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Resumo

A eutrofizacdo de lagoas costeiras urbanas representa um dos principais desafios
ambientais, decorrente do lancamento inadequado de efluentes domésticos ricos em nitrogénio e
fosforo. O trabalho investigou o potencial dos efluentes da Lagoa da Saudade (Santos, SP) como
bioestimulantes para o crescimento da macroalga Ulva flexuosa. O experimento foi conduzido em
laboratorio durante 30 dias, utilizando cinco concentragdes de efluente (0%, 25%, 50%, 75% e
100%), em quadruplicata. Foram analisados a Taxa de Crescimento Relativo (TCR), parametros de
fluorescéncia da clorofila a (Fv/Fm, Y(II), ETR e NPQ) e indicadores de equilibrio osmético e
turgor celular, como o Contetido Relativo de Agua (CRA). Os resultados demonstraram resposta
positiva e dose-dependente da TCR ao enriquecimento nutricional, variando de 0,25% dia™ no
controle a 4,85% dia™ no tratamento com 100% de efluente, sem comprometimento fisiologico
detectavel nos parametros fotossintéticos ou hidricos. O Fv/Fm permaneceu estavel em todos os
tratamentos, indicando auséncia de fotoinibicdo ou danos ao Fotossistema II. Os achados
evidenciam o potencial de Ulva flexuosa para aplicagdes em sistemas integrados de biorremediacao
e producdo de biomassa de valor agregado, enquanto os teores de clorofila a, clorofila b,
carotenoides e proteinas soliveis totais aumentaram progressivamente com a concentracdo de
efluente. Estes achados contribuem para os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel 2, 12 ¢ 14.
Palavras-chave: macroalga; biorremediagdo; eutrofizagdo; Ulva flexuosa;, bioestimulante;

fluorescéncia da clorofila a; biomassa.



Abstract

Eutrophication of urban coastal lagoons is one of the major environmental challenges
resulting from the inadequate discharge of domestic effluents rich in nitrogen and phosphorus. This
study investigated the potential of effluents from Lagoa da Saudade (Santos, Sdo Paulo, Brazil) as
biostimulants for the growth of the macroalga Ulva flexuosa. The experiment was conducted under
laboratory conditions over a 30-day period using five effluent concentrations (0%, 25%, 50%, 75%,
and 100%), with four replicates per treatment. The Relative Growth Rate (RGR), chlorophyll a
fluorescence parameters (Fv/Fm, Y(II), ETR, and NPQ), and indicators of osmotic balance and
cellular turgor, such as Relative Water Content (RWC), were evaluated. The results demonstrated a
positive, dose-dependent response of RGR to nutrient enrichment, ranging from 0.25% day™ in the
control treatment to 4.85% day™ in the 100% effluent treatment, without detectable physiological
impairment in photosynthetic or water-status parameters. Fv/Fm remained stable across all
treatments, indicating the absence of photoinhibition or damage to Photosystem II. The findings
highlight the potential of Ulva flexuosa for applications in integrated bioremediation systems and
the production of value-added biomass. In addition, chlorophyll a, chlorophyll b, carotenoid, and
total soluble protein contents increased progressively with increasing effluent concentration. These
findings contribute to the achievement of the United Nations Sustainable Development Goals

(SDGs) 2, 12, and 14.

Keywords: macroalga; bioremediation; eutrophication; Ulva flexuosa; biostimulant; chlorophyll a

fluorescence; biomass.
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1 Revisao Bibliografica

1.1 Macroalgas: Biologia, Diversidade e Relevincia Biotecnologica

1.1.1 Caracteristicas Gerais e Classificaciao

As macroalgas sdo organismos fotossintéticos macroscopicos pertencentes a
diferentes linhagens evolutivas independentes: Chlorophyta (algas verdes) e Rhodophyta (algas
vermelhas), tradicionalmente associadas ao reino Plantae/Archaeplastida, ¢ Phaeophyceae (algas
pardas), atualmente classificadas na divisdo Ochrophyta (reino Chromista/Stramenopila), grupo
taxonomicamente distinto das plantas (GRAHAM; WILCOX, 2000). Ao contrario das plantas
vasculares, as macroalgas nao possuem tecidos condutores verdadeiros, raizes ou oOrgdos
reprodutivos diferenciados, realizando a absor¢cdo de nutrientes, agua e gases dissolvidos
diretamente da coluna d'agua por toda a superficie do talo (GRAHAM; WILCOX, 2000). Essa
estratégia de absor¢do superficial ¢ fundamental para compreender tanto sua eficiéncia metabolica
quanto sua capacidade de resposta rapida as variagdes ambientais, tornando-as organismos modelos

para estudos de fisiologia em ambientes dinamicos (HURD et al., 2014).

Estima-se a existéncia de aproximadamente 10.000 espécies de macroalgas com
distribuicdo global, desde zonas tropicais até regides subpolares, habitando principalmente
ambientes costeiros marinhos e estuarinos na zona fotica (GUIRY; GUIRY, 2024). A diversidade
morfoldgica é expressa por talos filamentosos, foliaceos, crostosos ou ramificados, mas todas as
formas compartilham a dependéncia da luz solar como fonte primaria de energia e dos nutrientes
inorgénicos dissolvidos como matéria-prima para a sintese de biomassa (GRAHAM; WILCOX,
2000). Do ponto de vista ecoldgico, as macroalgas atuam como produtoras primarias de grande

relevancia em ecossistemas costeiros, fornecendo abrigo, substrato e alimento para uma vasta gama



de organismos marinhos, e participando ativamente nos ciclos biogeoquimicos do carbono, do

nitrogénio e do fosforo (HURD et al., 2014).

No litoral brasileiro, a diversidade ficologica é consideravel, com destaque para
géneros comogéneros como Ulva Linnaeus, Gracilaria Greville, Sargassum C.Agardh, Hypnea
J.V.Lamouroux e Caulerpa J.V.Lamouroux , amplamente representados na zona entremarés € no
infralitoral raso de todas as regides costeiras (PAULA; PEREIRA, 2015). Esse patriménio bioldgico
representa um recurso estratégico com imenso potencial ainda pouco explorado para aplicacdes
biotecnoldgicas nacionais, especialmente em um contexto de crescente demanda global por insumos

de origem marinha, sustentaveis e renovaveis (BOLTON et al., 2016).

1.1.2 Potencial Economico e Industrial

O interesse cientifico e industrial nas macroalgas cresceu exponencialmente nas
ultimas décadas, impulsionado pela demanda global por ingredientes naturais, funcionais e de baixo
impacto ambiental (HURD et al., 2014). As principais aplicagdes comerciais da biomassa de
macroalgas incluem a producdo de coloides industriais como agar, carragena e alginatos,
amplamente utilizados nas industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos; suplementos
alimentares ricos em minerais, vitaminas e acidos graxos poli-insaturados 6mega-3; biofertilizantes
e bioestimulantes de crescimento vegetal; ingredientes para racdo animal; e matéria-prima para

producdo de biocombustiveis de segunda e terceira geracdo (BOLTON et al., 2016).

