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Resumo

Oceanos e mares formam uma grande massa de &gua que comporta uma vasta
biodiversidade e representa uma importante fonte natural de recursos para 0 Homem, o que
tem levado a que cada vez mais se invista em estudos para desenvolver mais a economia

ligada ao mar.

Hoje em dia sdo vérios os estudos que tém vindo a ser realizados com algas e 0s
compostos que delas advém, j& que produzem diferentes compostos e metabolitos
secundarios com diversas aplicacfes em diferentes sectores como o alimentar, o agricola, o
farmacéutico, entre outros tantos. Apesar do recurso a estes organismos ja ser ancestral, s6
recentemente se verificou um interesse mundial em se saber mais acerca das suas
potencialidades, tendo a biotecnologia de algas tomado um papel importante na
investigacao.

Vaérios estudos realizados mostram que as algas tém varios compostos bioativos e
constituintes que se mostram benéficos para o desenvolvimento vegetal, conferindo as
algas um grande potencial como fertilizantes agricolas. A adicdo de algas aos solos fornece
ndo s6 matéria organica, minerais, oligoelementos, reguladores de crescimento vegetal,

metabolitos, vitaminas e aminoacidos, como funciona como condicionador de solos.

Em Portugal o recurso a algas ja é antigo, principalmente quando nos referimos a
aplicacdo destas na agricultura. No passado, as populacBes que habitavam zonas costeiras
dependiam das algas para a sua subsisténcia familiar, mas com o decorrer dos tempos 0

recurso a algas foi trocado por fertilizantes sintéticos.

Com este trabalho pretendeu-se avaliar a potencialidade que os extratos obtidos a
partir das macroalgas castanhas Ascophyllum nodosum e Sargassum muticum (uma alga
invasora na costa portuguesa) tém como fertilizante agricola, numa tentativa de incentivo a
dinamizacdo da economia local das zonas costeiras e a criacdo de industria produtora de

fertilizantes liquidos.

A avaliagdo do potencial dos extratos das algas marinhas como fertilizante agricola,
realizou-se com plantas de arroz (Oryza sativa L.) e de alface (Lactuca sativa L.) em
bioensaios de germinacdo, de cultura de plantas de arroz e de alface em vaso, e cultura de
plantas de alface em hidroponia. Para estes bioensaios foram utilizados extratos algais

liqguidos (EAB e EAP) em diferentes concentragdes nos diferentes bioensaios, onde se

Vi



conclui-o que extratos com menor concentracdo (25%) tem um efeito positivo na

germinacéo e no desenvolvimento vegetal.

Palavras:Chave: Fertilizante; compostos bioativos; Ascophyllum nodosum;

Sargassum muticum; Oryza sativa L.; Lactuca sativa L.

Abstract

Oceans and seas form a great body of water that contain a vast biodiversity, and to
human kind represents a natural resource which makes this a subject of interest, promoting
researches towards a development on the economy linked to it.

Nowadays there are many studies being made on algae and algae compounds, as
they produce many compounds and secondary metabolites that apply to all kinds of sectors
such as food sector, the agricultural, the pharmaceutical and many others. Despite the fact
that these are ancestral resources, only recently it was notorious a global interest on
knowing more about its potentials, where biotechnology plays a big role on the

investigation.

Studies made show that seaweed has many bioactive compounds that show to be
benefic to plant development, giving algae a great potential as an agricultural fertilizer.
Adding algae to the soil not only provides organic material, minerals, trace elements,
growth plant regulator, metabolites, vitamins and amino acids but it can also work as a soil

conditioner.

In Portugal, the use of algae comes from afar, especially on the agricultural sector.
In the past some populations that lived near or at the coastal zone depended on algae as a

family subsistence, but throughout the years algae was replaced by synthetic fertilizers.

This essay aimed to evaluate the potential that the extracts obtained from
Ascophyllum nodosum and from Sargassum muticum (an invasive algae in the portuguese
coast) have as an agricultural fertilizer, in an attempt to encourage the reduction of the
local economy of coastal areas and also the creation of industry production of liquid

fertilizers.
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The evaluation of the potential of algae extracts as agricultural fertilizer, was made
with rice plants (Orysa sativa L.) and lettuce (Lactuca sativa L.), in germination bioassays,
culture of rice and lettuce plants in pots, and culture of lettuce plants in hydroponics. On
these bioassays were used algae liquid extracts (EAB and EAP) with different
concentrations in different bioassays, where it was concluded that extracts with minor

concentration (25%) have a positive effect on germination and plant development.

Keywords: Fertilizer; bioactive compounds; Ascophyllum nodosum; Sargassum

muticum; Oryza sativa L.; Lactuca sativa L.
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1.1 Consideracdes gerais

A superficie do planeta terra é, maioritariamente, ocupada por grandes extensdes de
agua salgada, que formam Oceanos e mares. Esta grande imensiddo de massas de &gua,
comporta uma vasta biodiversidade que, de certa forma, se encontra relacionada com a
grande diversidade da flora biologica marinha (Safinaz et al, 2013; Gressler, 2010; Vidotti
et al, 2004). A flora biologica marinha é bastante diversificada e é fundamental para a
subsisténcia dos ecossistemas marinhos, sendo composta fundamentalmente por diferentes

espécies de algas (Rocha et al, 2007; Gressler, 2010).

As algas sdo organismos bem adaptados a diferentes meios, tendo a capacidade de
colonizar locais que disponibilizem luz e humidade tanto temporaria como
permanentemente e por isso podem ser encontradas em diversos tipos de habitats, desde
habitats de agua doce como de agua salgada até habitats terrestres (Vidotti et al, 2004).

Compreendendo um de organismos bastante rico a nivel de espécies, as algas
podem apresentar tamanhos bastante diversificados indo desde espécies microscépicas
unicelulares até espécies pluricelulares com cerca de cinquenta metros de comprimento.
Esta variagdo de comprimento permite que se possa dividir este grupo em dois subgrupos,
de acordo com as dimensdes que cada espécie atinge. Desta forma pode-se subdividir o
grupo em microalgas, onde se inserem as espécies de algas com dimensbes microscépicas,
e macroalgas, onde se inserem as espécies de algas com dimensdes macroscopicas (Silva et
al, 2009).

As macroalgas sdo organismos bentonicos, isto €, organismos que se encontram
ligados a substratos solidos, habitando desde aguas costeiras pouco profundas até aguas
com cerca de 1800 metros de profundidade (Akila et al, 2010). Apesar de serem
desprovidas de folhas, caules, raizes ou sistema vascular, as macroalgas sdo organismos
fotossintéticos, ou seja, sdo produtores primarios e, como tal, sdo uma das principais fontes
de matéria organica para 0s ecossistemas aquaticos, desempenhando um papel crucial no
ciclo de carbono j& que o fixam por meio de um processo designado fotossintese.
Caracteristicas que permitem fazer-se uma analogia entre a importancia das macroalgas
para 0s ecossistemas marinhos e as plantas superiores para 0S ecossistemas terrestres
(Akila et al, 2010; Silva et al, 2009; Santino et al 2008).
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De facto o seu papel nos ecossistemas marinhos é fundamental, para além de serem
responsaveis pela produtividade primaria dos ambientes costeiros, as macroalgas tém
estruturas que providenciam refligio e suporte para varios seres vivos, tanto animais como

vegetais, bem como locais para oviposicéo (Valentin, 2010; Miranda et al, 2013).

Pertencentes ao Dominio Eukarya e aos Reinos Plantae (algas verdes e algas
vermelhas) e Chromista (algas castanhas), as macroalgas ndo se encontram reunidas num
grupo homogéneo, de acordo com a sua pigmentacdo e caracteristicas quimicas elas
dividem-se em trés Filos: Chlorophyta, Rhodophyta e Heterokontophyta (classe
Phaeophyceae) (Pereira, 2009; Silva et al, 2009)

O Filo Chlorophyta compreende as macroalgas verdes, cerca de 1500 espécies, que
atingem tamanhos reduzidos, desde poucos centimetros a um metro de comprimento,
sendo organismos bastante abundantes nos ambientes marinhos. Ao nivel de pigmentacéo,
estas algas, para além de clorofila a e b, responséavel pela sua coloracdo verde, possuem
alguns carotenoides e reservas de amido nos seus cloroplastos. Existem teorias que
defendem que a presenca de clorofila a e b nestes organismos é indicativo que estes sejam

ancestrais das plantas superiores (Pereira, 2009, Silva et al, 2009).

O Filo Rhodophyta € composto por macroalgas vermelhas, cerca de 4000 espécies,
cujo comprimento varia entre um centimetro e um metro, encontrando-se normalmente em
aguas pouco frias. A sua pigmentacdo vermelha é conferida pelo pigmento acessorio
denominado ficoeritrina que mascara a cor dos outros pigmentos presentes como a
clorofila a, carotenoides (B-caroteno, luteina e zeaxantina) e ficobilinas. A tonalidade
destas algas pode variar entre um vermelho acastanhado ou purpura, no entanto apesar
desta variacdo continuam a ser classificados como algas vermelhas (Pereira, 2009; Silva et
al, 2009; Vidotti et al, 2004)

O Filo Heterokontophyta (classe Phaeophyceae) é constituido pelas macroalgas
castanhas, cerca de 2000 especies, que vivem geralmente em &guas frias e podem atingir
proporcdes que vao desde alguns centimetros até cerca de 50 metros. A nivel de pigmentos
elas sdo constituidas por clorofila a e c, e carotenoides dos quais predomina a fucoxantina

responsavel pela cor castanha (Pereira, 2009; Silva et al, 2009; Vidotti et al, 2004).

Como todos o0s organismos vivos, as macroalgas necessitam proceder a

transformacdo e conversdo de compostos, através de um conjunto de processos que
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constituem o metabolismo, de forma a poderem viver, crescer e se reproduzir (Gressler,
2010; Carvalho et al, 2013). De acordo com a importancia dos produtos sintetizados pelo
metabolismo, estes podem ser denominados por metabolitos primarios ou por metabolitos
secundarios. Os metabolitos primarios sdo aqueles que tém um papel essencial para a
sobrevivéncia dos organismos, como é o caso de hidratos de carbono, proteinas, acidos
gordos, &cidos nucleicos, aminoacidos, entre outros. Os metabolitos secundarios sdo
metabolitos sintetizados por vias metabolicas ndo principais e que ocorrem apenas em
alguns organismos ou grupo de organismos especificos, ja que se tratam de compostos cuja
presenca nao é essencial para a sobrevivéncia dos organismos (Gressler, 2010, Limberger
etal, 2012)

Os metabolitos secundarios sdo produzidos em resposta a diversos fatores
ambientais, tanto bidticos como abidticos, como forma de adaptacdo das espécies ao meio
circundante, tendo estes compostos uma natureza bioativa, isto é, capacidade de causar
efeitos tanto no organismo que 0s produz como em outros organismos vivos (Gressler,
2010; Carvalho et al, 2013; Stain, 2011).

Como seres bentonicos, as macroalgas, estdo normalmente expostas a diferentes
variaces de fatores ambientais ao longo das colunas de agua, como é o caso da
concentracéo de gases dissolvidos (CO; e O,), intensidade luminosa, concentracdo mineral
(salinidade e nutrientes), temperatura, raios ultravioleta, diversos poluentes, agentes
patogénicos (fungos, virus e bactérias) e predadores. Assim, torna-se imprescindivel para
estes organismos produzirem uma vasta diversidade de metabolitos secundarios, de forma

a garantirem a sua adaptacao e sobrevivéncia (Gressler, 2010; Silva et al, 2009)

Na sua composicao, de uma forma geral, as macroalgas séo ricas em acidos gordos
polinsaturados,  esteroides, terpenos, carotenoides, polissacarideos sulfatados,
hidroquininas sesqueterpénicas, micosporinas, acetogeninas, fendis, derivados de
aminoacidos, diversas vitaminas (A, B1l, B12, C, D), entre muitos outros compostos
bioquimicos (Gressler, 2010; Safinaz et al, 2013). Muitas destas moléculas apresentam
diferentes atividades biol6gicas como antivirais, antibacterianas, antifungicas,
antitumorais, anticoagulantes, hipotensivas e antioxidantes, revelando o grande potencial
que as macroalgas poderdo ter para as diferentes vertentes industriais (Gressler, 2010;
Limberger et al, 2012; Indy et al, no data).
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Apesar de raro, alguns estudos mostram que existem espécies especificas de algas
vermelhas, pertencentes ao Filo Rhodophyta, que tém na sua constituicdo compostos
toxicos como o acido demoico, o acido cainico e 0 acido N-metil-D-aspartico, que tém

atividade neurotdxica e, em concentracoes elevadas, tornam-se fatais (Gressler, 2010).

Atualmente, as algas na sua generalidade, estdo a tornar-se um foco importante no
que diz respeito ao estudo dos seus metabolitos secundarios, devido a estes serem
diferentes dos encontrados em organismos vegetais terrestres e possuirem estruturas
diferentes e combinagdes de grupos funcionais pouco comuns (Silva et al, 2009). Contudo,
0 recurso a estes organismos para satisfazer as necessidades da sociedade ja vem desde ha
muitos seculos, existindo referéncias que pelo menos desde o século 1V e o século VI as
algas sdo utilizadas como fonte de alimentacdo e adubo organico no Japdo e na China,
respetivamente (McHugh, 2003; Pereira, 2010).

A industria das algas providéncia uma vasta variedade de produtos para diversas
areas e inddstrias, como a industria alimentar, industria farmacéutica e cosmetica, na
extracao de ficocoloides, na producdo agricola (fertilizantes e condicionadores), tratamento
de aguas e efluentes, entre outras tantas que vao surgindo a medida que se vai conhecendo
melhor as potencialidades dos compostos sintetizados por estes organismos (Pereira,
2010). Estima-se que anualmente s&o colhidas cerca de quatro milhGes de toneladas de
algas por ano em todo o mundo, estando este comercio relacionado principalmente com
paises como a China, o Japdo, os Estados Unidos da América, o Canada e a Noruega
(McHugh, 2003).

