial nos valores de concentração dos biocompostos. Nas 

sequências 2 e 4, os valores são menores, sendo 18,67 mg/g e 15,00 mg/g, respectivamente. E 

na sequência 1, obteve-se um valor de 23,5 mg/g, maior do que o citado anteriormente 

(sequência 2 e 4), mas pode ser devido aos betacarotenos da biomassa presentes na biomassa. 

 A escolha da sequência de extração dos biocompostos a ser utilizada nos experimentos 

subsequentes, baseou-se no alto valor agregado da ficocianina, tomando os valores das 

concentrações dos compostos de Spirulina platensis como fator determinante. Tendo em vista 

que entre a sequência 1 e 2 (as quais tem os maiores valores de concentração em ficocianina) 

o que difere é o valor dos lipídios neutros, foi escolhida a sequência 1 para ser executada em 

todas as biomassas do presente trabalho 
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4.1.2 Produção de biomassa das microalgas em AR  

 

 

O cultivo de microalgas em água de reúso pode afetar diretamente a produção de 

biomassa microalgal e de compostos de alto valor agregado. Pois há a possibilidade do 

mesmo apresentar componentes tóxicos para o crescimento das microalgas utilizadas. Nesse 

estudo, foram cultivadas microalgas em águas de reúso (AR) suplementada com NPK e feita 

comparação com o cultivo em meio padrão (WC e Zarrouk). Baseado na figura 9, pode-se 

observar que no cultivo em água de reúso da Chlorella vulgaris e Spirulina platensis houve 

um aumento significativo de concentração em biomassa, de 0,28 g/L para 0,55 g/L e 0,52 g/L 

para 0,92 g/L, respectivamente, em relação ao cultivo em meio padrão (Figura 9). A 

microalga Scenedesmus ecornis apresentou concentração em biomassa em água de reúso 

inferior à concentração em WC (0,19 g/L e 0,39 g/L, respectivamente). A concentração em 

biomassa da Spirulina labyrinthiformis se manteve praticamente a mesma nos dois cultivos, 

em Zarrouk (0,69 g/L) e em água de reúso (0,67 g/L), não apresentando diferenças 

significativas nas duas condições avaliadas. 

 Devido à impossibilidade de acompanhar o crescimento das células diariamente pela 

formação de grumos, não se pode afirmar o comportamento delas ao longo do tempo, somente 

sua concentração final. 

 

Figura 9: Concentração em biomassa nos cultivos (g/L) 

 

Legenda: CV-WC: Chlorella vulgaris no WC; CV-AR: Chlorella vulgaris na água de reúso; SE-WC: 

Scenedesmus ecornis no WC; SE-AR: Scenedesmus ecornis na água de reúso; SP-Zarrouk: Spirulina platensis 

em Zarrouk; SP-AR: Spirulina platensis em água de reúso; SL-Zarrouk: Spirulina labyrinthiformis em Zarrouk; 

SL-AR: Spirulina labyrinthiformis em água de reúso. 
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 De acordo com análises em cromatógrafo de íons Dionex ICS3000 feitas previamente 

na AR utilizada nos experimentos, não foram detectadas quantidades significativas de nitrato, 

nitrito e fosfato, e, por isso, foi realizada a suplementação com NPK, a fim de garantir 

nutrientes essenciais (N e P) para o desenvolvimento celular. A escolha do NPK para 

suplementação se deu pelo fato de ser um suplemento constituído de nitrogênio e fósforo, 

essenciais para o crescimento das microalgas e possuir um baixo custo. 

 Nos cultivos de Chlorella vulgaris a concentração de nitrogênio da AR foi igualada ao 

meio controle, porém a AR foi suplementada com NPK de fórmula fixa (04-14-08) e ao 

igualar a concentração de nitrogênio, aumentou-se consequentemente a concentração de 

fósforo (P) e potássio (K). Venonesiv et al (2017) relataram que a diferença na concentração 

de fósforo influenciou o crescimento das células no cultivo da Chlorella vulgaris, o meio com 

maior concentração foi o de maior crescimento celular. Mesmo alguns estudos relatando que 

uma maior disponibilidade de P não influencia a produção de biomassa (CHIA et al, 2015, 

Schmidt et al, 2016, Wu et al, 2012), os experimentos realizados neste trabalho levam a crer 

que a grande disponibilidade de P pode ter contribuído positivamente para um maior 

crescimento microalgal da Chlorella vulgaris. Outra possível explicação seria que através da 

degradação da matéria orgânica presente na água de reúso em pequenas moléculas, a 

Chlorella vulgaris, tenha as utilizado como nutrientes para seu crescimento, como relatado 

por Mustafa et al (2021). O que explicaria a maior concentração de biomassa no cultivo em 

meio alternativo (Tabela 14).   

 As águas residuais têm se mostrado como uma boa alternativa, principalmente 

por ser sustentável, para o cultivo de microalgas (Daneshvar et al, 2019), pois são micro-

organismos com elevada eficiência fotossintética, se adaptam e crescem rapidamente em 

diferentes tipos de águas residuais (Cheng et al, 2018). A microalga Scenedesmus ecornis não 

apresentou um aumento de produção ao ser colocada em AR suplementada. Normalmente, as 

águas residuais municipais são adequadas para uso em cultivos mesmo tendo um baixo nível 

de nutrientes quando comparado ao meio padrão (Zarrouk, BG-11, W.C. por exemplo), 

possuem também um baixo nível de substâncias tóxicas e venenosas, outra razão pela qual as 

águas residuais municipais são bastante utilizadas e investigadas ao longo dos anos. (Li et al, 

2019). Porém não foi o ocorrido no presente estudo no cultivo da Scenedesmus ecornis, 

levantando a possibilidade de haver componentes tóxicos para a microalga em questão, pois 

de todas as espécies estudadas no presente estudo, foi a microalga em que se observou uma 

diminuição da concentração de biomassa comparada ao controle quando cultivada em AR. 

Ansari et al (2019) obtiveram uma concentração em biomassa de 0,880 g/L de Scenedesmus 
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obliquus em meio de cultivo alternativo de águas residuais municipais. Essa maior 

concentração encontrada, quando comparada ao cultivo do presente estudo, pode ser devido 

ao fato de suas cepas terem sido isoladas de campos abertos de plantas de tratamento de águas 

residuais, estando, possivelmente, mais adaptadas às tais condições de cultivo e tendo assim 

um melhor crescimento. As microalgas do presente estudo não foram isoladas de plantas de 

tratamento e não tiveram aclimatação, tendo um maior impacto ao ter contato com o meio 

alternativo. Porém, em meio sintético também houve uma diferença de concentração em 

biomassa do presente estudo comparada a concentração de biomassa alcançada por Ansari et 

al (2019) que pode ser devido a diferenças nas condições de cultivo como intensidade 

luminosa, presença de fotoperíodo e concentração de nutrientes (nitrogênio e fósforo), 

principalmente a concentração de nitrogênio, que em meio BG-11 é muito maior que no meio 

WC, chegando a aproximadamente 17 vezes o valor da concentração de nitrato do WC (WC: 

0,085g/L e BG-11: 1,5 g/L).  

 

Tabela 14: Resultados das concentrações dos produtos obtidos das microalgas Chlorella 

vulgaris, Scenedesmus ecornis, Spirulina platensis e Spirulina labyrinthiformis. 

 

Gouveia et al (2016) também cultivaram Scenedesmus obliquuos e Chlorella vulgaris 

em efluentes urbanos no fotobiorreator como tratamento para remoção de nitrogênio e fósforo 

dessas águas, e como resultado, perceberam que a Scenedesmus obliquuos teve um 

crescimento satisfatório com a otimização de alguns fatores (pH, aeração e fluxo de 

recirculação) quando comparada as outras microalgas do experimento, porém foram isoladas 

do próprio efluente, o que é um ponto positivo em relação à adaptação da espécie ao meio 

utilizado. Algumas microalgas são mais sensíveis a determinados componente, mesmo as 
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outras espécies tendo uma boa produção em biomassa no meio com AR e NPK, a 

Scenedesmus ecornis utilizada no presente estudo pode apresentar uma resistência às 

condições em que foi exposta. 

Spirulina platensis alcançou uma concentração de biomassa final de 0,92 g/L quando 

cultivada em água de reúso. Zhou et al (2017) cultivaram Spirulina platensis em uma mistura 

de descarga de água do mar e água doce e obtiveram uma biomassa final de 0,760g/L, sendo 

consistente com o presente estudo em que obteve um bom resultado em concentração de 

biomassa, ainda que com diferenças na composição da água de reúso em relação ao controle, 

o que demonstra que ela possui potencial para bom crescimento em meios alternativos. 

Spirulina platensis apresentou uma taxa de crescimento satisfatório em meios a partir de 

águas residuais sendo capaz de sobreviver em ambiente com esse tipo de água mantendo uma 

razoável concentração de biomassa. Umas das possíveis explicações é o fato de tender a 

absorver o fósforo excessivo como estoque de energia para crescimento e biosíntese (Zhu et 

al, 2015) e, como citado anteriormente, há uma grande disponibilidade de fósforo no meio 

alternativo, o que pode ter contribuído positivamente para uma maior concentração final dessa 

biomassa. Uma explicação alternativa para essa diferença de concentração de biomassa pode 

ser que a água de reúso tenha algum componente orgânico ou inorgânico que tenha 

estimulado esse crescimento das células, como relatou Ansari et al, (2019). Alguns estudos 

sobre o cultivo da Spirulina platensis em águas residuais, de diferentes fontes, foram 

realizados (Araújo et al, 2020, Li et al, 2019, Zhou et al, 2017) e ela é considerada uma 

alternativa promissora para cultivos em meios alternativos, pois tem um crescimento 

satisfatório, é de fácil separação do meio por filtração, tem condições de ser associada a 

técnicas de tratamento de águas residuais e sua biomassa tem um grande potencial de uso 

biotecnológico.  

Em relação à Spirulina labyrinthiformis, na literatura não há resultados de produção de 

biomassa para comparação de resultados. Essa microalga foi pouco estudada e explorada. 

Pelos experimentos realizados neste estudo, ela tem capacidade de adaptação a meios 

alternativos já que a produção de biomassa na AR foi praticamente a mesma que em meio 

padrão. Ela possui também crescimento rápido e, assim como a Spirulina platensis, é de fácil 

separação das células do meio de cultivo devido ao seu formato, tamanho e formação de 

grumos. Sendo o suficiente uma filtração em tela de nylon para sua separação. O valor 

alcançado por esta microalga, nesse estudo, em meio Zarrouk foi de 0,69 g/L e em meio 

alternativo (AR) foi de 0,67 g/L. São valores semelhantes ao que outros autores alcançaram 

para a Spirulina platensis em meios alternativos (Zhou et al, 2017, Araujo et al, 2020). 
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A microalga Chlorella vulgaris obteve um bom aumento em sua concentração de 

biomassa, comparando os dois meios (Meio padrão e AR). Porém do ponto de vista de 

potencial de produção biotecnológica, as outras microalgas, Spirulina platensis e Spirulina 

labyrithiformis, são mais interessantes, pois mesmo com um ganho relativamente menor que a 

Chlorella vulgaris, elas em valor final alcançaram um valor maior em concentração de 

biomassa seca. Além disso, pelo formato de suas células, a Spirulina tem um menor gasto 

energético quando se fala em coleta e separação das células. O que é um aspecto importante a 

ser considerado, pois um grande desafio na produção de microalgas está relacionado com os 

métodos de recuperação da biomassa no meio de cultivo (ZHUANG et al., 2016). Como as 

células Chlorella vulgaris e Scenedesmus ecornis apresentam um tamanho bastante reduzido, 

a sua recuperação torna-se difícil e custosa. Por isso, as técnicas de recuperação são 

consideradas como um fato relevante para a determinação dos custos envolvidos no processo 

de produção.  

