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Resumo

O objetivo do trabalho foi testar a influéncia de seis meios de cultura alternativos (um a
base de NPK, dois contendo extrato de Pistia stratiotes e Eichhornia crassipes
enriquecido de NPK, e outros trés com diferentes diluicbes de extrato puro de E.
crassipes, (Eic 40, Eic 85, Eic 130) em comparacgédo ao meio de cultura comercial ASM-
1, no desenvolvimento da microalga Scenedesmus acuminatus. Foram avaliados taxa de
crescimento (K), densidade, volume celular, biovolume e qualidade nutricional dos meios
de cultura. Os meios de cultura testados apresentaram concentragcdo de nutrientes
suficiente para o crescimento da microalga. A taxa de crescimento de ASM1 (0,439)
foram similares (p>0,05) a NPK, Pis + NPK e Eic + NPK. Eic 85 e Eic 130 apresentaram
os valores mais baixos (0,201; 0,150, respectivamente) e similares entre si. Os volumes
dos tratamentos ndo diferiram de ASM1 (135,427 um?®), somente o Eic NPK e Eic 130
apresentaram valores menores (86,780 e 100,401 pm?®, respectivamente). O maior
biovolume e densidade celular foram encontrados em Eic NPK (1,273 mm3.L e 1047 x
10* cél.mL™Y). Conclui-se que os tratamentos apresentaram capacidade de nutrigdo muito
similar ao ASM1, podendo substitui-lo no cultivo de S. acuminatus. Em especial Eic +
NPK que apresentou maior densidade e biovolume. Os tratamentos com extrato puro,
apesar de apresentarem resultados mais baixos, ainda assim possibilitaram o

desenvolvimento da alga e com custo zero.

Palavras-chave: Cultivo, microalga, macrofitas, NPK

Abstract

The objective of this work was to test the influence of six alternative culture media (one
of NPK, two containing Pistia stratiotes and Eichhornia crassipes extracts enriched with

NPK, and three with different dilutions of pure extract of E. crassipes (Eic 40, Eic 85,

Eic 130) compared to the commercial culture medium ASM-1 in the development of the



microalga Scenedesmus acuminatus. Growth rate (K), density, cell volume, biovolume
and nutritional quality of culture media were evaluated. The tested media had enough
concentration of nutrients for the growth of microalgae. The growth rate of ASM1 (0.439)
were similar (p> 0.05) to NPK, NPK + Pis and Eic + NPK. Eic 85 and Eic 130 had the
lowest values (0.201; 0.150, respectively) and similar to each other. The volumes of the
treatments did not differ to ASM1 (135.427 um®), only Eic + NPK and Eic 130 had lower
values (86.780 and 100.401 um3, respectively). the highest biovolume and cell density
were found in Eic + NPK (1.273 mm3.L ! and 1047 x 10* cél.mL™1). It was concluded that
the treatments had very similar nutritional ability to ASM1 and may replace it in the
cultivation of S. acuminatus. In particular Eic + NPK with the highest density and
biovolume. The treatments with pure extract, despite having lower results, still allowed

the development of algae and at zero cost.
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Introducéo

As microalgas vém sendo isoladas do ambiente e cultivadas para diversos fins,
ndo s6 com objetivos ambientais e ecoldgicos, como também pelo seu potencial uso
comercial. Por meio do cultivo é possivel avaliar a ecofisiologia de espécies, a qual ndo
poderia ser observada e acompanhada em campo, tais como o ciclo de vida, a plasticidade
e a resposta das algas a diferentes varidveis ambientais, permitindo inclusive auxiliar na
sistematica bioldgica dos grupos. Além disso, a biomassa das algas pode ter aplicacdes
de interesse econdmico, como a obtencdo de biocompostos, uso como suplemento
alimentar humano e animal, ou fonte de biocombustiveis (LOURENCO, 2006).

O éxito de um cultivo de microalgas depende de uma série de fatores ambientais
dentre os quais se destacam luminosidade e nutrientes. Os meios de cultura séo
preparados de modo a fornecer estes nutrientes em quantidade suficiente para as espécies
cultivadas (LOURENCO, 2006).

