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RESUMO

As microalgas sdo um grupo de organismos aquaticos que podem
apresentar grande potencial de cultivo devido a elevada taxa de crescimento.
Vaérias espécies sdo cultivadas comercialmente em diversos paises e a biomassa
produzida tem sido utilizada em variadas aplicac6es, tais como, produtos para
aplicacdo na indudstria de alimentos, na produgdo de corantes naturais, como
fonte de lipideos, na producdo de biocombustiveis (bioetanol e biodiesel) e na
producdo de bioprodutos para aplicacdo no cultivo vegetal. Uma maneira
economicamente vidvel de produzir microalga pode ser utilizando &guas
residuais como meio de cultivo. No presente trabalho objetivou-se avaliar o
efeito do estresse na variacdo bioquimica das biomassas microalgais cultivadas
em aguas residuais e estudar o potencial de extratos produzidos com biomassa
microalgal na germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa). Foram
testadas trés microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e
um Consorcio (Cons C) de microalgas isolado do préprio efluente urbano de
Figueira da Foz/Portugal, foram cultivadas em condi¢des normais. Depois disso,
elas foram cultivadas com caréncia de nutrientes visando estressar as
microalgas (St).. Fez-se a caracterizac¢do bioguimica das biomassas, por meio da
quantificacdo dos solidos volateis, solidos totais, umidade, cinzas, proteinas,
acucares, Oleo e pigmentos totais. Foram preparados posteriormente extratos
aquosos e metanolicos em trés concentrac@es (2, 10 e 20 g L-1) das microalgas
Cv, Sc e Cons. C. Os extratos foram aplicados em sementes de alface . Foi
avaliado a germinagdo no terceiro dia, germinagdo total, o indice de velocidade
de germinacédo (IVG), tamanho de radicula, tamanho de hipocoétilo, matéria seca
por planta e matéria seca total (MS). As biomassas apresentaram variagdo na
caracterizacdo bioquimica, quando a biomassa é submetida a condicbes de
estresse no cultivo. O perfil dos &cidos graxos das microalgas apresentam
maiores teores de acidos graxos insaturados, exceto para Sc que apresenta maior
teor de acido graxo saturado. A aplicacdo dos extratos aquosos de Cv, Sc, CvSt,
ScSt e Cons C St apresentam efeito inibitorio quando avaliado parametro IVG. E
tem efeito estimulante em crescimento de radicula para os extratos da microalga
Cons C e Cons C St. Todos os extratos metandlicos apresentam efeito inibitorio
do IVG, da germinacdo final e germinacdo do terceiro dia. O aumento da
concentragdo do extrato metandlico diminui os valores de germinagdo final. O
aumento da concentragdo do extrato metandlico de Cv diminui o teor de matéria
seca por planta.

Palavras-chave: Bioprodutos. Microalgas. Extratos. Aguas residuais.



ABSTRACT

Microalgae are a group of aquatic organisms that might have great
potential for cultivation due to the high growth rate. Many species are grown
commercially in several countries and the produced biomass has been used as a
source in the food industry, in the production of natural dyes, as a source of
lipids in the production of biofuels (bioethanol and biodiesel) and in the
production of bioproducts for using in plant cultivation. An economically viable
way of producing microalgae can be using wastewater as culture medium. The
present work aimed to evaluate the effect of stress on biochemical variation of
microalgal biomass grown in wastewater and, study the potential of extracts
produced by microalgal biomass in the lettuce seed germination. Three
microalgae, Chlorella wvulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) and a
Consortium (Cons C) of isolated microalgae extracted of urban effluent of
Figueira da Foz / Portugal, were used. The microalgae were grown under normal
conditions. Thereafter, to stress the microalgae, they were placed in solution
without nutrients. The biochemical characterization of biomass was made
through analysis of the volatile solids, total solids, moisture, ash, protein, sugar,
oil and total pigments. Later, aqueous and methanolic extracts in three
concentrations (2, 10 and 20 g L-1) of microalgae Cv, Sc and Cons. C were
prepared. The extracts were applied in lettuce seeds. The germination on the
third day, total germination, the speed of germination index (SGI), root size,
hypocotyl size, dry matter per plant and total dry matter (DM) were measured.
The biomass showed variation in biochemical characterization, when the
biomass is subjected to stress conditions in cultivation. The profile of fatty acids
from microalgae has higher levels of unsaturated fatty acids, except for Sc that
has a higher saturated fatty acid content. The application of aqueous extracts of
Cv, Sc, CvSt, SCST and Cons C St exhibit inhibitory effect when the SGI was
evaluated. A stimulating effect on radicle growth of microalgae extracts for
Cons C and C Cons St was observed. All the methanolic extracts have inhibitory
effect on germination on the third day, total germination and SGI. Increasing the
concentration of the methanol extract decreases the final germination values.
Increasing the concentration of the methanol extract Cv decreases the content of
dry matter per plant.

Keywords: Bioproducts. Microalgae. Extracts. Wastewaters.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo um grupo de organismos unicelulares, normalmente
autotroficos, podendo ser procariotos ou eucariotos. Por serem fotossintéticos
permitem a conversdo de energia solar em quimica. S0 seres aquaticos que
podem crescer em aguas marinhas ou em &gua doce e apresentam grande
potencial devido a elevada taxa de crescimento. A quantidade exata de espécies
microalgais ndo é conhecida, existe na literatura relatos de que podem ser
encontradas alguns milhares de espécies. Essa grande quantidade de espécies
propicia uma diversificagio da composicdo bioquimica das biomassas
microalgais, possibilitando uma gama enorme de produtos a serem obtidos das
microalgas (PULZ; GROSS, 2004).

A escolha da espécie a ser cultivada deve levar em consideracdo a
aplicacdo que se pretende dar, pois a composicdo bioquimica da biomassa das
microalgas é determinada pela natureza de cada espécie algal e de fatores
ambientais, tais como, a intensidade de luz, temperatura, pH, nutrientes e
concentracdo de COs.

O culivo de microalgas pode apresentar inimeras vantagens, como, alta
taxa de acimulo de biomassa, elevada eficiéncia fotossintética, consumo de CO,
atmosférico e producdo de O, uso de menores areas quando comparadas com o
cultivo agricola, utilizacdo de terras inférteis e a utilizacdo de &guas ndo
potaveis. Uma das principais vantagens da producdo de microalgas € a
possibilidade de seu cultivo em &guas ndo potaveis, especificamente, aguas
salobras, aguas residudrias de esgoto e aguas residuarias de diversas outras
atividades, o que cria um cultivo que ndo necessita de 4gua potavel, um bem t&o
valioso na sociedade. Outro ponto a ser destacado é o uso de areas inférteis, o
que nos oferece alternativa na producdo de energia que ndo ird competir com

culturas alimenticias produzidas em areas férteis.
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A Dbiomassa de algumas espécies de microalgas produzidas
comercialmente tem sido utilizada em variadas aplica¢fes, tais como, produtos
para aplicacdo na industria de alimentos, producdo de corantes naturais, fonte de
lipideos, producdo de biocombustiveis (bioetanol e biodiesel) e a producdo de
bioprodutos para aplicacéo no cultivo vegetal.

Uma das grandes vantagens na producéo de lipideos a partir da biomassa
microalgal em comparagdo as culturas energéticas oleaginosas € o tempo para
producdo, que pode durar de meses a anos, enquanto que as microalgas podem
comegar em 5 dias, podendo a biomassa ser recolhida diariamente. Estes
organismos podem ser produzidos ao longo de todo o ano, ao contrario da maior
parte das culturas que sdo sazonais.

Atualmente o processo autotréfico € a técnica mais viavel
economicamente de cultivo de microalgas em escala comercial, e comunmente é
conduzido em ambiente exterior com luz solar abundante (LAM; LEE, 2012).
Uma das formas economicamente viavel de obter biomassa algal para producao
de biocombustiveis em larga escala, minimizando os impactos ambientais, € a
utilizacdo das microalgas para o tratamento de aguas residuais (ABDELAZIZ;
LEITE; HALLENBECK, 2013; PARK; CRAGGS; SHILTON, 2011;
PITTMAN; DEAN; OSUNDEKO, 2011).

As microalgas cultivadas em aguas residuarias aliadas a fontes geradoras
de CO, poluente, podem se tornar um complexo de producdo de energia e
bioprodutos. Cultivo este com diversas vantagens ao meio ambiente, visto que se
trata da producéo de energia limpa, tratamento de &gua residual e purificacdo do
CO2 que seria emitido & atmosfera.

A producéo de bioprodutos a partir da biomassa microalgal pode tornar-
se uma alternativa interessante na construcdo de um cultivo mais viavel de
microalgas em escala comercial. Alguns desses bioprodutos tém grande

potencial de uso na nutricdo vegetal, como bioestimulantes de germinacdo de
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sementes, enraizamento e alongamento de plantulas e desenvolvimento de
plantas. Diante disto, objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito do estresse na
variacdo bioguimica das biomassas microalgais cultivadas em &guas residuais e
estudar o potencial de extratos produzidos com biomassa microalgal na

germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Microalgas

As microalgas representam um sistema mais simples do que as plantas,
sdo predominantemente aquaticos e geralmente microscopicos (5 - 300 um)
unicelulares, podendo formar colénias, e apresentar pouca ou nenhuma
diferenciagdo celular. Sua coloracdo variada é caracteristica devido a presenca
de pigmentos e mecanismo fotoautotréfico em sua estrutura. Filogeneticamente,
0 grupo das microalgas é composto de espécies procaridticas ou eucarioticas,
antigas ou mais recentes, conforme o periodo em que surgiram no planeta
(MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

As microalgas possuem uma composicdo bioquimica diversificada
composta por: proteinas, carboidratos, acidos graxos, carotenoides, dentre
outros. A composicdo bioquimica esta diretamente relacionada a natureza de
cada espécie, aos fatores ambientais relacionados ao local de cultivo e ao meio
de cultura utilizado para seu desenvolvimento (MIAO; WU, 2006; ZAMALLOA
etal., 2011).

Até poucos anos, em ficologia aplicada o termo microalga referia-se as
algas microscopicas e as cianobactérias (TOMASELLI, 2004). Assim,
“microalgas” representavam tanto organismos eucarioticos, como as algas

verdes (Chlorophyta) e diatomaceas (Bacillariophyta), quanto procariéticos
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como as Cyanophyceae (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). Entretanto, a
evolugdo de técnicas moleculares e de microscopia eletronica levou a alteragéo
do termo comum Cyanophyceae para Cyanobacteria, e estes micro-organismaos,
atualmente, sdo classificados como bactérias (KOMAREK; HAUER, 2011).

O interesse para estes dois grupos distintos de micro-organismos
fotoautrotréficos reside no potencial de utilizagdo da biomassa para as mais
variadas aplicagbes, como alimentacdo humana e animal, producdo de
biocombustiveis, além da produgdo de metabdlitos secundarios (HARUN et al.,
2010; SPOLAORE et al., 2006).

As microalgas aquéticas sdo reconhecidas por apresentarem eficiéncia
fotossintética superior as plantas C4, altas taxas de proliferacdo, grande
capacidade de adaptacdo e crescimento em ambientes extremos, além de
apresentarem excelente adaptabilidade a cultivos intensivos, 0 que as torna
eficazes na reducdo do CO, atmosférico e produgdo de biomassa. Dos
organismos fotossintetizantes, as microalgas tem maior eficiéncia no uso do CO;
em comparacdo as plantas superiores, podendo fixar maiores quantidades
(KURANO et al., 1995).

Segundo Gouveia et al. (2009), as microalgas podem alcancar elevadas
producdes de biomassa por area e, embora 0 seu mecanismo fotossintético seja
similar ao de plantas superiores, as microalgas tem maior eficiéncia na
conversdo da energia solar, devido a sua estrutura celular simples e também pelo
fato de crescer em meio aquoso, o que favorece o fornecimento de agua, CO; e
outros nutrientes para o seu desenvolvimento. De forma geral, apresentam
elevadas taxas de crescimento, condicdo que proporciona alta producdo de
biomassa em intervalos de tempo curtos. A produtividade de sistemas algaceos é
superior a qualquer cultura agricola conhecida (PULZ; GROSS, 2004).

As microalgas podem alterar suas rotas metabdlicas para excretar uma

gama de compostos que irdo atuar como inibidores de outros organismos. Diante
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de sua capacidade de adaptagdo a diversos ambientes, podem apresentar varios
tipos de metabolismos, sendo capazes mudar suas rotas metabdlicas como
resposta as mudancas das condi¢cbes ambientais (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010).

Uma biorrefinaria de microalgas pode beneficiar de diversos objetivos,
tais como a producdo de biomassa com altos teores de lipideos para producéo de
biodiesel, altos teores de agucares para produgdo combustiveis por meio de
fermentagdo alcoolica (Bioetanol), fermentagdo no escuro (BioH;) ou por
digestdo anaerdbica (Biogas-metano), altos teores protéicos, acidos graxos poli-
insaturados, antioxidantes para nutricdo humana e carotenoides que podem ser
usados como agentes corantes em alimentagdo humana e animal e na industria
cosmética (NOBRE et al., 2013; YANG et al., 2011). E ap0s extracdo a possivel
utilizagdo da biomassa residual na agricultura.

Alguns exemplos de produtos que podem ser obtidos nas biorrefinarias
sdo os biocombustiveis, acidos organicos, polimeros de agucares e de proteinas,
plasticos e agentes tensoativos biodegradaveis, polimeros especificos, novas
fibras e enzimas (BATISTA et al., 2015). Uma das caracteristicas das
biorrefinarias esta relacionada ao fato da biomassa vegetal ser constituida por
diversas fracGes, de composicdo quimica variada, o que leva a importantes
desafios em termos de pré-tratamentos, de modo a permitir a sua utilizacdo de
forma eficiente (RUZENE et al., 2008).

2.1.1 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris € uma microalga pertencente a divisdo Chlorophyta,
classe Trebouxiophyceae, ordem Chlorellades, familia Chlorellaceae. Séo
predominantemente microscopicas e de agua doce, podendo existir em aguas

salgadas, na neve, no solo e sobre folhas de plantas terrestres. A espécie
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Chlorella vulgaris possui forma esférica, medindo de 2 a 8 um de diametro,
unicelular e eucaridtica, fotossintetizantes e com reproducdo assexuada. Como
pertence a divisdo Chlorophyta, a espécie Chlorella vulgaris apresenta uma rica
composicdo em carotenoides, nomeadamente o e [-caroteno, neoxantina,
luteina, violaxantina e zeaxantina, que se encontram incorporados nas lamelas
dos cloroplastos (BOCK; KRIENITZI; PROSCHOLD, 2011).

As células da espécie Chlorella vulgaris possuem coloracdo verde
devido & presenga dos pigmentos clorofila a e b em seu cloroplasto. Além da
clorofila, apresenta ainda carotenoides. Em relacdo ao metabolismo, essas
células séo capazes de suplementar a quantidade de carbono pela utilizagéo de
matéria orgéanica dissolvida na forma de agucares, acidos aminados e outras
moléculas pequenas, caracterizando seu metabolismo como mixotréfico e
heterotrofico (LOURENCO, 2006).

A microalga Chlorella possui grande capacidade fotossintética, é rica em
micronutrientes, possui alto teor de clorofila, proteinas, vitaminas, sais minerais
e acidos graxos (HENRIKSON, 1994). Para, além disso, essa espécie geralmente
é considerada como alimento seguro a saude pelo Food and Dug Administration
(FDA/EUA). Segundo Queiroz et al. (2003), estd microalga apresenta efeito
terapéutico, e é utilizada como racdo animal (LU; TAKEUCHI; SATOH, 2004).