O mercado global de macroalgas foi avaliado em aproximadamente USD 16,7
bilhdes em 2022, com taxa de crescimento anual composta (CAGR) projetada acima de 10% até
2030, impulsionada principalmente pelo aumento da demanda por alimentos funcionais, cosméticos
naturais e bioplasticos (GRAND VIEW RESEARCH, 2023). A producdo mundial ¢ dominada por
paises asidticos, como China, Indonésia, Filipinas e Coreia do Sul, que respondem por mais de 90%

do volume global; contudo, ha crescente interesse no desenvolvimento de ficocultura sustentavel
2



em paises do Atlantico (HURD et al., 2014). O Brasil, com aproximadamente 8.500 km de linha
costeira, clima favordvel ao longo do ano e rica biodiversidade ficoldgica, representa uma fronteira
estratégica para o cultivo de macroalgas em escala industrial (PAULA; PEREIRA, 2015). Além das
aplicacdes diretas, sistemas integrados de aquicultura multitréfica (IMTA), nos quais macroalgas
absorvem os nutrientes excretados por peixes e camardes cultivados simultaneamente, tém
emergido como modelos produtivos mais sustentaveis e economicamente eficientes, gerando uma

segunda corrente de receita a partir da biomassa algal (TROELL et al., 2009).

1.2 O Género Ulva e a Espécie Ulva flexuosa
1.2.1 Taxonomia e Morfologia

O género Ulva L. (Chlorophyta, Ulvophyceae, Ulvales) ¢ um dos mais amplamente
distribuidos e estudados entre as macroalgas marinhas (GUIRY; GUIRY, 2024). Popularmente
denominadas "alface-do-mar", as espécies desse género caracterizam-se pelo talo folidceo
biestratificado, composto por exatamente duas camadas de células clorenquimaticas dispostas
simetricamente, de coloracdo verde, com margens geralmente onduladas, lisas, denticuladas ou
laceradas, e fixa¢do ao substrato por meio de rizoides discoides ou hapteras basais (JOLY, 1965;
GUIRY; GUIRY, 2024). A revisdo taxonomica molecular do grupo consolidou Ulva como género
unico, incorporando as espécies antes descritas sob Enteromorpha, simplificacdo fundamentada em

analises filogenéticas de marcadores plastidiais e nucleares (HAYDEN et al., 2003).

A espécie Ulva flexuosa Wulfen (sin. Enteromorpha flexuosa (Wulfen) J.Agardh)
distingue-se das demais espécies congéneres pelo talo laminado com bordas marcadamente
onduladas e textura relativamente delicada, podendo apresentar aspecto tubular em partes jovens do
talo (JOLY, 1965). A identificagdo morfolégica ¢ realizada com base em caracteristicas como
espessura do talo (40—100 um), didmetro celular, nimero e posi¢do dos pirenoides no cloroplasto e
arquitetura geral da lamina, seguindo as chaves taxonomicas de Joly (1965) e os registros

3



atualizados de Guiry e Guiry (2024). O cloroplasto € unico por célula, em forma de copa ou placa
estrelada, e contém um ou poucos pirenoides centrais associados ao amido de cloroplasto (JOLY,

1965; GUIRY; GUIRY, 2024).

A composicdo bioquimica do talo inclui celulose e ulvana, um polissacarideo
sulfatado exclusivo do género, como principais componentes da parede celular, além de clorofilas a
e b, B-caroteno, luteina e zeaxantina como pigmentos fotossintéticos, e aminoacidos livres como
reguladores osmoticos (ROBIC et al.,, 2009). A ulvana tem despertado crescente interesse
farmacéutico e biomédico por suas propriedades imunomoduladoras, anticoagulantes e
antioxidantes documentadas in vifro e in vivo, ampliando consideravelmente o portfolio de
aplicacdes da biomassa de Ulva além dos usos tradicionais na aquicultura e agricultura

(PENGZHAN et al., 2003).

1.2.2 Distribuicio Geografica e Ecologia

A macroalga Ulva flexuosa apresenta ampla distribui¢do cosmopolita, sendo
registrada em litorais tropicais, subtropicais e¢ temperados de todos os oceanos (GUIRY; GUIRY,
2024). No Brasil, a espécie ocorre ao longo de toda a costa, com populacdes abundantes na zona
entremarés de costdes rochosos, planicies de maré arenosas e lamas estuarinas, frequentemente
associada a ambientes com elevada carga de nutrientes antropogénicos (PAULA; PEREIRA, 2015).
Sua capacidade de colonizar rapidamente substratos perturbados e ambientes hipereutrofizados a
torna uma das macroalgas mais comuns em zonas costeiras impactadas por atividades humanas,
fendmeno denominado floragdo (ou maré¢ verde) de Ulva (CECCHERELLI; CINELLI, 1997).
Paradoxalmente, essa mesma competéncia de assimilagdo acelerada de nutrientes torna a espécie
especialmente atraente para aplicacdes de biorremediacdo controlada em sistemas de cultivo

(NEDERLOF et al., 2022).



A ecologia de Ulva flexuosa é caracterizada por ampla tolerdncia a variacdes
ambientais, abrangendo salinidade de 5 a 45 ppt, temperatura de 5 a 35 °C, pH entre 6,5 ¢ 9,5 ¢
irradiancia de 10 a 500 pmol fotons m2 s' (MATA et al., 2010). Essa plasticidade fisiologica ¢
sustentada por mecanismos eficientes de ajuste osmotico, regulacdo enzimatica e aclimatacio
fotossintética, que permitem a espécie prosperar em condigdes extremamente variaveis
(ANDRADE et al.,, 2006). A elevada capacidade de assimilagdo de nutrientes inorganicos
dissolvidos, associada a essa tolerancia ambiental, torna U. flexuosa particularmente apta para
cultivo em sistemas integrados de tratamento de efluentes, nos quais temperatura, salinidade e
concentracdo de nutrientes podem oscilar consideravelmente ao longo do tempo (MATA et al.,

2010; NEDERLOF et al., 2022).

1.2.3 Crescimento, Produtividade e Fisiologia

As taxas de crescimento relativo de Ulva spp. em condi¢des controladas de
laboratoério variam amplamente em fung@o da disponibilidade de nutrientes, intensidade luminosa,
temperatura, salinidade e densidade de cultivo (MATA et al., 2010). Schol (2022) documentou taxas
superiores a 25% ao dia em Ulva ohnoi Hiraoka & Shimada cultivada em sistemas integrados com
aquicultura, enquanto estudos com Ulva lactuca e Ulva rigida relatam valores entre 5% e 20% ao
dia (MATA et al., 2010). Entretanto, esses valores ndo refletem apenas condigdes ideais, mas
também a capacidade do organismo em modular seu metabolismo frente a variagdes ambientais,
especialmente em sistemas com efluentes, onde ha flutuagdo na disponibilidade de nutrientes e

presencga de compostos potencialmente estressantes (NEDERLOF et al., 2022).

A produtividade da biomassa estd diretamente relacionada ndo apenas a densidade
inicial e a renovagdo do meio, mas também a eficiéncia de assimilagao de nutrientes e a capacidade
fisiolégica da alga de lidar com excessos ou limitagdes nutricionais (HURD et al., 2014). Em
ambientes enriquecidos, como efluentes aquicolas, Ulva spp. frequentemente apresenta crescimento
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acelerado devido a alta disponibilidade de nitrogénio, especialmente na forma de amonio, que é
energeticamente mais favoravel a assimilacdo (PEDERSEN; BORUM, 1996; NALDI; WHEELER,
2002). No entanto, concentragdes excessivas podem levar a desequilibrios metabodlicos, incluindo
acimulo de compostos nitrogenados, aumento da respiragdo e possivel estresse oxidativo

(RANDALL; TSUI, 2002; RAVEN et al., 2005).

