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RESUMO

A biotecnologia utilizada no cultivo de microalgas & base de meio
comercial é de alto custo. Sendo assim, alguns estudos indicam que o uso de
meios de cultura alternativos com a finalidade de reduzir o preco de producao
em curto espaco de tempo e mantendo alto valor nutricional, sdo procedimentos
a serem adotados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade de diferentes
meios de cultivo a base de macrofitas. O meio com macrdfita foi associado ao
fertilizante inorganico NPK (20:5:20). O experimento foi conduzido no periodo de
28 dias em triplicata. O meio de cultura com E. crassipes alcangou maior
densidade celular (434 x 10° cel. mL'), comparado com os outros meios de
cultura com macréfitas que variaram de 319,7 x 10° cel. mL! (E. azurea) a 223,5
x 10° cel. mL! (T. domingensis). Durante o periodo experimental o oxigénio
dissolvido, pH e condutividade elétrica ndo apresentaram diferencas
significativas (P>0,05). A taxa de crescimento e densidade celular da microalga
cultivada em meio de cultura com plantas aquéticas foram maiores (P>0,05) do
gue no meio NPK porém, similares (P<0,05) ao meio comercial CHU12. Em
relacdo aos nutrientes, o teor de N (67 g.L1) foi o mais elevado no meio de cultura
com T. domingensis e os demais nutrientes (P, K, Ca, S, B, Cu, Fe e Zn)
apresentaram concentracdes abaixo de 35 g.L%, nos diferentes meios utilizados.
O uso de macrofitas como fonte alternativa para ser utilizada como meio de
cultura no desenvolvimento de A. gracilis demonstrou ser viavel tanto do ponto
de vista econémico, nutricional e com elevada biomassa algal, sendo que E.

crassipes, E. azurea e T. domingensis apresentaram os melhores resultados.

Palavras- chave: meio de cultura, macroéfita, microalga, NPK, CHU12.



ABSTRACT

Since biotechnology in commercial medium-based culture of microalgae has very
high costs, several studies recommend alternative medium cultures to reduce
product costs in a short time period, coupled to high nutritional values. Objective
of this work was to evaluate the quality of different macrophytes based culture
media. Medium with macrophyte was associated with inorganic fertilizer NPK
(20:5:20). Assay was conducted for 28 days, in triplicate. Culture medium with E.
crassipes had the greatest cell density (434 x 10° cel. mL*) when compared to
other culture media with macrophytes and ranged between 319.7 x 10° cel. mL™?
(E. azurea) and 223.5 x 10° cel. mL (T. domingensis). Dissolved oxygen, pH and
electric conductivity did not show any significant differences during the
experimental period (p>0.05). Growth rate and cell density of microalga cultivated
in a medium with aquatic plants were greater (p>0.05) than in NPK medium, albeit
similar (p<0.05) to the commercial medium CHU12. Further, N rate (67 g.L™') was
the highest in culture medium with T. domingensis, whilst the other nutrients (P,
K, Ca, S, B, Cu, Fe and Zn) had lower than 35 g.L* concentrations in the different
media employed. The use of macrophytes as an alternative source as culture
medium in the development of A. gracilis proved to be viable from the economic
and nutritional point of view, coupled to high algal biomass. E. crassipes, E.

azurea and T. domingensis provided the best results.

Keywords: culture medium, macrophyte, microalga, NPK, CHU12.



1. INTRODUCAO

A Dbiotecnologia utilizada na cultura de microalgas a base de meio
comercial é dispendiosa, alguns estudos propdem o uso de residuos, fertilizantes
entre outros nutrientes para o cultivo de microalgas com baixo custo de producéo
(PEREZ-GARCIA et al., 2011). As microalgas apresentam rapido crescimento,
acumulo de lipidios, hidratos de carbono e alta produtividade (BAHADAR e
BILAL KHAN, 2013). A grande vantagem no cultivo de microalga € a facil
adaptacdo as condicbes ambientais; alta eficiéncia fotossintética e ndo séo
competidores em areas produtoras de alimentos (ZHU et al., 2014).

O uso de reagentes quimicos durante o cultivo de microalgas para obter
alta densidade, apresenta elevado custo quando comparado com outros meios
de cultivo (HARUN, 2010). Estratégia de estudos tem sido focada nas limitacdes
de comercializag&o, tais como o baixo custo para uma produgéo em larga escala,
métodos de producdo de biomassa com maior eficiéncia energética,
fornecimento de nutrientes e disponibilidade de dioxido de carbono (CHISTI,
2013).

Os meios de cultura vém sendo desenvolvidos para diferentes cultivos de
microalgas. Quando se trata de meio de cultura sintético, o alto custo dos
nutrientes pode representar fator limitante para uma producdo
(BAUMGARTNER, 2011). Assim, o meio de cultura alternativo é desenvolvido
para se adaptar as necessidades nutricionais das microalgas para obtencdo de
elevada biomassa e composicdo bioquimica, além de economicamente viavel
(SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 2001).

O uso do meio de cultura para microalgas contendo plantas aquaticas e
NPK, é utilizado como fonte alternativa, apresentando concentracdes elevadas
de nitrogénio e fésforo, sendo de grande importancia no desenvolvimento e
crescimento & baixo custo. A adi¢éo de vitamina do complexo B € acrescentada
para incrementar o crescimento da microalga. O fertilizante inorganico (NPK)

associado a macrofita Eichhornia crassipes promove ganho nutricional a



microalga Ankistrodesmus gracilis sendo similar ao meio comercial CHU12
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2009).

O uso de macrdfitas aquaticas como meio de cultura alternativo é
considerado eficiente para o desenvolvimento da Ankistrodesmus gracilis devido
a grande disponibilidade de nutrientes presentes nas plantas. Os fertilizantes
inorganicos vém sendo usados na aquicultura, como forma de aumentar a
biomassa da microalga (FIORESI e SIPAUBA, 2008; SIPAUBA-TAVARES e
PEREIRA, 2008; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009; 2011; 2015; 2017).

O nitrogénio por ser constituinte de diversas substancias do metabolismo
primario, € um elemento importante para as microalgas. Quando hé
disponibilidade de nitrogénio no cultivo ocorre o aumento nas concentragdes de
proteinas, carotenoides e clorofila, porém, conforme se limita o nitrogénio do
meio, reduz essas concentragdes (LOURENCO, 2006; ORDOG et al., 2012).

O fésforo participa de todos os processos de trocas energéticas e na
constituicdo de moléculas estruturais. A assimilagdo do fosforo é dependente da
luz, possivelmente, em razdo da acumulacdo de energia em ATP. Semelhante
ao nitrogénio, o fésforo é considerado um dos principais elementos limitantes do
crescimento celular (LOURENCO, 2006).

Fatores ambientais como temperatura, luz, pH e nutrientes, ndo sé afetam
a fotossintese e a taxa de crescimento, como também, influenciam na atividade
metabdlica e na composicao celular das microalgas (HUANG et al., 2010).

A microalga Ankistrodesmus gracilis caracteriza-se por ser unicelular
imovel, possui clorofila-a e diversos minerais, sendo rica em acidos graxos
essenciais como o Yy-linolénico, carotendides e vitaminas do complexo B
(YEGANEH et al., 2015)

O presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia do meio de cultura
baseado em macrdfita no crescimento e desenvolvimento desta microalga
Ankistrodesmus gracilis com a finalidade de gerar uma ferramenta para uso

biotecnoldgico.



2. REVISAO DE LITERATURA

O Brasil possui grande diversidade vegetal, com 37.381 espécies sendo
descritas, 3.496 de algas, distribuidas em todos os biomas brasileiros (FORZZA
et al., 2012). Mais de mil cepas sdo mantidas em colec¢des ao redor do mundo,
mas apenas uma pequena quantidade tem sido cultivada em escala industrial.
Por serem pouco exploradas, as microalgas apresentam uma boa oportunidade
para novas descobertas (OLAIZOLA, 2003).

A aquicultura é considerada uma atividade agroindustrial multidisciplinar
com o cultivo de diversos organismos aquaticos, como moluscos, crustaceos e
peixes, dentre esses cultivos o de algas vem ganhando grande destaque
(OLIVERA, 2009).

Os primeiros estudos realizados envolvendo cultivo de microalgas no
Brasil, iniciaram-se na década de 70, em laboratério com algumas dezenas de
cepas nha Universidade de S&o Paulo. A partir de 1980, esses cultivos
comecaram a se difundir, com envolvimento de pesquisadores e universidades
de vérios estados (LOURENCO, 2006).

Pesquisas com microalgas, no Brasil, sdo relativamente recentes e tém
enfocado, principalmente, o aspecto de crescimento sob diversas condicoes,
como meios de cultura, e outros parametros como nutrientes, temperatura,
salinidade e luz (SIPAUBA et al., 1999).

O cultivo de microalgas pode ser realizado em diferentes meios de cultura
e substratos, atuando nos processos de tratamento de efluentes, biorremocéo
de metais pesados, na producao de produtos biotecnoldgicos para a industria de
ragdo animal, fertilizantes e quimica fina (PEREZ-GARCIA et al., 2011).



2.1 Microalga na Aquicultura

O termo “microalga” é utilizado para organismos eucarioticos
fotossintéticos, unicelulares, em geral com dimensdes entre 1 e 10 um. Sao
organismos amplamente distribuidos, apresentando formas coloniais ou livres
podendo ser encontrados em corpos d’agua doce, salgada e salobra. Estima-se
gue existem aproximadamente cerca de 200-800 mil espécies de algas ao redor
do mundo, e apenas 35 mil foram descritas até o presente momento
(EBENEZER et al., 2012).