Dentro do género Chlorella, diferentes espécies ja foram descritas
apresentando diferentes teores de lipideos, como é o caso de Chlorella
ellipsoidea com cerca de 4,5%, Chlorella pyrenoidosa com 2 a 12%, Chlorella
protothecoides com aproximadamente 12% e Chlorella emersonii com 10 a 50%
(MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). A Chlorella vulgaris apresenta teor de
lipideos de 10-13% e é uma das mais estudadas, devido a alta taxa de
crescimento, facil cultivo e dificil contaminagcdo, mesmo em sistemas abertos
(BATISTA et al., 2015; HUNTLEY; REDALJE, 2007).
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Alguns meios de cultura alternativos vém sendo avaliados para o cultivo
de Chlorella, entre eles estdo os efluentes industriais, efluentes de biodigestores,
lodo digerido, esgoto doméstico e residuos da producdo animal. No entanto,
pouca atencdo tem sido dada a selecdo de estirpes de microalgas para
crescimento em aguas residuais, com objetivo de selecionar as espécies mais
eficientes na remoc¢do de nutrientes concomitante com a producéo de biomassa.
A Chlorella vulgaris tem sido muito utilizada no tratamento de &guas residuais,
devido sua tolerancia a altas concentragdes de compostos organicos no meio de
cultivo (HERNANDEZ; DE-BASHAN; BASHAN, 2006; LIANG; SARKANY;
CU, 2009; TRAVIESOA et al., 2006).

2.1.2 Scenedesmus obliquus

As microalgas Scenedesmus sp., muito comum em aguas doces e menos
frequente em A&guas salobras, sdo clorofiladas, unicelulares e uninucleadas,
pertencentes a familia Scenedesmaceae, género Scenedesmus. Elas possuem
forma elipsoidal, formam col6nias planas (série linear) com as células agrupadas
em ndmero de 4, 8, raramente 16 ou 32 (STANKIEWICZ; ANDRADE;
DOMINGUES, 1981).

Segundo Miranda, Passarinho e Gouveia (2012), a microalga
Scenedesmus obliquus pode ser uma boa alternativa como matéria prima para
producéo de bioetanol, dado o elevado teor de agucares. De acordo com Kessler
(1991), a espécie S. obliquus apresenta um grande potencial de crescimento em
aguas residuais urbanas, registrando taxas de crescimento semelhantes as da
mesma espécie cultivada em meio sintético. Estd microalga é tolerante a
variacbes de pH e temperatura, o que pode ser uma justificativa para sua

versatilidade para crescimento e tratamento de aguas residuais.
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Em estudos preliminares de acumulo de lipideos, foram avaliados os
efeitos das alteracbes no pH, temperatura, presenca de metais pesados,
limitacBes de nitrogénio e fosforo, além do cultivo em diferentes fontes de
carbono. Pelos resultados observou-se que o principal fator que afeta o potencial
de acumulo de lipideos sdo as concentragcfes de nitrato, fosfato e tiossulfato de
sodio (MANDAL; MALLICK, 2009).

2.2 Tipo de cultivo

O cultivo de microalgas pode ser realizado por processo autotrofico,
heterotréfico e mixotréfico. Em cultura autotréfica, as microalgas utilizam luz
como fonte de energia e CO, como fonte de carbono para formar energia
quimica através da fotossintese. Diferente deste, o cultivo heterotréfico €
realizado quando a espécie de microalga utiliza carbono organico como fonte de
energia e de carbono. O mixotréfico ocorre quando a microalga realiza o
processo de fotossintese e utiliza carbono orgénico e CO, como fonte de carbono
para o seu crescimento (BRENNAN; OWENDE, 2010; CHEN et al., 2011).

Os termos mixotrofico e heterotréfico apresentam uma diferenca
particular na fonte de energia necessaria para suportar o crescimento e a
producdo de metabolitos especificos pelos micro-organismos. Assim,
heterotrofia pode ser definida como a utilizagdo somente de compostos
organicos como fonte de carbono e de energia, possibilitando o aumento da
concentracdo de biomassa e sua produtividade. J& o termo mixotrofia é definido
como um processo metabolico em que a fotossintese é a principal fonte de
energia, embora a presenga de compostos organicos seja essencial. Neste caso, 0
organismo é capaz de assimilar compostos organicos como fonte de carbono
enquanto utiliza compostos inorganicos como doadores de elétrons
(CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004; PEREZ-GARCIA et al., 2011).
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A habilidade de utilizar compostos organicos como fonte de carbono
aumentou o interesse nas relacdes entre fotossintese e respiracdo de microalgas e
cianobactérias. A maioria das cianobactérias utiliza o periodo escuro para ajuste
da fotossintese e dos mecanismos de biossintese para uma posterior fase ativa na
presenca de luz. A glicose do meio de cultivo pode ser convertida em glicose 6-
fosfato e metabolizada via respiratéria. No entanto, algumas enzimas do ciclo de
krebs sdo detectadas com atividades extremamente baixas e o metabolismo no
escuro esta ligado a presenca de oxigénio, sendo que a principal rota é a via das
pentoses fosfato (ARDELAN; ZARNEA, 1998; FAY, 1983). Assim, pode-se
utilizar a capacidade de esses micro-organismos crescerem heterotroficamente
na auséncia de luz e substituirem a fixacdo do CO, atmosférico que ocorre nas
culturas autotréficas por uma fonte de carbono orgéanico dissolvido no meio de
cultura, como uma alternativa interessante (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Acetato e glicose séo as fontes de carbono mais utilizadas para cultivos
mixotrofico e heterotrofico de microalgas e cianobactérias, tanto em pesquisa
guanto em escala comercial (SHI et al., 1999). Entretanto, as informacg6es acerca
da concentracgdo inicial destas fontes de carbono necessarias para o crescimento
ideal dos micro-organismos sdo ainda muito dispersas (PEREZ-GARCIA et al.,
2011).

2.3 Sistemas de cultivo

Os sistemas de cultivo mais utilizados atualmente para o cultivo das
microalgas sdo as lagoas aeradas abertas e os fotobiorreatores fechados
(BRENNAN; OWENDE, 2010; CHEN et al.,, 2011; HARUN et al., 2010;
SINGH; NIGAM; MURPHY, 2011). De acordo com Dasgupta et al. (2010), os
fotobiorreatores podem ser classificados em dois tipos principais: sistemas

abertos (tanques aerados de alta taxa e com extremidades elipticas, raceway
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ponds, e lagos) e os sistemas fechados (tubular, reator em placa, conico,
piramidal e fermentador). A escolha do sistema € influenciada pelas
caracteristicas do local de cultivo, pela espécie utilizada, quantidade de luz
necessaria e o sistema de colheita de biomassa do seu meio de cultura (ex:
centrifugacao, floculacdo, filtracdo etc) que se pretende utilizar.

Os fotobiorreatores fechados apresentam- se como 0s mais adequados
para microalgas que podem ser rapidamente contaminadas por outros micro-
organismos, exceto para microalgas que conseguem sobreviver em condigdes
ambientais extremas como alto pH (Arthrospira (Spirulina), por exemplo) e alta
salinidade (Dunaliella, por exemplo) ou podem crescer muito rapidamente
(Chlorella, por exemplo) em tanques abertos (BRENNAN; OWENDE, 2010).

Tabela 1 Principais vantagens em sistemas de cultivo aberto e fotobiorreatores

fechados.
Lagoas abertas Fotobiorreatores fechados
Vantagens
Simplicidade na operacéo Possibilidade de produzir monoculturas
Menor investimento e custo de A <
producio Controle dos parametros de operacéo
Baixos consumos energéticos Menor area e maior produtividade
Desvantagens
Elevado grau de contaminagéo Complexidade na operagédo
Necessidade de grandes areas Alto investimento e custo de produgéo
Sujeitos as condicOes climaticas Elevados consumos energéticos

Menores produtividades
Impossibilidade de controle de varios
parametros

Fonte: Adaptado de Huang et al. (2010), Miao e Wu (2006) e Xu, Miao e Wu
(2006).

Muitas microalgas sdo potencialmente Uteis para produgdo em grande

escala; entretanto, a escolha de espécies envolve questdes diversas, tais como a
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velocidade de crescimento e sua composicdo quimica. Essas variaveis séo
influenciadas por alguns fatores como o meio de cultura utilizado, a idade do
cultivo, a intensidade luminosa, a temperatura, a salinidade e o fotoperiodo
(BROWN et al., 1997).

A producdo em larga escala em sistemas fechados tem grande potencial
para gerar produtos de alto valor agregado (PULZ, 2001; TOMASELLI, 2004).
Para Rawat et al. (2013) a maioria dos sistemas de cultivos comerciais para a
producdo comercial em larga escala de microalgas foi limitada a produtos de alto
valor, e ndo de biodiesel. Grandes avancos tém sido obtidos por pesquisadores
de todo o mundo em termos de fotobiorreatores e estratégias de producéo,
capazes de aumentar a produtividade em biomassa (VARFOLOMEEV;
WASSERMAN, 2011).

2.4 Aplicacgdes das microalgas

Ha uma maior eficiéncia das microalgas para capturar energia solar e
converte-la em biomassa, em comparagdo com as plantas (LI et al., 2008), as
microalgas tém sido foco de inUmeras investigacdes biotecnoldgicas e diversas
espécies tém sido cultivadas para produzir substancias especificas, devido a sua
importancia econdmica, nutricional e ecoldgica (ANTELO et al., 2010).

Para a producdo de um biocombustivel a baixo custo para que todos o0s
consumidores venham a ter acesso, a escolha do sistema de obtencdo de
microalgas para este fim é de fundamental importancia, para além da
possibilidade de maiores investimentos nessa area. Para isso, seria necessario o
aperfeicoamento do sistema de cultivo mais economicamente vidvel, com
consequente reducdo de custos em todas as areas (uso de agua, nutrientes,
energia, infraestrutura, entre outros). Uma alternativa que vem sendo pensada,

atualmente, € o aproveitamento de efluentes industriais ou domésticos (como
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fonte de nutrientes) e a propria infraestrutura (ou com adi¢des) de uma Estacao
de Tratamento de Efluente (ETE), com sistema de lagoa de estabilizacdo, para a
obtencdo de biomassa de microalgas (MULBRY et al., 2008). Além disso, 0s
sistemas utilizados para a obtencdo de biocombustiveis (etanol, biodiesel,
biogas, hidrogénio) devem ser integrados para um maior aproveitamento da
biomassa e diminuicdo dos custos (HARUN et al., 2011; POWELL; HILL,
2009).

A biomassa de microalgas pode ter grande variagdo na sua composi¢do
bioguimica dependendo da espécie cultivada e das condi¢cbes ambientais de
cultivo, tais como concentracdo de CO, nutrientes, pH, iluminacéo (intensidade
e fotoperiodo), temperatura, salinidade, densidade da populacdo cultivada e
idade da cultura entre outras. A biomassa de microalgas pode ser utilizada para
extracdo de lipideos para producdo de biodiesel, amido para produgdo de
bioetanol e/ou biohidrogénio, na indlstria alimenticia para animais (pets) e
humanos, aplicacdo em produtos cosméticos e utilizagdo como biofertilizantes e
condicionadores de solo.

A extracdo de lipideos e carotenoides de microalgas pode ser realizada
pelos métodos convencionais de extracdo, tais como o uso de solventes
organicos e extragdo por Soxhlet, porém ha a necessidade do uso de grande
quantidade de solvente organico para realizar a extragdo. Recentemente tem sido
dada uma importante alternativa frente ao uso dos métodos convencionais de
extragcdo o uso da Extragcdo por Fluidos Supercriticos (SFE). Nesse processo, 0
CO: € o solvente supercritico mais usado, pois através dele os compostos podem
ser obtidos sem a contaminagdo por solventes organicos e sem a ocorréncia da
degradacdo térmica, uma vez que as de temperaturas utilizadas s&o baixas (BAI
etal., 2011; NOBRE et al., 2006, 2013).
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2.4.1 Producao de Biocombustiveis

As microalgas podem ser utilizadas para a producdo de inumeros
biocombustiveis liquidos e gasosos, tais como biometano, bioetanol, biodiesel,
biohidrogénio e biogas. Esses biocombustiveis, produzidos a partir de
microalgas podem ser uma alternativa aos combustiveis fésseis. A producdo de
biocombustiveis a partir de microalgas baseia-se primeiramente na producéo de
biomassa com elevadas produtividades e, no caso do uso para a producdo de
biodiesel, necessita-se ainda que esta biomassa apresente elevados percentuais
de lipideos (MONTERO; ARISTIZABAL; REINA, 2011). O teor de lipideos de
microalgas pode variar de 20 a 50% do seu peso seco com a possibilidade de
atingir até 80% (SPOLAORE et al., 2006). As microalgas podem variar quanto
ao teor de lipideos e o tipo de acidos graxos dependendo da espécie estudada e
dos parametros de cultivo (GOUVEIA et al., 2009).

Apos a extracdo dos lipideos e dos pigmentos de microalgas, a biomassa
residual pode ser usada no processo de fermentacdo para producgéo de hidrogénio
ou de digestao anaerdbia para producdo de biogas. A biorefinaria de microalgas,
com obtencdo de Oleos para biodiesel, pigmentos para inddstria alimentar
humana/animal e cosmética, concomitante com a producdo de biocombustivel
0asoso a partir da biomassa residual desempenha um papel duplo na producéo de
energia renovavel e desenvolvimento sustentavel da industria de biodiesel de
microalgas (NOBRE et al., 2013; YANG et al., 2011).

Como exemplo, a microalga marinha Nannochloropsis sp., € comumente
usada na aquicultura e tornou-se amplamente reconhecida como uma fonte
potencial de lipideos para producéo de biodiesel (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009;
MOAZAMI et al., 2012). E considerada também como fonte importante de
carotendides tais como a astaxantina, cantaxantina e zeaxantina (LUBiAN et al.,

2000). Segundo Nobre et al. (2013), a microalga Nannochloropsis sp. tem
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potencial como matéria prima na produgdo de acidos graxos para produgdo de
biodiesel, elevado conteldo de carotenoides e biohidrogénio num contexto de

biorrefinaria.

2.4.2 Tratamento de efluentes

Atualmente, uma questdo preocupante para 0s municipios, é a elevada
taxa de crescimento da populacdo urbana e que tem gerado grandes quantidades
de residuos sélidos e efluentes liquidos o que representa um grande desafio para
a sociedade (ARBIB et al., 2014). Segundo Pasqualino, Meneses e Castells
(2011), a recuperacdo de aguas residuais € crucial para uma melhor gestdo dos
recursos hidricos, e sua reutilizacdo pode ajudar a mitigacdo da escassez regional
ou sazonal de agua. Neste contexto, as microalgas podem assumir um papel
importante no tratamento de efluentes domésticos/urbanos, visto que em
condigdes favoraveis de crescimento consomem com eficacia os nutrientes dos
efluentes.

De acordo com Arbib et al. (2014) as microalgas podem
simultaneamente crescer em efluentes domésticos/urbanos e produzir biomassa
enguanto removem carbono organico e nutrientes inorgénicos (nitrogénio e
fésforo) dos efluentes. O tratamento dos efluentes com microalgas oferece
muitas vantagens em relacdo aos tratamentos convencionais: ( 1) o nitrogénio e
o fosforo, removidos simultaneamente dos efluentes, podem ser convertidos em
biomassa sem qualquer fonte externa de carbono organico; ( 2 ) o efluente
descarregado em corpos de agua receptores é oxigenado; e ( 3) produtos de alto
valor podem ser extraidos a partir da biomassa.

Além disso, algumas espécies de microalgas tém-se mostrado
potencialmente Uteis no tratamento de &guas residuarias, pois possuem a

habilidade de remover matéria organica e nutrientes dos efluentes incorporando-
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0S a sua biomassa (BASTOS et al., 2004; DE-BASHAN; BASHAN, 2010;
QUEIROZ et al., 2007).