Do ponto de vista fisiologico, a resposta de Ulva as condigdes de cultivo esta ligada a
sua eficiéncia fotossintética e a capacidade de dissipa¢do de energia (MAXWELL; JOHNSON,
2000). A fluorescéncia da clorofila a constitui uma das ferramentas mais empregadas para avaliar o
estado fisiologico de macroalgas, sendo o parametro Fv/Fm amplamente utilizado como indicador
da integridade do Fotossistema I (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Organismos
fotossinteticamente saudaveis tendem a apresentar valores de Fv/Fm entre 0,5 e 0,8; quedas abaixo
desse intervalo geralmente refletem processos de fotoinibi¢do ou comprometimento do aparato
fotossintético primario (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Em Ulva, esse parametro ¢ especialmente
sensivel as condi¢des do meio de cultivo, respondendo tanto ao excesso quanto a limitagao de

nutrientes essenciais.

Em condigdes de elevada disponibilidade de nitrogénio, como as encontradas
em efluentes domésticos, pode ocorrer incremento da eficiéncia fotossintética associado a
maior sintese de pigmentos e proteinas dos complexos de reacdo (FIGUEROA et al., 2022).
Contudo, quando os teores de fosforo ou compostos nitrogenados excedem determinados
limiares, o balanco metabdlico pode ser comprometido, resultando em declinio do Fv/Fm e
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (MAXWELL; JOHNSON, 2000).
Nederlof et al. (2022) observaram colapso da eficiéncia fotossintética em Ulva exposta a
concentragdes de fosfato superiores a 0,9 mmol L™, evidenciando a existéncia de um limiar

de toxicidade para esse nutriente.



O rendimento quantico efetivo Y(II) ¢ a taxa de transporte de elétrons ETR
complementam a analise do estado fotossintético, refletindo a eficiéncia operacional do PSII
sob iluminacdo ativa (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Ambos os parametros respondem
positivamente ao enriquecimento nutricional moderado, dado que a assimila¢do de nitrogénio
demanda maior fluxo de energia pela cadeia fotossintética (FIGUEROA et al., 2022). Em
situagdes de estresse, como excesso de nutrientes, alteragdes bruscas de pH ou presenga de
compostos organicos dissolvidos em efluentes, pode ocorrer desacoplamento parcial do

transporte de elétrons, reduzindo a eficiéncia global do processo (NEDERLOF et al., 2022).

O quenching nao fotoquimico (NPQ) representa a fracdo da energia luminosa
absorvida que ¢ dissipada termicamente, funcionando como mecanismo de protecdo contra a
foto-oxidagdo do PSII (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Elevagdoes no NPQ sdo
frequentemente registradas em Ulva submetida a condigdes adversas, incluindo excesso de
irradiancia ou presenga de substincias potencialmente toxicas no meio (SOUZA et al., 2021).
A analise conjunta de Fv/Fm, Y(II), ETR e NPQ permite, portanto, caracterizar tanto o
desempenho fotossintético quanto os mecanismos de aclimatagdo de Ulva frente a diferentes
composi¢des de efluente, sendo essa abordagem integrativa especialmente relevante para

sistemas de biorremediacio (MAXWELL; JOHNSON, 2000; NEDERLOF et al., 2022).

1.3 Macroalgas como Biofiltros e Biorremediacio de Efluentes
1.3.1 Reaproveitamento de Efluentes como Estratégia Sustentavel

O reaproveitamento de efluentes como meio de cultivo para macroalgas tem sido
amplamente investigado ndo apenas como estratégia de economia circular, mas como uma
abordagem capaz de otimizar simultaneamente a producdo de biomassa e a remocao de nutrientes
(TURCIOS; PAPENBROCK, 2014). No caso do género Ulva, diversos estudos demonstram que o
crescimento e a produtividade estdo diretamente relacionados a concentracdo e a forma dos
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nutrientes disponiveis, especialmente nitrogénio (N) e fosforo (P), além da presenga de compostos
organicos  dissolvidos caracteristicos desses efluentes (NEDERLOF et al, 2022;

MACCHIAVELLO; BULBOA, 2014).

Em condigdes controladas, o crescimento de Ulva spp. aumenta significativamente
com a disponibilidade de nitrogénio, principalmente na forma de amoénio (NH:"), que ¢
preferencialmente assimilado em relagdo ao nitrato (NOs) devido ao menor custo energético
(PEDERSEN; BORUM, 1996). Concentragdes moderadas de nitrogénio promovem aumento na
taxa de crescimento, no contetido proteico e na atividade fotossintética (COHEN; NEORI, 1991;
NEORI et al., 2004). No entanto, concentracdes excessivas podem levar a efeitos negativos, como
desequilibrio metabdlico, aumento da respiragdo e reducdo da eficiéncia fotossintética,

especialmente quando associadas a limitacdes de outros nutrientes (RAVEN et al., 2005).

De forma semelhante, o fosforo exerce papel fundamental na regulagdo do
crescimento (TURCIOS; PAPENBROCK, 2014). Estudos com Ulva spp. indicam que
concentragdes adequadas de ortofosfato estimulam a divisdo celular ¢ a sintese de biomassa,
enquanto a limitacdo de fosforo pode restringir o crescimento mesmo em condigdes de alta
disponibilidade de nitrogénio (RAVEN, 1984). Por outro lado, concentracdes elevadas de fosfato
podem induzir efeitos toxicos, incluindo degradacdo tecidual e colapso da eficiéncia fotossintética,
como demonstrado por Nederlof et al. (2022), que observaram efeitos deletérios em concentracdes

superiores a 0,9 mmol L.

Além da concentracdo absoluta de nutrientes, a relacdo N:P do meio ¢ um fator
determinante para o metabolismo de Ulva (RAVEN, 1984). Desequilibrios nessa razdo podem
alterar profundamente a composi¢cdo bioquimica da biomassa, favorecendo o aciimulo de proteinas

em ambientes ricos em nitrogénio ou de carboidratos sob limitagdo desse nutriente (RAVEN, 1984).



Essa plasticidade metabolica é particularmente relevante em efluentes, cuja composi¢do varia ao

longo do tempo (NEDERLOF et al., 2022).

Nesse contexto, estudos utilizando efluentes reais demonstram que o desempenho de
Ulva frequentemente supera aquele observado em meios sintéticos com concentragdes equivalentes
de N e P (MACCHIAVELLO; BULBOA, 2014). Macchiavello e Bulboa (2014) observaram maior
crescimento de Ulva cultivada em efluentes aquicolas em comparagdo com meios artificiais,
sugerindo que esses efluentes contém compostos adicionais que atuam como bioestimulantes. Entre
esses compostos, destacam-se vitaminas, aminoacidos livres, micronutrientes e matéria organica
dissolvida, que podem atuar como cofatores metabolicos e estimular vias fisiologicas relacionadas

ao crescimento ¢ a fotossintese (MACCHIAVELLO; BULBOA, 2014; NEORI et al., 2004).

Adicionalmente, a presenga de matéria organica dissolvida nos efluentes pode
influenciar indiretamente o crescimento algal, seja por meio da alteracdo da disponibilidade de
carbono inorganico, seja pela interagdo com a microbiota associada, que pode liberar metabolitos
promotores de crescimento (TURCIOS; PAPENBROCK, 2014). Esses fatores ndo estdo presentes
em meios sintéticos convencionais, o que ajuda a explicar o desempenho superior observado em
sistemas reais (MACCHIAVELLO; BULBOA, 2014). Dessa forma, o uso de efluentes como meio
de cultivo para Ulva ndo deve ser interpretado apenas como substitui¢do de insumos, mas como um
sistema complexo no qual a interacdo entre nutrientes inorganicos, compostos organicos ¢ fatores
microbioldogicos determina o desempenho fisiologico da alga (NEDERLOF et al., 2022; TURCIOS;

PAPENBROCK, 2014).