As microalgas podem ser definidas como microrganismos fotossintéticos,
gque armazenam energia solar transformando-a em energia bioldgica;
combinando agua e diéxido de carbono atmosférico na producéo de biomassa
(polissacarideos, proteinas, lipidios e hidrocarbonetos) (ANDRADE e COSTA
2008). Sao responséaveis por manter o equilibrio ecologico, além de possuir
importancia econémica e social, sendo fonte de alimento para a humanidade
(GAFFNEY et al., 2014). Também séo de grande utilizacdo na aquicultura como
alimento para pés-larvas de moluscos, peixes e crustdceos em decorréncia da
elevada biomassa e valor nutricional, pequeno tamanho e alto valor de acidos
graxos polisaturados (SUH et al., 2015).

Nas ultimas décadas as microalgas tém chamado atencéo devido a ampla
diversidade de espécies, sendo empregadas na alimentacdo humana e animal,
como compostos valiosos, na geracdo de biocombustiveis e nas industrias
farmacéutica e cosmética (DE MARCHIN, 2015).

Na producao industrial de microalgas, ocorre a falta de investimentos em
tecnologia para a producgéo, e tornando-se altamente custosas, impedindo o
avanco de projetos de producéo, em larga escala (WANG et al., 2014).

O interesse em cultivar microalgas chama atencdo em relacédo ao valor
comercial dos produtos extraidos com ampla variedade de aplicacdes (TOPARE
et al., 2012). As microalgas assimilam os nutrientes existentes no concentrado
incorporando-0s a sua biomassa, obtendo um produto nutricionalmente rico e
pode ser utilizado como suplemento alimentar na aquicultura e em outras areas
de atuacao (MORIOKA et al., 2014).



A energia produzida pelas microalgas € absorvida por organismos do
segundo nivel trofico (consumidores primarios), proporcionando uma
continuacdo nas cadeias alimentares aquaticas, além de ser utilizada na
producdo de biocombustiveis (CHISTI, 2007), suplementos alimentares e
farmacos (DEL CAMPO et al., 2007; MATA et al. 2010), cosméticos, nutricao
animal e humana (SPOLAORE et al., 2006). Assim, o uso como fonte de alimento
tem-se tornado uma prioridade, tanto para aumentar a producdo destes
microrganismos, como para melhorar o custo-beneficio dos sistemas de
producdo no desenvolvimento de novas tecnologias, com efeitos benéficos a
saude (BENELHADJ et al., 2016). Além dessa gama de utilizacdo das
microalgas, também séo responsaveis em pelo menos 60 % da producao
primaria de oxigénio da Terra (CHISTI, 2007).

A viabilidade econémica de um sistema de producdo de microalgas esta
relacionada com os investimentos necessarios para sua instalacdo e operacéo,
bem como o valor agregado do produto final. Dessa forma, ao analisar a
viabilidade econémica da producdo de microalgas, € essencial considerar que
h& diferentes produtos que podem ser obtidos a partir deste cultivo, alguns com
alto valor agregado. Portanto, ha uma necessidade de estudos ou pesquisas
especificas para o tipo de cultivo de microalgas para producdo em grande escala
(WANG et al., 2014).

Na década de 80 o desenvolvimento do cultivo de microalgas para
alimentacao direta de larvas e alevinos de peixes tomou um grande impulso. Ao
longo do tempo a microalga passou a ser utilizada de forma direta (liofilizada) na
racdo e também, junto a fontes alternativas como fertilizantes inorganicos e
plantas aquaticas como meio de cultura como forma de baratear o custo de
producdo em laboratério (SIPAUBA- TAVARES e ROCHA, 2001; FIORESI e
SIPAUBA-TAVARES, 2008; SIPAUBA-TAVARES e PEREIRA, 2008; SIPAUBA-
TAVARES et al., 2009; 2011; 2013; 2015a e b; 2017).

2.2 Meio de cultura

O cultivo de microalgas é importante para conhecimento da biologia de

diferentes espécies, favorecendo a producdo em ambientes controlados. A
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funcdo principal de toda microalga € a eficiéncia fotossintética para uma
producgéo de material organico e os meios de cultura podem oferecer nutrientes
necessarios ao crescimento da espécie (McKIM e DURNFORD, 2006).

O crescimento e a composicdo das microalgas sdo definidos pelas
condicbes de cultivo, e devido a capacidade de se adaptarem aos diversos
ambientes, sdo capazes de alterar sua rota metabdlica como resposta as
mudancgas ambientais (MATA et al., 2010).

Para o desenvolvimento de um meio de cultura, € de grande importancia
a concentracao total de sal, fonte de carbono, fonte de nitrogénio e outros
elementos como fésforo, potassio, magnésio, sédio, sulfato, microelementos,
componentes organicos e substancias essenciais que auxiliam no crescimento
da microalga (BECKER, 1994; LOURENCO, 2006).

Os meios alternativos de cultura para microalgas podem ser promissores,
principalmente, para a producdo de compostos de baixo valor agregado. Além
disso, como ocorre reducdo do potencial de poluicdo dos residuos utilizados,
agrega-se valor ambiental ao processo. A utilizacado de residuos para a producao
de microalgas apresenta alguns desafios, como, presenca de compostos toxicos,
de microrganismos e a variabilidade da composicdo. Uma alternativa para
solucionar parte dessas questdes é o isolamento de cepas de microalgas dos
préprios residuos, as quais tendem a ser mais robustas e competitivas (LIANG
et al., 2010).

Para minimizar o problema da variabilidade da composi¢éao do residuo a
sugestdo é a andlise quimica, sendo que alguns grupos de pesquisa tém,
utilizado residuos, e adotado a producéo de microalgas em sistemas sequenciais
com uma etapa heterotrofica e outra fotoautotrofica. Zhou et al., (2012)
estudaram o tratamento de esgoto doméstico utilizando um sistema sequencial
de microalgas. O sistema mostrou-se mais eficaz na diminuicdo do potencial
poluidor do que na producao de biomassa, no entanto, como o custo do cultivo
foi mais baixo que o convencional, mesmo néo ocorrendo grande producao de
biomassa, foi considerada viavel.

O meio de cultura utilizado no cultivo de microalgas € o principal fator
responsavel pela alta produtividade. Os nutrientes presentes nesses meios
podem estimular ou inibir o crescimento de acordo com a sua disponibilidade
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(SIPAUBA-TAVARES et al., 2011). O uso de meios alternativos principalmente
a base de planta aquatica tém por finalidade baratear o custo de producédo e
também a utilizacdo de recursos naturais. Assim, o uso de plantas aquaticas,
como a Eichhornia crassipes, como meio de cultura proporciona uma nova
ferramente biotecnoldgica garantindo melhor forma de utilizacdo dos residuos
naturais, uma vez que na aquicultura nacional sdo consideradas de grande
impacto (SIPAUBA - TAVARES et al., 2009).

No caso do meio com plantas aquaticas € uma grande vantagem sé como
forma de utilizar este residuo biologico muito comum em aquicultura, como
também, essas plantas sao ricas em N e P, que sdo nutrientes essenciais para
0 crescimento das microalgas. A partir de experimentos realizados em
laboratério com Eichhornia crassipes no cultivo de Ankistrodesmus gracilis e
Haematococcus plauvialis, foi constatado que essa planta aquética € uma
alternativa de grande importancia no desenvolvimento destas clorophyceae em
laboratdrio (SIPAUBA-TAVARES et al., 2009; 2011; 2014; 2015a e b; 2017).

2.3 Condicdes de cultivo

As condic¢des de cultivo sdo essenciais para moldar o perfil de crescimento
de cada organismo. Diferentes meios de cultura, podem interferir na composicéo
bioquimica da microalga e acabar alterando a taxa de crescimento (COVERTI et
al., 2009; LIU et al., 2008).

Fatores ambientais como a temperatura, luz, pH, salinidade e estado
nutritivo do meio de cultura, ndo s6 afetam a fotossintese e produtividade das
células algais, como também influenciam na atividade metabdlica e na
composicao celular (GUSCHINA e HARWOOD, 2009).

De maneira expressiva a temperatura pode influenciar no cultivo e cada
espécie possui um perfil de crescimento em uma determinada faixa de
temperatura que influencia na biomassa e conteudo de lipideos totais (COVERTI
et al., 2009). Um dos principais fatores responsaveis por regular as respostas
morfologicas e fisiologicas das células é a temperatura (ZENG et al., 2011). Em
qualquer sistema de cultivo € um parametro importante que deve ser monitorado

diariamente, ndo sé para o crescimento eficaz das microalgas, mas também para



promover o melhor metabolismo celular e a composicao bioquimica adequada
(JUNEJA et al., 2013).

A luminosidade atua como um dos principais fatores sobre o cultivo de
microalgas em condicdes fototréficas, sua limitacdo pode ocasionar reduc¢des no
crescimento algal (ADESANYA et al., 2014). A temperatura € um parametro de
grande importancia que deve ser monitorado, ndo s6 para o crescimento eficaz
de microalgas, mas também por promover o melhor metabolismo celular e a
composicao bioquimica adequada (JUNEJA et al., 2013).

