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RESUMO GERAL

THOMAZ-GORINI, Luciana Almada, D. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Outubro de 2014. Crescimento Populacional, Qualidade
Nutricional e Eficiéncia Fotoquimica de Microalgas Continentais Cultivadas em
Diferentes Espectros de Luz e Disponibilidades de N-P-K. Orientador: Eliemar
Campostrini. Coorientador: Atanasio Alves do Amaral.

EXPERIMENTO |

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Ecologia Aquética e Producdo de
Plancton (LEAPP) do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do
Espirito Santo (Ifes). O Campus de Alegre localiza-se no km 40 da Rodovia
Cachoeiro-Alegre, na Fazenda Caixa-D’Agua, Distrito de Rive, Municipio de Alegre,
ES. Com o objetivo de avaliar o efeito da utilizacdo de trés tipos de adubos

comerciais (N-P-K) em diferentes concentracdes e solubilizacdes em agua destilada
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(1g, 5g e 10g L™) avaliando a taxa de crescimento dos meios cultivados e o valor
nutricional das microalgas em cultivo misto Ankistrodesmus sp e Scenedesmus sp.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial completo 3*, em triplicata. Como adubos comerciais & base de N-P-K, foram
testados os seguintes fertilizantes: Adubol (25-05-15) + 11% de S (enxofre) (solugéo
de 1g L™) (T1); (solucdo de 5g L™) (T2); (solugéo de 10g L™) (T3); Adubo2 (15-09-
12) granulado de liberac&o lenta (solucdo de 1g L™) (T4); (solucdo de 5g L™) (T5);
(solucéo de 10g L™) (T6); Adubo3 (18-18-18) solGvel em p6 (solucdo de 1g L™ (T7);
(solucéo de 5g L™) (T8) e (solucdo de 10g L™ (T9). Os resultados do crescimento do
namero de células mL™ da microalga Ankistrodesmus sp., analisados pelo teste de
Tuckey demonstraram diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos
cultivados com o fertilizante (25-05-15) + 11% de S (enxofre). O T3 (Solucdo de 10g
L™) apresentou melhor desempenho no crescimento das células, enquanto o T1
(solugdo de 1g L™) foi considerado intermediario e o T2 (solucdo de 5g L)
apresentou o pior desempenho com relacdo ao desenvolvimento da microalga do
género Ankistrodesmus sp. Os melhores resultados foram obtidos com a microalga
Scenedesmus sp., com os fertilizantes comerciais (15-09-12) granulado de liberacéo
lenta e (18-18-18) solivel em pé (solucdo de 1g L™). Analisados pelo teste de
Tuckey ndo demonstraram diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos.
Portanto, os resultados observados com relacdo ao crescimento celular e 0 bom
estado nutricional das microalgas Ankistrodesmus sp..e Scenedesmus sp., nas
condicBes experimentais adotadas, sob o efeito dos fertilizantes comerciais testados

alcancaram altas densidades em um curto espaco de tempo.

Palavras-chave: Cultivo misto, Ankistrodesmus sp., Scenedesmus sp., fertilizacao,
N-P-K.
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EXPERIMENTO II

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Ecologia Aquética e Producdo de
Plancton (LEAPP) do Instituto Federal de Educagédo, Ciéncia e Tecnologia do
Espirito Santo (Ifes). O Campus de Alegre localiza-se no km 40 da Rodovia
Cachoeiro-Alegre, na Fazenda Caixa-D’Agua, Distrito de Rive, Municipio de Alegre,
ES. Objetivou-se neste trabalho testar a influéncia de dois adubos a base de
fertilizantes quimicos comerciais N-P-K 15-05-30 (solucéo de 10g L™) pé soltvel e
15-09-12 (solugéo de 10g L™) granulado em funcéo do tipo de luz (luz branca, luz
azul e luz vermelha) no desenvolvimento da microalga Volvox sp., avaliando a taxa
de crescimento, o valor proteico, o rendimento quantico maximo do fotossistema Il e
0 indice fotossintético. Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente
casualizado, distribuido em esquema fatorial completo 23, em triplicata. Realizando-
se 0s seguintes testes: Espectro de luz branca (15-09-12) granulado solucdo de 10g
L™ (T1), espectro de luz azul (15-09-12) granulado solucdo de 10g L™ (T2); espectro
de luz vermelha (15-09-12) granulado solucdo de 10g L™ (T3); espectro de luz
branca (15-05-30) p6 solivel solucdo de 10g L™ (T4); espectro de luz azul (15-05-30)
p6 soltvel solucdo de 10g L™ (T5); espectro de luz vermelha (15-05-30) p6 solGvel
solucéo de 10g L™ (T6). Os resultados do crescimento do nimero de células mL™ da
microalga Volvox sp., analisados pelo teste de Tuckey demonstraram diferenca
significativa (P>0,05), os tratamentos T2 (15-09-12) Luz azul e T5 (15-05-30) Luz
azul apresentaram o melhor desempenho no desenvolvimento da microalga Volvox
sp., enquanto os T3 (15-09-12) Luz vermelha, T6 (15-05-30) Luz vermelha e o T1
(15-09-12) Luz branca e T4 (15-05-30) Luz branca apresentaram o pior desempenho
para o crescimento celular (nimero de células mL™). O rendimento quantico méaximo
do FSII, representado pela relacdo Fv/Fm, em todos os tratamentos realizados néo
apresentou diferenca significativa (P<0,05). O PI (indice fotossintético) para os
tratamentos T1 (15-05-30) Luz vermelha, T2 (15-05-30) Luz azul, T3 (15-05-30) Luz
branca, T4 (15-09-12) Luz vermelha, T5 (15-09-12) Luz azul e T6 (15-09-12) Luz

branca, ndo apresentou diferenca significativa (P<0,05), apresentando valores do
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indice fotossintético entre 0,06-0,08. Demonstrando diferenca significativa (P>0,05)
quando realizada a andlise estatistica pelo teste de Tuckey, entre os tratamentos T4
(15-05-30) Luz branca comparado com os tratamentos T5 (15-05-30) Luz azul e T6
(15-05-30) Luz vermelha. O resultado da andlise proteica apresentou teores de
Proteina Bruta (PB) elevados nos tratamentos: T3 (15-05-30) Luz branca e T6 (15-
09-12) Luz branca. Com relacdo aos demais tratamentos T1 (15-05-30) Luz
vermelha, T2 (15-05-30) Luz azul, T4 (15-09-12) Luz vermelha e T5 (15-09-12) Luz
azul, ndo atingiram o valor de 30% PB. Portanto, os resultados demonstraram que a
utilizacdo do adubo comercial (15-05-30) Luz branca (fluxos fotossintéticos da Luz
branca) apresentou melhor capacidade fotossintética e estado proteico no
desempenho da microalga Volvox sp. Podendo ser utilizado para cultivos deste

género de microalga.

Palavras-chave: Cultivo, Volvox sp., capacidade fotossintética, fertilizacdo mineral.
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GENERAL ABSTRACT

THOMAZ-GORINI, Luciana Almada, D. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. October 2014. Growth, Nutrition Efficiency and
Continental Microalgae Photosynthetic Capacity under Different Photosynthetic
Photon flows and availability of Mineral nutrients. Advisor: Eliemar Campostrini.
Co-Advisor: Atanasio Alves do Amaral.

EXPERIMENT |

This work was performed at the Laboratory of Aquatic Ecology and Production
of Plankton (LEAPP), Federal Institute of Science and Technology of the
Espirito Santo (Ifes) education. The Campus Alegre is located at kilometer 40 of
Highway Cachoeiro-Alegre, in the Farm-Box D'Agua, District Rive, municipality
of Alegre, ES. With the objective of evaluating the effect of using three types of
commercial fertilizers (N-P-K) at different concentrations and solubilization in

distilled water (1g, 5g and 10g L™) evaluating the growth rate of the cultured
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media and the nutritional value of microalgae in mixed cropping Ankistrodemsus
sp and Scenedesmus sp. The experimental design was completely randomized
full factorial 33, in triplicate. As commercial-based N-P-K fertilizers, the following
fertilizers were tested: Fertilizerl (25-05-15) + 11% S (sulfur) (solution 1g L™)
(T1); (Solution 5g L™) (T2); (solution 10g L™) (T3); Fertilizer2 (15-09-12)
granular slow release (solution 1g L™) (T4); (solution 5g L™) (T5); (solution 10g
L) (T6); Fertilizer3 (18-18-18) (solution of 1 g L™ (T7); (Solution 5g L™) (8) and
(solution 10g L™) (T9). The results of the growth in the number of cells mL ™ of
microalgae Ankistrodemsus sp. Analyzed by Tuckey test showed significant
differences (P> 0.05) between treatments grown with fertilizer (25-05-15) + 11%
of S (sulfur). The T3 (solution of 10g L™) performed better on cell growth, while
T1 (solution 1g L") was considered intermediate and T2 (solution 5g L™) had
the worst performance with respect to development of microalgae of the genus
Ankistrodemsus sp., the microalgae Scenedesmus sp., performed better growth
in the number of cells mL™?, with commercial granular fertilizer (15-09-12) and
slow release (18-18-18 ) (solution of 1g L™). Analyzed by Tuckey test showed
no significant differences (P< 0.05) between treatments. Therefore, the results
found that cell growth and good nutritional status of microalgae Ankistrodemsus
sp., and Scenedesmus sp., the experimental conditions adopted, under the
effect of the tested commercial fertilizers reached high densities in a short time

and possibly lowers cost of production.

Keywords: mixed crops, microalgae, Ankistrodemsus sp, Scenedesmus sp,
fertilization, NPK.

EXPERIMENT I

This work was performed at the Laboratory of Aquatic Ecology and Production



of Plankton (LEAPP), Federal Institute of Science and Technology of the
Espirito Santo (Ifes) education. The Campus Alegre is located at kilometer 40 of
Highway Cachoeiro-Alegre, in the Farm-Box D'Agua, District Rive, municipality
of Alegre, ES. The aim of this work is to test the influence of two fertilizer-based
commercial chemical fertilizers NPK 15-05-30 (Solution 10g L™) and 15-09-12
(Solution 10g L™) in granular slow release depending on the type of light (white
light, blue light and red light) in the development of microalgae Volvox sp.
assessing the rate of growth, protein value, maximum quantum efficiency of
photosystem Il and the photosynthetic rate. A completely randomized
experimental design, distributed in 2° full factorial design, was used in triplicate.
The following tests were performed: Spectrum of white light (15-09-12) slow
release granular solution of 10g L™) (T1); Spectrum grainy blue light (15-09-12)
slow release solution of 10g L™) (T2); Spectrum of red light (15-09-12) slow
release granular solution 10g L™) (T3); Spectrum of white light (15-05-30)
solution of 10g L™) (T4); Spectrum of blue light (15-05-30) solution of 10g L™)
(T5); Spectrum of red light (15-05-30) solution of 10g L™) (T6). The results of
the growth in the number of cells mL™ of microalgae Volvox sp. Analyzed by
Tuckey test showed significant differences (P >0.05) and T2 treatments (15-09-
12) Blue Light and T5 (15-05 -30) blue light showed the best performance in the
development of microalgae Volvox sp., while T3 (15-09-12) red light, T6 (15-05-
30) red light and T1 (15-09-12) white light and T4 (15-05-30) white light showed
the worst performance for cell growth (number of cells mL™). The maximum
guantum yield of PSII, represented by the Fv / Fm ratio in all treatments showed
no significant difference (P< 0.05). The PI (photosynthetic index) for T1 (15-05-
30) red light, T2 (15-05-30) Light blue, T3 (15-05-30) White light, T4 (15-09-12)
treatments red light, T5 (15-09-12) blue light and T6 (15-09-12) white light,
showed no significant difference (P< 0.05), with values of photosynthetic rate
between 0.06-0.08. Demonstrating a significant difference (P >0.05) when
performed statistical analysis by Tuckey test between T4 (15-05-30) White light
treatments compared with treatments T5 (15-05-30) Light blue and T6 (15-05-
30) red light. The result of the chemical analysis showed high levels of crude
protein (CP) in the treatments T3 (15-05-30) White light and T6 (15-09-12) white
light. With the other treatments T1 (15-05-30) red light, T2 (15-05-30) Light blue,

Xi



T4 (15-09-12) Red Light and T5 (15-09-12) Light blue, not amounted to 30%
CP. Therefore the results showed that the use of commercial fertilizer (15-05-
30) White light (photosynthetic fluxes of white light) showed better
photosynthetic capacity and nutritional status in the performance of microalgae

Volvox sp., may be used for cultivation of microalgae in this genre.

Keywords: Cultivation, Volvox sp., mineral nutrition, photosynthetic capacity,

light spectrums.
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1. INTRODUCAO GERAL

As algas apresentam uma ampla distribuicdo geografica, podendo ser
encontradas em praticamente todas as condicdes ambientais da Terra, desde
solos férteis a ambientes extremamente aridos com altas temperaturas do ar
diurnas e reduzidas temperaturas do ar durante a noite (Bhattacharya e Medlin,
1998).

Segundo Lee (1989), a maior parte destes seres vive nos ambientes
aquaticos, tanto marinhos quanto em aguas continentais. Nestes ultimos
ambientes, encontra-se a maior prevaléncia das microalgas, as quais fazem parte
do fitoplancton, que sdo assim chamados os organismos fotossintetizantes que
flutuam nos corpos d’agua. Devido a eficiéncia fotossintética destes organismos,
estas formam a base da cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos, e sao
responsaveis por cerca de 50 % da fixacdo de carbono e producédo de oxigénio do
planeta (Oliveira, 2009).

Dentro do campo da utilizacdo das algas, os estudos sobre a producao e
a qualidade dos lipidios produzidos por microalgas, podem indicar que o cultivo
destes organismos pode resultar na producdo de biocombustiveis como o
biodiesel, o que poderia substituir os combustiveis fosseis provenientes do refino
de petréleo (Brown, 2002). O cultivo de algas pode ser uma alternativa
tecnologica para o desenvolvimento de fontes de energias “limpas”, uma vez que

estes organismos podem assimilar o dioxido de carbono, e assim reduzir os niveis



deste gas de efeito estufa na atmosfera (Borges et al., 2007).

A producdo de algas possui objetivos diversos: podera vir a ser
empregada nos tratamentos de esgoto e efluentes organicos, na producgao
guimica comercial, na aquicultura, na bioconservacdo da energia solar, dentre
outros (Sipauba-Tavares e Rocha, 2003).

As microalgas podem ser utilizadas no consumo humano, como fonte
suplementar de proteinas, carboidratos, acidos graxos, pigmentos, vitaminas,
entre outras substancias. Algumas espécies de microalgas sao utilizadas como
matéria-prima na industria de alimentos e farmacéutica (Borowitzka e Borowitzka
1988; Borowitzka, 1997).

A biotecnologia das algas é reconhecida mundialmente como fonte de
diferentes produtos de suma importancia. Nesse contexto, particularmente as
microalgas constituem uma boa opc¢éo para o aporte de proteinas, vitaminas e
minerais para pessoas e animais (Ohse et al., 2009).

Segundo Nayar et al. (1998), a natureza oferece uma grande diversidade
de organismos vivos, ricos em vitaminas e minerais, podendo em ambientes
artificiais, ser enriquecidos pela incorporacdo de vitaminas, aminoacidos, acidos
graxos essenciais e minerais. Assim, esses compostos poderdo ser transferidos
via cadeia alimentar para os consumidores finais. Contudo, esta € uma tecnologia
muito cara. Entretanto, investiga-se a possibilidade de utilizar fontes alternativas
como possiveis nutrientes no cultivo de microalgas, e, assim obter um consenso
no que diz respeito aos custos de producéo (Cabrales e Gonzalez, 2004).

Na aquicultura a producdo das microalgas é a parte mais dispendiosa
associada ao cultivo de larvas, pois requer disponibilidade de espaco, trabalho
intensivo e assepsia rigorosa (Palmer et al., 1975; Shaw, 1979; Coutteau e
Sorgeloos, 1992; Sipauba-Tavares e Pereira, 2008; Sipauba-Tavares e Fioresi,
2008).

Nas ultimas décadas, mais de 100 espécies de microalgas foram testadas
e avaliadas para uso na aquicultura, mas dentre estas, apenas aproximadamente
20 tiveram seu uso difundido (Brown et al.,, 1997; Olaizola, 2003), pois
apresentaram os atributos fundamentais para o sucesso na aquicultura (Laing,
1991). Entre estes atributos destacam-se o tamanho apropriado para ingestao, a

boa disgestibilidade, o alto valor nutricional, a auséncia de toxinas, as altas taxas



de crescimento e a diviséo celular, bem como a facilidade de manutengéao (Brown
et al., 1997). Dentre as diversas espécies de microalgas planctonicas cultivaveis,
0s géneros Chlorella, Dunaliella e Spirulina, tém sido amplamente usados na
aquicultura devido ao bom crescimento destes organismos em diferentes
condicdes fisico-quimicas, suportando assim variacdes de temperatura, pH e
intensidade luminosa (Pereira, 2001; Sipauba-Tavares e Rocha, 2003). Estes
géneros também séo conhecidos por se adequarem a necessidade nutricional de
larvas e pés-larvas de camardes de agua doce, assim como de alevinos, artémia
e rotiferos (Sipauba-Tavares e Rocha, 1993; Hardy e Castro, 2000; Sipauba-
Tavares et al., 2009).

Todavia, o alto custo de producdo dos cultivos de microalgas para sua
utilizacdo na aquicultura afeta a rentabilidade dos produtores. Assim, para
aumentar o rendimento e reduzir 0s custos S&0 necessarias pesquisas que
resultem na utilizacéo de espécies mais produtivas (Borowitzka, 1997), bem como
os estudos relacionados a otimizacdo dos fatores nutricionais e do ambiente,
como a disponibilidade de CO; e intensidades luminosas adequadas ao bom
crescimento destes organismos. Para algumas aplicacdes particulares ou setores
da industria, seria interessante a utilizacdo de novas espécies com uma melhor
gualidade nutricional ou rapido crescimento, que poderiam melhorar a taxa
produtiva dos organismos alimentados com as microalgas (Brown, 2002).