A utilizacdo de microalgas e cianobactérias no tratamento de aguas
residuérias vém sendo estudada, devido aos baixos custos envolvidos, quando
esse procedimento é comparado aos sistemas convencionais de tratamento de
efluentes. Além disso, soma-se a esta vantagem a valoracdo dos residuos, com
possibilidade de se obter uma biomassa passivel de ser utilizada na fertilizagdo
dos solos, na forma de proteinas ou na obtencdo de biocombustiveis (BASTOS
et al., 2004; QUEIROZ et al., 2007; TAM; WONG, 2000). Contudo, essa
aplicacdo encontra limitagGes, principalmente devido ao custo das condigdes
autotroficas, além da turbidez caracteristica das aguas residuarias agro-
industriais, que ndo permite penetracdo da luz de forma homogénea no sistema
de cultivo (HEREDIA-ARROYO et al., 2011). Entretanto, a literatura reporta
que, embora sejam organismos naturalmente fotossintetizantes, algumas
linhagens de microalgas e cianobactérias apresentam a distinta capacidade de se
desenvolver na auséncia de luz: por meio dos metabolismos mixotréfico ou
heterotréfico, elas consomem moléculas organicas solveis, tais como acetato,
acidos organicos e acucares (BASTOS et al., 2004, 2011; DE-BASHAN;
BASHAN, 2010; DUMAS et al., 1998; FAY, 1992; JACOB-LOPES et al.,
2006; PEREZ-GARCIA et al., 2011).

A composicdo dos efluentes pode variar de acordo com sua origem e/ou
época do ano. Muitos efluentes podem conter grande quantidade de matéria
orgénica, ou ainda apresentar altas concentracbes de metais toxicos,
representando um grave problema para o meio ambiente (DAL MAGRO;
HEMKEMEIER; COLLA, 2011).

Segundo Batista et al. (2015) a biomassa produzida em efluentes é uma
fonte de energia que pode ser processada para produgdo de biocombustiveis ou

de outros produtos valiosos, como biofertilizantes, biopolimeros, bioplasticos,
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lubrificantes, tintas e corantes e suas aplicacdes sdo dependentes da qualidade e
composicao bioquimica da biomassa.

Chlorella vulgaris Beyerink, uma Chloroficeae de agua doce, é uma das
microalgas mais estudadas no tratamento de &gua residudrias (ASLAN;
KAPDAN, 2006; GONZALES; CANIZARES; BAENA, 1997; KIM et al.,
2010). Ja Aphanothece microscopica Nageli é uma Cyanobacteria de grande
aplicacdo na valoracdo de residuos agroindustriais no sul do Brasil, reconhecida
pelo seu elevado teor protéico e pelo potencial de remocao de matéria organica
de efluentes agroindustriais em cultivos heterotréficos (BASTOS et al., 2004,
2010; JACOB-LOPES; SCOPARO; FRANCO, 2008; QUEIROZ et al., 2007,
2011).

2.4.3 Bioprodutos

A utilizagdo de microalgas como fonte de alimento, tanto para humanos
como para animais, vem se destacando por apresentar potencial fonte de
proteinas com aminoacidos essenciais, acidos graxos insaturados, vitaminas, sais
minerais, pigmentos, enzimas, antibidticos e outros metabolitos biologicamente
ativos (GOUVEIA et al., 2006).

Algumas espécies de microalgas apresentam valores elevados de
proteinas, como exemplo, as espécies Spirulina maxima, Chorella vulgaris,
Diacronema vlkianum e Isochrysis galbana e para o conteddo mineral as
espécies Spirulina maxima e Chlorella vulgaris apresentaram valores de 31% e
24%, respectivamente (BATISTA et al., 2013). Esses teores de proteina e
material mineral mostram um grande potencial no aproveitamento da biomassa
de microalgas para nutricdo vegetal (MARQUES et al., 2011; STAHL,; SIES,
2005).
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Dentre os mais de 400 carotenoides conhecidos, poucos séo utilizados
comercialmente, tais como [-caroteno, astaxantina, luteina, zeaxantina,
licopenos, bixina entre outros. O uso mais importante dos carotenoides é como
corantes alimenticios naturais, como aditivo para alimentacdo animal, em
cosméticos e alguns podem apresentar agdes anti-inflamatorias (DEL CAMPO
etal., 2000; MARQUES etal., 2011).

2.5 Germinagéo de sementes

O surgimento de novos produtos para a incorporacdo de aditivos as
sementes aumenta a cada ano. No entanto, pouco se sabe sobre o real efeito
desses produtos a base de hormdnios, micronutrientes, aminoacidos e vitaminas
na qualidade fisiologica das sementes e na produtividade das culturas
(FERREIRA et al., 2007).

A qualidade das sementes € avaliada por meio de duas caracteristicas
fundamentais: viabilidade e vigor. A viabilidade, avaliada principalmente pelo
teste de germinacdo, procura determinar o maximo potencial germinativo da
semente, oferecendo para isto, as condi¢cGes mais favoraveis possiveis. O vigor
representa atributos mais sutis da qualidade fisioldgica, ndo reveladas pelo teste
de germinacdo, e é determinado sob condicdes desfavoraveis, ou medindo-se o
declinio de alguma funcdo bioquimica ou fisioldgica (MARCOS FILHO;
CICERO; SILVA, 1987).

A qualidade da semente é alcangada durante o processo de producao,
devendo ser conservada até o momento da semeadura, garantindo um alto
potencial de emergéncia de plantulas em campo e ganho em produtividade. A
aplicacdo de reguladores de crescimento via semente tem sido proposta por
varias empresas. Esses reguladores sdo definidos como substancias naturais ou

sintéticas que podem ser aplicadas diretamente nas plantas, em sementes e no
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solo, com a finalidade de incrementar a produgdo e melhorar a qualidade de
sementes (SILVA et al., 2008).

Os bioestimulantes sdo complexos que promovem o equilibrio hormonal
das plantas, favorecendo a expressdo do seu potencial genético, estimulando o
desenvolvimento do sistema radicular (ONO; RODRIGUES; SANTOS, 1999).
O bioestimulante aplicado via sementes € capaz de originar plantulas mais
vigorosas, com maior comprimento, matéria seca e porcentagem de emergéncia
(SANTOS; VIEIRA, 2005). A agdo do tratamento de sementes com
bioestimulante pode ser avaliada pela qualidade fisiol6gica das sementes. Essa
pode ser avaliada pelo teste de germinacéo e pelos testes de vigor.

O emprego de bioestimulante como técnica agronémica para otimizar a
producdo em diversas culturas é cada vez mais comum (DOURADO NETO et
al., 2004). Os 6rgdos vegetais das plantas sdo alterados morfologicamente pela
aplicacdo de bioestimulantes, de forma que o crescimento e o desenvolvimento
deles s@o promovidos ou inibidos, o que influencia ou modifica os processos
fisiologicos, e exerce controle da atividade meristematica (WEAVER, 1972).

Segundo Castro et al. (2008), como beneficio da utilizagdo dos
bioestimulantes pode-se citar o aumento do crescimento e do desenvolvimento
vegetal, proveniente do estimulo da divisdo, diferenciagdo e o alongamento
celular. Os mesmos autores ainda relatam aumento da absorcdo e da utilizacdo
de 4agua e de nutrientes. Esses bioestimulantes podem agir na degradacdo de
substancias de reserva das sementes, que sdo constituidos por uma mistura
balanceada dos grupos de hormodnios vegetais conhecidos como auxinas,
citocininas e giberelinas (CASTRO; VIEIRA, 2001).

Entre as vérias alteracfes, os reguladores de crescimento influenciam o
metabolismo protéico, podendo aumentar a taxa de sintese de enzimas

envolvidas no processo de germinacdo das sementes (MCDONALD; KHAN,



36

1983) e ainda no enraizamento, floragéo, frutificacdo e senescéncia de plantas
(CASTRO; VIEIRA, 2001).

As plantas competem por luz, agua e nutrientes, revelando uma
concorréncia constante entre as espécies que vivem em comunidade. Essa
concorréncia contribui para a sobrevivéncia das espécies no ecossistema, e
algumas desenvolvem mecanismos de defesa que se baseiam na sintese de
determinados metabolitos secundarios, liberados no ambiente e que irdo
interferir em alguma etapa do ciclo de vida de outra planta (SAMPIETRO,
2001).

A alelopatia pode ser definida como um processo pelo qual produtos do
metabolismo secundéario de um determinado vegetal sdo liberados, impedindo a
germinacdo e o desenvolvimento de outras plantas relativamente préximas
(SOARES, 2000). Os efeitos alelopaticos sdo mediados por substancias que
pertencem a diferentes categorias de compostos secundarios. Os recentes
avangos na quimica de produtos naturais, por meio de métodos modernos de
extracdo, isolamento, purificacdo e identificacdo, tém contribuido bastante para
um maior conhecimento desses compostos secundarios, os quais podem ser
agrupados de diversas formas (FERREIRA; AQUILA, 2000). A resisténcia ou
tolerancia aos metabdlitos secundarios é uma caracteristica espécie-especifica,
sendo as mais sensiveis a Lactuca sativa L. (alface), Lycopersicon esculentum
Miller (tomate) e Cucumis sativus L. (pepino), consideradas plantas indicadoras
de atividade alelopatica. Para gque seja indicada como planta teste, a espécie deve
apresentar germinacdo rapida e uniforme, e um grau de sensibilidade que
permita expressar 0s resultados sob baixas concentracBes das substancias
alelopéticas (FERREIRA; AQUILA, 2000; GABOR; VEATCH, 1981).

Substéncias inibidoras, de diferentes categorias quimicas, podem ser
encontradas em sementes de varias espécies, interferindo no processo

germinativo. Os efeitos dos &acidos fendlicos podem ser observados nos
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processos bioldgicos das sementes. Einhelling, Schon e Rasmussem (1982)
demonstraram efeitos sinergisticos de fenodis no alongamento da radicula,
crescimento de plantulas e germinacéo de sementes.

Segundo Grzesik e Romanowska-Duda (2014), estudando a influéncia
aplicacdo de Cyanobacteria e Chlorella sp. no enraizamento, cresimento de
planta e na atividade fisiolégica na cultura do vime (Salix viminalis L.),
observaram que houve aumento significativo no enraizamento e crescimento da
planta, além de intensificar atividade fotossintética. Também relatam que o uso
de Cyanobacteria e Chlorella sp. podem ser uma forma de aplicagdo de

biofertilizante ndo toxico, sustentavel e econémico.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério Nacional de Energia e
Geologia de Portugal (LNEG), na unidade de Bioenergia, em Lisboa, Portugal.
O experimento de caracterizacdo quimica das biomassas microalgais e producao
de extratos para aplicacdo em germinacéo de sementes de alface foi realizado no
periodo de Fevereiro a Setembro de 2014.

O cultivo das microalgas foi realizado usando efluentes urbanos como
meio de cultura e foi realizado no campus do Laborat6rio Nacional de energia e
Geologia (LNEG), Alfragide, Lisboa (38°43'N, 9°12"W), altitude Om, tendo sido
utilizado um prototipo de fotobiorreator (PBR) tubular vertical de 150L nos
tubos e capacidade total de 240 L incluindo tubos de ligacdes, recipiente de
membranas, recipiente onde estavam acopladas as sondas de medicdo dos
parametros do meio de cultivo, pH, O2 e CO- dissolvido, nitrogénio, temperatura

e iluminacdo. (Figura 1). O cultivo foi realizado no periodo de agosto de 2013 a
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julho de 2014 e foram recolhidas &guas residuais provenientes de aguas residuais
urbanas da companhia de tratamento Aguas da Figueira em, Figueira da Foz,
Portugal, recolhidas depois do tratamento primario, que serviram para alimentar
o fotobiorreator (PBR).

Figura 1 Fotobiorreator fechado (PBR) tubular vertical.

Para as caracterizagBes da biomassa das microalgas e preparacdo dos
extratos para germinacdo de sementes, as atividades foram desenvolvidas no

LNEG, campus do Lumiar, na unidade de Bioenergia.

3.2 Cultivo das microalgas

Para realizacdo do experimento foram utilizadas as seguintes espécies de
microalgas: Chlorella wvulgaris (INETI 58, LNEG_UB, Portugal) (Cv);
Scenedesmus obliquus (ACOI 204/07, Universidade de Coimbra - Algoteca,
Portugal) (Sc) e o Consércio C (Cons. C), isolado a partir do efluente a ser
tratado. Para o isolamento do Consorcio C o efluente foi filtrado utilizando
microfibra de vidro (Whatman, EUA) e colocado para crescimento no

laboratério em Erlenmeyers a 25 + 2 °C, com luminosidade de 100 HE.m2.s? e
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agitacdo de 130rpm, utilizando meio sintético de cultivo Bristol (STARR;
ZEIKUS, 1993). Foram recolhidas amostras diarias para observacdo
microscopica, encontrando-se as diferentes espécies de microalgas, entre elas
Chlorella, Chaetophora, Scenedesmus e Navicula.

As microalgas (Cv, Sc e Cons. C), para serem inoculadas no PBR de 150
L, foram cultivadas em laboratorio utilizando reatores cilindricos de 10 L com
meio Bristol (STARR; ZEIKUS, 1993), a 25 °C, com luz continua de 100
uE/m2es (medida com um Phywe Lux-Meter) e agitado com ar comprimido
filtrado, a uma taxa de fluxo de 1vvm.

O PBR foi instalado em é&rea aberta no campus de Alfragide. Para
agitacdo foi utilizado um compressor de ar, um modulo de membrana para filtrar
e permear o efluente residual tratado e um decantador para concentrar a
biomassa. O PBR, composto por 12 tubos de polimetacrilato de metilo (acrilico)
dispostos verticalmente, com 10 cm de didmetro e 200 cm de altura (figura 2),

operou em modo de batelada e semi-continuo.

Saida de gases
Recirculagdo

Permeado
Luz
........... ’
Mddulo de
membranas
Decantador
', | Purga
irculagdo!
j * Reci ¢ ; ——pBiomassa
1 1
Alimentagdo | | Compressor de ar

e s ) 2 -
Entrada de gases

Figura 2 Esquema simplificado do Fotobiorreator de 150L.

Os ensaios no PBR foram conduzidos com &gua residual depois do
tratamento primario (=240L) e sem adi¢do de qualquer suplemento. Foram
testadas as trés microalgas (Cv, Sc, Cons. C) para tratamento do efluente e para

as inoculacGes foram efetuadas com um volume de inéculo calculado de modo a
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ser obtida uma concentracéo inicial no PBR préxima de 0,3 de densidade 6tica a
540nm. Quando 0s niveis de nutrientes no meio de cultura do PBR se
encontravam baixo a cultura era colhida, cerca de 30L, juntamente com o outros
30 L de meio permeado (depois de passar pelas membranas), e nova alimentacao
era realizada ao PBR (60 L). Para inducdo de estresse nas culturas de
microalgas, estas foram deixadas no PBR depois de terem esgotado os nutrientes
da agua residual. O tempo de permanéncia no PBR sem nutrientes variou de
ensaio para ensaio, para o cultivo de Cv, Sc e Cons. C foram de 13, 12 e 24,

dias, respectivamente.

3.3 Caracterizagdo da biomassa microalgal

As microalgas foram colhidas sem floculagéo e foram armazenadas em
camara frigorifica a 5 °C. Para obtencao da biomassa o meio foi centrifugando a
10000 rpm (Avanti J25, Beckman) durante 10 min e a massa Umida levada a
estufa secadora a 70 °C.

Para caracterizagdo quimica da biomassa microalgal foram avaliados os
seguintes parametros: solidos totais, sélidos volateis, umidade, cinzas, contetdo
de lipidos e composicdo dos acidos graxos, proteinas, acucares e pigmentos. As
biomassas foram previamente secas, moidas em um moinho de café e
posteriormente em moinho de bolas, modelo Retsch - MM, durante 4 min a uma
velocidade de 25 rpm.s® (GOUVEIA et al., 2014).

Para a determinacdo dos sélidos totais, volateis e cinzas as amostras com
um peso conhecido foram colocadas na estufa para secagem a 105°C. O residuo
da secagem foi pesado, calculando-se o teor de sélidos totais. Seguidamente
levou-se a mufla a 550°C e calcuou-se o teor de sélidos volateis pela diferenga
de peso entre os residuos obtidos apds secagem na estufa (s6lidos totais) e apds

incineracdo na mufla (solidos fixos). Para o calculo da umidade as amostras de
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peso conhecido foram colocadas em estufa a 60 °C por 24h e pesada novamente
obtendo-se o valor da umidade, por diferenca.