Alguns estudos apresentam a possibilidade de manipular as propriedades
lipidicas das células algais, otimizando as condi¢des de cultivo (temperatura e
intensidade de luz) ou caracteristicas do meio de cultura (concentracdes de
nitrogénio, fosfato e ferro) (EMDAD e BERLAND 1989; ILLMAN et al., 2000; LIU
et al., 2008).

A producao de microalgas apresentou um impulso ap0s a segunda guerra
mundial. No Japdo na década de 60, houve elevada producédo de Chlorella
vulgaris, tendo como principal fonte a utilizagdo na suplementacao alimentar. A
partir deste impulso no cultivo de microalgas, estas passaram a ser utilizadas
como fonte de proteinas unicelulares, lipidios, clorofila, carotendides, enzimas,
agente oxidante, vitaminas, antibi6tico, entre outros (BOROWITZKA, 1998;
SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 2001; RICHMOND, 2004;)

Para o cultivo de microalgas ainda ha muitos desafios dentre eles pode-
se citar a minimizagcao de contaminacdes; fornecimento eficiente de CO:2 e luz;
controle das condi¢des de cultivo; reducéo de capital de investimento e custos
de producado; minimizac&o da necessidade de espaco, entre outros (MARXEN et
al., 2005). Altas intensidades de luz podem levar a fotoinibi¢do e o inverso pode
limitar a atividade fotossintética afetando a producéo de biomassa. O nivel de
sensibilidade a luz varia de acordo com a espécie (CHISTI, 2008; LONG et al.,
1994)

As condi¢des adequadas de crescimento em sistema de cultivo, devem
ser relativas as exigéncias intrinsecas da microalga cultivada, proporcionando
nutrientes necessarios para seu crescimento (SIPAUBA-TAVARES e ROCHA,
2001). As microalgas apresentam inumeras vitaminas essenciais como A, B1,
B12 entre outras, o teor de vitamina em microalgas varia de espécie para espécie
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e de acordo com técnicas de cultivo (AL HATTAB e GHALY, 2015). A producéo
em escala comercial de microalgas ainda € um grande desafio em fungéo do alto
custo de producgéo (NAYAK et al., 2016).

A viabilidade econbmica da producdo de microalgas, é de grande
importancia ressaltando os diferentes produtos que podem ser adquiridos a partir
do cultivo, agregando estes valores ao produto final, tornando o custo de
producdo de biomassa algal um dos grandes problemas no cultivo em escala
comercial (WANG et al., 2014).

O nitrogénio, fosforo e carbono s&o essenciais agindo de forma
significativa no crescimento e metabolismo algal. Os nutrientes como magnésio
e varios cations (Mg+2, K+ e Ca+2) mostram decréscimo no crescimento de
microalgas quando limitados no meio de cultura (DROOP, 1973).

Além dos macros e micronutrientes considerados essenciais, 0 uso de
vitaminas complementa o meio e ajuda elevar a producéo de biomassa, sendo
essenciais para muitas espécies (SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 2001,
SIPAUBA-TAVARES e BACHION, 2002).

O ferro, zinco, manganés, e o enxofre sdo indispensaveis para o
crescimento das microalgas (GHAFARI et al., 2016). A maior parte do enxofre
presente nas células ocorre como componente estrutural de proteinas, por meio
de dois &cidos aminados sulfurados: cisteina e metionina. O enxofre ocorre na
agua do mar principalmente como ions sulfato, sendo este muito abundante. Por
isso, o enxofre nunca é fator limitante ao desenvolvimento de microalgas
principalmente as de origem marinhas. O magnésio € essencial as microalgas,
sendo constituinte da molécula de clorofila e ocorre no ndcleo da célula. O
magnésio também esta associado as varias enzimas, sendo um ativador de suas
atividades. No caso de deficiéncia de Mg, gera o processo designado clorose,
no qual as ceélulas perdem seu conteudo pigmentar. O ferro é extremamente
importante para as microalgas, participando de inUmeras fun¢bes, como: vias
biossintéticas da clorofila e dos citocromos; respiracdo, transporte respiratorio de
elétrons; fotossintese, transporte fotossintético de elétrons; reducéo de nitrato e
de nitrito; reducdo de sulfato; fixacdo de nitrogénio molecular e; aléem desses
exemplos, é cofator de diversas enzimas (LOURENCO, 2006; RODEN e



ZACHARA, 1996). Micronutrientes como alguns metais traco também

desempenham papéis-chave no transporte de elétrons (RAVEN et al., 1999)

2.4 Ankistrodesmus gracilis

O género Ankistrodesmus agrupa espécies de células raramente
solitéarias, geralmente reunidas em colénias sob a forma de tufos (menos
organizados) ou de feixes frouxos (mais organizados). Nao existe mucilagem
para manter as células juntas, elas se torcem espiraladamente umas sobre as
outras para formar o feixe. Esse género inclui onze espécies que ja foram
coletadas em quase todas as regides do mundo, 0 que o caracteriza como um
dos géneros mais comuns em coletas de plancton (BICUDO e MENEZES, 2006).

Ankistrodesmus gracilis (Figura 1) pertence a classe Chlorophyceae,
conhecida como o maior grupo de algas possuindo uma elevada diversidade de
espécies (cerca de 17.000). A microalga A. gracilis € de vida livre e vive
principalmente em agua doce, suas células sdo lunadas, fusiformes, algumas
vezes mais longas que o proprio didmetro. Possui um unico cloroplasto que é
parietal, localizado lateralmente na célula (BICUDO e MENEZES, 2006).

Possui a cor verde intenso por conta das clorofilas a e b que mascaram
os carotenos e xantofilas (REYNOLDS, 1984). Esta microalga caracteriza-se por
ser unicelular imével e ndo produz zodsporos (BOLD e WYNNE, 1985).

O uso de Ankistrodesmus gracilis em meio de cultura em larga escala
(2L, 250L e 850L) vem se desenvolvendo de forma crescente, sendo uma
espécie de facil cultivo e resistente em diferentes meios de cultura (SIPAUBA-
TAVARES e ROCHA, 1993; 1994; 2001; SIPAUBA-TAVARES et al., 1999; 2014;
2015; HARDY e CASTRO, 2000; SIPAUBA-TAVARES e BACHION, 2002).

Em sistema de cultivo “indoor” esta microalga apresenta elevado valor
nutricional (SIPAUBA-TAVARES e PEREIRA, 2008). Sob diferentes maneiras de
cultivo, foi registrado um valor de teor lipidico de 24 a 31 % da massa seca para
esta microalga (MATA et al., 2010).
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Figura 1 — Col6nias de célular de microalga Ankistrodesmus gracilis

2.5 Macrofitas Aquaticas

As macréfitas aquaticas sdo definidas como vegetais visiveis a olho nu,
com partes fotossintetizantes ativas e suas principais caracteristicas sao:
acumular biomassa, acelerar a ciclagem de nutrientes, atuar como substrato
para perifiton, sustentar a cadeia de detritos e herbivoria, e como fonte de
oxigénio, alimento e abrigo para a vida aquatica (MARCONDES et al., 2002).

As plantas aquaticas como produtoras primarias absorvem nutriente do
meio para incorporacdo a sua biomassa. Essas plantas servem de micro habitat
para diversos microrganismos e macro invertebrados que utilizam sua raiz como
habitat. Dessa forma as plantas e suas comunidades associadas atuam de forma
conjunta e harménica no metabolismo do ecossistema (SIPAUBA-TAVARES et
al., 2015).

Um dos principais nutrientes necessarios para o desenvolvimento das
macréfitas sdo nitrogénio e fosféro. Sao elementos constituintes da biomassa
das macroéfitas e essenciais na composicdo de moléculas que atuam em
processos metabolicos. O nitrogénio é importante constituinte de proteinas e o
fésforo € constituinte de compostos celulares ligados ao armazenamento de
energia da célula (ATP) acidos nucléicos, fosfolipidios, nucleotideos e
fosfoproteinas (SALISBURY e ROSS 1992; LARCHER, 2000). A disponibilidade
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de nitrogénio e fosféro é considerada como um dos principais fatores que
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controlam a ocorréncia e a produgao primaria de macrdfitas aquaticas (VAN et
al., 1999).

Na aquicultura, as macrofitas aquaticas podem ser utilizadas como
fertilizantes da agua, aonde ocorre 0 aumento de organismos que participam da
cadeia alimentar dos peixes (ESTEVES, 1998), ou como fonte alternativa de
proteina. De acordo com a Declaragdo de Banguecoque, a utilizacao de plantas
aquéticas como suplemento de alimentacdo em atividades da aquicultura deve
ser intensificada mundialmente. No entanto, para melhor aproveitamento da
biomassa das macrofitas é necessario conhecer as caracteristicas da
composicdo quimica (NACA/FAO, 2000).

Eichhornia crassipes, conhecida como aguapé (Figura 2) apresenta uma
ampla capacidade de absorcdo de nutrientes, metais, sedimentos e, por esse
motivo, € uma espécie considerada despoluidora de agua (POTT e POTT, 2000).
Com isso ha varios estudos que apontam o uso dessa biomassa para a redugao
de nutrientes como fésforo e nitrogénio. (CHEN et al., 2010). Originada na
América do Sul e sendo uma das plantas mais produtivas do mundo (ABOUL-
ENEIN et al., 2011). E uma planta aquatica invasiva, abundante em zonas
hamidas. Apresenta grande significado ecolégico em funcdo de suas
propriedades como um bio-filtro, e na capacidade de acumular metais pesados
(CHIGBO et al.,, 1982) e seu potencial na producdo de grande interesse
biotecnolégico (ABOUL-ENEIN et al., 2011).