No intuito de selecionar espécies de microalgas como fonte de alimento
na aquicultura, muitas espécies foram e continuam sendo estudadas (Thomaz et
al., 2004). As preferidas sado aquelas que reunem qualidades ideais de nutricao,
de digestibilidade e que apresentem tamanhos celulares compativeis na criacéao
de larvas e poés-larvas de camarbes de agua doce, bivalves, assim como de
alevinos, criados em diferentes estagios de desenvolvimento, e que suportem as
condicdes de cultivo (Silva et al., 2004).

Portanto, ha a necessidade de realizar pesquisas visando o
desenvolvimento e, principalmente, ao aperfeicoamento dos sistemas de cultivo
conhecidos. Essas pesquisas se fazem necessarias para a identificacdo dos
produtos que podem ser extraidos das microalgas de agua doce, da possivel
atividade biologica (estudos metabolicos e toxicoldgicos) e do desenvolvimento de

mercados especificos para estes produtos. Sendo assim, torna-se necessario



alcancar uma tecnologia de producdo adequada aos sistemas artificiais além do
conhecimento da biologia e do valor nutricional dos organismos produzidos, para
obter éxito na produgéo.

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo estudar em condicdo de
laboratério, o cultivo misto das microalgas dos géneros: Ankistrodesmus e
Scenedesmus avaliando o crescimento celular e valor proteico, sob o efeito de
diferentes concentracdes de adubos quimicos comerciais. A avaliagdo do
crescimento celular, o valor proteico e a capacidade fotossintética da microalga
Volvox sp., utilizando dois adubos quimicos comerciais associados a trés tipos de

espectros de luz diferentes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Com relacdo ao cultivo de algas, segundo relatos de Sipauba-Tavares e
Rocha (2003), um grande impulso no cultivo em massa ocorreu entre 1955 e
1970, devido a construcdo de pequenos laboratérios que, posteriormente, foram
substituidos por sistemas de cultivo em grande escala. Os géneros Chlorella sp e
Scenedesmus sp., foram as primeiras microalgas investigadas, pela facilidade no
cultivo.

Em nivel mundial, o crescente interesse em tecnologias limpas,
sustentaveis e organicas, na obtencdo de produtos para o consumo humano,
demanda uma continua busca por espécies e/ou variedades capazes de sintetizar
grandes quantidades de compostos especificos como proteinas, acidos graxos e
carboidratos usados na sintese de platicos ou fertilizantes potencializando a
biossintese desses compostos (condicdes de cultivo, melhoramento genético,
etc.). Além das substancias ja conhecidas: proteinas para racdo animal, acidos
graxos essenciais como o 6mega 3, a quantidade de compostos de interesse

comercial que podem ser obtidos a partir das microalgas parece ser imprevisivel



para aplicacdo nas industrias alimenticia e farmacéuticas (Ferreira et al., 2013).
Como exemplo, as algas Chlorella, Dunaliella e Spirulina, que sao cultivadas
como alimento para organismos aquaticos, e utilizadas na extracdo de produtos
guimicos de alto valor monetario podem também ser utilizadas para tratamentos
de efluentes (Pereira, 2001; Sipauba-Tavares e Pereira, 2008).

Nos Estados Unidos, Oswald et al. (1968) e Oswald (1960)
revolucionaram a tecnologia do cultivo em larga escala para utilizagcdo das algas
no tratamento de esgotos e na producao de proteina. Na década de 70, Goldman
et al. (1979), aproveitando as técnicas ja existentes, deram um grande impulso na
tecnologia de producdo de algas marinhas em grande escala, utilizando viveiros
de 15 m? e realizando experimentos com duracéo entre 6 e 18 meses. Nestas
condicdes, a producédo de diatoméaceas obtida foi em torno de 6 a 10 g m? dia™.

No Japdao, na Franca, na Espanha, no Peru entre outros, o interesse pelo
cultivo em massa surgiu apos a Segunda Guerra Mundial, com a introducéo da
bioengenharia no cultivo de Chlorella. No Japédo, a primeira cultura externa
(outdoor) foi desenvolvida em 1953, em tanques de 15 m?, por Mitya et al. (1953),
(in: Goldman, 1979), com uma producdo média de 3,5 g mdia™. Ainda na década
de 50 do século passado, Morinaura et al. (1955) (in: Goldman, 1979) elevaram a
producdo para 16 a 17 g m*dia™.

No final da década de 50, surgiram pequenas e grandes industrias para o
cultivo de Chlorella, com uma producdo de 300 toneladas para um total de 10
companhias industriais (Sipauba-Tavares e Rocha, 2003).

Na Alemanha, os primeiros trabalhos datam da época da Segunda Guerra
Mundial, quando as algas eram cultivadas em massa para a producéo de gordura.
A partir de meados da década de 50, as pesquisas tiveram grande impulso, sendo
culturas continuas, sofisticadas, de Scenedesmus sp. e Coelastrum sp.,
produziram 30g m® dia®. Posteriormente, esse pais fez convénios com o0s
governos da Tailandia, da india e do Peru para producédo de Scenedesmus sp. e
Spirulina sp., (Sipauba-Tavares e Rocha, 2001).

A Tailandia, na década de 60, apresentou uma tecnologia para cultivo em
grande escala utilizando culturas mistas de microalgas. Israel iniciou o cultivo na
década de 50, em pequena escala, utilizando cultivos de Chlorella sp., com adi¢éo

de CO,, aplicando a circulacédo e luz artificial. Ja na década de 70, em parceria com



industrias privadas, passou a desenvolver o cultivo em massa da alga verde,
unicelular, marinha, denominada Dunaliella sp., (Sipauba-Tavares e Rocha, 2001).

A partir de 1951, a Rdussia, Bélgica e a Holanda iniciaram o cultivo e a
producdo de Chlorella sp., com niveis de 10 a 20 g m® dia™, e de algas azuis
como Anabaena variabilis e Spirulina platensis. Estes tipos de algas sé&o bastante
utilizados na producdo controlada de fitoplancton e zooplancton marinhos e de
agua salobra. Contudo, em relacdo ao plancton de agua doce, ainda sé&o
necessarios estudos relacionados a producdo em larga escala, com a utilizacdo
de espécies regionais de facil obtencao de indculos (Sipauba-Tavares e Rocha,
2001; Sipauba-Tavares e Pereira, 2008). Desta maneira, estas informacdes
fortalecem a proposta deste trabalho.

No Brasil, o cultivo de algas marinhas teve inicio na década de 80 do
século anterior, porém em relacdo as espécies de agua doce, os trabalhos estéo
voltados para cultivos laboratoriais, em pequena escala (Giani, 1991; Sipauba-
Tavares e Rocha, 1993; Macedo, 1999).

A partir da segunda metade da década de 80, novos enfoques foram
direcionados as linhas de pesquisa dentro dos estudos de selecdo de espécies
com melhor potencial de crescimento, adaptacédo ao cultivo e valor nutricional do
plancton (Arredondo-Figueroa et al., 1998).

Atualmente ha um interesse voltado para a ficologia aplicada,
principalmente em &reas como aquicultura na determinacdo da qualidade
nutricional e composicdo quimica de alimentos plancténicos para animais em
cativeiro (Sicko-Goad e Andersen, 1991; Sipauba-Tavares e Rocha, 1993; Hardy e
Castro, 2000; Sipauba-Tavares et al., 2009; Ferreira et al., 2013).

Apesar de ser uma atividade consolidada em outros paises, a producao
comercial de microalgas no Brasil tem sido realizada por empresas (localizadas
no litoral de Santa Catarina e de praticamente todos os estados da Regido
Nordeste) que produzem a biomassa e a emprega principalmente na alimentacao
de organismos como camardes e moluscos marinhos. Nao ha informacdo da
producdo em grande escala para a obtencdo de biomassa ou para a extracédo de
compostos bioativos visando outras aplicacdes. Somente existem iniciativas ainda
em carater experimental em diversos centros de pesquisa e, em geral,

trabalhando isoladamente (Derner et al., 2006; Ferreira et al., 2013).



2.2  IMPORTANCIA DAS ALGAS

Cada ecossistema aquatico possui um conjunto proprio de organismos
planctonicos, cuja variedade, abundancia e distribuicdo dependem das
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do meio (Sipauba-Tavares, 2005).

O fitoplancton de agua doce geralmente € representado pelas algas
pertencentes aos Filos Euglendfita, Criséfita, Bacilariofita e Cloroéfita, enquanto o
zooplancton é representado principalmente pelos protozoarios, pelos rotiferos e
pelos microcrustaceos (cladéceros e copépodos), além de outros animais menos
comuns (Esteves, 1998).

Devido a eficiéncia fotossintética, as algas sado consideradas a base da
cadeia alimentar, nos ecossistemas aquaticos sado responsaveis por cerca de 40 a
50% da fixac&o de carbono e producdo de oxigénio do planeta (Oliveira, 2009). A
capacidade de absorcdo de CO, pelas microalgas, as medidas de producao
primaria anual realizadas em ambientes aquaticos, apresentam em ambientes
costeiros 1 até 4 t CO, ha™ ano™; em Lagos Eutréficos 5 até 8 t CO, ha™* ano™; e
as Microalgas cultivadas correspondem a 11 até 36.5 t CO;, ha™ ano™ (Margalef,
1995), enquanto nas areas reflorestadas apresentam uma produtividade média de
3 até 4t CO, ha™ ano™. Verificando a mesma magnitude dos valores primarios
das microalgas, quando comparadas aos do reflorestamento, em condi¢cGes de
cultivo em massa, a absorcao de diéxido de carbono pelo fitoplancton supera as
taxas de producdo das plantas superiores (Borges et al., 2007). Além do rapido
crescimento, as microalgas apresentam uma ampla tolerancia a fatores
ambientais extremos, podendo ser cultivadas intensivamente em pequenos
espacos, e em regides improprias para atividades agricolas. Comparativamente
as plantas terrestres, as microalgas, apresentam muitas vantagens que se devem
aos varios aspectos fisiolégicos e quimicos, isto €, a eficiéncia de conversao
fotossintética da luz solar (~10%) cerca de 6 a 12 vezes superior as plantas, o que
garante maiores rendimentos em termos de produtividade (Falkowski e Raven,
1997; Zhu et al., 2008; Packer, 2009); enorme diversidade ecoldgica especifica,
morfologica, genética e metabdlica, o que permite a selecdo de espécies mais

adequadas a determinadas condicdes, a locais de cultivo e sistemas de colheita



(Dismukes et al., 2008). Ademais, h& possibilidade de cultivo da biomassa de
microalgas em ambientes marinhos, costeiros e terrenos desertos ndo-araveis,
eliminando a competicdo por areas utilizadas para a agricultura e producéo de
alimentos (Patil et al., 2008; Li et al., 2008).

Na aquicultura, as microalgas sao empregadas como fonte priméria de
alimento para larvas, juvenis e até adultos de moluscos, crustaceos e peixes, bem
como do zooplancton, os quais sao usados como alimento para crustaceos e
peixes (Brown et al., 1997; Thomaz et al., 2004). Algumas espécies importantes
na piscicultura, como a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), a carpa prateada
(Hypophthlmichthys molitrix) e formas jovens de muitas outras espécies tém nas
algas o principal item de sua dieta (Faria et al., 2001).

A comunidade planctdnica dos ecossistemas aquaticos artificiais indica o
grau de trofia e o padréo de qualidade da agua desses sistemas, bem como a
gualidade do alimento natural disponivel para os peixes (Macedo e Pinto-Coelho,
2000; Sipauba-Tavares, 2005).

Na aquicultura outra funcdo das microalgas € a de proporcionar a
melhoria da qualidade da agua, por meio da absorcdo de produtos nitrogenados
toxicos (ambnia e nitrito) (Lavens e Sorgeloos, 1996) e combate as bactérias
patogénicas pela producao de substancias antibioticas (Reitan et al., 1994).

E de fundamental importancia o conhecimento da dinamica dos sistemas
aquaticos, pois, o fitoplancton € o elo na transferéncia de energia solar e dos
nutrientes, possibilitando a passagem destes aos consumidores (zooplancton e
peixes) e, muitas vezes, determinando a produtividade de um ambiente.
Entretanto, poucos estudos tém sido realizados focalizando o aspecto do cultivo
de alga de agua doce e seu valor nutricional e alimentar (Sipauba-Tavares et al.,
1999; Sipauba-Tavares et al., 2009).

Em laboratério, sdo varios os meios alternativos para o cultivo de
microalgas. Em termos de aplicacdo prética, todos foram desenvolvidos com a
finalidade de diminuir os custos na producéo. Dentre alguns meios nutricionais de
cultivo e microalgas testadas estdo os residuos liquidos de industria de suco de
laranja concentrado utilizado no cultivo de microalgas cloroficeas (Ankistrodesmus
gracilis e Scenedesmus bijugatus) (Beltrdo, 1992); e N-P-K (20-05-20) para cultivo

de Scenedesmus bijugatus e Ankistrodesmus gracilis (Sipauba-Tavares e Rocha,
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1993; Sipauba-Tavares et al., 1999; Hardy e Castro, 2000); urina humana para
cultivo de Scenedesmus acuminatus (Adamsson, 2000); e efluente sintético de
suino para o cultivo de Spirulina platensis (Bertolin et al., 2005). Um fator
importante para 0 bom desempenho das algas é a adicdo de vitaminas do
complexo B ao meio de cultura, proporcionando 6timo crescimento e um aumento
significativo na producdo (Sipauba-Tavares et al.,, 2001; Sipauba-Tavares e
Bachion, 2002).

O estudo da nutricdo de organismos plancténicos em laboratério fornece
subsidio para producdo em larga escala (cultivo em massa). O conhecimento da
biologia, a influéncia de fatores como temperatura, nutrientes minerais, luz e
concentragcdo de CO, sobre o crescimento populacional de algas e o valor
nutricional do zooplancton que ingerem estas algas permitem a manipulacéo das
condicdes de cultivo, garantindo o sucesso das culturas de plancton. Além disso,
outro objetivo desse tipo de estudo esta ligado ao entendimento da dinamica das
comunidades planctonicas (Bachion,1996; Sipauba-Tavares e Pereira, 2008;
Sipauba-Tavares et al., 2009).

Os mecanismos de nutricdo de diferentes espécies zooplanctonicas,
seletividade, taxa de ingestéo, e varios outros aspectos foram extensivamente
investigados, mas muitas questfes ainda nao foram respondidas (Giani, 1991,
Barros e Valenti, 1997; Thomaz et al., 2004; Ferreira et al., 2013).

A importancia das pesquisas que tém como objetivo desenvolver técnicas
para o cultivo em massa de microalgas de agua doce utilizadas na alimentacao
direta das larvas ou indiretamente, por meio da alimentacdo de diversas espécies
de zooplancton que, por sua vez, constituirdo o alimento natural de peixes,
camardes entre outros, possibilitando assim a transferéncia dos nutrientes das
algas (vitaminas e acidos graxos) para um nivel tréfico superior (Sipauba-Tavares
e Rocha, 1999; Brown et al. ,1997; Sipauba-Tavares et al., 2009; Ferreira et al.,
2013).

Dentre as microalgas de agua doce cultivadas com potencial, estdo as
Chlorophyceae (Pereira, 2001; Sipauba-Tavares e Pereira, 2008).

A espécie Ankistrodemus gracilis foi utilizada em experimentos e foi
considerada satisfatéria como alimento para zooplancton e larvas de peixes
(Sipauba-Tavares e Rocha, 1993; Bachion, 1996; Hardy e Castro, 2000; Sipauba-
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Tavares e Pereira, 2008). Corroborando com os resultados encontrados, Olivera e
Sipauba-Tavares (2000), trabalhando com Tetraselmis tetrathele, cultivada em
pequena escala.

A alga Ankistrodesmus gracilis apresentou resultados satisfatérios quando
cultivada em laboratorio para utilizagdo como alimento para zooplancton e larvas
de peixes (Sipauba-Tavares e Rocha,1993; Sipauba-Tavares e Braga, 1999;Hardy
e Castro, 2000).

Scenedesmus quadricauda para a producao de uma pasta, obtiveram uma
eficiéncia de 90% na floculacdo em pH de 8,0+0,1, apesar de uma perda no valor
nutricional no processo de concentracdo e armazenagem quando comparadas a
alga viva (Morales et al., 1985; Lubian, 1989; Buelma et al., 1990). Estes autores
verificaram um satisfatorio resultado na alimentacdo de larvas de animais
aquaticos dulcicolas. Testes posteriores mostraram a eficiéncia de chitosan como
agente floculante, com resultados semelhantes aos encontrados por Sipauba-
Tavares e Pereira (2008).

Utilizando o mesmo composto para floculacdo das microalgas
Ankistrodemus gracilis e Scenedesmus quadricauda uma diferenca significativa
foi verificada entre duas dietas oferecidas ao zooplancton, tanto Daphnia quanto
Moina apresentaram valores mais baixos de lipidios totais e triglicérides com a
microalga Scenedesmus. quadricauda (Macedo, 1999). Escassos estudos tém
enfatizado a composicdo quimica do zooplancton, principalmente de agua doce.
Assim, torna-se vital avaliar o valor nutricional das espécies e a adequacédo deste
como alimento na aquicultura (Watanabe et al., 1983; Kibria et al., 1997; Sipauba-
Tavares e Pereira, 2008).

O alimento deve ser também avaliado, por sua composi¢cdo quimica e seu
custo, posteriormente estudos da composicao centesimal da microalga A. gracilis
a consideraram de alto valor nutricional quando comparada a S. quadricauda.
Desta forma, o maior desafio dos pesquisadores em algas é a reducdo dos
custos, estabilizacdo e manutencdo da qualidade do produto (Pereira, 2001;
Sipauba-Tavares e Pereira, 2008).

A microalga para ser viavel para a aquicultura deve apresentar altas taxas
de crescimento, ser de facil cultivo, apresentar tamanho e forma adequada para

ser ingerida, parede celular digerivel ou ausente e alta qualidade nutritiva, esta
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qgualidade referente ao teor de proteina elevado, que nas algas fica em torno de
30% e ainda disponibilidade de carboidratos assimilaveis (Lourengo, 2006).