Pode-se concluir que o meio alternativo suplementado pode fornecer nutrientes e 

condições necessárias para um bom crescimento celular sem qualquer efeito negativo, 

dependendo da espécie a ser cultivada, indicando que o uso do meio alternativo com água de 

reúso é viável para a produção de biomassa com um custo de produção relativamente menor. 

 

 

4.1.3 Produção de lipídios neutros 

 

 

Notou-se maior produção de lipídios no meio controle em relação ao meio com água 

de reúso nos cultivos de Chlorella vulgaris e Scenedesmus ecornis. Nos cultivos de Spirulina 

platensis e Spirulina labyrinthiformis a diferença entre o meio controle e o meio alternativo 

não foi significativa (Figura 10). 

 A escolha do solvente é uma etapa importante para a extração eficiente de pigmentos, 

pois determina o grau de afinidade com a substância a ser extraída (Sarkar et al, 2020). 

Pohndorf et al (2016) testaram diversos métodos de extração de lipídios da Spirulina sp., e de 

acordo com os autores a extração usando hexano como solvente foi mais seletiva para extrair 

lipídios neutros. A grande questão envolvendo o uso de solvente, no presente estudo, foi a 

tentativa de não causar danos às demais frações da biomassa, para usos posteriores. Essa 

biomassa, pós-extração dos compostos, ainda pode ser empregada, por exemplo, como 

biofertlizante, como bioestimulante etc. Diante disso, a escolha de solvente deve ser pensada 



74 
 

de modo que não implique em uma toxicidade na biomassa residual em uma futura aplicação, 

sendo essa a motivação de escolha do n hexano para extração de lipídios neutros no presente 

estudo. Os solventes orgânicos também são frequentemente usados devido à especificidade 

para lipídios neutros. Além de que, a alta volatilidade desses solventes possibilita o 

isolamento do produto por meio de um processo de destilação de baixa energia após o 

processo de extração (RANJITH KUMAR et al, 2015).     

Jawaharraj et al. (2016) também encontraram baixa concentração de lipídios em 

cultivo de Oscillatoria sp. em água residual da agroindústria (9,6%). No entanto, Gao et al. 

(2018) relataram alta quantidade de lipídio em cultivo de Chlorella sp em água residual sem 

tratamento (29%). Essa variação dos teores de lipídios encontradas nos estudos pode ser 

explicada pela presença de produtos químicos nas águas residuais que podem causar 

interferências nas concentrações dos lipídios (KUMAR et al., 2017), uma vez que podem 

alterar o metabolismo celular. 

Já é amplamente conhecido que expor as microalgas a condições de estresse, como 

meios em limitação de nutrientes, resulta em um aumento de lipídios na célula (CHU et al 

(2014), ZHANG et al (2013), YEH & CHANG (2011)). Kamalanathan et al (2015) 

observaram em estudo feito com Chlamydomonas reinhardtii que o grupo com limitação de 

nutrientes (N e P) resultou em maior teor de lipídios neutros, mas menor biomassa, enquanto 

a células em meios repletos de nutrientes resultaram em menor concentração de lipídios 

neutros e uma maior concentração em biomassa. Ratnapuram et al (2017) cultivaram 

Chlorella pyrenoidosa e o teor de lipídios neutros alcançado pelos autores foi de 6,14% a 

16,43%, porém as células estavam em condições de estresse para aumentar a produção deste 

biocomposto.  

Neste estudo, as microalgas Spirulina platensis e Spirulina labyrinthiformis quando 

cultivadas em águas de reúso, estavam com uma concentração de nitrogênio menor que a 

utilizada na condição controle, porém já foi visto anteriormente que isso não afetou 

negativamente a produção de biomassa, e a menor concentração de nitrogênio no meio AR 

pode não ter sido suficiente para causar estresse na célula e estimular uma maior produção de 

lipídios neutros. Não houve uma diferença significativa entre os cultivos em AR e Zarrouk 

das Spirulina platensis e Spirulina labyrinthiformis. Levou-se também em consideração que 

as condições de cultivo não eram favoráveis para uma alta produção de lipídios, pois as 

células não foram submetidas a condições de depleção de nutrientes para tal.   



75 
 

Dentre as muitas explicações que pode ter a diferença de concentração de lipídios 

neutros nas microalgas, principalmente entre as cianofíceas e clorofíceas, pode-se relatar a 

influência da temperatura na produção de lipídios nas microalgas. A temperatura é um 

importante fator físico e condição ambiental que afeta o conteúdo lipídico da microalga 

(BRINDHADEVI et al, 2021). A temperatura em todo o experimento foi de 25ºC, tanto para 

as cianofíceas quanto para as clorofíceas, que pode também ter influenciado o metabolismo 

dos lipídios.  

Figura 10: Concentração de lipídios neutros nas microalgas cultivadas em água de reúso e no 

meio controle (WC e Zarrouk) 

 

Legenda: CV-WC: Chlorella vulgaris no WC; CV-AR: Chlorella vulgaris na água de reúso; SE-WC: 

Scenedesmus ecornis no WC; SE-AR: Scenedesmus ecornis na água de reúso; SP-Zarrouk: Spirulina platensis 

em Zarrouk; SP-AR: Spirulina platensis em água de reúso; SL-Zarrouk: Spirulina labyrinthiformis em Zarrouk; 

SL-AR: Spirulina labyrinthiformis em água de reúso. 

 

 

4.1.4 Produção de carotenoides totais 

 

 

As extrações realizadas na biomassa de todas as microalgas testadas foram realizadas 

de forma sequencial, ou seja, de uma mesma biomassa se extraiu lipídios neutros em seguida 

os carotenoides e, por último, a ficocianina (esta última, no caso da Spirulina platensis). Deste 

modo, as extrações que foram precedidas por outra extração podem ter sofrido alguma 

interferência em seu resultado, de forma positiva ou negativa, como foi discutido no item 4.2. 
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  A extração de carotenoides foi precedida pela extração de lipídios neutros utilizando o 

n hexano que é um solvente apolar e que pode ter carregado juntamente com os lipídios os 

betacarotenos presentes na célula. Resultando em uma distorção na concentração final de 

carotenóides quando comparada a literatura. 

Com relação aos carotenoides totais (Figura 11), em Spirulina platensis foi alcançado 

um valor de 1,21 mg/g na condição controle com Zarrouk e 1,05 mg/g no cultivo em água de 

reúso, estatisticamente não há diferença entre as concentrações (p>0,05). O conteúdo de 

carotenoides relatado na Spirulina platensis varia de 0,1 a 0,4 mg/g (AMBATI et al, 2018; 

KUMAR et al, 2013). Park et al (2018) compararam o teor de carotenóides totais de várias 

Spirulinas comerciais compradas em diferentes lugares (diferentes países) e a concentração de 

carotenoides alcançada foi de 1,70 ± 0,15 mg/g na biomassa vendida nos EUA e 0,75 mg/g ± 

0,20 na biomassa oriunda da Índia. Valores relativamente próximos ao encontrado nesse 

estudo nas condições controle (Zarrouk) e AR, respectivamente. Porém muitas podem ser as 

diferenças de cultivo (luz, nutrientes, temperaturas), pois como são biomassas comerciais, não 

há esse tipo de informação. Na literatura, os valores da concentração de carotenoides para a 

Spirulina são menores do que os valores encontrados para as clorofíceas, a Chlorella vulgaris, 

por exemplo. No presente estudo, os valores dessas duas microalgas estão bem próximos. 

Existem várias razões pelas quais isso pode acontecer, entre eles as condições de cultivo, pois 

desempenham um papel crucial na produção dos biocompostos. Uma vez que cada microalga 

reage de uma forma diferente ao mesmo estímulo, o que pode estimular uma maior produção 

na Spirulina platensis, pode não causar o mesmo efeito na Chlorella vulgaris. O estímulo por 

estresse também pode determinar uma maior produção desse composto, a cianofícea pode 

reagir mais a composição do meio alternativo do que a clorofícea 

Não há resultados registrados na literatura da concentração de carotenoides da 

Spirulina labyrinthiformis. Porém, não houve diferença significativa entre as concentrações 

na condição controle (1,02 mg/g) e na condição de água de reúso (0,77 mg/g), assim como 

ocorreu na Spirulina platensis, as duas médias não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas. Além disto, a concentração deste biocomposto alcançada na condição controle 

está próxima àquela observada na Spirulina platensis. 

Nos cultivos da Chlorella vulgaris em WC e água de reúso não houve diferença 

significativa (p<0,05) entre as concentrações alcançadas, sendo 1,20 mg/g no meio padrão 

WC e 1,5 mg/g no meio alternativo com água de reúso. Mesmo com o aumento na 

concentração de biomassa no meio alternativo não foi observado o mesmo aumento em 

relação à concentração de carotenoides. A presença dos carotenoides nas microalgas está 
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relacionada com a eficiência da absorção de luz da atividade fotossintética (clorofila a), e é 

importante para avaliar sua adaptação em condições de estresse ambiental (Vaz et al, 2016). 

Um dos fatores mais críticos que afetam a produção de lipídios, carotenoides e biomassa 

como um todo é a composição do meio em que as microalgas são cultivadas e o estágio em 

que são recolhidas (MINHAS et al, 2020). Umas das possíveis explicações para a baixa 

concentração de carotenoides é que o efeito combinado de estresses ambientais pode ter 

levado a redução da absorção fotossintética devido ao deslocamento metabólico para a síntese 

de outras biomoléculas (CARDOSO et al, 2020). Como a clorofila é um composto rico em 

nitrogênio e é facilmente acessível, ela é utilizada como um reservatório de nitrogênio 

intracelular para apoiar o crescimento celular e a produção de biomassa à medida que o 

nitrogênio no meio se esgota (BENAVENTES-VALDES et al, 2016). Damergi et al (2017) 

alcançaram um valor de concentração de carotenoides de 0,417 ± 1,6 mg/g, porém antes deles 

usarem técnicas combinadas de extração para remoção do composto residual na biomassa. A 

Chlorella vulgaris possui maior resistência aos métodos de lise celular quando comparada 

com outras microalgas como a Dunaliella sp. e Haematococcus pluvialis conhecidas pelo seu 

conteúdo em carotenoides e por possuirem uma membrana celular menos rígida, podendo 

melhorar a penetração de solvente e um melhor rendimento da extração dos compostos.  

