
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JÚLIO DE MESQUITA FILHO”
CAMPUS DE BAURU - FACULDADE DE CIÊNCIAS

ELISA TEÓFILO FERREIRA

EFEITO NUTRICIONAL DE MICROALGAS CULTIVADAS EM ÁGUA
RESIDUÁRIA PREVIAMENTE TRATADA NO CRESCIMENTO DE

Amaranthus cruentus L.

Bauru

2022



ELISA TEÓFILO FERREIRA

EFEITO NUTRICIONAL DE MICROALGAS CULTIVADAS EM ÁGUA
RESIDUÁRIA PREVIAMENTE TRATADA NO CRESCIMENTO DE

Amaranthus cruentus L.

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado à
Universidade Estadual Paulista “Júlio de
Mesquita Filho” – UNESP Câmpus de Bauru,
para obtenção do título de Bacharel em Ciências
Biológicas.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Henrique Ribeiro
da Silva

Coorientadora: Profª. Drª. Inês Cechin

Bauru

2022





ELISA TEÓFILO FERREIRA

EFEITO NUTRICIONAL DE MICROALGAS CULTIVADAS EM ÁGUA
RESIDUÁRIA PREVIAMENTE TRATADA NO CRESCIMENTO DE

Amaranthus cruentus L.

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado à
Universidade Estadual Paulista “Júlio de
Mesquita Filho” – UNESP Câmpus de Bauru,
para obtenção do título de Bacharel em Ciências
Biológicas.

Bauru, 23 de março de 2022.

Comissão Examinadora:

_________________________________

Prof. Dr. Gustavo Henrique Ribeiro da Silva - UNESP - Bauru/SP

_________________________________

Profª. Drª. Inês Cechin - UNESP - Bauru/SP

_________________________________

Prof. Dr. Aloísio Costa Sampaio - UNESP - Bauru/SP



AGRADECIMENTOS

Agradeço primeiramente à minha família, meus pais Márcia e Luiz, meus

irmãos Isabela, Laura, Alexandre e Júlia, e ao meu namorado Rodrigo, por todo amor,

incentivo e apoio durante toda minha graduação;

Agradeço aos meus orientadores Prof. Dr. Gustavo Henrique Ribeiro da Silva e

Profª. Drª. Inês Cechin pela oportunidade de realizar minha Iniciação Científica, por aceitarem

conduzir o meu trabalho de pesquisa, pela atenção e assistência oferecida, e por toda a

confiança depositada em mim;

Agradeço aos colegas do Laboratório de Hidráulica e Saneamento, e do

Laboratório de Fisiologia Vegetal e Horticultura, pelo auxílio durante o desenvolvimento da

minha Iniciação Científica;

Agradeço às minhas amigas Nádia e Lígia, pela companhia e auxílio durante

toda a graduação pela qual passamos juntas;

Agradeço à UNESP (Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita

Filho”), ao corpo docente e todos os funcionários que contribuíram direta e indiretamente para

a conclusão deste trabalho ; e

Agradeço à FAPESP (Projeto Auxílio de Pesquisa FAPESP 2018/18367-1 e

Projeto Iniciação Científica FAPESP 2020/06459-9) e ao Conselho Nacional de

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) (Projeto nº 427936/2018-7), pelo

financiamento da minha pesquisa de Iniciação Científica.



RESUMO

Atualmente, observa-se que os padrões de tratamento de esgoto sanitário e a fertilização
agrícola não atendem as necessidades de uma população em constante crescimento. Para
acompanhar esses avanços, novos métodos devem ser propostos. Os sistemas de saneamento
empregados em grande escala não possuem meios de recuperação de nutrientes e não são
eficientes na remoção total de resíduos, emitindo cargas poluidoras nos locais de lançamento,
sendo este um dos fatores que contribuem para a eutrofização de corpos de água. Outro fator
contribuinte para a eutrofização de corpos de água é a fertilização química empregada
prioritariamente na agricultura, uma prática prejudicial ao meio ambiente e cada vez mais
insustentável devido à escassez de reservas de fósforo e os crescentes custos. Uma vez que o
setor agrícola depende de meios de fertilização para manter sua produção em grande escala,
novos métodos devem ser propostos. Paralelamente, os sistemas de tratamento de esgoto
precisam de alternativas para a recuperação de seus nutrientes. Deste modo, o presente estudo
teve como objetivo analisar a efetividade de microalgas nativas crescidas em águas
residuárias previamente tratadas anaerobiamente, alternativa para despoluição e recuperação
de nutrientes, como fertilizante orgânico no crescimento de Amaranthus cruentus L., um
vegetal de ciclo de crescimento rápido e crescente interesse econômico. Inicialmente foi
realizado o cultivo das microalgas em esgoto sanitário previamente tratado anaerobiamente,
sedimentação e secagem. Foram utilizadas sementes de A. cruentus L. cv. BRS Alegria, em
vasos de 4 L contendo vermiculita, em casa de vegetação. O experimento foi conduzido com
5 tratamentos: T1 (controle) - solução de Long Ashton 70%; T2 (controle) - solução de L. A.
20%; T3 - solução de L. A. 20% + 2 g de microalgas; T4 - solução L. A. 20% + 4 g de
microalgas; T5 - solução de L. A. 20% + 8 g de microalgas. Foram realizadas medidas
semanais de crescimento, medidas de trocas gasosas, e no final do experimento, medidas de
massa seca, análises de nutrientes (foliares e microalgais) e pigmentos fotossintéticos
(clorofilas a, b e carotenoides). As análises de nutrientes das microalgas demonstraram que
sua biomassa possui características favoráveis à sua aplicação como fertilizante orgânico,
chamando atenção somente para sua deficiência em K e excesso de micronutrientes. A
aplicação das microalgas favoreceu o crescimento, produção de folhas e produção de massa
seca, especialmente no T4 e T5. Nos pigmentos fotossintéticos e trocas gasosas não foram
observadas diferenças significativas do T4 e T5 em relação ao T2, demonstrando um possível
efeito da deficiência de Fe e Mn apresentados nas análises foliares. O T3, entretanto,
apresentou maior taxa fotossintética (A), possivelmente relacionado a sua menor produção de
massa seca e, consequentemente, menor diluição de nutrientes nos tecidos.

Palavras-chave: Nutrição vegetal, fertilizante orgânico, recuperação de recursos, amaranto.



ABSTRACT

Currently, it is observed that sanitary sewage treatment standards and agricultural fertilization
do not meet the needs of a constantly growing population. Consequently, looking to match up
with these advances, new methods must be proposed. Sanitation systems used on a large scale
do not have nutrient recovery means and are inefficient in total waste removal, emitting
polluting loads in the release sites, which is one of the factors that contribute to the
eutrophication of water bodies. Another contributing factor to the eutrophication of water
bodies is chemical fertilization used primarily in agriculture, a practice that is harmful to the
environment and increasingly unsustainable due to the scarcity of phosphorus reserves and
rising costs. Since the agricultural sector depends on fertilization means to maintain its
production on a large scale, new methods must be proposed. At the same time, sewage
treatment systems need alternatives to recover their nutrients. Thus, the present study is aimed
to analyze the effectiveness of native microalgae grown in previously anaerobically treated
wastewater, an alternative for depollution and nutrient recovery, as an organic fertilizer in the
growth of Amaranthus cruentus L., a plant with a fast growth cycle and growing economic
interest. Initially, the microalgae were cultivated in sanitary sewage previously anaerobically
treated, and later they were sedimented and dried. The Seeds of A. cruentus L. cv. BRS
Alegria, were used in 4 L pots containing vermiculite, in a greenhouse. The experiment was
conducted with 5 treatments: T1 (control) - 70% Long Ashton solution; T2 (control) - 20%
L.A. solution; T3 - 20% L.A. solution + 2 g of microalgae; T4 - L.A. solution 20% + 4 g of
microalgae; T5 - 20% L.A. solution + 8 g of microalgae. Furthermore, along the experiment
weekly growth measurements and gas exchange measurements were performed; and at the
end of experiment was performed dry mass measurements, analysis of nutrients (foliar and
microalgal) and analysis of photosynthetic pigments. Nutrient analysis of microalgae showed
that its biomass has characteristics favorable to its application as organic fertilizer, drawing
attention only to its deficiency in K and excess of micronutrients. The application of
microalgae favored growth, leaf production, and dry mass production, especially in T4 and
T5. In photosynthetic pigments and gas exchange, no significant differences were observed
between T4 and T5 in relation to T2, demonstrating a possible effect of Fe and Mn deficiency
presented in the foliar analysis. T3, however, showed a higher photosynthetic rate (A),
possibly related to its lower production of dry mass and, consequently, lower nutrient dilution
in the tissues.