Resultados satisfatérios de crescimento populacional estdo sendo
relacionados a diferentes concentracdes de varias espécies de microalgas,
capazes de afetar a composicdo quimica do zooplancton (Pozuelo, 1975;
Hirayama e Nakamura, 1976; Scott e Baynes, 1978; Rainuzzo et al., 1989 e Carié
et al., 1993; Sipauba-Tavares et al., 2009). No entanto, diversas espécies de
microalgas continentais ndo possuem tecnologia de cultivo amplamente difundida.
Portanto, paralelamente ao melhoramento nutricional do zooplancton, a difuséo
das pesquisas de algas de a&gua doce € importante para o conhecimento dos
requerimentos nutricionais destes organismos (Elendt, 1989). Dada a escassez de
informacdes relativas as exigéncias nutricionais do plancton dulcicola, tornam-se
necessarias pesquisas que investiguem novas formas de administracdo de
nutrientes para as algas, a quantidade de luz e CO; a serem disponibilizadas nos
ambientes de cultivo, e principalmente, complementacdo da composi¢cao quimica
desses organismos para atender as exigéncias nutricionais das larvas de peixes e
crustaceos (Portella, 1995; Sipauba-Tavares e Pereira, 2008; Ferreira et al.,
2013).

2.3 CLASSIFICACAO

Geralmente, o fitoplancton de agua doce é representado pelas algas
pertencentes aos Filos Euglendfita, Criséfita, Bacilaridfita e Clordéfita (Esteves, 2011).

Algas Verdes (Cloroficeas) sdo o maior e mais variado filo de algas,
caracterizadas pela coloracéo verde, varia de verde amarelado, verde intenso ao
acastanhado, atribuida aos pigmentos predominantes clorofila a e b, associada ao
carotenoide e a xantofilas. Esses pigmentos sao localizados em estruturas
denominadas plastos, plastideos, cloroplastos, ou cromatofaros. Sdo de tamanho,
namero e formas muito variados, as vezes, caracteristica para cada grupo. O

amido que se deposita no plastos em estruturas denominadas pirenoides é
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material de reserva. S80 as que mais se assemelham as plantas superiores,
tomando por base os pigmentos fotossintéticos, a estocagem de amido e a
organizagao estrutural dos cloroplastos. Possuem vida livre ou colonial, com
flagelos temporarios ou ausentes (Happey-Wood, 1988).

As colbnias as vezes estdo envoltas por mucilagem e o modo de unido
das colbnias é caracteristico de cada espécie, o que facilita sua identificacdo; séo
encontradas em todos os corpos de 4gua doce, ainda que em reduzido numero
(Happey-Wood, 1988; Infante, 1988).

O género de microalga Ankistrodesmus, pertence a divisdo Chlorophyta,
ordem Chlorococcales, familia Oocystaceae e caracteriza-se por ser unicelular,
imével e ndo produzir zodsporos. Este género apresenta célula alongada e
pontiaguda em ambos os polos (Bold e Wynne, 1985). E caracteristica de
ambiente eutréfico (Happey-Wood, 1988) e comum em agua e solo, crescendo
abundantemente e podendo originar “bloons” ou florescimento, as vezes
agregando-se em pequenos grupos (Bold e Wynne, 1985).

O género de microalga Scenedesmus, pertence a divisdo Chlorophyta,
ordem Chlorococcales, classe Chlorophyceae, familia Cnedesmaceae, séao
individuos coloniais que vivem flutuando na agua com 2, 4, 8, 16 ou raramente 32
células dentro do cendbio. Este género € o mais comum e 0 mais cosmopolita dos
demais géneros de algas verdes (Bicudo e Menezes, 2006).

Segundo Esteves (1998), o grupo Chloropyta ou algas verdes apresenta
clorofila a e b e a classe Clorophyceae possui 8.000 espécies conhecidas, sendo
gue 90% sao de ambientes lacustres, onde € encontrado o género Scenedesmus
e é um dos mais importantes grupos sob o ponto de vista relacionado aos
ambientes.

Bicudo e Menezes (2006) relatam que a microalga Scenedesmus
encontra-se em todos os locais principalmente nos eutréficos, caracterizam-se por
possuirem apenas um cloroplastideo.

O género Volvox, pertence a divisdo Chlorophyta, ordem Volvocales,
classe Euchlorophyceae, colénia cenobial de forma esférica, movel por dois
flagelos isocontos (por célula), com numerosas células de forma irregular,
semelhantes as Chlamydomonas, distribuidas a superficie, possuem uma Unica

camada de células, afastadas, por vezes prolongamentos citoplasméaticos entre
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elas e uma bainha gelatinosa. Plasto parietal em taca. As células tém estigma ou
mancha ocular, de modo a orientar o movimento da colbnia. Reproducao
assexuada por gonideos e reproducdo sexuada por oogamia. Organizam-se
col6nias filhas dentro da colonia méae (Solari et al., 2008).

2.4 PRODUCAO E TECNOLOGIA DAS MICROALGAS CONTINENTAIS

As microalgas continentais pertencem a um grupo muito heterogéneo de
organismos, predominantemente aquaticos e geralmente microscopicos
unicelulares, que podem formar colonia, com pouca ou nenhuma diferenciagao
celular. Sdo caracterizadas pela presenca de pigmentos, responsaveis por
variadas coloracbes e por mecanismo fotoautotrofico. Filogeneticamente, as
microalgas sdo compostas de espécies procarioticas ou eucarioticas, antigas ou
mais recentes, conforme o periodo em que surgiram no planeta (Raven et al.,
2001). As microalgas s&o organismos unicelulares e fotossintéticos, com
dimensdes que variam entre 2um a 100um e que podem estar organizadas em
colénias ou células individuais (Coutteau, 1996). Alguns organismos possuem
flagelos e utilizam-nos para a locomoc¢éao (Graham e Wilcox, 2000).

Para a cultura de organismos de agua doce, existe uma caréncia de
tecnologia de producédo de fitoplancton e zooplancton em larga escala. Porém,
foram realizados estudos com enfoque na producdo em pequena escala destes
organismos (Sipauba-Tavares, 1988; Sipauba-Tavares e Rocha, 1993; Sipauba-
Tavares et al., 1994; Sipauba-Tavares et al., 1999; Hardy e Castro, 2000; Macedo
e Pinto-Coelho, 2000 a, b). Consequentemente, a falta de tecnologia de producéo
€ limitante para o crescimento do setor (Queiroz et al., 2002).

Em sistemas de agua doce, o conhecimento da composi¢do do alimento
natural pode fornecer informacbes sobre as interacbes competitivas entre as
espécies (Kerfoot et al., 1985). Quando por exemplo, o cultivo de fitoplancton

possui alguma limitacdo de nutriente, ou exposicdo a radiacdo UV, estes fatores
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poderdo afetar a morfologia da célula de algumas espécies, podendo interferir
também na digestibilidade do fitoplancton pelo zooplancton (Gulati e Demott, 1997).

Geralmente, as cloroficeas sdo selecionadas para o cultivo em massa e
utilizadas na alimentacdo de organismos zooplanctonicos, por apresentar parede
celular mais fina e, portanto, em relacdo ao peso seco, uma quantidade de
carbono inorganico total mais elevado do que as outras algas (Sipauba-Tavares e
Rocha, 2001; Sipauba-Tavares et al., 2009).

Em cultivos controlados de algas, os meios de cultura oferecem os
nutrientes necessarios para otimizar o crescimento de cada espécie, sendo o
meio e a técnica de cultivo as bases para o0 estabelecimento da qualidade
nutricional da alga. Podendo os nutrientes presentes no meio de cultura estimular
ou inibir o crescimento, de acordo com a quantidade de nutrientes
disponibilizados (Penteado, 2010).

Para a microalga Phaeodactylum tricornutum observou-se que a limitacéo
de nitrogénio aumentou o teor lipidico da biomassa microalgal (Penteado et al.,
2009). Podendo alguns nutrientes presentes influenciar na producao de lipidios,
tais como nitrogénio e enxofre, por serem utilizados pelas microalgas para sintese
de aminoacidos e acidos graxos (Radman e Costa, 2008).

A obtencéo diversificada de uma grande biomassa de microalga de alta
gualidade nutricional é primordial na aquicultura. A producao destes organismos é
um dos pontos criticos em muitos laboratorios, representando, em alguns casos,
mais da metade dos custos totais na producdo dos animais cultivados (Nunes,
2005). Comparados ao alimento artificial, verifica-se que os alimentos naturais
apresentam maior facilidade de aquisicdo e de estocagem, além da uniformidade
dos ingredientes e agilidade no fornecimento (Radunz-Neto, 2003). Porém, outras
possibilidades para dispor do alimento natural estdo sendo pesquisadas, por
exemplo, a congelacédo, producao em larga escala de ovos de resisténcia, secos e
em po (Sipauba-Tavares e Rocha, 2003).

Na larvicultura de peixes, os experimentos que utilizaram diferentes fontes
de alimentos mostram que a utilizacdo de organismos planctdnicos de forma
isolada ou associada a racdo leva a um melhor crescimento e desenvolvimento
dos peixes (Sipauba-Tavares e Rocha, 1993; Sipauba-Tavares et al., 1999; Faria

et al.,, 2001). Os experimentos em que se substituiram a farinha de peixe por
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microalgas demonstraram que a carpa comum e a carpa cabeca grande
apresentaram um rendimento maior que o controle (farinha de peixe), enquanto a
tilapia e a carpa prateada foram semelhantes ao controle (Venkataraman e
Becker, 1985).

J& Tavares e Matsumura-Tundisi (1984) verificaram alta taxa de filtracédo e
assimilacao de A. gracilis pelo Copepoda Argyrodiaptomus furcatus. Cowgill et al.
(1985), utilizando Ankistrodemus convolutus na alimentagédo de Ceriodaphnia
dubia affinis verificaram uma maior taxa reprodutiva comparada a outros 16 tipos
de alga. A producdo de ovos de Moina micrura também foi maior com A. gracilis
em um estudo realizado por Macedo e Pinto Coelho (2000b).

Dentre alguns meios testados estdo o esgoto doméstico esterilizado para
o cultivo de Chlorella pyrenoidosa (Pipes e Gotaas, 1960); o extrato de lodo
ativado e lodo digerido, acrescentando ou ndo outros residuos, como folha de cha
e soja (Wong e Lay, 1980); efluentes clarificados de biodigestores alimentados
com esterco de suino para cultivo de Chlorella pyrenoidosa (Rodulfo et al., 1980);
despejos industriais purificados ricos em nitrogénio para cultivo de Chlorella
vulgaris (Jusiak et al., 1984).

Interesse especial nos efeitos especificos da qualidade da alga usada
como alimento, esta sendo demonstrado por trabalhos prévios de Kilhan et al
(1997) com relacao a condicao fisiologica da alga considerado um fator critico que
influencia a ingestdo, a fecundidade e as taxas de crescimento populacional de
zooplancton herbivoro.

As cloroficeas Chlamydomonas globosa e Scenedesmus obliqis tém sido
usadas extensivamente como alimento para o zooplancton e sdo consideradas
um recurso alimentar de alta qualidade (Boersma e Vijverberg, 1996). Entretanto,
Brett e Miuller-Navarra (1997), verificaram que a variacdo na qualidade do
fitoplancton como alimento pode estar relacionada a digestibilidade, pois
Chlamydomonas, que é facilmente digerida, € um alimento de qualidade mais
alta, enquanto S. quadricauda, que é dificil de digerir, € de qualidade mais baixa.
De acordo com os autores acima, ha uma hierarquia na qualidade alimentar do
fitoplancton, em que as algas verdes sao consideradas de alta qualidade, em
alguns casos, e de baixa qualidade em outros.

Ahlgren et al., (1990), estudando o aspecto nutricional de varias algas
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planctbnicas, verificaram que S. quadricauda n&do favoreceu o crescimento de
Daphnia. As duas criptoficeas, Rhodomonas minuta e Cryptomonas sp. foram
consideradas os melhores alimentos para os claddceros. Daphnia obteve uma
taxa de crescimento positiva em quatro das culturas algais, que foram:
Rhodomonas, Cryptomonas, Scenesdesmus acutus e Chlamydomonas. As
diferentes condicbes de crescimento das mesmas espécies pode ser uma
explicacdo para muitos resultados conflitantes na determinagdo do valor do
alimento para os herbivoros. Ohse et al. (2009), avaliando o crescimento de
diferentes microalgas em cultivo autotrofico estacionéario, observaram que a Unica
espécie de agua doce testada (Chlorella vulgaris), apresentou baixo desempenho
para todas as variaveis analisadas, tanto a densidade celular maxima e o tempo
gue leva para ser atingida, bem como a velocidade de crescimento variam muito,
mesmo considerando a mesma espécie, e sob as mesmas condi¢des
(temperatura, fotoperiodo, intensidade luminosa, composi¢do do meio de cultura,
tipo de cultura, entre outros) de cultivo. Infante e Litt (1985), encontraram
Cryptomonas como o melhor alimento para as espécies D. pulicaria e D. thorata e
sugeriram que as razfes pudessem ser as células isoladas, a forma e o tamanho.

Segundo Ahlgren et al. (1992), a composi¢cdo quimica das particulas
alimentares € provavelmente mais importante do que outros fatores, por exemplo,
tamanho da célula ou digestibilidade das paredes celulares, em determinar as
taxas de crescimento da populacao.

As caracteristicas da composi¢cdo quimicas das microalagas sdo as mais
usadas para verificar a qualidade do alimento para zooplancton, enquanto os
parametros demograficos, tais como sobrevivéncia e reproducdo S0 menos
utilizados, apesar deles serem potencialmente mais valiosos, pois refletem a
habilidade do alimento em manter o crescimento populacional do consumidor por
um longo tempo, se comparados a constituicdo quimica e composicado elementar
em termos de qualidade alimentar. No entanto, ha necessidade de estudos
comparativos sobre a qualidade nutricional e alimentar do fitoplancton e a utilizacédo
destes recursos por diferentes espécies zooplanctonicas (Chen e Folt, 1993).

O valor nutricional de uma determinada alga como alimento para o
zooplancton pode ser estudado também por meio de variaveis como: taxa de filtracao

das algas pelo zooplancton, composicéo elementar por meio da relacdo C, N e P das
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algas e a constituicdo quimica, principalmente lipidios das algas e do zooplancton, ja
gue estes animais podem possibilitar uma melhoria nutricional do alimento que vai
ser oferecido as larvas de peixes (Watanabe et al., 1983, Ahlgren et al., 1990).

Em contraposicdo, Sterner et al. (1992), afirmam a existéncia de diversos
fatores na dieta que poderiam comprometer severamente a habilidade para
determinar o estado nutricional dos animais baseando-se somente no contetdo
lipidico. De acordo com 0s mesmos autores citados acima, os niveis de lipidios de
Daphnia podem ser altos ainda quando as taxas de crescimento corporais Sao
baixas, assim, ndo ha certeza que niveis baixos de lipidios sejam realmente
indicadores confidveis da deficiéncia do alimento.

Segundo Sipauba-Tavares e Bachion (2001), enfatizaram que a utilizacdo
de microalgas, o enriquecimento do alimento e a dieta variada podem influenciar
também na composicdo quimica do zooplacton. A composicdo quimica do
zooplancton pode variar com as esta¢des do ano e com os niveis de nutrientes na
agua, como entre as espeécies (Kibria et al., 1997; Fabregas et al., 1998).

O zooplancton é considerado uma fonte valiosa de proteinas,
aminoacidos, lipidios, acidos graxos, minerais e enzimas, sendo um substituto de
baixo custo para a farinha de peixe e Artemia sp., (Kibria et al., 1997). Entretanto,
poucos estudos tém enfatizado a composicdo quimica do zooplancton,
principalmente de agua doce, sendo vital para avaliar o valor nutricional das
espécies e a sua adequacdo como alimento na aquicultura (Watanabe et al.,
1983; Kibria et al., 1997, Thomaz et al., 2004).

Resultados satisfatorios de crescimento populacional estdo sendo
relacionados a diferentes concentracbes de varias espécies de microalgas,
capazes de afetar a composicdo quimica do zooplancton (Pozuelo, 1975;
Hirayama e Nakamura, 1976; Scott e Baynes, 1978; Rainuzzo et al., 1989 e Carié
et al., 1993). De acordo com Macedo e Pinto-Coelho (2000 a), existe necessidade
de estudos mais detalhados sobre organismos zooplancténicos tropicais de agua
doce, alimentados com alga de origem conhecida com alto valor nutricional para
incrementar significativamente o valor nutricional desses animais, 0s quais séo
utilizados como alimento para larvas de peixes e alevinos.

Os experimentos realizados com Daphnia magna e D. cucullata revelaram

gue, quando alimentadas com algas coloniais e unicelulares, essas espécies nédo
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apresentaram diferencas quanto ao nivel proteico, carboidrato ou lipidios.
Contudo, um aumento do conteldo de acidos graxos poOde ser observado
naquelas alimentadas com algas coloniais (Lurling et al., 1997). J& Diaphanosoma
birgei, quando alimentado com a cloroficea Ankistrodemus gracilis apresentou alto
valor nutricional quando o alimento era acrescido de vitamina e racao.

A identificacdo de diversas substancias sintetizadas pelas microalgas tem
aumentado o interesse no seu potencial biotecnologico. Por isso, o cultivo de
microalgas tem sido realizado visando a producdo de biomassa para uso na
alimentacdo, bem como para obtencdo de compostos naturais com alto valor no
mercado mundial (Derner, 2006; Ferreira, 2013), considerando a alga na
utilizagdo da alimentagdo de organismos zooplanctonicos como um dos fatores
gue viabilizam o cultivo em massa desses organismos e, consequentemente
diminuem a mortandade de larvas e alevinos de peixes, crustaceos, bivalves e
moluscos (Sipauba-Tavares e Rocha, 1993).