Nos cultivos de Scenedesmus ecornis em WC e água de reúso houve diferença 

significativa (p>0,05) entre as concentrações alcançadas, sendo 0,79 mg/g no meio padrão 

WC e 1,75 mg/g no meio alternativo com água de reúso. Visto que os carotenoides são 

biomarcadores sensíveis a poluente em meio aquoso, quanto maior seu valor, maior é a 

poluição presente no meio de cultura (CARDOSO et al., 2020), isso poderia ser uma 

explicação para a maior concentração de carotenoides no meio alternativo, já que o meio 

padrão é estéril e o meio alternativo não. Também explicaria a baixa concentração em 

biomassa alcançada por essa microalga. Pribyl et al (2016) relatam diferentes respostas em 

relação a estímulo para aumento da produção de carotenoides e relatam que diferentes 

espécies expressam diferentes mecanismos reguladores de biossíntese de carotenoides. A 

Scenedesmus ecornis não teve um crescimento satisfatório em meio AR, e o fator que 

promoveu este baixo crescimento pode ter afetado o metabolismo dos carotenoides. Este tipo 

de relação algumas vezes é observada – menor crescimento celular e maior produção de 

carotenoides totais (AMBATI et al, 2018). 
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Figura 11: Concentração de carotenoides totais nas microalgas cultivadas em água de reúso e 

no meio controle. 

 

Legenda: CV-WC: Chlorella vulgaris no WC; CV-AR: Chlorella vulgaris na água de reúso; SE-WC: 

Scenedesmus ecornis no WC; SE-AR: Scenedesmus ecornis na água de reúso; SP-Zarrouk: Spirulina platensis 

em Zarrouk; SP-AR: Spirulina platensis em água de reúso; SL-Zarrouk: Spirulina labyrinthiformis em Zarrouk; 

SL-AR: Spirulina labyrinthiformis em água de reúso. 

 

 

4.1.5 Produção de ficocianina 

 

 

Em relação à ficocianina nas Spirulina labyrinthiformis e Spirulina platensis os 

valores das concentrações em diferentes meios são bem próximos, no Zarrouk e Água de 

reúso com NPK. Não houve diferença significativa entre os cultivos das Spirulinas platensis e 

Spirulina labyrinthiformis, sendo alcançados os valores de 98,47 mg/g e 101,58 mg/g pela 

Spirulina labyrinthiformis, respectivamente no meio alternativo (Figura 12). No meio 

Zarrouk, as concentrações atingidas foram de 115.50 mg/g pela Spirulina platensis e 123,81 

mg/g pela Spirulina labyrinthiformis.  

O meio de cultivo Zarrouk possui uma concentração muito alta de nitrogênio e não foi 

possível colocar essa mesma concentração em NPK, pois saturava o meio, sendo a solução 

encontrada adicionar dez vezes menos NPK, ou seja, dez vezes menos nitrogênio no meio 

alternativo do que no meio padrão (Zarrouk). De acordo com Dos Santos et al (2019) cultivos 

em que a concentração de nitrato foi dez vezes menor que o meio padrão, não houve prejuízo 

em relação a concentração final de ficocianina, o que foi observado também nesse estudo. 
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Chen et al (2013) relatam que a ficocianina produzida pela microalga pode ser 

utilizada como fonte de energia em cultivos em que há limitação de nitrogênio, o autor relata 

no experimento desenvolvido que quando todo o nitrogênio do meio foi consumido houve 

uma queda na concentração de ficocianina. Eriksen et al (2008) também relatam que as 

ficobiliproteínas obtiveram um papel secundário como composto de armazenamento de 

nitrogênio na célula e que são deslocados para outros fins em caso de ausência de nitrogênio. 

A partir disso podemos também pensar que como o cultivo em AR já começou com uma 

menor concentração de nitrogênio em relação ao meio Zarrouk, então a microalga após 

consumir todo nutriente presente no meio, a ficocianina foi consumida como fonte de energia 

alternativa. Uma das possíveis razões para, mesmo com o aumento da concentração de 

biomassa no meio alternativo em relação ao Zarrouk, a concentração de ficocianina não ter 

alteração significativa quando cultivada em AR.  

O objetivo principal do cultivo em AR, nesse estudo, foi atingir a maior produção de 

concentração em biomassa e não foi o foco a maior produção de ficocianina. Todos os 

parâmetros utilizados nos experimentos (luz, concentração de nutrientes, tempo de cultivo etc) 

foram utilizados para atingir uma maior concentração em biomassa, não houve uma 

otimização dos parâmetros para esse objetivo.  

Julanti et al (2019) testaram métodos de otimização de extração da ficocianina em 

biomassa de Spirulina platensis, no método de congelamento/descongelamento e quando 

utilizada água como solvente eles obtiveram uma concentração de 26,4 mg/g de ficocianina. 

Nesse estudo eles concluíram que o método mais eficiente foi o de 

congelamento/descongelamento, porém utilizando o tampão fosfato 0,1M e ainda assim 

alcançaram uma concentração de 37,3 mg/g, um valor abaixo do encontrado no presente 

estudo que foi até três vezes maior, atingindo uma concentração máxima de 112,34 mg/g. 

Tavanandi et al (2018) relataram que a concentração de ficocianina obtida pelo método de 

extração de congelamento/descongelamento, o mesmo método utilizado nesse estudo, após 4 

ciclos foi de 54mg/g de biomassa da microalga Spirulina platensis. A diferença de valores dos 

resultados encontrados na literatura pode ter muitas explicações, como condições de cultivos, 

espécies, tempo de cultivo, porém as extrações do presente foram realizadas nas biomassas de 

forma sequencial, ou seja, em uma mesma biomassa foram extraídos lipídios, carotenoides e, 

por último, a ficocianina. Por ser da mesma biomassa e por todos os processos de extração 

passarem por uma etapa de rompimento celular, podemos pensar que essa célula após duas 

extrações prévias (lipídios e carotenoides) está com o composto mais disponível do que a 

célula que não teve uma extração prévia. O que justificaria a diferença de valor na 



80 
 

concentração quando comparado ao valor encontrado na literatura. Logo, podemos concluir 

que extração seriada tem uma influência sobre a concentração de ficocianina, justamente pela 

explicação dada anteriormente da maior disponibilidade do composto. Marzorati, et al (2020) 

também chegaram a conclusões parecidas quando extraíram ficocianina de uma biomassa que 

tinha passado previamente por uma extração de carotenoides e clorofilas.  

Os resultados encontrados na literatura são apenas em relação à Spirulina platensis, 

não há estudos que mostrem resultados referentes à produção de ficocianina pela Spirulina 

labyrinthiformis, porém ela mostrou que possui um grande potencial de produção, obtendo 

uma concentração desse composto semelhante à Spirulina platensis, atingindo 123,81 mg/g 

em meio Zarrouk.  

Mesmo não tendo um aumento na concentração de ficocianina no meio alternativo, 

não foi observado uma diminuição na concentração, o que indica que o cultivo em meio com 

AR é uma boa alternativa de produção de ficocianina com menores custos. 

 

Figura 12: Concentração de ficocianina nas microalgas cultivadas em água de reúso e no meio 

controle 

 

Legenda: CV-WC: Chlorella vulgaris no WC; CV-AR: Chlorella vulgaris na água de reúso; SE-WC: 

Scenedesmus ecornis no WC; SE-AR: Scenedesmus ecornis na água de reúso; SP-Zarrouk: Spirulina platensis 

em Zarrouk; SP-AR: Spirulina platensis em água de reúso; SL-Zarrouk: Spirulina labyrinthiformis em Zarrouk; 

SL-AR: Spirulina labyrinthiformis em água de reúso 

 

 

4.2 Testes de toxicidade em semente de alface (Lactuva sativa): 2ª Etapa 

 

 

Como um dos objetivos desta tese é o de avaliação microalgal como fertilizante ou 

bioestimulante na agricultura, foram realizados testes de fitotoxicidade com as biomassas 

cultivadas em água de reúso na germinação de sementes de alface em solo. As biomassas 
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testadas foram das microalgas Chlorella vulgaris cultivada em AR e WC, Scenedesmus 

ecornis cultivada em AR e WC, Spirulina platensis cultivada em AR e Zarrouk e Spirulina 

labyrinthiformis cultivada em AR e Zarrouk. Este teste avalia a ação tóxica ou adversa que 

uma subtância presente no meio provoca nas plantas, a qual pode ser determinada pela 

germinação das sementes, alongamento da raiz e crescimento da muda (GRYCZAK et al, 

2018).   

Os testes preliminares de toxicidade foram realizados nas duas microalgas cultivadas 

na primeira fase do estudo, a Chlorella vulgaris e a Spirulina platensis, representando as 

espécies clorofíceas e cianofícea, respectivamente. As microalgas utilizadas nesse 

experimento preliminar de germinação não tiveram compostos extraídos.    

Foram testadas as seguintes concentrações: 1g de biomassa/kg de solo, 2g de 

biomassa/kg de solo e 4g de biomassa/kg de solo (tabela 14). Foi adicionada água em 60% da 

capacidade de campo do solo, que foi de 6,4 mL. Os experimentos foram realizados em 

triplicata e o resultado apresentado na tabela 15 é a média com o seu respectivo desvio 

padrão. 

 

Tabela 15: Testes preliminares de germinação com três concentrações de biomassa. 

Microalga Biomassa (g) Solo (g) 

Volume 

de água 

(mL) 

Chlorella 

vulgaris 

0,0025 

25 6,4 0,05 

0,1 

Spirulina 

platensis 

0,0025 

25 6,4 0,05 

0,1     
 

 Pelos resultados dos testes preliminares (Tabela 16), não houve diferença significativa 

entre as médias de índice de velocidade de germinação (IVG) e percentual de germinação (G), 

com a biomassa da Spirulina platensis. Entretanto, no índice de germinação (IG), apresentou 

uma diferença estatística, sendo o maior IG apresentado na menor concentração de 1g de 

biomassa/ kg de solo. Por outro lado, o experimento com a biomassa da Chlorella vulgaris 

não apresentou diferença significativa entre os três parâmetros: IVG, G e IG. Desta forma, 

escolheu-se a concentração de 1g de biomassa/ Kg de solo para os experimentos de toxicidade 

realizados com todas as microalgas do estudo. 
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Tabela 16: Resultados dos testes preliminares de toxicidade com Spirulina platensis e 

Chlorella vulgaris 

Spirulina platensis 

Condições IVG G (%)  IG (%) 

Controle 12,10 ± 0,9 -   

1g biomassa / kg solo 12,08 ± 1,0 106,25 89,2 

2 g biomassa/ kg solo 11,68 ± 2,1 106,25 45,38 

4 g biomassa / kg solo 10,23 ± 2,5 68,75 24,45 

 

Chlorella vulgaris 

Condições IVG G (%)  IG (%) 

Controle 10,8 ± 0,82 - - 

1g biomassa / kg solo 9,8 ± 0,21 94,40 84,19 

2 g biomassa/ kg solo 10,6 ± 0,15 105,50 69,96 

4 g biomassa / kg solo 8,4 ± 1,89 88,88 73,91 

 

 O índice de germinação (IG) diminuiu à medida que se aumenta a concentração da 

biomassa, tanto na Chlorella vulgaris quanto na Spirulina platensis, nas concentrações de 2g 

de biomassa / kg de solo (45,38% para Spirulina platensis e 69,96% para a Chlorella 

vulgaris) e 4g de biomassa / kg de solo (24,45% para Spirulina platensis e 73,91% para 

Chlorella vulgaris). Como a variação do IG foi abaixo de 80%, segundo Young et al (2012) o 

meio deve apresentar alguma toxicidade para a germinação da semente. Esse resultado pode 

ser devido a algum componente presente na biomassa, tanto oriundo do cultivo em água de 

reúso, que ao ser adicionado na terra com concentrações maiores, causou algum tipo de 

inibição de germinação.  