Keywords: Plant nutrition, organic fertilizer, resource recovery, amaranth.
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1 INTRODUÇÃO

Com o crescimento da população e a mudança nos hábitos de consumo, a

demanda por recursos e sistemas para suprir as necessidades básicas aumenta, e cada vez mais

é necessário otimizar processos para melhor aproveitamento de recursos. Juntamente com este

novo estilo de vida surgem questões substanciais relativas à sustentabilidade das atividades

humanas, como o uso de fertilizantes químicos na produção de alimentos e o tratamento de

águas residuárias, problemas estes que requerem soluções sustentáveis favoráveis ao meio

ambiente e ao bem-estar humano (KHAN et al., 2019). Neste contexto a economia circular

surge como um modelo econômico que propõe mudanças nas cadeias produtivas,

modificando-as de um modelo linear para um loop de processos voltados para o uso eficiente

de recursos, minimização de resíduos, redução da extração de recursos primários e o

fechamento do ciclo de produtos (MORSELETTO, 2020). Por meio desta abordagem é

possível promover o crescimento econômico minimizando os impactos negativos ao meio

ambiente e o esgotamento de recursos (MORSELETTO, 2020).

As modificações nos meios de tratamentos de águas residuais já vêm

acontecendo há algum tempo, principalmente nas últimas décadas em que a proteção

ambiental ganhou maior visibilidade e surgiu a necessidade de não somente promover a

higiene urbana, mas também remover os nutrientes deste efluente antes do seu descarte

(VERSTRAETE et al., 2009; WILSENACH et al., 2003). O descarte de esgoto doméstico

com elevadas cargas de nutrientes, assim como a lixiviação de solos com excesso de

fertilizantes ricos em sais minerais, pode levar à eutrofização de cursos de água (BARRETO

et al., 2013). A recuperação destes recursos valiosos e sua destinação adequada auxilia na

promoção da economia circular, evita o esgotamento de recursos (ROUT et al., 2021) e

favorece o desenvolvimento de uma agricultura sustentável, por exemplo quando os produtos

dos novos tratamentos com remoção de nutrientes são aplicados na agricultura como um meio

de fertilização, ou na fertirrigação (CHAUHAN et al., 2020; THEREGOWDA et al., 2019).
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1.1 MICROALGAS NO TRATAMENTO DE ESGOTO SANITÁRIO

Os tratamentos de água residuais são classificados de acordo com seu nível em:

preliminar, primário, secundário e terciário (SPERLING; DE LEMOS CHERNICHARO,

2005). Desse modo, cada nível tem como objetivo a remoção de um tipo de componente do

esgoto sanitário por diferentes meios. No tratamento preliminar são retirados grandes

materiais sólidos como cascalho e madeira, após a retirada destes materiais grosseiros ocorre

o tratamento primário onde há a remoção de sólidos sedimentáveis por ação da gravidade.

Nestas etapas iniciais os mecanismos de remoção físicos são os predominantes. Na etapa

secundária podem ser utilizados diferentes meios de tratamento biológico, aeróbio ou

anaeróbio, para remoção de matéria orgânica e nutrientes (diferentes eficiências de remoção

de acordo com o método). O tratamento terciário, mais raro de se encontrar em estações de

tratamento, é focado na remoção complementar de poluentes não removidos nas etapas

anteriores: nutrientes, organismos patogênicos e metais, por exemplo (SPERLING; DE

LEMOS CHERNICHARO, 2005). As microalgas podem ser implementadas como um

pós-tratamento, sendo viável principalmente após o esgoto sanitário passar pelo tratamento

anaeróbio, onde o efluente remanescente conserva a maioria dos nutrientes (SLOMPO et al.,

2019; ZEEMAN et al.,2008). O uso de microalgas é um método que pode ser aplicado em

estações de tratamento de esgoto sanitário, como um tratamento complementar aos

tratamentos convencionais, promovendo a recuperação de nutrientes e energia, a remoção de

micropoluentes, auxiliando na desinfecção pela variação do pH e melhorando a qualidade do

efluente final (DE WILT et al., 2016; LI et al., 2019).

Em relação aos nutrientes, a eficiência de remoção pelas microalgas pode

chegar a 90% devido a sua capacidade de usar nitrogênio, fósforo e outros compostos

inorgânicos para o seu crescimento (ABDEL-RAOUF et al., 2012; ACIÉN FERNÁNDEZ et

al., 2018; MOGES et al., 2020). O cultivo de microalgas, como Chlorella sorokiniana e

Scenedesmus obliquus em água residuárias apresentam uma grande capacidade de remoção de

nutrientes a ponto de tornar o esgoto no final do tratamento utilizável para práticas de reuso

não potável (DE GODOS et al., 2010). Este método de tratamento contribui para a

diminuição da eutrofização de corpos de água e proporciona produtos secundários para

recuperação de recursos. De acordo com Li et al. (2018), 68% da energia química da
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biomassa algal pode ser recuperada, na forma de bio-oil (44%) e biogás (23%), além da

recuperação de 44% do conteúdo de nitrogênio e 91% do conteúdo de fósforo da biomassa na

forma de produtos fertilizantes. Com a matéria orgânica destas microalgas pode-se obter

material nutritivo com características vantajosas para as culturas e para o solo em função da

capacidade das microalgas de melhorar a qualidade do solo, a sua microflora e aumentar a

produtividade (RENUKA et al., 2017). Dentre os micropoluentes mais comuns presentes no

esgoto sanitário podemos citar fármacos e hormônios naturais, produtos de limpeza e higiene

pessoal, substâncias com impacto negativo nos ecossistemas aquáticos e na saúde humana que

contaminam o meio ambiente por meio do lançamento de efluentes tratados e não tratados nos

corpos d’água naturais (AEMIG et al., 2021; AQUINO et al., 2013; KIM; AGA, 2007). As

microalgas podem ser utilizadas como um tratamento complementar, aumentando a remoção

destes compostos (DE WILT et al., 2016; GARCIA-GALÁN et al. 2020).

1.2 NUTRIÇÃO VEGETAL E O USO DE MICROALGAS COMO FERTILIZANTE
ORGÂNICO

A indisponibilidade de nutrientes no substrato limita o crescimento e a

produção vegetal, pois é por meio destes compostos retirados do solo que a planta sintetiza os

componentes orgânicos essenciais na composição dos tecidos e no ciclo vegetal (TAIZ et al.,

2017). A fertilização das culturas agrícolas é uma necessidade devido à exaustão de nutrientes

do solo ao longo das consecutivas safras, sem a reposição destes nutrientes não é possível

suprir a demanda de alimentos para uma população crescente (VITOUSEK et al., 2009). O

nitrogênio e o fósforo estão entre os principais componentes de fertilizantes sintéticos, estes

minerais são essenciais para o desenvolvimento das plantas uma vez que sua carência acarreta

perturbações no metabolismo e restrição do desenvolvimento (TAIZ et al., 2017). O

nitrogênio destaca-se por ser um constituinte essencial dos aminoácidos, ácidos nucleicos e

das proteínas, além de fazer parte do aparato fotossintético; o fósforo é um nutriente

importante na armazenagem de energia e na integridade estrutural da célula. A demanda por

fertilizantes à base de nitrogênio e fósforo é alta. O nitrogênio é abundante na natureza, e

existem processos como o método Haber–Bosch para sua fixação a partir do nitrogênio
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atmosférico (GARCIA et al., 2013). O fósforo, por outro lado, advém de reservas naturais de

rocha fosfática, um recurso finito e não renovável (ELSER et al., 2012; STAM et al., 2021).

O acesso a fertilizantes se torna cada vez mais um desafio para os produtores que têm que

enfrentar a volatilidade dos preços, e para os consumidores que verificam o resultado no preço

dos alimentos, este cenário mostra que alcançar a segurança alimentar em uma escala global

com o atual sistema de agricultura é altamente problemático (MEW, 2016; OGINO et al.,

2020; WITHERS et al., 2018).

A fertilização química também possui problemas importantes no sentido

ambiental impactando o ambiente desde o momento de sua extração até após sua aplicação

(RETA et al., 2018; SHARMA et al., 2017). O uso indiscriminado de fertilizantes pode levar

a poluição de águas subterrâneas, além de acumular metais pesados no solo ao longo das

consecutivas aplicações (SHARMA et al., 2017). Outro grande impacto ambiental está

relacionado a mineração de fósforo que está associada com a poluição do ar e da água por

meio da geração de grandes quantidades de resíduos, dentre eles metais tóxicos e elementos

radioativos que contaminam o meio ambiente (RETA et al., 2018). No Brasil, o uso de

fertilizantes é elevado devido à grande produção agrícola, cerca de 60% do fósforo utilizado é

importado pois as minas de rochas fosfáticas fornecem quantidades limitadas devido aos altos

custos de processamento, tornando a produção de alimentos vulnerável aos preços voláteis e a

crescente escassez de fertilizantes (WITHERS et al., 2018). No entanto, existem diversas

fontes secundárias disponíveis para substituir as importações entre elas o esterco de gado (DU

et al., 2020), resíduos de processamento de cana (LEAL et al., 2013) ou biossólidos de

estação de tratamento de esgoto (WITHERS et al., 2018). De acordo com Verstraete et al.