Segundo Ferreira (2013), a importancia do metabolismo destes
organismos envolve numerosos componentes quimicos com interesse em
variadas industrias (cosmética, farmacéutica, nutricdo). A plasticidade metabdlica
de algumas espécies € particularmente importante na capacidade de sintetizar
acidos graxos poli-insaturados (PUFA), que sdo benéficos para os animais,
(Muller-Feuga et al., 2003). No entanto, diversas espécies de algas continentais
nao possuem tecnologia de cultivo amplamente difundida, portanto, paralelamente
ao melhoramento nutricional do zooplancton, a difusdo das pesquisas de algas de
agua doce é importante (Elendt, 1989). Corroborando com Rocha e Duncan
(1985), que afirmaram a importancia do conhecimento das caracteristicas fisicas
e quimicas das algas de interesse nas pesquisas sobre os elementos inorganicos
gue compdem as algas para investigacdes sobre biogeografia, fisiologia da alga e
suas aplicacbes no setor produtivo de diversas areas como: nutricdo, saude
humana e animal, no tratamento de aguas residuais, na producao de energia e na
obtencdo de compostos de interesse das industrias de alimento, quimicas e

farmacéuticas dentre outras (Hou e Yan, 1998; Ferreira, 2013).
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3. TRABALHOS

3.1 CULTIVO DE Ankistrodesmus sp. E Scenedesmus sp. UTILIZANDO
DIFERENTES CONCENTRACOES DE ADUBOS QUIMICOS COMERCIAIS EM
LABORATORIO

(Preparo de acordo com as normas do Boletim do Instituto de Pesca)

RESUMO

O objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito da utilizacdo de trés tipos de adubos
comerciais (N-P-K) em diferentes concentracdes e solubilizacbes em &agua
destilada (1g, 5g e 10g L™) avaliando a taxa de crescimento dos meios cultivados
e o0 valor nutricional das microalgas em cultivo misto Ankistrodesmus sp e
Scenedesmus sp. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente

casualizado, em esquema fatorial completo 33 em triplicata. Como adubos
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comerciais a base de N-P-K, foram testados os seguintes fertilizantes: Adubol
(25-05-15) + 11% de S (enxofre) (Solucdo de 1g L™) (T1); (Solucdo de 5g L™)
(T2); (Solucao de 10g L-1) (T3); Adubo2 (15-09-12) granulado de liberagéo lenta
(Solugdo de 1g L™) (T4); (Solucdo de 5g L™) (T5); (Solucdo de 10g L™) (T6);
Adubo3 (18-18-18) (Solucado de 1g L™) (T7); (Solucdo de 5g L-1) (T8) e (Solucéo
de 10g L™ (T9). Os resultados do crescimento do nimero de células mL™ da
microalga Ankistrodesmus sp., analisados pelo teste de Tuckey demonstraram
diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos cultivados com o fertilizante
(25-05-15) + 11% de S (enxofre). O T3 (Solucdo de 10g L™) apresentou melhor
desempenho no crescimento das células, enquanto o T1 (Solucgéo de 1g L™) foi
considerado intermediario e o T2 (Solucdo de 5g L™) apresentou o pior
desempenho com relacdo ao desenvolvimento da microalga do género
Ankistrodesmus sp., A microalga Scenedesmus sp., obteve melhores resultados
do crescimento do nimero de células mL™ com os fertilizantes comerciais (15-09-
12) granulado de liberac&o lenta e (18-18-18) (Solucdo de 1g L™). Analisados pelo
teste de Tuckey ndo demonstraram diferencas significativas (P<0,05) entre os
tratamentos. Portanto, os resultados constataram que o crescimento celular e o
bom estado nutricional das microalgas Ankistrodesmus sp.,e Scenedesmus sp.,
nas condicfes experimentais adotadas, sob o efeito dos fertilizantes comerciais
testados alcancaram altas densidades em um curto espaco de tempo e

possivelmente menores custos de producéo.

Palavras-chave: Cultivo misto, microalgas, fertilizacdo, N-P-K.

ABSTRACT

GROWING ANKISTRODESMUS SP. AND SCENEDESMUS SP. LABORATORY
USING DIFFERENT CONCENTRATIONS OF CHEMICAL FERTILIZERS
BUSINESS



22

The objective of this study is the effect of using three kinds of commercial
fertilizers (N-P-K) and solubilizations at different concentrations in distilled water
(1g, 59 and 10g L™) evaluating the growth rate of the cultured media and the
nutritional value of evaluation was microalgae cultivation in mixed Ankistrodemsus
sp. and Scenedesmus sp. The experimental design was completely randomized
full factorial 33, in triplicate. As commercial-based N-P-K fertilizers, the following
fertilizers were tested: Fertilizerl (25-05-15) + 11% S (sulfur) (Solution 1g L™) (T1);
(Solution 5g L™) (T2); (Solution 10g L™ (T3); Fertilizer2 (15-09-12) granular slow
release (Solution 1g L™) (T4); (Solution 5g L™) (T5); (Solution 10g L™) (T6);
Fertilizer3 (18-18-18) (solution of 1 g L™) (T7); (Solution 5g L™) (T8) and (Solution
10g L™) (T9). The results of the growth in the number of cells mL™ of microalgae
Ankistrodemsus sp. Analyzed by Tukey test showed significant differences (P<
0.05) between treatments grown with fertilizer (15-05-25) + 11% S (sulfur). T3
(Solution 10g L™) performed better on cell growth, while T1 (Solution 1g L™) was
considered intermediate and T2 (Solution 5g L™) had the worst performance with
respect to the development of microalgae of the genus Ankistrodemsus sp., The
microalga Scenedesmus sp., performed better growth in the number of cells mL-1,
with the commercial granular fertilizer (15-09-12) and slow release (18-18-18)
(Solution 1g L™). Analyzed by Tukey test showed no significant differences (P>
0.05) between treatments. Therefore, the results found that cell growth and good
nutritional status of microalgae Ankistrodemsus sp., and Scenedesmus sp., The
experimental conditions adopted, the effect of the tested commercial fertilizers

reached high densities in a short time and possibly lower production cost.

Keywords: mixed crops, microalgae, Ankistrodemsus sp, Scenedesmus sp,
fertilization, N-P-K.
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INTRODUCAO

A obtencéao diversificada de uma grande biomassa de microalga de alta
qgualidade nutricional é primordial na aquicultura. A producéo destes organismos €
um dos pontos criticos em muitos laboratorios, representando, em alguns casos,
mais da metade dos custos totais utilizados na producdo dos animais (Nunes,
2005). Comparadas ao alimento artificial, verifica-se que a alimentagédo natural
(fitoplancton) apresenta maior facilidade de aquisicdo e de estocagem, além da
uniformidade dos ingredientes e agilidade no fornecimento (Radunz-Neto, 2003).
Porém, outras possibilidades para dispor do alimento natural estdo sendo
pesquisadas, por exemplo, a congelacéo, a producdo em larga escala de ovos de
resisténcia, secos e em po6 (Sipauba-Tavares e Rocha, 2003).

No intuito de selecionar espécies de microalgas como fonte de alimento na
aquicultura, muitas espécies foram e continuam sendo estudadas. As preferidas
sdo aquelas que reunem qualidades ideais de nutricdo, de digestibilidade e que
apresentem tamanhos celulares compativeis com a espécie criada nos seus
diferentes estagios de desenvolvimento, e que suportem as condi¢cdes de cultivo
(Silva et al., 2004). Toda cultura de microalgas objetiva a maximizacdo da
conversdo da eficiéncia fotossintética para um 6timo de producdo de material
organico (MC Kim e Durnford, 2006).

De acordo com Bachion (1996), o estudo da nutricdo de organismos
plancténicos em laboratorio fornece subsidio para producédo em larga escala. O
conhecimento da biologia, assim como da influéncia de fatores como temperatura
e tipo de alimento sobre o crescimento populacional e valor nutricional do
zooplancton permitem a manipulacdo das condi¢cdes de cultivo, garantindo o
sucesso das culturas de plancton. Um dos principais obstaculos do cultivo
laboratorial e em massa de microalgas para alimentacao de organismos aquaticos
€ 0 custo dos reagentes quimicos necessarios a preparacdo dos meios de cultivo.
Assim, meios alternativos de baixo custo podem ser a solucéo para a producéo
em larga escala de microalgas com valor nutricional adequado para alimentacao
de invertebrados e larvas de peixes (Sipauba-Tavares e Rocha, 1993; Sipauba-

Tavares e Braga, 1999; Hardy e Castro, 2000; Adamsson, 2000; Thomaz et al.,
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2004; Knuckey et al., 2006; Sipauba-Tavares et al., 2009).

Em laboratério, sdo varios 0os meios alternativos para o cultivo de
microalgas, e todos foram desenvolvidos com a finalidade de diminuir oS custos
na producdo. Nesta condicdo, € possivel obter organismos com alto valor
nutricional em curto espaco de tempo e viaveis com relagdo ao custo de producao
(Thomaz et al., 2004a e Thomaz et al., 2004b).

Neste contexto, produzir alimento natural requer técnicas e manejos
adequados para desenvolver um produto de alto valor nutricional e
preferencialmente de baixo custo de producdo (Thomaz et al., 2004a; Thomaz et
al., 2004b). Portanto, ha a necessidade de pesquisas visando o desenvolvimento
e, principalmente, ao aperfeicoamento dos sistemas de cultivo conhecidos. Essas
pesquisas, também, se fazem necessarias a identificagdo dos produtos que
podem ser extraidos das microalgas de agua doce, da possivel atividade biologica
(estudos metabdlicos e toxicologicos) e do desenvolvimento de mercados
especificos para estes. Assim, torna-se necessario alcancar uma tecnologia de
producédo adequada aos sistemas artificiais além do conhecimento da biologia e
do valor nutricional dos organismos produzidos, para obter éxito na producao
(Sipauba-Tavares e Braga, 2007; Sipauba-Tavares e Pereira, 2008).

Dentre as microalgas de agua doce cultivadas, as unicelulares da classe
Chlorophyceas tém sido amplamente utilizadas na alimentacdo de organismos
plancténicos e larvas de peixes, principalmente Ankistrodesmus sp. e
Scenedesmus sp., demonstrando grande aceitacdo por organismos aquaticos,
devido ao tamanho, a forma, a espessura da parede celular e a facil captura
(Hardy e Castro, 2000; Sipauba-Tavares e Bachion, 2002; Sipauba-Tavares e
Braga, 2007; Sipauba-Tavares et al., 2009).

No presente trabalho, foram desenvolvidos cultivos mistos de
Ankistrodesmus sp. e Scenedesmus sp., em laboratorio, objetivando avaliar o
efeito de trés adubos comerciais em diferentes quantidades solubilizadas em
agua destilada dos diferentes meios comerciais de N-P-K no crescimento e valor

nutricional das microalgas de agua doce testadas.
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MATERIAL E METODOS

LOCALIZACAO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

O experimento foi realizado no Laboratério de Ecologia Aquética e Producéo
de Plancton (LEAPP) do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do
Espirito Santo (Ifes) - Campus de Alegre. O experimento foi realizado no periodo
de agosto a setembro de 2012, utilizando-se as microalgas Ankistrodesmus sp.,
Scenedesmus sp., coletadas dos viveiros de piscicultura do Ifes e posteriormente,
cultivadas no LEAPP-Ifes/Campus de Alegre, Alegre, ES, Brasil, em sistema de
cultivo estatico ndo-axénico, com aeracao constante. A temperatura manteve-se a
27 + 2,0 °C, em regime de luz D light a 64,75 pumol m? s a 74 pmol m? s™* e
iluminacdo continua. O pH apresentou variacdo média de 7,0 a 7,2. O oxigénio
manteve-se sempre proximo a saturacdo (7,5- 8,0 ppm). Portanto, os valores
destes parametros foram mantidos dentro da faixa considerada adequada para o
bom desenvolvimento de cultivo da microalga, (Albanez e Matos, 2007; Proenca e
Bittencourt, 1994; Sipauba-Tavares, 1995; Ono e Kubitza, 2003; Brasil, 2005).

O Laboratério de Ecologia Aquatica e Producdo de Plancton (LEAPP) do
Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo (Ifes) -
Campus de Alegre, Fazenda Caixa D’Agua, distrito de Rive, tendo como
coordenadas geograficas 20° 25’ 51”S de latitude, longitude de 41°27 24”W,
altitude de 136,82 m com precipitacdo média anual de 1.250 mm. Segundo a
classificacdo de Kboppen, o clima é do tipo Awa, com temperatura média anual de
26°C.

Foi avaliado o efeito da utilizacdo de trés tipos de adubos comerciais (N-P-K)
sobre o crescimento celular e valor proteico (proteina bruta) no cultivo misto das
microalgas Ankistrodesmus sp. e Scenedesmus sp. Trés meios de cultivo
comercial foram utilizados, e elaborados no LEAPP a base de N-P-K em
diferentes solucdes diluidas em 1L de agua destilada (1g, 5g e 10g de adubo L™)
no momento do uso.

N-P-K (25-05-15) + 11% de S (enxofre) no granulo que envolve o nitrogénio

(granulado de liberacado lenta), a fonte de nitrogénio (uréia), a fonte de fésforo, o
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fosfato monoaménico (MAP) e o potéssio (cloreto de potassio).

N-P-K (15-09-12) granulado de liberagéo lenta + micronutrientes: Mg= 1%
S= 2,3%; Cu= 0,05%; Fe= 0,45%; Mg= 0,06% e Mo= 0,02%, sendo a fonte de
nitrogénio a ureia, fonte de fésforo o fosfato monoaménico (MAP) e o potassio
(cloreto de potassio).

N-P-K (18-18-18) soltvel completo + micronutrientes: Fe= 0,14%; B= 0,05%;
Cu= 0,02%; Mn= 0,08%; Mo= 0,008%; Zn= 0,05%, fonte de nitrogénio 9,8% de
Nitrogénio Nitrico e 8,2% Nitrogénio Amoniacal. 18% Fdésforo (P2,Os) e 18%
Potéassio (K;0).

Por meio de ensaios preliminares, e em funcdo do melhor desempenho das
microalgas estudadas foi escolhida a quantidade de 50,0 mL de solucdo de N-P-
K. Foram testados os seguintes tratamentos: Adubol (25-05-15) + 11% de S
(enxofre) (Solucdo de 1g L™) (T1); (Solucéo de 5g L™) (T2); (Solucgéo de 10g L™)
(T3); Adubo2 (15-09-12) granulado de liberacdo lenta (Solucdo de 1g L™) (T4);
(Solucdo de 5g L™) (T5); (Solucéo de 10g L™) (T6); Adubo3 (18-18-18) (Solugéo
de 1g L™) (T7); (Solucdo de 5g L™) (T8) e (Solucdo de 10g L™) (T9), em triplicata.

PERIODO PRE-EXPERIMENTAL
Preparacédo das solugfes com fertilizantes

Foram testados os seguintes fertilizantes: Adubo comercial 1 (em
concentracdo de 1g, 5g e 10 g de adubo L™) na formulagéo N-P-K de (25-05-15) +
11% de S (enxofre) mistura de granulos, Adubo comercial 2 (em concentracéo de
1g, 5g e 10g de adubo L) na formulagdo N-P-K de (15-9-12) granulado de
liberacado lenta e Adubo comercial 3 (em concentracao de 1g, 5g e 10g de adubo
LY na formulacdo N-P-K de (18-18-18). Os adubos foram pesados em balanca
digital em 1g, 5g e 10 g dos adubos comerciais experimentados, macerados e
dissolvidos em um litro de agua destilada (Figura 1). Posteriormente as solucfes
foram acondicionadas em recipientes com capacidade de 1L devidamente

tampadas e conservadas em temperatura ambiente.
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Figura 1 — Amostra dos adubos acondicionados ap6s maceracdo em recipientes com
capacidade de 1L.

PERIODO EXPERIMENTAL
Inoculac&o e manutencao dos cultivos

A partir de in6culos de Ankistrodesmus sp., e Scenedesmus sp., obtidos
junto ao Laboratério de Ecologia Aquatica e Producdo de Plancton (LEAPP) do
Ifes — Campus de Alegre, em 2012. Cultivos dessas microalgas foram mantidos
em garrafas de vidro com volumes de 5L cultivados como estoque, em 8 garrafas
de vidro, que foram adubadas pelos adubos quimicos comerciais utilizados
respectivamente nas concentracdes testadas (Figura 2 e Tabela 1). Os cultivos
permaneceram em temperatura ambiente, em estante iluminada por lampadas
fluorescentes (intensidade luminosa entre 64,75 pmol m? s* a 74 umol m? s*,
com iluminagcédo continua), utilizando-se aeracdo constante nos recipientes com
volumes de 5L. Quando apresentavam coloracdo verde intensa, eram utilizados
como inéculos para o inicio dos experimentos, sendo essa etapa caracterizada de

cultivo estoque (Figura 2).
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Figura 2 - Cultura estoque das algas microscopicas continentais cloroficeas
Ankistrodesmus sp. e Scenedesmus sp.

Os cultivos foram iniciados em laboratério em Erlenmeyer com capacidade
para 1000 mL, acrescentando-se 50 mL das formulacdes de adubo comercial N-
P-K, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantidade de adubos quimicos comerciais utilizados no preparo dos
meios de cultura para as algas Ankistrodesmus sp. e Scenedesmus sp.

ADUBO (N-P-K) CONCENTRACAO (g) DISSOLUCAO (L)
1 1,0
25-05-15 5 1,0
10 1,0
1 1,0
15-09-12 5 1,0
10 1,0
1 1,0
18-18-18 5 1,0
10 1,0

A inoculacéo das células algaceas nos recipientes de cultivo foi realizada
através da transferéncia das algas previamente cultivadas em garrafas de vidro

“Pyrex”, com capacidade para 5L, para recipientes com capacidade de 1000 mL,
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contendo 150 mL de in6culos de Ankistrodesmus sp. e Scenedesmus sp., e 800
mL de agua destilada, em seguida foram adicionados 50 mL dos adubos testados,
completando-se desta forma o volume total dos recipientes. O experimento foi

desenvolvido em triplicata durante 15 dias (Figura 3).

Figura 3 — Aspecto dos bioensaios das algas microscépicas continentais cloroficeas
Ankistrodesmus sp. e Scenedesmus sp.

Os bioensaios foram colocados sobre prateleiras com l|ampadas
fluorescentes de 40W, sob luz continua. A temperatura da sala foi mantida em
30°C e cada unidade experimental recebeu aeracdo constante, para as
microalgas ndo se depositarem no fundo por meio de “aerador de aquario” e
mangueiras plasticas 3/16”, providas de pedras porosas em suas extremidades,
de modo a homogeneizar a distribuicdo dos raios luminosos e facilitar a absorcéo

dos nutrientes dissolvidos no meio de cultura pelas células algaceas (Figura 4).
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Figura 4 - Aspectos dos bioensaios experimentais em prateleiras das microalgas
continentais cloroficeas Akistrodesmus sp. e Scenedesmus sp.