 O próximo experimento (Figura 13) foi realizado com as quatro microalgas em 

diferentes condições apresentadas na tabela 14, tanto no meio padrão (Zarrouk para as 

cianofíceas ou WC para as clorofíceas) quanto no meio alternativo (AR). Para esse próximo 

experimento foi adotada a concentração de 1g de biomassa/kg de solo, pois foi a que 

apresentou melhores resultados em todos os parâmetros, muito próximo a condição controle. 
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Figura 13: Recipientes com terra e biomassa em incubadora 

 

Legenda: Teste de toxicidade com sementes de alface em andamento 

                                   Fonte: Autora, 2019 

 

Para esse teste foram utilizados 25g de solo arenoso, com 0,025g de biomassa e 

adicionada água destilada no volume de 6,4 ml (60% da capacidade de campo do solo). Foram 

colocadas 10 sementes, previamente esterilizadas, em cada pote com 5 repetições de cada 

condição. As condições estão presentes na tabela 17. A condição controle foi adicionada 

somente água destilada. O experimento ocorreu durante cinco dias, em incubadora, com 

temperatura controlada (25ºC) e ausência de luz. 

 

Tabela 17: Condições testadas para cada microalga 

Nomenclatura Condição testada 

A Água de reúso com NPK (célula rompida e retirado o extrato) 

B WC ou Zarrouk (célula rompida e retirado o extrato) 

C Água de reúso com NPK (célula rompida SEM retirar o extrato) 

D WC ou Zarrouk (célula rompida SEM retirar o extrato) 

E Água de reúso com NPK (célula íntegra) 

F WC ou Zarrouk (célula íntegra) 

 

O índice de velocidade de germinação (MAGUIRE, 1962), procura reunir em uma 

única medida tanto a germinabilidade das sementes como a velocidade com que isto ocorre. 

Os valores encontrados nas microalgas testadas não tiveram diferença significativa entre as 

condições testadas e o controle. Na condição em que se utiliza a Chlorella vulgaris não 

apresentou nenhum valor acima do controle, assim como Scenedesmus. Na Spirulina 

labyrinthiformis, todos os valores estão abaixo do controle. 
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Tabela 18: Resultado das análises dos testes com as quatro microalgas 

Chlorella 
vulgaris 

Índice de velocidade de germinação 

Controle A B C D E F 

12,32 ± 1,1 
11,28 ± 

0,9 
11,44 ± 

0,8 
11,51 ± 

0,7 
11,23 ± 

1,5 
11,41 ± 

1,3 
10,83 
± 0,8 

Percentual de germinação (G%) 

Controle A B C D E F 

- 
91,1 ± 

5,2 
95,8 ± 

4,6 
99,0 ± 

6,0 
101,6 ± 

5,2 
99,0 ± 

6,0 
88,5 ± 

6,0 

Índice de germinação (IG%) 

Controle A B C D E F 

- 
116,02 ± 

16,0 
108,62 ± 

9,3 
102,71 ± 

17,9 
87,20 ± 

18,9 
93,39 ± 

5,6 
90,73 
± 13,9 

Alongamento de raiz (cm) 

Controle A B C D E F 

1,3 ± 0,1 1,3 ± 0,4 
1,4 ± 
0,10 

1,3 ± 0,2 1,3 ± 0,2 1,3 ± 0,1 
1,3 ± 
0,2 

Scenedesmus 
ecornis 

Índice de velocidade de germinação 

Controle A B C D E F 

11,4 ± 0,9 
11,30 ± 

1,5 
10,79 ± 

2,4 
10,77 ± 

1,3 
7,73 ± 

1,9 
10,0 ± 

1,2 
9,7 ± 
1,1 

Percentual de germinação (G%) 

Controle A B C D E F 

- 
105,0 ± 

7,0 
125,1 ± 

20,8 
82,5 ± 
15,2 

103,9 ± 
22,8 

90,8 ± 
9,6 

73,6 ± 
19,2 

Índice de germinação (IG%) 

Controle A B C D E F 

- 
97,9 ± 

9,3 
99,0 ± 
10,4 

93,8 ± 
10,4 

87,5 ± 
13,9 

93,8 ± 
10,4 

89,6 ± 
5,7 

Alongamento da raiz (cm) 

Controle A B C D E F 

1,5 ± 0,0 1,6 ± 0,0 1,6 ± 0,1 1,2 ± 0,1 1,3 ± 0,1 1,3 ± 0,2 
1,1 ± 
0,1 

Spirulina 
platensis 

Índice de velocidade de germinação 

Controle A B C D E F 

9,96 ± 1,5 8,9 ± 0,7 
10,2 ± 

0,7 
11,1 ± 

0,5 
9,9 ± 0,9 

10,7 ± 
1,2 

11,5 ± 
1,5 

Percentual de germinação (G%) 

Controle A B C D E F 

- 
101,7 ± 

11,9 
50,1 ± 
11,9 

72,1 ± 
9,7 

24,7 ± 
6,7 

108,6 ± 
8,5 

28,5 ± 
5,3 

Índice de germinação (IG%) 

Controle A B C D E F 
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A título de comparação entre os resultados, os valores encontrados nas condições 

controle da Chlorella vulgaris e Scenedesmus ecornis são globalmente maiores do que os 

encontrados na Spirulina platensis, porém quando comparamos as condições das espécies ao 

seu próprio controle, podemos fazer uma melhor análise do comportamento dessas biomassas 

na germinação da semente de alface. 

 A Scenedesmus ecornis apresentou resultados compatíveis com a condição controle, 

pode-se observar que algumas condições (A, B, C, D e E) apresentaram alongamento de raiz 

com valores próximos a condição controle. O mesmo pode ser observado no IVG em todas as 

condições (A, B, C, D, E e F), onde os valores encontrados não diferem estatisticamente da 

condição controle. O IG e o G também apresentaram valores próximos a 100% em relação a 

condição controle. A biomassa da microalga Scenedesmus ecornis cultivada em AR e WC se 

mostrou atóxica quando utilizada em solo com sementes de alface (figura 14). 

 

 

 

 

- 
84,1 ± 

6,2 
90,9 ± 

8,0 
100,0 ± 

5,0 
95,4 ± 
10,2 

95,4 ± 
10,2 

106,8 
± 10,2 

Alongamento da raiz (cm) 

Controle A B C D E F 

1,1 ± 0,3 0,8 ± 0,1 0,4 ± 0,1 
1,3 ± 
0,05 

1,21 ± 
0,3 

0,6 ± 0,1 
1,2 ± 
0,2 

Spirulina 
labyrinthifor

mis 

Índice de velocidade de germinação 

Controle A B C D E F 

9,6 ± 1,5 9,2 ± 1,2 8,3 ± 2,1 6,9 ± 1,6 6,7 ± 1,4 8,9 ± 1,0 
8,3 ± 
1,6 

Percentual de germinação (G%) 

Controle A B C D E F 

- 
90,2 ± 
10,9 

91,5 ± 
12,2 

89,4 ± 
14,1 

77,2 ± 
7,0 

87,8 ± 
10,2 

85,4 ± 
12,2 

Índice de germinação (IG%) 

Controle A B C D E F 

- 
49,9 ± 
10,1 

27,2 ± 
9,5 

18,8 ± 
3,5 

25,0 ± 
6,8 

41,1 ± 
13,7 

29,0 ± 
5,3 

Alongamento da raiz (cm) 

Controle A B C D E F 

1,2 ± 0,2 
0,56 ± 

0,1 
0,2 ± 0,1 

0,2 ± 
0,05 

0,4 ± 0,1 0,7 ± 0,3 
0,38 ± 
0,03 
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Figura 14: Semente germinada com raiz desenvolvida da com biomassa da Scenedesmus 

ecornis em água de reúso retirando os extratos 

 

Fonte: Autora, 2019 

 

A Chlorella vulgaris também tem a mesma tendência com bom alongamento de raiz e boa 

velocidade de germinação com valores muito próximos ao controle, o IG e G também 

seguindo a mesma tendência da microalga comentada anteriormente. As conclusões dos 

resultados dessa microalga não são muito diferentes das conclusões da Scenedesmus ecornis, 

talvez por serem ambas clorofíceas, possuam características semelhantes que agregam ao 

desenvolvimento da plântula, não causando efeito tóxico no desenvolvimento da semente.  

Nos cultivos em que foram utilizados a Spirulina labyrinthiformis as condições tiveram 

um valor abaixo do controle em todos os parâmetros. O alongamento da raiz e o índice de 

germinação de todas as condições são menores do que o controle, indicando que há certo 

impacto mesmo sendo utilizada a concentração mais baixa, de todas as concentrações 

propostas anteriormente. Não há muitos estudos sobre a Spirulina labyrinthiformis para que 

possa trazer hipóteses sobre o possível impacto negativo da biomassa nas sementes. Dentro 

dos resultados obtidos essa microalga ficou com os valores de IG abaixo de 80%, que 

apresentou valores de até 18,8% na condição C (água de reúso com NPK – célula rompida 

sem retirar o extrato) sendo o maior valor na condição A (água de reúso com NPK – célula 

rompida e retirado o extrato), de 49,9 %. De acordo com RAS (Regra de análise de semente), 

umas das análises a serem feitas para germinação de sementes é o crescimento das estruturas 

essenciais como raízes primárias. No uso da biomassa Spirulina labyrinthiformis não houve 

desenvolvimento das raízes (Figura 15). Pode-se considerar que essa microalga nesse meio de 

cultivo apresenta efeitos tóxicos para a germinação de semente. 
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Figura 15: Semente de alface germinada com raiz não desenvolvida quando utilizada a 

biomassa da Spirulina labyrinthiformis 

 

     Fonte: Autora, 2019 

 

Nos testes com a Spirulina platensis o índice de velocidade de germinação, não houve 

diferença significativa entre as condições. O percentual de germinação (%G) apresentou um 

bom resultado nas condições A (101,7%), C (72,1%) e E (108,6%), todas as condições com 

água de reúso com NPK, sendo as condições A e E com valores acima de 100%, alcançando, 

respectivamente, 101,7 % e 108,6 %. Possivelmente pelo Zarrouk ser um meio com bastante 

sais a germinação das sementes nas condições B, D e F pode ter sido afetada, já que pode 

conter algum resquício de sal na biomassa. O início do processo germinativo tem como 

característica a absorção de água por embebição. Contudo, a semente precisa alcançar um 

nível de hidratação que permita que seus processos metabólicos sejam reativados. Com isso, 

quando há sal presente ele diminui o potencial hídrico do meio de crescimento e como 

consequência, o aumento do gradiente osmótico entre a semente e o meio, o que dificulta a 

embebição de água pela semente levando a diminuição do processo germinativo (DUTRA et 

al, 2017). No parâmetro de índice de germinação, todas as condições apresentaram resultados 

acima de 80%, o que não indica toxicidade da biomassa, porém os melhores resultados foram 

nas condições C e F com valores, respectivamente, de 100,0% e 106,8%. O parâmetro de IVG 

leva em consideração tanto a porcentagem de germinação quanto a velocidade em que elas 

germinam e todas as condições utilizando a biomassa da Spirulina platensis obtiveram 

resultados próximos ao controle. A Spirulina platensis é uma microalga já conhecida como 

segura, ela possui um longo histórico de uso em diversas aplicações (BORTOLINI et al, 

2022). 
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Figura 16: Teste de toxicidade feito em laboratório.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Preparação dos recipientes com terra; (B) Sementes germinadas no recipiente após 7 dias; (C) 

Semente de alface germinada. 