O género Scenedesmus é atualmente muito visado para o cultivo devido ao seu
crescimento rapido, facil adaptacéo as variagdes ambientais (TRAINOR, 1998) e grande
valor nutritivo com alta producdo de proteina e acidos graxos (BECKER, 1994;
GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009). Seu cultivo é voltado principalmente para a aquicultura
(DERNER et al., 2006), para a alimentacdo humana como suplemento alimentar e como



potencial matéria prima para producéo de biodiesel (PRABAKARAN; RAVINDRAN,
2012).

Apesar do grande potencial, o cultivo de microalgas ainda apresenta altos custos,
sendo um dos principais 0 custo dos reagentes quimicos utilizados na preparacao dos
meios de cultura comerciais (SIPAUBA-TAVARES; PEREIRA, 2008; FERRELL;
SARISKY-REED, 2010; KRUSE; HANKAMER, 2010).

Varios estudos vém sendo realizados com o intuito de avaliar o crescimento das
microalgas cultivadas em meios de cultura alternativos, que mesmo sendo baratos e
facilmente obtidos, sdo ricos em nutrientes necessarios para 0 crescimento e
desenvolvimento desses organismos. Os meios alternativos sdo produzidos através de
diferentes fontes orgénicas e inorganicas, como efluentes municipais, industriais, de
agricultura, biodigestores, extrato de solo, dentre outras (DALRYMPLE et al., 2013;
ALMEIDA, 2007; PINA et al., 2007; FIORESI; SIPAUBA-TAVARES, 2008). Massa
seca de macrofitas aquéticas, por sua riqueza de micro e macronutrientes, também foram
sugeridas como fertilizantes organicos de solo, de piscicultura e como meio de cultura
para microalga (SAMPAIO; OLIVEIRA, 2005; SIPAUBA-TAVARES; BRAGA, 2007).

As macrofitas aquaticas flutuantes Eichhornia crassipes (Martius) Solms-
Laubach e Pistia stratiotes L. sdo amplamentes distribuidas nos ambientes aquaticos
dulcicolas, principalmente em ambientes tropicais, e sdo consideradas pragas devido ao
seu crescimento acelerado e facil adaptacdo (CAMARGO et al., 2003; MARTINS et al.,
2003). Por outro lado, a alta taxa de crescimento, ampla distribui¢do e facilidade de
colonizar novos ambientes, associados a grande capacidade de estocarem nutrientes,
tornam as macrofitas atrativas do ponto de vista econdmico (HENRY-SILVA;
CAMARGO, 2006).

A utilizacdo de meio de cultivo contendo extrato de macréfitas aquéaticas, como
Pistia stratiotes e Eichhornia crassipes, que colonizam e se proliferam em ambientes
aquaticos eutrofizados, complementados ou ndo com a utilizacdo de fertilizante NPK
(SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 1993), pode servir de importante fonte alternativa em
virtude de suas concentracdes elevadas de nitrogénio, fosforo e potassio (SIPAUBA-
TAVARES e BRAGA, 2007), além de outros nutrientes, como magnésio, enxofre,
manganés, cobre, zinco, ferro e calcio (HENRY-SILVA; CAMARGO, 2006). Esses sdo
essenciais ao desenvolvimento das microalgas, com baixo custo, além de contribuir para

a reutilizacdo de residuos naturais.



Porém, assim como outros extratos organicos como efluentes e biodigestores, o
extrato de macrofita bruto apresenta alta turbidez devido a presenca de pigmentos e
substancias organicas dissolvidas. Essa coloracdo pode trazer prejuizo ao crescimento das
microalgas pela atenuacgédo da passagem de luz, diminuindo assim a taxa de fotossintese
(TAHER, 2013).