A temperatura foi monitorada diariamente, com o auxilio de termémetro e o
crescimento celular foi avaliado por meio de contagens diarias com o auxilio da
camara de Neubauer e do microscépio de luz. O total foi expresso em nameros de
células mL™ x 10* estabelecendo-se a curva de crescimento da alga dos géneros
Ankistrodesmus sp e Scenedesmus sp., avaliando o crescimento populacional em
cada unidade experimental

Acompanhamento do desenvolvimento

O monitoramento da cultura foi realizado a partir de 24 horas apés a
inoculacao, por contagens de células com camara de Neubauer, retirando-se de
cada unidade experimental amostras de 3 mL diariamente, ao longo de 15 dias,
para avaliacdo do crescimento populacional, sendo estas aliquotas previamente
fixadas com solucdo de lugol 1% e guardadas em frascos de vidro com tampa,
retirando-se dessas aliquotas, duas subamostras de 1 ym L™ ,sendo as amostras
contadas sob microscopio bioldgico de luz direta, com aumento de 400x, em
camara de Neubauer (Figura 5). Através desta contagem, estabeleceu-se a curva
de crescimento de cada microalga. O total foi expresso em nameros de células
mL™* x 10* estabelecendo-se as curvas de crescimento do cultivo misto das
microalgas dos géneros Ankistrodesmus sp e Scenedesmus sp. O experimento foi
finalizado no 15° dia de desenvolvimento da cultura, perfazendo 14 dias de

contagens.
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Figura 5 — Camara de Neubauer (hemocitbmetro) usada na contagem
celular de Akistrodesmus sp. e Scenedesmus sp., durante a
realizacao do experimento

Férmula de contagem para determinacéo do crescimento populacional:

D (células mL-1) =_contagem total x 10*
N° blocos contados

Analise de Proteina Bruta

No Laboratério de Bromatologia do Ifes — Campus de Alegre, foi realizada a
analise do teor proteico total na biomassa seca das microalgas dos géneros
Ankistrodesmus e Scenedesmus, em cada tratamento através do método classico
de KJELDHAL, adotando-se o fator de correcéo de 6,25 para a conversao a partir
dos teores de nitrogénio total (OFFICIAL METHODS OF FOOD ANALYSIS, 1984).
Em seguida, em aparelho destilador de nitrogénio, adicionou-se hidroxido de
sédio no tubo proveniente da digestao, para alcalinizacdo do meio, e, desta forma,
o sal de ambnio € convertido a ambnia, que é destilada para uma solucdo
saturada de acido borico. Posteriormente, titulou-se essa solucdo com acido

cloridrico 0,01N padréo.
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Para quantificar a concentracdo de nitrogénio, utilizou a formula proposta
por (Tedesco et al., 1995):

Proteina bruta (%) = [(Va-Vb)/P] x F x Nx 6,25 x 0,014 x 100

Onde:
Va= volume de HCL 0,01 N utilizado na titulacao;
Vb= volume de HCL 0,01 N consumido pela prova em branco;
F= fator de correcédo do HCL 0,01N;
N= normalidade;
6,25= fator de transformacdo do nitrogénio em proteina, (considerando
16% nitrogénio);
0,014= miliequivalente grama do nitrogénio;
P= peso da amostra em g.

Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
distribuido em esquema fatorial 3%, onde foram testados trés adubos comerciais
em trés diferentes concentracfes diluidas em agua destilada (1g, 5g e 10g) dos
adubos experimentais no cultivo misto das microalgas Ankistrodesmus sp e
Scenedesmus sp., em triplicata perfazendo 27 unidades amostrais.

Os dados obtidos foram analisados por meio do teste de Tuckey em 5% de
probabilidade com o auxilio do software SISVAR 5.3 (Build 77), (Ferreira, 2011).

Os gréficos foram realizados por meio do Sigma Plot 10.0 e do Excel 2007.
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RESULTADOS

O desempenho de cada género de microalga variou de acordo com o
fertilizante utilizado, observado nas figuras (6, 7, 8, 9, 10 e 11) e tabelas (2, 3, 4,
5, 6 e 7) a sequir:

CRESCIMENTO CELULAR DA MICROALGA Ankistrodesmus sp

Foi observado que as curvas de crescimento através do namero de células
mL™ da microalga Ankistrodesmus sp., nos tratamentos T1 (25-05-15) (solucdo de
1g L") e T3 (25-05-15) (solucdo de 10g L™) entre o 2° e o 4° dia de cultivo foram
semelhantes (Figura 6). Posteriormente, verificou-se uma queda no crescimento
celular do T1 (25-05-15) (solucdo de 1g L™), que no 4° dia comecou a declinar
atingindo a fase de declinio total ao 12° dia de experimentacédo. O tratamento T3
(25-05-15) (solucdo de 10g L™) declinando no 8° dia de cultivo e ao 11° dia de
cultivo atingindo o declinio total. J4 o T2 (25-05-15) (solucdo de 5g L™) manteve-

se com crescimento celular estavel, atingindo sua fase final de declinio ao 12° dia

de cultivo.
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Figura 6 - Curvas de crescimento da microalga Ankistrodesmus sp. nos
tratamentos T1 (25-05-15) Solucdo de 1g L™, T2 (25-05-15) Solugdo de 5g L™ e
T3 (25-05-15) Solucdo de 10g L™.
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O tratamento T3 (10g L™) em relacdo a T1 (1g L™) e T2 (59 L™) apresentou
diferencas significativas (P>0,05) pelo teste de Tuckey (Tabela 2).

Tabela 2 — Numero de células da microalga Ankistrodesmus sp, submetidas a
diferentes quantidades solubilizadas do adubo comercial (25-05-15) + 11% de S
(enxofre), aos quinze dias de cultivo

TRATAMENTOS NUMERO DE CELULAS
T1 (25-05-15) Solucéo de 1g L™ 7,13E+06b
T2(25-05-15) Solucéo de 5g L™ 1,74E+04c
T3(25-05-15) Solucéo de 10g L™ 8,59E+06a

! Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem significativamente pelo teste de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.

As curvas de crescimento do numero de células mL™ da microalga
Ankistrodesmus sp., no tratamento T4 (15-09-12) Solucdo de 1g L™ no 2° dia
apresentaram um pico de crescimento quando comparadas aos outros

tratamentos (Figura 7).
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Figura 7- Curvas de crescimento da microalga Ankistrodesmus sp., nos
tratamentos T4 (15-09-12) Solucdo de 1g L™, T5 (15-09-12) Solugdo de 5g L™ e
T6 (15-09-12) Solucdo de 10g L™.

Verificando-se uma queda no crescimento celular a partir do 3° dia,

atingindo a fase de declinio total ao 6° dia de experimentagdo, permanecendo
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estavel, na fase estacionaria de crescimento celular até o 15° dia de cultivo,
(Figura 7). O T5 (15-09-12) solucdo de 5g L™ manteve-se com crescimento celular
na fase estacionaria, aumentou o crescimento celular no 5° dia de cultivo e
permaneceu oscilando entre declinio e crescimento entre o 8° e 9° dias, atingindo
crescimento maximo aos 10 dias e declinio total ao 12° dia de cultivo, (Figura 7).
Verificou-se no T6 (15-09-12) solucdo de 10g L™, crescimento celular nos
primeiros 4 dias de cultivo, em seguida declinou no 6° dia, e estabilizou-se na fase

estacionaria do crescimento celular nos 10 dias finais do experimento.

Realizando-se as andlises estatisticas do nimero de células aos 15 dias de
experimentacéao, verificou-se que ndo houve diferenca significativa (P<0,05), entre
os tratamentos: T4, T5 e T6 pelo teste de Tuckey (Tabela 3).

Tabela 3 — Numero de células da microalga Ankistrodesmus sp., submetidas a
diferentes quantidades solubilizadas do adubo comercial (15-09-12) granulado de
liberacao lenta, aos quinze dias de cultivo

TRATAMENTOS NUMERO DE CELULAS
T4 (15-09-12) Solucdo de 1g L™ 1,01E+05a
T5(15-09-12) Solucéio de 5g L™ 4,13E+05a
T6(15-09-12) Solucéo de 10g L™ 9,83E+04a

'Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.

Nas curvas de crescimento do numero de células mL™? da microalga
Ankistrodesmus sp., no tratamento T7 (18-18-18) solug&do de 1g L™ a partir do 2°
dia foi superior aos outros tratamentos (Figura 8). Verificou-se uma queda no
crescimento celular a partir do 4° dia, atingindo a fase estacionaria entre o 4° e 5°
dias em seguida pico maximo no crescimento celular no 6° dia e declinio no 8° dia
de experimentacdo, permanecendo instavel (declinio) e crescimento celular entre
0 8° e 11° dia, atingindo novamente outro pico maximo de multiplicacéo celular e
estabilizacdo até o 13° dia e declinio total ao 15° dia de cultivo. O T8 (18-18-18)
solucdo de 5g L™ manteve-se com crescimento celular estavel até o 4° dia (fase
estacionaria), obteve o pico maximo no crescimento celular no 5° dia de cultivo e
declinio da populac¢éo celular no 8° dia, permanecendo em declinio total até o 14°

dia de cultivo. Verificando-se no T9 (18-18-18) solucdo de 10g L™ estabilidade na
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fase estacionaria do crescimento celular algal em todos os dias de

experimentacéo (Figura 8).
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Figura 8 - Curvas de crescimento da microalga Ankistrodesmus sp., nos
tratamentos T7 (18-18-18) Solucdo de 1g L™, T8 (18-18-18) Solucédo de 5g L™ e
T9 (18-18-18) Solucdo de 10g L™.

As analises estatisticas do numero de células aos 15 dias de
experimentacao verificaram que nao houve diferenca significativa (P<0,05), entre

os tratamentos: T7, T8 e T9 pelo teste de Tuckey (Tabela 4).

Tabela 4 — Numero de células da microalga Ankistrodesmus sp., submetidas a
diferentes quantidades solubilizadas do adubo comercial (18-18-18), aos quinze
dias de cultivo.

TRATAMENTOS NUMERO DE CELULAS
T7 (18-18-18) Solucdo de 1g L™ 2,07E+05a
T8(18-18-18) Solucao de 5g L™ 8,88E+04a
T9(18-18-18) Solucdo de 10g L™ 1,55E+05a

!Médias seguidas de letras iguais na coluna n&o diferem significativamente pelo teste de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.
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CRESCIMENTO CELULAR DA MICROALGA Scenedesmus sp

As curvas de crescimento do nimero de células mL™ da microalga do
género Scenedesmus sp., observadas na figura 9 submetidas ao tratamento T1
(25-05-15) solucdo de 1g L™, apresentaram crescimento celular maximo (fase
exponencial) no 4° dia, e em seguida declinio a partir do 6° dia de cultivo,
apresentando recuperacgéo e pico de crescimento celular entre o 6° e 8° dias de
experimento e declinio total do crescimento microalgal no 12° dia de cultivo. O T2
(25-05-15) solucdo de 5g L™ atingiu o pico de crescimento celular (fase
exponencial) no 2° dia, posteriormente verificou-se uma queda no crescimento
celular no 3° dia de cultivo, oscilando entre declinio e aumento no crescimento
celular a partir do 5° ao 11° dia, até o declinio total ao 12° dia de cultivo.
Observou-se no T3 (25-05-15) solucdo de 10g L™, crescimento celular inferior aos

demais tratamentos, a sobrevivéncia atingiu os 15 dias de experimentagéo.
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Figura 9 - Curvas de crescimento da microalga Scenedesmus sp., nos
tratamentos T1 (25-05-15) Solucdo de 1g L™, T2 (25-05-15) Solugdo de 5g L™ e
T3 (25-05-15) Solucdo de 10g L™.

Realizando-se as analises estatisticas do numero de células aos 15 dias de
experimentacao, verificou-se que ndo houve diferenca significativa (P<0,05), entre

os tratamentos: T1, T2 e T3 pelo teste de Tuckey (Tabela 5).
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Tabela 5 — NUumero de células da microalga Scenedesmus sp., submetidas a
diferentes quantidades solubilizadas do adubo comercial (25-05-15) + 11% de S
(enxofre), aos quinze dias de cultivo.

TRATAMENTOS NUMERO DE CELULAS
T1 (25-05-15) Solucdo de 1g L™ 8,17E+04a
T2 (25-05-15) Solucdo de 5g L™ 1,06E+06a
T3 (25-05-15) Solucdo de 10g L™ 4,61E+04a

'Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.

As curvas de crescimento do nimero de células mL™ da microalga do
género Scenedesmus sp., no tratamento T4 (15-09-12) solucdo de 1g L™,
inicialmente foram semelhantes ao T5 (15-09-12) solucéo de 5g L™ e T6 (15-09-
12) solucdo de 10g L™, iniciando diferenciacdo com relagdo ao aumento celular
microalgal a partir do 6° dia de cultivo. O pico maximo de crescimento (Fase
exponencial) ao 7° dia de cultivo, e o declinio no 8° dia de cultivo. Esta tendéncia
se repetiu até o inicio do declinio no crescimento celular a partir do 12° dia até a
estabilizacdo no declinio do crescimento celular ao final do experimento (15 dias).
Os tratamentos T5 (15-09-12) solucéo de 5g L™, e T6 (15-09-12) solucdo de 10g
L™, apresentaram crescimento celular estavel (fase estacionaria) ao longo de
todos os dias de experimentacdo (Figura 10). Isto pode ser um indicativo de que

nestes tratamentos a microalga, nao foi satisfeita em termos nutricionais.
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Figura 10 - Curvas de crescimento da microalga Scenedesmus sp., nos
tratamentos T4 (15-09-12) Solucdo de 1g L™, T5 (15-09-12) Solucédo de 5g L™ e
T6 (15-09-12) Solucdo de 10g L™.

Analisando-se o numero de células aos 15 dias de experimentacédo, o T4
em relacdo aos T5 e T6 apresentou diferencas significativas (P>0,05) pelo teste
de Tuckey (Tabela 6).

Tabela 6 — Numero de células da microalga Scenedesmus sp., submetidas a
diferentes quantidades solubilizadas do adubo comercial (15-09-12) granulado de
liberacao lenta, aos quinze dias de cultivo.

TRATAMENTOS NUMERO DE CELULAS
T4 (15-09-12) Solucédo de 1g L-1 5,17E+06a
T5(15-09-12) Solucdo de 5g L-1 6,02E+05b
T6(15-09-12) Solucdo de 10g L-1 3,28E+04b

!Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem significativamente pelo teste de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.

Observa-se na Figura 11 as curvas de crescimento do niamero de células
mL™* da microalga do género Scenedesmus sp., no tratamento T7 (18-18-18)
solucdo de 1g L™, crescimento celular semelhante aos tratamentos T8 (18-18-18)
solucdo de 5g L™ e T9 (18-18-18) solucéo de 10g L™.
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Figura 11 - Curvas de crescimento da microalga Scenedesmus sp., nos
tratamentos T7 (18-18-18) Solucdo de 1g L™, T8 (18-18-18) Solucdo de 5g L™ e
T9 (18-18-18) Solucdo de 10g L™.

Com relagdo ao aumento celular microalgal, houve uma diferenciacao nos
valores a partir do 5° dia de cultivo, atingindo em seguida o pico maximo de
crescimento (fase exponencial), e declinio no 6° dia de cultivo. Esta tendéncia se
repetiu até o inicio do declinio total no crescimento celular, que foi a partir do 14°
dia, até a estabilizacdo no declinio do crescimento celular ao final do experimento
(15 dias). Os tratamentos T8 (18-18-18) solucdo de 5g L™ e T9 (18-18-18) solucdo
de 10g L™, apresentaram crescimento celular estavel (fase estacionaria) ao longo
de todos os dias de experimentacdo. Podendo ser um indicativo de que nestes
tratamentos os nutrientes ndo foram suficientes para o crescimento da microalga
Scenedesmus sp em estudo.

Analisando-se o numero de células aos 15 dias de experimentacédo, o T7
em relacdo aos T8 e T9 apresentou diferencas significativas (P>0,05) pelo teste
de Tuckey (Tabela 7).
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Tabela 7 — Numero de células da microalga Scenedesmus sp., submetidas a
diferentes quantidades solubilizadas do adubo comercial (18-18-18), aos quinze
dias de cultivo.

TRATAMENTOS NUMERO DE CELULAS
T7 (18-18-18) Solucéo de 1g L™ 1,63E+06a
T8(18-18-18) Solucado de 5g L™ 1,39E+05b
T9(18-18-18) Solucédo de 10g L™ 1,45E+05b

!Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem significativamente pelo teste de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.
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DISCUSSAO

Observando-se a tabela 2, o tratamento T3 (25-05-15) solugdo de 10g L™
apresentou o melhor desempenho no crescimento da microalga Ankistrodesmus
sp., enquanto o T1 (25-05-15) solucdo de 1g L™ pode ser considerado
intermediério para o crescimento microalgal, em relacdo ao T2 (25-05-15) solucéo
de 5g L™, que apresentou o pior desempenho para o crescimento das células,
indicando que no cultivo misto do género Ankistrodesmus sp., deve ser realizado
com o Adubol (25-05-15) + 11% de S (enxofre) solucdo de 10g L™ ou (25-05-15)
+ 11% de S (enxofre) solucdo de 1g L™.

No cultivo do género Scenedesmus, as concentracdes de T4 (15-09-12)
solucdo de 1g L™ e T7 (18-18-18) solucdo de 1g L™ apresentaram o melhor
desempenho no crescimento da microalga, ao final dos 15 dias de cultivo,
demonstrando diferenca significativa (P>0,05) indicada pela analise estatistica
pelo teste de Tuckey (Tabelas 6 e 7), qguando comparado aos tratamentos T5 (15-
09-12) solucdo de 5g L™, T6(15-09-12) solucéo de 10g L™, T9(18-18-18) solucéo
de 10g L™ e T8(18-18-18) solucdo de 5g L™. Indicando que o cultivo da microalga
Scenedesmus sp., deve ser realizado pelos Adubo2 (15-09-12) granulado de
liberac&o lenta (solucdo de 1g L™) e Adubo3 (18-18-18) (solucéo de 1g L™).

Sipauba-Tavares e Rocha (1993), Sipauba-Tavares et al. (1999), Hardy e
Castro (2000), também utilizando fertilizantes comerciais N-P-K (20-05-20) como
meio de cultivo encontraram resultados satisfatorios como meio alternativo e
menos dispendioso para a producao de Ankistrodesmus gracilis e Scenedesmus
bijugatus, alcancando altas densidades e menor custo de produ¢do em um curto
espaco de tempo, quando comparados ao meio tradicional CHUj».
Provavelmente, isso possa estar relacionado com a proporcédo dos elementos N-
P-K que é maior do que outros meios utilizados. Deve-se ainda considerar que o
nitrogénio e o fosforo sdo dois elementos quimicos de fundamental importancia no
cultivo das algas, influenciando diretamente o crescimento do fitoplancton.