 Fonte: Autora, 2019 
 

 

Em relação aos resultados obtidos pelas quatro microalgas testadas, as clorofíceas 

tiveram um bom resultado nos parâmetros analisados, apresentando valores satisfatórios de 

%G, IG e IVG. Já os testes em cianofíceas, a biomassa da Spirulina labyrinthiformis não teve 

um resultado adequado nos testes, apresentando valores muito abaixo da condição controle, 

indicando um grau de toxicidade quando utilizada em solo para a germinação da semente de 

alface. O cultivo em AR pode influenciar em algumas características da composição celular 

das células que causam esse comportamento tóxico à semente. Porém, como analisado 

anteriormente, a Spirulina platensis apresentou um bom resultado dos parâmetros nas 

condições em que a microalga foi cultivada em água de reúso, indicando que essa microalga 

cultivada em água de reúso não apresenta inibição de germinação, ou seja, não apresenta 

toxicidade. 

 

 

4.3 Cultivo em garrafão da Spirulina platensis e extração seriada dos compostos (3ª 

Etapa) 

 

 

 Após o cultivo das quatro microalgas em água de reúso e os testes de toxicidade dessa 

mesma biomassa em sementes de alface, foi determinado que os experimentos posteriores 

A 

B C 
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fossem realizados somente por uma microalga. A escolha da microalga se deu por algumas 

razões, que são:  

• Boa adaptação e boa produção de biomassa da espécie da microalga ao meio 

alternativo (água de reúso com NPK); 

• Concentração dos compostos em meio alternativo; 

• Facilidade de separação das células do meio de cultivo; 

• Ausência de toxicidade no teste de germinação. 

A microalga Scenedesmus ecornis não apresentou boa produção de biomassa quando 

cultivada em água de reúso. Apesar da Chlorella vulgaris ter apresentado uma boa produção 

de biomassa, os compostos extraídos (lipídios e os carotenoides) não apresentaram uma boa 

concentração. Porém a Spirulina platensis e Spirulina labyrinthiformis além dos compostos 

em comum com a Chlorella vulgaris, também possuem a ficocianina, um composto de alto 

valor agregado, o qual apresentou uma boa concentração nas condições de cultivo em que foi 

submetida. Essa seria uma vantagem em relação às microalgas Chlorella vulgaris e 

Scenedesmus ecornis. 

Além disso, a Spirulina platensis tem uma grande vantagem quando se fala em 

separação de células do meio, devido a sua morfologia espiralada e sua maior dimensão 

celular. A Spirulina labyrinthiformis também apresenta essa vantagem, pois possui as mesmas 

características da Spirulina platensis. Porém quando falamos sobre toxicidade a Spirulina 

labyrinthiformis não apresentou as mesmas vantagens, pois apresentou efeitos inibitórios na 

germinação da semente de alface, sendo considerada tóxica. Então seu uso não seria possível 

na etapa seguinte. 

Diante do que foi exposto, foi determinado que a microalga a ser utilizada nos 

experimentos posteriores seria a Spirulina platensis. Pois apresentou uma boa produção de 

biomassa, dos compostos de interesse e não apresentou toxicidade quando cultivada em meio 

alternativo (AR com NPK). 

A Spirulina platensis possui características como alto teor de proteínas (~70%), 

lipídios (3~9%), carboidratos (15~30%), betacarotenos e vitaminas (incluindo B1, B2 e B12) 

que permitem uma ampla aplicação, incluindo alimentação humana e animal, que movimenta 

aproximadamente de 30 a 60 bilhões de dólares anualmente (CARDOSO et al, 2020). 

 Após 15 dias de cultivo o experimento foi encerrado, a microalga foi separada do meio 

de cultivo através de filtração em tela de nylon, sendo lavada repetidas vezes com água 

destilada para retirada do sal presente no meio (no caso da microalga da condição controle, 
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meio Zarrouk), a biomassa recuperada foi colocada em potes de plástico, levadas ao 

congelador e após 24 horas foram liofilizadas (liofilizador modelo Enterprise II, marca 

Terroni). A determinação de massa seca foi feita de acordo com o item 3.4 devido à formação 

de grumos que impediam a análise de crescimento pela densidade óptica e também pela 

determinação da massa seca por alíquota, pois não há homogeneidade na suspensão celular. 

Na tabela 19 são apresentados os resultados dos cultivos e da extração dos compostos. 

 

Tabela 19: Cultivo feito em garrafão da Spirulina platensis na condição Zarrouk e Água de 

torneira com NPK. 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.1 Concentração em biomassa 

 

 

 Em relação à concentração em biomassa seca do cultivo realizado em Zarrouk e Água 

de torneira com NPK, não houve uma diferença significativa pelos testes estatísticos 

aplicados. Sendo a concentração em Zarrouk 1,29 g/L e no meio alternativo 1,16 g/L. Já se 

sabe que a Spirulina platensis tem boa performance em meios alternativos (LI et al, 2019) e é 

realmente uma necessidade a otimização da composição de nutrientes nesses meios 

(GOUVEIA et al, 2016), devido ao alto custo de cultivos em grande escala envolvendo o 

meio Zarrouk, por exemplo (RAGAZA et al, 2022). 

 Nesse estudo foi utilizado somente água de torneira com um fertilizante com um custo 

muito baixo e a produção de biomassa se manteve praticamente a mesma do cultivo feito em 

Zarrouk, sem diferença significativa. Os compostos gerados a partir dessa biomassa não serão 

nas mesmas concentrações do que os gerados no cultivo em meio Zarrouk, pois envolve um 

estresse para a célula devido à falta de outros nutrientes necessários para sua produção, porém 

pode ser considerado uma boa alternativa para a otimização de custo de produção. As 

condições e nutrição das culturas celulares são fatores reconhecidamente significantes para a 

determinação da composição bioquímica da célula. As várias condições de cultivo e cepas de 

 Zarrouk Água com NPK 

Biomassa (g/L) 1,29 ± 0,10 1,16 ± 0,16 

Lipídios (mg/g) 4,2 ± 0,26 7,8 ± 0,09 

Carotenoides 

(mg/g) 
0,2 ± 0,07 0,1 ± 0,07 

Ficocianina (mg/g) 121,2 ± 18,4 77,3 ± 6,16 
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microalgas afetam a composição de pigmentos, lipídios, proteínas e carboidratos (AJIJAH et 

al, 2020). O objetivo no presente trabalho foi alcançar um meio alternativo de baixo custo que 

alcançasse a concentração em biomassa igual ou superior ao meio de cultivo Zarrouk e avaliar 

a produção dos compostos nesse meio.  

 Devido ao fato de que foi utilizado como suplementação no cultivo um NPK de 

fórmula fixa (04-14-08), assim que foi colocado uma determinada concentração de nitrogênio 

no meio de cultivo, aumenta-se consequentemente a concentração do fósforo e potássio 

presente no meio alternativo, que pode influenciar no desenvolvimento das células. Zhu et al 

(2015) observaram que a Spirulina platensis apresenta uma taxa de crescimento satisfatória 

em meios a partir de águas residuais sendo capaz de sobreviver nesse ambiente e manter uma 

razoável concentração de biomassa, pois ela tende a absorver o fósforo excessivo presente no 

meio utilizado como estoque de energia para crescimento e biosíntese. Dessa forma, pode-se 

dizer que o fósforo em grande quantidade presente no meio de cultivo pode ter contribuído 

para uma boa produção de biomassa. 

 Pereira et al (2019), cultivaram Spirulina platensis em soro de queijo e alcançaram, 

em cultivo autotrófico, uma concentração em biomassa de 2,16 g/L. Mesmo sendo um valor 

acima do encontrado no recente estudo pode ter sido pelo fato de que foi conduzido em meio 

estéril e em meio com mais nutrientes em sua composição. O cultivo feito em Zarrouk nesse 

mesmo trabalho alcançou um valor máximo de 1,75 g/L, sendo coerente com o valor 

encontrado no presente estudo, na condição controle com Zarrouk. Os cultivos realizados em 

meios alternativos variam muito de resultado, pois como a maioria não possui uma 

composição fixa, como é o caso na água de torneira (pode variar a composição de 

micronutrientes dependendo do dia e horário da coleta), há uma dificuldade em estabelecer 

um padrão de valores de resultados para esse tipo de experimento. Pode-se inferir algumas 

suposições e fazer paralelos, mas nenhuma comparação direta pode ser feita devido a grande 

diferença entre o meio utilizado nesse estudo e os encontrados na literatura. 

 O fato de a concentração em biomassa nos dois meios de cultivos serem próximas traz 

um novo caminho para estudo com meios de cultivos mais simples com menores custos com 

chances de resultados promissores. A questão envolvendo a água de reúso e a água de torneira 

está relacionada a não utilização de água potável para cultivo desses micro-organismos, uma 

vez que há um bom crescimento nessas águas. O uso de águas residuais para culturas de 

microalgas é benéfico para minimizar o uso de água doce e produzindo biomassa de 

microalgas como recursos biológicos para biocombustíveis ou subprodutos de valor agregado. 
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É considerado um recurso de alto valor pois podem conter nutrientes necessários para a 

proliferação e multiplicação em massa de algas. 

 O cultivo com a Spirulina platensis feito na primeira etapa do presente trabalho 

alcançou uma produção de biomassa em AR de 0,92 g/L enquanto a produção em água de 

torneira (AT) alcançou uma concentração de 1,16 g/L, conforme mostra a tabela 16. Mesmo 

os valores sendo próximos quando comparado um ao outro, pode-se observar um 

comportamento diferente em cada uma delas. Enquanto a concentração de biomassa 

aumentou 76,9% quando comparado ao controle na 1ª etapa dos experimentos (Tabela 20). 