Devido a importancia econdmica do cultivo de microalgas, € necessario estudar
maneiras para baratear seu custo. Tendo em vista que os meios de cultura representam
um dos itens de maior custo para o cultivo em larga escala, o uso de meios alternativos e
de facil aquisicdo, como extrato de macrdéfitas e NPK, pode viabilizar o processo. Dessa
forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o desenvolvimento e a produgdo de biomassa
da microalga Scenedesmus acuminatus em extratos de Pistia stratiotes e Eichhornia
crassipes enriquecidos com NPK, NPK puro e diferentes diluicdes de extrato de
Eichhornia puro, e compara-los ao meio comercial ASM1, visando identificar um meio
alternativo que possa baratear os custos do cultivo, sem diminuir o rendimento em

biomassa, tornando assim a producao em larga escala mais viavel economicamente.

2 Metodologia

2.1 Cepa usada

A cepa de Scenedesmus acuminatus (LO27A) foi obtida no Laboratorio de
Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais (LATEAC) pertencente ao Departamento
de Ciéncias Bioldgicas da UFES.

2.2 Preparacdo dos extratos das macroéfitas aquaticas

As macrofitas aquaticas utilizadas foram Eichhornia crassipes (Mart.) Solms
(aguape) e Pistia stratiotes L. (alface d’agua). Os exemplares foram coletados na lagoa
Juara (Serra, ES), lavadas e secas ao sol por 24h e colocadas em estufa a 60°C por mais
24h.

Para a preparacdo do extrato cerca de 829 de E. crassipes e 164g de P. stratiotes
secas foram moidas e posteriormente fervidas em 1,8L e 2,2L de agua destilada,
respectivamente. Cada extrato ainda quente foi filtrado e autoclavado a 120°C, durante

20 minutos.



2.3 O experimento

Foram testados seis tratamentos, além do controle, todos realizados em tréplica.
Os experimentos foram feitos em erlenmeyers de 500 mL, com volume final de 316 mL

com a seguinte composigao:

1- Controle: 316 mL de meio ASM1

2- NPK: 316 mL de agua destilada e 0,11g de NPK

3- Pis+tNPK: 16 mL de extrato de P. stratiotes adicionados a 300 mL de &gua
destilada e 0,11g de NPK

4- Eic+NPK: 16 mL de extrato de E. crassipes adicionados a 300 mL de agua
destilada e 0,119 de NPK

5- Eic40: 40 mL de extrato de E. crassipes adicionados a 276 mL de agua destilada

6- Eic85: 85 mL de extrato de E. crassipes adicionados a 231 mL de agua destilada

7- Eic130: 130 mL de extrato de E. crassipes adicionados a 186 mL de agua
destilada
A turbidez de cada tratamento foi determinada no inicio do experimento conforme

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Turbidez do controle e dos seis tratamentos.

ASM1 NPK Pis+tNPK Eic+NPK Eic40 Eic85 Eicl130

Turbidez (NTU) 0 0 5,78 18,3 50,33 126,9 209,98

Fonte: Dados do autor

O pH das unidades experimentais no inicio do experimento foi 7,0.

O experimento foi realizado na sala de cultivo do Laboratério de Taxonomia e
Ecologia de Algas Continentais (LATEAC), com iluminagdo fornecida por duas
lampadas do tipo daylight de 40 W, por bancada, a temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo
de 24h.

0 in6culo acrescentado resultou em uma concentragéo inicial (dia 0) de 30,7 x 10*

n° células.mL™.



2.4 Andlise dos nutrientes

Amostras dos extratos de P. stratiotes e E. crassipes, e de meio com NPK puro
foram enviados ao laboratério CQA (Centro de Qualidade Analitica LTDA) para a
determinacdo, nas trés amostras, da concentracao ortofosfato, pelo método EPA 3050B /
1996, nitrogénio amoniacal pelo método SM4500, nitrito, nitrato pelo FQ-0279-02, e nos
extratos de macrofitas foram quantificados também ferro, manganés, cobre, zinco e boro
pelo método EPA 6010B/1996; e enxofre, pelo EPA SW 846/1994.

2.5 Avaliagéo do crescimento de Scenedesmus acuminatus

Para a composi¢do da curva de crescimento, foram retiradas aliquotas de 1mL de
cada unidade experimental, a cada dois dias, durante vinte e quatro dias. A quantificacdo
dos individuos (ind./ml) foi feita por meio de camara de Neubauer.