Com relacdo ao crescimento celular microalgal e o bom estado proteico
observados na figura 12, os resultados sugerem que a utilizacdo do adubo
comercial N-P-K (25-05-15) + 11% de S (enxofre) solucdo de 10g L™, para o
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género Ankistrodesmus sp., e a utilizacéo dos fertilizantes comerciais (15-09-12)
solucdo de 1g L' e (18-18-18) solucdo de 10g L™ testados no género
Scenedesmus sp., para a producdo em laboratério e, também, em larga escala
das microalgas cloroficeas apresentam potencial para a producdo e valor
nutricional adequado para alimentacdo de invertebrados e larvas de peixes,
crustaceos e bivalves (Sipauba-Tavares e Rocha, 1993; Sipauba-Tavares et al.,
1999; Hardy e Castro, 2000; Adamsson, 2000; Thomaz et al., 2004; Knuckey et
al., 2006; Xu et al., 2006; Sipauba-Tavares et al., 2009).

O maior desafio dos pesquisadores em algas é a reducdo dos custos,
estabilizacdo e manutencdo da qualidade do produto (Brown et al., 1997; Pereira,
2001).

O resultado da analise proteica realizada para as microalgas
Ankistrodesmus sp., e Scenedesmus sp., em cultivo misto aumentou o valor dos
teores de Proteina Bruta nos tratamentos T1 (25-05-15) solucédo de 1g L™, T3 (25-
05-15) solucdo de 10g L™, T4 (15-09-12) solucdo de 1g L™, T5(15-09-12) solucéo
de 5g L™, T6(15-09-12) solucdo de 10g L™?, T7 (18-18-18) solucdo de 1g L™* e T9
(18-18-18) solucdo de 10g L™, (Figura 12). Os niveis de proteina foram maiores
gque os relatados por Lourenco (2006). Corroborando com diversos autores
(Sipauba-Tavares e Rocha, 2003; Cabrales e Gonzalez, 2004) que afirmam a
necessidade de informacgdes relativas as exigéncias nutricionais do fitoplancton
dulcicola. Brown et al. (1997), afirmaram que na fase de crescimento, as
microalgas apresentam variagcdes na composi¢cao quimica e, na fase estacionaria,
o0 nivel de proteina é baixo, devido a limitacdo do nitrogénio. Essa afirmativa
atualmente pode ser corrigida nos cultivos controlados, pois os meios de cultura
oferecem nutrientes necessarios para o crescimento 6timo de cada espécie. As
técnicas de cultivo sdo a base para o estabelecimento da qualidade nutricional

das microalgas (Penteado, 2010).
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Figura 12 - Andlise centesimal da proteina bruta (%) das microalgas

Ankistrodesmus sp. e Scenedesmus sp., submetidas aos diferentes adubos
comerciais.
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CONCLUSOES

As microalgas chlorophyceae Ankistrodesmus sp., e Scenedesmus sp.,
adaptaram-se as condicbes de cultivo misto em laboratério e apresentaram,

rapido crescimento, atingindo altas densidades.

A microalga do género Ankistrodesmus sp., pode ser cultivada com o
adubo (25-05-15) + 11% de S (enxofre) solucéo de 10g L™ ou (25-05-15) + 11%
de S (enxofre) solucdo de 1g L™, sem prejuizos no crescimento do nimero de

células.

A microalga do género Scenedesmus sp., pode ser cultivada com os
fertilizantes comerciais (15-09-12) solugéo de 1g L™ e (18-18-18) solugéio de 1g L

! sem prejuizos no crescimento do nimero de células.

As microalgas cultivadas de forma mista alcancaram valor nutricional de
proteina bruta maior que 30%, sugerindo a utilizacdo direta como alimento para

organismos aquaticos.

Os efeitos da utilizacdo de adubos comerciais em diferentes formulacdes e
concentragfes solubilizadas em agua destilada alcancaram alta densidade celular

em um curto espaco de tempo e possivelmente menor custo de producao.
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3.2 CAPACIDADE FOTOSSINTETICA E NUTRICAO DA MICROALGA Volvox sp.,
SOB DIFERENTES FERTILIZANTES MINERAIS E ESPECTROS DE LUZ EM
LABORATORIO

(Preparo de acordo com as normas do Boletim do Instituto de Pesca)

RESUMO

Objetivou-se neste trabalho testar a influéncia de dois adubos a base de
fertilizantes quimicos comerciais N-P-K 15-05-30 (Solucéo de 10g L™?) e 15-09-12
(Solucdo de 10g L™) granulado de liberacdo lenta em funcéo do tipo de luz (luz
branca, luz azul e luz vermelha) no desenvolvimento da microalga Volvox sp.,
avaliando a taxa de crescimento, o valor proteico, o rendimento quantico maximo
do fotossistema Il e o indice fotossintético. Foi utilizado um delineamento
experimental inteiramente casualizado, distribuido em esquema fatorial completo
2% em triplicata. Foram realizados os seguintes testes: Espectro de luz branca
(15-09-12) granulado de liberacdo lenta solucdo de 10g L™) (T1); Espectro de luz
azul (15-09-12) granulado de liberacao lenta solucdo de 10g L™) (T2); Espectro de
luz vermelha (15-09-12) granulado de liberacéo lenta solucdo de 10g L™) (T3);
Espectro de luz branca (15-05-30) solugdo de 10g L™ (T4); Espectro de luz azul
(15-05-30) solucdo de 10g L™) (T5); Espectro de luz vermelha (15-05-30) solucéo
de 10g L™ (T6). Os resultados do crescimento do nimero de células ml™ da
microalga Volvox sp., analisados pelo teste de Tuckey demonstraram diferenca
significativa (P>0,05) e os tratamentos T2 (15-09-12) Luz azul e T5 (15-05-30) Luz
azul apresentaram o melhor desempenho no desenvolvimento da microalga
Volvox sp., enquanto os T3 (15-09-12) Luz vermelha, T6 (15-05-30) Luz vermelha
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e 0 T1(15-09-12) Luz branca e T4(15-05-30) Luz branca apresentaram o pior
desempenho para o crescimento celular (nimero de células mL™). O rendimento
guantico maximo do FSIl, representado pela relacdo Fv/Fm, em todos os
tratamentos realizados ndo apresentou diferenga significativa (P<0,05). O PI
(Indice fotossintético) para os tratamentos T1 (15-05-30) Luz vermelha, T2 (15-05-
30) Luz azul, T3 (15-05-30) Luz branca, T4 (15-09-12) Luz vermelha, T5 (15-09-
12) Luz azul e T6 (15-09-12) Luz branca, ndo apresentou diferenca significativa
(P<0,05), apresentando valores do indice fotossintético entre 0,06-0,08.
Demonstrando diferenca significativa (P>0,05) quando realizada a andlise
estatistica pelo teste de Tuckey, entre os tratamentos T4 (15-05-30) Luz branca
comparado com os tratamentos T5 (15-05-30) Luz azul e T6 (15-05-30) Luz
vermelha. O resultado da analise bromatolégica, apresentou teores de Proteina
Bruta (PB) elevados nos tratamentos: T3 (15-05-30) Luz branca e T6 (15-09-12)
Luz branca. Com relacdo aos demais tratamentos T1 (15-05-30) Luz vermelha, T2
(15-05-30) Luz azul, T4 (15-09-12) Luz vermelha e T5 (15-09-12) Luz azul, ndo
atingiram o valor de 30% PB. Portanto, os resultados demonstraram que a
utilizacdo do adubo comercial (15-05-30) Luz branca (fluxos fotossintéticos da Luz
branca) apresentou melhor capacidade fotossintética e estado nutricional no
desempenho da microalga Volvox sp. Podendo ser utilizado para cultivos deste

género de microalga.

Palavras-chave: Cultivo, nutricdo mineral, capacidade fotossintética, espectros de

luz.

ABSTRACT

PHOTOSYNTHETIC CAPACITY AND NUTRITION MICROALGAE VOLVOX SP,,
LABORATORY UNDER DIFFERENT MINERAL FERTILIZERS AND FLOWS
PHOTON PHOTOSYNTHETIC.
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The aim of this work is to test the influence of two fertilizer-based
commercial chemical fertilizers NPK 15-05-30 (Solution 10g I-1) and 15-09-12
(Solution 10g L™) in granular slow release depending on the type of light (white
light, blue light and red light) in the development of microalgae Volvox sp.
assessing the rate of growth, protein value, maximum quantum efficiency of
photosystem Il and the photosynthetic rate. A completely randomized experimental
design, distributed in 23 full factorial design, was used in triplicate. The following
tests were performed: Spectrum of white light (15-09-12) slow release granular
solution of 10g L™) (T1); Spectrum grainy blue light (15-09-12) slow release
solution of 10g L™) (T2); Spectrum of red light (15-09-12) slow release granular
solution 10g L™) (T3); Spectrum of white light (15-05-30) solution of 10g L™) (T4);
Spectrum of blue light (15-05-30) solution of 10g L™) (T5); Spectrum of red light
(15-05-30) solution of 10g L™) (T6). The results of the growth in the number of
cells mL™ of microalgae Volvox sp. Analyzed by Tukey test showed significant
differences (P <0.05) and T2 treatments (15-09-12) Blue Light and T5 (15-05 -30)
blue light showed the best performance in the development of microalgae Volvox
sp., while T3 (15-09-12) red light, T6 (15-05-30) red light and the T1 (15-09-12)
white light and T4 (15-05-30) white light showed the worst performance for cell
growth (number of cells ml-1). The maximum quantum vyield of PSII, represented
by the Fv / Fm ratio in all treatments showed no significant difference (P> 0.05).
The PI (photosynthetic index) for T1 (15-05-30) red light, T2 (15-05-30) Light blue,
T3 (15-05-30) White light, T4 (15-09-12) treatments red light, T5 (15-09-12) blue
light and T6 (15-09-12) white light, showed no significant difference (P> 0.05), with
values of photosynthetic rate between 0.06-0.08. Demonstrating a significant
difference (P <0.05) when performed statistical analysis by Tukey test between T4
(15-05-30) White light treatments compared with treatments T5 (15-05-30) Light
blue and T6 (15-05-30) red light. The result of the chemical analysis showed high
levels of crude protein (CP) in the treatments T3 (15-05-30) White light and T6 (15-
09-12) white light. With the other treatments T1 (15-05-30) red light, T2 (15-05-30)
Light blue, T4 (15-09-12) Red Light and T5 (15-09-12) Light blue, not amounted to
30% CP. Therefore the results showed that the use of commercial fertilizer (15-05-

30) White light (photosynthetic fluxes of white light) showed better photosynthetic
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capacity and nutritional status in the performance of microalgae Volvox sp., may

be used for cultivation of microalgae in this genre.

Keywords: Cultivation, mineral nutrition, photosynthetic capacity, light spectrums.
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INTRODUCAO

7

O estudo do cultivo de microalgas € importante para incrementar o
conhecimento da biologia das diferentes espécies, favorecendo posterior
producdo em ambientes controlados, onde o0s meios de cultura oferecem
nutrientes necessarios para o crescimento 6timo de cada espécie.

O objetivo de toda cultura de microalga € a maximizacao da conversao da
eficiéncia fotossintética para um étimo de producao de material organico (MCkim
e Durnford, 2006).

A luz é considerada o principal fator que afeta o crescimento das
microalgas em ambientes controlados, porém, fatores fisicos e quimicos como
temperatura e disponibilidade de nutrientes também interferem no seu
desenvolvimento (Brown et al., 1997).

As clorofilas estéo relacionadas diretamente com a eficiéncia fotossintética
e consequentemente com o0 crescimento e a adaptabilidade aos diferentes
ambientes, sdo o0s pigmentos responsaveis pela captura de luz utlizada na
fotossintese, sendo primordiais na conversédo da radiagcdo luminosa em energia
guimica, na forma de ATP e NADPH, (Jesus e Marenco, 2008).

O teor de clorofila pode estar relacionado a senescéncia das células
microalgais e no teor de nitrogénio considerado de suma importancia para 0s
estudos fisiol6gicos das microalgas (Figueredo et al., 2009).

Segundo Figueredo et al., (2009), durante os eventos fotossintéticos, a
energia absorvida que ndo é usada em reacdes fotoquimicas pode ser dissipada
como fluorescéncia, que permite obter informac¢des detalhadas sobre a estrutura,
distribuicdo de energia e atividade do aparato fotossintético, do fotossistema Il
(PSII).

Como qualquer outro processo de troca de energia, a conversao de energia
luminosa em energia quimica no processo fotossintético ndo € perfeita (Pecanha,
2010). Nem todos os elétrons em seu mais alto nivel energético sdo passados
para os aceptores. Retornando ao estado inicial (antes de receber energia dos

fétons) sem producédo de ATP e NADPH2. Quando retornados ao estado inicial, a
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energia é dissipada em forma de calor ou luz (fluorescéncia), constituindo quase
toda fluorescéncia proveniente das moléculas de clorofilas associadas ao PSII
(Bolhar-Nordenkampf e Oquist, 1993).

O crescimento das microalgas depende unicamente das propriedades
intrinsecas das células algais, quando os fatores em condi¢céo de laboratério sédo
adequados como a luz, que atua no metabolismo das microalgas, principalmente
na sintese de carboidrato e lipidios (Meseck et al., 2005).

Sendo importante enfatizar a importancia da relacdo entre fluorescéncia
variavel com a fluorescéncia maxima (F, /Fn), considerada uma medida da
eficiéncia intrinseca ou maxima do PSII. Esta relacdo mede a eficiéncia quéantica
de todos os centros do PSIl. Esta variavel indica a probabilidade do elétron
absorvido pelos pigmentos fotossintéticos do PSII reduzir quinona A (QA) (Krause
e Weis, 1991), sendo correlacionada com o rendimento quéantico do processo
fotossintético (Kao e Forseth, 1992).

Em ambientes que ndo causam modificacbes na relacdo F, /Fn,, pode-se
utilizar o indice fotossintético ou “Photosynthetic index” (Pl), demonstra a
atividade do fotossistema | e Il (Strasser et al., 2004). E uma variavel mais
completa no estudo do aparato fotoquimico.

A possibilidade de indicar um efeito fotoinibitorio nas plantas pode ser mais
eficaz segundo Strasser et al. (1995), fornecendo um grande numero de variaveis
gue caracterizam a amostra fotossintética, mais vantajosa também por indicar
precocemente possiveis estresses nas plantas antes que o sintoma do estresse
seja exteriorizado (Christen et al., 2007).

Neste contexto, tal método foi considerado uma ferramenta pratica, para
obtencao de informacgdes rapidas sobre varias possibilidades de efeitos sobre a
capacidade fotossintética, em particular sobre o PSIl, e para uma extensao
limitada do PSI (Stirbet e Govindjee, 2011).

Dessa forma, em virtude de qualquer fator biético ou abiotico, estudar as
respostas da planta por meio do uso da emisséo da fluorescéncia da clorofila tem
sido uma pratica bastante eficiente na avaliacdo do processo fotoquimico da
fotossintese (Ribeiro, 2012).

Na aquicultura, o aspecto mais importante do cultivo de microalgas

concentra-se na sua utilizagdo como alimento para uma grande variedade de
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organismos aquaticos cultivados em nivel comercial ou experimental (Hoff e Snell,
1987; Barbieri e Ostrensky, 2001; Maximiniamo et al., 2002). Em funcé&o dos
custos de producao poder chegar a 30% do total da operagéo. Alternativas para a
reducdo do custo, mantendo a qualidade do produto final com valor nutricional
compativel e facilidade de cultivo em grande escala, tém gerado a busca por
pesquisas que produzam algas de qualidade e quantidade adequadas para
posterior uso na aquicultura (Thomaz et al., 2004).

A utilizacdo de meio de cultivo para microalga cloroficea a base de
fertilizante quimico N-P-K (15-05-30) e N-P-K (15-09-12) associado com o tipo de
luz adequada, pode servir como ferramentas para o melhor desenvolvimento e
crescimento das microalgas. Tal acdo pode reduzir custos, uma vez que
apresenta quantidades inferiores utilizadas de N-P-K quando previamente
preparado de maneira adequada podendo apresentar concentracdes suficientes
de nitrogénio, fosforo e potassio (Thomaz et al., 2004; Sipauba-Tavares e Braga,
2007).

Ante ao exposto, objetivou-se avaliar o crescimento, o valor nutricional e a
capacidade fotossintética da microalga Volvox sp., em dois diferentes fertilizantes
guimicos comerciais associados a trés tipos de espectros de luz (fluxos de fotons

fotossintéticos).
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MATERIAL E METODOS

LOCALIZACAO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

O experimento foi realizado no Laboratério de Ecologia Aquética e
Producédo de Plancton (LEAPP) do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Espirito Santo (Ifes). O Campus de Alegre localiza-se no km 40 da
Rodovia Cachoeiro-Alegre, na Fazenda Caixa-D’Agua, Distrito de Rive, Municipio
de Alegre, ES. As temperaturas médias (maxima e minima) do
municipio giram em torno de 29,7 °C e 18,5 °C, respectivamente,
sendo a média anual de 23,4°C. A precipitacdao pluviométrica anual é
da ordem de 1325,9 mm, com 233,0 mm no periodo seco (maio a
setembro) e 1092,9mm no periodo chuvoso (outubro a abril). A espécie
microalgal utilizada foi a Volvox sp., proveniente do Setor de Piscicultura,
com trinta e seis viveiros escavados, totalizando 4 ha de area inundada, e
localiza-se nas coordenadas geograficas 20° 45’ 30" S e 41° 27’ 23" W, a 108, 27
m de altitude.

A microalga Volvox sp., foi coletada nos viveiros de piscicultura e
posteriormente, cultivada no LEAPP-Ifes/Campus de Alegre, Alegre, ES, Brasil. O
experimento foi realizado nos meses de novembro/dezembro de 2012, em
sistema de cultivo estatico ndo axénico, com aeracdo constante. Os aspectos
fisico-quimicos da agua dos bioensaios foram monitorados e controlados durante
todo periodo experimental. A temperatura manteve-se a 27 + 2,0 °C, em regime
de luz D light a 64,75 pmol m? s a 74 umol m? s™ e fotoperiodo de 24 horas. O
pH apresentou variacdo média de 7,0 a 7,2. O oxigénio manteve-se sempre
préximo a saturacao (7,5- 8,0 ppm). Portanto, os valores destes parametros foram
mantidos dentro da faixa considerada adequada para o bom desenvolvimento de
cultivo da microalga, de acordo com varios autores (Proenca e Bittencourt, 1994;
Ono e Kubitza, 2003; Brasil, 2005; Albanez e Matos, 2007; Sipauba-Tavares et al.,
2009;).