(2009), 30% da demanda agrícola de nitrogênio poderia ser suprida a partir da recuperação de

nutrientes de águas residuárias. Deste modo as microalgas cultivadas em águas residuárias

previamente tratadas podem desempenhar o papel de fonte secundária, de nitrogênio, além de

fósforo e outros macronutrientes essenciais ao vegetal, visto que sua capacidade de remoção

de nutrientes de águas residuárias já é comprovada (MOGES et al., 2020).

Diversos tipos de microalgas, como Chlorella vulgaris, Chlorella pyrenoidosa

(ELHAFIZ et al., 2015) e Spirulina platensis (DIAS et al., 2016) são cultivadas em meios

padrões para produção de fertilizantes orgânicos, com diversos tipos de aplicações em

cultivos. Com a utilização de meios alternativos que visem a recuperação de nutrientes como

o estudado por Moges et al. (2020), a matéria orgânica das microalgas pode ser fonte de
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nutrientes essenciais. De acordo com Suleiman et al. (2020), as microalgas cultivadas em

esgoto sanitário são fertilizantes eficientes para o crescimento da planta e uma opção viável

para o fechamento do ciclo de nutrientes. Juntamente com a produção de fertilizantes

eficientes para a planta as microalgas também podem ser utilizadas na produção de biodiesel e

biogás, numa cadeia de processos de reaproveitamento máximo (HUSSAIN et al., 2021;

SILAMBARASAN et al., 2021).

A suplementação da nutrição vegetal por meio de fertilizantes orgânicos de

microalgas já se mostrou eficaz em diversas culturas, como o milho (DINESHKUMAR et al.,

2019) e o arroz (DINESHKUMAR et al., 2017). Uma nova abordagem para o cultivo dessas

microalgas surgiu juntamente com a necessidade de remover nutrientes de águas residuais,

elas apresentam uma grande capacidade de remoção de nutrientes e poluentes a ponto de

tornar o esgoto no final do tratamento utilizável para práticas de reuso não potável (DE

GODOS et al., 2010), incorporando-os à sua biomassa. O fertilizante orgânico de microalgas

cultivado em águas residuais já foi testado em diferentes culturas, como exemplo podemos

citar o trigo (DAS et al., 2019; RENUKA et al., 2017) e o tomate (SILAMBARASAN et al.,

2021), onde em ambos os resultados foram positivos. O conteúdo de nutrientes da biomassa

de microalgas pode ser influenciado pelo tipo de cultivo, e pela variedade das microalgas

cultivadas (ABDEL-RAOUF et al., 2012; CHEW et al., 2018). No cultivo de microalgas em

esgoto sanitário dificilmente haverá um controle das espécies que se multiplicam, uma vez

que o próprio esgoto sanitário possui suas espécies nativas que estão bem adaptadas àquele

ambiente (PALMER, 1969; PALMER, 1974 apud ABDEL-RAOUF et al., 2012), além disso

as condições ambientais como temperatura e luminosidade também influenciam na

composição das comunidades de microalgas e é possível ver uma alteração das espécies que

compõem essa comunidade nas diferentes estações do ano (RENUKA et al., 2014).

1.3 AMARANTO: ORIGEM E CARACTERÍSTICAS

O gênero Amaranthus, pertencente à família Amaranthaceae, possui cerca de

60 espécies (CHENG, 2018) chamadas popularmente de amaranto ou caruru. O gênero é

largamente distribuído pelo mundo em climas temperados, subtropicais e tropicais. São
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conhecidas espécies de “grãos” utilizadas na América do Sul, América Central, Europa, Ásia,

África e Austrália, sendo os principais centros a Índia e a América tropical

(AMAYA-FARFAN et al., 2005). A origem do uso do amaranto é atribuída ao novo mundo

(América), onde foi domesticada por povos nativos das Américas (Maias, Incas e Astecas)

8000 anos atrás, tendo grande importância ritualística (CHENG, 2018). Posteriormente foi

introduzida na Europa, Ásia e África, como ornamentação ou vegetal para alimentação

(RASTOGI et al., 2013).

O amaranto possui diversas características que o tornam um produto com

grande valor econômico e um bom candidato para a diversificação do sistema produtivo

devido ao seu “rápido crescimento, tolerância ao déficit hídrico, produção de biomassa,

ciclagem de nutrientes e utilização humana e animal”, como exposto por Spehar et al. (2003),

principalmente no Cerrado que tem sua produção dominada por grandes monoculturas como

soja e milho para exportação, que contribuem com a degradação do solo, a proliferação de

pragas e conflitos socioambientais (JAYME-OLIVEIRA et al, 2017; LAMEIRA et al, 2018;

SILVA et al, 2011). O cultivar BRS Alegria produzido pela EMBRAPA Cerrados a partir da

linhagem A. cruentus AM 5189 dos Estados Unidos, é o primeiro recomendado para produção

no Brasil podendo ser cultivado o ano todo com diferentes finalidades (SPEHAR et al., 2003).

Do ponto de vista nutricional o amaranto é um pseudocereal importante devido

ao seu potencial nutricional naturalmente balanceado, sendo mais completo nutricionalmente

que os cereais convencionais cultivados em grande escala (SCHMIDT et al, 2021). O

conteúdo relativo de proteínas da semente chega próximo a 15%, seu conteúdo de gorduras e

minerais é grande em relação aos cereais, e sua farinha pode ser utilizada na suplementação

alimentar de celíacos por ser um produto farináceo livre de glúten, compartilhando assim

características típicas de cereais e leguminosas (AMAYA-FARFAN et al., 2005;

CASELATO-SOUSA et al., 2012; TBCA, 2020). Adicionalmente, o amaranto possui grande

potencial antioxidante, possuindo atividade antioxidante e conteúdo fitoquímico maior do que

os encontrados em cereais como milho, aveia e arroz (AKIN-IDOWU et al., 2017). A

atividade antioxidante é uma característica importante para a saúde humana, pois diversas

doenças estão associadas às formas reativas de oxigênio que são produzidas naturalmente por

processos metabólicos (PALA; TABAKÇIOĞLU, 2007), mas também podem ter sua

produção induzida pela radiação e pela poluição (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015 apud

ADEGBOLA et al., 2020).
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A espécie A. cruentus apresenta grandes vantagens porque tanto suas folhas

quanto suas sementes podem ser utilizadas na alimentação, podendo ser usadas em saladas e

sopas, e a farinha feita com as sementes é utilizada na fabricação de pães, bolos e biscoitos

(CASELATO-SOUSA et al., 2012). Mesmo com a existência de cultivares adaptados às

condições brasileiras e com o conhecimento de seu potencial nutricional, este pseudocereal

ainda é pouco consumido no Brasil (SCHMIDT et al, 2021). Conforme a procura por

alimentos mais diversificados e nutritivos aumenta, esse nicho de mercado representa uma

oportunidade para pequenos e médios produtores.

2 OBJETIVO

O objetivo do estudo foi analisar a efetividade do uso das microalgas nativas

cultivadas em água residuária doméstica previamente tratada anaerobiamente como

fertilizante orgânico em substituição a fertilizantes químicos na cultura do Amaranthus

cruentus L. Especificamente, foram analisados os efeitos do uso das microalgas no

crescimento, produção de biomassa na parte aérea, pigmentos fotossintéticos e trocas

gasosas.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 MATERIAL BIOLÓGICO

3.1.1 Obtenção das microalgas

Para obtenção das microalgas, inicialmente o isolamento e crescimento das

microalgas nativas de esgoto sanitário foi realizado no Laboratório de Microbiologia e

Parasitologia do Departamento de Morfologia e Patologia da Universidade Federal de São

Carlos (UFSCar) em São Carlos-SP, para obtenção do inóculo de microalgas nativas de esgoto

sanitário.