A taxa de crescimento (K) foi calculada utilizando a fase exponencial da curva de
crescimento, representada pelo numero de divisdes celulares da populacdo por dia, de
acordo com Stein (1973).

2.5 Biovolume

Para andlise do volume celular foram realizadas medicdes da altura e do diametro
(um) de 20 células de S. acuminatus. A figura geométrica que melhor representou a forma
da alga usada foi a de dois cones acoplados. O volume celular médio (um?®) foi calculado
utilizando a formula 1 (INAP, I.P., 2011):

V=n/12*%d*h 1)

Onde:
V=volume
d=diametro

h=altura



O biovolume (mm?.L?) foi calculado multiplicando o volume celular médio (um?)
pelo n° de células contadas (cél.mL™?) no 20° dia, quando os experimentos ja haviam
atingido a fase estacionéaria (formula 2).

Biovolume (mm3.L1) = n° de células.mL™ * volume celular (um?) * 10°° (2)

2.6 Tratamento estatistico

Os dados foram submetidos a teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov), sendo
os dados paramétricos comparados por ANOVA seguido de teste de Tukey e os ndo
paramétricos pelo teste Kruskal-Wallis seguido de teste de student-Newman-Keuls,
utilizando o programa BIOESTAT 5.0. Foram considerados dados com variacdo
significativa para o nivel de confianca de 95% (p < 0,05). As analises descritivas também

foram feitas utilizando o0 mesmo programa.
3 Resultados
Os nutrientes disponiveis nos meios antes do experimento sdo apresentadas nas

Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Composicao quimica do meio ASM1.

Componente mg/316mL
NaNOs 53,7200
MgSOs « 7TH20 15,4840
MgCl: « 6H20 12,9560
CaClz « 2H20 9,1640
KH2PO4 5,4984
NazHPO4 4,4619
H3BOs 0,7837
MnClz « 4H.0 0,4392
FeCls « 6H20 0,3413
ZnCl; 0,1059
CoClz * 6H20 0,0060
CuClz * 2H20 0,0004
EDTA « Naz 2,3510

Fonte: Gorham et al. (1964)

Tabela 3 - Composicao nutricional dos meios testados.



Pis+NPK EictNPK NPK Eic40 Eic85 Eic130

Componente (mg/316mL)  (mg/316mL) (mg/316mL) (mg/316mL) (mg/316mL) (mg/316mL)
Ortofosfato 12,15 12,01 8,52 8,73 18,55 28,37
N-amoniacal 109,18 108,88 96,38 31,24 66,38 101,53
N-nitrito 2,55 2,53 2,41 0,30 0,64 0,98
N-nitrato 0,31 0,31 0,30 0,04 0,08 0,12
Ferro 0,06 0,06 - 0,16 0,34 0,51
Manganés 0,23 0,39 - 0,98 2,08 3,19
Cobre **<LQ **<LQ - **<LQ **<LQ **<LQ
Zinco **< | Q **< | Q - **<Q **<| Q **<| Q
Boro **<LQ **<LQ - **<LQ **<LQ **<LQ
Enxofre 8,20 1,92 - 4,80 10,20 15,60

Fonte: dados do autor.

**<L.Q: Menor que o limite de quantificacéo

As curvas de crescimento nos seis tratamentos e no controle estdo demonstradas
na Figura 1. Somente Eic85 e Eic130 apresentaram fase de adaptacdo. No primeiro essa
fase durou até o 6° dia, e no segundo, até o dia 14, iniciando sua fase log a partir deste até
o fim do experimento. Todos os outros tratamentos e o controle apresentaram fase
exponencial a partir do primeiro dia indo até o 10° dia, no controle (ASM1) e NPK; até o
dia 12 em Eic+NPK; até o dia 12 para Pis+NPK e Eic40, e o Eic85 teve a fase exponencial
identificada do dia 6 a 20.