A quantificacdo do teor de 6leo foi realizada por extracdo em Soxhlet,
durante seis horas, utilizando cerca de 1g de biomassa e n-hexano como
solvente. A composicdo da fracdo lipidica foi determinada por cromatografia
gasosa (GC) usando um CP-3800 GC (Varian, USA) equipado com uma coluna
capilar de 30 m SUPELCOWAX 10 (0,32 mm de didmetro interno e 0,25 um de
espessura). As temperaturas do injetor (split 1:50) e detetor (flame ionization
detector) foram mantidas constantes a 250°C. A temperatura do forno foi
programada para iniciar a 220°C, aumentado 20°C.min%, durante 16 min até
atingir os 230°C e mantendo-se nesta temperatura durante 4 minutos. O gas de
arrasto, hélio, foi mantido a uma taxa constante de 1,2 mL.min™.

A composicdo da fracdo lipidica foi calculada em percentagem, e
determinada pelas areas dos picos, de acordo com a Norma Europeia EN 14103
(EUROPEAN STANDARD - EN, 2003).

Para determinagdo do contetdo de proteinas totais nas biomassas
microalgais, foi utilizado o método modificado de Kjeldahl (ASSOCIATION
OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 2006). Em um tubo de
Kjeldahl foram colocadas 0,29 de biomassa seca, 5mL de agua destilada e 50mL
de solucdo de digestdo (134g K.SOs + 650mL H,O + 200mL H»SOs + 29
HgO/25mL H,SO, (6N)). A biomassa foi digerida num equipamento de digestao
(Buchi Digestion Unit K-424) durante 4 horas. Posteriormente, foi colocada no
aparelho de destilagdo (Buchi Distillation Unit K-350) por 6 minutos com
hidréoxido de sodio e tiossulfato de sédio. Em seguida, adicionou ao destilado 50
mL de solucdo indicadora de acido borico e realizou a titulagdo com solugéo
estoque de H>SO4 (0,02N), obtendo o valor de nitrogénio total. Para o calculo do
teor de proteina total aplicou-se o fator de conversdo convencional de 6,25
(JONES, 1931).
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O conteldo total em agucares foi determinado pelo método do reagente
fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956). A curva de calibracéo utilizou padrdes de
glucose e os resultados dos hidratos de carbono totais nas amostras de
microalgas. A extracdo de aglcares da biomassa algal foi realizada por meio da
adicdo de acido sulfurico (H2SO4 - 2N) a 0,5g de biomassa seca e colocou-se na
autoclave por 60 minutos a 121°C. Posteriormente a amostra foi filtrada por um
filtro de 0,2um. Este método foi otimizado por Miranda, Passarinho e Gouveia
(2012) para a extracao de agucares da biomassa de microalgas.

A extracdo dos pigmentos foi realizada por meio de solvente orgéanico
acetona, usando bolas de vidro e vortex, até total descoloragéo da biomassa. Os
pigmentos totais foram calculados por espectrometria, em espectrofotémetro,
modelo Hitachi-2000, tendo a leitura sido feita entre os 380 e os 700nm. Para a
quantificagdo dos pigmentos totais usou-se a equagédo de Beer Lambert (Equacgéo
1) com um valor de 215L/(g.cm) como coeficiente dtico especifico e o
comprimento de onda da maxima absorvancia das amostras (GOUVEIA et al.,
1996).

Equacéo 1 Pigmentos Totais (%) = A;_:Efo

Elcmxm

Onde A é a absorvancia (ao comprimento de onda da maxima absorg¢éo),
V é o volume total de pigmento extraido (mL), f é o fator de diluicdo, E*”cm é 0
coeficiente de extincdo e m o peso da amostra (g). O coeficiente de extin¢do
utilizado foi baseado na média de E*m dos carotendides maioritariamente
encontrados nas microalgas (GOUVEIA; EMPIS, 2003).
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3.4 Preparacéo dos extratos das microalgas

Para preparacdo dos extratos foi utilizada biomassa seca das microalgas
obtidas apds o tratamento das aguas residuais. Foram preparados dois diferentes
tipos de extracdo para preparacdo dos extratos, aquoso e metanélico. No preparo
dos extratos foram utilizadas as seguintes concentracBes de biomassa seca de
microalgas: 2 g/L, 10 g/L e 20 g/L. No preparo dos extratos foi utilizado produto
surfactante, lecitina de soja granulada, na concentragdo de 5 mg/mL.

No processo de preparacdo dos extratos, esses foram colocados em
agitacdo a 200 rpm por 5 min. Para o extrato metandlico a biomassa foi colocada
no solvente e posteriormente a solucdo de metanol foi evaporada e acrescido
agua obtendo as concentragdes de 2, 10 e 20 g/L e colocado em agitagdo

novamente por 5 min.

3.5 Aplicagéo dos extratos na germinagdo de sementes

Nos bioensaios foram utilizadas sementes de alface (Lactuca sativa) que
foram acondicionadas em caixa tipo gerbox tendo como substrato duas folhas de
papel mata-borrdo, que foi embebido com 5 mL de extrato e para o tratamento
controle utilizado 5 mL de 4gua. Em cada uma das caixas gerbox foram
colocadas 50 sementes e em cada tratamento foram utilizadas quatro caixas com
50 sementes cada, totalizando 200 sementes por tratamento. Os gerbox foram
mantidos em estufa B.O.D. a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 14 horas.

A germinacgéo das sementes foi monitorada por sete dias consecutivos,
com contagens diérias das sementes germinadas, sendo consideradas germinadas
sementes com radicula de pelo menos 2 mm. Foram avaliados 0s seguintes

parametros:



e indice de Velocidade de Germinagdo (IVG): IVG= N1/1+ N2/2+....+
Nn/n, onde Nn= nUmero de sementes germinadas no primeiro, segundo
e enésimos dias apds a semeadura nos gerbox, respectivamente
(MAGUIRE, 1992). Dessa forma, o IVG pode variar de zero, se
nenhuma semente germinar a 100, se todas as sementes germinarem no
primeiro dia.

e Germinacdo final: contagem do ndmero de sementes consideradas
germinadas no sétimo dia apds a semeadura.

e Germinacdo no terceiro dia: constou da contagem do ndmero de
sementes consideradas germinadas no terceiro dia ap6s a semeadura.

e Tamanho de radicula e hipocétilo: ao sétimo dia, apds a analise da
germinacdo das plantas, as partes aéreas e radiculares das plantulas
foram medidas utilizando-se régua graduada e os resultados médios
expressos em centimetros de plantula.

e Matéria seca: para obtencdo do valor de matéria seca, apos a analise da
germinacdo das plantas, medicdo das partes aéreas e radiculares, as
plantulas foram acondicionadas em saco de papel e levadas a estufa a
60°C por 24h, e pesado sendo o valor expresso em mg.

e Matéria seca/planta: para obtencdo desse parametro foi feito uma relacéo
entre o valor obtido para matéria seca € 0 numero de plantas

germinadas.

3.6 Estatistica

O experimento foi conduzido em esquema fatorial triplo (3x2x3),
constando de seis diferentes biomassas de microalgas, Chlorella vulgaris,
Chlorella vulgaris estresse, Scenedesmus obliquus, Scenedesmus obliquus

estresse, Consorcio C e Consorcio C estresse, dois tipos de extracdo, aquoso e
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metandlico e trés concentracdes de biomassa nos extratos, 2, 10 e 20g/L. Os
testes de germinagéo foram realizados com quatro repeticGes de 50 sementes.

Os dados obtidos na avaliacdo dos parametros foram analisados, por
meio de andlise de variancia, com o software SISVAR e utilizou-se comparacao
de médias utilizando teste de Scott-Knott a (p<0,05) de probabilidade de erro
(FERREIRA, 2000).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo da biomassa

A caracterizacdo bioquimica, quanto a sélidos totais, solidos volateis,
umidade, cinzas, proteinas, agucares totais, teor de 6leo e pigmentos totais, das
biomassas das microalgas estudadas, Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus
e Consoércio C, em condicbes normais e com estresse no cultivo, estdo
apresentados nos itens 4.1.1,4.1.2 e 4.1.3.

4.1.1 Chlorella vulgaris (Cv)

Os resultados apresentados de proteinas totais, acUcares totais, teor de
6leo e pigmentos totais estdo apresentados em base seca e 0s resultados obtidos
na caraterizacdo bioquimica da espécie, foi observado uma variagéo significativa
dos valores de proteinas totais, teor de 6leo e pigmentos totais, quando a mesma

espécie é colocada em condigdes de estresse (St) (gréafico 1).
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Gréafico 1 Caracterizacdo bioquimica da biomassa da espécie Chlorella vulgaris

(Cv) e Chlorella vulgaris estressada (CvSt).
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Quanto aos teores de proteinas e pigmentos totais a espécie estudada sem
estresse apresenta maiores teores, mostrando que sdo as formas de acimulo de
reservas naturais, pois quando colocada em condigdes de estresse o teor de 6leo
acumulado na biomassa é maior, isto evidéncia que quando estressada a espécie
aumenta o acumulo de reservas nutricionais na forma de lipideos. De acordo
com Converti et al. (2009), condicGes de estresse a espécie Chlorella vulgaris,
tais como variagdo na temperatura e diminui¢do da concentragdo de nitrato no
meio de cultivo, pode resultar em alteracfes significativas na composi¢ao
celular, favorecendo o acumulo de lipideos.

O conteido de proteinas para a microalga Chlorella vulgaris (Cv), em
ambas as situagOes nutricionais, é elevado. Os valores encontrados para Cv séo
semelhantes aos obtidos por He et al. (2013) e maiores aos relatados por Arbib
et al. (2014), 42% e 22%, respectivamente. Ja quando a em condicGes de
estresse 0 valor encontrado € menor que o encontrado por He et al. (2013) e
maior aos reportados por Arbib et al. (2014). Foram também relatados por
Batista et al. (2013) valores de 38% e 12% para biomassa de C. vulgaris verde e
carotenogénica, respectivamente.

Na literatura sdo apresentados valores de conteudo lipidico, para Cv, de
13-30% em cultivos em aguas residuais, em funcdo das carateristicas especificas
de cultivo (ARBIB et al.,, 2014; HE et al., 2013; JI et al., 2013). Valores
relatados na literatura sdo superiores aos valores encontrados. Contudo, Gouveia
e Oliveira (2009) obtiveram um contetdo lipidico inferior (5,1%) aos
encontrados para esta espécie, quando sujeita a deficiéncia de nitrogénio.

Os valores obtidos para agucares totais (18 e 15%, respectivamente) sdo
menores que os relatados por Batista et al. (2013) para Cv verde (20%) e
carotenogénica (23%), mas superiores aos reportados por He et al. (2013), cerca
de 14%. Os valores obtidos para o conteldo de pigmentos totais sdo muito

inferiores aos relatados por Batista et al. (2013), que foi de 1,2%.
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4.1.2 Scenedesmus obliquus (Sc)

Os resultados apresentados de proteinas totais, agUcares totais, teor de
Oleo e pigmentos totais estdo apresentados em base seca. No gréafico 2, podem
ser observados a variac¢do significativa dos resultados encontrados para teores de
solidos volateis, cinzas, proteinas, teor de Oleo e aclcares totais, quando
cultivadas em condigBes de estresse (St). Nessas condi¢des de estresse a
microalga avaliada apresenta aumento nos teores de agUcares totais, teor de 6leo
e de pigmentos totais.

Chu et al. (2014), relatou aumento significativo nos teores de aglcares
na espécie Scenedesmus obliquus quando aplicado tratamentos de limitacdo de
nitrogénio e fosforo e obteve valores semelhantes (25-28%) aos observados
(29%). O acumulo de lipideos e agUcares, devido ao estresse nutricional de falta
de nitrogénio também foi reportado por Breuer et al. (2012) para as espécies S.
obliquus, Chlorella zofingiensis, Phaeodactylum tricornutum e Neochloris
oleoabundans.

Foram obtidos valores superiores, em 20, 16 e 12% aos relatados na
literatura quanto ao teor de proteinas, todos produzidos em meios sintéticos, sem
deficiéncias de nitrogénio (ARBIB et al.,, 2014; BATISTA et al., 2015;
MARTINEZ et al., 2000), respectivamente. Wang et al. (2013), relatou valores
de 33% e 8% de proteina, com e sem estresse, cultivadas em laboratorio
utilizando meio de cultura.

Para o teor de 6leo os valores apresentados pela espécie foram inferiores
aos relatados pela literatura que se encontram no intervalo de 17 a 29% (ARBIB
etal., 2014; BATISTA et al., 2015; Jl et al., 2013).
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Quanto ao teor de agucares totais os valores encontrados para Sc sdo
inferiores aos relatados por Batista et al. (2015), Ho, Chen e Chang (2012) e
Miranda, Passarinho e Gouveia (2012), que obtiveram 31%, 32% e 52%, os dois
primeiros produzidos em laboratério em meio Bristol e o ultimo cultivado em
condicdes de estresse de nitrogénio. Os valores obtidos de pigmentos totais sdo

maiores ao encontrado por Hodaifa, Martinez e Sanchez (2010).

4.1.3 Consorcio C. (Cons. C)

Os dados obtidos na caracterizagdo da biomassa das microalgas do
Consorcio isolado a partir dos efluentes usados como meio de cultura e em
condicdes de estresse nutricional estdo apresentados no grafico 3. Ressaltando
que os resultados apresentados de proteinas totais, acucares totais, teor de 6leo e
pigmentos totais estdo apresentados em base seca.

O Consorcio apresentou variagdes quanto aos teores de proteinas, de
6leo e pigmentos totais. Em condigBes normais de cultivo apresentou maiores
valores de proteinas e pigmentos totais, enquanto em condi¢des de estresse 0
teor de 6leo foi maior relativamente ao inicial.

Os valores obtidos no cultivo do consércio em condi¢cdes normais de
cultivo em &guas residuais mostrou maior eficiéncia no acumulo de proteinas e
de pigmentos totais, quando comparadas aos valores encontrados no mesmo
cultivo em condicOes de estresse, cultivo esse onde houve variacdo no teor de

6leo encontrado, com maior teor no estudo de microalga com estresse.
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4.1.4 Perfil &cidos graxos

A caracterizacdo do perfil de acidos graxos presentes nas amostras de
Oleo extraidas das biomassas microalgais, Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus
obliquos (Sc) e Consorcio C, em condi¢Bes de cultivo convencionais e

estressadas, estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 Acidos graxos presentes nos extratos de 6leo de Chlorella vulgaris
(Cv), Scenedesmus obliguus (Sc) e Consércio C (Cons. C).

é‘r:;i%z Ch Ch_st Sc Sc.St ConsC gigi
(oplp)  (%pp)  (plp) (%pp) (plp) (%p/p)
C8:0 0,12 - - 0,37 0,18 -
C10:0 0,75 0,77 - 0,33 0,04 0,28
C12:0 0,07 0,21 - - 0,03 0,09
C14:0 0,60 0,49 2,35 0,42 0,41 0,64
C16:0 20,03 2425 3696 27,21 20,83 2135
C16:1 1,74 1,97 1,93 2,32 3,80 2,65
C17:0 0,52 0,52 1,23 - - 0,36
C18:0 0,04 1,97 5,80 3,00 1,20 1,70

C18:1 12,40 27,09 18,86 40,95 12,13 21,76
C18:2 11,87 9,60 5,48 7,91 13,04 6,79
C18:3 24,30 18,40 6,65 11,12 18,76 20,34

C20:0 1,79 2,61 - 0,90 2,28 3,15
C22:0 1,33 - 13,29 - - 0,81
C24:0 0,12 - - - - -

Saturados 26,50 30,82 59,62 32,24 24,98 28,38
Insaturados 50,30 57,06 32,92 62,29 47,74 51,54

TOTAL 76,81 87,88 92,54 94,53 72,71 79,92
outros 23,19 12,12 7,46 5,47 27,29 20,08
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O perfil de &cidos graxos dos 6leos extraidos da biomassa da microalga
Chlorella vulgaris conttm em sua composicdo 50% de &cidos graxos
insaturados, sendo a maior quantidade identificada de &cido oleico — 18:1
(12,4%), acido linoleico - 18:2 (11,8%) e &cido afalinolénico — 18:3 (24,3%),
contém também identificado 26,5 % de acidos graxos saturados, destacando-se o
acido palmitico — 16:0 (20%). Quando em condicBes de estresse a maioria dos
acidos graxos identificados foram insaturados (57%), a maior diferenca
observada foi do 4cido oleico — 18:1, variando de 12% sem estresse para 27%
com estresse.