Dos diversos produtos obtidos a partir da biomassa de algas, os hidrocoléides ou
ficocoldides, substancias ndo cristalinas com moléculas grandes sollveis em agua
tornando-a viscosa, sdo 0s produtos que mais destaque tem, sendo estes de trés tipos:
carragenanas, agar e alginatos. Estes ficocoldides sdo hidratos de carbono que usualmente
séo aplicados com o objetivo de aumentar a viscosidade de solugdes aquosas, de forma a se
obterem géis com diferentes graus de firmeza variaveis, criar peliculas soliveis em agua,
estabilizar e texturar alguns produtos, e até mesmo para a fixacdo de solos (a &gua
gelificada permite manter os solos agregados até ao desenvolvimento de plantas fixadoras
em taludes) (Pereira, 2010), McHugh, 2003).
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1.2. Macroalgas — aplicagcdo como biofertilizantes

O potencial fertilizante caracteristico das macroalgas, principalmente das
pertencentes a classe Phaeophyceae, vem sendo explorado desde hd muitos séculos,
principalmente pelos povos que habitam as zonas costeiras por todo o mundo (McHugh,
2003; Thirumaran et al, 2009).

Consoante a zona geografica, as espécies de macroalgas utilizadas, bem como a
forma como s@o processadas e aplicadas como fertilizante organico € variavel. Nas
Filipinas, os habitantes colhem grandes quantidades de Sargassum sp. (algas castanhas)
cuja aplicacdo € feita tanto com as algas himidas como ap6s secagem ao sol, num processo
que consiste em espalhar as algas nos terrenos agricolas e mistura-las com o solo, deixando
que ocorra a decomposicao naturalmente. Ja na Argentina, recolhem-se diferentes espécies
de algas verdes que se vdo amontoando nos areais, submetendo-as primeiro a um processo
de compostagem e s6 depois sdo aplicadas nos solos, por norma na cultura de tomate
(McHugh, 2003).

A adicdo de material algal aos solos tem um efeito benéfico no que diz respeito ao
melhoramento das suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (Bruno et al, 2007). Para
além da matéria organica que fornece, a adicdo de biomassa algal aos solos, rica em
hidratos de carbono e minerais, melhora a sua estrutura e promove 0 seu arejamento (atua
como um condicionador), aumentando a capacidade de retencdo de humidade, regula o pH
dos solos e atua como fonte de oligoelementos e fertilizante natural (McHugh, 2003;
Thirumaran et al, 2009). De acordo com McHugh, (2003) as macroalgas castanhas podem
ser um grande aliado no combate a eroséo de solos, prevenindo a perda da camada superior
do solo e recuperando os solos erodidos. Esta capacidade das macroalgas e seus produtos
deve-se a presenca de hidratos de carbono de cadeias longas (ficocoldides), como é o caso
do alginato, que na presenca de calcio formam géis fortes que apds decomposicdo destes

originam geéis mais fracos com capacidade de agregar e reter as particulas do solo.

Na realidade ainda ndo se determinou exatamente como as algas e 0s seus
compostos atuam nos processos fisiologicos das plantas, apenas se sabe que estes
potenciam o seu desenvolvimento a varios niveis. A sua eficacia como fertilizante é muitas
vezes atribuida aos oligoelementos que contém, mas na realidade a contribuicdo destes é
muito pequena comparada com as necessidades reais das plantas. Também ha quem

associe a presenca de diferentes reguladores de crescimento vegetal a esses efeitos

6
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benéficos, contudo a sua presenca por si s6 ndo é suficiente para mostrar que estes

compostos sao responsaveis pelo aumento do rendimento (McHugh, 2003)

A nivel do seu contetdo mineral (N-K-P), em comparacdo com outros fertilizantes
sintéticos e naturais, as macroalgas fornecem Azoto e Potassio em quantidades adequadas
para as plantas, mas reduzidas de fosforo. Como fonte de oligoelementos, cuja presenca é
essencial para o bom desenvolvimento vegetal, fazem parte da sua composicao: ferro (Fe),
magnésio (Mg), cobre (Cu), zinco (Zn), molibdénio (Mo), cobalto (Co) e boro (B). O seu
contedido em hormonas de crescimento (auxinas, giberelinas, citocininas e acido
abscicico), metabolitos, vitaminas e aminodcidos, juntamente com todos os seus demais
constituintes, sdo a chave para o sucesso das macroalgas como promotores do crescimento

e fortalecimento das estruturas vegetais (McHugh, 2003; Pise et al, 2010).

Para satisfazer as necessidades humanas de alimento, derivadas ndo s6 a um
elevado aumento populacional como também a valorizacdo do aspeto, sabor e composi¢édo
nutricional, tornou-se imprescindivel recorrer a elevadas quantidades de fertilizantes
sintéticos e de reguladores de crescimento (Thirumaran et al, 2009). Este evento levou a
um aumento dos custos de producdo e a uma elevada acumulacdo de quimicos toxicos
(como arsénio e cadmio) nos solos, que por sua vez sdo absorvidos pelas plantas que, ao
serem consumidas, poderdo provocar problemas de satde a longo prazo (Bruno et al, 2007;
Thirumaran et al, 2009).

O uso excessivo de fertilizantes sintéticos tem levantado vérias questdes socio
ambientais e econémicas, numa altura em que a consciencializacdo da populacdo para a
preservacdo dos recursos naturais tem sido um foco de acdo por diversas agéncias e
organizagbes ambientais, levando assim a uma crescente popularidade da agricultura
bioldgica ou de uma agricultura mais “verde” onde a preferéncia do recurso a fertilizantes

sintéticos torna-se secundaria face a preferéncia de adubos organicos (Bruno et al, 2007).

Assim sendo, as macroalgas podem ser a chave para uma agricultura mais
biologica, pois podem ser usadas como fonte de reguladores de crescimento, como
acondicionadores de solos e como fonte de minerais, entre outros tantos compostos,
aumentando a producgdo agricola e reduzindo a quantidade de fertilizantes sintéticos e o
recurso a moléculas sintetizadas em laboratorio similares a reguladores de crescimento

vegetais. Aleado ao facto de serem livres de sementes de plantas potencialmente
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infestantes, como determinadas ervas-daninhas, e livres de fungos e bactérias patogénicas
associadas a diferentes culturas (Thirumaran et al, 2009; Kaseker et al, 2014).

Nos ultimos anos tem havido um aumento dos estudos acerca das aplicacdes de
macroalgas como fertilizante agricola, bem como a forma como podem ser aplicadas

(inteiras, em pequenos pedagos ou em extratos liquidos) (Thirumaran et al, 2009).

No inicio do século XX surgiram algumas empresas de secagem e moagem de
macroalgas com vista a sua aplicacdo como fertilizante organico, mas logo esta industria
perdeu mercado devido a popularidade e custos mais baixos dos fertilizantes sintéticos.
Hoje em dia, ja no século XXI, a tendéncia tem-se revertido e j& comeca a haver muita
procura de adubos organicos, preferencialmente adubos obtidos a partir de algas marinhas.
Contudo, os custos combinados da secagem e transporte da biomassa algal, contribuiram
para que o grande crescimento desta area seja direcionado para a producéo de fertilizantes
liguidos concentrados a base de extratos de diferentes espécies de algas, onde a alga
Ascophyllum nodosum (Phaeophyceae) tem tido principal destaque (McHugh, 2003;
Sultana et al, 2010).

Muitas sdo as marcas e fertilizantes liquidos disponiveis no mercado que possuem
na sua composicao extratos de algas marinhas, onde a maioria destes extratos séo obtidos a
partir de algas castanhas (classe Phaeophyceae) (McHugh, 2003; Limberger et al, 2012).
Os processos de extracdo aplicados atualmente sdo varidveis, alguns processos consistem
em extracdes alcalinas onde os componentes que ndo se dissolvem sdo removidos por
filtragem, outros consistem em reduzir o material algal a suspens@es de particulas muito
finas, e outros baseiam-se em congelar a biomassa algal a -25 °C e posteriormente proceder
a sua moagem e homogeneizacao de forma a se obter todo o contetdo das algas (McHugh,
2003).

Diversos estudos cientificos tém sido realizados no sentido de se avaliar a eficacia
dos extratos liquidos de algas marinhas, sendo que a maioria comprova 0s seus beneficios
no aumento do rendimento de diferentes culturas, ja& que melhoram alguns processos
fisiologicos das plantas, assim como a fotossintese e absorcdo de nutrientes (G,McHugh,
2003). Segundo Thirumaran et al (2012), os fertilizantes liquidos de macroalgas sdo muito
ricos, contendo micro e macronutrientes, todos os oligoelementos, aminoacidos, diversos
reguladores de crescimento vegetais, vitaminas e metabolitos com diferentes propriedades,

como € o caso das propriedades antibacterianas e antifungicas. Verifica-se que os extratos
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de macroalgas tém propriedades que potenciam a germinacdo de sementes e 0 crescimento
de plantas e raizes, conferem resisténcia a congelacdo e a diferentes stresses bioticos (por
exemplo, stresse hidrico), aumentam a imunidade a agentes patogénicos e a capacidade de
absorcéo de nutrientes, diminuindo o risco de pragas nas culturas (por exemplo, o acaro
vermelho e afidios) (Safinaz et al, 2013; Akila et al, 2010).

Existem autores que defendem que os produtos derivados de algas ou que
contenham algas na sua constituicdo sdo uma mais-valia no incremento do rendimento da
producdo vegetal, onde correlacionam reguladores de crescimento com 0s Seus possiveis
efeitos: a) citocininas - aumento da divisdo celular e desenvolvimento dos frutos; b)
auxinas - controlo do crescimento do caule; c) giberelinas - elasticidade e plasticidade das
células; d) Betainas — reducdo dos efeitos do stresse hidrico e ruturas. (Fernandes et al,
2011)

A duvida que fica no ar é se efetivamente os fertilizantes derivados de macroalgas
sdo tanto economicamente como a nivel de eficiéncia mais atrativos que os fertilizantes e
reguladores de crescimento sintéticos. Porém, com o0s estudos que ja se encontram
publicados e com experiéncia que se tem observado com a aplicacdo de fertilizantes algais
tanto a nivel doméstico como a nivel de producdo agricola, é de notar que apenas 0 uso de
extratos liquidos de macroalgas ndo é compensatdrio, o ideal sera utilizar estes extratos
juntamente com os fertilizantes sintéticos em menores quantidades, de forma a se atingir
um nivel de exploragdo de recursos economicamente mais sustentavel e “amigo do
ambiente”. Excetuando-se quando se compara com outros métodos de agricultura
bioldgica, onde as algas sdo preferiveis aos fertilizantes provenientes de animais como
bovinos e suinos, cujo estrume pode conter niveis de antibi6ticos e de parasitas nocivos
(McHugh, 2003, Akila et al, 2010)

1.3 Contexto histérico em Portugal

Em Portugal, a utilizacdo de macroalgas como fertilizante agricola é anterior ao
século X1V e a sua utilizagdo foi regulamentada pela primeira vez em 130McHugh, 2003
pelo rei D. Dinis. Até meados do século XX, o recurso a algas como biofertilizantes foi

uma atividade econdémico-social bastante importante, mas atualmente é uma préatica que
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quase desapareceu e que se encontra praticamente restrita a zona Norte do pais (Povoa de
Varzim e Viana do Castelo) (Pereira, 2010).

As duas principais misturas de algas usadas tradicionalmente em Portugal foram o

“molico” nas zonas envolventes da Ria de Aveiro e o “sargaco” nas zonas do litoral

minhoto (Pereira, 2010; Biored, 2014).

O moligo, também chamado de “estrume da Ria de Aveiro” pelos habitantes locais,
€ uma mistura de algas e plantas que constituem a vegetacdo submersa da Ria de Aveiro,
onde predominam algas pertencentes aos géneros Enteromorpha (atualmente, todas
transferidas para o género Ulva), Ulva e Ceramium, e plantas marinhas dos géneros
Zostera, Ruppia e Potamogeton (Pereira, 2010; Biored, 2014)

Esta mistura, muito rica em matéria organica, nutrientes e outros compostos,
permitiu transformar muitos areais estéreis em terrenos férteis e produtivos, levando a que
se tenha tornado imprescindivel a sua apanha para a continuagdo da sustentabilidade das
familias que habitavam as zonas em redor da Ria de Aveiro. A sua procura, por volta de
1990 era tal, que chegou a haver centenas de embarcacGes e homens, designados por
moliceiros, por toda a extensdo da Ria a extrairem este precioso fertilizante. A sua recolha
tornou-se de tal modo excessiva que as autoridades concelhias viram-se forcadas a
determinar épocas do ano em que a apanha era proibida. Com o decorrer dos tempos, e
com o uso de fertilizantes sintéticos, o nimero de moliceiros bem como de pessoas a
procura deste fertilizante foi diminuindo, sendo que atualmente, principalmente devido a
poluicdo da Ria de Aveiro com agentes quimicos toxicos, a extracdo do molico esta extinta
e os moliceiros que ainda se podem observar sdo apenas para fins recreativos turisticos
(Lamy, 1985).

O Sargaco, também conhecido como “argaco e limos”, ¢ uma mistura de diferentes
algas marinhas que crescem nas rochas da plataforma continental do litoral minhoto, onde
predominam as macroalgas Saccorhiza polyschides, Laminaria, Fucus sp., Codium sp.,

Palmaria palmata, Gelidium sp. e Chondrus crispus (Pereira, 2010; Biored, 2014.

Da mesma forma que o moli¢o, 0o Sargaco constitui uma mistura organica muito
rica, que permitiu transformar terrenos de areia aridos, junto a sistemas dunares, em
terrenos muito férteis e produtivos tornando-se assim um produto vital para a agricultura.

A apanha destas algas era feita por homens, denominados sargaceiros, nas zonas beira-mar,
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gue ap0ds a apanha estendiam as algas ao sol até secarem e posteriormente colocavam-nas

em palheiros para posterior utilizacdo (Oliveira et al, 1990; Pereira, 2010; Biored, 2014).

Estas algas tiveram um grande impacto na economia local das regides do litoral
minhoto, criando uma atividade agro-maritima sustentavel que tinha por base o
aproveitamento das algas marinhas e caranguejos como fertilizante e corretivo de solos
(Oliveira et al, 1990; Pereira, 2010; Biored, 2014).

A apanha do sargaco era uma pratica realizada pelos lavradores locais, que
recorriam a esta atividade ndo sO para uso proprio nos seus terrenos mas também para
venderem a outros agricultores, tornando-a fundamental para a subsisténcia econdémica
familiar (Oliveira et al, 1990; Pereira, 2010; Biored, 2014).