A água residuária doméstica previamente tratada anaerobiamente utilizada para

o cultivo das microalgas foi coletada na estação de tratamento de esgoto (ETE) do distrito de

Tibiriçá, em Bauru/São Paulo (22°13'38.7"S 49°12'47.0"W). No tratamento preliminar, o

esgoto sanitário passa por um gradeamento e por um desarenador. Após esta etapa o esgoto

sanitário passa por um tratamento primário de decantação e um tratamento secundário em um

Filtro Anaeróbio de Fluxo Ascendente (FAFA). A água residuária resultante do tratamento

anaeróbio foi coletada na saída do FAFA para servir de meio de cultivo para as microalgas.

O cultivo das microalgas ocorreu em uma caixa com 50 L de água residuária

anaerobiamente pré-tratada e 5 L de inóculo de microalgas nativas de esgoto sanitário, e em

dois frascos com 10 L de água residuária anaerobiamente pré-tratada e 1 L de inóculo de

microalgas nativas, mantidos em temperatura ambiente com cobertura de tela de

sombreamento (50% de sombreamento), e recebendo a injeção contínua de ar comprimido por

meio de compressores de ar (Seven Star - S-6000).

As microalgas foram cultivadas por sete dias. Após este período o efluente foi

adicionado em bombonas de 200 L. Este processo se repetiu semanalmente até o enchimento

das bombonas. A temperatura média no período de cultivo das microalgas foi de 28 °C, e a

intensidade luminosa média foi de 919,48 µmol m-2 s-1.

Após o enchimento das bombonas de decantação com as microalgas

juntamente com o efluente, foi adicionado 100 mg/L de tanino (Tanfloc) para auxiliar na
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coagulação, floculação e sedimentação das microalgas. O processo de separação das

microalgas ocorreu 24 horas depois da adição do tanino, nesse processo inicialmente foi

retirada toda a água de reuso e depois foram retiradas as microalgas sedimentadas no fundo do

decantador.

A partir da separação obtém-se um líquido concentrado de microalgas que foi

distribuído em bandejas plásticas para secagem em estufa de circulação forçada de ar a 65°C

por aproximadamente 48 horas.

Para obtenção de microalgas para as duas aplicações que foram propostas,

houve mais de uma separação de microalgas. Na primeira separação, com o conteúdo de

microalgas e efluente de duas bombonas de 200 L obteve-se aproximadamente 40 L de

microalgas, após a secagem obteve-se 115 g de microalgas secas. Na segunda separação, com

o conteúdo de microalgas e efluente de duas bombonas de 200 L obteve-se aproximadamente

45 L de microalgas, após a secagem obteve-se 160 g de microalgas secas. Do total das duas

separações, 224 g foram utilizadas para aplicação no substrato como fertilizante, divididas em

duas aplicações de 112 g cada, e 30 g foram enviadas para caracterização das microalgas. As

microalgas secas foram moídas em almofariz até a obtenção de um pó fino, pesadas em

balança de precisão e armazenadas em frascos até a aplicação no substrato. No fluxograma da

Figura 1 estão apresentadas as etapas até obtenção das microalgas secas e moídas.
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Figura 1 - Fluxograma da obtenção das microalgas para uso como fertilizante orgânico.

Fonte: Autor.

3.1.2 Amaranthus cruentus L. cv. BRS Alegria

Foram utilizadas sementes de Amaranthus cruentus L. cv. BRS Alegria,

fornecidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA). BRS Alegria é

uma cultivar de Amaranthus cruentus desenvolvida pelo 13º Centro de Pesquisa Agrícola de

Cerrados, originada da estirpe A. cruentus AM 5189 dos Estados Unidos (SPEHAR et al.,

2003).
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3.2 CONDIÇÕES DE CULTIVO

O experimento foi conduzido na casa de vegetação localizada junto ao

Departamento de Ciências Biológicas no Campus da UNESP Bauru, sob condições

fotoperiódicas naturais e temperatura média mínima e máxima de 17 e 33°C, respectivamente.

Foram utilizados vasos de 4 L preenchidos com vermiculita até 1 cm da borda.

Foram estabelecidos 5 tratamentos com 8 vasos por tratamento (Fig. 2):

● T1: Controle 70% Long Ashton + 0 g microalgas;

● T2: Controle 20% Long Ashton + 0 g microalgas;

● T3: solução de Long Ashton 20% + 2 g de microalgas secas;

● T4: solução de Long Ashton 20% + 4 g de microalgas secas;

● T5: solução de Long Ashton 20% + 8 g de microalgas secas.

Figura 2 - Fluxograma do experimento em casa de vegetação.

Fonte: Autor.
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Foram aplicados 250 ml da solução nutritiva de Long Ashton (HEWITT, 1966)

em cada planta nas concentrações estabelecidas para cada tratamento três vezes na semana

durante todo o período experimental.

Como tratamentos controles, utilizamos solução nutritiva de Long Ashton

(HEWITT, 1966) 70% e 20% na ausência de microalgas (T1 e T2). Em experimentos

anteriores com o amaranto e outras plantas, observou-se um crescimento desejável com a

aplicação da solução nutritiva 70%, e é esperado um menor desenvolvimento nas plantas que

receberem 20% de todos os nutrientes quando comparadas com 70% (CECHIN et al., 2019).

Nos tratamentos que receberam microalgas (T3, T4 e T5), a aplicação das

microalgas secas e moídas ocorreu em dois momentos. A primeira aplicação de microalgas

ocorreu 20 dias antes do plantio das sementes, as microalgas secas e moídas foram espalhadas

pela vermiculita e misturadas superficialmente com auxílio de um palito.

Após 20 dias da primeira aplicação das microalgas, as sementes de A. cruentus

L. foram semeadas. As sementes foram espalhadas na região central do vaso e receberam uma

fina camada de vermiculita. Duas semanas após o plantio foi realizado o desbaste das plantas,

mantendo somente um indivíduo por vaso.

A segunda aplicação das microalgas ocorreu 24 dias após o plantio, nas

mesmas quantidades da primeira aplicação para cada tratamento. As microalgas foram

espalhadas sobre a superfície do substrato e cobertas com uma fina camada de vermiculita.

A quantidade de microalgas aplicadas foi determinada de acordo com análises

prévias feitas com microalgas cultivadas nos mesmos parâmetros, posteriormente foi realizada

a análise de nutrientes das microalgas utilizadas.

3.3 MEDIDAS DE CRESCIMENTO

A partir do 28º dia após o plantio, foram iniciadas as medidas de crescimento.

Foram medidas semanalmente a altura (cm), diâmetro do caule na altura dos cotilédones

(mm) e o número de folhas produzidas visíveis sem manipulação da planta. Para as medidas

de altura foi utilizada régua milimetrada, medindo a planta do nível do substrato até o último

nó visível, e para as medidas de diâmetro do caule foi utilizado um paquímetro digital
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(KingTools), medindo o diâmetro na altura dos cotilédones ou de sua cicatriz após caírem.

Foram feitas medidas por 5 semanas, de 24 de maio a 21 de junho de 2021.

3.4 MEDIDAS DE TROCAS GASOSAS

As medidas de trocas gasosas foram feitas no 44º dia após o plantio. Essas

medidas foram realizadas posteriormente pois era necessário que as folhas das plantas

atingissem uma área de no mínimo 6,25 cm para utilização do analisador de gás por

infravermelho (LCpro, ADC, Hoddesdon, UK) para realização das medidas de fotossíntese.

As medidas foram realizadas na folha mais jovem totalmente expandida, dentro

da casa de vegetação no período da manhã, entre 8 h - 10 h sob condições ambientes de

temperatura, pressão parcial de CO2 e pressão de vapor de água do ar. Radiação

fotossinteticamente ativa de 1000 µmol m-2 s-1 foi suprida por uma lâmpada acoplada à

câmara foliar. A folha foi mantida sob esta intensidade até alcançar uma taxa fotossintética

estacionária. Foram coletados dados de fotossíntese (A), condutância estomática (gs),

transpiração (E) e concentração de CO2 na cavidade subestomática (Ci). A partir destes dados

calculamos a eficiência instantânea do uso da água (EiUA) através da relação A/E, relação

entre a taxa fotossintética e a taxa transpiratória.

3.5 DETERMINAÇÃO DA MASSA FOLIAR ESPECÍFICA

Para a determinação da massa foliar específica (MFE) foram coletados 4 discos

por planta com área (A) de 1,68 cm2 de 5 plantas de cada tratamento. Estes discos foram secos

em estufa de circulação forçada de ar a 65°C até a obtenção de peso constante. Após a

secagem os discos foram pesados em balança analítica para obtenção da massa seca dos

discos (MS). Para determinação da MFE foi aplicada a equação:

,𝑀𝐹𝐸 = 𝑀𝑆/𝐴

onde A é a área dos 4 discos e MS é a massa seca dos discos.
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3.6 ANÁLISE DE PIGMENTOS FOTOSSINTÉTICOS

Para as análises de pigmentos fotossintéticos foram coletados de cada planta (5

plantas por tratamento) 3 discos com área de 1,68 cm2. Estes discos foram homogeneizados

em um almofariz contendo acetona 80%, o extrato dos discos foi colocado em tubos falcon de

15 ml, os tubos foram completados até 9 ml com acetona 80% e centrifugados por 5 minutos a

5000 rpm. Os sobrenadantes foram transferidos para balões volumétricos e o volume

completado com acetona 80% até atingir 10 ml. As leituras de absorbância foram efetuadas

em espectrofotômetro (NANOCOLOR® UV/VIS II).