Nessa 3ª etapa não houve diferença significativa entre a concentração de biomassa no controle 

(Zarrouk) e a AT. Atentando para o fato de que os experimentos não foram feitos em paralelo, 

as células não saíram do mesmo erlenmeyer de cultura para os dois experimentos ao mesmo 

tempo. Podem ter ocorridos algumas mudanças nas células no intervalo de tempo entre os 

experimentos. 

  

Tabela 20: Tabela comparativa dos valores da concentração em biomassa nos cultivos da 1ª 

etapa do trabalho e da 3ª etapa nos cultivos com AR e AT, respectivamente 

  Biomassa (g/L)  

1ª Etapa 
Zarrouk 0.52 ± 0.01 

Aumento de 

76,9 % 
AR com NPK 0.92 ± 0.10 

3ª Etapa 

Zarrouk 1,29 ± 0,10 

NS 

AT com NPK 1,16 ± 0,16 

 

A AR se mostrou mais eficiente quando se trata em produção de biomassa, pois essas 

águas, oriundas de estação de tratamento de esgoto, contém substâncias orgânicas e 

inorgânicas que podem contribuir para um melhor crescimento das células. Por outro lado a 

AT, mesmo não apresentando um aumento expressivo na concentração de biomassa quando 

comparada ao Zarrouk da mesma etapa, o cultivo nesse meio alcançou um resultado muito 

próximo ao controle. A composição dessa água utilizada pode variar de acordo com a região e 

do sistema de abastecimento de água da região, mas basicamente ela é composta por: água, 

minerais, cloro, fluoreto e substância orgânica e inôrganica, de acordo com a Secretária de 

Vigilância em Saúde (2006). Porém, mesmo com esse resultado menor que o resultado 

apresentado na 1ª etapa, ainda pode ser considerada uma boa alternativa para cultivo de baixo 

custo desses micro-organismos, pois ao ser atingido um valor na mesma concentração que o 
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cultivo em meio Zarrouk, há uma economia nos custos de produção, devido ao baixo valor da 

suplementação utilizada (NPK). 

 

 

4.3.2 Lipídios neutros 

 

 

 A concentração de lipídios neutros foi maior na condição com AT do que na condição 

controle, atingindo os valores de 7,8 mg/g e 4,2 mg/g, respectivamente. O cultivo realizado 

em Zarrouk possui todos os nutrientes necessários para o pleno crescimento e 

desenvolvimento das microalgas, sem levar em consideração os fatores externos (luz, 

temperatura, aeração etc) que influenciam também no crescimento desses micro-organismos. 

Guldhe et al (2017) afirma que metabólitos como proteína na biomassa de microalgas são 

altamente dependentes da composição do meio e das condições de cultivo. A limitação de 

nitrogênio ou esgotamento dessa fonte em águas residuais levam a célula da microalga a 

desviar a síntese de proteínas para produzir carboidratos ou lipídios.  

 Dito isso, o maior valor na concentração de lipídios ocorreu, de fato, no meio em que 

há algum tipo de estresse para a célula, o meio em que se utiliza somente a AT com NPK. Em 

primeiro lugar, ele não tem a mesma concentração de nitrogênio que o meio Zarrouk, no meio 

alternativo foi colocado uma concentração dez vezes menor de nitrogênio que o meio 

Zarrouk. 

 Kamalanathan et al (2015) realizaram testes em microalgas com limitação de 

nitrogênio e constataram que ao cultivar esses micro-organismos em um ambiente com 

depleção desse nutriente há um aumento dos lipídios neutros, porém há uma diminuição no 

crescimento celular. Rahim et al (2021) realizaram um estudo a Spirulina platensis onde ela 

foi cultivada em águas de poço contendo cinzas de madeira, e concluíram que o uso de meios 

de cultivos baratos e prontamente disponíveis podem alcançar uma boa produção de biomassa 

e compostos de alto valor agregado. Andrade et al (2019) relataram que o estresse causado 

pela limitação de oxigênio, redirecionou a o metabolismo celular para síntese de compostos 

reserva (carboidratos ou lipídios). Braga et al (2018) relacionaram os resultados do 

esgotamento de nitrogênio do meio de cultivo com a redução do crescimento das microalgas e 

redirecionamento das vias metabólicas.  

 Nos cultivos realizados na etapa 1 foi obtido um valor de lipídios neutros acima do 

encontrado nos cultivos da etapa 3. Entretanto, os valores da concentração em biomassa estão 
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diferentes também, sendo a maior concentração de biomassa nos cultivos realizados nessa 

última etapa. Seria necessário mais teste para determinar a causa de uma diferença tão grande 

de concentração. Esses experimentos não foram feitos em concomitantemente, sendo 

realizados em diferentes momentos, com dois anos de intervalo entre eles, devido a pandemia 

da COVID-19.  

 Porém, há coerência nos resultados obtidos nas duas etapas. Na 1ª etapa, foi relatado 

sobre a possível composição da AR não ter sido suficiente estressante para causar um desvio 

do metabolismo da célula para acúmulo de lipídios. Nessa mesma linha de raciocínio, o meio 

utilizado nessa etapa, composto por AT, com menos substâncias favoráveis ao crescimento da 

célula, pode ter causado um estresse suficiente para aumentar a concentração de lipídios em 

até 85% a mais do que na condição controle (Tabela 21). 

 

Tabela 21: Tabela comparativa dos valores da concentração de lipídios neutros nos cultivos da 

1ª etapa do trabalho e da 3ª etapa nos cultivos com AR e AT, respectivamente 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.3 Carotenoides totais  

 

 

Com relação aos carotenoides totais, em Spirulina platensis foi alcançado um valor de 

0,2 mg/g na condição controle com Zarrouk e 0,1 mg/g no cultivo em AT, estatisticamente 

não há diferença entre as concentrações (p<0,05). Essa baixa concentração no meio controle 

pode ser devido a influência da extração prévia de lipídios neutros, como visto anteriormente 

no item 4.2 existe uma captura dos betacarotenos quando precedida de uma extração com 

solvente apolar, o que também causaria uma baixa concentração na condição com AT. A 

tabela 21 reúne os valores das concentrações encontradas nos experimentos das duas etapas. 

O conteúdo de carotenoides relatado na Spirulina platensis varia de 0,1 a 0,4 mg/g 

(AMBATI et al, 2018; KUMAR et al, 2013). O que condiz com o que foi encontrado nesse 

  Lipídios neutros (mg/g) 

1ª Etapa 
Zarrouk 40.75 ± 2,75 

AR com NPK 42.75 ± 1,06 

3ª Etapa 
Zarrouk 4,2 ± 0,26 

AT com NPK 7,8 ± 0,09 
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experimento, essa faixa de concentração. Um dos fatores mais críticos que afetam a produção 

de lipídios, carotenoides e biomassa como um todo é a composição do meio em que as 

microalgas são cultivadas e o estágio em que são recolhidas (MINHAS et al, 2020). Como 

nesses experimentos não foi possível fazer um acompanhamento do crescimento por dia das 

células, devido a formação de grumos no cultivo, não foi possível identificar o estágio em que 

a Spirulina platensis foi recolhida, porém, de modo geral, com 15 dias de cultivo ela já está 

entrando na fase estacionária. Uma outra questão também é a composição do meio de cultivo, 

todos os parâmetros analisados nos experimentos realizados nessa 3ª etapa estão com 

resultados diferentes dos parâmetros dos experimentos da 1ª etapa, levando a conclusão de 

que a composição do meio alternativo, apesar da suplementação ser igual (concentração de 

npk), exerceu influência sobre o metabolismo da microalga e, consequentemente, gerou 

resultados diferentes dos apresentados na 1ª etapa (Tabela 22).     

Cardoso et al (2020) relatam que os carotenoides são biomarcadores sensíveis a 

poluente em meio aquoso, quanto maior seu valor, maior é a poluição presente no meio de 

cultura, o que pode também justificar o maior valor de concentração encontrado no cultivo em 

AR com NPK da 1ª etapa. A AR é uma água de reúso coletada na saída da estação de 

tratamento de esgoto, há mais compostos presentes do que na água de torneira, utilizada no 

cultivo da 3ª etapa. 

Além de uma menor produção do composto, ainda podemos contar com o sequestro de 

betacaroteno na extração prévia de lipídios, o que reduziria ainda mais a concentração dos 

carotenoides na biomassa, já que é a segunda extração a ser realizada. 

 

Tabela 22: Tabela comparativa dos valores da concentração de carotenoides totais nos 

cultivos da 1ª etapa do trabalho e da 3ª etapa nos cultivos com AR e AT, respectivamente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Carotenoides (mg/g) 

1ª Etapa 
Zarrouk 1.05 ± 0.10 

AR com NPK 1.21 ± 0.2 

3ª Etapa 

Zarrouk 0,2 ± 0,07 

AT com NPK 0,1 ± 0,07 
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 4.3.4 Produção de ficocianina  

 

 

 Em relação aos valores encontrados para ficocianina nos meios Zarrouk e AT foram 

121,2 mg/g e 77,3 mg/g, respectivamente, há uma diferença estatística nesses valores (Tabela 

23). O meio de cultivo composto pela AT possui uma concentração muito menor (dez vezes 

menos) de nitrogênio do que o meio de cultivo Zarrouk, o que levaria a uma redução da 

produção desse composto, uma vez que sua produção está diretamente relacionada a presença 

de nitrogênio no meio. 

 O cultivo em AT reduziu a concentração de ficocianina na célula em 36%, uma vez 

que ao ser extraída após duas extrações, o composto está muito disponível para o solvente. 

Não sendo uma questão de método de extração e, sim, de produção do composto pela célula. 

Tavanandi et al (2018) para atingir o valor máximo de ficocianina produzida pela microalga 

em seu estudo, realizou extrações seriadas na mesma biomassa para atingir o valor máximo de 

produção de ficocianina na biomassa. O cultivo em AR na 1ª etapa acarretou na redução de 

aproximadamente 14% na concentração de ficocianina.  

 Essa diferença na redução na porcentagem da concentração de ficocianina no meio 

alternativo, entre AR e AT, se deve ao fato de que, muito provavelmente, há uma diferença na 

composição dessas águas, como observado nos itens anteriores, e gera uma influência na 

produção desse composto pela célula.  

  

Tabela 23: Tabela comparativa dos valores da concentração de carotenoides nos cultivos da 1ª 

etapa do trabalho e da 3ª etapa nos cultivos com AR e AT, respectivamente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entre todos os parâmetros analisados nesse experimento, esse resultado é o mais 

parecido com o encontrado na 1ª etapa do trabalho e é um valor de concentração acima do 

  Ficocianina (mg/g) 

1ª Etapa 
Zarrouk 115.50 ± 2,70 

AR com NPK 98,47 ± 2.73 

3ª Etapa 

Zarrouk 121,2 ± 18,4 

AT com NPK 77,3 ± 6,16 
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encontrado na literatura. Diversos autores (JULANTI et al, 2019; TAVANANDI et al, 2018; 

CHEN et al, 2013, MARZORATI et al, 2020) relatam que em extrações parecidas com a 

reproduzida nesse estudo, as concentrações alcançadas foram abaixo dos valores encontrados 

no presente estudo. O método de congelamento/descongelamento é amplamente utilizado e 

muito seguro, pois o solvente utilizado é água destilada. 