Figura 1- Curvas de crescimento de Scenedesmus acuminatus em cada tratamento
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O tratamento Eic+NPK foi o que atingiu maiores densidades celulares, 1047 x 10*
cél.mL™ no 24° dia, sequido do ASM1 (826 x 10* cél.mL™) no 22° dia, NPK (782 x 10*
cél.mL™) no 24° dia, Pis+NPK (426 x 10* cél.mL™?), no 22° dia e Eic40 (414 x 10* cél.mL"
1Y, no 24° dia, Eic85 (286 x 10* cél.mL™), no 20° dia e Eic130 (192 x 10* cél.mL™ no 24°
dia).

A queda dos crescimentos apresentada no dia 14 foi caracterizada por uma
variacdo metodologica comum aos tratamentos, portanto ndo deve ser considerada na
avaliacdo dos tratamentos.

As médias das taxas de crescimento, biovolume e volume das células sdo

apresentadas Tabela 2.

Tabela 4 — Valores médios de taxa de crescimento (K), biovolume e volume celular de

S. acuminatus nos tratamentos.

Tratamentos K ?g%%lltr_?; Volume (pm®)

ASM1 0,439 a 1,052 a 135,427 ab

NPK 0,425 a 0,964 abc 152,257 ab

Pis NPK 0,395 ab 1,092 a 336,996 a
Eic NPK 0,408 a 1,273 a 86,780 b
Eic 40 0,323 b 0,928 ab 220,586 a

Eic 85 0,201 c 0,515Db 155,871 ab
Eic 130 0,150 c 0,268 c 100,401 b

Fonte: dados do autor
* Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas
(p<0,05).

As taxas de crescimento de ASM1, NPK, Eic+tNPK e Pis+NPK foram
respectivamente 0,439, 0,425, 0,408, 0,395, e ndo apresentaram diferenca significativa
entre si (Tabela 4), sendo este Gltimo semelhante estatisticamente também ao Eic40, cuja
taxa foi de 0,323, menor do que dos primeiros citados. Os menores valores de k obtidos
foram para Eic85 e Eic130, de 0,201 e 0,150 respectivamente, ndo apresentando diferenca
significativa entre si.

O volume de ASM1, NPK, Eic40, Eic85 e Eic130 (135,42 um?®; 152,257 um?;
220,586 um?; 155,871 um?®; 100,401 pm®) ndo apresentaram diferenca significativa entre
si, 0 Pis+NPK, apesar de ter apresentado o valor mais alto, de 336,996 um®, apresentou
semelhanga estatistica com Eic40 e Eic85. O Eic+NPK apresentou o menor valor de

volume (86,780 um?®), porém, estatisticamente semelhante ao Eic85 e Eic130.



O biovolume de ASM1, NPK, Pis+NPK, Eic+NPK e Eic40 (1,052 mm3.L%; 0,964
mm3L?Y; 1,092 mmdL?; 1,273 mmiL?t; 0,928 mmiL?) apresentaram valores
estatisticamente semelhantes, sendo Pis+NPK, Eic+NPK e Eic40 semelhantes também
ao Eic85 (0,515 mms.L 1) e o Eic130 (0,268 mm?.L ) apresentou o valor mais baixo e

estatisticamente semelhante somente ao Eic85.

4 Discussao

Os seis meios de cultura apresentaram valores de nitrato menores do que o
controle ASM1, porém, compensaram esse valor com nitrogénio amoniacal, ndo presente
no meio comercial. O nitrogénio amoniacal tem vantagens em relagdo ao nitrato pelo fato
de ser mais facilmente absorvido pelas algas, uma vez que ndo precisa ser reduzido a
nitrito e a amonio antes de ser incorporado (YIN et al., 1998), gerando uma economia
energetica.

O fosforo, por sua vez, foi encontrado em quantidades aproximadamente iguais
em quase todos 0os meios em comparacdo com 0 ASM1, exceto Eic85, que apresentou
quase o dobro e Eic130, com quase o triplo. Esse nutriente é requerido em pequenas
quantidades pelas algas. Quando em grandes quantidades, podem causar inibicdo como
documentado em Baumgartner et al. (2013). Essa inibicdo pode ter contribuido para
menor densidade apresentada em Eic85 e Eic130.

Os micronutrientes detectados nos extratos foram manganés, ferro e enxofre. Os
demais micronutrientes estavam abaixo da capacidade de quantificacdo dos testes
quimicos usados, o que ndo significa que eles ndo estavam presentes.