Segundo Ji et al. (2013), em estudo com efluente de suinicultura, sem
indugdo de estresse, obteve para C16:0, C18:1, C18:2 e C18:3, valores de 26%,
19%, 17% e 24% para C. vulgaris e 24%, 15%, 33% e 27%, para S. obliquus
respectivamente. Valores relatados foram maiores que os observados para C.
vulgaris (C 16:0 - 20%, C 18:1 — 12%, C 18:2 — 12%) e semelhante para C 18:3
(24%). Ja para S. obliquus os valores obtidos foram maiores tanto e condigdes
com e sem estresse para a quantidade de C 16:0 e C 18:1, e menores na
guantidade de C 18:2 e C 18:3.

Breuer et al. (2012), relatou em cultivo em condigdes de estresse
nutricional de nitrogénio variacdo significativa nos valores de &cido oleico,
variando de 4% para 47%, para C. vulgaris e de 22% para 50% para espécie S.
obliquus, comportamento semelhante aos obeservados nessa pesquisa. De
acordo com os autores esse comportamento pode ser relacionado a possivel
reducdo da membrana do tilacoide, ocasionando a variagdo do perfil dos acidos
graxos acumulados.

No perfil de &cidos graxos identificados na espécie Scenedesmus
obliquus foi identificado 59,6% de acidos graxos saturados e 32,9% de &cidos
graxos insaturados. Dentre os &cidos graxos saturados, destaca-se o &cido

palmitico — 16:0 (36,9%). Para os insaturados a maior quantidade identificada é



54

do &cido oleico — 18:1, com 18,8%. Quando submetidas a condicdo de estresse
estresse ocorre variagdo no perfil de &cidos graxos, sendo identificados 62,2% de
acidos graxos insaturados e 32,2% de &cidos graxos saturados. Dentro dos
acidos graxos insaturados destaca-se o &cido oleico — 18:1, com 40,9%, e 27,2%
de &cido palmitico dentro dos &cidos graxos saturados.

Para o consorcio o perfil de acidos graxos é constituido de 47,7% de
acidos graxos insaturados e 24,9% de &cidos graxos saturados. Nos &cidos
graxos insaturados destaca-se o acido oleico — 18:1 (12,1%), acido linoleico —
18:2 (13,0%) e acido alfalinolénico — 18:3 (18,7%). Dentro dos &cidos graxos
saturados, 0 encontrado em maior quantidade é o palmitico — 16:0 (20,8%).
Quando o consorcio foi cultivado em condi¢cBes de estresse a proporcdo de
acidos graxos saturados e insaturados mantém-se com mesmo comportamento,
com destaque para os acidos graxos oleico (21,7%), linoleico (6,7%) e
alfalinolénico (20,3%). Dentro dos saturados, tem-se em maior quantidade o
acido palmitico (21,3%).

4.2 Aplicacéo de extratos de microalgas

Os extratos foram aplicados nos substratos para germinacdo de sementes
de alface (Lactuca sativa L.) e os resultados obtidos da aplicacdo dos extratos,
aquoso e metandlico, estdo apresentados de acordo com as varidveis analisadas.
4.2.1 Extrato aquoso

Os extratos aquosos produzidos foram aplicados em sementes de alface

e 0s resultados de sua aplicacdo no teste de germinacdo de sementes estéo

apresentados conforme os pardmetros analisados, indice de velocidade de
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germinacdo, germinacdo final, germinacéo ao terceiro dia, tamanho de radicula,

tamanho de hipocétilo, matéria seca total e matéria seca por planta.

4.2.1.1 indice de velocidade de germinacdo — IVG (%)

Para a avaliacdo do IVG (tabela 3 e grafico 4), com aplicacdo dos
extratos aquosos, de biomassas das espécies cultivadas em condicdes de estresse,
na concentracdo de 2 g/L no Cons. C observou-se maior valor, seguido pelo Sc e
Cv que propiciou o menor valor. J& para a concentracdo de 10 g/L o Cons. Ce a
Cv ndo diferiram e foram maiores a Sc. Na concentracdo de 20 g/L, o Cons. C
foi o0 que apresentou o maior valor, seguido da Cv e Sc que obteve menor valor.

Quando avaliados o0s extratos preparados com a biomassa das
microalgas cultivadas em condic¢Ges normais, dentro da concentragdo de 2 e 10
g/L os maiores valores de IVG foram observados quando o substrato foi
embebido com extrato de Cons. C e Sc seguido pelos valores da Cv. Ja para a
concentragdo de 20 g/L no Cons. C obteve-se maior valor, seguido da Cv e da Sc
onde foi observado o menor resultado.

Os maiores valores observados de IVG dentro de cada concentracdo na
biomassa cultivada em condicfes de estresse foram maiores aos observados por
Souza et al. (1999) avaliando extratos de Mucuna (Mucuna aterrima), Capim
colonido (Panicum maximum), Capim gordura (Melinis minutiflora) e Bambu
(Bambuza spp.) e foram semelhantes aos resultados obtidos na aplicagdo de
extrato de Capim Jaragua (Hyparrhenia rufa), ambos na concentracdo de 25%

v/v.



Tabela 3 Resultados de indice de velocidade de germinagédo (%), com aplicagdo de extrato aquoso em trés concentragdes

(2,10 e 20 g/L) de biomassa das microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C,

submetidas a condigdes com (St) e sem estresse.

2g/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 0,26 Cb 21,90 Ba 20,56 Aa 13,04 Cb 19,58 Ba 17,89 Ba
Sc 16,61 Bb 25,86 Aa 13,65 Bb 17,28 Ba 11,44 Cb 15,49 Ca
Cons. C 24,61 Aa 28,13 Aa 22,25 Ab 28,37 Aa 24,43 Aa 27,39 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste
Scott-Knott (P<0,05).
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Grafico 4 Resultados de indice de velocidade de germinacdo (%), com aplicacdo de extrato aquoso em trés concentraces

(2,10 e 20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C),
cultivadas em condigdes com (St) e sem estresse.

*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo nimero quando todas sdo comparadas
ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Quando comparados a influéncia do estresse na mesma concentragéo,
dentro a Cv na concentracdo de 2 g/L os resultados de IVG aplicando extrato
preparado com a microalga em condi¢des normais foi maior aos resultados dos
extratos em condicdo de estresse. Para a concentracdo de 10 g/L na mesma
espécie 0s resultados do extrato da biomassa da microalga cultivada em
condicdes de estresse foi maior. Na concentracdo de 20 g/L ndo houve diferenca
significativa dos resultados. Na espécie Sc quando comparados os valores dentro
de cada concentragdo em condigdes de cultivo com estresse e sem, 0s resultados
foram maiores aos das espécies cultivadas sem estresse em todas as
concentragdes. Para o Cons. C nas concentracBes de 2 e 20 g/L ndo houve
diferenca significativa quando comparados a influéncia do estresse dentro de
cada concentracdo, ja dentro da concentragdo de 10 g/L os valores obtidos da
aplicacdo do extrato da microalga na condicdo sem estresse foi maior que o
resultado do extrato da biomassa da microalga estressada.

A Cv em condicbes de estresse nas concentragdes de 10 e 20 g/L os
valores de IVVG foram maiores que os de 2 g/L. Para a Sc o melhor resultado foi
obtido para o extrato em concentracdo de 2 g/L quando comparado com 0s
resultados das concentracfes de 10 e 20 g/L, que ndo diferiram. No Cons. C 0s
valores de IVG das concentragdes do extrato aquoso da biomassa do cultivo em
condicdes de estresse ndo diferiram.

Na avaliacdo das concentragdes dentro da espécie Cv o melhor resultado
foi obtido na concentracdo de 2 g/L, seguido da 10 g/L e de 20 g/L que foi o
menor valor. J& para a Sc o melhor resultado foi obtido na concentragdo de 2 g/L
e nas concentracdes de 10 e 20 g/L n&o tiveram diferencas significativas. Para o
Cons. C nédo foram encontradas diferencas significativas para as diferentes
concentracdes.

Na comparacdo dos extratos com o tratamento controle foi observado

que o resultado do controle juntamente com os resultados da aplicacdo dos
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extratos de produzidos com biomassa do consorcio C e da Sc (2 g/L) foram
maiores que 0s observados pelos demais. Esses resultados nos permite inferir
que existe efeito de inibicdo nos processos de germinacdo quando aplicado os

extratos produzidos com biomassa das microalgas.

4.2.1.2 Germinacdo final (%0)

A germinacdo final (tabela 4 e gréfico 5) quando comparando as
espécies de algas em condicOes de estresse dentro de cada concentragdo, 0s
resultados obtidos na concentracdo de 2 g/L para Sc e Cons. C ndo diferiram
significativamente e foram maiores ao da Cv. Na concentragdo de 10 e 20 g/L os
valores na Cv e no Cons. C ndo diferenciaram e foram maiores aos da Sc.
Quando avaliados os extratos obtidos do cultivo em condi¢Bes sem estresse, na
concentracdo de 2 g/L a Cv e a Sc ndo diferiram significativamente quanto a
germinacgéo final e foram maiores a obtida do Cons. C. Nas concentra¢des de 10
e 20 g/L a Cv e o Cons. C ndo tiveram diferengas significativas e foram maiores
aos da Sc.

Os maiores valores observados, que variaram de 72 — 84% foram
menores aos observados por Alves et al. (2004) estudando a aplicacdo de extrato
aquoso nas concentracdes de 0,001 e 0,010 % v/v de 6leo essencial de canela
(Cinnamomum zeylanicum Breyn.), alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.),
capim-citronela (Cymbopogum citratus (DC) Stapf.), alfavaca-cravo (Ocimum
gratissimum L.) e jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf. ex. Wardleworth),
também menor ao observado para extrato de folha seca de tiririca (Cyperus
rotundus), na concentracdo de 10% v/v. (ANDRADE; BITTENCOURT;
VESTENA, 2009). Resultados esses que indicam uma maior eficiéncia na
inibicdo do IVG, na aplicacdo de extrato de microalgas na germinacdo de

sementes de alface, quando comparado com os extratos de plantas referidos.



Tabela 4 Resultados de germinacdo final (%), com aplicacdo de extrato aquoso em trés concentragdes (2,10 e 20 g/L) de
microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas em

condigdes com (St) e sem estresse.

2g/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 3,25 Bb 8525 Aa 82,25 Aa 78,00 Aa 75,25 Aa 78,75 Aa
Sc 72,00 Aa 80,00 Aa 62,75 Ba 64,75 Ba 56,00 Ba 60,75 Ba
Cons. C 80,25 Aa 74,00 Ba 75,25 Aa 82,00 Aa 84,00 Aa 75,25 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Gréfico 5 Resultados de germinagdo final (%),com aplicacdo de extrato aquoso em trés concentragoes (2,10 e 20 g/L) de
microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas em

condic¢des com (St) e sem estresse.

*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo niimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Mano (2006), também relatou valor superior de germinagéo na aplicacéo
de extrato aquoso (0,19 mg/mL) de Cumaru (Amburama cearenses S.). Os
resultados do uso de extrato (4% v/v) do caule de Andira Humilis MART EX.
BENTH e Anacardium humile MART e extratos aquosos de Capim Jaragua
(Hyparrhenia rufa), Mucuna (Mucuna aterrima), Capim colonido (Panicum
maximum), Capim gordura (Melinis minutiflora) e Bambu (Bambuza spp.), na
concentragdo de 25% v/v, foram superiores (PERIOTTO, 2003; SOUZA et al.,
1999).

Valores semelhantes aos observados no experimento foram relatados por
Andrade, Bittencourt e Vestena (2009), na aplicacdo de extratos de Tiririca
(Cyperus rotundus), na concentracdo de 100% v/v, Bonfim (2007), também
relatou valores semelhantes quando aplicados extratos de folha de Brachiaria
decumbens e Melinis minutiflora. Os valores obtidos por Gatti (2013) na
utilizacdo de extratos de Aristolochia esperanzae (25% v/v) sdo semelhantes aos
observados.

Periotto (2003), quando utilizou extrato (16% v/v) de Andira humilis
MART EX. BENTH, Prichoa et al. (2013), na aplicacdo de extrato de
Cyptocarya moschata e Ocotea odorifera (0,25% v/v), Silveira et al. (2014),
utilizando extrato (2,5% v/v) de folhas de Araucaria angustifolia (Bertol.)
Kuntze, obtiveram resultados semelhantes aos observados para 0s maiores
valores obtidos na apicagdo dos extratos de microalgas.

Gatti (2003) relatou valores inferiores quando aplicando extratos de
Anemopargna arvensis, Bachaus dracunculifolia, Casearia sylvestris, Drymis
brasiliensis, Memora peregrina, Palicourea rigida e Peritassa campestres,
ambas espécies nativas de cerrado. Mano (2006), quando aplicado extrato
aquoso (3,13 mg/mL) de Cumaru (Amburama cearenses S.), obteve valores
menores. Prichoa et al. (2013) e Silveira et al. (2014), também relataram valores

menores quando aplicados extratos (1% v/v) de Cryptocarya moschata e Ocotea
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odorifera e Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, na concentracdo de 7,5%
v/v, respectivamente.

Quando comparados o0s resultados da mesma microalga e mesma
concentracdo do extrato em condicBes de cultivo, com e sem estresse, para Cv
na concentragdo 2 g/L em condicdo de estresse foi menor ao encontrado em
condicdo sem estresse, para as concentra¢oes de 10 e 20 g/L ndo houve diferencga
nos resultados com e sem estresse. Para a Sc e o Cons. C ndo houve diferencgas
significativas quando comparadas cada concentracdo com e sem estresse.

Dentro dos extratos preparados com biomassa cultivadas em condicGes
de estresse, para a espécie Cv, os resultados nas concentragdes de 10 e 20 g/L
ndo diferiram significativamente, comparados com os obtidos da concentragdo
de 2 g/L. Para a Sc o maior valor obtido foi na concentragdo de 2 g/L e 0s
valores encontrados nas concentracfes de 10 e 20 g/L ndo diferiram entre si e
foram menores ao apresentado pelo primeiro. Para o Cons. C os valores ndo
diferiram independente da concentragéo.

Em condigdes de cultivo sem estresse ndo houve diferencas
significativas nos resultados de germinacdo dentro da Cv e dentro do Cons. C
nas diferentes concentragbes. E para a Sc o maior valor foi obtido na
concentragdo de 2 g/L e ndo houve diferenga nos valores nas concentragdes de
10e 20 g/L.

Os resultados da aplicacdo do extrato produzido com biomassa de S.
obliquus ressaltam o efeito inibitorio da germinacéo das sementes a medida que

se aumenta a concentracdo de biomassa nos extratos.

4.2.1.3 Germinacéo ao terceiro dia (%0)

Quando avaliados a aplicagdo dos extratos (tabela 5 e gréfico 6) da

biomassa cultivada em condicGes de estresse dentro da concentragdo 2 g/L para
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Sc e Cons. C os resultados ndo diferiram e foram maiores aos da Cv. Para a
concentracdo de 10 e 20 g/L os resultados de germinacéo ao terceiro dia da Cv e
Cons. C ndo diferiram e foram maiores aos valores obtidos pela Sc.

Os extratos produzidos com as biomassas das microalgas cultivadas em
condi¢cBes normais (sem estresse), na concentracdo de 2 g/L, as espécies ndo
diferiram. Para a concentracdo de 10 g/L, o Cons. C obteve o maior valor,
seguido pela Sc e com menor valor a Cv, ja a concentracéo de 20 g/L, os valores
da Cv e do Cons. C ndo diferiram e foram maiores ao resultado obtido para a Sc.