Na realidade, a importancia desta atividade agro-maritima era tal que, em
130McHugh, 2003, D. Dinis menciona no seu foral regulamentacdo em relacdo a apanha e
uso de algas marinhas pela populacdo, mais especificamente em relacdo a Povoa de
Varzim, mantida em 1515 por D. Manuel, onde refere que “todo o argago que seja em
termo da dicta pobra o aiam os pobradores dela”, esta primeira regulamentacdo mostra o
qudo importante a pratica era para a subsisténcia daquelas familias pois desta forma
aqueles sargaceiros ficavam isentos de pagar dizimos das suas receitas com 0 sargaco
(Oliveira et al, 1990)

A apanha do sargaco foi perdendo interesse devido ndo sé ao crescente uso de
fertilizantes quimicos, mas principalmente devido ao aumento da emigracdo da populacédo
rural costeira, que levou ao declinio das culturas rurais. Apesar do abandono destas
praticas, hoje em dia ainda é possivel encontrar algumas familias que perpetuam esta
pratica ancestral documentada desde o século XIV (Oliveira et al, 1990; Pereira, 2010;
Biored, 2014).

A nivel mundial, a utilizagdo de macroalgas como fertilizantes também teve uma
queda muito acentuada, sendo que atualmente, com a crescente popularidade da agricultura
bioldgica devido aos efeitos dos produtos quimicos no ambiente, esta tendéncia tem vindo
a mudar e ja sdo muitos os fertilizantes liquidos a base de estratos de algas marinhas
disponiveis. Contudo em Portugal estes fertilizantes ainda ndo tém muita expressao, ndo
sendo facil encontrar estes produtos a venda em lojas da area (McHugh, 2003; Sultana et
al, 2010)
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1.4 Ascophyllum nodosum

O  Ascophyllum  nodosum,  vulgarmente
conhecido como Kelp Noruegués, é uma alga castanha
(classe Phaeophyceae) da familia Fucaceae, sendo a
Unica espécie pertencente ao género Ascophyllum
(Guiry et al, 2014).

E uma alga perene com crescimento lento,

podendo viver até 15 anos em locais protegidos das

ondas, onde forma macicos densos. Crescendo fixa a  Figura 1. Ascophyllum nodosum
substratos rigidos, através de um disco basal, possui talos que podem atingir cerca de 60
centimetros de comprimento. As suas frondes sdo espessas, com coloracdo verde-azeitona
e podem ter entre 0,5 a 2 metros de comprimento. Ao longo de todo o seu comprimento,
em intervalos regulares, possuem vesiculas aeriferas com formato ovoide cuja funcdo é
manter as frondes eretas durante a maré alta, para que captem maior quantidade de luz
(Guiry et al, 2014; Fernandes et al, 2011).

O Ascophyllum nodosum cresce dentro da zona médiolitoral ao longo da costa do
Atléantico e portanto pode ser encontrada na costa Norte de Portugal. Os seus limites de
distribuicdo estdo limitados pela sua capacidade de resistir a temperaturas elevadas e a

dessecacdo (Guiry et al, 2014).

E uma alga com elevados teores em hidratos de carbono e outras substancias como
aminoacidos, hormonas naturais, alginatos, minerais, oligoelementos, entre outros, que lhe
conferem propriedades bioestimulantes, e portanto, atua nos processos metabdlicos das
plantas, promovendo o fortalecimento das estruturas vegetais e raizes saudaveis (Fernandes
et al, 2011; Plantytec, 2014).

Ao nivel das plantas, véarios trabalhos na literatura demonstram que fertilizantes a
base de Ascophyllum nodosum, a semelhanca de outras algas castanhas, apresentam
importantes funcGes ao nivel dos processos fisiologicos e bioquimicos, das quais se
destacam: estimulacdo da divisdo celular, controlo e promocdo do crescimento apical,
melhoramento da elasticidade e plasticidade celular, e maior capacidade de resisténcia a
diversos fatores abioticos (Fernandes et al, 2011).

12



Introducao

Atualmente sdo varios os fertilizantes liquidos que contém na sua composicdo
extratos de Ascophyllum nodosum, devido a esta alga ser a que apresenta melhores
resultados como bioestimulante vegetal. De acordo com Kaseker et al (2014) foram
conduzidos experimentos com diferentes plantas, como couve, batateira, alface, feijoeiro,
cenoura e maracuja, onde, na maioria dos casos, verificou-se que os extratos desta alga

promoveram o crescimento das plantas e aumentaram a sua produtividade.

Embora o conteudo das macroalgas possa variar consoante a altura do ano, zona
geografica e diferentes condicdes bioticas e abidticas a que estas estdo sujeitas, é possivel
determinar aproximadamente a sua composi¢do mineral e nutricional (Tabela I e Il) (FAQ,
2014; Agrimer 2014).

Tabela I - Composi¢do mineral da alga Ascophyllum nodosum. Valores expressos em mg/100g de alga seca.

Elemento mineral Ascophyllum nodosum
Sodio 3500 £ 707,11
Potassio 2500 £ 707,11
Calcio 2000 £ 1414,21
Magnésio 700 + 282,84
Ferro 57,5+ 60,10
Cobre 0,6 +£0,00
Chumbo -
Cromio -
Niquel 0,35+0,21
Céadmio -
Zinco 12,5+10,61
Manganés 30 + 28,28

Tabela 11 - Composicdo nutricional da alga Ascophyllum nodosum. Valores * expressos relativamente a
matéria seca (%).

Elemento Ascophyllum nodosum
Humidade (%) 25+ 7,07

Cinza (%)* 18,5+2,12

Proteina (%0)* 7,5+3,54

Lipidos (%)* 3+141

Hidratos de carbono (%0)* 53+£9,90
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1.5 Sargassum muticum

O Sargassum muticum, vulgarmente conhecido como
“erva daninha Japonesa” ou ‘“sargaco Japonés”, ¢ uma alga
castanha (classe Phaeophyceae), da familia Sargassaceae,
pertencente ao género Sargassum (Guiry et al, 2014; Guiry et al,
2014).

E uma alga pseudo-perene, com crescimento rapido e
com grande capacidade de regeneracdo, podendo viver até 4
anos. Crescendo na zona superior do patamar infralitoral e
mediolitoral, fixa ao substrato através de um disco, possui uma
haste basal perene e ramos primarios anuais, nos quais se
dispdem ramos foliaceos em espiral. A sua coloracdo varia

consoante a época do ano, indo desde o castanho-escuro até ao

castanho amarelado. Ao longo dos seus ramos possui muitos — Figura 2. Sargassum muticum
aerocistos esféricos, cuja funcdo é manter a alga ereta dentro de agua e permitir que esta

cresca a superficie, originando massas flutuantes (Guiry et al, 2014; Guiry et al, 2014).

E nativa do Japdo, onde tem um crescimento controlado (atingindo 2 metros de
comprimento), e encontra-se disseminada por varios paises, onde é altamente invasiva

(atingindo, por vezes, 16 metros de comprimento) (Guiry et al, 2014; Guiry et al, 2014).

Introduzida na Europa acidentalmente, por volta dos anos 1970, rapidamente se
disseminou ao longo das zonas costeiras. De acordo com alguns estudos, 0 potencial
invasivo e colonizador desta espécie é conferido pela sua grande capacidade reprodutiva e
por ter um longo periodo fértil, aliado a sua capacidade de se desenvolver em substratos
densamente ocupados por outras espécies de algas marinhas (Monteiro et al, 2009;
Sanchez et al, 2005)

O Sargassum muticum, tal como outros organismos invasores, provoca impactes
negativos para a biodiversidade nativa dos locais onde € inserida com sucesso,
modificando a estrutura e funcionamento desses ecossistemas. A nivel dos ecossistemas
marinhos, sabe-se que a diminuicdo da biodiversidade e alteracdo da sua dindmica natural
esta relacionada principalmente com as invasdes biologicas (Englen et al, 2008; Davison,
2009; Sanchez et al, 2005).
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Esta espécie de alga € bastante invasora, ndo sé pela sua grande capacidade
reprodutiva, mas também pela sua capacidade de se adaptar a diferentes condicbes
ambientais e ndo possuir predadores (Englen et al, 2008; Davison, 2009). O tipo de
crescimento dos individuos desta espécie origina massas flutuantes, que cobrem grandes
porcOes da superficie do mar, o que provoca problemas a nivel do trafego de pequenos
barcos de pesca e a nivel da biodiversidade nativa. A presenca destas massas flutuantes
impede que uma grande parte da luminosidade solar, essencial para que ocorra
fotossintese, chegue as algas nativas que se encontram submersas, levando ao seu
desaparecimento. Por sua vez, o desaparecimento da fauna nativa leva a uma diminuicao
acentuada da biodiversidade de herbivoros ja que, devido a presenga de metabolitos que
reduzem a palatibilidade, os herbivoros nédo se alimentam do Sargassum muticum (Guiry et
al, 2014; Davison, 2009; Coimbra, 2006).

A nivel econémico, espécies do género Sargassum, incluindo a espécie Sargassum
muticum, sdo utilizadas como fonte de alginato e compostos com atividades antitumorais,
antibacterianas, antioxidantes, antifungicas e algicidas, que podem ser aplicados na
indUstria téxtil, alimentar e farmacéutica. Alguns autores referem que em determinadas
zonas do globo, como nas Filipinas e Vietname, espécies deste género sdo empregues

como fertilizantes agricolas por habitantes locais (McHugh, 2003; Coimbra, 2006).

A nivel do seu contetdo nutricional e mineral, a par de todas as outras algas
castanhas (classe Phaeophyceae), o Sargassum muticum é uma alga que apresenta
propriedades nutricionais relevantes, como a sua elevada composi¢cdo mineral (Tabela Il e
IV), mostrando assim o seu potencial como fonte de matéria-prima para a producdo de

extratos liquidos com vista a aplicacdo como fertilizantes agricolas (Pedrosa et al, 2010).
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Tabela 111 - Composicdo mineral da alga Sargassum muticum. Valores expressos em mg/100g de alga seca
Elemento mineral Sargassum muticum

Sodio 1820+ 78

Potassio 2229 + 18

Célcio 1206 £ 95

Magnésio 1535+ 72

Ferro 14,83+ 0,71

Cobre 0,64 +0,13

Chumbo 0,41 +£0,09

Cromio 0,45 £ 0,08

Niquel 0,46 £ 0,00

Céadmio 0,02 £0,01

Zinco 1,80 £ 0,13

Manganés 1,14 £ 0,06

Tabela IV - Composicdo nutricional da alga Sargassum muticum. Valores * expressos relativamente a
mateéria seca (%)

Elemento Sargassum muticum
Humidade (%) 90 +£0,01

Cinza (%)* 183+0,1

Proteina (%)* 13,3+0,7

Lipidos (%0)* 1,4+0,2

Hidratos de carbono (%)* 57+0,0

1.6 Agricultura em Portugal

A agricultura € uma pratica ancestral que acompanha o Homem desde que este
comecou a alterar a sua forma de vida némada para sedentaria, por forma a garantir o seu
alimento e subsisténcia. Apesar das mudancas e evolucdo constante que o Homem e a
sociedade tém sofrido, a agricultura continua a desempenhar um papel fundamental pois é
a partir dela que o Homem obtém a maioria dos seus alimentos (Girdo et al, 2004).

Em Portugal as exploracBes agricolas encontram-se muito ligadas ao
tradicionalismo e cultura, sendo predominante um modelo de agricultura familiar, onde
independentemente das exploragdes serem de grande ou pequena dimensao, a mdo-de-obra

predominante é familiar, cerca de 80% da méo-de-obra total agricola (Girdo et al, 2004).

O modelo de agricultura familiar, designado também como “agricultura familiar”, é
uma pratica que pode ter realidades diferentes de acordo com o pais ou regides onde esta
inserida, isto é, num pais desenvolvido tecnologicamente sera espectavel que os

rendimentos sejam elevados e o inverso em paises subdesenvolvidos. De uma forma geral,
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a agricultura em Portugal é maioritariamente composta por explora¢fes agricolas de
pequenas dimensdes com baixos rendimentos associados, no entanto tém um grande relevo
no que diz respeito a subsisténcia econdémica de muitas familias, cerca de 40% da
populacdo, e a sustentabilidade da economia das regides rurais (Girdo et al, 2004; DGE,
2004).

H& vérias décadas que as familias ligadas a exploracdo agricola em Portugal
enfrentam muitos desafios que colocam em causa a sua sustentabilidade, como € o caso do
dificil acesso a terras com grandes dimensdes, envelhecimento da populacéo, dificuldades
econOmicas para inovar e modernizar os sistemas e infraestruturas, e baixa capacidade de

negociacdo com mercados internacionais (Giréo et al, 2004; DGE, 2004).

Com vista a revitalizar a agricultura portuguesa e aumentar a sua rentabilidade, foi
criado o servico de aconselhamento agricola (SAA) de forma a facilitar a introducdo de
novos conhecimentos e fatores de inovacdo, estruturar e delinear técnicas de gestdo mais
efetivas, e criar pontes de ligacdo entre pequenos produtores de forma a aumentar a sua
capacidade de negociacdo com grandes mercados internacionais (Girdo et al, 2004; DGE,
2004).

A introducdo de novas préticas agricolas bem como a introducdo de novas
tecnologias através o SAA, ainda que pouco expressiva, tiveram impactes bastante
negativos para 0S recursos nhaturais e para a paisagem, ja que promoveu o abate
indiscriminado de florestas nativas para plantacdo de arvores de corte ou conversao em
terrenos agricolas e 0 uso excessivo de fertilizantes sintéticos e pesticidas que levou a
erosao dos solos. A erosdo dos solos com estes agentes quimicos levou ao declinio da sua
fertilidade, ja que levou a perdas do conteldo em matéria organica, da capacidade de
retencdo de agua e alteracdo e perda das comunidades bioticas dos solos (Quercus —

Agricultura industrializada).