Lima et al. (2003) comparando massa seca de Eichhornia e Pistia, nédo
encontraram diferencas significativas entre os macro e micro nutrientes das duas espécies,
assim como a quantificacdo nutricional dos extratos das duas macrofitas do presente
trabalho n&o diferiu grandemente entre si.

A quantificacdo dos nutrientes do extrato de Eichhornia + NPK em Sipauba-
Tavares et al. (2009) apresentou valores muito menores do que os encontrados no presente
trabalho (Tabela 4). Além disso, o valor de fosfato encontrado por aqueles autores foi
superior aos valores de nitrogénio, 0 que € atipico, visto que compostos nitrogenados,
normalmente, sdo mais abundantes do que fosforo em NPK (20:05:20) e em macrofitas
(HENRY-SILVA; CAMARGO, 2006; HENRY-SILVA; CAMARGO, 2002, SIPAUBA-
TAVARES; BRAGA, 2007)



Tabela 4 — Comparagéo dos nutrientes presentes nos extratos Eichhornia + NPK dos
dois trabalhos

Sipauba-Tavares et al. (2009) Presente estudo
Amonia (mg/316 mL) 0,028 108,88
Nitrito (mg/316 mL) 0,00021 2,53
Nitrato (mg/316 mL) 0,045 0,315
Ortofosfato (mg/316 mL) 0,098 12,01

Fonte: Sipalba-Tavares et al. (2009) e dados do proprio autor

Essas variacbes podem ter ocorrido por alguma diferenca metodoldgica na
confeccdo do extrato, ou pelo fato do NPK ser de marca diferente ou pelas Eichhornias
terem sido coletadas de lugares distintos, tendo, portanto, variagdes nutricionais.

Assim como no presente trabalho, Henry-Silva e Camargo (2006) também
registraram valores maiores de manganés e ferro na massa seca de Pistia e Eichhornia,
em relacdo aos outros micronutrientes. Igualmente, Sipauba-Tavares e Braga (2007)
também encontraram a mesma propor¢do em extrato de Eichhornia.

Como as macrdfitas aquaticas sdo filtradoras do meio em que vivem, absorvendo
0s nutrientes do ambiente e incorporando em sua biomassa, esses valores nutricionais
provavelmente sdo passiveis de mudancas. Dessa forma, os nutrientes encontrados no
extrato podem refletir os ambientes em que vivem. Em estudo realizado na lagoa Juara,
Almeida e Fernandes (2013) registraram altas concentrac6es de ortofosfato, fosforo total,
nitrogénio total e nitrogénio amoniacal, classificando esse ambiente como eutréfico.
Duarte (2014) registrou concentracdo de ferro de 1,237 a 2,614 mg/L, superior ao valor
maximo estabelecido pelo CONAMA (0,3 mg/L) para lagoas e concentracGes de
manganés de 0,04 a 0,056 mg/L. Isso pode ter influenciado nas concentragdes registradas
no extrato das duas macrofitas.

O alto indice de enxofre encontrado nos extratos pode ser compreendido pela
abundancia desse elemento em matéria organica principalmente na composicdo de
aminoéacidos (LOURENCO, 2006).

Os compostos encontrados nos extratos de Pistia e Eichhornia apresentaram
variedade e concentragdes suficientes para o crescimento de Scenedesmus acuminatus.
Porém, o tratamento Pis+NPK apresentou valores de crescimento menores do que NPK
puro, sugerindo que a adigdo do extrato prejudicou um pouco o crescimento da alga. Esse

fato pode ser explicado por algum possivel composto alelopatico produzido pela



macrofita Pistia, o qual acabou sendo transferido para o extrato. Ja foi documentada acéo
inibitoria de metabdlitos secundarios produzidos por esta macréfita sobre algas (GRECA
etal., 1999).

Os valores de K obtidos no presente trabalho para Eic+NPK e controle (0,408 e
0,439, respectivamente) foram parecidos aos registrados por Sipauba-Tavares et al.
(2009), cultivando Ankistrodesmus gracilis, (0,36 e 0,40, respectivamente), entretanto o
meio comercial usado por eles foi 0 CHU 1».