 

 

4.4 Teste em incubadora de potencial bioestimulante da biomassa em sementes de 

tomate (Solanum lycopersicum):4ª Etapa 

 

 

O uso de bioestimulante em cultivos agrícolas tem sido alvo de estudos em diversas 

culturas, pois podem promover o crescimento e desenvolvimento de plantas, estimular a 

divisão celular e promover a diferenciação e alongamento celular. Ao serem utilizados em 

plantas, devido a sua característica protetora de estresse abiótico, esses bioestimulante 

reduzem a necessidade de fertilizantes e podem aumentar a produtividade. Porém os efeitos 

dependem da concentração, natureza e proporção das substâncias contidas no produto 

(MURTIC et al, 2019). 

Com o objetivo de aumentar a produtividade, melhorar a qualidade e facilitar a 

colheita, os bioestimulantes podem ser aplicados em diferentes órgãos e em diferentes fases 

da planta (folhas, sementes e frutos) (ISSA et al, 2021). Dito isso, nesse tópico foram 

avaliados os efeitos da biomassa da Spirulina platensis residual, ou seja, após processo de 

extração sequencial, realizado no tópico 4.3, como bioestimulante na germinação de sementes 

de tomate (Solanum lycopersicon L).  

 

 

4.4.1 Teste preliminar para determinar concentração de biomassa 

 

 

 Incialmente foi feito um teste preliminar (Figura 17) com a biomassa da Spirulina 

platensis em seis concentrações diferentes de biomassa (s1: 1g/L, s2: 2g/L, s3: 4g/L, s4: 6g/L 

e s5: 8g/L) para determinar a concentração com melhor desempenho no processo germinativo 

das sementes e, posteriormente, executar os testes com todas as condições com a biomassa 



98 
 

residual pós extração dos compostos. As concentrações foram utilizadas para produção de um 

extrato para ser adicionado as sementes. O controle foi feito somente com água destilada. 

 

Figura 17: Experimento preliminar realizado em laboratório: (A) Sementes embebidas nas 

soluções em diferentes concentrações; (B) Sementes embebidas por 24 na solução 1; (C) 

Início de experimento, sementes em placa Petri na incubadora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Placas Petri com extratos de microalgas nas concentrações S1, S2, S3, S4 e S5 (da esquerda para 

direita); (B) Sementes imersas no extrato de microalga Spirulina platensis; (C) Placas Petris em incubadora no 

início do experimento. 

Fonte: Autora, 2022 

 

 Na tabela 24 estão apresentados os resultados dessa fase preliminar. Estatisticamente o 

%G e o comprimento da raiz (CR) não possuem diferenças significativas. Mas a energia de 

germinação (EG) e o número de raízes laterais (RL) apresentaram diferenças, sendo o 

controle, em ambos os parâmetros, menor que as condições de tratamento com biomassa. 

  

Tabela 24: Resultados dos testes preliminares com diferentes concentrações de biomassa 

 

 

 

 

 

                    

Legenda: S1: extrato com concentração de 1g/L; S2: extrato com concentração de 2g/L; S3 extrato com 

concentração de 4g/L; S4 extrato com concentração de 6g/L; S5: extrato com concentração de 8g/L.  

Fonte: Autora, 2023 

 

O percentual de germinação (%G) foi acima de 90% na condição controle e para todas 

as concentrações que foram testadas, ou seja, praticamente todas as sementes germinaram. 

  G (%) EG (%) CR (cm) RL (cm) 

Controle  93,3  ± 5,7 41,8 ± 8,8 6,4 ± 0,4 2,0 ± 0,3 

S1 96,7  ± 5,7 93,3  ± 11,5 7,5 ±0,8 3,7 ± 0,8 

S2 100  ± 0,0 86,7  ± 15,2 7,3 ± 0,5 3,4 ± 0,2 

S3 96,7  ± 5,7 85,9  ±7,0 6,4 ± 1,2 3,4 ± 0,4 

S4 96,7  ± 5,7 82,6  ± 6,5 6,5 ±1,0 3,0 ± 0,9  

S5 100  ± 0,0 89,6  ± 0,6 8,4 ± 0,6 5,9 ± 0,4 

A 

B C 
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Lembrando que é contada como semente germinada as que apresentaram formação de 

radícula maior ou igual a 2mm. Podemos observar um valor um pouco acima do controle nas 

soluções S2 e S5, com 100% de germinação em ambas as concentrações. 

 No parâmetro de energia de germinação (EG) foi alcançado um valor de 41,85 % na 

condição controle, valor acima do encontrado nas condições de tratamento, que variou entre 

82,6% e 93,3%. Esse parâmetro nos informa sobre a velocidade em que a semente germina. 

Na condição controle, após três dias do início da germinação apenas 1 semente havia sido 

germinada, enquanto na condição S5, por exemplo, 9 sementes já haviam sido germinadas no 

mesmo período, ou seja, um número maior de sementes germinadas em um mesmo espaço de 

tempo.  

  

Figura 18: Resultados do experimento preliminar para determinação de concentração de 

biomassa. Percentual de germinação (%G), número de raízes laterais, energia de germinação 

(EG) e comprimento de radícula (CR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: S1: extrato com concentração de 1g/L; S2: extrato com concentração de 2g/L; S3 extrato com 

concentração de 4g/L; S4 extrato com concentração de 6g/L; S5: extrato com concentração de 8g/L 

Fonte: Autora, 2023 

 

Um outro parâmetro analisado foi a quantidade de raízes laterais desenvolvidas nas 

radículas. Foi constatado uma diferença significativa entre as médias, sendo S5 (8g/L) a 

condição com maior número de raízes laterais encontrada. Devido aos resultados de %G e CR 
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não apresentarem uma diferença significativa de resultados entre as condições avaliadas, o 

fator determinante para a escolha da concentração a ser utilizada em experimentos posteriores 

foi a energia de germinação e a quantidade de raízes laterais encontradas nas radículas.  

 O padrão observado no desenvolvimento de RL nas sementes de tomate pela condição 

S5, na concentração de 8g/L, sugere uma ação similar a observada pelos hormônios do 

crescimento, especialmente as auxinas que promovem, dentre outras coisas, o aumento do 

número de raízes laterais (SILVA et al, 2011). Dessa forma, essa foi a concentração escolhida 

para os testes em diferentes condições com biomassa residual da Spirulina platensis, pois a 

aplicação dessa concentração em biomassa mostrou benefícios em relação a condição 

controle. 

 

 

4.4.2 Testes do potencial bioestimulante com a biomassa de Spirulina platensis em todas as 

condições pré-determinadas  

 

 

 Existem poucos estudos sobre o uso da biomassa de microalgas cultiváveis como 

matéria-prima no setor agrícola e há limitações em relação às evidências dos efeitos dos 

extratos em culturas (MÓGOR et al, 2018). 

A partir da concentração definida no item anterior, os experimentos foram conduzidos 

de maneira similar ao já realizado anteriormente, na concentração de 8g/L de biomassa da 

Spirulina platensis nas condições apresentadas na tabela 25. 

 

 Tabela 25: Condições testadas no experimento de bioestimulante 

Nomenclatura Condição testada 

Controle  Água destilada 

A Zarrouk (célula rompida SEM retirar o extrato) 

B Zarrouk (célula rompida e retirado o extrato) 

C AT com NPK (célula rompida SEM retirar o extrato) 

D AT com NPK (célula rompida e retirado o extrato) 

E Zarrouk (célula íntegra) 

F AT com NPK (célula íntegra) 

Legenda: Condições testadas em biomassa de Spirulina platensis cultivada em água de torneira (AT) e Zarrouk. 
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 Nos testes estatísticos realizados não foram encontradas diferenças significativas entre 

as médias no percentual de germinação (%G). Em todas as condições, inclusive na condição 

controle, foram obtidos valores próximos de 100% de germinação nas sementes de tomate 

(Tabela 26).  

 

Tabela 26: Resultados dos experimentos com biomassa residual de Spirulina platensis 

  %G EG (%) CR (cm) RL (Un) 

Controle 98,00 ± 4,5  15,0 ± 5,7 4,9 ± 1,1 2,1 ± 1,3 

A 98,00 ± 4,5 73,3 ± 5,7 6,8 ± 1,0 3,0 ± 0,5 

B 90,00 ± 7,1 63,6 ± 12,1 6,6 ± 0,3 2,4 ±0,5 

C 98,00 ± 4,5 41,6 ± 2,8 6,5 ± 1,3 1,6 ± 1,3 

D 90,00 ± 7,1 66,6 ± 8,2 7,4 ± 0,9 2,0 ± 0,9 

E 92,00 ± 4,5 40,9 ± 7,2 5,9 ± 0,8 2,1 ± 0,2 

F 98,00 ± 4,5 43,6 ± 4,7 6,1 ± 0,6 1,9 ± 0,4 
Legenda: %G: Percentual de germinação; EG: energia de germinação; CR: comprimento de radícula; RL: raízes 

laterais. 

 

 No quesito da energia de germinação (EG) foi observada uma diferença significativa 

entre a condição controle e as demais condições testadas. A EG no controle foi de 15% e os 

maior valor encontrado nas demais condições foi na condição A (biomassa residual do cultivo 

em Zarrouk com a célula rompida sem retirar os extratos) com 73,3%.  

 A energia de germinação é feita através de uma fórmula que se usa o número de 

sementes germinadas no terceiro dia de germinação. Quanto maior for esse número maior a 

energia. Quando se tem uma energia de germinação acima do controle significa que nessa 

condição germinaram mais sementes do que o controle, em um mesmo período. Mesmo que 

no total de sementes germinadas (%G) a quantidade não tenha variação. Com isso, pode-se 

dizer que o aumento da energia de germinação em determinadas condições pode ser devido a 

uma bioestimulação causada por um componente da biomassa e/ou do meio cultivo utilizado 

para cultivo dela. 

A condição A foi a que se utilizou biomassa de cultivo em meio Zarrouk, com os 

compostos disponíveis. Ou seja, a célula foi rompida mas os compostos não foram retirados. 

O extrato utilizado nessa condição A tem disponível para estimular um aumento na energia de 

germinação são os lipídios neutros, carotenoides totais e a ficocianina. Compostos com 

características possivelmente favoráveis a bioestimulação da germinação.    

Apesar dessa condição (A) ter sido a de maior valor entre todas as outras, as demais 

condições também apresentaram valores acima do controle. Em diferentes graus, as biomassas 
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foram favoráveis a uma germinação antes do controle. As sementes embebidas com os 

extratos das biomassas, apresentaram uma maior energia de germinação.    