Hoje em dia o tema “agricultura” tem sido o foco de varios debates tanto politicos
como sociais, por se considerar que é uma pratica importante sob o ponto de vista de ser
essencial para que Portugal suporte e ultrapasse a crise econdmica em que se encontra
mergulhado. No entanto, é essencial que o desenvolvimento agricola no pais siga uma via
sustentavel, promovendo a continuagdo de uma agricultura tradicional (montados e
pastoricia) e a criacdo de um modelo agricola biologico ou integrado, na medida em que se

reduza o recurso a agentes quimicos/sintéticos e se promova a utilizacdo de fertilizantes
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naturais e agentes biologicos aliados a inovagdo e tecnologia (Simdes et al, 2008; Quercus

— agricultura sustentéavel).

Portugal € um pais rico em produtos tradicionais regionais que, por fazerem parte
do nosso patriménio cultural, ttm uma elevada notoriedade perante os consumidores
nacionais e internacionais. Desta forma, a unido de préaticas agricolas mais bioldgicas com
a recuperacdo de tradi¢des ligadas ao mar, como é o caso do recurso a macroalgas como
fertilizantes, para além de contribuir para a preservacdo e recuperacdo do ambiente
também contribui para o dinamizacdo e desenvolvimento das economias locais (Girdo et
al, 2004).

O caminho a percorrer no sector agricola em Portugal ainda é longo, mas com o
interesse a adesdo de muitos jovens a agricultura, através de incentivos dados pelo
Governo e pela Unido Europeia, vem facilitar a revitalizacdo deste sector. Desta forma é
fulcral que seja incutido aos novos agricultores a adocdo de um modo de produgéo
bioldgico tanto em exploracbes em solo como sem solo (hidroponia) (Martinho, 2013;
Rosa, 1996). A hidroponia, numa visdo geral, é uma técnica que tem vindo a ser
amplamente difundida pelo mundo e consiste em cultivar as plantas num sistema fechado,
sobre bancadas, em fluxo liquido com os nutrientes necessarios. Este método de producéo
veio resolver varios problemas, que vado desde a utilizacdo de espacos cujo solo se encontra
bastante desequilibrado e poluido, a preservacdo do ambiente evitando a lixiviacdo de
produtos (Martinho, 2013; Rosa, 1996).

A capacidade que o pais tem de satisfazer as necessidades da populacdo, em termos
de produtos agricolas, é cerca de 70%, no entanto a gama de produtos é bastante
diversificada e de elevada qualidade, principalmente no que se refere a produtos vegetais.
Os principais produtos vegetais produzidos sdo uvas (para producdo de vinho), horticolas
(como o tomate, couve e alface) e culturas arvense (como trigo, milho e arroz). Tendo em
conta que atualmente o arroz representa uma das culturas arvenses mais exploradas em
Portugal e com grande relevo na economia da zona centro do pais, juntamente com a
cultura de alface que é uma horticola produzida amplamente tanto em culturas de solo
como em culturas sem solo (hidroponia), por todo territorio nacional, torna-se importante
realizar estudos que permitam aliar estas culturas a revitalizacdo da tradicdo do uso de
macroalgas (DGE, 2004; INE, 2014; OMAA et al, 2013)
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O arroz cultivado em Portugal, designado cientificamente por Oryza sativa L., é
uma planta herbacea anual da familia Poaceae, pertencente ao género Oryza e as
subespécies Japonica ou Indica, consoante a altura da planta e tamanho do grdo. Originaria
do sudeste Asiatico, encontra-se disseminada por quase todo o0 mundo e é o segundo cereal
mais consumido, por ser a base da alimentacdo da maioria da populagdo humana
(Pitombeira, 2006).

Esta espécie pode atingir entre 0,6 a 2 metros de altura e desenvolve um sistema
radicular composto por longas e finas raizes fibrosas que lhe permitem fixar-se
rapidamente ao solo e obter os nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento. A nivel
da parte aérea é composta por um colmo principal, formado por nos e entre nés, dando em
cada n6 uma folha oposta a anterior e uma gema que, quando associada aos nés inferiores,
origina um perfilho. Assim cada colmo vai originando perfilhos sucessivamente, formando
uma touceira que pode ter até 50 colmos. Cada colmo termina numa inflorescéncia
conhecida como panicula de onde saem as flores e se formam as sementes (Pitombeira,
2006).

A alface, designada cientificamente por Lactuca sativa L. € uma hortalica anual de
porte herbaceo pertencente a familia Astraceae e ao género Lactuca, que tem vindo a ser
cada vez mais produzida em Portugal. Oriunda do continente europeu e asiatico, esta
horticola é das mais consumidas no mundo e pode ser cultivada ao longo de todo o ano
(Henz et al, 2009).

Morfologicamente esta planta pode ser separada em trés grupos, de acordo com as
caracteristicas das folhas: um grupo que constitui as alfaces verdes de folhas lisas, outro
composto por alfaces verdes com folhas frisadas e um grupo de alfaces cuja coloracdo das
folhas é roxa. A parte aérea apresenta folhas dispostas em forma de roseta ou repolho,
consoante a variedade, em torno do caule e a parte radicular apresenta raizes superficiais

bastante finas e muito ramificadas (Henz et al, 2009).
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1.7 Objetivo do trabalho

O Sargassum muticum, a par de outros organismos invasores, estabelece interacfes
com espécies de algas existentes nos locais onde € inserida, originando mudancas nas
espécies dominantes e afetando todo o ecossistema marinho local. Para além dos impactes
ambientais sobre os ecossistemas marinhos, estas algas por formarem grandes massas
flutuantes, trazem prejuizos para as atividades marinhas ja que dificultam a navegabilidade
de pequenas embarcacdes e interferem com o uso de canas e redes no exercicio da

atividade das pescas tanto recreativas como profissionais (McHugh, 2003).

Comeca a ser essencial que se tomem medidas para combater a proliferacdo e
adensamento destas macroalgas ao longo da costa portuguesa. Desta forma, o objetivo
principal deste trabalho visa avaliar a potencialidade que os extratos obtidos a partir do
Sargassum muticum tém como fertilizante agricola, numa tentativa de incentivo a
apanha/remocdo desta alga aliado a uma possivel dinamizacdo da economia local com vista

a criacao de industria produtora de fertilizantes liquidos.

Visto serem escassas as informacdes a cerca das potencialidades do Sargassum
muticum como agente fertilizante, serdo avaliados também extratos da alga Ascophyllum
nodosum, ndo sé como modelo de comparagdo com 0 Sargassum muticum, por ser uma
alga muito estudada, mas também para avaliar oseu potencial fertilizante. Note-se que
devido a composicdo do contetdo das macroalgas ser variavel consoante 0 meio onde se
desenvolvem, é importante que ambas as algas sejam colhidas no mesmo local e condicGes
e, apesar de varios estudos com a alga Ascophyllum nodosum a composicdo desta alga
pode variar por se desenvolver na nossa costa e o seu potencial fertilizante ser aumentado
ou diminuto em comparacdo com as que sao colhidas em outras zonas geograficas e em

diferentes alturas do ano.

De forma a ser possivel concretizar-se os objetivos, procedeu-se a obtencdo de
diferentes extratos algais e a diversos ensaios em diferentes condigdes para se avaliar o
potencial efeito sobre a germinacdo de sementes, crescimento e desenvolvimento das

plantas, bem como o aumento do rendimento a nivel de matéria seca e efeitos no solo.
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1.8 Caracterizacdo do trabalho experimental

A avaliacdo do potencial dos extratos das algas marinhas Sargassum muticum e
Ascophyllum nodosum (Phaeophyceae) como fertilizante agricola, foi realizado num
trabalho de colaboragéo entre a Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de
Coimbra, com a orientagdo do Professor Doutor Leonel Pereira, e a Escola Superior

Agréria de Coimbra, com a co-orientacdo do Professor Doutor Kiril Bahcevandziev.

Inicialmente procedeu-se a colheita e processamento do material algal, de forma a
se obter dois extratos liquidos para cada alga. Um extrato proveniente dos residuos
resultantes de extracBes com solventes para a obtencdo de moléculas com interesse
farmacéutico, designado por extrato aquoso processado (EAP), e outro extrato obtido pela
reducdo das algas a particulas muito finas suspensas em agua destilada, designado por

extrato aquoso bruto (EAB).

As espécies vegetais utilizadas neste trabalho foram duas variedades de Oryza
sativa L. (comummente denominada arroz) e duas variedades de Lactuca sativa L.
(comummente denominada alface). Os bioensaios para avaliar o potencial dos extratos
liqguidos de ambas as algas decorreram em trés etapas: a) uma primeira etapa
correspondente a cultura de plantas de arroz em vaso, entre 0s meses Maio e Outubro de
2014; b) uma segunda etapa correspondente a bioensaios de germinacdo de sementes de
arroz e sementes de alface em ambiente controlado, entre os meses de Dezembro 2014 e
Fevereiro 2015; ¢) bioensaios de campo com plantas de alface em solo num sistema de

vasos e em hidroponia, entre os meses de Marco e Junho de 2015.

Com estes bioensaios pretendeu-se avaliar quais os efeitos que a adi¢do dos extratos
liquidos tem sobre a germinacdo de sementes, o crescimento e desenvolvimento de plantas
de arroz e de alface, bem como o seu efeito nas propriedades quimicas do solo ao fim de

um ciclo de cultura de alface.

Para tratamento estatistico dos dados, realizou-se uma analise de variancia
(ANOVA) e as médias e desvios-padrdo foram comparados usando o teste de Tukey para
um nivel de significancia de p <0,05, com recurso as ferramentas de analise estatistica do
Microsoft Excel e ao software PAST. Todos 0s resultados expressos em percentagens
foram primeiro convertidos em valores de arcoseno e sO depois realizados os tratamentos

estatisticos.
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2.1 Material Vegetal

O material vegetal utilizado nos bioensaios de germinacdo foi sementes das
variedades ‘Sprint’ ¢ ‘Ronaldo’ da espécie Oryza sativa L. subespécie japonica,
provenientes do banco de sementes de arroz da DRABL, e das variedades ‘Maravilha de
inverno’ (folha verde) e ‘Maravilha das quatro estagdes’ (folha roxa) da espécie Lactuca

sativa L., adquiridas no produtor e revendedor Casa César Santos.

Para o bioensaio com plantas de arroz cultivadas em vaso, utilizaram-se plantas
obtidas pela germinacdo de sementes de Oryza sativa L.’Sprint’ em condig¢oes controladas
na ESAC. Para tal, foram selecionadas cerca de 80 sementes e colocadas, duas a duas, em
tubos de falcon com agua destilada, tendo o cuidado de manter o nivel de 4gua constante
para que as sementes se mantivessem sempre hidratadas e ndo houvesse risco de stresse
hidrico. Ao fim de quatorze dias as plantas apresentavam duas folhas verdadeiras para

serem colocadas em vasos com terra agricola esterilizada.

Para 0 bioensaio com as plantas de alface, tanto em solo como em hidroponia,
utilizaram-se plantas obtidas pela germinacdo de sementes de Lactuca sativa L ‘Maravilha
de inverno’ e Lactuca sativa L ‘Maravilha das quatro estagdes’, em estufa na ESAC. Para
tal colocou-se uma mistura de turfa, perelite e vermiculite numa proporcéo de 1:1:1 em
bandejas de sementeira de poliestireno de alta densidade, com 216 alvéolos (18cm X
12cm), e um total de trés sementes por cada alvéolo. Para cada variedade semearam-se
duas bandejas, que foram colocadas numa estufa do tipo tinel e mantidas himidas durante
6 semanas, altura em que as plantas estavam com tamanho adequado para serem

transplantadas (3 a 4 folhas).

2.2 Material algal

a)  Colheita do material algal

O local escolhido para a colheita das algas marinhas Sargassum muticum e
Ascophyllum nodosum foi a Praia Norte (GPS 41.693671 -8849445), situada no Concelho
de Viana do Castelo (Fig. 2A). Trata-se de uma zona de costa rochosa, com uma grande
area de rochas protegida da ondulagdo, onde existem uma das poucas populacdes de

Ascophyllum nodosum em Portugal.
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A colheita realizou-se durante a maré baixa, na zona médiolitoral abrigada da
ondulagdo. Os exemplares foram colhidos manualmente com auxilio de luvas e uma faca,
tendo-se o cuidado de lavar bem os talos no préprio local, de forma a libertar sujidades e

organismos a eles aderidos.

Posteriormente, as algas de cada espécie foram devidamente embaladas em sacos
plasticos identificados e acondicionadas numa mala isotérmica, para manter uma

temperatura baixa constante e evitar a degradacdo das algas até chegarem ao laboratério.

e
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Figura 2. A) Praia Norte, Viana do Castelo; B) Colheita de Sargassum muticum

b)  Preparacdo do material algal

Inicialmente procedeu-se a lavagem das algas com agua do mar filtrada, para
garantir que o material ficasse livre de contaminantes. De seguida separou-se 0 material em
duas partes, uma para a obtencdo do extrato aquoso bruto e outra para a obtencdo do

extrato aquoso processado.

O material com vista & extracdo aquosa bruta foi entdo lavado com agua destilada,
para remover a agua salgada agregada a superficie das algas, e foram imediatamente

utilizadas.

O material com vista a extracdo aquosa ap0s extracdo com solvente, foi disposto em
bandejas e colocado a secar numa estufa de secagem com ventilagdo de ar forgcada, a 35°C
(Fig. 4A), durante 48 horas. Apés secagem, o material algal foi moido com recurso a um
moinho de grdos, pesado e guardado em frascos de vidro devidamente identificados e

hermeticamente fechados até o inicio da extracdo (Fig. 4B).
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Figura 4. A) Colocagdo do material algal em estufa de secagem com
ventilacdo forcada; B) Material algal moido e armazenado.

2.3 0btencao dos extratos liquidos algais

a)  Obtencdo do extrato aquoso processado

Inicialmente foi delineado um protocolo de extracdo sequenciada, de acordo com
Carvalho (2013), seguindo um protocolo utilizado para a obtencdo de moléculas com
propriedades farmacéuticas, cujo residuo da extracdo por solventes é o material de partida
para a obtencéo do extrato aquoso processado. O protocolo inicial consistia numa extragao
sequencial, onde a mesma amostra € usada do inicio ao fim do processo e passa
primeiramente por uma fase onde se procede a uma extracdo com hexano, outra onde se

procede a uma extragdo com metanol e por fim uma extracdo com &gua destilada a 100 °C.