A partir das leituras de absorbância nos comprimentos de onda 663 nm, 647

nm e 470 nm, foram calculadas as concentrações de clorofila a, clorofila b e carotenoides por

meio das fórmulas de Lichtenthaler (1987).

3.7 MEDIDAS DE MASSA SECA DA PARTE AÉREA

Após a realização das análises de pigmentos fotossintéticos e determinação da

MFE, as plantas foram coletadas separando-as em folhas, caule e inflorescência. As partes

separadas foram colocadas em sacos de papel identificados e posteriormente secas em estufa

de circulação forçada de ar a 65°C até a obtenção de massa constante. Utilizando uma balança

de precisão foi determinada a massa seca de cada uma das partes das plantas para obtenção da

massa seca da parte aérea.

3.8 DETERMINAÇÃO DO CONTEÚDO DE NUTRIENTES FOLIARES E
CARACTERIZAÇÃO DAS MICROALGAS

Para cada tratamento foram selecionadas as folhas da região mediana até o

ápice da planta, descartando-se folhas em início de senescência, para as análises de micro e
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macronutrientes. Estas folhas foram separadas durante as medidas de massa seca da parte

aérea e após a pesagem as folhas foram trituradas em moinho.

Juntamente com as microalgas secas separadas para análise de nutrientes, as

folhas trituradas foram enviadas para o Laboratório de Solos, situado no Departamento de

Solos e Recursos Ambientais da Faculdade de Ciências Agronômicas/UNESP/Botucatu, para

determinação dos teores foliares de macro e de micronutrientes pelo semi micrométodo

Kjeldahl após digestão das amostras com ácido sulfúrico de acordo com Malavolta et al.

(1997), e determinação dos macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S), micronutrientes (Na, Cu,

Fe, Mn, Zn e Na), pH, matéria orgânica (MO) e a relação C/N das microalgas, por meio da

metodologia do Manual de Métodos Analíticos Oficiais para Fertilizantes e Corretivos

(BRASIL, 2017).

3.9 ANÁLISES ESTATÍSTICAS

As análises estatísticas foram feitas a partir de uma Análise de Variância

simples (ANOVA), usando o software SPSS/PC 9.0 para Windows. Mudanças quantitativas

nas diferentes variáveis foram analisadas através de um teste de múltipla comparação para

determinar diferenças entre os tratamentos ao nível de 5% de significância. Foi utilizado o

teste de diferença mínima significativa (DMS) para variâncias iguais presumidas e o teste

Games-Howell para variâncias iguais não presumidas.

As análises estatísticas para número de folhas foram realizadas após

transformação dos valores das amostras em , para construção dos gráficos foram𝑥 + 0. 5

utilizados os valores reais. Os gráficos foram gerados através do programa OriginPro 8.5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 NUTRIENTES MICROALGAIS

De acordo com Giafferis, Barros e Oliveira (2014), o esgoto sanitário coletado

da ETE do distrito de Tibiriçá recebe despejo clandestino de esgoto oriundo de criações de

suínos e, devido a grande quantidade de nutrientes oriundos desse despejo clandestino, o

esgoto pode ser caracterizado como esgoto sanitário de alta carga, sendo um aspecto que

interfere no cultivo das microalgas pois dependendo das características ambientais e da água

residuária utilizada no cultivo das microalgas, suas características, composição de nutrientes e

produção podem variar (CHEW et al., 2018). A caracterização das microalgas utilizadas

como fertilizante neste experimento (Tabela 1) mostra que seu conteúdo de nutrientes é

desbalanceado em relação às necessidades da planta (Tabela 2). A biomassa dessas microalgas

possui um conteúdo adequado de nitrogênio (N, 57 g kg-1), cálcio (Ca 6,8 g kg-1), fósforo

(P2O5 14,2 g kg-1) e enxofre (S 4,0 g kg-1), enquanto o potássio (K 5,2 g kg-1), o magnésio (Mg

3,1 g kg-1) e o manganês (Mn 102 mg kg-1) possuem concentração abaixo das necessidades do

amaranto e outros vegetais (RAIJ et al., 1997). Em relação aos micronutrientes, o

desequilíbrio se mostra pelo conteúdo de sódio (Na 20803 mg kg-1), ferro (Fe, 5725 mg kg-1),

zinco (Zn 2925 mg kg-1) e cobre (Cu 202 mg kg-1) serem bastante elevados de acordo com os

parâmetros do amaranto e da maioria das culturas comerciais (DE BONA et al., 2016;

RESENDE, 2004), como é possível observar na Tabela 2.

Tabela 1 - Caracterização da biomassa de microalgas utilizada como fertilizante.
Constituintes Macronutrientes (g kg-1) Micronutrientes (mg kg-1)

pH 7,8 N 57 Na 20803
Umidade (%) 7 P2O5 14,2 Cu 202
COseca 43 K2O 5,2 Fe 5725
Relação C/N 7/1 Ca 6,8 Mn 102
MO (%) 72 Mg 3,1 Zn 2925
    S 4    

Fonte: Autor.
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Quando comparamos o conteúdo de nutrientes das microalgas com a faixa de

nutrientes foliares de diferentes cereais e leguminosas podemos analisar a adequação das

microalgas como fonte de nutrientes para estes vegetais (Tabela 2). Considerando a

concentração de nutrientes foliares, as microalgas cultivadas em esgoto sanitário neste

experimento se mostram uma boa fonte de N, P, Ca, S, Cu, Fe e Zn, uma vez que a

concentração destes nutrientes, principalmente os micronutrientes, é considerada acima do

adequado para todos os vegetais que foi feita essa comparação. Para o amaranto o K, Mg e

Mn das microalgas não atingem o teor de nutrientes foliares adequado, para os valores

atribuídos ao trigo, ao milho e à soja somente o K fica abaixo do necessário, e para o

amendoim o K e Ca são insuficientes (Tabela 2). Por essa comparação, vemos que os

nutrientes microalgais se adequam de maneira semelhante às faixas de diferentes culturas,

tendo como principal característica a deficiência de K e o excesso de micronutrientes,

principalmente Cu, Fe e Zn.

Tabela 2 - Comparação* entre conteúdo de nutrientes das microalgas cultivadas em esgoto sanitário e nutrientes
foliares de diferentes vegetais.

Nutrientes Microalgas A. cruentus** Trigo*** Milho*** Soja*** Amendoim***

Macronutrientes
(g kg-1)

N 57,0 28,0 20 - 34 27 - 35 40 - 54 30,0 - 45,0
P 14,2 6,4 2,1 - 3,3 1,8 - 3,0 2,5 - 5,0 2,0 - 5,0
K 5,2 60,0 15 - 30 15 - 30 17 - 25 17,0 - 30,0
Ca 6,8 7,0 2,5 - 10 2,5 - 10,0 4 - 20 12,0 - 20,0
Mg 3,1 13,9 1,5 - 4,0 1,5 - 4,0 3,0 - 10,0 3,0 - 8,0
S 4,0 3,9 1,5 - 3,0 1,5 - 3,0 2,1 - 4,0 2,0 - 3,5

Micronutrientes
(mg kg-1)

Cu 202,0 15,0 5 - 25 5 - 25 10 - 30 5 - 20
Fe 5725,0 229,0 10 - 300 10 - 300 50 - 350 50 - 300
Mn 102,0 359,0 25 - 150 25 - 150 20 - 100 20 - 300
Zn 2925,0 36,0 20 - 70 20 - 70 20 - 50 20 - 60

*Amarelo - nutrientes microalgais abaixo do teor foliar; Verde - nutrientes microalgais adequados ao teor foliar;
Vermelho - nutrientes microalgais acima do teor foliar;

**Teores de macro- e micronutrientes foliares das plantas do T1 (controle 70%);
***Faixas de teores adequados de macro- e micronutrientes foliares (Raij et al., 1997).

Fonte: Autor.