 Garcia-Gonzalez & Sommerfield (2015) obtiveram resultados em sementes de tomate 

em resposta a extratos de microalgas na germinação de sementes, com um aumento da 

velocidade de germinação em até 63%. Os autores sugeriram que de acordo com os métodos 

de aplicação dos extratos, o efeito bioestimulante tende a ser melhor. De acordo com os 

autores, a biomassa tem um efeito estimulante na germinação. 

 A disponibilidade de nutrientes no meio influencia o crescimento, a composição 

bioquímica e o metabolismo primário das microalgas (LOURENÇO, 2006). Esses resultados 

indicam que as microalgas possuem potencial na produção de moléculas bioativas, como 

proteínas e carboidratos, que são capazes de estimular o crescimento vegetal (MOGOR et al, 

2017) e conferir maior tolerância a estresse biótico e abiótico (DERNER et al, 2006) 

 No comprimento de radícula (CR) a biomassa apresentou um papel de alongador de 

raiz, ao observar o valor obtido na condição controle de 4,9 cm e nas demais condições, 

atingindo seu valor máximo na condição D com 7,4 cm de radícula.  

 

Figura 19: Comprimento das radículas (CR) das sementes germinadas 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Fonte: Autora, 2022 

  

O sistema radicular é de extrema importância para as plantas, desempenhando várias 

funções essenciais para seu crescimento e desenvolvimento. Ele consiste em raízes primárias 

(principal) e as secundárias (raízes laterais). Entre suas funções estão a absorção de água e 

Control

e 

A B C D E F 
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nutrientes, fixação da planta no solo, armazenamento de nutrientes e água, estabilidade do 

solo, trocas gasosas etc (FIGUEROA-BUSTOS et al, 208). Com isso, utilizar substâncias que 

promovam o desenvolvimento radicular é de grande vantagem para a cultura da planta. A 

biomassa da Spirulina platensis na condição D, cultivada em AT com NPK, apresentou um 

bom resultado quando analisado o comprimento de radícula, um valor acima da condição 

controle, um aumento de 51% no comprimento da raiz. Mesmo sendo estruturas primárias 

nessa etapa do desenvolvimento da planta, a tendência é que o bioestimulante continue 

atuando em outras fases do amadurecimento vegetal, através de uma nova aplicação. Uma vez 

que a germinação é só o estágio inicial da planta, a biomassa pode trazer muito mais 

vantagens além do estímulo a germinação e aumento de radícula. 

  

Figura 20: Resultados do experimento com a biomassa residual da Spirulina platensis: 

Percentual de germinação (%G), número de raízes laterais, energia de germinação (EG) e 

comprimento de radícula (CR) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segundo Dos Santos et al (2021), quanto menor o tempo de germinação, maior será o 

índice de velocidade de germinação. Estes parâmetros estão associados e permitem inferir 

sobre a qualidade das sementes. Também dependem da espécie em estudo e das condições do 

experimento/ambientais as quais as sementes estão submetidas. Dessa maneira, neste estudo 
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pode-se afirmar que o parâmetro de energia de germinação está relacionado com o menor 

tempo e a maior velocidade de germinação. Considerando que, a germinação rápida é 

característica de espécies cuja estratégia é se estabelecer o mais rápido possível, aproveitando 

condições ambientais para o desenvolvimento do novo indivíduo (Ferreira & Borghetti 2004). 

Estudos anteriores mostram reações da aplicação de extratos de microalgas em 

vegetais em diferentes fases de desenvolvimento, provocam aumento no número de raízes. 

Comportamento similar ao provocado à aplicação de ácido indulbotírico (auxina). Ela é 

exigida em concentrações muito baixas para o crescimento das raízes, pois em concentrações 

elevadas podem inibir o crescimento (DOS SANTOS et al, 2021). Em estudos realizados com 

a Spirulina platensis, o crescimento das raízes foi atribuído a bioatividade de aminoácidos, 

com crescimento do comprimento total das raízes em até 27,9% (MORGOR et al, 2018). 

Esses resultados podem variar de acordo com o método, frequência de aplicação e dosagem. 

 

 

 

4.5 Custos do cultivo da Spirulina platensis em água de reuso 

 

 

Os custos de produção do meio alternativo são baixíssimos quando comparados ao 

meio padrão utilizado nos cultivos de microalgas, chegando a uma redução de até 90% no 

valor por litro do meio de cultivo. Na tabela 27, pode-se observar os valores em reais dos 

custos de todos os meios utilizados para cultivar as microalgas do presente trabalho. Os custos 

são em relação as concentrações presente no meio de cada nutrientes.  
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Tabela 27: Cálculo dos custo de produção do meio alternativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zarrouk  

Composto 
Concentração 

utilizada (g/L) 
R$/kg R$/L 

 

NaHCO3 13,61 29,00 0,395  
Na2CO3 4,03 73,90 0,298  
K2HPO4 0,50 37,60 0,019  
NaNO3 2,50 12,50 0,031  
K2SO4 1,00 31,40 0,031  
NaCl 1,00 15,70 0,016  

MgSO4.7H2O 0,20 19,20 0,004  
EDTA 0,08 32,77 0,003  

FeSO47H2O 0,01 160,00 0,002  
CaCl2.2H2O 0,04 505,00 0,020  
CuSO4.5H2O 0,01 677,00 0,007  
ZnSO4.7H2O 1,00 852,00 0,852  

Co(No)3.6H2O 1,00 570,00 0,570  
MnSO47H2O 1,00 940,00 0,940  

Na2MoO4.2H2O 1,00 4142,00 4,142  
Total    7,329 R$/L 

      

     

Água de reúso com NPK  

Composto 
Concentração 

utilizada (g/L) 
R$/kg R$/L 

 

NPK 1,025 17,9 0,018  

NaHCO3 13,61 29,00 0,395  
Na2CO3 4,03 73,90 0,298  

Total   0,711 R$/L 
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CONCLUSÃO 

 

 

• No cultivo realizado inicialmente utilizando água de reúso como meio de cultivo em 

quatro microalgas (Chlorella vulgaris, Scenedesmus ecornis, Spirulina platensis e 

Spirulina labyrinthiformis) obteve-se um bom resultado em concentração de biomassa 

(g/L), principalmente na Chlorella vulgaris e  Spirulina platensis.  

• Foi obtido também uma boa concentração de determinados compostos em extração 

feita posteriormente como a ficocianina, produzida pela Spirulina platensis e Spirulina 

labyrinthiformis, alcançando valores de quase três vezes os valores relatados na 

literatura.  

• No teste de toxicidade realizado para avaliar possíveis efeitos tóxicos dessas 

biomassas cultivadas em águas de reúso, pode-se observar efeito tóxico somente na 

microalga Spirulina labyrinthiformis. Foram obtidos bons resultados para Chlorella 

vulgaris e Scenedesmus ecornis. A Spirulina platensis apresentou toxicidade nas 

condições em que foram utilizado o meio Zarrouk, devido a sua salinidade, porém nas 

condições em que foi utilizada a água de reúso, os valores dos parâmetros ficaram 

acima do controle. 

• Foi escolhida a microalga Spirulina platensis para prosseguimento dos experimentos 

devido aos seguintes fatores: (1) Fácil separação de célula/meio; (2) Produção de um 

composto de alto valor agregado, a ficocianina, com uma alta concentração (mg/g); (3) 

Fácil adaptação a meios alternativos; (4) Não apresentou toxicidade na germinação de 

sementes de alface quando cultivada em meio alternativo; 

• Nos testes de bioestimulante, a condição que teve o melhor desempenho foi a D, que é 

a biomassa do cultivo feito em AT com NPK com a retirada de todos os extratos. Essa 

condição obteve um maior alongamento de raiz e uma maior energia de germinação, 

quando comparada ao controle. 
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APÊNDICE – Resultados dos experimentos de toxicidade feito com a biomassa das 

microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus ecornis, Spirulina platensis e Spirulina 

labyrinthiformis. 
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• Scenedemus ecornis 
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• Spirulina labyrinthiformis 
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• Spirulina platensis 
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ANEXO A – Composição do meio Zarrouk utilizado para cultivo da Spirulina platensis  e 

Spirulina labyrinthiformis 

 

 

Meio Zarrouk modificado por George (1976) 

Composto Concentração (g/L) Composição da solução de microelementos 

NaHCO3 13,61 Composto Concentração (g/L) 

Na2CO3 4,03 ZnSO4.7H2O 0,001 

K2HPO4 0,5 CuSO4.5H2O 0,000005 

NaNO3 2,5 H3BO3 0,01 

K2SO4 1 Co(NO3)2.6H2O 0,001 

NaCl 1 Na2MoO4.2H2O 0,001 

MgSO4.7H2O 0,2 MnSO4.4H2O 0,002 

Na2EDTA·2H2O 0,08 FeSO4.7H2O 0,7 

FeSO4.7H2O 0,01 Na2EDTA·2H2O 0,8 

CaCl2.2H2O 0,04   

Solução de 

microelementos 
5 mL/L   

Fonte: George, 1976. 
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ANEXO B – Composição do meio WC utilizado para cultivo da Chlorella vulgaris e 

Scenedesmus ecornis 

 

 

     Fonte: Guillard e Lorenzen, 1972. 

Componente  Solução estoque (g/L) Volume para 1 L de WC 

NaNO3 85,01 1 mL 

NaHCO3 12,6 1 mL 

CaCl2.2H2O 36,66 1 mL 

MgSO4.7H2O  36,97 1 mL 

K2HPO4 8,71 1 mL 

H3BO3 10 0,1 mL 

Solução de metais traços  - 1 mL 

Solução de vitaminas   - 1 mL 
   

Composição da solução de metais traços  

Componente Solução estoque (g/L) 
Massa ou volume para 1 L 

de WC 

Na2EDTA    - 4,36 g 

FeCl3.6H2O     - 3,15 g  

CuSO4.5H2O  10 1 mL 

ZnSO4.7H2O  22 1 mL 

CoCl2.6H2O  10 1 mL 

MnCl2.4H2O  180 1 mL 

NaMoO4.2H2O  6 1 mL 
   

Composição da solução de vitaminas  

Componente  Solução estoque (g/L) 
Massa/volume para 1 L de 

WC 

Tiamina 0,1   - 

Cianocobalamina 0,5   - 

Biotina 0,5   - 
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ANEXO C – Tabela de caracterização do solo arenoso utilizado nos experimentos de germinação em solo 

 

 

Caracterização do solo 
pH (1:2,5) Complexo sortivo cmolc/kg Valor V 

(sat por 

bases) % 

100.Al3+S+Al3+ 

% 

P 

assimilável 

mg/kg 

C 

(orgânico) 

g/kg 

N                 

g/kg 
C/N 

Água KCL 1N Ca2+ Mg2+ K+ Na+ Valor S (soma) 
Ar 

3+ 
H+ Valor T 

5 Insuf 0,5   0,11 0,03 0,6 0,1 0,7 1,4 43 14 36 2,6 0,2 13 

 