Como este protocolo acarreta custos elevados, devido aos volumes necessarios de
hexano e metanol, determinou-se que estes solventes seriam substituidos por etanol ja que,
teoricamente, o residuo obtido nesta extracdo por solvente tem um contetdo semelhante e,
com recurso a um evaporador rotativo com bomba de vacuo, € possivel reutilizar grande do
etanol. Em cada extracgdo foi obtido um volume de 2500 mL de extrato aquoso processado,
sendo repetido este processo sempre que necessario mais quantidade deste.

Comecando o processo, foram adicionados 25g de alga seca a 500 mL de etanol
(proporcédo 1:20) num gobelé com um magneto, o qual se mantem em agitacdo durante 20
minutos a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, deixa-se a amostra repousar por 1
minuto e procede-se a sua filtragdo. A filtragdo e feita em vacuo, com o auxilio de filtros
de silica em funil com porosidade G3 acoplados a quitasatos. Assim, sob vacuo, verte-se o
conteudo do gobelé para o filtro, onde o solvente é recuperado para o quitasato e a amostra
inicial fica retida no filtro de silica. Transfere-se o solvente recuperado no quitasato para
um frasco devidamente identificado e fechado com papel de filtro, de forma a evitar perdas

de solvente. A amostra seca retida no filtro de silica € novamente colocada no gobelé com
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0 magneto e submetida a nova extragdo com etanol, repetindo-se este processo até que a
solucéo de etanol fique translucida. Note-se que inicialmente a amostra tem uma coloragéo
esverdeada bastante intensa mas a medida que se vai repetindo o processo ela vai ficando
translucida, isto deve-se ao facto do solvente remover grande parte dos compostos polares
e apolares existentes na amostra, aos quais as clorofilas se encontram associadas e portanto

a cor esverdeada vai “desaparecendo” a medida que a amostra vai ficando sem esses

compostos.

Apols a extracdo com etanol seguiu-se a etapa da extracdo aquosa, na qual se
adiciona agua destilada a amostra numa propor¢cdo de 1:100. Para tal recorre-se a uma
proveta de vidro graduada para medir 2500 mL de &gua destilada que é vertida para um
erlenmeyer. O erlenmeyer é colocado numa placa de aquecimento, até que a dgua destilada
atinja 100°C.

Atingindo os 100°C, adicionou-se a amostra a dgua e deixa-se a esta temperatura
durante 2 horas, com recurso a ligeira agitacdo, para que ocorra a extracdo. Findo desse
tempo, deixa-se a solucdo arrefecer e procede-se a filtracdo a vacuo com recurso a um
filtro de silica com porosidade G2 acoplado a um quitasato (da mesma forma que se
procedeu na extragdo com etanol). A parte da amostra que ficou retida no filtro de silica foi
descartada e a solucdo obtida no quitasato € o extrato aquoso processado, que foi

armazenado a 4°C num frasco hermeticamente fechado.

Este protocolo foi aplicado para as duas algas em estudo, obtendo-se assim um
extrato aquoso processado de Ascophyllum nososum e um extrato aquoso processado de

Sargassum muticum.

b)  Obtencdo do extrato aguoso bruto

O extrato aquoso bruto é um extrato que consiste na reducao do material algal a
particulas de pequenas dimens@es suspensas em agua destilada, onde estdo presentes todos

0s constituintes das algas.

Inicialmente procedeu-se ao corte das algas com recurso a uma tesoura de
alimentos, de forma a reduzir o seu tamanho. Colocaram-se as algas num recipiente e
adicionou-se agua destilada na proporcdo de 1600 mL de agua destilada por cada
quilograma de alga. As algas juntamente com a dgua destilada foram entdo colocadas numa
Bimby ® até se obter um “sumo”, repetindo-se 0 processo até que todas as algas fiquem

liquidificadas.
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O “sumo” obtido foi novamente triturado, mas com recurso a uma varinha magica
com 750W de poténcia, e posteriormente filtrado por um conjunto de filtros composto por
um coador de rede metalico e por dois coadores de pano acoplados de forma a remover as
particulas de maiores dimensdes. A solucdo filtrada obtida é entdo o extrato aquoso bruto
das algas, este foi armazenado a uma temperatura entre 2 e 4°C em garrafdes de plastico
devidamente identificados e selados com parafilme.

O protocolo foi aplicado para as duas algas em estudo, obtendo-se assim um extrato

aquoso bruto de Ascophyllum nososum e um extrato aquoso bruto de Sargassum muticum.

1.1. Bioensaios de germinagao

No bioensaio de germinacdo recorreu-se a sementes de duas variedades de alface
(Lactuca sativa L.), uma variedade com folhas verdes (‘Maravilha de inverno’) e outra
variedade com folhas roxas (‘Maravilha das quatro estagdes’), e duas variedades de arroz
(Oriza sativa L.), a variedade ‘Sprint’ e a variedade ‘Ronaldo’. As foram armazenadas a

uma temperatura proxima de 4°C as escuras até inicio dos experimentos.

Os extratos algais EAB e EAP de cada uma das algas foram considerados como
sendo 100% concentrados, utilizando-se neste experimento, o extrato concentrado e diluido
sequencialmente com agua destilada, isto €, 75%, 25% e 0% (controle), sendo que para

cada solucdo fizeram-se 4 repeti¢des (Silveira, 2010).

Selecionaram-se caixas de petri com 140 mm de diametro, onde se colocou 1 folha
de papel de filtro sobre algoddo e procedeu-se a sua esterilizacdo numa autoclave a 121°C
durante 20 minutos. O diametro das caixas foi determinado de maneira a garantir que as

sementes tenham area disponivel e oxigeénio;

Em cada caixa de petri foram adicionados 50mL do extrato a ser avaliado, de
maneira a que o papel figue humedecido mas ndo haja formacdo de uma lamina, evitando a
restricdo da aeracdo. Foram entdo distribuidas 25 sementes sobre o papel de filtro, a mesma
distancia umas das outras (Figura 5 A e B), e colocadas as caixas numa camara de
germinacdo a uma temperatura 25°C * 2°C, durante 7 dias (Figura 5 C). O fotoperiodo ndo
foi em condigdes controladas j& que houve recurso a luz natural. Para cada uma das
concentracdes dos extratos e espécie/variedade de sementes foram realizadas quatro

repeticoes.
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Figura 5. A) Sementes de arroz; B) Sementes de
alface; C) Colocagdo na cAmara de germinagdo

A avaliacdo dos potenciais efeitos dos extratos sobre a germinacéo, foi feita tendo

em conta diferentes parametros:

a) Percentagem de germinacéo;

A percentagem de germinagdo é obtida pela contagem inicial das sementes ainda
ndo germinadas e uma contagem final ap6s decorrido 0 tempo necessario para a
germinacdo das sementes utilizadas. Existem protocolos que determinam que a ultima
contagem de sementes para a determinacdo da percentagem de germinacgdo deve ao sétimo
dia para sementes de alface e décimo quarto dia para sementes de arroz. No entanto, antes
de iniciar o processo de germinacdo, determinou-se um protocolo adaptado as condigdes e
sementes utilizadas, sendo que se verificou que ao fim de 2 dias as sementes de ambas as
espécies ja apresentavam sementes germinadas e a partir do sétimo dia ndo se verificou

continuacdo da germinagéo.

E importante que a Ultima contagem seja feita ap0s a estabilizacdo da germinagcéo,
de forma a evitar a ocorréncia de resultados equivocados, uma vez que o0 numero de
sementes ndo germinadas nas placas pode ser em funcdo do periodo de tempo insuficiente
para que 0 processo germinativo ocorra e ndo em resposta aos tratamentos impostos. Desta
forma ficou delineado que a contagem final seria no sétimo dia para ambas as espécies,
considerando-se que ocorreu germinacdo assim que a radicula atingiu 1,5mm de
comprimento.

28



Material e Métodos

b) Indice de velocidade de germinacéo (IVG);

O indice de velocidade de germinacdo permite-nos determinar a velocidade que
determinada semente ou conjunto de sementes leva até que 0 processo germinativo esteja

completo. Este sera medido de acordo com a férmula de Maguaire (1962):

IVG = (G1/N1) + (G2 / N2) +..+(Gn / Nn)

Onde,

G1 = nimero de sementes germinadas na primeira contagem
N1 = namero de dias decorridos até a primeira contagem

G2 = nimero de sementes germinadas na segunda contagem
N2 = namero de dias decorridos até a segunda contagem

n = Gltima contagem

Neste trabalho, tendo em conta que as sementes atingem o periodo de estabilizacdo
do processo germinativo ao fim de sete dias, estabeleceu-se que a primeira contagem seria
ao 3° e a segunda ao 7° dia apds a colocacdo das sementes a germinar. Nao foi tomado em
conta o aparecimento de contaminagdes como fator inibidor de germinacdo ja que sé

algumas sementes germinadas apresentavam pequenas contaminacoes.

c) Percentagem de matéria seca;

Para a determinacdo da percentagem de matéria seca € necessario obter a biomassa
fresca e seca das plantulas de alface e arroz. Para tal foi necessario o recurso a uma balanca

analitica digital e a uma estufa de secagem com ventilacdo de ar forcada.

Como a massa total de plantulas em cada tratamento era bastante reduzida,
juntaram-se todas as plantulas do mesmo tratamento numa bandeja. Inicialmente procedeu-
se a pesagem das plantulas frescas, acabadas de retirar da placa de petri, e apds registos
colocaram-se estas numa estufa de secagem com ventilacdo de ar forgada (Fig. 6), a 65 °C
durante 48h. Findo esse tempo, reduz-se a temperatura da estufa uma hora antes de abrir

para 30 °C e sO depois se retiram as placas, uma de cada vez, e fazendo-se imediatamente a
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pesagem das plantulas secas. E necessario reduzir a
temperatura antes de abrir a estufa, bem como evitar que
as plantulas estejam expostas ao ar enquanto ndo séo
pesadas, de forma a evitar reidratacdo do material e

alteracéo dos resultados.

A percentagem de matéria seca foi obtida através Figura 6. Colocagdo das plantulas na estufa

da formula: de secagem

o Biomassa Seca
Percentagem de matéria seca = — x 100
Biomassa Fresca

2.4 Bioensaios com plantas de arroz em vaso

As plantas de arroz, obtidas por germinagdo na ESAC, foram
colocadas duas a duas em lados opostos, em vasos com 25 cm de
diametro, com solo agricola esterilizado. Os vasos sdo entdo
colocados lado a lado (Fig. 7), mantendo-se uma distancia entre

cada um, para evitar que as plantas figuem encostadas umas das

outras. A duracdo deste experimento foi de 12 semanas de cultura

ao ar livre. -
Figura 7. Plantas de arroz

Os extratos algais EAB e EAP de cada uma das algas foram considerados como
sendo 100% concentrados e aplicados sem adi¢do de agua destilada, desta forma foram
adicionados 500 mL de extrato concentrado a 1500mL de agua no vaso, ou seja, O
equivalente ao extrato a 25% de concentragdo. A aplicacdo dos extratos € feita uma Unica
vez, um dia apds a transplantacdo das plantas para vasos.

Neste experimento fez-se quatro réplicas para cada tratamento, sendo o0s
tratamentos aplicados: a) EAB de Sargassum muticum; b) EAP Sargassum muticum, c)
EAB de Ascophyllum nodosum; d) EAP Ascophyllum nodosum; e) Adubo comercial NPK
(Mg) 17+11+10 (+2); f) controlo com agua.

Para se avaliar os efeitos dos diferentes tratamentos no desenvolvimento das plantas
de arroz, procedeu-se ao registo semanal do numero de folhas, nUmero de nos, nimero de

perfilhos, largura maxima e comprimento da folha principal, nimero de paniculas.
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No registo do nimero de perfilhos deve-se ter o cuidado de ndo contabilizar o
mesmo mais do que uma vez e garantir que os parametros avaliados correspondem sempre
ao mesmo colmo, é portanto necessario marcar cada colmo novo com uma linha de cor
diferente. As medicGes da largura maxima e comprimento da folha principal foram feitas
com recurso a uma régua graduada milimétrica, sendo que sempre que se procede a
medicBes 0 vaso deve ser sempre colocado & mesma altura de forma a ndo influenciar erros

nas medicoes.

2.5Bioensaios de plantas de alface em vaso

Para este ensaio utilizaram-se as duas variedades de alface ‘maravilha de inverno’
(folha verde) e “Maravilha das quatro estagdes’ (folha roxa), € como substrato uma mistura

composta por 80% de turfa profissional Siro® e 20% de areia lavada do rio.

Os extratos algais EAB e EAP de cada uma das algas foram aplicados a 25% de
concentracdo, valor determinado em funcdo do efeito observado durante os ensaios de
germinagdo. A aplicacdo dos extratos foi efetuada ao fim de 10 e 24 dias apds
transplantacdo das plantas, adicionando-se de cada vez 100 mL em cada vaso. O controlo

foi composto por vasos que apenas foram regados com agua.

Inicialmente procede-se a colocacdo do substrato nos vasos, cerca de 4L de
substrato por vaso, e em seguida a transplantacdo das plantas de alface, dos alvéolos para
0s vasos. Cada vaso ficou apenas com uma planta, e foram colocados dentro de uma estufa

em tunel onde ficaram até ao final do ensaio.

Para cada extrato foram usados 5 vasos com quatro repeticbes, num total de 20
alfaces verdes e 20 alfaces vermelhas para cada um deles. Para garantir que ndo ocorrem
erros na aplicacdo dos extratos e na recolha de dados, cada vaso foi numerado e
identificado consoante o extrato que foi aplicado. As regas com agua foram realizadas em
dias alternados, tendo-se o cuidado de as suprimir durante os dois dias subsequentes a

aplicacdo dos extratos. A duracdo deste experimento foi de 6 semanas de cultura em estufa.

A avaliagdo dos potenciais efeitos dos extratos sobre o desenvolvimento das alfaces

em solo foi feita tendo em conta diferentes pardmetros:
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d) Diametro da parte aérea;

O diametro da parte aérea foi obtido através da medicdo da largura ocupada pelas

folhas, com recurso a uma régua graduada milimétrica.