Da mesma forma como ocorrido no presente estudo, no qual a densidade de
Eic+NPK alcancou densidade superior ao controle, a densidade méaxima alcancada pelo
extrato enriquecido de Sipalba-Tavares et al. (2009) (525,02 x 10° células.mL™?) também
foi maior do que o meio convencional (447,93 x 10° células.mL™), demonstrando o
potencial do extrato dessa macrofita acrescido de NPK em substituir os meios de cultura
comerciais.

Sipauba-Tavares et al. (2011) também usaram NPK e EIC+NPK, porém em trés
diferentes recipientes (recipiente de fibra de vidro, garraféo e sacola plastica) para cultivar
A. gracilis e as taxas de crescimento foram menores em todos os tratamentos, em
comparagdo com o presente estudo. Os valores de K obtidos para Eic+NPK, na ordem
recipiente de fibra de vidro, garrafdo e sacola plastica, foram: 0,30; 0,14; 0,16. Os
resultados foram justificados devido a coloracdo escura do extrato. Apesar da dilui¢éo ter
sido a mesma usada no presente trabalho, o volume dos recipientes foi de 13L, e isso pode
ter intensificado a coloracdo final, trazendo mais prejuizo em comparacdo ao volume
usado nesta pesquisa (316 mL).

Os resultados de K para NPK, do trabalho citado, na mesma ordem anterior
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2011), foram: 0,38; 0,24; 0,46. Somente o cultivo em
sacola plastica apresentou valor de K proximo ao encontrado no tratamento com NPK no
presente estudo (0,425). Os outros recipientes apresentaram taxas de crescimento
menores. Somente 0 meio controle usado por aqueles autores (CHU12) apresentou
resultados de K e densidade celular proximos ao nosso controle (ASM1): 0,40; 0,42; 0,44
e 70,85 x 10% 62,92 x 10°; 73,06 x 10° (recipiente de fibra de vidro, garrafdo e sacola
plastica, respectivamente).

Baumgartner et al. (2013), cultivando S. acuminatus em meio com NPK
(20:05:20) e dois meios de cultura comerciais MC e DM, apresentou piores resultados
para taxa de crescimento no meio com NPK em relagdo aos meios comerciais. Eles

justificaram esse resultado pelo alto valor de fosforo presente nesse meio. De fato, a



concentragéo desse componente no meio foi de 515 mg / 316 mL (ou 1,63 g.L ), muito
maior se comparado aos 8,52 mg / 316 mL encontrados no presente estudo, que obteve
resultados satisfatdrios do NPK em relacdo meio de cultura comercial. Com esses
resultados pode-se inferir que altas doses de nutrientes, principalmente fosforo, podem
vir a ser prejudiciais ao desenvolvimento da espécie estudada.

Em varios estudos as macrofitas aquaticas ja demostraram possuir nutrientes
suficiente em sua composigéo para serem usadas na fertilizagdo de culturas. Tepe et al.
(2006) usaram massa seca de trés espécies de macrofitas e lodo como Unica fonte de
nitrogénio para cultivo de Scenedesmus acuminatus. A macréfita Nymphaea, por possuir
maior porcentagem de nitrogénio em sua composicdo (1,96%) em relacdo a Typha e
Myriophyllum (1,21% e 1,53%), apresentou cultivo com maior densidade (158 x 10*
individuos.mL™?), seguido de Myriophyllum (129,3 x 10* individuos.mL™) e Typha (112
x 10% individuos.mL™?). Essas trés densidades encontradas por Tepe et al. (2006) foram
inferiores as encontradas no presente trabalho para os tratamentos e o controle, isso se
deve ao fato da densidade usada por Tepe et al. (2006) ser do 6° dia de crescimento algal,
portanto um experimento curto que poderia ter alcancado densidades maiores nos
tratamentos, porém, ndo tinha esse objetivo. Além disso, podem ocorrer variacdes de
densidade de microalgas entre os trabalhos, mesmo usando mesmas espécies, devido a
diferencas de metodologias e cepas usadas.