Esta espécie pode ser manipulada em um ecossistema sustentavel e ser
usada na fitoremediacdo de agua contaminada com metais pesados.
(ALVARADO et al., 2008; SARASWAT, 2010; KASTURIARACHCHI, 2014;
KOMY et al.,, 2013; BORKER et al., 2013). Eichhornia crassipes, cheganda
alcancar uma produtividade de 150 toneladas/hectare/ano (WESTLAKE, 1963).
Esta € uma das caracteristicas que tornam as macréfitas aquaticas um grande
potencial atrativo do ponto de vista econémico, pois o excesso de biomassa
vegetal produzido pode ser aproveitado na producao de papel (MORTON, 1975),
na alimentacéo de animais (MOOZHIYIL et al., 1986; CHIFAMBA, 1990; EL-
SAYED, 1999), na producédo de biogas (WOLVERTON e McDONALD, 1979) e
atualmente na producdo de microalgas (SIPAUBA-TAVARES et al., 2009)
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Figura 2- Imagens disponiveis em pefaf.org, nargir.ir, aphotoflora.

Eichhornia azurea (Swartz) Kunth, conhecida como dama do lago, € uma
planta aquética enraizada, perene, com folhas submersas e emersas (Figura 2).
E uma planta com ampla distribuicdo no Brasil, onde muitas vezes se manifesta
como grandes tapetes flutuantes que impedem a navegacao e outros usos dos

recursos aquaticos. Sua reproducdo ocorre por sementes e vegetativamente.

Figura 3- Imagens disponiveis em ufrgs e altervista.org.

Diversos taxons desta espécie estdo espalhados como plantas daninhas
ou ornamentais (BARRETT, 1978), fora dos limites de sua area nativa
(ECKENWALDER e BARRET, 1986), provavelmente originaria da regido
amazonica (CASTELLANOS, 1958). Sua reproducéo € rapida e eficiente; sendo
formadas até 5.000 sementes por individuo (ZETTLER e FREEMAN, 1972),
podendo produzir até 1200 individuos por propagacéao vegetativa. Apresentando
essa alta capacidade de propagacdo e densidade, Eichhornia azurea pode
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reduzir a decomposicdo na concentracdo do oxigénio da agua. (CUNHA-
SANTINO et al., 2010).

Eichhornia azurea € encontrada em ambientes restritos e inundados,
desde reservatorios naturais e artificiais do sul dos Estados Unidos até as
regides e ecossistemas do Brasil (Figura 3). Pode ser usada como fonte de
alimento para capivaras, porcos e outros herbivoros, e também como habitat
para muitos peixes, larvas de insetos, e desova de caramujo (POTT, 2001). Esta
macrofita aquatica atinge valores elevados de biomassa, tornando-a fonte de
material organico a ser decomposto, (DOS SANTOS, 2000), peixes
(FRANCISCHINI et al., 2005; SILVA et al., 2010; LOPES et al., 2015); insetos
(FURLAN, 2006; URSO-GUIMARAES et al., 2014).

Em comparacdo com outras espécies de macréfitas, a Eichhornia azurea
fornece uma grande diversidade de microhabitats para as comunidades de
macroinvertebrados associadas (MORMUL et al., 2006), como também tem sido
utilizada na decomposicdo de matéria organica em reservatorios tropicais
(CUNHA SANTINO, 2010).

Pontederia cordata conhecida como orelha de veado (Figura 4), pertence
a familia Pontederiaceae. Esta familia apresenta caracteristicas parecidas entre
seus géneros, e com isso ocorre problemas na identificacdo de suas espécies.
A familia tem uma abrangéncia mundial, sendo dividida em quatro géneros e
aproximadamente 33 espécies (COOK, 1974).

Podendo ser encontrada em lugares rasos, e densos (LU e HUANG,
2012), esta espécie é bastante resistente no tratamento de diferentes tipos de
efluentes, além de apresentar boa eficiéncia na remocao de matéria organica
(RAMOS et al., 2009). Plantas aquaticas como Pontederia cordata sdo de grande
importancia para uma melhoria na qualidade das aguas, uma vez que funcionam
como biofiltros, podendo reter grande parte das particulas (SALATI et al., 2000;
HAMMER, 1989). O uso desta macrofita no tratamento de efluentes de
aquicultura ainda é recente. E de grande importancia destacar que, apesar de
diversos trabalhos que comprovaram a eficiéncia das plantas aquaticas, estudos
sobre o uso da P. cordata ainda s&o escassos na aquicultura (ENNABILI et al.,
1998; FARAHBAKHSHAZAD et al., 2000; TRAVAINI-LIMA e SIPAUBA-
TAVARES, 2012; TRAVAINI-LIMA et al., 2016).
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Figura 4- Imagens disponiveis em amc-nh.org e commons.org.

Conhecida como taboa Typha domingensis (Figura 5) € uma macrdfita
emergente e sua importancia nos ecossistemas de areas umidas é devido a
grande quantidade de matéria organica produzida por sua decomposi¢ao
(THOMAZ e CUNHA, 2010). Essa macrofita esta presente em povoamentos
densos, ocorrendo em regides pantanosas, margens da lagoa, lagos, rios e
canais artificiais e pode ser encontrada em todo o territdrio brasileiro
(KISSMANN, 1997). Esta espécie foi introduzida na Australia e América do Norte
(AVH, 2013; CIOTIR et al., 2013) e é considerada invasiva em partes da América
do Norte (GALATOWITSCH et al., 1999).

A Typha domingensis apesenta uma diversidade de nutrientes, sendo
considerada benéfica para o ecossistema. Também apresenta uma capacidade
elevada na remocao de farmacos e aguas contaminadas (PARK et al., 2009;
DORDIO et al., 2009b). E considera dentre as macrdfita a que mais apresenta
namero de caracteristicas na qual € necessario para ser uma planta invasora
(NEWMAN et al., 1998). Em alguns casos, € considerada indesejavel quando as
condi¢cbes sao favoraveis para o seu crescimento, que de forma rapida se torna
uma macroéfita invasiva. Pioneira nos estudos de tratamento de &guas
residudrias, tem capacidade de remover cargas organicas até metais pesados e

auxiliar no controle de erosao nas margens de canais (POTT; POTT, 2000).
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Figura 5 — Imagens disponiveis em sciencedaily.com, pinteres.com e coocan.jp.

3. MATERIAL E METODO

3.1 Local do estudo

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Limnologia e Producgéo de
Plancton do Centro de Aquicultura, UNESP, Jaboticabal, SP. Os experimentos
foram conduzidos no laboratério de cultivo de microalgas, que possui uma area
total de 28,43 m? contendo uma sala de cultivo de larga escala, uma sala de

assepsia e um cepario, no qual foram realizados os experimentos. (Figura 6).

Figura 6 — A: Laboratério de Limnologia e Producao de Plancton, B: Sala de manuseio dos

experimentos, C: Cepario, cultivo de microalga A. gracilis.

O cepério possui um sistema de cultivo sob condi¢des artificiais de
temperatura, aeracao e iluminacdo. A temperatura € mantida entre 23+ 2°C sob
iluminacdo com lampadas fluorescentes, na intensidade de 60 umol m2 s e

16



foto-periodo de 24h. A aeracdo é abastecida por um sistema artificial de

compressores que permite diminuir o risco de contaminagédo das culturas.

3.2 Cepa de microalga

A microalga A. gracilis € proveniente da Universidade Federal de S&o
Carlos; Ufscar, SP, linhagem n° 005CH, isolada da Represa do Broa (22°15°S e
47° 9°0) (SP, Brasil), posteriormente, cultivada em sistema estatico ndo axénico

com aeragao constante.

3.3 Condic¢bes de cultivo e meio de cultura

Foram utilizados diferentes meios de cultura: O meio comercial CHU12
preparado a base de varios reagentes quimicos: Ca(NO3)2, K2HPOA4,
MgS047H20, KCI, NaCO3, biotina e quatro meios contendo macrofitas:
Eichhornia crassipes, E. azurea, Pontederia cordata e Typha domingensis,
associadas ao fertilizante NPK (20:5:20) (SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 1993)
(Figura 7).

B
Figura 7 - A: Diferentes meios de cultura contendo macroéfita aquaticas, B: Meios de
cultura NPK e CHU 5.

O meio a base de fertilizante inorganico NPK (20:5:20) (SIPAUBA-
TAVARES e ROCHA, 1993) foi associado com as quatro macrofita utilizadas
neste estudo, cujo protocolo foi baseado no meio NPK com Eichhornia crassipes
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2009). O meio comercial CHU12 e 0 meio de
fertilizante inorganico NPK (20:5:20) (SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 1993)

foram utilizados como controle.
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O meio NPK (20:5:20) é um fertilizante quimico composto por uréia (fonte

de nitrogénio), super-fosfato simples (fonte de fésforo) e sulfato de potéssio

(fonte de potassio). Para a manutencao do cultivo de Ankistrodesmus gracilis em

laboratorio, cerca de 70 g de fertilizante quimico NPK (20:5:20) foram pesados,

posteriormente triturados, diluidos em 1,4L de agua destilada e autoclavados a
120°C durante 20 minutos (SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 2001).