De forma a se obter um valor mais fidedigno, visto que as folhas das alfaces ndo
formam uma circunferéncia perfeita, é necessario proceder a varias medicGes e achar uma
média cujo valor sera o mais exato (Fig. 8 A). Para isso colocam-se as alfaces sobre um
gobelé e, com a ajuda de uma régua graduada milimétrica, procede-se a medicao e registo

dos diametros.

e) Comprimento da raiz principal;

As alfaces tém um sistema radicular bastante ramificado e fragil, portanto para esta
avaliacdo determinou-se que a raiz principal é aquela cujo comprimento é superior a todas
as outras. Para proceder a medicao colocam-se as alfaces sobre um acrilico branco e, com a
ajuda de uma régua graduada milimétrica e uma pinca, procede-se a medicao e registo do

comprimento (Fig. 8 B).

Figura 8. Imagens ilustrativas da medigdo: A) diametro da parte
aérea; B) comprimento da raiz principal.

f) Biomassa fresca e seca total da parte aérea e radicular.

Para a determinacdo da biomassa fresca e seca foi necessario 0 recurso a uma
balanca analitica digital e a uma estufa de secagem com ventilacdo de ar forcada.
Inicialmente procedeu-se a separacdo da parte aérea da parte radicular, através do corte do
caule com uma tesoura de poda. Este processo permite-nos obter o peso da parte aerea e

radicular separadamente e facilitar o processo de secagem.
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A biomassa fresca foi entdo obtida pela pesagem das alfaces com uma balanca
analitica digital, sendo que a medida que se fez as pesagens separou-se cada alface (parte
aérea e radicular) por bandejas devidamente identificadas. Ap0s as pesagens, as bandejas
sdo entdo colocadas numa estufa de secagem com ventilacdo de ar forcada, a 65°C até que
0 peso estabilize. Como as alfaces ndo tém todas a mesma dimens&o e contetdo de &gua,
determinou-se que estas seriam mantidas dentro da estufa de secagem até que o peso delas
se mante-se estavel, sendo que para isso selecionaram-se algumas alfaces que foram

pesadas de 24 em 24 horas até nao se verificar alteragdo do seu peso.

Findo o processo de secagem, reduziu-se a temperatura da estufa uma hora antes de
abrir para 30°C e sO depois se retiram as bandejas, uma de cada vez, fazendo-se
imediatamente a pesagem das alfaces. E necessario reduzir a temperatura antes de abrir a
estufa, bem como evitar que biomassa seca esteja exposta ao ar de forma a evitar

reidratacdo do material e alteracdo dos resultados.

2.6 Bioensaios de plantas de alface em hidroponia

O bioensaio com plantas de alface em hidroponia decorreu na empresa
Nutrimondego, em Brasfemes, utilizando um sistema piloto de hidroponia NFT (Nutrient
Film Technique), que consiste num sistema onde as plantas sdo colocadas em perfis de
PVC e as suas raizes sdo expostas a um fluxo laminar de nutrientes periddico (Fig. 9) em
estufa.

A duracdo deste experimento foi de 4 semanas de cultura em e o material vegetal
utilizado foi as duas variedades de alface ‘Maravilha de inverno’ (alface verde) e

‘Maravilha das quatro estagdes’ (alface roxa).

Devido a questdes de espaco e logistica da estufa, s foi possivel realizar ensaios
com um unico extrato, optando-se pelo EAB de Sargassum muticum a 25%. A escolha do
extrato deveu-se a fatores como o Sargassum muticum ser a alga com maior relevo neste
estudo, o extrato aquoso bruto ser aquele que possui todos 0s compostos da alga, e portanto
da uma ideia mais abrangente da sua potencialidade, e a concentracdo foi escolhida tendo
por base os resultados obtidos nos bioensaios de germinagdo. Como modelo de
comparagdo realizou-se também a cultura de alfaces utilizando a solugdo de fertirrega

adotada pela empresa.
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Para cada solucéo de rega utilizada, foram colocadas nos perfis de PVVC 15 plantas
de cada uma das variedades, deixando um intervalo entre elas para que tenham espaco
suficiente para se desenvolverem. Como o EAB Sargassum muticum a 25% apresenta um
valor de condutividade elétrica (CE) 5,2 dSm™, bastante elevado para a cultura de alfaces,
optou-se por fazer um ensaio com o valor de CE corrigido para o intervalo de CE adequado
a alfaces (entre 1 e 2 dSm™). As condicdes de solucdo de rega utilizadas foram ent#o:

a) Solucgdo constituida por extrato aquoso bruto de Sargassum muticum a 25%;
b) Solucédo constituida por extrato aquoso bruto de Sargassum muticum a 25%, com
correcdo da condutividade elétrica com agua destilada;

c) Solucdo de fertirrega da empresa Nutrimondego.

A avaliagéo dos potenciais efeitos dos extratos sobre o desenvolvimento das alfaces
em hidroponia foi feita da mesma forma que a descrita no subcapitulo 2.5 (Bioensaios de

plantas de alface em vaso), tendo sido avaliados os mesmos parametros.

Figura 9. Sistema hidropdnico com e sem plantas de alface

2.7 Analise do efeito dos extratos no solo ap6s cultura de alface

A analise dos extratos liquidos e das amostras de solo antes e apds da cultura de

alface em vaso, foram realizadas pelo laboratorio de solos da ESAC.

Para tal, fez-se uma extracdo foi com &gua, na proporcéo de 1/5 (v/v), 10ml de
amostra seca a 38°C com 50 mL de &gua desmineralizada (ISO 3696:1987). Para tal
colocou-se a amostra de solo com agua desmineralizada em agitacdo durante duas horas,
findo esse periodo obtém-se um extrato do qual se determina o teor em fosforo, sodio,

potassio, calcio e magnésio.
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O teor em fésforo é determinado pelo método colorimétrico do molibdato de
amonio em meio com acido ascorbico, e teor em do sédio, potéssio, calcio e magnésio é

determinado por espectrofotometria de absorcéo atomica.

O pH e a condutividade elétrica foram medidos apds extracdo com agua, na
proporcéo de 1/5 (v/v), 10ml de amostra seca a 38 °C com 50 mL de dgua desmineralizada
(ISO 3696:1987). Para tal colocou-se a amostra de solo com agua desmineralizada em
agitacdo durante uma hora, findo esse periodo obtém-se um extrato no qual, com recurso a
um medidor de pH elétrico, se mede o valor de pH e em seguida procede-se a sua filtracao

para medicdo da CE.
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3.1 Bioensaios de germinacao

Nos bioensaios de germinacdo de sementes foram aplicados os extratos algais EAB
e EAP de cada uma das algas, com diferentes concentracdes (100%, 75%, 25%), de forma
a avaliar a sua influéncia em diferentes pardmetros como percentagem de germinacao
(P.G), o indice de velocidade de germinacdo (IVG) e a percentagem de matéria seca

(PMS). No qual foi atribuida a seguinte nomenclatura para cada solugéo

. TO — Agua destilada (0% extrato algal);
. T1 — EAB Ascophyllum nodosum;

" T2 - EAB Sargassum muticum;

. T3 - EAB Ascophyllum nodosum;

. T4 - EAB Sargassum muticum;

a) Percentagem de germinacao;

A percentagem de germinacéo foi avaliada para as diferentes espécies e variedades
de sementes utilizadas. Observando a Tabela 4 e 5, correspondentes a variedade de alface
verde e & variedade de alface roxas respetivamente, é possivel verificar que a percentagem
de germinacdo das sementes de ambas as variedades de alface tem os valores maximos
para 0s meios com 25% de concentracdo dos diferentes tratamentos, bem como as
percentagens de germinacdo mais baixas para os meios com 100% concentracdo. A Tabela
6 e a Tabela 7, relativamente as duas variedades de arroz (Ronaldo e Sprint), mostra que as
sementes de arroz apresentam um comportamento semelhante as sementes de alface, a
medida que aumenta a concentracdo do meio o valor da percentagem de germinacédo

diminui.

Comparando os valores obtidos para as sementes de alface e de arroz nos diferentes
tratamentos, verifica-se que, sementes de alfaces apresentam maior percentagem de
germinacdo no tratamento T2 a 25% de concentracdo e as sementes de arroz apresentam
valores de percentagem de germinagdo mais elevados no tratamento T4 a 25% de
concentragdo. Comparando os valores obtidos nos tratamentos a 25% de concentracdo, 0s

quais apresentaram valores mais elevados, com os valores obtidos no tratamento a 0% de
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concentracédo (controlo), observa-se que para as sementes de alface e de arroz, os valores

da percentagem de germinacao sao bastante proximos.

b) Indice de velocidade de germinacio (IVG);

O valor do indice de velocidade de germinacgdo corresponde a velocidade que uma
semente ou um conjunto de sementes leva até que 0 processo germinativo esteja completo.
Nas Tabelas I, I1, Il e IV, pode-se observar o valor do IVG para cada tratamento e semente.
Desta forma, ao comparar os diferentes valores, verifica-se que o indice de velocidade de
germinacdo tanto das sementes de arroz como das sementes de alface varia da mesma
forma que os valores da percentagem de germinacao, tendo-se registado os valores mais
elevados nos tratamentos com 25% de concentracdo e 0s valores mais baixos nos

tratamentos com 100% de concentracao.

Analisando os valores obtidos para as sementes de alface e de arroz nos diferentes
tratamentos, verifica-se que, as sementes de alfaces apresentam maior IVG no tratamento
T2 a 25% de concentracdo e as sementes de arroz apresentam valores IVG mais elevados
no tratamento T4 a 25% de concentracdo. Comparando os valores obtidos nos tratamentos
a 25% de concentracdo, 0s quais apresentaram valores mais elevados, com os valores
obtidos no tratamento a 0% de concentracdo (controlo), observa-se que para as sementes de

alface e de arroz, os valores do 1VG sdo bastante proximos.

c) Percentagem de matéria seca;

A percentagem de matéria seca obtida a partir dos valores da biomassa fresca e seca
totais corresponde a percentagem de matéria seca acumulada nas plantulas apds
germinacdo, permitindo determinar a quantidade de agua acumulada nas plantulas.
Analisando as Tabelas | e Il, correspondentes as sementes de alface, é possivel verificar
gue a percentagem de massa seca de ambas as variedades de alface tém os valores
maximos para 0os meios com 100% de concentragdo dos diferentes tratamentos, bem como
as percentagens de massa seca mais baixas para 0s meios com 25% concentracdo. Atraveés

das Tabelas Il e 1V, relativamente as duas variedades de arroz, verifica-se que as sementes
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de arroz apresentam um comportamento semelhante as sementes de alface, a medida de

aumenta a concentracdo do meio a percentagem de matéria seca nas plantulas aumenta.

Analisando os valores obtidos para as sementes de alface e de arroz nos diferentes
tratamentos, verifica-se que, as sementes de alface apresentam maior percentagem de
matéria seca no tratamento T2 a 100% de concentragdo e as sementes de arroz apresentam
valores percentagem de matéria seca mais elevados no tratamento T3 a 100% de
concentracdo. Comparando os valores obtidos nos tratamentos a 100% de concentracdo, 0s
quais apresentaram valores mais elevados, com os valores obtidos no tratamento a 0% de
concentracédo (controlo), observa-se que para as sementes de alface e de arroz, o controlo
apresenta valores mais baixos e, portanto, mostra que as plantulas tém maior quantidade de
agua acumulada. Desta forma, verifica-se que aumentando a concentracao do tratamento, o
teor de agua nas plantulas vai diminuindo e portanto a percentagem de massa seca €

superior.

Tabela I. Os dados da tabela correspondem a analise da percentagem de germinagdo; indice de velocidade de
germinacdo (IVVG) e percentagem de matéria seca para plantas de alface verdes

Germinacao Matéria seca
Tratamento (%) ¢ VG (%)
TO 0% 94 43,76 2,4
Tl 100% 72 31,62 5,4
T1 75% 81 36,9 5
Tl 25% 95 43,9 4,5
T2 100% 86 38,28 11,7
T2 75% 94 42,76 2,1
T2 25% 99 46,81 2,2
T3 100% 74 38,57 8,3
T3 75% 90 42,52 3
T3 25% 93 43,62 3,1
T4 100% 90 42,19 3,8
T4 75% 92 42,48 2,4
T4 25% 95 45,24 2,9
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Tabela Il. Os dados da tabela correspondem a analise da percentagem de germinagdo; indice de velocidade de

germinagdo (IVG) e percentagem de matéria seca para plantas de alface roxas

Germinacao Matéria seca
Tratamento (%) VG (%)
TO 0% 93 42,95 2,5
Tl 100% 87 39,43 6,2
Tl 75% 93 40,9 4,8
Tl 25% 94 42,95 3,5
T2 100% 88 40,9 57
T2 75% 89 41,05 4,2
T2 25% 95 44,57 3,3
T3 100% 79 37,62 4
T3 75% 79 36,95 2,7
T3 25% 92 43,48 2,9
T4 100% 89 41,71 3,7
T4 75% 93 42,95 2,2
T4 25% 93 43,95 2,0

Tabela I11. Os dados da tabela correspondem a analise da percentagem de germinagdo; indice de velocidade de

germinagdo (IVG) e percentagem de matéria seca para plantas de arroz da variedade Sprint

Tratamento Gerlzlz)agao VG Mate(l;z seca
TO 0% 89 35,05 38,1
T1 100% 83 21,52 48,0
T1 75% 84 23,48 47,6
T1 25% 92 31,67 441
T2 100% 89 22,38 46,4
T2 75% 83 23,52 46,0
T2 25% 92 30,48 39,6
T3 100% 87 27,76 53,9
T3 75% 90 33,86 49,3
T3 25% 92 34,48 36,2
T4 100% 82 30,71 50,6
T4 5% 84 35 48,0
T4 25% 93 38,95 37,9
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Tabela IV. Os dados da tabela correspondem & andlise da percentagem de germinacéo; indice de velocidade de

germinagdo (IVG) e percentagem de matéria seca para plantas de arroz da variedade Ronaldo

Tratamento Gerrgl/?)agao VG Mate(zz seca
TO 0% 79 27,29 30,2
T1 100% 66 23,29 56,8
T1 75% 68 24,05 53,2
T1 25% 72 25,1 38,4
T2 100% 66 14,95 42,8
T2 5% 67 16,24 40,3
T2 25% 72 20,76 32,9
T3 100% 58 18,19 69,1
T3 75% 69 23,19 65,5
T3 25% 69 23,62 61,8
T4 100% 67 27,9 28,5
T4 75% 63 26,67 27,0
T4 25% 75 29,38 25,8

3.2 Bioensaios com plantas de arroz em vaso

Para se avaliar os efeitos dos diferentes extratos de algas no desenvolvimento das

plantas de arroz, procedeu-se ao registo semanal e avaliacdo dos parametros: nimero de

perfilhos, nimero de nds, nimero de folhas, comprimento e largura méaxima da folha

principal, e percentagem de paniculas. Para facilitar a identificacdo das solugdes utilizadas,

atribuiu-se a seguinte nomenclatura para cada solugéo:

TO — Agua destilada (0% extrato algal);

T1 - EAB Ascophyllum nodosum;

T2 - EAB Sargassum muticum;

T3 - EAB Ascophyllum nodosum;

T4 - EAB Sargassum muticum;
T5 — Adubo comercial NPK (Mg) 17+11+10 (+2)

Na Tabela V estdo registados os valores das medicdes e contagens efetuadas para

os diferentes parametros, de forma a avaliar qual o efeito dos tratamentos no

desenvolvimento das plantas. Assim verifica-se que apenas ha diferencas significativas no

que diz respeito ao numero de perfilhos, onde as plantas tratadas com o T5 tém
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significativamente mais perfilhos que as plantas tratadas com TO, T1, T2 e T3. Desta

forma, as plantas tratadas com o T5 desenvolvem touceiras maiores.