O lodo produzido no tratamento de esgoto sanitário tem sua aplicação como

fertilizante mais bem estabelecida, havendo legislações próprias e mais conhecimento sobre

sua aplicação em culturas (BAIOUI et al., 2017; Resolução CONAMA 498/2020). O

conteúdo de nutrientes do lodo é elevado, e assim como observado para as microalgas os

micronutrientes estão presentes em concentrações mais elevadas, apesar disso, quando dentro
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dos parâmetros estabelecidos pela legislação para metais pesados, os lodos demonstraram ter

um efeito positivo no crescimento e produção vegetal (ANKUSH et al., 2020; BAIOUI et al.,

2017). Em determinadas abordagens o lodo é visto como uma fonte de N, P e micronutrientes

principalmente (MAÑAS; DE LAS HERAS, 2018), o mesmo ocorre para as microalgas. A

presença das microalgas pode influenciar na absorção de determinados nutrientes pelas

plantas. Como mostrado por Paula Pereira et al. (2021), a aplicação das microalgas levou a

uma maior assimilação de N pelas plantas de milho. Neste mesmo experimento foi observado

que a biomassa das microalgas também favoreceu a concentração de boro (B) e Na nestas

plantas. Adicionalmente, Renuka et al. (2017) mostrou em seu estudo que a aplicação das

microalgas aumenta a disponibilidade do conteúdo de micronutrientes do solo,

particularmente Zn, Fe, Cu e Mn. Os dados obtidos para as concentrações de nutrientes das

microalgas condizem com os autores citados, uma vez que o conteúdo de N e dos

micronutrientes citados é relativamente elevado na biomassa das microalgas cultivadas no

esgoto sanitário da ETE de Tibiriçá, podendo então ser disponibilizado para as plantas.

Os resultados das análises foliares dos tratamentos que receberam microalgas

mostram que o T5, que recebeu 8 g de microalgas superou consideravelmente os valores de

nutrientes foliares encontrados no T2 (tratamento controle 20%), chegando próximo do

conteúdo de nutrientes foliares encontrados no T1 (tratamento controle 70%). Estes resultados

indicam uma boa assimilação de nutrientes pelas plantas, além de demonstrar a

disponibilidade de nutrientes provenientes das microalgas (Tabela 3). Mesmo atingindo as

concentrações foliares de N e P do tratamento controle 70%, o T5 mostrou uma quantidade

menor de K, praticamente não diferindo do conteúdo de K do T2, além de apresentar

concentrações de Fe e Mn menores que o T2. A menor concentração destes nutrientes pode

ser um fator que contribuiu para os resultados de crescimento obtidos devido à gama de

papéis desempenhados no metabolismo vegetal. Com o aumento da biomassa principalmente

no início do experimento, a quantidade de K, Fe e Mn não acompanhou as necessidades da

planta que exige mais nutrientes conforme se desenvolve. Apesar da concentração de

micronutrientes ser elevada nas microalgas, somente os teores foliares de Zn e Na foram

significativamente maiores no T5 em relação ao T2 e T1 , e a planta não apresentou sinais

morfológicos clássicos para o estresse salino (Tabela 3). A ausência do excesso desses

nutrientes nas análises foliares dos tratamentos com microalgas pode indicar a presença de
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mecanismos de inibição de assimilação de nutrientes em excesso, ou inibição da absorção

pelas raízes.

O amaranto é uma planta C4 (subtipo NAD-ME), sendo então diferenciada das

C3 principalmente pela presença da anatomia foliar Kranz e a atividade da PEPCase na

fixação de CO2 em ácidos C4, como o malato, por exemplo (TAZOE et al., 2005). Como

grande parte das plantas C4 possui uma necessidade especial de Na em comparação com

plantas C3, sendo esta necessidade especial uma possível explicação para a maior assimilação

de Na no T5 (MURATA et al., 1992; SUBBARAO et al., 2003). Em A. tricolor foi verificado

a participação do sódio na recuperação do fosfoenolpiruvato no mesofilo dos cloroplastos

(MURATA et al., 1992), e para outras plantas C4 verificou-se que o Na faz parte da síntese de

clorofila (ANDO; OGUCHI, 1990 apud SUBBARAO et al., 2003). Além da grande

quantidade de Na na biomassa das microalgas, a menor concentração de K pode ter

favorecido a maior assimilação de Na pelas plantas do T5. Em sua forma hidratada o Na e K

possuem semelhanças químicas e estruturais, essas características podem ter levado a maior

assimilação de Na nas plantas para suprir algumas das funções do K (MAATHUIS, 2014).

Outro nutriente que pode ter sua absorção favorecida pelo conteúdo de K das microalgas foi o

Mg, isso ocorre pois existe uma natureza competitiva entre estes minerais que, quando se trata

da absorção pelas raízes, está ligada à falta de especificidade dos sistemas de absorção e à

competição por sítios ativos nas membranas (XIE et al., 2021). Essa maior absorção de Mg

em detrimento do conteúdo de K pôde ser observado em todos os tratamentos que receberam

microalgas e no tratamento controle 20% (Tabela 3).

Tabela 3 - Conteúdo de nutrientes foliares das plantas ao final do experimento.

Tratamentos Macronutrientes (g kg-1) Micronutrientes (mg kg-1)

N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn Na

T1 28 6,4 60 7 13,9 3,9 24 15 229 359 36 170

T2 20 4,6 39 7 18,7 4,9 35 9 115 252 25 160

T3 23 3,8 48 5 20,0 6,0 27 10 93 401 37 120

T4 25 5,2 39 7 19,8 3,9 36 9 82 98 39 140

T5 29 6,4 42 6 21,1 4,0 39 11 89 103 43 190
Fonte: Autor.

Apesar da elevada concentração de micronutrientes como o Cu, Fe e Mn na

biomassa de microalgas, não houve aumento acentuado nos tecidos das plantas supridas com
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essa biomassa (Tabela 3). Esses resultados podem indicar que a planta possui mecanismos

específicos para limitar a absorção destes nutrientes em excesso e evitar danos fisiológicos,

como uma das defesas apresentadas em arroz onde os genes relacionados à absorção de Fe são

suprimidos quando a planta é exposta a quantidades excessivas (AUNG; MASUDA, 2020).

Outra possibilidade é de que os micronutrientes não foram completamente liberados no solo.

De acordo com Coppens et al. (2016), as microalgas podem ser utilizadas como um

fertilizante orgânico de liberação lenta (slow-release fertilizer), disponibilizando os nutrientes

gradativamente. Visto isso, outro ponto que necessita de mais investigação é a liberação dos

nutrientes microalgais no substrato, quanto é liberado ao longo do tempo e em quais formas.

As plantas do T5 absorveram eficientemente os macronutrientes e não

apresentaram excesso de micronutrientes nas análises foliares. O motivo específico da planta

não apresentar altas concentrações de micronutrientes ainda necessita de mais investigação

para entendermos como o amaranto lida com os nutrientes em excesso no solo, se existem

mecanismos para inibir a absorção desses nutrientes, ou se as características específicas da

biomassa de microalgas influência na disponibilidade e absorção de nutrientes pelas plantas.

Visto que os sinais e sintomas foliares específicos para a deficiência ou toxidez de cada

nutriente no amaranto não são bem conhecidos seria necessário a investigação destes aspectos

para complementação da bibliografia sobre este vegetal. Caberia também a investigação do

efeito da aplicação das microalgas em plantas C3, visto que essas plantas possuem

necessidades nutricionais distintas das C4.

4.2 CRESCIMENTO E PRODUÇÃO DE MASSA SECA

O impacto da nutrição pode ser observado através das análises de crescimento

das plantas. No final do experimento, o T4 e o T5 apresentaram valores próximos em altura,

48,5 e 51,5 cm, respectivamente, superando significativamente o T2 que atingiu 40,3 cm, e o

T3 que atingiu 39,6 cm (Fig. 3A). Um padrão semelhante foi observado para o diâmetro do

caule, o T4 e T5 apresentaram valores semelhantes, 8,1 e 8,7 mm, respectivamente, valores

significantemente maiores que o diâmetro do caule do T2 que foi de 5,9 mm (Fig. 3B).

Quando calculada a relação entre altura e diâmetro (RAD) é possível observar que as plantas
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que receberam microalgas apresentaram uma tendência a investir mais em espessura do que

em altura no caule (Fig. 4). De acordo com Silva et al. (2007), plantas com valores menores

de RAD são mais resistentes às condições ambientais e possuem melhor capacidade de

adaptação no campo. Para as plantas deste experimento supridas com as microalgas, esse

maior investimento na espessura do caule pode estar relacionado à necessidade de suporte

para a grande massa de folhas produzidas (Fig. 5A).

