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RESUMO

O seguinte trabalho trata-se da producéo de um biofertilizante produzido a base de
microalgas e testado em germinacao de alface (Lactuca sativa). Amostras de algas,
foram coletadas e em seguida transferidas e cultivadas em frascos de vidros, de em
média 5L, recebendo ventilagcdo e luz natural, estimulando a floracdo, e assim as
cepas das microalgas foram cultivadas utilizando o meio de cultivo WC (Guillard,;
Lorenzen, 1972). Apés o crescimento da massa inicial, e floracdo maxima, o contetdo
foi misturado para utilizacao direta para o processamento. Utilizando caixas gerbox,
foram colocados dois papeis mata-borrao por caixa e umedecidos com 0, 3, 6 e 9 mL
do biofertilizante e 13, 10, 7 e 4 mL de agua destilada respectivamente, sendo 4
tratamentos com 5 repeticbes, em seguida foram colocadas na B.O.D. com
fotoperiodo de 12 horas e temperatura constante de 25 °C (BRASIL, 2009). A primeira
e a segunda leitura foram realizadas respectivamente a 4 e 7 dias ap0s a implantacéo
na B.O.D. (BRASIL, 2009). Nao houve significancia nos tratamentos com a utilizagéo
do biofertilizante a base de microalgas, porém o grupo 2 teve mais plantas germinadas
do que o grupo 3 e 4, mas sem significancia estatistica.

Palavras-chave: Algas. Fertilizante. Floracdo. Inoculante.



ABSTRACT

The work presented the production of a biofertilizer produced based on microalgae and
tested on lettuce (Lactuca sativa) germination. Algae samples were collected,
consumed and cultivated in glass bottles, receiving ventilation and natural light,
stimulating humidity, and the microalgae strains were cultivated using the WC
cultivation medium (Guillard; Lorenzen, 1972). After the initial dough had grown, and
with maximum simplicity, the contents were mixed for direct use for processing. Using
gerbox boxes, two blotting papers were placed per box and moistened with 0, 3, 6 and
9 mL of biofertilizer and 13, 10, 7 and 4 mL of distilled water respectively, with 4
treatments with 5 replications, then they were Placed in B.O.D. with a 12-hour
photoperiod and constant temperature of 25 °C (BRASIL, 2009). The first and second
readings were carried out respectively 4 and 7 days after implantation in the B.O.D.
(BRAZIL, 2009). As a result, there was no significance in the treatments using
microalgae-based biofertilizer, but group 2 had more germinated plants than groups 3
and 4.

Keywords: Algae. Fertilizer. Flowering. Inoculant.
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1.0 INTRODUCAO

A constante ampliacdo em massa da populacao terrestre e a adoc¢ao de dietas
ricas em calorias, representam uma pressdo aos recursos da Terra, levando em
consideracdo uma priorizacdo de quantidade e ignorando a qualidade de alimentos
(Tilman, et. al. 2002). Nos proximos anos, sera um desafio crucial atender as futuras
necessidades de alimentos sem causar maior degradacédo ambiental (Godfray, et al.
2010; Odegard e van der Voet 2014).

O uso excessivo e desenfreado de agrotoxicos € considerado um dos principais
fatores da degradacdo ambiental, pois contamina o solo, rios, lagos e o lencol freético,
além de varios estudos que comprovam serem um mal potencial a saude, tornando-
0s cada vez mais perigosos ao meio ambiente. Os agrotoxicos dificultam a fixacao de
nitrogénio pelos microrganismos que habitam o solo, tornando-o mais empobrecidos,
por conta desses problemas associados ao uso e consumo de agrotdxicos, cada vez
mais surgem iniciativas de conscientizacdo em relacdo a essas substancias
(Margalith, 1999).

A utilizacéo de fertilizantes a base microbiana surgem como uma alternativa &
aplicacOes exageradas e improprias de fertilizantes quimicos, uma vez que nas ultima
décadas houve aumento significativo de seu uso e também o reconhecendo dos
danos que podem causar ao meio ambiente, e além disso, pelo maior aprendizado
entre planta e todo o solo microorganismos que ocorrem na rizosfera (Vessey, 2003).