Na Tabela 1 € mostrado as diferentes composi¢cdes dos meios utilizados

neste estudo.

TABELA 1 — Composicdo dos nutrientes nos diferentes meios de cultura NPK, CHU 12,

Eicchornia crassipes (Ec), E. azurea (Ea), Typha domingensis (Td) e Pontederia cordata (Pc).

Meio de cultura

Contituintes NPK CHU12 Ec Ea Td Pc
P20s 2,5 - - - - -
K20 10 - - - - -

10 - 35,1 28,4 69,9 21,5

- - 56,4 70,7 32,0 42,8

- - 73,0 76,2 63,0 42,4
Ca - - 0,0369 0,0688 0,0431 0,0621
Mg - - 0,0023 0,0043 0,0027 0,0038

- - 0,00003 0,00003 0,00040 0,00003
B - - 0,00034 0,00041  0,00053  0,00041
Cu - - 0,00018 0,00022 0,00028 0,00022
Fe - - 0,00006 0,00056 0,00073 0,00066
Zn 0,00003  0,00012  0,00038  0,00002
Tiamina 0,007 - 0,007 0,007 0,007 0,007
Vit B2 0,007 - 0,007 0,007 0,007 0,007
Vit Bs 0,005 - 0,005 0,005 0,005 0,005
Vit Bi2 (ug.LY) 33,0 - 33,0 33,0 33,0 33,0
Biotina (mg. L) 0,01 - 0,01 0,01 0,01 0,01
Ca(NOs3)2 - 3,0 - - - -
Na>COs3 - 2,0 - - - -
KCI - 0,5 - - - -
MgSO047H20 - 7,5 - - - -
K2HPO4 - 0,5 - - - -
FeCl3s6H20 - 0,5 - - - -

Fonte: Para a realizacdo dos meios contendo macrdfita a composicao foi baseada em Sipauba-

Tavares et al. (2009).
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Os meios de macrofitas foram preparados com as plantas aquaticas
Eichhornia crassipes, E. azurea, Typha domingensis e Pontederia cordata.
Cerca de cinco quilos de peso umido passaram pelo procedimento de lavagem
e secagem até peso seco constante, para isto as plantas ficaram expostas ao
sol por 2 dias e depois foram levadas para a estufa a 60°C por 24 horas.
Posteriormente, foram triturados em moinho manual para obtengéo do po, e apds
isto, esse material (p6) foi fervido em &gua destilada (1L) por uma hora.
Posteriormente, foi filtrado e autoclavado a 120 °C durante 20 minutos
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2009). Uma amostra de 70 mL do liquido de
macrdfita foram retirados e completados para 1400 mL de agua destilada com
2,5 mL de NPK e 140 mL do inéculo da microalga Ankistrodesmus gracilis. Foi
adicionado ao meio, vitamina de complexo B na proporcédo de 0,01gL? (7mg —
B1; 7mg — B2; 5mg — Bs; 33ug — B12) mais vitamina H (0,01mg).

3.4 Periodo experimental
O experimento foi realizado em sistema estatico e os parametros fisicos

e guimicos foram mensurados periodicamente durante 28 dias, em tréplica. O
in6culo utilizado para manutencdo das culturas e o0s experimentos foram
iniciados em frascos de 2L com densidade celular de 4x10° cels.ml* contendo o
meio NPK (20:5:20). Quando as culturas alcancaram a fase exponencial foram
transferidas para recipientes de vidro de 2L, contendo meio NPK (20:5:20)

associados as diferentes espécies de macrdfita (Figura 8 e 9).
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Figura 8 — Montagem do experimento: A - Vitamina do complexo (B); B - Microalga

Ankistrodesmus gracilis; C - Adi¢do da alga; D - Experimento montado.
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Figura 9. Diagrama esquematico do cultivo da microalga Ankistrodesmus gracilis em volume de
2L, onde: A = cepa; B = cultivo inicial em 2L somente em meio NPK (20:5:20); C = experimento
em sistema fototréfico com fertilizante inorganico (NPK) mais as plantas aquaticas Eichhornia
crassipes, E. azurea, Pontederia cordata, Typha domingensis, meio CHUi2 e somente o

fertilizante inorganico (NPK 20:5:20).

20



As variaveis taxa de crescimento, parametros fisioldgicos e métodos
analiticos foram analisados semanalmente (1, 7, 14, 21 e 28 dias) durante o
periodo de estudo (Figura 10).

_B

Figura 10 - A: Analise de parametros fisiolégicos, B: Andlise bioldgica do crescimento algal.

3.5 Métodos analiticos

Os parametros da qualidade do meio de cultura foram amostrados.
Amodnia, nitrito, nitrato e  fosforo total foram  quantificados
espectrofotometricamente de acordo com a metodologia descrita em Koroleff
(1976) e Golterman et al. (1978). A temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
condutividade do meio de cultura foram avaliados com uma sonda
multiparametros YSI 556MPS. A biomassa da microalga foi concentrada em
centrifuga, liofilizada, para analises de lipidio e proteina, seguindo a metodologia
proposta por A.O.A.C (1990).

3.6 Crescimento

Aliqguotas de 1 mL foram removidas nos diferentes meios testado,
diariamente ao longo de 28 dias consecutivos. Amostras foram contadas em
hemocitometro de Neubauer (2x1 pL). Os valores obtidos através da contagem
foram expressos em nimero de células mL* x 10°.

A taxa de crescimento e tempo de duplicacdo foram realizadas durante os
dias de cultivo 1, 7, 14, 21, 28. A taxa de crescimento (k) representando as
divisbes por dia, foi obtid utilizando seguinte féormula (GUILLARD, 1973):
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k = (3.322/t2 — t1 x log N2/N1)

Onde:
t = tempo;
N = nimero de células e

t2 — t1 = diferenga entre o tempo

O tempo de duplicacédo (Td) (tempo de divisdo celular ou tempo de
geracao) foi calculado a partir dos resultados obtidos da taxa de crescimento,

usando a formula:

Td = 1k-1

Onde Td = tempo de duplicagéo; 1k-1 = diviséo por dia (GUILLARD, 1973).

3.7 Dados biologicos

Para obtencéo do peso seco (pg cel?) 10 mL dos diferentes meios de
cultura foram coletados semanalmente e filtrados em filtro de fibra de vidro GF/C
0,7 mm de tamanho de poro. Posteriormente, os filtros foram secos em estufa a
60 °C. ApoOs este processo, foi realizada a pesagem até peso constante. A
determinacdo do conteldo de cinzas (pg cel!) da microalga foi obtida pelo
incineramento dos filtros em mufla a 500 °C, por 4 horas.

Para obtencdo do comprimento total (um) 50 individuos foram
mensurados em microscopio (Leica modelo- DFC 295) com o sistema de analise
de imagens Las Core (LAS V3.8), com ocular micrométrica, em um aumento de
40 vezes. O célculo do volume celular foi obtido pelo tamanho médio celular com
uso da formula geométrica correspondente a forma da célula (dois cones
acoplados) de acordo com Vollenweider et al. (1974) e Bottrel et al. (1976). O
carbono organico total foi calculado usando a regresséo proposta por Rocha e
Duncan (1985), C =0,1204. V1,05. Onde: C = teor de carbono em pg.célula-1; V

= volume celular.

22



3.8 Composicao bioquimica

A biomassa algal de cada meio de cultura foi centrifugada e liofilizada
(Figura 11), para andlise de lipidio e proteina seguindo a metodologia proposta
por A.O.A.C. (1990).

s

Figura 11 - A: Centrifugacdo da biomassa algal, B: Biomassa algal para posterior analise

bioguimica (B)

3.9 Composicado dos nutrientes das plantas aquéaticas

Da biomassa seca utilizado para a composicao dos diferentes meios de
macrdfita, cerca de 200g foi retirada e utilizada para a composicéo dos nutrientes
das plantas segundo Bataglia et al (1983). Para andlise foi verificado os
nutrientes somente da planta (forma moida) e também do meio de cultura (forma

liquida) sem microalga.

3.10 Extracao de pigmento
Para a extracao da clorofila-a foi realizada filtracdo e adicionado o etanol
a 90% aquecido a 78°C. Posteriormente, as amostras foram submetidas a leitura

no espectrofotdmetro seguindo metodologia de Nusch (1980) (Figura 12).
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Figura 12 - A: Filtragdo para a extracdo do pigmento, B: Amostras prontas para leitura, C:

Espectrofotbmetro Femto 700 Plus.

3.11 Analise estatistica dos dados

Foi aplicada para obtencdo dos dados ANOVA (one-way) para simples
verificacdo entre meios de cultura utilizado (FOWLER et al., 1998). Diferencas
foram consideradas a ser significante na probabilidade de 5% (p = 0,05). Analise
estatistica foi realizada pelo software Statistica versdo 10.0 (STATSOFT, 2010).

4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Variaveis biolégicas

A curva de crescimento algal € de grande importéancia, uma vez que a fase
exponencial é considerada o periodo ideal para fornecimento em forma de
alimento aos organismos aquaticos, pois as células encontram-se em divisdo
celular com elevado nimero de individuos, tendo como produto final a producéo
de proteina (SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 1993).