Na comparagéo do efeito do estresse na Cv na concentragdo de 2 g/L, o
maior resultado foi no cultivo sem estresse, na concentracdo de 10 g/L ocorreu o
inverso, com a condicdo de estresse apresentando o maior valor. Na
concentracdo de 20 g/L as condicGes com e sem estresse nao influenciaram a
germinag&o no terceiro dia.

Para os resultados da Sc o efeito do estresse somente foi observado na
concentracdo de 2 g/L, sendo o valor encontrado na condi¢do de cultivo sem
estresse maior ao com estresse. No Cons. C ndo houve diferenga significativa
nos resultados no cultivo com e sem estresse nas diferentes concentragdes.

Para as variacOes dos valores de germinacdo ao terceiro dia entre as
concentragdes, dentro da espécie Cv os resultados da concentracéo 2 g/L foram
maiores que os resultados de 20 g/L que foram maiores que os de 10 g/L. Para
os resultados da Cv estressada os valores registrados para as concentragoes de 10
e 20 g/L néo diferiram e foram maiores aos da concentragdo de 2 g/L. Para a Sc
e Sc estressada os resultados obtidos com aplicacdo do extrato na concentracéo
de 2 g/L foram maiores aos encontrados nas concentracdes de 10 e 20 g/L que
ndo diferiram. J& dentro do Cons. C e no Cons. C estressado a concentracdo ndo

alterou os resultados obtidos.



Tabela 5 Resultados de germinagéo ao terceiro dia (%), com aplicacdo de extrato aquoso em trés concentragdes (2,10 e
20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas
em condi¢des com (St) e sem estresse.

2g/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 0,00 Bb 80,75 Aa 67,50 Aa 42,75 Cb 66,00 Aa 64,75 Aa
Sc 59,25 Ab 75,00 Aa 49,25 Ba 53,25 Ba 46,75 Ba 53,25 Ba
Cons. C 66,75 Aa 68,75 Aa 65,25 Aa 70,00 Aa 73,25 Aa 70,75 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Gréfico 6 Resultados de germinacdo ao terceiro dia (%), com aplicacdo de extrato aquoso em trés concentracdes (2,10 e
20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas
em condic¢des com (St) e sem estresse.

*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo niimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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4.2.1.4 Tamanho de radicula (cm)

Os resultados de tamanho de radicula (tabela 6 e grafico 7), observados
dentro da concentracdo de 2 g/L em condicGes de cultivo de estresse foram
maiores para Sc e Cons. C que ndo diferiram e seguidos pelos da Cv. Dentro da
concentracdo de 10 g/L, os resultados de Cons. C foram maiores aos da Cv e da
Sc que ndo diferiram. Para a concentragdo de 20 g/L, a Cv os resultados foram
menores aos da Sc e aos do Cons. C que néo diferiram entre si. Nas condi¢des de
cultivo sem estresse ndao houve diferenca entre os valores das espécies nas
concentragdes 2 e 10 g/L. Ja na concentracdo 20 g/L, os resultados da aplicacéo
do extrato de Cons. C foram maiores que os da Cv e os da Sc que néo diferiram.

Nas condicdes de cultivo, com e sem estresse para concentracdo de 2 e
10 g/L os resultados da espécie Cv foram maiores no cultivo sem estresse, ja 0s
valores encontrados na aplicacdo dos extratos de Sc e do Cons. C ndo diferiram,
com e sem condicdo de estresse. Na concentracdo de 20 g/L somente a espécie
Sc apresentou resultados que diferiram nas diferentes condi¢cBes de cultivo,
sendo maior na condi¢do normal de cultivo da microalga.

Os resultados da Cv relativos no tamanho de radicula dentro das
diferentes concentracfes, apresentaram valores maiores para concentracdes de
10 e 20 g/L que n&o diferiram. Para a Sc e o Cons. C ndo foi observada diferenga
significativa entre os resultados nas diferentes concentragfes. Dentro de cada
espécie em condigdes de cultivo sem estresse, a Cv e a Sc apresentaram maiores
resultados nas concentragdes 2 e 10 g/L que ndo diferiram entre si. J4 no Cons.

C néo foi observado diferencgas significativas nos resultados.



Tabela 6 Resultados de tamanho de radicula (cm), com aplicacdo de extrato aquoso em trés concentracdes (2,10 e 20 g/L)
de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas em

condigdes com (St) e sem estresse.

2g/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 0,18 Bb 1,70 Aa 1,28 Bb 1,68 Aa 1,35 Ba 1,30 Ba
Sc 158 Aa 153 Aa 1,45 Ba 1,70 Aa 1,63 Aa 1,23 Bb
Cons. C 150 Aa 160 Aa 163 Aa 1,83 Aa 1,70 Aa 158 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Gréfico 7 Resultados de tamanho de radicula (cm), com aplicacdo de extrato aquoso em trés concentragfes (2,10 e 20
g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas

em condic¢des com (St) e sem estresse.

*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo niimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Os valores médios obtidos de tamanho de radicula foram superiores ao
observado por Alves et al. (2004), avaliando efeito do extrato (0,1% v/v) de
Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L.), e foi semelhante aos observados pelo
mesmo autor para Canela (Cinnamomum zeylanicum Breyn.) e Capim citronela
(Cymbopogum citratus (DC) Stapf.), na mesma concentra¢do, o autor também
relatou resultado superior quando aplicou extrato (0,1% v/v) de Jaborandi
(Pilocarpus microphyllus Stapf. ex. Wardleworth).

Andrade, Bittencourt e Vestena (2009), quando avaliou efeito do extrato
(100% v/v) de Tiririca (Cyperus rotundus L.) encontrou valor de tamanho de
radicula menor. Valores superiores foram relatados também por Gatti (2003),
estudando as respostas da aplicacdo de extrato foliar (100% v/v) de Histolochia
esperanzae e por Miranda et al. (2014), utilizando extrato de Ambrosia
polystachya e Parthenium hysterosphorus.

Silveira et al. (2004) relatou resultados semelhantes quando aplicado
extrato de Araucaria angustifélia (Bertol.) Kuntze na concentracdo de 7,5% v/v
e resultados superiores aplicando 0 mesmo extrato na concentragdo de (2,5%
v/v). Os valores observados por Prichoa et al. (2013), também obteve valores
semelhantes quando aplicado extrato de Cyptocarya moschata e de Ocotea
odorifera (0,25% v/v) e inferiores quando na concentracao de 1% v/v.

Mano (2006) observou resultados semelhantes utilizando extrato de
Cumaru (Amburama cearenses S.) na concentracdo de 0,19 mg/mL e menores
quando extrato foi aplicado na concentragdo de 3,13 mg/mL.

Os resultados comparativos da aplicacdo dos diversos extratos
comparados ao tratamento controle observa um efeito estimulante no
desenvolvimento da radicula, visto que os resultados da aplica¢do da maioria dos

extratos foram maiores que o resultado do tratamento controle.
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4.2.1.5 Tamanho de hipocétilo (cm)

O tamanho de hipocétilo (tabela 7 e gréafico 8) apresentou os maiores
resultados para o Cons. C, a Sc e a Cv, respectivamente, quando avaliados as
microalgas cultivadas em condicGes de estresse na concentracdo de 2 g/L. Para a
concentracdo de 10 g/L o maior valor foi obtido pela aplicacdo dos extratos das
microalgas Sc e Cons. C que ndo diferiram entre si. Na concentragdo de 20 g/L o
maior valor foi obtido para a Sc, seguido pela Cv e com o menor valor o Cons.
C.

No sistema de cultivo sem condigdes de estresse na concentracéo de 2 e
10 g/L o resultado do Cons. C foi o menor valor quando comparado com 0s
resultados da Cv e da Sc que ndo diferiram. Para a concentracdo e 20 g/L a Sc
foi a que obteve o maior resultado de tamanho de hipocétilo. Dentro da Cv os
resultados nas concentragfes de 2 e 10 g/L ndo diferiram entre si e apresentaram
valores maiores que na concentracdo de 20 g/L. Para a Sc e o Cons. C ndo houve
diferenca significativa nos resultados quando variou-se as concentragdes.

Na comparacdo de condiges de cultivo com e sem estresse na espécie
Cv dentro da concentracdo 2 e 10 g/L os resultados da condi¢éo de cultivo com
estresse foi menor ao sem estresse, na concentracdo de 20 g/L o resultado do
cultivo com estresse foi maior ao do cultivo sem estresse. Para a Sc os resultados
nas concentragdes de 2 e 10 g/L ndo diferiram quando cultivadas sob condi¢Ges
de estresse e sem estresse, na concentracéo de 20 g/L o resultado de tamanho do
hipocétilo no cultivo com estresse foi maior ao da biomassa sem estresse. J&
para o Cons. C nas concentraces 2 e 20 g/L os resultados ndo apresentaram
diferenca nos cultivos com e sem estresse, e para a concentracdo de 10 g/L a
biomassa proveniente do cultivo em condicdo de estresse o resultado foi maior

do gue 0 sem estresse.



Tabela 7 Resultados de tamanho de hipocétilo (cm), com aplicacdo de extrato aquoso em trés concentragdes (2,10 e 20
g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas em

condigdes com (St) e sem estresse.

2g/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 0,08 Cb 293 Aa 2,55 Bb 3,13 Aa 3,00 Ba 2,60 Bb
Sc 2,88 Ba 3,13 Aa 3,08 Aa 3,00 Aa 345 Aa 3,10 Ab
Cons. C 3,23 Aa 2,68 Ba 2,95 Aa 2,63 Bb 2,58 Ca 2,83 Ba

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Gréfico 8 Resultados de tamanho de hipocétilo (cm), com aplicacdo de extrato aquoso em trés concentragdes (2,10 e 20
g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas

em condic¢Bes com (St) e sem estresse.

*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo niimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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A avaliacdo das concentragdes dentro de cada espécie em condicOes de
estresse, a Cv apresentou maior valor de tamanho de hipocétilo na concentragdo
de 20 g¢/L, seguido pelo valor da concentracdo de 10 g/L e com o pior resultado
para a concentracdo de 2 g/L. Na espécie Sc o maior resultado foi obtido pela
concentracdo de 20 g/L quando comparado com os valores nas concentracfes de
2 e 10 g/L que nao diferem entre si. J& para o Cons. C 0os melhores resultados
foram para as concentragOes de 2 e 10 g/L que néo diferem entre si.

Na avaliagdo do efeito da concentracdo do extrato dentro de cada
microalga cultivada em condic¢Ges sem estresse, foi observado para Cv maiores
resultados nas concentracfes de 2 e 10 g/L que ndo diferiram. J& para a Sc e 0
Cons. C ndo foi observado diferenca significativa entre os resultados nas
diferentes concentragdes.

Os maiores valores, encontrados para o tamanho de hipocétilo, foram
superiores aos observados por Miranda et al. (2014), utilizando extrato de
Ambrosia polystachya e Parthenium hysterophorus. Foram superiores também
aos relatados por Andrade, Bittencourt e Vestena (2009), aplicando extrato
(100% v/v) de Cyperus rotundus, e aos observados por Gatti (2003) usando
extrato de olhas (100% v/v) de Aristolochia esperanzae. Prichoa et al. (2013),
também relatou valores menores de tamanho de hipoc6tilo estudando aplicacao

de extratos de Cryptocarya moschata e Ocotea odorifera.

4.2.1.6 Matéria seca total (mg)

Para avaliacdo do teor de matéria seca total (tabela 8 e gréafico 9), o valor
obtido pelo extrato da Cv, cultivada em condicGes de estresse dentro da
concentracdo de 2 g/L, foi menor que os da Sc que foi menor que os do Cons. C.

Na concentracdo de 10 g/L os resultados da Cv e do Cons. C néo diferiram e
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foram maiores que os da Sc. Ja para concentracdo de 20 g/L o valor de matéria
seca do Cons. C foi maior que o da Cv que foi maior que os da Sc.

Nos extratos obtidos com biomassa cultivada sem condi¢des de estresse
na concentracdo de 2 g/L os resultados da Cv e da Sc ndo diferiram entre si e
foram maiores que os do Cons. C. Para as concentracfes de 10 e 20 g/L os
valores da Sc apresentou a pior resposta quando comparada as encontradas para
a Cv e pelo Cons. C que ndo diferiram entre si.

Quando comparados as condi¢Oes de cultivo da microalga, com e sem
estresse, na concentracdo 2 g/L os resultados da Cv e da Sc foram menores
quando em cultivo com estresse, e 0s do Cons. C ndo apresentou diferenca. Para
concentragdo de 10 e 20 g/L as trés microalgas ndo apresentaram diferencas
significativas nos resultados quando cultivadas em condi¢cbes com e sem
estresse.

Dentro da matéria seca total os resultados do extrato da espécie Cv sob
cultivo em condicGes de estresse foi menor na concentragdo 2g/L e as
concentragdes de 10 e 20 g/L n&o diferiram entre si. Para os resultados da Sc nas
concentracdes de 2 e 10 g/L ndo houve diferenca e foram maiores que os valores
encontrados para concentragdo de 20 g/L. No Cons. C néo houve diferenca entre
os resultados das diferentes concentracfes. Dentro da Cv e do Cons. C sem
estresse quando comparadas a influéncia da concentragdo ndo houve diferenca
significativa nos resultados de matéria seca total. Ja para a Sc o maior resultado
foi obtido para menor concentragdo (2 g/L) e as concentragdes de 10 e 20 g/L

ndo apresentaram diferencas nos valores de matéria seca total.



Tabela 8 Resultados de matéria seca total (mg), com aplicacdo de extrato aquoso em trés concentracfes (2,10 e 20 g/L)
de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas em

condigdes com (St) e sem estresse.

2g/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 0,00 Cb 27,38 Aa 25,70 Aa 26,13 Aa 23,40 Ba 25,03 Aa
Sc 22,78 Bb 27,25 Aa 20,38 Ba 21,70 Ba 18,20 Ca 20,00 Ba
Cons. C 27,08 Aa 24,23 Ba 24,33  Aa 24,88 Aa 27,43 Aa 24,60 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitusculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Gréfico 9 Resultados de matéria seca total (mg), com aplicagdo de extrato aquoso em trés concentracdes (2,10 e 20 g/L)
de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliguus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas em

condic¢des com (St) e sem estresse.

*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo niimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Os resultados de matéria seca total sdo derivados do somatério da
matéria seca de todas as plantulas existente na amostra ao final da avaliacdo e
portanto tem influencia direta do numero de sementes germinadas. Devido a
esse fato as variagcdes entre os tratamentos sdo semelhantes aquelas observadas
no teste de germinacdo e diferentes dos resultados de porcentagem de matéria

seca por plantula, onde se considera o peso médio das plantulas.

4.2.1.7 Matéria seca por plantula (mg)

No parametro avaliado de matéria seca por planta (tabela 9 e grafico 10),
0 Cons. C apresentou maior valor quando avaliado o extrato preparado com
biomassa advinda do cultivo em condic¢des de estresse na concentragéo de 2 g/L,
seguido pelo da Sc e com menor valor da Cv. Para as concentragdes de 10 e 20
o/L ndo houve diferenca significativa entre os resultados das microalgas. No
cultivo da biomassa em condicGes sem estresse na concentracdo de 2 g/L a Sc
apresentou maior resultado que a Cv e Cons. C que ndo diferiram entre si. Para
concentracdo de 10 g/L os valores da Cv e da Sc ndo diferem e sdo maiores que
0s do Cons. C. Na concentracdo de 20 g/L ndo houve diferenca entre os
resultados.

Quando avaliados os resultados da aplicacdo dos extratos da mesma
microalga dentro de cada concentracdo, comparando as condigdes de cultivo,
com e sem estresse, para concentragdo de 2 g/L os resultados da Cv e da Sc

foram maiores nas condicGes sem estresse, e no Cons. C ndo houve diferenca.



Tabela 9 Resultados de matéria seca por planta (mg), com aplicagdo de extrato aquoso em trés concentracdes (2,10 e 20
g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas em

condigdes com (St) e sem estresse.