1.3.2 Eficiéncia de Biorremediacao em Sistemas Integrados
A eficiéncia de remoc¢do de nutrientes pelas macroalgas em sistemas de
biorremediacdo € funcdo direta da taxa de crescimento, da concentragdo inicial de nutrientes, do

volume de meio por unidade de biomassa e do tempo de exposi¢do (TURCIOS; PAPENBROCK,
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2014). Schol (2022) documentou remocgao de até 4,28 g de nitrogénio por metro quadrado por dia
em Ulva ohnoi cultivada em efluentes aquicolas diluidos, valores que superam significativamente
os obtidos com outras tecnologias de tratamento biologico. McGovern (2021) avaliou o crescimento
de U. ohnoi em diferentes concentragdes de efluente de biofloco de camardo (25%, 50% e 75%),
demonstrando que a alga apresentou crescimento positivo em todas as dilui¢des testadas, com
variagcOes nas taxas de crescimento ¢ eficiéncia de remocdo de acordo com a concentra¢do do

efluente.

A seletividade das macroalgas na assimilagdo de nutrientes pode ser modulada pelas
condicdes de cultivo (RAVEN, 1984). Estudos com Ulva spp. demonstraram que a relagdo N:P do
meio de cultivo influencia tanto a composi¢do bioquimica do talo, com maior acimulo de proteinas
em ambientes ricos em N e de carboidratos em ambientes ricos em P, quanto a eficiéncia de
remocdo relativa de cada nutriente (RAVEN, 1984). Essa plasticidade metabdlica é uma vantagem
adicional para aplicagdes de biorremediacdo, pois permite que as algas respondam adaptativamente
a composi¢do quimica variavel dos efluentes, operando eficientemente mesmo sem

condicionamento prévio do meio (NEDERLOF et al., 2022).

1.3.3 Mecanismos de Assimilacdo de Nitrogénio

A assimilagdo de nitrogénio inorganico pelas macroalgas ocorre predominantemente
nas formas de amonio (NH+") e nitrato (NOs"), sendo o amoénio a fonte preferencial devido ao menor
custo energético de assimilacdo (PEDERSEN; BORUM, 1996). O transporte de NH:" para o interior
celular ¢ mediado por proteinas da familia AMT (Ammonium Transporters), caracterizadas por alta
afinidade pelo substrato, permitindo a absorcdo eficiente mesmo em baixas concentracdes de

nitrogénio dissolvido (GLASS; BHAGWAT, 2011).

Em Ulva spp., essa preferéncia pelo amonio tem sido amplamente demonstrada

experimentalmente. Pedersen e Borum (1996), trabalhando com Ulva lactuca, observaram que a
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assimilagdo de NH4" ocorre de forma mais rapida que a de NOs", resultando em maiores taxas de
crescimento quando o amdnio ¢ a principal fonte de nitrogénio. De forma semelhante, Naldi e
Wheeler (2002) demonstraram que o enriquecimento com amdnio promove aumento significativo
na taxa de crescimento e na acumulacdo de nitrogénio intracelular em espécies do género Ulva,

evidenciando a eficiéncia desse mecanismo em condi¢des eutrofizadas.

Uma vez no interior celular, o amonio ¢ incorporado ao metabolismo por meio da via
GS/GOGAT (glutamina sintetase/glutamato sintase), resultando na formagdo de aminoacidos que
servirdo como base para a sintese de compostos nitrogenados essenciais (GLASS; BHAGWAT,
2011). Em condi¢cdes de alta disponibilidade de nitrogénio, como em efluentes, essa via ¢
intensamente ativada, favorecendo o acumulo de proteinas na biomassa algal (COHEN; NEORI,

1991; NEORI et al., 2004).

Cohen e Neori (1991), ao avaliarem o cultivo de Ulva lactuca em efluentes de
piscicultura, observaram aumento significativo no teor proteico da biomassa, diretamente associado
a elevada disponibilidade de amdnio no meio. Resultados semelhantes foram reportados por Neori
et al. (2004), que demonstraram que o cultivo de Ulva em sistemas IMTA resulta em biomassa com
alto conteudo proteico, evidenciando a incorporagdo eficiente do nitrogénio dissolvido. Entretanto,
a assimilacdo excessiva de amonio pode levar a efeitos negativos: altas concentragdes podem causar
toxicidade celular, associada ao acimulo de amoénio livre e ao desequilibrio do pH intracelular, além
de aumento na demanda energética para manuten¢do do metabolismo (RANDALL; TSUI, 2002).
Em Ulva, esse excesso pode resultar na redugdo da taxa de crescimento e em alteracdes na
eficiéncia fotossintética, especialmente quando ha desequilibrio com outros nutrientes, como o

fosforo (NEDERLOF et al., 2022; RAVEN et al., 2005).
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1.3.4 Mecanismos de Assimilacao de Fésforo

A assimilagdo de fosforo ocorre predominantemente na forma de ortofosfato
(H-PO+/HPO+*) por transportadores de alta afinidade da familia PHT (Phosphate Transporters)
(TURCIOS; PAPENBROCK, 2014). O foésforo assimilado ¢ incorporado a sintese de ATP, acidos
nucleicos, fosfolipideos de membrana e moléculas de sinalizagdo celular (TURCIOS;
PAPENBROCK, 2014). Particularmente relevante para aplicagdes de biorremediagdo é o fendmeno
do luxury uptake: a capacidade das macroalgas de armazenar fosforo na forma de polifosfato
intracelular em periodos de disponibilidade abundante no meio, acumulando estoques que suprem a
demanda metabodlica em periodos de limitagdo (TURCIOS; PAPENBROCK, 2014). Esse
mecanismo amplifica consideravelmente a eficiéncia de remocdo de fosforo em sistemas com
pulsos de alta concentracdo, como os efluentes aquicolas (TURCIOS; PAPENBROCK, 2014;

SCHOL, 2022).

Nederlof et al. (2022) realizaram avaliacdo sistematica dos efeitos de diferentes
concentracdes de ortofosfato sobre multiplas espécies de Ulva, identificando que concentracdes
superiores a 0,9 mmol L' causam degradacdo progressiva do tecido algal, manifesta por
branqueamento, perda de integridade celular e colapso da eficiéncia fotossintética. Esse limiar de
toxicidade por excesso de fosforo ¢ de fundamental importancia para o planejamento de sistemas de
biorremediacdo, indicando que a diluicdo adequada dos efluentes ¢ condi¢ao indispensavel para

preservar a viabilidade fisiologica das algas (NEDERLOF et al., 2022).

2 Hipotese
A exposicdo da macroalga Ulva flexuosa a concentracdes diferentes do efluente da
Lagoa da Saudade promove um efeito positivo em seu crescimento e eficiéncia fotossintética,

evidenciando o papel bioestimulante deste efluente.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a produtividade e o crescimento da macroalga Ulva flexuosa exposta a

diferentes concentracdes de efluentes provenientes da Lagoa da Saudade (Santos, SP).