Se torna um desafio aos produtores e pesquisadores encontrar solucdes
inovadoras que minimizem 0s insumos quimicos, acarretando em uma diminuicéo de
riscos ao meio ambiente e a saude, e obtenham alimento de melhor qualidade para a
sociedade ( Foley, et al. 2011).

Os beneficios de usar os biofertilizantes trazem diversas vantagens, uma vez
que promove o fornecimento de melhores condi¢bes fisica para nutricdo e o
desenvolvimento das plantas, possibilitando colheitas mais produtivas, com
comportamentos semelhantes aos relatados na adubacéo convencional e, além disso,
promove a producdo de produtos inofensivo e de maior valor nutricional para
consumidores e do ponto de visdo agronémica promover substancias promotores de

crescimento chamados fitohorménios e metabdlitos secundarios que melhoram a



germinacao e resisténcia da planta ao ataque de insetos e doencas (Pulz & Gross,
2004).

Nesse sentido, essa estratégia de buscar melhorias de baixo custo e que busca
trabalhar com agentes biolégicos merecem mais notoriedade, sem contar que ha
caréncia de estudos com algas na agricultura, por isso € importante buscar novos
métodos, para a utilizacdo das mesmas (Gadd et al. 2008).

Apresentar a producdo de um biofertilizante, produzido com microalgas, e

testado como potencial produtivo ha germinacéo de alface.



2.0 REVISAO DE LITERATURA

Algas para enriquecimento do solo é conhecido ha décadas, mas os ultimos
anos tem se destacado e se intensificado em varios os estudos com a producao de
biofertilizantes a partir de microalgas. As microalgas sdo organismos unicelulares ou
coloniais fotossintéticos e estdo naturalmente presentes em diversos ambientes
aguatico/umidos, sendo estas utilizadas para a producdo de uma imensidade de
bioprodutos, com muito destaque na industria farmaceutica, e como suplementos
alimentares, racao animal, biocombustiveis, 6leos, pigmentos e polimeros (Perez-
Garcia et al., 2011; Trichez et al, 2019).

O uso de microalgas na producdo de biofertilizantes surgiu como uma
contribuicdo da biotecnologia e como uma opc¢ao promissora devido a sua capacidade
multifuncional, eficiéncia fotossintética e capacidade de fornecer nitrogénio em formas
disponiveis para as plantas, entre outras (Garcia-Orellana et al., 2016). Além disso,
existem varios estudos que mostraram que alguns extratos de microalgas aumentam
o crescimento das culturas por meio de reguladores de crescimento (auxinas,
giberelinas e citocinas) e em altos niveis de macro e micronutrientes, essenciais para
as plantas (Tarakhovskaya et al., 2007).

O biofertilizante € uma alternativa viavel e importante para a conquista de
desenvolvimento agricola ecologicamente sustentavel, propondo uma producédo a
baixo custo sem os efeitos poluentes para o0 meio ambiente, contribuindo para a
conservagao do solo do ponto de vista da fertilidade e biodiversidade, e reduzindo o
impacto ambiental causado pelo uso excessivo de fertilizantes quimicos (Ramos e
Terri, 2014).

Estudos tem demonstrado a eficiéncia da utilizagdo da microalga Chlorella
sp. como modelo na producédo de biofertilizantes (Faheed & Fattah 2008; Trishna
Mahanty, 2017). Especificamente, foi observado que as microalgas do
género Chlorella sp. produzem fitohorménios correspondente as citocininas,
caracterizada como isopenteniladenina, zeatina e seus ribosideos conjugados, que
influenciam a diviséo e diferenciacao celular, e sdo valiosos no desenvolvimento do
cloroplasto, dominancia apical e retardo da senescéncia. Para producdo de

biomassa, Chlorella vulgaris se mostrou uma das mais adequadas, por ser resistente



a contaminantes e ndo necessitar de grandes quantidades de nutrientes produzindo

alta quantidade de biomassa (Yeh; Chang, 2012).