Foram avaliados o efeito de trés tipos de fluxos de fétons de luz (espectros

de luz) e dois tipos de fertilizantes minerais a base de N-P-K (15-05-30) e N-P-K
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(15-09-12) granulado de liberacdo lenta em solucdo concentrada de 10g L™ na
guantidade de 50,0 mL de solucdo de N-P-K, sobre a taxa de crescimento, 0
rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), o indice fotossintético
(PI) e o valor nutricional da microalga Volvox sp.,

Foram testados os seguintes tratamentos: Espectro de luz Branca (15-09-
12) granulado de liberacéo lenta solucdo de 10g L™) (T1); Espectro de luz Azul
(15-09-12) granulado de liberacao lenta solucdo de 10g L™) (T2); Espectro de luz
vermelha (15-09-12) granulado de liberacdo lenta solucdo de 10g L™ (T3);
Espectro de luz Branca (15-05-30) solucdo de 10g L™) (T4); Espectro de luz Azul
(15-05-30) solucdo de 10g L™) (T5); Espectro de luz vermelha (15-05-30) solucéo
de 10g L™) (T6).

PERIODO PRE-EXPERIMENTAL
Preparacédo das solugdes de fertilizantes

Foram testados os seguintes fertilizantes: Adubo comercial 1 (15-05-30)
soltvel completo na concentracdo de 10g de adubo L™ + micronutrientes: Mg=
1,8%; S= 2%; Fe= 0,07%; B= 0,025%; Cu= 0,01%; Mn= 0,04%; Mo= 0,004%; Zn=
0,025%, fonte de nitrogénio 11,3% de Nitrogénio Nitrico e 3,7% Nitrogénio
Amoniacal. 5% Fosforo (P20s) e 30% Potéassio (K20).

Adubo comercial 2 (15-09-12) granulado de liberacdo lenta na concentracao
de 10g de adubo L™ + micronutrientes: Mg= 1%; S= 2,3%; Cu= 0,05%; Fe=
0,45%; Mg= 0,06% e Mo= 0,02%, sendo a fonte de nitrogénio a ureia, fonte de
fésforo o fosfato monoaménico (MAP) e o potassio o cloreto de potassio (K;0).

Para a preparacdo dos meios os adubos foram pesados a quantidade de
10g dos respectivos adubos comerciais experimentados, em balanca digital Mark
M5502D, macerados e dissolvidos em um litro de agua destilada. As solucdes
foram acondicionadas em recipientes com capacidade de 1L devidamente

tampadas e conservadas em temperatura ambiente (Figura 1).
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Figura 1 — Adubos experimentais acondicionados em recipientes com capacidade
de 1L.

Inoculac&o e manutencao dos cultivos

Cepas de Volvox sp., foram repicadas em intervalos regulares de 7 dias, de
modo a obter maior densidade de células por mililitros e maiores volumes até

alcancar 5L (Figura 2).

Figura 2 — Cultura semicontinua da alga microscépica continental cloroficea

Volvox sp.
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Os cultivos foram iniciados em laboratério em Erlenmeyer graduados com
capacidade para 1000 mL, acrescentando-se 50 mL de N-P-K anteriormente
diluido e 150 mL de in6culo, em frascos contendo 800 mL de agua destilada. O
experimento foi desenvolvido em triplicata durante 15 dias (Figura 3).

Figura 3 — Aspecto dos modulos das unidades experimentais sobre bancada.

Os bioensaios foram colocados sobre prateleiras com lampadas fluorescentes
de diferentes espectros de luz (fluxos de fétons fotossintéticos):

Luz azul (lampada T4 actinica com reator integrado ROXIN RX-E023, 26 W,
comprimento de 1,02 m e voltagem 110v) simula a luz do luar.

Luz vermelha (lampada T4 actinica rosa com reator integrado ROXIN RX-
E023, 26 W, comprimento de 1,02 m e voltagem 110v) para o crescimento das
plantas.

Luz branca (lampada T4 actinica branca com reator integrado ROXIN RX-
E023, 26 W, comprimento de 1,02 m e voltagem 110v) para todos os tipos de
aquario (Figura 4).
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Figura 4 —Aspecto dos bioensaios experimentais sobre as prateleiras.

Com as seguintes quantidades de fétons fotossintéticos de cada luz
testada: Luz azul (12,6 pmol m? s?), Luz vermelha (12,6 pmol m? s™) e Luz

branca (14,8 umol m? s™), medidos pelo aparelho Quantum Meter (Figura 5).
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Figura 5 — Aparelho de medida do fluxo de f6tons fotossintéticos.

A temperatura da sala estabilizada em 30°C e cada unidade experimental
recebeu aeragao constante, por meio de “aerador de aquario” e mangueiras
plasticas 3/16” providas de pedras porosas em suas extremidades. A aeragao
serviu também para proporcionar a distribuicio homogénea dos adubos
comerciais experimentais, evitando precipitacdo de adubo no fundo das unidades
experimentais e consequentemente a desnutricdo das microalgas estudadas.

Acompanhamento do desenvolvimento no crescimento celular

O monitoramento da cultura foi realizado a partir de 24 horas apos a
inoculacdo das culturas, por contagens de células com camara de Neubauer,
retirando-se de cada unidade experimental amostras de 3 ml diariamente, ao
longo de 15 dias, para avaliacdo do crescimento populacional, sendo estas
aliquotas previamente fixadas com solucédo de lugol 1% e guardadas em frascos
de vidro com tampa, retirando dessas aliquotas, duas subamostras de 1 ym L™
sendo as amostras contadas sob microscopio biolégico de luz direta, com

aumento de 400x, em camara de Neubauer (Figura 6).



65

Figura 6 — Camara de Neubauer (hemocitdbmetro) usada na contagem celular de
Volvox sp.

Estabeleceu-se a curva de crescimento de cada microalga. O total foi
expresso em nimeros de células m L™ x 10x* estabelecendo-se as curvas de
crescimento do cultivo misto das microalgas do género Volvox sp. O experimento
foi finalizado no 15° dia de desenvolvimento da cultura, perfazendo 14 dias de

contagens.

Férmula de contagem para determinacéo do crescimento populacional:

D (células ml-1) = contagem total x 104
N° blocos contados

Estimativa do teor de Clorofilaa,b ec

As avaliacbes e o célculo de clorofila a, b e ¢ foram obtidos filtrando uma
guantidade conhecida de agua, em filtro de fibra de vidro com pequena
porosidade (0,1 a 1 microbmetros). Em seguida, estes filtros foram congelados a
uma temperatura de 20°C por 180 dias. A extracao foi realizada apos 24 horas de
molho em 10 mL de acetona a 90% a frio. Estes processos foram realizados em
ambiente com a menor quantidade de luz. O extrato foi centrifugado por 20

minutos a 3500 rpm retirando-se o liguido (sobrenadante), e completando-se a 10
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mL com acetona 90%. Em seguida foram feitas as leituras em espectrofotémetro,
nos comprimentos de onda de 664 nm, 647 nm e 630 nm, utilizou-se como
“branco”, acetona 90%. A leitura a 664 nm detectou a absor¢do da clorofila a, a
leitura a 647 nm a absorcdo da clorofila b e a leitura a 630 nm detectou a

absorcéo da clorofila ¢, utilizando a formula proposta por Golterman et al. (1978).

Pclor = Eclor x 1000 x Vextr (mL)
Kclor x Vfilt (1)

Célculo de clorofila a.

Eclor = E664 — E750

E664= leitura a 664nm,

E750= leitura a 750 nm,

Eclor= leitura corrigida para clorofila a,

Pclor= concentracdo de clorofila a,

1000= correcéo do volume L™,

Vextr (ml)= volume do extrato,

Kclor= coeficiente de extingdo para a clorofila a (89),
VAilt(l)= volume filtrado (em litros).

Calculo de clorofila b
Eclor = E647 — E750

E647= leitura a 647nm,

E750= leitura a 750 nm,

Eclor= leitura corrigida para clorofila b,

Pclor= concentracédo de clorofila b,

1000= correcéo do volume L™,

Vextr (ml)= volume do extrato,

Kclor= coeficiente de extin¢do para a clorofila b (89),
VAilt(l)= volume filtrado (em litros).

Calculo de clorofila ¢
Eclor = E630 — E750

E630= leitura a 630nm,

E750= leitura a 750 nm,

Eclor= leitura corrigida para clorofila c,
Pclor= concentracao de clorofila c,
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1000= correc¢ao do volume Lt

Vextr (ml)= volume do extrato,

Kclor= coeficiente de extingdo para a clorofila c (89),
VAilt(l)= volume filtrado (em litros).

Rendimento quantico méximo do fotossistema Il (Fv/Fm)

As avalia¢Oes da fluorescéncia inicial (Fo), da fluorescéncia variavel (F,), da
fluorescéncia maxima (Fn) e do rendimento quantico do fotossistema Il (FSII)
(FW/Fyn) foram obtidas por meio do fluorimetro Pocket PEA (Plant Efficiency
Analyser, Hansatech, Inglaterra). Para realizar essas avaliacbes a massa
microalgal foi adaptada ao escuro com o auxilio de pincas, as quais acompanham
0 equipamento. De acordo com Strasser et al. (2000b), nessas condicdes o0s
centros de reacao estdo completamente abertos com perda minima de calor. Um
pulso forte de luz 1s™ (3500 pmol m?s™) foi aplicado por trés diodos emissores de
luz (650 nm). Esta avaliagéo foi realizada no oitavo dia experimental, as 9:00 h
(Figura 7).

Figura 7 — Coleta e preparacdo da microalga Volvox sp., para avaliagdo por meio
do fluorimetro Pocket PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, Inglaterra) do
rendimento quantico maximo do fotossistema Il e do indice fotossintético.
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indice fotossintético (PI)

A partir das intensidades de fluorescéncia armazenadas por meio do
Pocket PEA, foi possivel obter a relacdo F./F, (TR/ABS) (rendimento quantico
maximo do FSII) e o Pl ((F/Fo) (RC/ABS) (ET/TR-ET)). O Pl combina 3 passos da
atividade fotossintética dos centros de reagfes do FSII: a absor¢cdo da energia
luminosa (RC/ABS); a captura da energia de excitacdo (F./Fo) (Que representa a
contribuicdo da energia luminosa para a fotoquimica priméaria. Este componente
FJ/Fo representa a “perfomance” devido a probabilidade de captura da energia
luminosa, (i.e.) a capacidade de reduzir Quinona (Qa) e a conversao da energia
luminosa para o transporte de elétrons no FSII (ET/TR-ET) (i.e. a contribuicdo das
reacoes bioquimicas) (Strasser e Strasser, 1995; Strasser e Tsimili-Michael, 2001,
Strasser et al., 2000b e 2004).

Anélise Bromatologica

No Laboratério de Bromatologia do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia
e Tecnologia do Espirito Santo (Ifes) — Campus de Alegre, foi realizada a analise
do teor proteico total na biomassa seca da microalga do género Volvox sp., em
cada tratamento através do método classico de KJELDHAL, adotando-se o fator
de correcdo de 6,25 para a conversdo a partir dos teores de nitrogénio total
(OFFICIAL METHODS OF FOOD ANALYSIS, 1984). Esse método baseia-se pela
destruicdo da matéria organica com acido sulfarico concentrado, em presenca de
um catalizador e aguecimento, com formacao de nitrogénio inorganico, na forma
de sulfato de amoénio. Em seguida, em aparelho destilador de nitrogénio, adiciona-
se hidréxido de sédio no tubo proveniente da digestdo, para alcalinizacdo do
meio, e, desta forma, o sal de amdnio € convertido a aménia, que é destilada para
uma solucéo saturada de acido bérico. Posteriormente, titula-se essa solucdo com
acido cloridrico 0,01N para quantificar a concentracdo de nitrogénio, utilizou a

férmula (Tedesco et al., 1995):

Proteina bruta (%) = [(Va-Vb)/P] x F x Nx 6,25 x 0,014 x 100
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Onde:

Va= volume de HCL 0,01 N utilizado na titulacao;

Vb= volume de HCL 0,01 N consumido pela prova em branco;

F= fator de correcdo do HCL 0,01N;

N= normalidade;

6,25= fator de transformacdo do nitrogénio em proteina, ( considerando
16% nitrogénio);

0,014= miliequivalente grama do nitrogénio;

P= peso da amostra em g.

Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
distribuido em esquema fatorial completo 23, onde foram testados dois adubos
comerciais em trés diferentes espectros de luz (fluxos de fotons fotossintético) no
cultivo da microalga Volvox sp., em triplicata por tratamento perfazendo 24
unidades amostrais.

Os dados obtidos foram analisados por meio do teste de Tuckey em 5% de
probabilidade com o auxilio do software SISVAR 5.3 (Build 77), (Ferreira, 2011).

Os gréficos foram realizados por meio do Excel 2007.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O desempenho da microalga Volvox sp., variou de acordo com o0s
diferentes fertilizantes comerciais e espectro de luz testados, observado nas
figuras (8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14) e nas tabelas (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) abaixo:
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Figura 8: Curvas de crescimento do nimero de células mL™, nos tratamentos T1
(15-09-12) Luz Branca, T2 (15-09-12) Luz Azul e T3 (15-09-12) Luz Vermelha.

O crescimento da microalga do género Volvox sp., em meio de cultivo
adubo comercial de liberacdo lenta (15-09-12) na solucdo de 10g L™ foi
semelhante nos espectros de luz utilizados, com fase exponencial para T2 (15-09-
12) Luz Azul entre o 3° e 5° dia, fase estacionaria do 5° ao 6° dia com posterior
declinio do namero de células microalgais do 7° até o 15° dia. O T3 (15-09-12)
Luz Vermelha apresentou fase exponencial até o 3° dia de cultivo em seguida,
fase estacionaria entre o 3° ao 4° dia, posterior aumento do crescimento celular
atingindo o pico maximo de crescimento no 7° dia e em seguida declinio do
ndmero de células L™ no 15° dia. Observou-se no T1 (15-09-12) Luz Branca inicio
da fase exponencial no 3° dia de cultivo, alcancando o pico maximo de
crescimento celular no 5° dia, declinio no 6° dia de cultivo em seguida oscilacédo

entre crescimento e declinio do niumero de células até o 9° dia, com posterior
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declinio no 15° dia de experimentacéo, (Figura 8).

Tabela 1 — Numero de células da microalga Volvox sp, submetidas a diferentes
espectros de luz e adubo comercial de liberacdo lenta (15-09-12) na solucéo de
10g L%, aos quinze dias de cultivo.

TRATAMENTOS NUMERO DE CELULAS
T1(15-09-12) Luz branca 1,77E+07b
T2(15-09-12) Luz azul 2,58E+07a
T3(15-09-12) Luz vermelha 2,01E+07b

!Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.

O crescimento da microalga do género Volvox sp., no adubo comercial de
liberacdo lenta (15-05-30) na solucdo de 10g L™, foi superior no espectro de luz
Azul, com fase exponencial no T5 (15-05-30) Luz Azul entre 0 1° e 7° dia, fase
estacionaria no 8° dia com posterior declinio do numero de células microalgais do
9° até o0 15° dia. O T6 (15-05-30) Luz Vermelha apresentou fase exponencial até o
6° dia de cultivo atingindo o pico maximo de crescimento no 6° dia e em seguida
declinio do nimero de células L™ até o 15° dia. O T4 (15-05-30) Luz Branca inicio
da fase exponencial no 2° dia de cultivo, alcancando o pico maximo de
crescimento celular no 5° dia e a fase de declinio no 6° dia de cultivo até o 15° dia

de experimentacéao, (Figura 9).
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Figura 9: Curvas de crescimento do nimero de células mL™, nos tratamentos T4
(15-05-30) Luz Branca, T5 (15-05-30) Luz Azul e T6 (15-05-30) Luz Vermelha.

Tabela 2 — Numero de células da microalga Volvox sp, submetidas a diferentes
espectros de luz e adubo comercial (15-05-30) na solucdo de 10g I-1, aos quinze
dias de cultivo

TRATAMENTOS NUMERO DE CELULAS
T4(15-05-30) Luz branca 1,49E+07b
T5(15-05-30) Luz azul 2,59E+07a
T6 (15-05-30) Luz vermelha 1,78E+07b

'Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem significativamente pelo teste de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.

Realizando-se as andlises estatisticas para o crescimento do namero de
células mL* ao final da experimentacdo (15 dias) demonstrou diferenca
significativa (P>0,05) pelo teste de Tuckey. Observado nas tabelas 1 e 2 que 0 T2
(15-09-12) Luz azul e T5 (15-05-30) Luz azul apresentaram o melhor desempenho
no crescimento celular da microalga Volvox sp., enquanto os tratamentos: T3 (15-
09-12) Luz vermelha, T6 (15-05-30) Luz vermelha, T1(15-09-12) Luz branca e
T4(15-05-30) Luz branca apresentaram o pior desempenho com relacdo ao

crescimento populacional do nimero de células mL™.
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O incremento da densidade celular do género Volvox sp., durante a fase
exponencial de crescimento nos dois meios utilizados poderé estar associado ao
periodo de 24 horas de luz, visto que espectros de luz diferentes influenciaram no
crescimento algal. Taxas de crescimento elevadas estdo associadas com a
aeracao e o espectro de luz.

Nas curvas de crescimento foi possivel identificar uma fase de ajuste entre
o dia 1 e 2, onde o numero de células algais ndo aumenta significativamente em
relacdo ao dia inicial ndo estando em condi¢des de divisdo imediata, dita fase de
adaptacdo ao meio de cultivo, podendo inferir a presenca de enzimas inativas,
diminuicdo dos metabdlitos em niveis insuficientes para ocorrer divisdo celular e
maior assimilacao de carbono disponivel (Pérez et al.,2008). O equilibrio de &acido
glicélico no meio que possa tornar disponivel a fixacdo do carbono e assim
promover o crescimento (Xu et al., 2006).