3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar a taxa de crescimento relativo e a produtividade da biomassa de Ulva

flexuosa sob diferentes concentragdes de efluentes da Lagoa da Saudade.

e Avaliar os rendimentos quénticos fotossintéticos por meio de fluorescéncia da

clorofila a.

e Determinar a concentracao de pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotenoides) e

proteinas soluveis totais.

4 Material e Métodos

4.1 Material Biolégico

A macroalga Ulva flexuosa utilizada no experimento foi coletada manualmente no
litoral de Sdo Paulo. Foram selecionados exemplares morfologicamente saudaveis ¢ bem aderidos a
substratos naturais rochosos, evitando individuos com sinais visiveis de senescéncia, herbivoria ou
epifitismo excessivo. Apds a coleta, as algas foram acondicionadas em recipientes contendo agua
do mar coletada no proprio local, com o objetivo de preservar as condi¢des fisiologicas originais e

evitar choques osmoticos e térmicos durante o transporte até o laboratorio.

Durante o transporte, os espécimes permaneceram submersos, protegidos da exposi¢dao
a luz solar direta e de variagcdes bruscas de temperatura, em recipientes de polietileno

adequadamente vedados, seguindo procedimentos semelhantes aos descritos por Souza et al. (2021).
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No laboratorio, as algas foram cuidadosamente triadas, sendo removidos manualmente organismos

epifiticos associados (fauna e microalgas) sem causar dano mecéanico ao talo.

As macroalgas utilizadas nos experimentos foram provenientes de estoque mantido em
cultivo laboratorial sob as mesmas condi¢des experimentais descritas a seguir, o que permitiu que
os organismos chegassem fisiologicamente estabilizados ao inicio dos tratamentos, eliminando a
necessidade de periodo prolongado de aclimatacdo e reduzindo a variabilidade interindividual nos

resultados.

4.2 Coleta e Armazenamento do Efluente

O efluente utilizado nos experimentos foi proveniente da Lagoa da Saudade, corpo
d'agua urbano localizado no municipio de Santos (SP), caracterizado por elevada carga de matéria
organica e nutrientes dissolvidos, com floragcdes recorrentes de macrofitas aquaticas(plantas
superiores adaptadas ao ambiente aquatico, como plantas flutuantes ou emergentes) e condic¢des
hipereutroficas resultantes do aporte continuo de efluentes domésticos e escoamento urbano

(COTOVICZ JUNIOR et al., 2013).

As amostras de agua foram coletadas manualmente, utilizando garrafdes de polietileno
de alta densidade (PEAD) de 5 litros, previamente descontaminados com solu¢do de acido
cloridrico diluido e enxaguados com agua deionizada e, posteriormente, com a propria agua da
lagoa. A coleta foi realizada diretamente na superficie da lagoa, procedimento adequado para a
captura representativa de nutrientes dissolvidos na coluna d'agua superficial (GRASSHOFF et al.,

1999).

Ap0s a coleta, as amostras foram imediatamente congeladas e mantidas a —20 °C até o
momento do uso. O congelamento é método amplamente adotado para preservar a composi¢ao

fisico-quimica de amostras aquaticas ricas em nutrientes inorganicos, especialmente amonio e
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ortofosfato, minimizando a degradagdo microbiana e as alteragdes nas concentragdes de nitrogénio
e fosforo dissolvidos durante o armazenamento (DORE et al., 1996). Antes do uso, as amostras
foram descongeladas em temperatura controlada e filtradas em papel de filtro qualitativo para

remocado de particulas em suspensao.

4.3 Desenho Experimental e Condicdes de Cultivo

O cultivo da macroalga foi conduzido em aquérios de 20 litros com condigdes
ambientais controladas, servindo como sistema-mde de manutengdo do estoque biologico. Os
experimentos propriamente ditos foram realizados em recipientes de 500 mL, contendo 6 g de
biomassa fresca de Ulva flexuosa (densidade de 12 g L") e uma das cinco concentragdes de
efluente testadas: 0%, 25%, 50%, 75% e 100%, com o volume complementado por dgua do mar
filtrada (FSW, do inglés Filtered Sea Water). O tratamento de 0% correspondeu ao controle
experimental, constituido pela agua do proprio cultivo da macroalga (agua do mar enriquecida com
meio /2 e mantida sob as mesmas condi¢des ambientais), permitindo distinguir a remogdo de
nutrientes promovida pela atividade bioldgica da Ulva flexuosa daquela decorrente de processos

abioticos, sem introduzir condic¢oes artificiais de caréncia nutricional no controle.

Cada tratamento contou com quatro réplicas bioldgicas, totalizando 20 unidades
experimentais. O experimento teve duracdo de 30 dias, com pesagens realizadas no dia 0 (inicio),
no dia 15 (intermediario) ¢ no dia 30 (final do periodo experimental), permitindo o

acompanhamento da dindmica de crescimento ao longo do tempo.

A temperatura foi mantida entre 24 e 26 °C, valores compativeis com as condi¢cdes
naturais do litoral paulista no periodo de verdo. O pH foi ajustado para 8,2, utilizando hidroxido de
potassio (KOH) para corregdes alcalinas e acido cloridrico (HCI) para corre¢des acidas; a escolha
desses reagentes visou especificamente evitar a introducdo de compostos nitrogenados exogenos

que pudessem interferir nas concentragcdes de nitrogénio mensuradas (SOUZA et al., 2021). A
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salinidade foi controlada em 33 ppt, simulando as condigdes do ambiente marinho costeiro, com

ajustes realizados por meio da adicdo de 4gua doce ou salgada conforme necessario.

A aeracdo suave foi mantida continuamente com o objetivo de garantir o suprimento
de CO? e carbono inorganico dissolvido para a fotossintese, prevenir a alcalinizagdo do meio pelo
consumo de bicarbonato pelas algas e promover a quebra da camada limite difusiva nos talos,
favorecendo a absor¢do de nutrientes e a homogeneizacdo da exposi¢do luminosa. O fotoperiodo foi
de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, com intensidade luminosa de aproximadamente 150 pmol
fotons m? s, fornecida por lampadas de LED nas faixas do espectro azul e vermelho, adequadas a
absorcdo fotossintética (LI et al., 2024). A irradiancia fotossinteticamente ativa (PAR) foi
mensurada com o fluordmetro Junior-PAM (Walz GmbH, Alemanha), utilizando o sensor integrado

ao equipamento.

4.4 Crescimento e Produtividade da Biomassa

A biomassa inicial de cada unidade experimental foi determinada por pesagem em
balanga analitica de precisdo (0,001 g), apds remocao cuidadosa do excesso de agua superficial por
papel absorvente padronizado. O experimento teve duragdo de 30 dias, com pesagens realizadas nos
dias 0, 15 e 30, permitindo o acompanhamento da dindmica de crescimento em dois intervalos

temporais.

A Taxa de Crescimento Relativo (TCR), também denominada na literatura ficologica
como taxa de crescimento especifico, foi calculada com base na variacdo da massa entre o inicio € 0

final do experimento, conforme descrito por Nederlof et al. (2022), utilizando a seguinte equagao:

TCR = (In(Pf) — In(Pi)) / t x 100

em que: Pf = peso final (g); Pi = peso inicial (g); t = tempo de cultivo em dias (t = 30).

Esse indice expressa a taxa instantdnea de crescimento exponencial, sendo amplamente utilizado
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para comparagdes entre tratamentos em experimentos com macroalgas, por ser independente da

biomassa inicial e permitir comparacdes entre experimentos de diferentes duracdes.