3.0 MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta e cultivo das algas

A coleta de algas (figuras 1 (A, B e C)) para a producéo do biofertilizante, foi
realizada em uma lagoa com dejetos da suinocultura do Campus, que serve como

lagoa para o biodigestor.

Figura 1: Coleta de algas. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

Foram coletadas amostras em potes e frascos de vidros, estas foram tampadas
e levadas para o laboratorio de biologia vegetal do IFGoiano Campus Ceres. Em
seguida, os potes foram abertos e colocados proximos as janelas, deixando-as meio
abertas, para entrar uma ventilagdo e recebendo luz, estimulando a floragcdo, assim
as cepas das microalgas foram cultivadas utilizando o meio de cultivo WC (Guillard;
Lorenzen, 1972), que consiste no cultivo autotréfico as microalgas com utilizagdo de
luz e carbono inorganico como fonte de energia para producédo de energia quimica
através da fotossintese (Chen et al., 2011).

As cepas contendo Chlorella vulgaris, apés identificacdo no microscoépio e
observacgéo do crescimento da massa inicial, e da floragdo méaxima, foi preparada para
utilizacao direta para o processamento do biofertilizante. Onde o liquido com a cultura
foi transferido para recipiente menor, com a agua que 0 mesmo estava sendo

cultivado, e misturado para estar uniforme e coletado para a inicia¢cdo dos processos.

3.2 Contagem de células

Para o processo de estimativa da contagem de células, foi utilizado 10 ml de
amostra pura, ou seja, retirada diretamente do frasco cultivado. Entdo utilizamos o
VORTEX Mixer (Figura 2), por 1 minuto ligado e vibrando, para obtermos uma
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homogeneizacdo da amostra, como ilustra na figura 4. Ap6s a homogeneizacdo da
amostra, foi utilizado uma micropipeta para a coleta de 100nL, e colocado sobre a

camara de Neubauer para a realizacao da contagem direta das algas (figura 3).

Figura 3: Coleta da amostra com micropipeta. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

A contagem de célula foi realizada na camara de Neubauer (Figura 3), sendo a
contagem feita da esquerda para a direita, seguindo um movimento de zig zag, e foi
contado as células que cairam na linha esquerda, superior e no interior das
quadriculas, porém, as linhas de direita e inferior das quadriculas ndo foram contadas,

de acordo com o protocolo de (Morandi; Almeida, 2010).



Figura 4: Camara de Neubauer. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

A contagem segue a metodologia proposta por Morandi & Almeida( 2010). Foram
contados 81,8 células (niumero médio contado no grande quadrado central em ambos
os lados do camara), onde se estima que em em 4 nL ou 0,004 uL, (1.000uL) tera
aproximadamente :

2,0 x 107 células mL (81,8 x 1.000) / 0,004 = 20.450.000 célula totais.

3.3 Utilizag&o do biofertilizante na germinacéao

Para iniciacdo dos testes foi realizado a higienizacao do local a ser trabalhado,
com agua destilada e com alcool 70%. Os testes de germinacdo foram utilizadas as
caixas transparente de acrilico (gerbox), com as dimensfes 11x11x3,5 e utilizadas
duas folhas do papel mata-borréo para cada caixa gerbox, com isso, 0s mesmas foram
umedecidas com gquantidade de agua destilada e junto com diferentes doses do
biofertilizante correspondente a 2,5 vezes o peso do papel seco.

A pesagem do papel mata-borréao (figura 5) é feito para ser definido o volume
de agua destilada e biofertilizante, a serem utilizados, foram pesadas 10 folhas de
papel, e o peso é divido por 5 para saber o peso dos 2 papeis que vao por cada caixa
gerbox, e multiplicado por 2,5 para saber quantidade de mL que vao por cada caixa
(BRASIL, 2009), totalizando em 13mL.