Tabela V. Pardmetros observados para a avaliacdo do efeito dos extratos de algas no desenvolvimento de plantas de
arroz.

Tratamento N° Rebentos N° N6s N° Folhas ;ﬁ;%l:;zld& ::S)Iha gﬁrql?gLT?:r:]()) g il
TO 4.00£2.27 a 3,62 +1.06a 323+x0.33a 111+0.10a 21.99+261la

T1 2.75%158a 350+093a 301+041a 1.08+0.12a 2253+529a

T2 250+207a 341+090a 312+0.26a 1.04+0.14a 22.716+2.62a

T3 3.75+231a 344+09a 3.05+0.29a 1.05+0.08 a 210+244a

T4 5.75+1.83 ab 356+1.22a 3.00+0.18a 1.08+0.14a 21.93+281a

T5 1463+3.11b 382+137a 343+057a 114+014a 22.66 +3.23 a

Os Valores das medicdes e contagens sdo a média + erro padrdo (n = 8). Na mesma coluna, valores com a mesma letra
ndo sdo significativamente diferentes (teste de Tukey, p <0,05).

No final do desenvolvimento vegetal, as plantas de arroz formam uma panicula de
onde saem as flores e onde posteriormente se formam os grdos de arroz. A figura 10
mostra a percentagem de plantas com paniculas nos diferentes tratamentos, onde se

verifica que existem diferencas significativas entre alguns tratamentos.

Analisando os valores, o tratamento TO apresenta a maior percentagem, 100%,
diferindo de todos os outros enquanto o tratamento T3 é aquele que tem menor
percentagem, 92,1%, e também ¢é significativamente diferentes de todos os outros. Os
tratamentos T1, T2, T4 e T5 apresentam valores semelhantes, ndo significativamente

diferentes entre si.

100% a
100

98

96,6% b 9
95,8% b 96,3% b

96
94,4% b,c

94
92,1% c

92

90

% Plantas com Panicula

88
T0 T1 T2 T3 T4 T5

Tratamentos

Figura 10. Percentagens de plantas de arroz com Panicula
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3.3 Bioensaio de plantas de alface em vaso

No bioensaio de plantas de alface em vaso foram adicionados os diferentes extratos
algais com 25% de concentracdo. Para se avaliar os seus efeitos no desenvolvimento das
plantas, procedeu-se ao registo do didmetro da parte aérea, comprimento da maior raiz,
peso da massa seca e fresca da parte aérea e da parte radicular. Para facilitar a identificacdo

das solucgdes utilizadas, atribuiu-se a seguinte nomenclatura para cada solugéo:

" TO — Agua destilada (0% extrato algal);
. T1 — EAB Ascophyllum nodosum 25%;
. T2 - EAB Sargassum muticum 25%;
. T3 - EAB Ascophyllum nodosum 25%;
= T4 - EAB Sargassum muticum 25%;

Na figura seguinte, é exposto o aspeto geral das plantas de alface cultivadas em
vaso, numa estufa em tunel, no final do seu desenvolvimento (Fig. 11). No final do ensaio,
de uma forma geral as plantas todas, independentemente do tratamento, apresentam um
tamanho ligeiramente reduzido em comparacdo com as alfaces vulgarmente

comercializadas, observando-se visualmente diferencas entre os tratamentos.

Figura 11. Plantas de alface no final do cultivo em solo

Apos o desenvolvimento das plantas de alface em solo, adubadas com os diferentes

tratamentos procedeu-se ao registo e analise dos diferentes parametros.

Observando-se a Tabela VI, referente as alfaces verdes, é possivel verificar que

existem diferencgas significativas entre os diferentes tratamentos para 0s parametros
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avaliados, excetuando-se o comprimento da raiz que ndo é significativamente diferente

entre os tratamentos.

Em relacdo ao Diametro observa-se que os tratamentos T1 25% e T2 25% séo
semelhantes entre si mas significativamente deferentes do tratamento TO, que apresenta um

diametro com 26,30cm, superior aos outros tratamentos.

Nos valores de massa fresca aérea o tratamento TO é aquele que apresenta um valor
mais elevado, 78,5¢, e o tratamento T4 25% o valor mais baixo. Em relacdo a massa fresca
radicular, o tratamento com valor mais elevado foi 0 T4 25%, diferindo significativamente

dos demais tratamentos.

Analisando a massa seca aérea e radicular, é possivel verificar que o tratamento T4

25% € o0 que apresenta valor mais elevado, 12,079 e 24,799 respetivamente.

Tabela VI. Pardmetros observados para a avaliacdo do efeito dos extratos de algas no desenvolvimento de plantas de alface
verde em solo

Massa Fresca Massa Seca
Tratamento | Dijametro parte | Comprimento Aérea Radicular ’ Radicular
. ) Aérea (9)
aerea Raiz (cm) ) () )

TO 26.30+5.25a 3530+6.40a | 78.15+14.38b | 83.03+14.19b | 9.79+155ab | 19.03+4.11ac
T1 25% 19.60 +3.03b 36.70£552a | 47.21+362ac | 56.36+15.73a | 747%2.19a 1167 £4.70ab
T2 25% 21.40+291b 40.15+447a |53.69+1577a |49.24+1436a | 7.64+195a 1094 £3.80b
T3 25% 2270 +£356ab | 36.90+4.25a | 5222+13.58a | 52.70+16.60a | 8.05%2.03a 11.93+£5.46 a,b
T4 25% 25.70+£226ab | 36.80+4.42a | 36.80+4.42c 105.99+25.90¢ | 12.07+2.05b | 24.79+10.38¢

Os Valores das medicdes e contagens sdo a média + erro padrdo (n = 8). Na mesma coluna, valores com a mesma letra
ndo sdo significativamente diferentes (teste de Tukey, p <0,05).

Observando-se a Tabela VII, referente as alfaces roxas, é possivel verificar que
existem diferencas significativas entre os diferentes tratamentos para os parametros
avaliados, excetuando-se o didmetro da parte aérea e a massa fresca da parte aérea que néo

sdo significativamente diferente entre os tratamentos.

Avaliando os diferentes pardmetros, verifica-se que o tratamento T4 25% é aquele
que apresenta valores mais elevados para a massa fresca radicular, 63,61g, e para a massa

seca radicular, 12,29 g. Para a massa seca aérea o tratamento T1 25% é aquele que tem
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maior resultado 7,51, embora ndo sendo significativamente diferente do tratamento T4
25%.

Em relacdo ao comprimento da raiz, observa-se que o tratamento T2 25% apresenta
maior comprimento, 40 cm, e T4 25% é o que apresenta menor comprimento, 34,20.

Embora estes tratamentos tenham valores significativamente entre si, sdo préximos dos

valores dos restantes tratamentos.

Tabela VII. Pardmetros observados param a avaliacéo do efeito dos extratos de algas no desenvolvimento de plantas de alface

roxa em solo
Massa Fresca Massa Seca
Tratamento | Djametro parte | Comprimento Aérea Radicular . Radicular
, . Aérea (g)
acrea Raiz (cm) ©) (©) (©)
TO 2180+132a | 36.30+4.95ab | 50.80+8.17a 4354 +543ac | 547 +1.02a | 822+1.78¢c
T125% 2110+285a | 3580+282ab | 55.64+1352a | 47.02+8.22a 7.51+1.53b 9.64 £3.06 c,d
T2 25% 22.00+231a | 40.00+3.27a 5421+937a 38.03+6.62ac | 539+09a 750+1.76ac
T3 25% 19.30+2.71a | 37.00£4.97ab | 49.33+6.65a 34.68+7.40c 494+101a 535+13la
T4 25% 2250+3.60a | 3420+322b 62.94 +9.66 a 63.61+14.68b | 6.40+1.26ab | 12.29+559d

Os Valores das medicdes e contagens sdo a média + erro padrdo (n = 8). Na mesma coluna, valores com a mesma letra ndo
séo significativamente diferentes (teste de Tukey, p <0,05).

3.4 Bioensaios de plantas de alface em hidroponia

No bioensaio de plantas de alface em hidroponia, foram colocadas 30 alfaces (15
verdes e 15 roxass) a crescer em trés tratamentos diferentes (T2 25%, T2 C.E.R. e T7). De
forma a avaliar o seu efeito no desenvolvimento de plantas, procedeu-se ao registo do
didmetro da parte aérea, comprimento da maior raiz, pesagem da massa seca e fresca da
parte aérea e percentagem de massa seca. Para facilitar a identificacdo das solucbes

utilizadas, atribuiu-se a seguinte nomenclatura para cada solugéo:

. T2 25% — EAB Sargassum muticum 25%;
. T2 C.E.R. — EAB Sargassum muticum 25%, com correcdo da condutividade
elétrica por adicdo de dgua destilada;

" T6 — Solucdo de fertirrega, formulacdo da empresa Nutrimondego
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Na figura seguinte, é exposto o aspeto geral das plantas de alface em hidroponia
dentro de estufa, ao fim de 4 semanas de desenvolvimento (Fig. 12). No final do ensaio, de
uma forma geral, as plantas que se desenvolveram nos meios a base de alga, apresentam
um tamanho reduzido em comparacdo com as alfaces desenvolvidas em solucdo de
fertirrega. No entanto todas elas apresentam uma morfologia esperada, apesar de didmetros
reduzidos no caso das desenvolvidas em extratos de alga.

T2C.E R
Figura 12. Alfaces no final da cultura em hidroponia em
diferentes tratamentos

Apbs o desenvolvimento das plantas de alface em hidroponia, procedeu-se ao

registo e anlise dos diferentes parametros.

Observando-se a Tabela VIII, referente as alfaces verdes, é possivel verificar que
existem diferencas significativas entre os diferentes tratamentos para 0s parametros
avaliados. Em relacdo aos diferentes parametros verifica-se que o tratamento T6 € o que
tem valores mais elevados para todos eles e o tratamento T2 25% € 0 que apresenta 0s
valores mais baixos, sendo estes dois significativamente diferentes entre si em todos 0s

parametros.

O tratamento T2 C.E.R. apresenta valores intermédios entre 0 T6 e 0 T2 25% para
todos os parametros. Os seus valores sdo significativamente diferentes dos do tratamento
T6, no entanto so é significativamente diferente dos valores de T2 25% nos parametros

comprimento da raiz e na massa seca aérea e radicular.
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Tabela VII11. Pardmetros observados param a avaliagéo do efeito dos extratos de algas no desenvolvimento de plantas de alface verde

em hidroponia

Massa Fresca Massa Seca
Tratamento ia Comprimento Aérea Radicular Radicular
Diametro parte P Abrea (g)
acrea Raiz (cm) (9) ()] (9)
T2 25% 13.61+1.39a 6.056+1.21a 13.18 £3.81a 8.79+3.74a 159+044a 1.19+055a
T2 25% C.E. 14.15+1.99a 13.08+2.62b | 16.07+3.70a 19.37 +4.54Db 1.26 +0.28 a 1.84+045b
T6 2954 +£2.02b 23.21+426¢c | 106.24+1448b | 36.53+7.24c 6.53+1.10b 343+047¢c

Os Valores das medicdes e contagens sdo a média + erro padréo (n = 8). Na mesma coluna, valores com a mesma letra ndo séo

significativamente diferentes (teste de Tukey, p <0,05).

Observando-se a Tabela VIII, referente as alfaces roxas, é possivel verificar que

existem diferencas significativas entre os diferentes tratamentos para 0s parametros

avaliados. Em relacdo aos diferentes parametros, o tratamento T6 é o que tem valores mais

elevados para todos eles e o tratamento T2 25% € 0 que apresenta os valores mais baixos,

sendo estes dois significativamente diferentes entre si em todos 0s parametros.

O tratamento T2 C.E.R. apresenta valores intermédios entre 0 T6 e 0 T2 25% para

todos os parametros. Os seus valores sdo significativamente diferentes dos do tratamento

T6, no entanto sé € significativamente diferente dos valores de T2 25% nos parametros

didmetro da parte aérea e comprimento da raiz.

Tabela VI11. Parametros observados param a avaliacdo do efeito dos extratos de algas no desenvolvimento de plantas de alface roxa em

hidroponia
Massa Fresca Massa Seca
Tratamento Diametro parte Comprimento Aérea Radicular ) Radicular
) Aérea (9)
aerea Raiz (cm) C), C), C)

T2 25% 11.29+139a 526+0.89a 13.60+£291a 10.65 £2.03 a 153+0.25a 150+0.28a
T225% C.E. | 1558+2.79b 12.73+£12.73b | 17.72+6.49a 12.01+431a 1.11+040a 1.20+£0.48a
T6 26.71+193c 2443+2443¢c | 72.83+13.87h 35.13+6.13Db 496+1.09b 3.87£0.43Db

Os Valores das medicdes e contagens sao a média + erro padrdo (n = 8). Na mesma coluna, valores com a mesma letra ndo séo

significativamente diferentes (teste de Tukey, p <0,05).