4.5 Analise de Fluorescéncia da Clorofila a

A eficiéncia fotossintética foi avaliada por fluorescéncia da clorofila a, utilizando o
fluordmetro Jr PAM III (Walz, Alemanha). Antes de cada medicdo, as algas foram submetidas a
adaptagdo ao escuro por 30 minutos, periodo suficiente para a oxidagdo total dos centros de reacdo
do PSII e a obtengdo de valores de fluorescéncia minima (F°) representativos. Apds a adaptagio, um
pulso de luz saturante foi aplicado para obtencdo da fluorescéncia maxima (Fm) e calculo do

Fv/Fm.

Em seguida, as algas foram expostas a luz actinica de 150 umol m™? s™', mesma

intensidade utilizada no cultivo, para as medi¢des de fluorescéncia em estado estacionario (Fs) e
determinagdo dos parametros em condi¢des de iluminagdo ativa. Foram mensurados os seguintes
parametros: Fv/Fm (eficiéncia quantica potencial do PSII), Y(II) (eficiéncia quantica efetiva do
PSII), ETR (taxa de transporte de elétrons) e NPQ (quenching ndo fotoquimico), conforme

protocolos descritos por Maxwell e Johnson (2000).

Adicionalmente, foram realizadas curvas de indugdo fotossintética (20 minutos de
exposi¢do continua a luz actinica) e curvas rapidas de luz (RLC), com exposi¢do a gradientes

1

crescentes de irradidncia de 13 a 750 pmol fotons m™> s™', para caracterizar as respostas

fotossintéticas das algas em diferentes regimes de iluminacao.

4.6 Conteudo Relativo de Agua (CRA)

O Contetdo Relativo de Agua (CRA) foi determinado segundo a metodologia classica
de Barrs e Weatherley (1962), adaptada para macroalgas marinhas conforme Souza et al. (2021).

Para cada unidade experimental, foram utilizados 200 mg de biomassa fresca, dos quais foi
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determinada a massa fresca (Mf) imediatamente apds a remogdo do excesso de agua superficial. Em
seguida, as amostras foram imersas em agua do mar filtrada por 12 horas em camara escura a 4 °C,
para atingir a turgidez maxima, e pesadas (massa targida, Mt). Posteriormente, as amostras foram
secas em estufa a 60 °C até peso constante (massa seca, Ms). O CRA foi calculado pela seguinte

equagao:

CRA (%) = (Mf — Ms) / (Mt — Ms) x 100

4.7 Analises Bioquimicas

A determinagdo da concentragdo de pigmentos fotossintéticos foi realizada por
extragdo em acetona 80%, mantida a 4 °C no escuro por 12 horas, com leituras espectrofotométricas
nos comprimentos de onda de 470, 653 ¢ 666 nm para obtengdo das concentragdes de clorofila a,
clorofila b e carotenoides, conforme Lichtenthaler ¢ Wellburn (1983). A quantificacdo de proteinas
soluveis totais foi conduzida pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina
(BSA) como padrao, utilizando curva de calibragdo com equagdo y = 717,46x + (—98,74) e
coeficiente de determinacdo R? = 0,9418, indicando adequada linearidade no intervalo de

concentragdes avaliado.

4.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de um fator,
seguida do teste de comparacdo multipla de Tukey (P < 0,05), para identificagdo de diferencas
significativas entre os tratamentos. Os valores de TCR, de fluorescéncia e de pigmentos foram
expressos como médias + desvio padrao (n = 4). As curvas de inducdo fotossintética e as curvas
rapidas de luz foram analisadas de forma descritiva, por representarem respostas temporais € a
gradientes de irradiancia, para os quais a ANOVA ponto a ponto seria metodologicamente

inadequada. As analises foram realizadas no software R (versao 4.x) ou equivalente.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Crescimento e Produtividade da Biomassa

Os resultados de crescimento e produtividade de Ulva flexuosa evidenciaram resposta

positiva e dose-dependente a adi¢do de efluente.

Concentraciao TCR (% dia™?) Desvio Padrio
0% 0,25 +0,06
25% 2,01 +0,50
50% 2,60 +0,32
75% 3,78 +0,11
100% 4,85 +0,09

Tabela 1. Taxa de Crescimento Relativo (TCR) de Ulva flexuosa cultivada sob

diferentes concentracdes de efluente. Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 4).

O padrao observado indica que o aporte crescente de nutrientes inorganicos presentes
no efluente, especialmente nitrogénio e fosforo, atuou como bioestimulante direto do crescimento
de Ulva flexuosa, corroborando o papel central desses macronutrientes na regulacdo do
metabolismo algal (NEDERLOF et al., 2022). O ganho proporcional entre os tratamentos foi
decrescente ao longo do gradiente de concentragdo, sugerindo tendéncia de saturacdo na
assimilagdo de nutrientes nas concentragdes mais elevadas, padrdo compativel com cinética de
Michaelis-Menten amplamente descrita para macroalgas do género Ulva em condi¢des laboratoriais

(PEDERSEN; BORUM, 1996).

O tratamento de 100% de efluente resultou na maior TCR registrada no experimento
(4,85 £ 0,09% dia"), consolidando o padrdo dose-dependente observado ao longo dos demais
tratamentos. A auséncia de sinais de toxicidade ou inibicdo de crescimento nessa concentragio

maxima sugere que Ulva flexuosa possui elevada capacidade de assimilagdo de nutrientes mesmo
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sob carga orgéanica intensa. Esse resultado diverge parcialmente do observado por Nederlof et al.
(2022), que relataram danos teciduais em Ulva exposta a concentracdes elevadas de ortofosfato
acima de 0,9 mmol L™. Tal divergéncia pode ser explicada pela composicao especifica do efluente
utilizado no presente estudo, possivelmente com concentragdes de fosfato inferiores ao limiar de
toxicidade identificado por aqueles autores, hipotese que, embora plausivel, ndo pode ser
diretamente verificada pela auséncia de caracterizacdo quimica detalhada do efluente, o que

representa uma limitagdo metodoldgica a ser considerada na interpretacdo dos resultados.

As curvas de biomassa evidenciam divergéncia crescente entre os tratamentos ao
longo do periodo experimental, refor¢ando o efeito dose-dependente do efluente sobre o aciimulo de
biomassa. Esses achados sdo compativeis com dados reportados para outras espécies do mesmo
género em sistemas de aquicultura multitrofica integrada (IMTA), reforcando o potencial desta

macroalga como biofiltro produtivo (SCHOL, 2022; MACCHIAVELLO; BULBOA, 2014).
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Figura 1. Curvas de crescimento de biomassa (g) de Ulva flexuosa ao longo de 30
dias de cultivo em condigdes controladas, sob diferentes concentragdes de efluente (0%, 25%, 50%,
75% e 100%). As linhas representam a média das réplicas (n = 4) e as areas sombreadas indicam o

desvio padrao.

5.2 Analise de Fluorescéncia da Clorofila a

A avaliacdo da eficiéncia fotossintética por fluorescéncia da clorofila a revelou
respostas distintas entre os parametros analisados (ETR, Fv/Fm, Y(II) ¢ NPQ), oferecendo uma
visdo abrangente dos efeitos dos diferentes niveis de efluente sobre o aparato fotossintético de Ulva

flexuosa, conforme metodologia descrita por Maxwell e Johnson (2000).