O crescimento de Ankistrodesmus gracilis nos diferentes meios de cultura
apresentou melhores resultados para meio comercial NPK, aonde a densidade
celular final foi de 398,4 x 10° cel mL! e de 261,4 x 10° cel mL™, para o CHUx2.
Dentre os meios com macroéfitas, Eichhornia crassipes obteve maior densidade
(434,0 x 10° cel mL1) seguida de E. azurea, (319,7 x 10° cel mL?), Pontederia
cordata (281,9 x 10°cel mLt) e Typha domingensis (223,5 x 10°cel mL?) (Figura
13). Os meios de E. crassipes, E. azurea e P. cordata apresentam densidades
celulares acima do meio comercial CHU12.

O cultivo de microalgas € essencial para o crescimento de cada

organismo. Diferentes meios de cultura, podem agir de uma forma néo adequada
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e acabar interferindo na composicéo bioquimica da microalga, podendo ocorrer
alteracOes na taxa de crescimento (COVERTI et al., 2009; LIU et al., 2008).

Estudos realizados por EL Nabis (2012), evidenciaram diferencas
significativas (P<0,05) nas densidades celulares entre cinco diferentes meios de
cultura. O meio com fertilizante agricola apresentou maior valor 69x10° cel mL™*
no 14°dia, a urea apresentou valor médio de 46x10° cel mLt, o meio com sulfato
de céacio apresentou valor de 36x10° cel mL?, o fertizante inorganico NPK
(10:20:20) e 0 NPK (14:14:14) apresentaram menor densidade celular 14x10° cel
mL1e 10x10° cel mL, respectivamente.

Sipauba-Tavares et al., (2017) cultivando Ankistrodesus gracilis em trés
diferentes meios de cultura, verificaram que até o 10° dia de crescimento, 0
fertilizante inorganico NPK (20:5:20) foi o que apresentou a maior biomassa algal
e a partir do 13°dia até o final do experimento, 0 meio comercial CHU12
apresentou a maior densidade celular.

A intensidade luminosa € outro fator de impacto limitante no crescimento
das microalgas, estimulando maior geracédo de biomassa (RICHMOND, 2004).
Cada microalga possui uma preferéncia pela intensidade de luz, neste caso a
Ankistrodesmus gracilis cultivada em meios alternativos como NPK (20:5:20) e
macrofita (Eichhornia crassipes) apresenta uma preferéncia ao redor de 60 p
mol.m? s abaixo desta intensidade luminosa o crescimento tende a ser menor
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2015; SIPAUBA-TAVARES et al., 2017).

Ankistrodesmus gracilis em meio de fertilizante inorganico e Eichhornia
crassipes cultivada em 40pumol.m?2.st apresentou uma densidade maxima de
25,5x10° cls.mL? (14° dia) e 24,2 x 10° cls.mL? (13° dia), respectivamente
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2015b).
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Figura 13 — Curva de crescimento de Ankistrodesmus gracilis durante o periodo experimental:
A= meios comerciais CHU12 e de fertilizante inorganico NPK (20:5:20); B= meios de cultura a
base macrdfita + fertilizante inorgénico (20:5:20).

O maior tempo de duplicacdo para a Ankistrodesmus gracilis foi no meio
NPK (9,28) e em relagéo a taxa de crescimento foi menor no meio NPK. Nos
meios com macrofita, Eichhornia crassipes (K=0,20) e Typha domingensis
(K=0,22) apresentaram as maiores taxas de crescimento, porém todos 0s meios
de cultura foram inferiores ao meio comercial CHU12 (K=0,31). O tempo de
duplicacao foi mais rapido no meio CHU12 (3,27 dias) e mais lento no meio NPK
(9,28 dias) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Taxa de crescimento e tempo de duplicacdo de Ankistrodesmus gracilis durante o

periodo experimental.

Meios de cultura

Parametros NPK CHU12 Ec Ea Td Pc
Taxa de crescimento (K) 0,11 0,31 0,2 0,14 0,22 017
Tempo de duplicagdo (dias) 9,28 3,27 5,02 7,36 4,75 5,74

O peso seco e teor de cinzas foram similares entre os meios de macrofita
exceto para a Pontederia cordata que foi similar ao meio NPK. Para estes dois
parametros analisados o meio comercial CHU12 apresentou os maiores valores.
O peso seco apresentou diferencas entre os meios de cultura (p<0,05). Para o
meio CHU12 apresentou maior valor, sendo uma média de 673,4 pg cel™. Entre
0S meios alternativos o peso seco apresentou o menor valor médio NPK 267,6
pg cel (Tabela 3). Comparando esses resultados com Hardy e Castro (2000),
utilizando esse mesmo meio de cultura NPK (20:5:20) para o cultivo de
Ankistrodesmus gracilis, obtiveram resultado de peso seco inferiores (125,0 pg

cel!) aos encontrados nesse trabalho.

Diversos fatores influenciam o volume celular das microalgas, dentre eles
a temperatura (MARTINEZ et al., 2000), intensidade luminosa (CELEKLI e
DONMEZ, 2006) e disponibilidade de nutrientes (LURLING, 2006).

Neste estudo o volume celular foi similar entre os meios de macroéfita
variando de 20,3 + 5 pm? (Eichhornia crassipes) a 26,7 + 29,2 um?3 (Typha

dmingensis), sendo similar entre os meios NPK e CHU12 (Tabela 3).

Na producao em larga escala, muitas das microalgas apresentam grande
eficiéncia, entretanto, a escolha de espécie envolve diversas questdes como a
velocidade de crescimento e sua composi¢cdo bioquimica. As variaveis séo
influencias por diferentes fatores: meio de cultuta utilizado, processo de cultivo,
intendidade luminosa, temperatura, salinidade e fotoperiodo (BROWN et al.,
1997).

Organismos da familia Chlorophyceae sdo comumente utilizados em
cultivos de larga escala e na alimentacdo de organismos aquaticos por terem
como principal caracteristica a parede celular mais fina, quando comparada com

as diatomaceas. Assim, a quantidade de carbono organico total em relacéo ao
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peso seco é maior (SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 1993). O carbono constitui
40 a 60% da biomassa algal (FISCHER e ALFERMANN, 1995). Na avaliagao da
qualidade da microalga como alimento, este parametro é de grande importancia
(ROCHA e DUNCAN, 1985). O carbono organico total foi similar (P<0,05) entre
0s meios de macrdfitas e mais elevado nos meios NPK e CHUi2 Tanto o
comprimento total, volume celuar e TOC apresentaram um padrdo similar, com
menores valores para 0os meios de macrofita e maiores nos meios NPK e CHU12.
(Tabela 3).

Tabela 3 — Valores médios das variaveis bioguimicas e bioldgicas de Ankistrodesmus gracilis em

relagéo aos diferentes meios de cultura.

Meios de cultura

Caracteristicas

NPK CHU12 Ec Ea Td Pc
Comprimento total (um) 18+2,52 15+2,7% 14,1+2,5° 14,6+1,8° 14,3+1,9° 13,6+1,8°
Volume celular (um?) 57+28% 68+352 20,345,0° 22,2+6,9° 22,7+3,07°¢ 26,7+29,2°
TOC (pg cell?) 8,5+4% 1062 2,87+0,7° 3,16+1,05° 3,22+0,4° 3,31+0,4°
Peso seco (pg cell) 267,6£60,0° 673,4+299°  329,0+66,7% 441,6+69,2®  4415+236%®  576,8+226°
Teor de cinzas (% peso 3,06+0,67° 6,8+2,042 4,8+1,31% 4,9+1,1% 3,4+2,2% 3,0+2,5°

seco)

Os principais componentes das microalgas, tais como as proteinas,
carboidratos, lipidios, dentre outros componentes com pigmentacdo, acidos
graxos e vitaminas (ZENG et al.,, 2011). As microalgas apresentam grande
potencial para a producao elevada de lipidios e proteina, esse rendimento varia
de espécie para espécie, podendo ser adaptada a certas estratégias de cultivo
(EHIMEN et al., 2011; CASTRO et al., 2015). As proteinas apresentam o0s
componentes mais abundantes em todas as espécies (BECKER, 2007).

Nete estudo, o teor de proteina para os diferentes meios de cultura esteve
acima de 30% de peso seco sendo que para o NPK o valor médio foi de 46,7%,
para 0 meio CHU12 o valor médio foi de 45,6%, para o meio com Eichhornia
crassipes o valor médio foi de 37,2%, e o para o meio E. azurea o valor médio

foi de 35,5%, para a Typha domingensis e Pontederia cordata apresentaram
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valores similares 30,0 e 30,6%, respectivamente, com as maiores porcentagens
para o meio NPK (P<0,05) variando de 30,0 a 46,7% de biomassa (Figura 14).
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Figura 14 - Variacdo do teor de lipidio e proteina em relacdo aos diferentes meios de
cultura.

Sipalba-Tavares e Pereira (2008) trabalhando com Ankistrodesmus
gracilis em meio NPK em tanques de 850 L com iluminacédo constante, obtiveram
valores de proteinas de 47,3% de peso seco, similares aos encontrados neste
trabalho. Matos et al. (2012) avaliando o cultivo de Chlorella sp. em meio de
cultura a base de concentrado de dessalinizagdo com objetivo de avaliar teor de

proteina, obteve valor médio de 48,8%.