2g/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 0,00 Cb 0,64 Ba 0,63 Ab 0,67 Aa 0,63 Aa 0,64 Aa
Sc 0,63 Bb 0,68 Aa 0,65 Aa 0,67 Aa 0,65 Aa 0,66 Aa
Cons. C 0,67 Aa 0,66 Ba 0,65 Aa 0,61 Bb 0,65 Aa 0,65 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Gréfico 10 Resultados de matéria seca total por planta (mg), com aplicagdo de extrato aquoso em trés concentraces
(2,10 e 20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C),
cultivadas em condigdes com (St) e sem estresse.

*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo niimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Para concentragdo 10 g/L a Cv apresentou melhor resultado em
condigdes de cultivo sem estresse, na Sc os resultados ndo apresentaram
variacdo significativa e o Cons. C apresentou valor maior para cultivo em
condicdes de estresse. J& na concentracdo de 20 g/L, os valores de matéria seca
por planta nas microalgas ndo diferiram independente da condicdo de cultivo,
COm Ou sem estresse.

Dentro de cada espécie em biomassa colhida do cultivo em condicGes de
estresse, o resultado da Cv foi menor na concentragdo de 2 g/L comparado com
os resultados de 10 e 20 g/L que foram maior e ndo diferiram entre si. Para Sc e
Cons. C ndo houve diferenga significativa nos resultados das diferentes
concentracdes.

Quando avaliadas cada microalga nas diferentes concentragdes, a Cv
obteve maior resultado na concentragdo de 10 g/L e os resultados das
concentracgdes de 2 e 20 g/L ndo diferiram entre si. Para a Sc ndo houve variagéo
significativa entre os valores nas diferentes concentracfes. J& o Cons. para as
concentracdes de 2 e 20 g/L que ndo tiveram diferencas significativas nos
resultados de matéria seca por planta e foram maiores que os da concentragdo de
10 g/L.

Os resultados da aplicacdo da maioria dos extratos foram maiores que 0s
do tratamento controle o que ndo ocorre no parametro de matéria seca total, pois
guando calculado o teor de matéria seca pela média das plantulas, nesse
pardmetro, o vigor é mensurado pela capacidade da semente/plantula

transformar reserva em matéria seca da estrutura da plantula..

4.2.2 Extrato metandélico

Os resultados da aplicagdo dos extratos preparados com metanol no teste

de germinagdo de sementes de alface estdo apresentados conforme os parametros
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analisados, indice de velocidade de germinacdo, germinacao final, germinacéo
ao terceiro dia, tamanho de radicula, tamanho de hipoc6tilo, matéria seca total e

matéria seca por planta.

4.2.2.1 indice de velocidade de germinacdo — IVG (%)

A apresentagdo dos resultados da avaliagdo do IVG apresentada na
tabela 10 e gréfico 11, dentro da concentracdo 2 e 20 g/L na biomassa de cultivo
em condigdes de estresse foram maiores para Cv, seguido dos valores de IVG do
Cons. C e da Sc. Na concentracdo de 10 g/L o resultado da Sc foi menor que o
da Cv e 0 do Cons. C que ndo diferiram entre si. Para a biomassa obtida do
cultivo sem estresse na concentracdo 2 e 10 g/L, os resultados nédo diferiram
entre si, e na concentracdo de 20 g/L os valores da Cv e do Cons. C foram
maiores que 0s encontrados pela Sc.

Na Cv quando comparado as condi¢des de cultivo com e sem estresse,
nas concentragdes de 2 e 10 g/L ndo foi observado diferenca significativa nos
resultados de IVG, ja para a concentragdo de 20 g/L a biomassa cultivada em
condicdes de estresse apresentou resultado maior que o sem estresse. Para a Sc,
nas trés concentra¢Ges estudadas (2, 10 e 20 g/L), os valores do cultivo com
estresse foram menores que os do cultivo sem estresse. Ja no Cons. C nas
concentragdes de 2 e 20 g/L no cultivo em condicOes de estresse os resultados
foram menores que do cultivo sem estresse, e na concentracdo de 10 g/L nédo

houve diferenca significativa nos resultados.



Tabela 10 Resultados de indice de velocidade de germinagdo (%),com aplicacdo de extrato metanolico em trés
concentracbes (2,10 e 20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e

Consorcio C (Cons. C), cultivadas em condi¢6es com (St) e sem estresse.

2g/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 24,40 Aa 2491 Aa 20,47 Aa 18,50 Aa 24,17 Aa 21,70 Ab
Sc 17,43 Cb 22,95 Aa 13,93 Bb 20,44 Aa 10,08 Cb 19,24 Ba
Cons. C 21,41 Bb 2491 Aa 18,83 Aa 18,50 Aa 16,68 Bb 21,70 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Gréafico 11 Resultados de indice de velocidade de germinacdo (%), com aplicacdo de extrato metanolico em trés
concentracdes (2,10 e 20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e

Consorcio C (Cons. C), cultivadas em condi¢fes com (St) e sem estresse.

*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo nimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

9.
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Quando comparado o efeito da concentracdo dentro de cada microalga
foi observado que os resultados da avaliagédo de IVG dentro da Cv sem estresse
foi maior na concentracdo de 2 g/L, seguido pelos da concentracdo de 20 g/L e 0
menor resultado foi encontrado na concentracdo de 10 g/L. J& em condicBes de
estresse (St) nas concentracGes de 2 e 20 g/L os resultados ndo diferiram entre si
e foram maiores que os de 10 g/L.

Na Sc em condi¢bes sem estresse, 0 maior resultado de IVG foi na
concentragdo de 2 g/L e nas concentracfes de 10 e 20 g/L os resultados nédo
diferiram entre si. Para o cultivo em condicBes de estresse o maior resultado foi
encontrado na concentracdo de 2 g/L, seguido pelos da concentragdo de 10 e o
menor resultado na concentracéo de 20 g/L.

O Cons. C sem estresse apresentou 0 maior resultado na concentracdo de
2 g/L, seguido pelo da concentragdo de 20 g/L e o menor resultado encontrado
na concentracdo de 10 g/L. Em condigdes de estresse, 0 maior resultado foi na
concentracdo de 2 g/L e nas concentracdes de 10 e 20 g/L os resultados ndo
diferiram entre si.

Os valores médios observados, para o indice de velocidade de
germinagdo quando aplicado extrato metandlico, foram semelhantes aos
observados por Souza et al. (1999), quando aplicado extrato de Capim jaragua
(Hyparrhenia rufa) e superiores aos encontrados pelos mesmos autores quando
avaliaram o efeito de extrato de Mucuna (Mucuna aterrima), Capim colonido
(Panicum maximum), Capim gordura (Melinis minutiflora) e Bambu (Bambuza
spp.).

O valor de IVG para o tratamento controle foi maior que 0s demais
resultados obtidos da aplicacdo de extratos metandlicos produzidos com
biomassa das diferentes microalgas, indicando efeito de inibicdo na germinacéo

de sementes.
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4.2.2.2 Germinacao final (%)

Na avaliacdo da porcentagem de germinacdo final houve significancia
na interacdo entre os resultados das microalgas e da condicdo de estresse (tabela
11). Dentro do cultivo em condicdo de estresse na Cv e no Cons. C os resultados
ndo diferiram entre si e foram maiores que os da Sc. J& em condicdes de cultivo

sem estresse 0s resultados ndo diferiram nas diferentes microalgas.

Tabela 11 Resultados de germinagdo final (%) na aplicagdo de extratos
metanodlicos das espécies Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus
obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C) em cultivos com (St) e sem

estresse.
Algas Estresse
Com (St) Sem
Chlorella vulgaris 72,83 Aa 70,17 Aa
Scenedesmus obliquuos 57,50 Bb 72,50 Aa
Consorcio C. 72,83 Aa 70,17 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna e mintsculas na linha ndo
diferem significativamente entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

Na comparacdo do efeito do estresse, para Cv e Cons. C ndo foi
observado diferenca nos resultados do cultivo com e sem estresse, e para a Sc o
resultado no cultivo sem estresse foi maior que o encontrado na condi¢do de
estresse.

Para a avaliagdo do efeito da variacdo da concentragdo do extrato
(gréafico 12) foi observado o maior resultado na concentragdo de 2 g/L quando

comparado aos das concentracGes de 10 e 20 g/L que ndo diferiram.
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Gréfico 12 Resultados de germinacdo final (%) nas diferentes concentracfes de
extrato metandlico (2,10 e 20 g/L).

*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).

Os resultados observados de germinacdo final quando da aplicagdo dos
diversos extratos de microalgas foram menores que o observado pelo tratamento
controle (gréfico 13), confirmando assim o efeito inibitério causado pelos

extratos na germinagdo de sementes de alface.
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Grafico 13 Resultados de germinacdo final (%) na aplicacdo de extratos
metanodlico de microalgas, Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus
obliquus (Sc) e Consorcio C e o tratamento controle.

*Médias seguidas pelos mesmos nimeros ndo diferem significativamente entre si pelo

teste Scott-Knott (P<0,05).
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As maiores médias dos resultados observadas para germinacéo final foi
menor aos resultados observados por Alves et al. (2004) estudando a aplicacéo
de extrato aquoso nas concentracdes de 0,001 e 0,010 % v/v de bleo essencial de
canela (Cinnamomum zeylanicum Breyn.), alecrim-pimenta (Lippia sidoides
Cham.), capim-citronela (Cymbopogum citratus (DC) Stapf.), alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum L.) e jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf. ex.
Wardleworth), também menor aos observados para extrato de folha seca de
tiririca (Cyperus rotundus), nas concentraces de 10 e 100% v/v (ANDRADE;
BITTENCOURT; VESTENA, 2009).

Ja Bonfim (2007), observou valores semelhantes ao estudar o efeito da
aplicacdo de extrato da folha de Brachiaria decumbens (100% v/v) e de Melinis
minutiflora (50% v/v), e também os relatado por Periotto (2003) avaliando efeito
do extrato do caule (16%) de Andira Humilis MART Ex. BENTH.

Valores inferiores aos observados foram relatados por Mano (2006),
Prichoa et al. (2013), Silveira et al. (2014) e Souza et al. (1999), estudando
respectivamente, extratos de Cumaru (Amburama cearenses S.), 3,13 mg/mL,
Cryptocarya moschata (1% v/v), Araucaria angustifélia (Bertol.) Kuntze (7,5%

v/v) e Mucuna (Mucuna aterrima), 25% viv.

4.2.2.3 Germinacao ao terceiro dia (%0)

Os resultados de germinagdo ao terceiro dia na interacdo significativa
entre as microalgas e a condigéo de cultivo com e sem estresse (tabela 12) néo
diferiram no cultivo em condico de estresse para Cv e Cons. C e foram maiores
que os valores para Sc. J& em condi¢cBes de cultivo sem estresse ndo foi
observado diferenca significativa entre os resultados das diferentes microalgas.
Na comparagédo do efeito do estresse, para Cv e Cons. C ndo foi observado

diferenca nos resultados do cultivo com e sem estresse, e para a Sc os valores de
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germinagdo ao terceiro dia no cultivo sem estresse foram maiores que oS

encontrados em condicdes de estresse.

Tabela 12 Resultados de germinagédo ao terceiro dia (%) na aplicacdo de extratos
metandlicos das espécies Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus
obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C) em cultivos com e sem

estresse.
Algas Estresse
Com Sem
Chlorella vulgaris 63,92 Aa 64,00 Aa
Scenedesmus obliquuos 45,17 Bb 62,42 Aa
Consorcio C. 60,92 Aa 64,00 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna e mindsculas na linha néo
diferem significativamente entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

Quando avaliado a interacdo entre as concentracdes e as microalgas
(tabela 13), observou-se que os resultados nas concentragdes de 2 e 20 g/L para
Cv e Cons. C os valores foram maiores que os da Sc e na concentragdo de 10 g/L
ndo houve diferenca significativa entre os resultados das microalgas. Quando
analisado os resultados da Cv foram observados os maiores valores nas
concentragdes de 2 e 20 g/L que néo diferiram entre si. Para a Sc os resultados
encontrados para as concentracfes de 2 e 10 g/L ndo diferem entre si e foram
maiores que os da concentragdo de 20 g/L. No Cons. C os valores encontrados
nas concentragdes de 10 e 20 g/L ndo diferiram entre si e foram menores que o

da concentracéo de 2 g/L.
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Tabela 13 Resultados de germinacéo ao terceiro dia (%) na aplicagéo de extratos
metandlicos das espécies Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus
obliquus (Sc) e Consércio C (Cons. C) nas concentracfes de 2, 10 e

20 g/L.
Algas Concentracdo (g/L)
2 10 20
Chlorella vulgaris 68,63 Aa 57,25 Ab 66,00 Aa
Scenedesmus obliquuos 58,63 Ba 55,38 Aa 47,38 Bb
Consorcio C. 69,38 Aa 56,00 Ab 62,00 Ab

*Médias seguidas pelas mesmas letras maidsculas na coluna e mindsculas na linha ndo
diferem significativamente entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

Observa-se no gréfico 14 o efeito negativo na germinagao inicial das
sementes quando aplicado o0s extratos produzidos de biomassa microalgal
qguando comparados com os resultados do tratamento controle, reforcando o
efeito de inibicdo dos extratos nos processos germinativos.
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Gréafico 14 Resultados de germinacdo ao terceiro dia (%) na aplicacdo de
extratos metandlico de microalgas, Chlorella vulgaris (Cv),
Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C e o tratamento controle.

*Médias seguidas pelos mesmos nimeros ndo diferem significativamente entre si pelo

teste Scott-Knott (P<0,05).
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4.2.2.4 Tamanho de radicula (cm)

A avaliacdo de tamanho de radicula (tabela 14 e grafico 15), os
resultados dentro da concentracdo 2 e 10 g/L, com condi¢do de estresse, 0s
valores da Cv ndo diferiu dos do Cons. C e foram maiores que os da Sc. Na
concentracdo de 20 g/L na mesma condicdo de estresse, o valor obtido pela Cv
foi maior que o da Sc e do Cons. C que ndo se diferiram entre si.

Para a condi¢do de cultivo sem estresse, na concentragdo 2 g/L néo
foram observadas diferencas significativas entre os resultados das microalgas.
Para a concentracdo de 10 g/L o Cons. C obteve resultados maiores que os da Cv
e da Sc que néo diferiram. Na concentracdo de 20 g/L o maior valor encontrado
foi para Sc, seguido da Cv e o menor valor observado para o Cons. C.

Na comparacdo do efeito da condicdo de estresse (com e sem), na
concentracdo de 2 g/L os resultados das diferentes microalgas ndo apresentaram
diferenca significativa com e sem estresse, ja na concentracdo 10 g/L para Cv o
maior valor observado foi em condicdo de estresse, para a Sc a condigdo de
cultivo sem estresse apresentou maior resultado de tamanho de radicula e o
Cons. C nédo apresentou diferenca significativa em seus resultados. Para a
concentracdo de 20 g/L para Cv e Cons. C os resultados do cultivo com estresse
foram maiores que 0s sem estresse e para a Sc a condigdo de estresse os valores

encontrados foram menores gue 0s sem estresse.



Tabela 14 Resultados de tamanho de radicula (cm), com aplicacdo de extrato metanolico em trés concentragfes (2,10 e
20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas

em condi¢des com (St) e sem estresse.

29/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 1,83 Aa 1,78 Aa 2,08 Aa 153 Bb 1,83 Aa 1,48 Bb
Sc 1,58 Ba 153 Aa 1,00 Bb 1,33 Ba 1,58 Bb 1,83 Aa
Cons. C 1,80 Aa 168 Aa 2,00 Aa 193 Aa 1,60 Ba 0,63 Cb

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Grafico 15 Resultados de tamanho de radicula (cm), com aplicacdo de extrato metanélico em trés concentracGes (2,10 e
20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C),

cultivadas em condi¢cfes com (St) e sem estresse.
*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo nimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

8
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No efeito da variacdo da concentragdo dos extratos, o maior resultado
observado para Cv foi na concentracdo de 2 g/L, para condicdo de cultivo sem
estresse, ja em condicbes de estresse 0 maior valor de tamanho de radicula foi
observado na concentra¢do de 10 g/L. Para a Sc sem condicdo de estresse o0
maior valor foi observado na concentracdo de 20 g/L, e em condicdes de estresse
a concentracdo de 10 g/L obteve o menor valor. Os resultados do Cons. C foram
maiores na concentragdo de 10 g/L, seguidos pelos da concentracdo de 2 g/L e 0
menor resultado observado na concentracéo de 20 g/L, nas condigdes de cultivo
sem estresse, ja em condigdes de estresse os resultados das concentragdes de 2 e
10 g/L néo diferiram e foram maiores que os de 20 g/L.