O resultado da analise bromatolégica para a microalga do género Volvox
sp., apresentou teores de Proteina Bruta (PB) elevados nos tratamentos: T3 (15-
05-30) Luz Branca e T6 (15-09-12) Luz Branca (Figura 10).
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Figura 10: Proteina bruta (%) da microalga Volvox sp., nos tratamentos T1 (15-05-
30) Luz Vermelha, T2 (15-05-30) Luz Azul, T3 (15-05-30) Luz Branca, T4 (15-09-
12) Luz Vermelha, T5 (15-09-12) Luz Azul e T6 (15-09-12) Luz Branca.

Alcancando niveis de proteina semelhante aos relatados por Lourenco
(2006). Corroborando com diversos autores (Brown, 2002; Sipauba-Tavares e

Rocha, 2003; Olaizola, 2003; Cabrales e Gonzalez, 2004) que afirmam a
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necessidade de informacgles relativas a exigéncia nutricional e quanto aos
aspectos referentes a espécie e do tipo de fertilizante utilizado, interagindo com
as variaveis fisico-quimicas para o melhor desempenho do fitoplancton dulcicola.
Brown et al. (1997), comprovaram que na fase de crescimento, as microalgas
apresentam variacdes na composi¢ao quimica e, na fase estacionéria, o nivel de
proteina é baixo, devido a limitacdo do nitrogénio. Essa afirmativa atualmente
pode ser corrigida nos cultivos controlados, pois os meios de cultura oferecem
nutrientes e quantidade de luz necessaria para o crescimento 6timo de cada
espécie. Concordando com Sipauba-Tavares et al. (1999), que afirmam a
importancia da interacdo género de microalga, tipo de adubo comercial e com as
variaveis fisico-quimicas.

Com relagéo aos demais tratamentos T1 (15-05-30) Luz vermelha, T2 (15-
05-30) Luz azul, T4 (15-09-12) Luz vermelha e T5 (15-09-12) Luz azul, néo
atingiram o valor de 30% PB, considerado minimo necessario para producao
como alimento para larvas e alevinos de peixes e crustaceos (Sipauba-Tavares et
al.,, 1999). A variacdo no teor proteico das microalgas pode comprometer o
crescimento e o desenvolvimento de organismos de niveis troficos superiores
(Kilham et al., 1997).

Portanto, meio e técnica de cultivo sdo a base para o estabelecimento da
gualidade nutricional das microalgas (Penteado, 2010).

A concentracdo de clorofila a, observada nos tratamentos T1 (15-05-30)
Luz vermelha, T2 (15-05-30) Luz azul, T3 (15-05-30) Luz branca, foi relativamente
constante mantendo-se em torno de 0,004 pg L™, enquanto que a concentragéo
de clorofila b foi superior no T1 (15-05-30) Luz vermelha em torno de 0,007 pg L™
guando comparado aos tratamentos: T2 (15-05-30) Luz azul mantendo-se em
torno de 0,001 pg L™ e T3 (15-05-30) Luz branca em torno de 0,001 pg L™ Na
ultima concentracdo da clorofila ¢ o tratamento (15-05-30) Luz vermelha,
manteve-se em torno de 0,004 ug L™ e os tratamentos T2 (15-05-30) Luz azul
0,001 pug L™ e T6 (15-09-12) Luz branca 0,005 ug L. (Figura 11).

Nas observacdes realizadas na Figura 12 a concentracdo da clorofila a no
tratamento T4 (15-09-12) Luz vermelha foi superior em torno de 0,008 ug L™, aos
demais tratamentos T5 (15-09-12) Luz azul 0,002 pg L™ e T6 (15-09-12) Luz

branca 0,001 pg L. na concentracdo de clorofila b o tratamento T4 (15-09-12)
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Luz vermelha manteve-se em torno de 0,005 pg L enquanto os demais
tratamentos T5(15-09-12) Luz azul e T6(15-09-12) Luz branca mantiveram-se em
nulidade 0,000 pg L™. J& a concentracéo da clorofila ¢ o tratamento T4(15-09-12)
Luz vermelha manteve-se em torno de 0,006 pg L™ superior ao tratamento T5(15-
09-12) Luz vermelha, que se manteve em torno de 0,006 pug L™ superior aos
tratamentos T5(15-09-12) Luz azul e T6(15-09-12) Luz branca que apresentaram
nulidade em seus resultados 0,000 pg L™.
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Figura 11: Estimativa do teor de clorofila (ug L™) da microalga Volvox sp., nos
tratamentos T1 (15-05-30) Luz Vermelha, T2 (15-05-30) Luz Azul e T3 (15-05-30)
Luz Branca.
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Figura 12: Estimativa do teor de clorofila (ug L) da microalga Volvox sp., nos
tratamentos T4 (15-09-12) Luz Vermelha, T5 (15-09-12) Luz Azul e T6 (15-09-12)
Luz Branca.
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resultados obtidos para o teor de clorofila a, b e ¢ demonstrados nas

tabelas 3, 4 e 5, em todos os tratamentos T1 (15-05-30) Luz vermelha, T2 (15-05-
30) Luz azul, T3(15-05-30) Luz branca, T4 (15-09-12) Luz vermelha, T5(15-09-12)

Luz azul

e T6 (15-09-12) Luz branca. Comprovaram ndo haver diferenca

significativa (P<0,05) ao término do experimento.

Tabela 3 —

Anélise de variancia do teor de clorofila a (ug L™) da microalga Volvox

sp, submetida a diferentes espectros de luz e adubo comercial, aos quinze dias

de cultivo. ] ]
FONTE DE VARIACAO GRAUS DE QUADRADO MEDIO
LIBERDADE
Adubo 1 0,00000000E+0000"®
Luz 2 0,000050"
Interacdo 2 0,000050"™
Residuo 12 0,000033
CV 173,21%

ns = ndo significativo, pelo teste de Fisher em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4 — Andlise de variancia do teor de clorofila b (ug L™) da microalga Volvox
sp, submetida a diferentes espectros de luz e adubo comercial, aos quinze dias
de cultivo. _ ]
FONTE DE VARIACAO GRAUS DE QUADRADO MEDIO
LIBERDADE
Adubo 1 0,00000000E+0000"
Luz 2 0,000089"™
Interacéo 2 0,00000000E+0000"
Residuo 12 0,000028
C.V 237,17%

ns = nao significativo, pelo teste de Fisher em nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 5 — Andlise de variancia do teor de clorofila ¢ (ug L™) da microalga Volvox
sp, submetida a diferentes espectros de luz e adubo comercial, aos quinze dias
de cultivo.

FONTE DE VARIACAO GRAUS DE QUADRADO MEDIO
LIBERDADE
Adubo 1 0,00000000E+0000"™
Luz 2 0,000039"
Interacdo 2 0,000017"
Residuo 12 0,000017"
CV 183,71%

ns = ndo significativo, pelo teste de Fisher em nivel de 5% de probabilidade.

A absorbancia da clorofila a, b e ¢ como representacdo da biomassa
depende do tamanho, da forma e do brilho das particulas, do comprimento de
onda da luz incidente e da concentracédo de nutrientes (Eker-Develi et al., 2006).
Segundo Cullen (1982), a relacdo clorofila/nimero de células decresce em
condicles saturadas de luz. Eker-Develi et al., (2006), encontraram que a relacéo
pode ser mutavel dependendo das fases de crescimento de cada espécie
estudada. Sendo a relacéo clorofila/nimero de células alta na fase exponencial de
crescimento e em elevada concentracao de nutrientes.

Os resultados obtidos demonstram a determinacao da clorofila a, b e c, os
estudos com relacdo a curva de crescimento de microalgas devem ser sempre
realizados em conjunto com as medidas de contagem celular. Os parametros que
mais influenciaram a variacdo de clorofila a, b e ¢ ao longo do experimento foram
os diferentes fluxos de fétons de luz e fertilizantes comerciais. Segundo Jesus e
Marenco (2008), as clorofilas estédo relacionadas com a eficiéncia fotossintética e
consequentemente com o0 crescimento e a adaptabilidade aos diferentes
ambientes. Em cultivo de microalgas, um dos principais objetivos é a
maximizacao da eficiéncia fotossintética. Segundo Uribe (1989), a fotossintese e
outros processos vitais sdo regulados por enzimas. Assim, ndo sé a fotossintese,
mas 0s demais processos vitais que dependem da atividade enzimatica podem
reduzir ou até cessarem quando nao satisfeitas suas exigéncias fisico-quimicas.

O rendimento quantico maximo do FSII, representado pela relacdo Fv/Fm,
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demonstrado na tabela 6, em todos os tratamentos realizados T1 (15-05-30) Luz
vermelha, T2 (15-05-30) Luz azul, T3 (15-05-30) Luz branca, T4 (15-09-12) Luz
vermelha, T5 (15-09-12) Luz azul e T6 (15-09-12) Luz branca (figura 13) nao
apresentou diferenca significativa (P<0,05) ao término do experimento.
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Figura 13: Eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) da microalga
Volvox sp., nos tratamentos T1 (15-05-30) Luz Vermelha, T2 (15-05-30) Luz Azul,
T3 (15-05-30) Luz Branca, T4 (15-09-12) Luz Vermelha, T5 (15-09-12) Luz Azul e
T6 (15-09-12) Luz Branca.

Tabela 6 — Andlise de variancia da eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il
(Fv/Fm) da microalga Volvox sp, submetida a diferentes espectros de luz e adubo
comercial, aos quinze dias de cultivo

FONTE DE VARIACAO GRAUS DE QUADRADO MEDIO
LIBERDADE
Adubo 1 0,00000000E+0000"
Luz 2 0,000050™
Interacéo 2 0,000050™
Residuo 12 0,000033
CV 216,21%

ns = nao significativo, pelo teste de Fisher em nivel de 5% de probabilidade.

Ambos o0s tratamentos apresentaram valores da relacdo Fv/Fm entre 0,66 e
0,71 podendo indicar ocorréncia de dano fotoinibitorio no PSIlI (Bilger e
Bjorkmann, 1990). Entretanto, possiveis reduc¢des nos valores de Fv/Fm podem

representar tanto uma regulacdo fotoprotetora reversivel como uma inativacao
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irreversivel do PSIlI (Long et al., 1994; Araus e Hogan, 1994). Diferente do que
ocorre com as plantas superiores as microalgas neste experimento n&o
diminuiram o teor de clorofila (Figura 11 e 12). Portanto, n&o ocorreram danos ao
aparato fotossintético da microalga estudada. Segundo Christen et al. (2007), e
Oukarroum et al. (2007), consideram essa variavel pouco sensivel as alteracdes
iniciais na fotossintese. Neste trabalho, os autores Figueredo et al. (2009), nao
concordam com o encontrado porque afirmam que a variavel Pl (indice
fotossintético), quando comparada a relacdo Fv/IFm, € mais sensivel e mais
indicada para a resposta da capacidade fotossintética nas microalgas.

O PI (indice fotossintético) € um indice que também avalia o aparato
fotossintético. Entretanto, para ser estimado, o PI utiliza um maior numero de
parametros, o que o pode tornar uma variavel mais sensivel aos fatores
ambientais como luz, temperatura, nutrientes minerais etc, do que a relacdo
Fv/Fm. Esses parametros sdo a densidade dos centros de reagéao, eficiéncia de
captura e transporte de elétrons (Strasser et al., 2000b; Strasser et al., 2004).

O PI demonstrado na Tabela 7, para os tratamentos T1 (15-05-30) Luz
vermelha, T2 (15-05-30) Luz azul, T3 (15-05-30) Luz branca , T4 (15-09-12) Luz
vermelha, T5 (15-09-12) Luz azul e T6 (15-09-12) Luz branca (Figura 14), ndo
apresentou diferenca significativa (P<0,05), apresentando valores do indice
fotossintético entre 0,6-0,8.

No presente estudo o PI demonstrou diferenca significativa (P>0,05)
guando realizada a analise estatistica pelo teste de Tuckey. Observado na tabela
8 em que o T4 (15-05-30) Luz branca apresentou uma melhor atividade do
aparato fotossintético da microalga Volvox sp., quando comparado com o0s
tratamentos T5 (15-05-30) Luz azul e T6 (15-05-30) Luz vermelha (Figura 14).
Reforcando a grande sensibilidade desta varidvel quanto ao funcionamento
fotoquimico da microalga estudada, pois quando em mesma condicdo de

avaliacdo a mesma resposta ndo foi encontrada na relacdo Fv/Fm (Ribeiro, 2012).
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Figura 14: indice fotossintético da microalga Volvox sp., nos tratamentos T1 (15-
05-30) Luz Vermelha, T2 (15-05-30) Luz Azul, T3 (15-05-30) Luz Branca, T4 (15-
09-12) Luz Vermelha, T5 (15-09-12) Luz Azul e T6 (15-09-12) Luz Branca.

Tabela 7 — indice fotossintético (PI) da microalga Volvox sp, submetida a
diferentes espectros de luz e adubo comercial (15-09-12), na solugéo de 10g I-1,
aos quinze dias de cultivo.

TRATAMENTOS Pl
T1(15-09-12) Luz branca 0,06a
T2(15-09-12) Luz azul 0,07a
T3 (15-09-12) Luz vermelha 0,08a

!Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 8 — indice fotossintético (PI) da microalga Volvox sp, submetida a
diferentes espectros de luz e adubo comercial (15-05-30) na solucédo de 10g I-1,
aos quinze dias de cultivo.

TRATAMENTOS Pl
T4(15-05-30) Luz branca 0,15a
T5(15-05-30) Luz azul 0,05b
T6 (15-05-30) Luz vermelha 0,06b

'Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem significativamente pelo teste de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade.
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CONCLUSOES

Volvox sp., obteve melhor multiplicacdo celular (nimero de células mL™)
em meio de cultivo utilizando os adubos comerciais(15-09-12) e (15-05-30) no

espectro de Luz azul.

Volvox sp. apresentou melhor capacidade fotossintética utilizando o

fertilizando quimico (15-05-30) Luz branca.

Volvox sp. apresentou valor nutricional de proteina bruta satisfatério nos
tratamentos: T4 (15-05-30) Luz Branca e T2 (15-09-12) Luz Branca.
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4. CONCLUSOES GERAIS

O Experimento | objetivou avaliar crescimento populacional e o valor
proteico do cultivo misto de Ankistrodesmus sp. e Scenedesmus sp., em
laboratorio, sob efeito de trés adubos comerciais N-P-K (25-05-15) + 11% de S
(enxofre) mistura de granulos, (em concentracdo de 1g, 5g e 10g de adubo L™),
N-P-K (15-9-12) granulado de liberacdo lenta (em concentracdo de 1g, 5g e 10g
de adubo L™) e N-P-K (18-18-18) (em concentracéo de 1g, 5g e 10g de adubo L™)
solubilizados em agua destilada testados nas microalgas continentais estudadas.

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que:

e As chlorophyceae Ankistrodesmus sp., e Scenedesmus sp., adaptaram-se
as condicdes de cultivo misto em laboratério realizadas neste trabalho.
Esses géneros apresentaram, em laboratério, rapido crescimento
populacional, atingindo altas densidades, além de suportarem o manejo

realizado. O perfil quimico demonstrou alto valor proteico, sugerindo que



90

podem ser utilizadas diretamente como alimento para organismos
aquaticos;

A utilizacdo de um meio de cultura alternativo (N-P-K) pode reduzir custos
guando comparado ao meio de cultura tradicional (CHU31,), sem prejuizos
no crescimento populacional do nimero de células algaceas. Os sistemas
empregados neste trabalho para a concentragdo das microalgas
necessitam de maiores estudos, apresentando dificuldades quanto ao
rendimento e a coleta do material concentrado;

Necessidade na realizacdo de pesquisas em cultivo em larga escala para
uma maior massa algacea para realizagdo completa da composicao
guimica das microalgas em cultivo misto, sugerindo a utilizagéo direta

como alimento para organismos aquaticos.

Futuros estudos séo necessarios para o aprimoramento das técnicas
de utilizacao dos fertilizantes comerciais N-P-K devido a falta de tecnologia
na producdo das microalgas continentais para utilizacdo como alimentacéo
dos organismos aquaticos, viabilizando com maior autonomia a producao

comercial nos cultivos das microalgas.
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O Experimento Il objetivou avaliar o crescimento populacional, o valor

proteico e a capacidade fotoquimica da microalga Volvox sp., em laboratorio, o

efeito de dois fertilizantes quimicos comerciais N-P-K (15-9-12) granulado de

liberacéo lenta (em concentracdo de 10g de adubo L™) e N-P-K (15-05-30) (em

concentracdo de 10g de adubo L™) solubilizados em &gua destilada submetidos

sob o efeito de diferentes tipos de espectros de luz (Espectro de luz Branca,

Espectro de luz Azul e o Espectro de luz Vermelha).

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que:

A microalga chlorophyceae do género Volvox sp., possui grande potencial
de crescimento populacional e capacidade fotoquimica nas condi¢cOes de
cultivo em laboratorio, atingindo altas densidades, além de suportarem o
manejo realizado. O perfil quimico demonstrou valor proteico satisfatorio,
sugerindo que podem ser utilizadas diretamente como alimento para
organismos aquaticos;

Volvox sp. obteve melhor crescimento celular (nGmero de células mL™) em
meio de cultivo utilizando os adubos comerciais(15-09-12) e (15-05-30) na
solucdo de 10g L™, no espectro de Luz azul. Podendo ser cultivada em um
meio de cultura alternativo (N-P-K), reduzindo possivelmente custos
guando comparado ao meio tradicional utilizado (CHU,);

Necessidade na realizacdo de pesquisas em cultivo em larga escala para
producdo de maior massa algacea para realizacdo completa da
composicdo quimica da microalga estudada, sugerindo a utilizacdo direta

como alimento para organismos aquaticos;
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Volvox sp. apresentou satisfatorio valor proteico associado a capacidade
fotoquimica utilizando os fertilizantes quimico (15-05-30) e (15-09-12) em
espectro de Luz branca, sugerindo a possibilidade em ser utilizada

diretamente como alimento para organismos aquaticos.

Futuros estudos sao necessarios para o aprimoramento das técnicas
de utilizagdo dos fertilizantes comerciais N-P-K devido & falta de tecnologia
na producdo da microalga continental do género Volvox para utilizagdo
como alimentacdo dos organismos aquaticos, viabilizando com maior

autonomia a produgéo comercial nos cultivos das microalgas.
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