O ETR, que reflete a taxa efetiva de transporte de elétrons na cadeia fotossintética e
representa a atividade fotoquimica operacional do PSII, apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos (Figura 2A). Os valores aumentaram progressivamente com a concentracao de efluente,
com o controle diferindo significativamente dos tratamentos mais elevados, e o tratamento de 100%
apresentando os maiores valores registrados. O aumento dose-dependente do ETR ¢
fisiologicamente coerente com o incremento na disponibilidade de nitrogénio. Esse nutriente
participa diretamente da estrutura de componentes centrais do aparato fotossintético: integra o anel
porfirinico da clorofila, compde aminodcidos presentes nos complexos antena e ¢ constituinte das
proteinas D1 e D2, responsaveis pela estabilidade do centro de reacdo do PSII (MAXWELL;
JOHNSON, 2000). Assim, o maior aporte de nitrogénio via efluente favoreceu progressivamente a
expansdo e o funcionamento da maquinaria fotoquimica, resultando em maior capacidade de

captura e conversao da energia luminosa disponivel nos tratamentos mais concentrados.

O parametro Fv/Fm, considerado o indicador padrdo da integridade fotossintética e do
estado fisiologico das algas (MAXWELL; JOHNSON, 2000), ndo apresentou diferenca estatistica

significativa entre os tratamentos, incluindo a concentragdo de 100% (Figura 2B). Os valores
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mantiveram-se dentro da faixa considerada saudavel para o género Ulva (0,5-0,8), indicando que
nenhuma das concentragdes testadas causou dano estrutural ao centro de reacdo do PSII. Esse
resultado ¢ particularmente relevante do ponto de vista ecotoxicoldgico, pois demonstra que mesmo
a maior concentracdo de efluente avaliada ndo induziu fotoinibi¢do ou dano irreversivel ao aparato
fotossintético primario da macroalga, refor¢ando a tolerancia de Ulva flexuosa a ambientes

enriquecidos com nutrientes (BOLTON et al., 2016; NEDERLOF et al., 2022).

O Y(II) nao diferiu significativamente entre os tratamentos em estado estacionario
(Figura 2C), resultado que merece interpretacdo cuidadosa. O Y(II) medido em condicdo de
iluminacdo estdvel representa a eficiéncia fotoquimica instantanea do PSII sob uma unica
intensidade luminosa fixa, sendo influenciado pelo estado de aclimatagdo da alga aquela irradiancia
especifica. Nesse sentido, a auséncia de diferenca significativa entre tratamentos ndo contradiz o
incremento de ETR observado. Essa aparente contradicdo se resolve quando se considera a escala
temporal das medigdes: enquanto o ETR integra a resposta fotossintética ao longo de gradientes de
irradiancia nas curvas RLC, o Y(II) em estado estacionario ¢ uma medida pontual mais suscetivel a
variabilidade de aclimatag¢ao individual (MAXWELL; JOHNSON, 2000). A curva de inducao
fotossintética (Figura 3) reforca essa interpretagdo, demonstrando que os tratamentos com efluente,
especialmente nas concentragdes mais altas, mantiveram valores de Y (II) mais estaveis ao longo do
periodo de medigdo, enquanto o controle apresentou declinio mais acentuado apds a exposi¢ao
inicial a luz. A curva rapida de luz (Figura 4) corrobora esse padrdo, evidenciando resposta mais
homogénea dos tratamentos com efluente em todo o gradiente de PAR testado (13 a 750 pmol
fotons m? s), o que sugere maior capacidade de manutencdo da eficiéncia fotossintética sob

variagOes de irradidncia nos tratamentos nutricionalmente enriquecidos.
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Figura 2. Parametros de fluorescéncia da clorofila a de Ulva flexuosa sob diferentes
concentragdes de efluente (0%, 25%, 50%, 75% e 100%). (A) ETR (umol e m™? s™"); (B) Fv/Fm;
(C) Y(II); (D) NPQ. Barras representam médias = desvio padrao (n = 4). Letras diferentes sobre as

barras indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).

O NPQ nao diferiu significativamente entre os tratamentos (Figura 2D), mas
apresentou tendéncia de reducdo com o aumento da concentragdo de efluente, sendo os menores
valores observados no tratamento de 100%. Essa tendéncia ¢é fisiologicamente coerente com o
incremento de pigmentos fotossintéticos observado nos mesmos tratamentos: a maior
disponibilidade de nitrogénio favoreceu a sintese de clorofila e a expansdo dos complexos antena,
aumentando a eficiéncia na utilizagdo da energia luminosa absorvida e reduzindo
proporcionalmente a fragdo dissipada como calor (SOUZA et al., 2021). Esse padrao de reducdo do

NPQ associado ao enriquecimento com nitrogénio foi documentado em macroalgas verdes por
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Eismann et al. (2020), que observaram em espécies de Ulva que condigdes de maior disponibilidade
nutricional resultam em menor ativacdo dos mecanismos fotoprotetores dependentes de
carotenoides, refletindo um estado fisioldgico de menor estresse energético. A curva rapida de luz
do NPQ (Figura 4) corrobora essa interpretagcdo, mostrando valores similares e sobrepostos entre os

tratamentos ao longo de todo o gradiente de irradiancia testado.
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Figura 3. Curvas de inducdo fotossintética de Ulva flexuosa cultivada sob diferentes concentragoes
de efluente da Lagoa da Saudade (0%, 25%, 50%, 75% e 100%), ao longo de 20 minutos de
exposi¢do continua a luz actinica (150 pmol fotons m? s™). Painéis: Y(II): eficiéncia quantica
efetiva do PSII; ETR: taxa de transporte de elétrons (umol e m™ s); NPQ: quenching ndo

fotoquimico. Os pontos representam médias (n = 4) e as barras de erro indicam o desvio padrao.
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Figura 4. Curvas rapidas de luz (RLC) de Ulva flexuosa cultivada sob diferentes
concentracdes de efluente da Lagoa da Saudade (0%, 25%, 50%, 75% e 100%), em resposta a
gradientes crescentes de irradiancia (13 a 750 pumol foétons m™2 s™). Painéis superiores: Y(II),
eficiéncia quantica efetiva do PSII; NPQ, quenching nio fotoquimico. Painel inferior: ETR, taxa de

transporte de elétrons (umol e m™? s™'). Os pontos representam médias (n = 4) e as barras de erro

indicam o desvio padr@o.

5.3 Contetido Relativo de Agua
O CRA manteve-se elevado e uniforme em todos os tratamentos (Tabela 2), indicando

que nenhuma concentracdo de efluente comprometeu a capacidade de retencao hidrica e o turgor

celular de Ulva flexuosa.
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Concentraciao (%) CRA (%)

0% 99,87 + 8,96
25% 91,90 + 5,97
50% 97.09 + 5,32
75% 98,17+ 6,21
100% 98.50 + 5,50

Tabela 2. Conteudo Relativo de Agua (CRA) de Ulva flexuosa cultivada sob diferentes

concentragdes de efluente. Valores expressos como média = desvio padrdo (n = 4).

O valor aparentemente superior a 100% registrado em uma réplica do controle (CRA =
112,55%) ¢ de carater metodologico, possivelmente decorrente de variagdo na pesagem ou na
definicdo do ponto de turgidez maxima, ndo implicando em ganho real de agua acima da capacidade
celular maxima. Esse tipo de variacdo ja foi relatado em estudos com macroalgas marinhas e ¢
esperado em tecidos com estruturas de parede celular altamente higroscépicas (SOUZA et al.,

2021).