Ao analisar o resultado obtido nos trés tratamentos com diferentes dilui¢cGes do
extrato puro de Eichhornia (Eic40, Eic85 e Eic130), foi possivel perceber sua capacidade
de nutrigdo para a alga, possibilitando seu crescimento. Entretanto, a turbidez do extrato
pareceu influenciar o cultivo de S. acuminatus. Apesar dos trés tratamentos terem
apresentado concentracdo crescente de nutrientes pela presenca de maior volume de
extrato (40, 85 e 130 mL), os valores de K e densidade celular maximo foram
inversamente proporcionais a turbidez do meio, provocada pela coloragdo deste. 1sso
ocorre porque a medida que a turbidez aumenta ocorre maior dispersao e absorcéo da luz
pelas particulas dissolvidas ou ndo no meio, 0 que impede que a penetracdo de luz ocorra
favoravelmente em linha reta (SILVA e OLIVEIRA, 2001), diminuindo a disponibilidade
desse recurso para as algas e prejudicando a fotossintese.

Taher (2013) também verificou tal problema na coloracdo do biodigestor suino
usado em seu trabalho, e a turbidez do seu extrato concentrado prejudicou o crescimento
de Scenedesmus sp. Apesar da turbidez reduzir o crescimento das algas, o extrato de

Eichhornia puro apresentou crescimento satisfatério (principalmente Eic40) com custo



zero. Portanto, esta € uma op¢do muito econdmica para a producdo em larga escala, desde
que seja ajustada sua diluicdo para proporcionar turbidez adequada.

Com relagdo ao volume das células encontrados, os tratamentos ndo apresentaram
diferencas significativas que possam ser atribuidas a algum aspecto do meio. Variagdes
de tamanho peso em algas como Scenedesmus sdo normais e demonstram uma
plasticidade comum a algumas espécies (ROCHA, et al., 2003; SIPAUBA-TAVARES et
al., 2011). Apesar disso, é possivel perceber uma certa tendéncia entre as trés diluicbes
Eic40, Eic85 e Eic130, de aumento de volume celular. 1sso pode ser explicado pelo fato
da turbidez crescente diminuir a penetracdo de luz para a cultura e assim diminuir a
fotossintese e a sintese de compostos estruturais e fisioldgicos responséaveis pelo
crescimento celular. Claustre e Gostan (1987) documentaram em Hymenomonas elongata
a relacdo entre os menores tamanhos de células com a menor intensidade luminosa.

O baixo volume do cultivo em Eich+NPK poderia ser explicado pela turbidez de
18,3 NTU desse tratamento somado ao auto-sombreamento provocado pela alta
densidade encontrada.

O valor do biovolume traduz a densidade do dia 20 e o volume das células. Dessa
forma, quase todos os tratamentos apresentaram valores préximos, somente o Eic130
apresentou valor muito menor e diferente dos demais. Esse tratamento apresentou menor
biovolume, principalmente, por apresentar densidade celular muito pequena no dia 20 em
comparagao aos outros tratamentos.

Eic+NPK mesmo apresentando menor volume de todos, teve o maior biovolume
pelo fato da densidade algal do dia 20 ter sido muito superior aos outros tratamentos,

inclusive ao controle.

5 Conclusotes

Os dados obtidos permitem concluir que os tratamentos NPK, Pis+NPK e
Eic+NPK apresentaram taxas de crescimento, densidade celular e biovolume compativeis
ao meio de cultura comercial (ASM1), em especial Eic+NPK. Este apresentou maior
densidade celular e biovolume do que o controle, representando assim alternativa aos
meios de cultura convencionais, juntamente com os demais.

Dos tratamentos com extrato puro, Eic40 apresentou resultados satisfatorios e

com custo zero, podendo ser usado para o cultivo de S. acuminatus, desde que, observada



a diluicdo ideal para evitar elevada turbidez do meio e consequente inibicdo do
crescimento da alga.

Mais estudos devem ser realizados a fim de verificar a potencialidade do extrato
puro de Pistia e investigar com mais detalnamento a possivel producdo de compostos

alelopaticos.
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