Nos resultados de tamanho de radicula quando da aplicacdo da maioria
dos extratos, observou-se comportamento estimulante no desenvolvimento da
radicula, quando comparados com o tratamento controle.

As maiores médias observadas de tamanho de radicula foram
semelhantes aos observados por Alves et al. (2004) estudando a aplicacdo de
extrato aquoso na concentracdo de 0,001% v/v de 6leo essencial de canela
(Cinnamomum zeylanicum Breyn.), capim-citronela (Cymbopogum citratus
(DC) Stapf.) e jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf. ex. Wardleworth).
Esses valores foram menores aos observados por Andrade, Bittencourt e Vestena
(2009), utilizando extrato aquoso de Tiririca (Cyperus rotundus), 10% v/v; Gatti
(2003), aplicando extrato aquoso (50% v/v) de folhas de Aristolochia
esperanzae; Prichoa et al. (2013), no uso de extratos (1% v/v) de Cryptocarya
moschata e Ocotea odorifera e Silveira et al. (2014), estudando aplicacdo de

extrato de Araucaria angustifélia (Bertol.) Kuntze.
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4.2.2.5 Tamanho de hipoco6tilo (cm)

Para o tamanho do hipocétilo (tabela 15 e grafico 16) os resultados nédo
diferiram quando avaliado as diferentes microalgas na concentracdo de 2 g/L em
condicdes de estresse. Para a concentracdo de 10 g/L, na mesma condicdo com
estresse, 0 resultado da Cv foi maior, seguido dos do Cons. C e 0 menor valor
para a Sc. Na concentracdo de 20 g/L os resultados da Sc e do Cons. C néo
diferiram e os resultado foram maiores que os encontrados para Cv. Em
condiges de cultivo sem estresse, nas trés concentracdes, os resultados da Cv e
da Sc ndo diferiram e foram maiores gque os valores do Cons. C.

Na concentracdo de 2 g/L, quando as microalgas foram comparadas
quanto as diferencas dos valores de tamanho de hipoc6tilo nas condicbes de
cultivo, com e sem estresse, a Cv e a Sc ndo apresentaram diferencas e no Cons.
C o cultivo com estresse obteve maior resultado que no cultivo sem estresse. Os
resultados na concentragdo de 10 g/L, da Cv e do Cons. C em cultivo com
estresse foi maior que os do cultivo sem estresse, e para Sc ndo diferiram. Com a
concentracdo de 20 g/L, os resultados de tamanho de hipocoétilo da aplicacdo do
extrato da biomassa da Cv cultivada em condigdes de estresse foi menor que da
biomassa sem estresse, os da Sc ndo diferiram e do Cons. C os valores do extrato

de biomassa em condicGes de estresse foi maior que 0s sem estresse.



Tabela 15 Resultados de tamanho de hipocoétilo (cm), com aplicagdo de extrato metandlico em trés concentracfes (2,10 e
20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas
em condi¢Bes com (St) e sem estresse.

29/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 2,90 Aa 2,88 Aa 3,40 Aa 2,73 Ab 2,58 Bb 3,10 Aa
Sc 2,90 Aa 2,85 Aa 2,63 Ca 2,70 Aa 2,88 Aa 2,90 Aa
Cons. C 3,00 Aa 2,48 Bb 2,93 Ba 2,45 Bb 3,10 Aa 1,13 Bb

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Grafico 16 Resultados de tamanho de hipocétilo (cm), com aplicagéo de extrato metandlico em trés concentracdes (2,10 e
20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C),
cultivadas em condigdes com (St) e sem estresse.

*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo niimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Os resultados, da influéncia das diferentes concentracdes, da Cv sem
estresse foram maiores na concentracdo de 20 g/L, e com estresse foi maior na
concentracdo de 10 g/L, seguido pela concentracdo de 2 g/L. e o menor valor na
concentracdo de 20 g/L. Para a Sc ndo foi observado diferenca significativa nos
resultados das diferentes concentra¢fes da biomassa no preparo dos extratos em
condicBes sem estresse, ja para a biomassa cultivada com estresse, 0s resultados
das concentragdes de 2 e 20 g/L nédo diferiram e foram os maiores resultados. Ja
os valores de tamanho de radicula na aplicagdo de extrato do Cons. C sem
estresse nas concentragdes de 2 e 10 g/L foram maiores e com estresse ndo
diferiram.

As maiores médias variam de 3,10 — 3,40 cm, e Andrade, Bittencourt e
Vestena (2009) reportou valores maiores, na aplicagdo de extrato aquoso de
Cyperus rotundus (10% v/v). Os mesmos autores utilizando o mesmo extrato na
concentragdo de 100% v/v, observou resultados menores de tamanho de
hipocétilo. Os resultados encontrados na aplicacdo de extrato de folhas (50%
v/v) de Aristolochia esperanzea também foram menores (GATTI, 2003). Mano
(2006), também observou valores menores aos obtidos quando aplicou extrato

de Cumaru (Amburama cearenses S.).

4.2.2.6 Matéria seca total (mg)

Na avaliagdo dos resultados de matéria seca total (tabela 16 e grafico
17), os resultados da aplicagdo de extrato da biomassa cultivada em condigdes
de estresse, os valores dos extratos das diferentes microalgas comportaram da
mesma forma nas diferentes concentragdes, 0s da Cv e do Cons. C néo diferiram
entre si e foram maiores que os da Sc. Para a biomassa cultivada em condic¢des

sem estresse na concentracdo 2 g/L os resultados das diferentes microalgas néo
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diferiram, j& para as concentracfes de 10 e 20 g/L os resultados da Sc foram
maiores que da Cv e do Cons. C que ndo diferiram.

Dentro da concentracdo de 2 g/L, para comparacdo entre os resultados
de matéria seca total das biomassas cultivadas em condi¢cGes com e sem estresse,
ndo foi observado diferencas significativas. Na concentracdo de 10 g/L, o0s
resultados da Cv com estresse foi maior que o sem estresse, para Sc com estresse
os resultados foram menores que 0s sem estresse e no Cons. C ndo foi observado
diferencas significativas nos valores de matéria seca total. Na concentracéo de
20 g/L, para o extrato da Cv e do Cons. C em condigdes de estresse os resultado
foram maiores que os do extrato de biomassa cultivada sem estresse. Ja 0s
resultados da Sc em cultivo sem estresse foi maior que os do cultivo com
estresse.

Avaliando a variacdo dos resultados das diferentes concentraces dos
extratos dentro de cada microalga, os da Cv e do Cons. C em condicdes de
estresse e 0s da Sc sem estresse ndo diferiram. Para os resultados do efeito do
extrato da Sc com estresse na concentracdo 2 e 10 g/L ndo diferiram e foram
maiores que os da concentracdo de 20 g/L. Ja para os resultados de matéria seca
total do extrato da Cv e do Cons. C sem estresse o maior valor foi observado na
concentracdo de 2 g/L, e os valores das concentracdes de 10 e 20 g/L ndo
diferiram entre si.

Para a aplicacdo dos extratos metandlicos o comportamento dos
resultados de matéria seca total é semelhante aos observados pelo parametro de
germinacdo final, confirmando que esse parametro é influenciado pela

germinacéo das sementes.



Tabela 16 Resultados de matéria seca total (mg), com aplicacdo de extrato metandlico em trés concentragdes (2,10 e 20
g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas

em condi¢des com (St) e sem estresse.

2g/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 25,33 Aa 24,33 Aa 2290 Aa 19,30 Bb 23,90 Aa 18,48 Bb
Sc 21,78 Ba 24,23 Aa 18,78 Bb 26,40 Aa 14,63 Bb 23,60 Aa
Cons. C 25,10 Aa 26,48 Aa 21,88 Aa 22,43 Ba 24,18 Aa 20,63 Bb

*Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Grafico 17 Resultados de matéria seca total (mg), com aplicacdo de extrato metanolico em trés concentracdes (2,10 e 20
g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C), cultivadas

em condic¢des com (St) e sem estresse.

*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo nimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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4.2.2.7 Matéria seca por plantula (mg)

Os resultados de matéria seca por plantula (tabela 17 e grafico 18) para
concentracdo de biomassa com e sem estresse no extrato de 2 g/L e biomassa
com estresse na concentracdo 10 g/L ndo houve diferencas nos resultados nas
diferentes microalgas. Para a concentracdo de 10 g/L sem estresse os resultados
da Sc e do Cons. C foram maiores e ndo diferiram entre si. Para concentracdo de
20 g/L com estresse 0s valores de matéria seca por planta do extrato da Cv e do
Cons. C ndo diferiram entre si e foram maiores que os da Sc. J4 na mesma
concentragdo sem estresse os resultados da Sc foram maiores, seguidos pelos do
Cons. C e 0s menores para Cv.

Na concentracdo de 2 g/L dentro da Cv e da Sc os resultados ndo
diferiram quando extrato foi preparado da biomassa com e sem estresse. Nos
resultados da aplicacdo do extrato de Cons. C sem estresse foram maiores
guando comparados com o0 extrato preparado da biomassa em condicbes de
estresse. Para a concentracdo de 10 g/L os resultados do extrato da Cv foram
maiores quando utilizado a biomassa cultivada em condicGes de estresse, e para
0s do extrato da Sc em condicGes de estresse 0s resultados foram menores que 0s
do extrato da biomassa sem estresse, ja os resultados do extrato do Cons. C nao
diferiram. Dentro da concentracdo de 20 g/L os resultados de matéria seca por
planta da aplicacdo do extrato da Cv e do Cons. C foram maiores quando a
biomassa utilizada foi cultivada em condigdes de estresse, e para 0s da Sc foi

menor quando comparando com o uso da biomassa sem estresse.



Tabela 17 Resultados de matéria seca por plantula (mg), com aplicacdo de extrato metandlico em trés concentracdes
(2,10 e 20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C),
cultivadas em condig¢bes com (St) e sem estresse.

2g/L 10 g/L 20 g/L
Com (St) Sem Com (St) Sem Com (St) Sem
Cv 0,65 Aa 0,65 Aa 0,66 Aa 0,59 Bb 0,66 Aa 054 Cb
Sc 0,64 Aa 0,67 Aa 0,66 Ab 0,72 Aa 0,61 Bb 0,67 Aa
Cons. C 0,65 Ab 0,70 Aa 0,63 Aa 0,68 Aa 0,67 Aa 0,59 Bb

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Scott-Knott (P<0,05).
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Gréfico 18 Resultados de matéria seca por plantula (mg), com aplicagdo de extrato metanolico em trés concentragdes
(2,10 e 20 g/L) de microalgas Chlorella vulgaris (Cv), Scenedesmus obliquus (Sc) e Consorcio C (Cons. C),

cultivadas em condi¢cBes com (St) e sem estresse.
*As médias seguidas pelo mesma letra em cada extrato das diferentes biomassas e com mesmo nimero quando todas sdo comparadas

ao tratamento controle ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Quando avaliado as diferentes concentracfes dentro de cada microalga,
0s resultados do extrato preparado com biomassa da Cv em cultivo com estresse
foi maior quando utilizado a concentracdo de 2 g/L de biomassa, seguido pelo
extrato na concentracdo de 10 g/L e o menor no extrato de 20 g/L.

No extrato preparado de Sc os resultados ndo diferiram na variacdo da
concentracdo dos extratos. J& para os resultados da aplicacdo do extrato do Cons.
C nas concentragfes de 2 e 10 g/L nédo diferiram e foram maiores que os da
concentragdo de 20 g/L. Nos extratos preparados com biomassas cultivadas em
condicOes de estresse a variagdo da concentragdo do extrato ndo diferiu nos
resultados de matéria seca por planta.

Os resultados da aplicacdo da maioria dos extratos metandlicos para
matéria seca por planta foram semelhantes ao resultado observado para o
tratamento controle. O comportamento dos resultados do parametro matéria seca
por planta difere do comportamento dos resultados observados para matéria seca

total da mesma forma que ocorreu no extrato aquoso.

5 CONCLUSAO

As biomassas das microalgas apresentam variagdes na caracterizagdo
bioquimica quando submetidas a condicdes de cultivo com estresse.

O perfil dos acidos graxos das microalgas apresentam maiores teores de
acidos graxos insaturados, exceto para Sc que apresenta maior teor de &cido
graxo saturado.

A aplicagdo dos extratos aquosos de Cv, Sc, CvSt, ScSt e Cons C St
apresentam efeito inibitério quando avaliando pardmetro IVG. E tem efeito
estimulante em crescimento de radicula para os extratos da microalga Cons C e
Cons C St.
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A aplicacdo do extrato aquoso da Sc e ScSt apresenta efeito inibitorio
dos parametros de germinagéo (IVG, germinacéo final e germinagéo ao terceiro
dia) diretamente proporcional ao aumento da concentragdo do extrato.

Os extratos aquosos, nas trés concentragdes, preparados com as
biomassas microalgais com e sem estresse ndo apresentam diferenca na
germinacdo final, exceto para Cv (2 g/L).

Todos os extratos metanolicos apresentam efeito inibitério do IVG, da
germinacéo final e germinacdo do terceiro dia.

O aumento da concentracdo do extrato metanolico diminui os valores de
germinac&o final.

Os extratos metanoélicos preparados com as biomassas microalgais de Cv
e Cons C com e sem estresse ndo apresentam diferenga na germinagéo final e
germinag&o ao terceiro dia.

O aumento da concentracéo do extrato metandlico de Cv diminui o teor

de matéria seca por plantula.
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ANEXO

Fontes de variacao

Quadrados médios

Extrato Aquoso GL VG G. final G. 3°dia Rad. Hip. MS MS/pl.
Microalgas 2  766,4100 1151,0556  1662,0000 0,9654 3,1939  124,5685 0,1107
St 1 391,1605 1691,6806  1615,0139 0,7606 1,1001  226,1356 0,1120
Conc. 2 0,8310 434,1806 1455417 0,3629 1,4393 36,2406 0,0787
Microalgas x St 2 4,3416 14527222 427,3889 0,8151 2,6406 203,5510 0,1070
Microalgas x Conc. 4 129,1920 1693,9514 948,3542 0,1827 1,7539  195,7847 0,0989
St x Conc. 2  210,1178 1471,1806  2514,4306 0,7976 1,7110 169,1489 0,0961
Microalgas x Stx Conc. 4  145,6230* 1621,4097* 1862,2430* 0,3928* 2,1863* 153,9355*  0,0801*
Residuo 54 3,1933 37,7000 44,3472 0,0306  0,0502 4,5531 0,0004

Cv (%) 9,22 8,70 11,17 11,94 8,10 9,36 3,43

Extrato Metanolico

Microalgas 2 152,5689 338,0000 722,8889 0,4679 1,1029 21,3343 0,0082
St 1 143,7643 186,8889 833,6806  0,5689 2,1356 12,1689 0,0002
Conc. 2 128,4169  442,7916* 569,3889 0,2804 0,3454 84,1676 0,0094
Microalgas x St 2 1053190  624,2222*  504,3888* 0,5685 11,8935 149,2635 0,0201
Microalgas x Conc. 4 18,4186 62,5417 170,8055* 0,9733 0,4296 10,7443 0,0020
St x Conc. 2 9,9353 49,7639 37,7222 0,1476  0,1143 3,5526 0,0098
Microalgas x St x Conc. 4 8,7267* 66,0972 56,8056 0,2847* 1,0334* 21,9897* 0,004952*
Residuo 54 2,9213 30,6852 42,2917 0,0216 0,0322 5,1661 0,0013

Cv (%) 8,54 7,99 10,83 9,13 6,53 10,12 5,56
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