A auséncia de diferengas expressivas entre os tratamentos no CRA corrobora os dados
de fluorescéncia (Fv/Fm), reforcando a conclusdo de que nenhuma concentragdo de efluente causou
estresse osmotico severo em Ulva flexuosa. Esses resultados sdo consistentes com a ampla
capacidade osmorregulatoria documentada para o género Ulva, que habitualmente tolera variagdes
expressivas de salinidade e composi¢@o i6nica em seus ambientes naturais, mantendo o equilibrio
celular por meio de ajustes osmoticos mediados por aminodcidos livres e ions inorganicos

(NEDERLOF et al., 2022; MATA et al., 2010).
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5.4 Concentraciao de Pigmentos Fotossintéticos

As concentragdes de clorofila a, clorofila b e carotenoides totais de Ulva flexuosa
apresentaram padrdo dose-dependente crescente ao longo do gradiente de enriquecimento

nutricional, em acordo com os demais indicadores fisiologicos avaliados.

Os teores de clorofila a variaram de 0,68 + 0,09 mg g™ PS no controle a 2,51 + 0,25
mg g PS no tratamento com 100% de efluente (Figura 5A), valores compativeis com os reportados
por Figueroa et al. (2022) para Ulva sp. cultivada em efluente de maricultura sob alto suprimento de
nitrogénio. O incremento de clorofila ¢ em resposta ao nitrogénio disponivel ¢ esperado, pois esse
pigmento tem o nitrogénio como constituinte obrigatorio do anel porfirinico e esta diretamente
vinculado a densidade de centros de reagdo do PSII (MAXWELL; JOHNSON, 2000; NEDERLOF

et al., 2022).

A clorofila b seguiu o mesmo padrao ascendente, com valores entre 0,25 + 0,04 ¢ 0,91
+ 0,10 mg g! PS (Figura 5B). A razdo Chl a/Chl b manteve-se estavel em aproximadamente 2,75
em todos os tratamentos (P > 0,05), indicando auséncia de aclimatagdo cromatica diferencial entre
os grupos. Em Ulva spp., alteracdes nessa razdo sdo tipicamente associadas a respostas a
irradidncia, reducdo sob baixa luz para ampliar o complexo antena, e ndo a disponibilidade de
nutrientes per se (HURD et al., 2014). A estabilidade observada confirma que o fotoperiodo e a
intensidade luminosa padronizados (150 umol fétons m? s™') foram os determinantes da razao Chl

a/Chl b, independentemente do tratamento nutricional.

Os carotenoides totais apresentaram o menor incremento proporcional entre os
pigmentos, variando de 0,09 + 0,01 a 0,58 + 0,08 mg g PS (Figura 5C). O incremento
proporcionalmente menor dos carotenoides em relagdo as clorofilas, associado a tendéncia de
reducdo do NPQ observada nos tratamentos mais concentrados, ¢ fisiologicamente coerente: em

condic¢des de alta disponibilidade de nitrogénio, o organismo investe preferencialmente na expansao
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do aparato de coleta de luz em detrimento dos pigmentos fotoprotetores, reduzindo a necessidade de
dissipacdo energética como calor (SOUZA et al., 2021; EISMANN et al., 2020). Esse padrao foi
documentado por Eismann et al. (2020) para espécies do género Ulva em resposta a variacdes de
disponibilidade nutricional, refor¢ando que a propor¢do relativa de carotenoides reflete o equilibrio
entre demanda fotossintética e protecdo contra foto-oxidagao, e ndo apenas a quantidade absoluta de

nutrientes disponiveis.

(A) Clorofilaamg- g~ PS (B) Clorofilabmg - g™ PS

1.2
b .
b b
2 ab ab
a 05 2
| | ' | .
0 - 0 -
26% 50% 75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%

0%

(C) Carotenoides totais mg - g™' PS

b
ab
: - ' I
: -
0% 28ag 508 TE8, 100%

Figura 5. Concentragcdo de pigmentos fotossintéticos de Ulva flexuosa cultivada sob
diferentes concentracdes de efluente da Lagoa da Saudade (0%, 25%, 50%, 75% e 100%). (A)
Clorofila a (mg g PS); (B) Clorofila b (mg g PS); (C) Carotenoides totais (mg g PS). Barras
representam médias + desvio padrdo (n = 4). Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca

significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05). PS = peso seco.

Em conjunto, os dados de pigmentagdo reforcam o quadro fisioldgico estabelecido

pelos parametros de fluorescéncia (ETR, Fv/Fm) e pelas taxas de crescimento relativo: o efluente da
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Lagoa da Saudade atuou como bioestimulante nutricional efetivo, promovendo expansdo qualitativa
e quantitativa do aparato fotossintético de Ulva flexuosa sem comprometimento fisioldgico

detectavel em nenhuma das concentragdes avaliadas.

5.5 Proteinas Soluveis Totais

Os teores de proteina soliivel acompanharam, de modo geral, o gradiente nutricional
imposto pelos tratamentos (Figura 6). Em ambientes ricos em amonio, como o efluente da Lagoa da
Saudade, a via metabdlica GS/GOGAT ¢ intensamente recrutada para incorporar o nitrogénio
inorgénico a fragdo organica celular, resultando em actimulo progressivo de aminoacidos e proteinas
na biomassa (COHEN; NEORI, 1991; NEORI et al., 2004). Os dados obtidos corroboram esse
mecanismo, indicando que Ulva flexuosa respondeu ao enriquecimento nutricional ndo apenas com
maior crescimento, mas com reconfiguracdo qualitativa da composi¢do bioquimica do talo, em
acordo com o padrdo amplamente descrito para o género em sistemas integrados de cultivo com

efluentes (MACCHIAVELLO; BULBOA, 2014).

O valor aparentemente inferior registrado no tratamento de 25% em relacdo ao
controle, acompanhado de elevado desvio padrdo, pode refletir variabilidade biologica natural ou

um periodo transitorio de ajuste metabolico a nova composicdo do meio.
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Figura 6. Proteinas soluveis totais de Ulva flexuosa cultivada sob diferentes concentragdes de efluente
da Lagoa da Saudade (0%, 25%, 50%, 75% e 100%). Barras representam médias + desvio padrao (n =
4). Letras diferentes sobre as barras indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05). MF

= massa fresca.

6 Consideracoes Finais
Os resultados obtidos demonstram que os efluentes da Lagoa da Saudade exerceram
efeito bioestimulante dose-dependente sobre Ulva flexuosa, promovendo incrementos significativos
na TCR, nos teores de clorofila a, clorofila e carotenoides, ¢ na atividade fotossintética (ETR),
sem comprometimento detectavel da integridade do PSII (Fv/Fm), do equilibrio osmoético (CRA) ou

do balango fisiologico geral da alga em nenhuma das concentragdes avaliadas.

A espécie U. flexuosa demonstrou elevada plasticidade fisiologica e tolerancia ao
enriquecimento nutricional caracteristico de efluentes domésticos, posicionando-a como candidata
promissora para sistemas integrados de biorremediacdo e produgdo de biomassa de alto valor

agregado. A integragdo desses sistemas com estratégias de economia circular ¢ de gestdo de lagoas
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costeiras urbanas pode contribuir diretamente para os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel 2

(Fome zero e agricultura sustentavel), 12 (Consumo e produgdo responsaveis) e 14 (Vida na agua).
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