Figura 5: Pesagem do papel mata-borréo seco. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

Foi realizado a selegéo da cultivar Lactuca sativa L (alface americana), marca
Feltrin sementes, sendo a taxa de germinacdo 99%, com isso, as sementes foram
distribuidas em papel germitest tratados e ndo tratados com extrato de algas
(biofertilizante), adicionado entdo o extrato de algas em diferentes concentragdes:
pouca concentragdo; média concentracdo; e em alta concentragdo, sendo o grupo 2,
3 e 4, recebendo respectivamente 3, 6 e 9 mL do biofertilizante.

As aplicagbes de microalgas foram divididas, aplicadas com 4 tratamentos
diferentes e com 5 repeticdes, os grupos 1,2, 3, e 4 receberam respectivamente OmL,
3mL, 6mL e 9mL de microalgas e 13, 10, 7 e 4 mL de agua destilada.

As amostras também foram submetidas ao pHmetro, as amostras 2, 3 e 4,
sendo elas contendo 3, 6 e 9 mL do biofertilizante, foram constatado pH 8,80 da
amostra 1, 8,88 da amostra 2 e 8,97 da amostra 3.

Posteriormente as sementes foram dispostas na parte superior dos
papeis, sendo 50 sementes por caixa (figura 6), e em seguida, as mesmas foram
tampadas com plastico filme transparentes e levadas para o germinador tipo B.O.D
(figura 7), com fotoperiodo de 12 horas de luz e temperatura constante de 25°C
(BRASIL, 20009).
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Figura 7: Caixas disposta na B.O.D. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

3.4 Leitura das taxas de geminagéo
A primeira leitura de germinacéo da alface deve ser realizada 4 dias ap6s
a implantacdo da semente, e posteriormente, com 7 dias apds a implantacdo das
mesmas. Assim na primeira leitura foram consideradas apenas as plantas normais,
aguelas cuja mostram potencial para continuar seu desenvolvimento, ou seja, plantas
com o sistema radicular e a parte area bem desenvolvidos (Brasil, 2009).
No sétimo dia foi realizado a segunda leitura, da qual foi analisado plantas
normais, plantulas anormais e sementes dormentes. Plantulas anormais sédo aquelas

gue ndo mostram potencial para continuar um desenvolvimento e dar origem a plantas
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normais, ou seja, plantas danificadas, deformadas, deterioradas, sistema radicular
atrofiado ou ausente. Sementes dormentes sao as que nao germinaram, mesmo tendo
as condicdes especificas para a espécie no teste.

Para as andlises estatisticas comparamos a taxa de germinacdo ao teste
usando o teste de tukey a 1% de probabilidade de erro, a 5% de significancia no

programa R.

10



4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1: Tabela de significancia.

p-valor
Fonte de Variacéo TPG PA PD
Dose 0,056" 0,0038** 0,0082™
CcVv 17,25% 30,98% 27,17%

nS= ndo significativo, *= Significativo. As médias foram comparadas pelo Teste de

Tukey a 1% de probabilidade de erro (<0,01)
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023

As porcentagens de TPG (teste padréo de germinacao) utilizando doses de 0 e
3 mL de microalgas foram de 63,60% e 63,20% e observando as doses mais altas de
microalgas, sendo elas de 6 e 9 mL, é observado a porcentagem diminuindo
respectivamente, 51,60% e 48,80%. Sendo assim, apds analisadas as taxas de
germinacao, ndo houve diferencas significativas (Tabela 1) entre o controle e as

amostras submetidas aos diferentes tratamentos.