O número de folhas produzidas no T5 alcançou o número de folhas produzidas

no T1 49 dias após o plantio, com ambos os tratamentos apresentando em média 24 folhas por

planta (Fig. 3C). Após 56 dias do plantio, o número de folhas do T5 superou o número de

folhas do T1 chegando a 26 folhas por planta, enquanto o T1 não apresentou mudança em

relação ao número anterior. Para o cv. BRS alegria o esperado para a diferenciação floral é de

30 dias após a emergência e a antese 45 dias (SPEHAR et al., 2003), devido à remobilização

de nutrientes para a produção dos órgãos reprodutivos, a produção de folhas (nomofilos) é

interrompida neste estágio (MU et al., 2021). Os resultados obtidos indicam o início do

estágio reprodutivo no T1 dentro do esperado para este cv., e um atraso nos demais

tratamentos, além de indicar a influência da nutrição no tempo de floração. No estudo de

Costa et al. (2008), observou-se que o aumento da salinidade na água de irrigação levou ao

retardo do início da floração de Amaranthus spp., um indicativo de que a maior quantidade de

Na na biomassa microalgal e a maior assimilação desse micronutriente pode ter relação com o

início tardio da fase reprodutiva nas plantas fertilizadas com as microalgas.
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Figura 3 - Medidas de altura (A), diâmetro do caule (B) e  número de folhas (C) ao longo do experimento.

Valores são a média para 8 repetições.
Fonte: Autor.

Figura 4 - Relação altura/diâmetro (RAD) no final do experimento.

Valores são a média ± erro da média para 8 repetições. Diferenças significativas (P <0,05) entre os tratamentos
são representadas por letras minúsculas diferentes.

Fonte: Autor.
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A produção de massa seca no T4 e T5 superou significativamente o T2. O T5

(8,0 g) chegou a produzir mais que o dobro de massa seca produzida no T2 (3,9 g), e produziu

somente 30% a menos em relação ao T1 (11,3 g). Os tratamentos microalgais apresentaram

um investimento de massa seca maior na produção de folhas, enquanto o T3 (51,5%), T4

(50,7%) e T5 (53,1%) tiveram um investimento de mais de 50% em folhas, o T1 (46,6%) e T2

(46,9%) tiveram um investimento próximo a 47% (Fig. 5A). De modo contrário, o T1 e o T2

apresentaram maior investimento de massa seca no caule, com investimento de 44,2 e 46,4%

de massa seca nesse órgão, respectivamente, enquanto os tratamentos com microalgas não

superaram 43,0%. O investimento em inflorescência no T1 foi o maior com 9,2%, nos demais

tratamentos ficou entre 5,6% e 6,6%. O maior investimento em folhas nos tratamentos com

biomassa microalgas pode estar relacionado ao retardamento do início da fase reprodutiva e

com o suprimento de nitrogênio. Como já mencionado anteriormente, o início da fase

reprodutiva interrompe a produção de nomofilos devido à remobilização dos nutrientes para

produção de órgãos reprodutivos, o que ocorreu no T1 visto que é o tratamento que possui

maior produção de massa seca de inflorescência. Enquanto parte da massa seca do T1 foi

investida em inflorescência, os tratamentos microalgais mantiveram seu investimento na

produção de folhas. O suprimento de nitrogênio, por sua vez, leva a maior produção de folhas

pela sua atuação na divisão e expansão celular nas folhas (ROGGATZ et al., 1999), e como já

demonstrado por Cechin et al. (2019) pelo aumento do investimento na produção de biomassa

da parte aérea.

Os tratamentos com microalgas T3 e T4, não apresentaram diferença

significativa na MFE em relação ao T2. Já o T5 apresentou MFE menor que o T2 e os demais

tratamentos com microalgas. A MFE do T5 pode estar relacionada ao maior investimento da

massa seca na expansão das folhas, desse modo menos massa fica concentrada por área,

resultando em folhas mais finas, com valores menores para MFE (Fig. 5B). Os demais

tratamentos apresentaram maior MFE, o que indica uma concentração de massa maior por

área, possivelmente devido a um menor investimento em expansão foliar. Como já

mencionado, o N tem um importante papel sobre o desenvolvimento e expansão foliar, devido

a seu acúmulo na zona de crescimento foliar (GASTAL; NELSON, 1994; LEMAIRE et al.,

2007; ROGGATZ et al., 1999). O conteúdo de N no T5 superou significativamente o

conteúdo de N no T2,chegando a ser igual ao conteúdo no T1. O maior conteúdo de N no T5,

pode ter favorecido a expansão foliar nesse tratamento, entretanto, para uma análise mais
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precisa desta variável em projetos futuros, seria necessário a inclusão da coleta de dados de

área foliar juntamente com a MFE.

Figura 5 - Partição da massa seca da parte aérea (A), massa foliar específica (B) no final do experimento.

Valores são a média ± erro da média para 8 e 5 repetições, respectivamente. Diferenças significativas (P <0,05)
entre os tratamentos são representadas por letras minúsculas diferentes.

Fonte: Autor.

Comparando o conteúdo de nutrientes do T5 (Tabela 3) com seu crescimento

(Fig. 3) e produção de massa seca (Fig. 5A), vemos que dentre os tratamentos que receberam

a biomassa de microalgas como fonte de nutrientes este foi o que apresentou os melhores

resultados nestes aspectos. A deficiência de K apresentada na biomassa algal pode ser o

principal fator limitante para o crescimento das plantas. Com o crescimento acelerado e o

aumento da produção de massa seca o conteúdo de K foi diluído nos tecidos resultando nos

valores de concentração menores que os adequados nos tecidos foliares. Neste sentido, se

observarmos o T3 que produziu menos massa seca dentre os tratamentos com microalgas

(Fig. 5A), observa-se que os teores foliares de K e S, por exemplo, são maiores que os

encontrados no T4 e T5 (Tabela 3), pois não houve a diluição dos nutrientes nos tecidos.

4.3 PIGMENTOS FOTOSSINTÉTICOS E TROCAS GASOSAS

O conteúdo de clorofila a e b dos tratamentos com microalgas não demonstrou

diferença significativa em relação ao T2 (Fig. 6A). Somente o T4 demonstrou diferença

significativa em relação ao T2 e T5, com uma concentração de clorofila a inferior ao T2.
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Diversos estudos apontam uma relação positiva do conteúdo de pigmentos fotossintéticos

com a quantidade de nutrientes supridos para a planta, principalmente o N e Mg, componentes

importantes das moléculas de clorofila (CECHIN et al., 2019; SKWARYŁO-BEDNARZ et

al., 2009). Os tratamentos que receberam microalgas não apresentaram os resultados

esperados para clorofila (a e b), esperava-se uma correlação positiva entre a quantidade de

microalgas e conteúdo de clorofila devido ao aumento do conteúdo de N e Mg. No final do

experimento, quando foram realizadas as medidas de clorofila, as folhas apresentavam

aspecto amarelado (Fig. 7), as folhas do T2, entretanto, foram as que apresentaram aspecto

menos amarelado, provavelmente devido ao menor crescimento foliar. O aspecto foliar

observado indica que a quantidade de nutrientes supridos pode não ter acompanhado a

demanda devido ao aumento da massa foliar, levando a menor síntese de pigmentos

fotossintéticos. As análises foliares mostraram que a concentração de Fe e Mn nos

tratamentos com microalgas são menores que as concentrações do T2 (desconsiderando o

valor anormal de Mn apresentado no T3). A deficiência de micronutrientes como Fe, Mn e Zn

afetam negativamente a síntese e o conteúdo de pigmentos fotossintéticos, o que já foi

demonstrado para diferentes culturas como trigo, alface e girassol (BABAEIAN et al., 2011;

KANDOLIYA; et al., 2018; ROOSTA et al., 2018; SANTOS et al., 2013). De acordo com

esses resultados, mesmo com um conteúdo foliar adequado de N e Mg as plantas que

apresentaram concentrações inadequadas de micronutrientes, como Fe e Mn, tiveram sua

produção de clorofila impactada negativamente.

A concentração de carotenóides, por sua vez, foi significativamente maior no

T5 em relação ao T2 e os demais tratamentos que receberam microalgas (Fig. 6B). Este

resultado pode estar relacionado à maior concentração foliar de Na, superando o T2. Como

demonstrado por Sarker e Oba (2019), o conteúdo de carotenoides totais tende a ser maior

quando o amaranto está sobre estresse salino moderado ou severo, quando comparado a uma

planta que não está sobre estresse salino.
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Figura 6 - Conteúdo de pigmentos fotossintéticos, clorofila a e b (A) e carotenoides (B) ao final do experimento.

Valores são a média ± erro da média para 8 repetições. Diferenças significativas (P <0,05) entre os tratamentos
são representadas por letras minúsculas diferentes.

Fonte: Autor.