A média do conteudo de lipidios das células das algas varia entre 1% a
70%, mas pode chegar a 90% do peso seco, sob certas condi¢oes (AMIN, 2009;
MENG et al., 2009; MATA et al, 2010).
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Cianobactérias dos géneros Anabaena e Oscilatorias, apresentaram
menor valor de de lipidio, com 2% e em Arthospira com 7%, com valor maximo
sendo encontrado entre 75 — 85% de seu peso seco (BEHRENS et al., 1996).
Dentre a ampla variedade da composi¢do das microalgas, as espécies Dunalliela
tertiolecta e Nannochloris atumus (Chlorophyceae) apresentam um contetdo
lipidico de 94-99%, enquanto Tetraselmis suecica (Prasinophyceae) apresenta
maior valor em torno de 91,5% (BASOVA, 2005).

Sandefur et al. (2016) apresentaram baixo valor de lipidio para a microalga
Porphyridium cruentum cultivada em esterco suino 4,7%. Estudos evidenciam
que o esterco suino apresenta uma taxa de 1 a 14% de conteudo lipidico por
unidade de peso seco (ASGHARPOU et al., 2015). J& para Chlorella sp.
cultivada em meio de cultura a base de concentrado de dessalinizacao
apresentou valor maior comparado com cultivo em esterco suino, 11,4% de lipido
(MATOS et al, 2012). Fioresi e Sipauba-Tavares (2008) cultivando
Ankistrodesmus gracilis com esterco suino inatura e biodigerido em volume de
2L e 250L verificaram que em volume 2L os teores de lipidio foram maiores com
17% PS e 20% PS quando comparados ao maior volume com 7,5% e 8,5%,

respectivamente.

Para o meio de CHUz12 o lipidio apresentou um valor médio de 6,87% de
biomassa seca, para o0 meio NPK uma média de 6,61% de biomassa seca, para
Eichhornia azurea uma média de 6,17% de biomassa seca, para a Typha
domingensis uma média de 5,69% de biomassa seca, para a Pontederia cordata
uma média de 5,20% de biomassa seca, para a E. crassipes uma média de
4,92% de biomassa seca. Foi observada diferenca significativa entre os meios
(p<0,05). Os valores de lipidios foram superiores ao meio comerciail quando

comparado aos outros meios de cultura (Figura 14).

4.2 Variaveis Bioquimica

Microalgas apresentam maior taxa de crescimento quando a fonte de
nitrogénio € a amoénia mesmo em diferentes condicfes de intensidade de luz

(RUCKERT e GIANI, 2004). A amobnia ndo é a principal fonte de nitrogénio
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preferida pelas microalgas, porém € a fonte mais eficiente, uma vez que é

necesséria energia para sua absorcao. (TOCQUIN et al., 2012).

No cultivo de Ankistrodesmus gracilis a ambnia apresentou algumas
variacbes nos diferentes tipos de meio de cultura. O meio contendo Typha
domingensis e Eichhornia azurea apresentou valores menores, sendo 0,477
mg.Lt e 0,374 mg.L?, respectivamente. Para os meios de cultura CHU12,
Pontederia cordata, NPK e para Eichhornia crassipes os teores de amonia foram
maiores 0,775 mg.L?, 0,920 mg.L?, 1,03 mg.L?, 1,23 mg.L?, respectivamente,

apresentando (p<0,01) entre os meios de cultivo analisados (Figura 15).

A ambnia € um composto nitrogenado e por essa razao é mais facil de ser
assimilado pelas microalgas. As cloroficeas podem remover até 97% da amoénia
contida no meio de cultura para o seu crescimento (WANG et al.,, 2012). A
variacdo da assimilacdo da amonia vai depender da microalga e tipo de meio de
cultura. Por exemplo Chlorella vulgaris cultivada em diferentes efluentes de
suinocultura assimilou mais de 85% da amonia total contida no meio de cultivo
(KUMAR et al., 2010). J4 Charity et al. (2009) cultivaram a microalga
Scenedesmus sp. em efluente de piscicultura e obtiveram uma reducdo de

94,44% na amoOnia total.
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Figura 15 - Variag&o das concentra¢gGes de amonia nos diferentes meios de cultura.
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Bertoldi et al., (2006) avaliaram o consumo de nitrato pela microalga
Chlorella vulgaris em diferentes solucdes hidropbnicas, constataram taxa de
remocéao entre 80% e 87% de nitrato. A assimilagao de nitrato pela microalga
necessita de um maior consumo de energia pela célula, o nitrato ndo consumido
€ reduzido a nitrito e amonia (HERRERO et al., 2001). Estudos de Li et al. (2011)
e Shen (2010), apresentaram uma desaceleragcdo da taxa de crescimento diario
em cultivos de Chlorella sp., @ medida que ocorreu 0 consumo dos nutrientes,
principalmente nitratos e fosfatos, essenciais para o crescimento das algas.

Ao longo do experimento foi observado uma reducdo de nitrato,
principalmente a partir do 14° dia. Em relagdo aos compostos nitrogenados, o
nitrato foi o mais consumido por Ankistrodesmus gracilis evidenciando a
importancia deste composto para a microalga. A amodnia € assimilada
preferencialmente pela maioria das microalgas, sendo uma das principais fontes
de nitrogénio, em cultivos de larga escala é usada por apresentar baixo custo
(XIA et al., 2013), apresenta estabilidade no pH, pode ser utilizado em elevadas
concentracfes que nao interfere no crescimento, induz rapido crescimento e

controla a contaminacgéao por bactéria (DAVIS et al., 1953).

Nitrato (mg/L1)
[E=Y

Tempo (Dias)

Figura 16 - Variacdo das concentracdes de nitrato nos diferentes meios de cultura

Em relacdo ao nitrito as concentracbes em geral ficaram abaixo de 0,5
mg.L? exceto nos meios NPK e Eichhornia crassipes que no 14° dia e 21° dia

apresentaram um pico 0,079 mg Lt e 0,085 mg L1, respectivamente (Figura 17).
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Estudos tem evidenciado que as concentracdes de nitrito, podem
provocar a inibicdo do crescimento algal (ABE et al., 2002; YANG et al.,2004).

Abe et al. (2002) obtiveram 22% de remocdo de nitrito utilizando a
microalga Trentepohlia aurea, valor considerado inferior aos trés meios de
cultura do presente trabalho. Samori et al. (2013) apresentaram uma reducéo
nesse nutriente em quase 100% em apenas trés dias de cultivo da microalga
Desmodesmus communis em um efluente de estacdo de tratamento urbano,
evidenciando resultados semelhante na reducdo deste composto utilizando

efluente de camarao.

0,3

0,2

0,1

Nitrito (mg/L1)

Tempo (Dias)

Figura 17 — Variacé@o das concentra¢des de nitrito nos diferentes meios de cultura

Os valores de fosforo (Figura 18) para os diferentes meios de cultura
foram considerados elevados. Sipalba-Tavares et al. (2015) obteve altos teores
de nitrogénio e fésforo para a microalga Haematococcus pluvialis, sendo
considerado nutrientes essenciais para cultivo. Cultivos com a microalga
Scenedesmus obliquus e a Cianobacteria Microcystis aeruginosa apresentou um
valor de 1, 4 a 10 mg L de fésforo, com o aumento do foésforo. A clorofila - a
também obteve uma variagdo (CHEN et al., 2011).

O meio de cultura com Typha domingensis apresentou valor de fésforo
1,8 mg.L?, evidenciando alta disponibilidade deste nutriente no meio. O teor de
fésforo nos meios Eichhornia azurea, NPK e Pontederia cordata apresentou
valores médios com 1,7 mg.L?, 1,6 mg.Lt e 1,5 mg.L?, respectivamente. Nos

meios de cultivo com E. crassipes e o CHU12 0s teores foram mais baixos 1,2 mg
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Lt e 1,05 mg L1, respectivamente. Para o fésforo foram observadas diferencas

significativas (p<0,01) entre os meios de cultura.
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Figura 18 - Variagdo das concentragfes de fésforo nos diferentes meios de cultura

Os teores de nitrogénio e fosforo estdo relacionados como os principais
fatores que influem no crescimento e estrutura da comunidade de microalgas,
ligadas a acumulacdo da biomassa (AZIM et al., 2004). O nitrogénio € um
elemento essencial para o desenvolvimento no crescimento das microalgas,
reproducdo e outras atividades metabdlicas (WANG et al., 2013). O fésforo
apresenta varios elementos estruturais e necessarios para o crescimento e
desenvolvimento das microalgas, sendo incluso na forma de ortofosfato e
polifosfatos, apresentando 1% da biomassa seca (HU et al., 2004; HEALEY et
al., 1982). Por exemplo, culturas da microalga verde Scenedesmus obliquus e
da Cianobacteria Microcystis aeruginosa cultivadas na presenca de 1, 4 ou 10
mg/L? de fésforo, o teor de clorofila aumentou na medida em que o nivel de
fésforo aumentou (CHEN et al., 2011). O fésforo € um componente indispensavel
para o cultivo de microalgas na forma de fosfato ou fosfato de hidrogénio,
exercendo importante papel nos processos metabdlicos das microalgas, como a
conversao de energia e fotossintese (JUNYING et al., 2013).