A curva de regressao (Grafico 1) mostra um ajuste linear, em uma reta linear
cujo equacao de primeiro grau, das trés variaveis, que séo elas TPG (teste de padrdo
germinacao); PA (plantas anormais) e PD (plantas dormentes). Os pontos indicados
no gréafico sdo as médias de cada dose aplicada, que sdo utilizadas as médias para
realizar a curva de regresséo. E informado no gréafico 1, que quanto maior as doses,
menor foram a porcentagem de plantas germinadas e maior o numero de plantas
dormentes. No gréfico 1 mostra-se respectivamente no eixo da esquerda e direta, o
namero de plantas, referindo apenas a PA e PD, sendo assim, o TPG esta sendo

referido apenas em porcentagem.
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Gréfico 1: Curva de regressao.
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PA: Quadrado; PD: Losango; TPG: Circulo.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

Na literatura, ha relatos sobre o beneficio das algas nos estagios iniciais do
desenvolvimento da alface, em um estudo conduzido por Faheed e Fattah (2008), foi
observado que as sementes de alface, quando expostas a solos contendo
biofertilizantes da alga Chlorella vulgaris, apresentaram um aumento significativo na
capacidade de germinacdo. Esse efeito foi atribuido ao aumento dos niveis de
carboidratos, proteinas solUveis e amino&cidos livres, em compara¢cdo com 0 grupo
controle, esses resultados sugerem um potencial promissor do uso de algas como
biofertilizantes no cultivo de alface, apesar disso, vale lembrar que essa pesquisa
comparado a este trabalho ha diferencas, de Faheed e Fattah (2008) foi conduzida
em solo, com diferentes concentracdes, neste trabalho as algas foram processadas
em altas temperaturas.

Outro estudo conduzido por Bumandalai e Tserennadmid (2019) demonstrou o
potencial de aplicacdo de microalgas como biofertilizante para melhorar o rendimento
e a produtividade de culturas como tomate e pepino. Os mesmos conduziram 0
experimento apos as sementes serem esterilizadas com hipoclorito de sédio a 30% e
lavadas com agua destilada, foram colocadas em Placas de Petri contendo as
microalgas, avaliando-as 3°, 6°, 9° e 12° dia, as mesmas mantidas em termostato a

temperatura de 18 + 2°C sob o regime de luz de 8:16 claro e escuro por uma semana.
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Contudo, neste trabalho utilizaram métodos diferentes para aplicar as microalgas,
sendo deixadas as sementes submersas, neste mesmo trabalho ainda ressalta que
Sa0 necessarias mais pesquisas para entender a composicdo bioquimica das
microalgas e o estagio fenoldgico das culturas que podem influenciar o momento e a
qguantidade de microalga aplicada como bioestimuladora de germinacao.

No entanto, € importante destacar que ainda h& poucos artigos publicados sobre
a aplicacdo das microalgas como estimuladores na agricultura. Ainda ndo ha uma
orientacdo clara sobre a melhor forma de utilizar os extratos de microalgas seja a
biomassa seca ou Umida, extrato inteiro ou extragdo dos compostos bioativos. Por
isso, € imprescindivel realizar estudos agrondémicos, fisiolégicos, quimicos,
bioquimicos e moleculares para compreender como as microalgas podem ser
utilizadas como bioestimulantes para a germinacdo de sementes. Seguindo essa
linha, Ronga et al. (2019) destacam a importancia de definir protocolos precisos para
auxiliar empresas e agricultores na producéo e aplicagdo dessas microalgas.

Embora alguns estudos mostrem um aumento na massa seca de parte aérea e
raizes com o uso de bioestimulantes, os resultados variam dependendo do tipo de
planta, do tempo de aplicacdo e da forma de aplicagéo.

Em resumo, a utilizagdo de microalgas na agricultura apresenta um grande
potencial, mas ainda € uma &rea que requer mais investimento em pesquisa e
desenvolvimento. Com mais estudos e avancos tecnoldgicos, € possivel que as
microalgas se tornem uma solucéo sustentavel e eficaz para melhorar a produtividade

agricola.
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5.0 CONSIDERACOES FINAIS

As doses do biofertilizante a base de microalga utilizado nessa pesquisa nao
houve resultados significativos, a vista disso, ndo promoveram melhorias na
germinacao da alface.

Sendo assim, é notdrio que é uma area importante, porém, carece de estudos,

necessitando entdo de mais pesquisas
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