Figura 7 - Aspecto visual das folhas da região média* da planta, 25 dias após o plantio (A) e 56 dias após o
plantio (B).

*Folhas n°10 a 12 no sentido acrópeto.
Fonte: Autor.

Como relatado por Cechin et al. (2019), a taxa de fotossíntese (A) possui uma

correlação positiva com o suprimento de N, plantas com maior suprimento de N apresentaram

taxas mais altas de A. Nos tratamentos com microalgas essa correlação não foi tão bem

expressa, uma vez que se espera que os tratamentos que receberam mais algas possuam mais

N, porém não se observou uma relação de aumento na taxa de A com o aumento da
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quantidade de microalgas (Fig. 8A). O T3 e T5 superaram a taxa de fotossíntese do T2, o T4

entretanto foi o tratamento com os menores valores para A.

A condutância estomática (gs) geralmente possui correlação positiva com A

(CECHIN et al., 2019), tratamentos com maiores taxas de gs podem apresentar maior A, pois

a condutância estomática é uma medida que expressa a abertura dos estômatos e a capacidade

da planta em realizar as trocas gasosas, suprindo CO2 para a fotossíntese. Entretanto, em

determinados casos, mesmo que não haja limitação da gs a taxa de A é menor, indicando uma

limitação não estomática à fotossíntese. Em casos em que a fotossíntese é inibida por fatores

não estomáticos é observada uma maior concentração de CO2 na cavidade subestomática (Ci),

indicando que o CO2 que entra pelos estômatos não está sendo fixado pela fotossíntese. No

presente estudo, A e Ci apresentaram uma correlação negativa. Os dados de Ci (Fig. 8C) são

mais altos nos tratamentos com menor taxa de A, isso ocorre pois o CO2 absorvido pela planta

via estômatos não está sendo convertido na fotossíntese e se acumula na cavidade

subestomática. Analisando as taxas de A, gs e Ci coletados para os tratamento com microalgas

(Fig. 8), é possível observar que no T3 não há inibição da fotossíntese, já no T4 e T5 há uma

limitação não estomática de A, provavelmente causada pela redução na síntese dos pigmentos

fotossintéticos e fatores nutricionais.

É possível que, devido ao crescimento acelerado característico do amaranto, a

segunda aplicação de microalgas não tenha sido suficiente para suprir as necessidades

nutricionais da planta devido ao seu rápido consumo de nutrientes e a maior produção de

massa seca. O T3 teve uma produção de massa seca semelhante ao T2, porém com um

investimento maior em folhas, portanto, mesmo que o conteúdo de clorofila também seja

semelhante nestes tratamentos, o A no T3 foi superior, sendo semelhante ao A do T1. No T4 e

T5, a produção de massa seca foi maior, com grande investimento na produção de folhas,

entretanto, o suprimento nutricional não foi suficiente e os nutrientes ficam diluídos nos

tecidos. Devido a estas deficiências nutricionais o conteúdo de clorofila nestes tratamentos foi

menor, um dos motivos para uma menor A. Outro fator está relacionado especificamente ao

conteúdo de Mn. O Mn é um componente do PSII, especificamente o complexo Mn4Ca age na

oxidação da água. A deficiência desse micronutriente reduz a quantidade de complexos de

Mn, levando à desestabilização e degradação do PSII por estresse oxidativo, impactando

diretamente a taxa fotossintética (SCHMIDT et al., 2016). A degradação deste fotossistema
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afeta a estrutura dos tilacoides e desencadeia a degradação de clorofila, numa cascata de

reações que levam a menor eficiência fotossintética (ALEJANDRO et al., 2020).

A transpiração (E) no T5 foi a mais elevada dentre todos os tratamentos (Fig.

8D), esse resultado está relacionado à maior gs neste tratamento (Fig. 8B), pois com os

estômatos abertos a perda de água pela E se torna maior. Nos demais tratamentos não foram

observadas diferenças significativas para E em relação ao T2. A maior gs no T5 pode estar

relacionada a seu conteúdo elevado de Zn que superou o conteúdo apresentado nos

tratamentos controle (T1 e T2). Esse micronutriente essencial demonstrou ter grande

influência na regulação da abertura estomática e na condutância estomática, apesar disso o

mecanismo pelo qual o Zn age na regulação destes processos necessita de maiores regulações

(KHEIRIZADEH AROUGH et al., 2016; UMAIR HASSAN et al., 2020; ZINZALA et al.,

2019). Diferentes estudos demonstraram o impacto negativo da deficiência de Zn na

condutância estomática, dentre as culturas estudadas estão o trigo (KHEIRIZADEH

AROUGH et al., 2016), grão de bico (KHAN et al., 2004), e arroz (ZINZALA et al., 2019).

Para todas as culturas citadas foi demonstrada uma diferença significativa na gs entre plantas

deficientes e plantas com suprimento adequado de Zn.

O T4 e T5 apresentaram uma eficiência instantânea do uso da água (EiUA)

igual ao T2. O T3 apresentou EiUA maior que o T2, com resultado igual ao T1. Devido à

maior perda de água pela E no T5, juntamente com a menor A, o T5 foi um dos tratamentos

com menor EiUA, juntamente com o T4, T2, quando comparado com T1 (Fig. 9). O T4 não

teve uma E tão elevada, entretanto, a A nesse tratamento foi menor, levando também a uma

baixa EiUA. Por outro lado, o T3 que apresentou E igual ao T2 e T4, e maior A, possui um

resultado maior para EiUA, igualando-se ao T1. Pelo resultado demonstrado no T3 verifica-se

que a A foi o fator com maior influência na EiUA. A EiUA é a medida que expressa a

assimilação líquida de carbono pela fotossíntese (A) e a taxa de transpiração de água (E), ou

seja, quanto CO2 a planta assimila por unidade de água perdida. Os diferentes fatores que

afetaram o conteúdo de clorofila e as trocas gasosas, culminaram numa menor eficiência no

uso da água no T4 e T5, contudo estes tratamentos apresentaram EiUA igual ao T2. Dentre

estes fatores o conteúdo desbalanceado de micronutrientes foi o mais claramente associado

aos resultados.
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Figura 8 - Fotossíntese (A, A), condutância estomática (gs, B), concentração de CO2 na cavidade subestomática
(Ci, C) e transpiração (E, D),  44 dias após o plantio.

Valores são a média ± erro da média para 8 repetições. Diferenças significativas (P <0,05) entre os tratamentos
são representadas por letras minúsculas diferentes.

Fonte: Autor.

Figura 9 - Eficiência instantânea do uso da água (EiUA).

Valores são a média ± erro da média para 8 repetições. Diferenças significativas (P <0,05) entre os tratamentos
são representadas por letras minúsculas diferentes

Fonte: Autor.
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5 CONCLUSÕES

A partir das análises de nutrientes realizadas para a biomassa de microalgas

vemos que os nutrientes microalgais se adequam de maneira semelhante às faixas de

diferentes culturas, tendo como principal característica o conteúdo adequado de N e P, a

deficiência de K e o excesso de micronutrientes, principalmente Cu, Fe e Zn. Com isso, as

microalgas demonstram ser uma boa fonte de N, P e micronutrientes, podendo ser uma boa

fonte para uma substituição parcial da fertilização química. No entanto, são necessárias mais

investigações a respeito da liberação e disponibilidade dos nutrientes microalgais no

substrato, principalmente os micronutrientes. De forma geral, foram observados efeitos

positivos da aplicação do fertilizante orgânico microalgal no cultivo de A. cruentus L. O

impacto da nutrição pelas microalgas foi demonstrado por meio das medidas de crescimento e

trocas gasosas das plantas, por estes resultados foi observado que a aplicação de microalgas

em substratos pobres (simulado no T2) promove bons resultados no crescimento e produção

de massa seca do amaranto no T4 e T5, favorecendo significativamente a produção de folhas.

Apesar disso, os resultados de trocas gasosas e pigmentos fotossintéticos no T4 e T5 não

diferiram significativamente do T2, demonstrando o possível efeito da indisponibilidade de

micronutrientes como Fe e Mn, e da quantidade insuficiente de aplicação de microalgas. O T3

por outro lado, que apresentou uma menor produção de massa seca, apresentou uma maior A,

superando o T2, demonstrando o efeito da diluição dos nutrientes nas plantas com mais massa

seca. Em estudos futuros seria necessária a investigação de diferentes doses e aplicações das

microalgas, para atingir os parâmetros ótimos para o amaranto. Além disso, são necessários

novos estudos para investigar diferentes efeitos das aplicações da biomassa de microalgas em

plantas C3 e C4, visto que essas plantas possuem necessidades nutricionais distintas,

principalmente em relação ao Na, um micronutriente abundante na biomassa das microalgas.
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