A clorofila-a € um pigmento encontrado nos organismos fotossintéticos
oxigenados, como as plantas, algas e Cianobacteria. E de grande importancia
na fotossintese, pois absorve e transfere energia luminosa (CHEN, 2015). Por

exemplo, quando Chlorella sp. e Monoraphidium dybowskii cultivados sob trés
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intensidades de luz diferentes (40, 200 e 400 pmol), uma reduc¢éo na producao
de clorofila foi encontrada em um aumento na intensidade da luz (HE et al.,
2015). Além disso, Scenedesmus dimorphus cultivada durante 14 dias sob baixa
intensidade de luz (16,91 pmol) apresentou um aumento de 128% no seu
conteudo intracelular de clorofila em comparacédo com as condi¢cdes de controle
(123,47 pmol). Com isso a alta produtividade de clorofila ndo foi alcancada
devido a baixa densidade celular (FERREIRA et al., 2016). Também apresenta
grandes aplicac6es no campo biotecnolégico (TIMBERLAKE e HENRY 1986).
A producéo de clorofila-a partir do cultivo de microalga pode ser modulada
pela alteracdo das condi¢des da cultura, ndo sé pela espécie mas também pelas
condi¢bes de cultivo (ENCARNACAO et al. 2012). Sendo usada como um
indicador de biomassa a clorofila - a esta presente na maioria das algas, podendo
ser medida de forma indireta na concentracéo indicada (CLARKE et al. 2006).
As concentracgdes de clorofila-a apresentaram maiores valores para o meio
de cultura com Pontederia cordata (1.861,4 mg L), Eichhornia azurea (1.578,1
mg L), NPK (1.552,7 mg L?) e para a E. crassipes (1.289,1 mg L), ja para o
meio de cultura com Typha domingensis e 0 CHU12 as médias foram 799,4 mg

Lt e 697,0 mg L%, respectivamente (Figura 19).
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Figura 19 - Variagdo da concentracdo de Clorofila - a nos diferentes meios de cultura.

O uso de fertilizantes inorganico NPK (20:5:20) como meio de cultura,
apresenta resultados satisfatorios para a producdo de Ankistrodesmus gracilis,

obtendo altas densidades e baixo custo de produgdo em um curto espaco de
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tempo, quando comparados ao meio tradicional CHU12. O NPK apresenta teores
de N e P maiores que outros meios de cultura utilizado (SIPAUBA-TAVARES e
ROCHA, 1993; SIPAUBA-TAVARES et al., 1999)

No meio NPK os valores de oxigénio foram maiores comparando com 0s
outros meios testados, com média de 8,74 mg L para a NPK, 7,52 mg L para
aE.azurea7,7mgL'e 7,4 mg L*parao CHU12. O menor valor apresentado foi
para a Pontederia cordata e para Typha domingensis com 6,8 mg.L* e 6,3 mg.L"
L, respectivamente (Tabela 4).

No cultivo de microalgas a oxigenacdo do meio de cultura é um dos
principais fatores, pois promove o movimento das células evitando a
sedimentacdo e com isso a taxa de crescimento, diminuindo a biomassa algal
(JACOB et al., 2012).

Em geral o pH nos diferentes meios de cultura foi alcalino exceto para o
meio de Pontederia cordata (Tabela 4). Grande parte das espécies de microalgas
possuem desenvolvimento adequado em pH neutro, porém algumas espécies
podem se desenvolver melhor em condicfes acidas ou alcalinas (ZENG et al.,
2011).

Variacbes foram observadas na condutividade elétrica quando
comparados o meio com fertilizante inorganico NPK e os outros meios de cultura.
O meio NPK apresentou maior valor sendo 1.608,87 uS cm, sequido do meio
comercial CHU12 com média 637,35 uS cm; Eichhornia crassipes com 655,9 uS
cm®; Eichhornia azurea 427,2 uS cm, Typha domingensis e a Pontederia
cordata apresentaram os menores valores de condutividade elétrica, 302,7 uS

cm? e 294,8 uS cm?, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Variaveis do meio de cultura durante a fase experimental.

Variaveis do meio de cultura

Variaveis NPK CHU12 Ec Ea Td Pc

S . 4 8,74+0,33? 7,43+0,31%  7,26%0,22 7,77+0,80°  6,30+0,49% 6,84+0,31¢
Oxig. dissolvido (mg.L™)

pH 8,65+0,35% 8,56+2,29%  9,38+1,86% 7,67+1,88%  8,79+1,35* 6,89+1,33%

a b b c C C
Cond. elétrica (uS.cm™) 1.608,8+117,4* 637,3+758° 655,9+101,0° 427,2+142,4° 302,7+40,7° 294,8+56,5
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4.3 Analise de macro e micronutrientes das macréfitas aquaticas

Alguns elementos s&o de grande importancia para o crescimento e
desenvolvimento das microalgas, tais como carbono (C), oxigénio (O),
hidrogénio (H), nitrogénio (N), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), ferro
(Fe), enxofre (S), fosforo (P) e elementos tracos (JUNYING et al.,, 2013,
SIPAUBA TAVARES e ROCHA, 2001).

Na biomassa das plantas o Ca, P, Mg, S, Cu, Fe e Zn apresentaram
resultados similares. J& o N no meio de cultura com Eichhornia crassipes foi
maior 23,8 g.Kg ! em relacdo as demais macréfitas que apresentaram uma
média de 10,8 g.Kg 1. O K apresentou uma média de 18,58 g.Kg para as plantas
aquaticas, exceto Pontederia cordata que apresentou valor de 6,5 g.Kg™*

No meio liquido o P, K, Ca, S, B, Cu, Fe, Zn, foram similares para as
quatro plantas. O Mg apresentou valores consideraveis exceto para a E. azurea,
que apresentou um valor de 0,0043 mg.L. O nitrogénio apresentou valor
diferenciado para Typha domingensis (66,9 mg.L ) e para a demais macrofitas
uma média de 28,3 mg.Lt. O P para Eichhornia azurea 70,7 mg.Ltapresentou
maior valor do que para as demais plantas que foi uma média de 43,7 mg.L*
(Tabela 5).

Os fatores bioquimicos das microalgas estdo relacionados a varios
processos que interferem na absorcdo e assimilacdo de nutrientes. Quando o
meio possui limitacdo de nitrogénio, a microalga reage de forma direta
aumentando os teores de lipideos ou carboidratos e consequentemente,
aumentando a sintese de proteinas (ILLMAN et al., 2000; RICHMOND, 2004).

O teor de fésforo para as microalgas pode apresentar diferentes respostas
no cultivo de componentes celulares. Para Ankistrodesmus falcatus a limitacéo
deste nutriente aumenta a producdo de lipideos e carboidratos, diminuindo a
sintese de proteinas (KILHAM et al. 1997).

37



Tabela 5. Andlise de macro e micronutrientes na forma moida(M) e na forma liquida(L) das

macroéfita utilizadas como meio de cultivo.

Macroéfitas
E.crassipes E.azurea T.domingensis P.cordata

Nutrientes

(g.L ) M L M L M L M L
N 23,8 351 9,8 28,4 12,4 66,9 10,4 215
P 3,3 56,4 1,8 70,7 2,0 32,0 1,8 42,8
K 24,2 73,0 14,1 76,2 17,2 63,0 6,5 42,4
Ca 7,0 0,0369 7,2 0,0688 5,4 0,0431 5,7 0,0621
Mg 3,2 0,0023 2,7 0,0043 1,8 0,0027 11 0,0038
S 3,8 0,00003 0,9 0,00003 0,7 0,00040 44 0,00003
B 14,1 0,00034 31,9 0,00041 19,9 0,00053 13,8 0,00041
Cu 23,3 0,00018 4,1 0,00022 5,3 0,00028 53,4 0,00022
Fe 3019,1 0,00006 2683,2 0,00056 2269,4 0,00073 3312,7 0,00066
Zn 106,6 0,00003 100,6 0,00012 59,5 0,00038 84,9 0,00002

O desenvolvimento da biomassa da microalga depende da presenca de
varios macros e micronutrientes. No grupo dos macronutrientes destacam-se
elementos como N, P e K e uma fonte de carbono inorganico. No grupo dos
micronutrientes destacam-se Fe, Cu, Zn e 0 B (KHOO et al., 2011).

Os micronutrientes em concentracdes baixas e quando em excesso
podem nao ser benéfico no meio de cultura. Por exemplo, o molibdénio (Mo) é
necessario para a assimilacao do nitrogénio. O cobalto é usado pelas microalgas
que sintetizam vitamina Bi2. Podendo ser adicionado outras vitaminas, tais como
a tiamina e a biotina (SOARES, 2000; LOURENCO, 2006). Uma grande carga
de (Fe) é responsavel por aumentar consideravelmente os teores lipidicos em
Chlorella vulgaris (LIU et al., 2008). O Ferro (Fe) para as macrofitas apresenta
uma média de 2.821,5 g.Kg* sendo essencial para o metabolismo do Nitrogénio,

fotossintese e na sintese de citocromos (SOARES, 2000).
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CONCLUSAO

O meio comercial CHU12 apresenta todos 0s macro e micronutrientes
necessarios para o desenvolvimento e crescimento de Ankistrodesmus gracilis,
mas de uma forma geral tanto o fertilizante inorganico quanto as macrofitas
mostraram bom desempenho para A. gracilis, apresentando os fatores
fisioldgicos similares ao meio comercial, principalmente em relacdo a taxa de
crescimento, tempo de duplicacéo, teor de proteina e lipidio. Em relacédo ao P e
a clorofila-a os meios alternativos foram superiores ao comercial.

Os resultados evidenciaram que as macréfitas podem ser utilizadas como
meio de cultura para Ankistrodesmus gracilis, sendo Eichhornia crassipes e
Typha domingensis com melhores resultados para taxa de crescimento e tempo
de duplicacédo e E. crassipes e E. azurea com os melhores teores de proteina e

lipidio.
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