A figura 13 mostra a percentagem de matéria seca das alfaces verdes e roxass nos

trés tratamentos, T2 25%, T2 C.E.R. e T6. A percentagem de matéria corresponde a

percentagem de matéria seca acumulada nas alfaces ao longo do seu desenvolvimento,

permitindo determinar a quantidade de agua acumulada nestas.
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Observando os dados verifica-se que as alfaces verdes e roxas tém um
comportamento semelhante entre elas nos diferentes tratamentos. Verifica-se que em
ambas as variedades o tratamento para o qual as plantas tém maior percentagem de matéria
seca € 0 T2 25%, que sdo significativamente diferentes dos outros tratamentos. Desta
forma, observa-se que as alfaces que se desenvolveram no meio T2 25% tém maior
acumulo de matéria seca e portanto menor acumulo de 4gua. Comparando estes dados com
os relativos ao diametro da parte aérea, nas Tabelas 11 e 12, verifica-se que para 0
tratamento T2 25% apresenta menores valores, logo o seu tamanho mais reduzido devera

estar relacionado com o menor teor em agua.

20
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16
© 14
)]
" 12
a
9 10
s s
T
X 6 —
4 -
2
.
0
Alface Verde Alface Roxa
mT225% 12,43 11,39
mT2C.E.R. 7,86 6,3
T6 0,54 6,3

Figura 12. Percentagem de massa seca acumuladas nas alfaces apds cultura em hidroponia.

3.5 Analise do efeito dos extratos no solo apds cultura de alface

Na Tabela IX estdo indicados os valores de percentagem de matéria organica, pH,
condutividade elétrica (C.E.) e os teores de pentdxido de fosforo, 6xido de potéssio, éxido
de célcio e 6xido de magnésio (mg/L), analisados em amostras de solo antes e apos a

cultura de alfaces em vaso.
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A analise das diferentes amostras de substrato permite verificar que a adi¢do dos
tratamentos aumentou ligeiramente o valor de pH e diminui os valores da C.E., enquanto

na amostra do controlo (TQ) néo se verificaram alteracdes nos valores destes parametros.

A nivel da percentagem de matéria organica presente nas amostras, é possivel
verificar-se que as amostras TO, T1 e T4 apresentam um valor semelhante & amostra

inicial, enquanto as amostras T2 e T3 apresentam valores superiores.

Em relacdo ao conteddo mineral, observa-se que as amostras TO, T1, T2, T3 e T4
tém menor quantidade de minerais que a amostra inicial. Comparando a quantidade de
minerais presentes entre os tratamentos, é possivel verificar que os tratamentos TO, T1 e T3
apresentam valores semelhantes entre si e superiores aos apresentados pelos tratamentos
T3 e T4.

Tabela IX. Pardmetros analisados em amostras de solo antes da cultura de alface (Amostra inicial) e no final da cultura
(TO, T1, T2, T3, T4)

Amostra
Parametros inicial TO T1 T2 T3 T4
Materia 26,42 26,51 2440 3478 31,53 26,06
organica, %
pH (H20)a) 660 N 660 N 710 N 720 N 710 N 710 N
f‘E'etr"mscm' 0210 B 020 B 011 B 012 B 010 B 012 B
1386
P205, mg/L o M 7860 B 7880 B 8010 B 6400 B 60,40 B
621,0 M 312,0 342,0 312,0 192,0 183,0
K20, mg/L o A o A o A 0 A o M o M
Ca0, mg/L 8750 B 7690 B 70,00 B 6580 B 61,60 B 44,10 “é'
M M M M M M
MgO, mg/L 1494 O 1494 0 1162 O 1245 o 1328 |, 830 |

N=Neutro; B=Baixo; M=Médio; MB=Muito Baixo; MA=Muito Alto
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4.1 Bioensaios de germinacao

Os bioensaios de germinacdo, realizados em condigdes controladas, tém como
objetivo avaliar o potencial germinativo das sementes quando submetidas a substratos
compostos por EAB e EAP das algas Ascophyllum nodosum e Sargassum muticum em

diferentes concentragdes.

Neste ensaio determinou-se, a percentagem de germinacdo das sementes,
corresponde a quantidade, em percentagem, de sementes germinadas em cada substrato.
Verificou-se que as sementes de ambas as variedades de alface e de arroz tiveram um
comportamento semelhante, tendo valores maximos para o0s substratos com 25% de
concentracdo dos diferentes tratamentos, os valores minimos de percentagens de
germinagao para os meios com 100% concentragdo. E de notar que os valores obtidos para
0s substratos com 25% de concentracdo sdo muito proximos dos valores registados para o
controlo (TO0).

Os valores de IVG, correspondentes a velocidade de germinacdo das sementes,
foram também determinados, sendo um paradmetro importante ja que permitem avaliar a
velocidade do processo germinativo da semente ou grupo de sementes em determinadas
condicBes [500]. Ao observar os dados verifica-se que os valores de IVG, a semelhanca
dos valores da percentagem de germinacgdo, sdo mais elevados para os substratos com 25%

de concentracdo e mais baixos para os substratos com 100% concentracao.

A germinacdo é um processo que ocorre em trés fases: a) a fase I, onde ocorre
entrada de agua para o interior da semente por diferenca do potencial hidrico; b) a fase II,
onde h& a continuidade da absorcdo de &gua e ativacdo dos processos metabdlicos
responsaveis pelo desenvolvimento embrionario; c) a fase 111, onde ocorre o alongamento
da raiz primaria. Durante este processo, o potencial osmotico das sementes é determinante
para a capacidade do embrido absorver agua, logo se uma semente for colocada num

substrato osmotico é possivel bloquear o processo de germinacédo na fase 11. [506]

De acordo com Ferreira (2004) o pH das solugdes, bem como a presenca de
substancias como agucares aminoacidos e acidos organicos, compostos osmoticamente
ativos, geralmente constituintes de extratos brutos, podem influenciar a germinacdo e

processos fisiologicos. Tendo em conta que conforme aumenta a concentracdo do substrato
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a percentagem de germinacédo e o IVG diminuem, depreende-se que estes parametros sao

influenciados negativamente pela presenca de compostos osmoticamente ativos.

De facto, ao avaliar a percentagem de massa seca acumulada nas plantulas apds
germinacdo, tanto de alface como de arroz, verifica-se que os valores sdo mais elevados
para os substratos com 100% de concentracdo e mais baixos para os substratos com 25%
concentracdo, desta forma, quanto maior a concentracdo do substrato menor é o teor de
agua nas plantas. Isto devera dever-se a dificuldade que as plantulas tém em absorver gua
devido a presenca de maior concentragdo de compostos osmoticamente ativos em

substratos mais concentrados.

Os resultados obtidos neste experimento sdo coincidentes com os resultados obtidos
por Craigie (2011), o qual verificou que pequenas quantidades de extrato de alga afetam o
metabolismo celular vegetal, influenciando positivamente o desenvolvimento das

estruturas vegetais.

Sirvasankari et al (2006) realizaram bioensaios de germinagdo com sementes de
Vigna sinensis submetidas a aplicacdo de extrato aquoso de uma alga pertencente ao
género Sargassum (Sargassum wightii). Neste bioensaio, verificaram que ocorrem
variacOes significativas para os pardmetros avaliados, constatando que os extratos com
menor concentragdo (20%) promoveram um aumento da percentagem de germinacao,
comprimento das raizes, comprimento da parte aérea e biomassa fresca e seca, bem como

incremento no seu valor nutricional.

Cherian et al (2011), em bioensaios de germinacdo e crescimento de plantulas de
arroz, utilizando tratamentos com extratos da alga Nostoc commune (cianobactéria) em
diferentes concentracgdes (25%, 50%, 75% e 100%), verificaram que contrariamente ao que
acontece com algas castanhas, para estas algas o extrato com 75% de concentracdo foi o

que apresentou maiores beneficios. [510]

4.2 Bioensaio com plantas de arroz em vaso

No bioensaio com plantas de arroz pretendeu-se avaliar o efeito dos diferentes
extratos, EAB e EAP das algas Ascophyllum nodosum e Sargassum muticum, no

desenvolvimento das plantas.

Ao avaliar os diferentes parametros para cada tratamento, verifica-se que apenas ha

diferencas significativas no que diz respeito ao numero de perfilhos por planta. Desta
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forma, verifica-se que plantas tratadas com o tratamento T5 tém significativamente mais
perfilhos que as plantas tratadas com os tratamentos TO, T1, T2 e T3. Contudo, apesar do
tratamento T5 ser aquele que apresenta maior nimero de perfilhos, é o tratamento TO
(controlo) que apresenta maior percentagem de plantas com panicula. Tendo em conta que
em todos os tratamentos a percentagem de plantas com panicula é elevada, pode-se
depreender que a causa da percentagem de plantas com panicula ndo corresponder ao
tratamento com maior nimero de perfilhos, € o facto de os perfilhos se terem desenvolvido

tardiamente e ndo chegaram a produzir panicula por término do experimento.

Para se verificar qual a causa especifica desta variacdo, seria necessario recorrer a
andlise do solo e do contetdo nutricional das plantas de arroz. No entanto esta variacdo
pode ocorrer por fatores que ndo os tratamentos aplicados.

S&@0 poucos os estudos com aplicacdo de extratos de Ascophyllum nodosum e
inexistentes os estudos com aplicacdo de extratos de Sargassum muticum em plantas de

arroz, no entanto comecam a surgir varios experimentos com outras culturas.

Igna e Marchioro (2010) realizaram um experimento com o objetivo de avaliar o
efeito de extratos de Ascophyllum nodosum na produtividade de plantas de trigo (Triticum
aestivum L.), para tal avaliaram o numero de espigas por metro linear e o rendimento de
grdos para plantas de trigo (Triticum aestivum L.). No final do experimento concluiram que
0 extrato desta alga proporciona ganhos significativos no nimero de espigas e na
produtividade de grdos. Estes resultados vdo de encontro aos obtidos por Mogor et al
(2008), que obtiveram maior crescimento e rendimentos de gréos aplicando extrato da alga
Ascophyllum nodosum na cultura do feijao.

4.3 Bioensaio de plantas de alface em vaso

Avaliando os diferentes parametros para as alfaces verdes e roxas, &€ possivel
verificar que existem diferencas significativas entre os diferentes tratamentos para alguns
dos parametros avaliados. No entanto, nas alfaces verdes ndo se verificam diferengas
significativas para 0 comprimento da raiz entre os diferentes tratamentos e nas alfaces
roxas néo se verificam diferencas significativas entre os valores dos diferentes tratamentos

em relacdo ao didmetro da parte aérea e & massa fresca radicular.

Comparando os valores dos diferentes par@metros com os tratamentos aplicados nas

alfaces, incluindo o controlo (T0), ndo se verifica que os extratos algais utilizados neste
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bioensaio potenciem significativamente o desenvolvimento vegetal. Estes resultados sdo
concordantes com Moreira et al (2006) com a aplicacdo de extratos de Ascophyllum
nodosum em culturas de alface, os quais ndo potenciaram diferencas significativas no

desenvolvimento das plantas

Contrariamente, Dantas et al (1998) com a aplicacdo de extratos de Sargassum
vulgare em culturas de alface e coentro, verificaram que as plantas tratadas com extrato a
25%, exibiram um crescimento significativo comparativamente com as plantas do controlo.
N. Vijayanand et al (2014) [520] testaram o efeito de diferentes concentracfes de extratos
liquidos de Sargassum wightii no crescimento, composic¢ao bioquimica e de produtividade
de feijoeiros, verificando que as plantas submetidas aos extratos apresentaram valores
satisfatorios os parametros analisados.

4.4 Bioensaios de plantas de alface em hidroponia

Os bioensaios com plantas em hidroponia, realizados em estufa, ttm como objetivo
avaliar o potencial do EAB de Sargassum muticum a 25% de concentra¢do como solucao

nutritiva para o desenvolvimento das plantas.

Analisando os valores registados nas Tabelas 11 e 12 para cada parametro
avaliado, tanto para as alfaces verdes como para as alfaces roxas, verifica-se que apesar
dos valores diferirem entre as duas variedades, as diferencas observadas entre os 3
tratamentos séo semelhantes. Desta forma observa-se que existem diferengas significativas
entre o tratamento T6 e o tratamento T2 25%, sendo que o tratamento T6 apresenta 0s
valores mais elevados para todos 0s parametros e o tratamento T2 25% € 0 que apresenta

os valores mais baixos.

O tratamento T2 C.E.R. apresenta valores intermédios entre 0 T6 e 0 T2 25% para
todos os parametros. Os seus valores sé@o significativamente diferentes dos do tratamento
T6, no entanto s € significativamente diferente dos valores de T2 25% nos parametros
comprimento da raiz e na massa seca aérea e radicular. Esta similaridade deve estar
relacionada com a presenca de moléculas com potencial osmatico em quantidades elevadas

nas algas.

De facto, ao avaliar a percentagem de massa seca acumulada nas plantulas apés
germinacdo, tanto de alface como de arroz, verifica-se que os valores sdo mais elevados

para os substratos com 100% de concentragcdo e mais baixos para os substratos com 25%
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concentracdo, desta forma, quanto maior a concentracdo do substrato menor é o teor de
agua nas plantas. Isto devera dever-se a dificuldade que as plantulas tém em absorver dgua
devido a presenca de maior concentragdo de compostos osmoticamente ativos em

substratos mais concentrados.

Analisando os valores da percentagem de massa seca nas alfaces verde e roxas,
Gréafico 3, verifica-se que a semelhanca do observado nos bioensaios de germinacao,
quanto mais concentrado é tratamento maior € a percentagem de matéria seca, ou seja,
menor € o teor de 4gua acumulado nas plantas. Isto tento em conta que o tratamento T2
C.E.R sofreu uma diluicdo, ja que a condutividade elétrica é reduzida por adicdo de agua

destilada.

Mais uma vez, verifica-se que as plantas que se desenvolvem em tratamentos mais
concentrados tém mais dificuldade em absorver &gua, devido a presenca de maior

concentracdo de compostos osmoticamente ativos nas algas.

Atualmente ndo se encontram artigos publicados relativamente a aplicacdo de
extratos algais como meio nutritivo em culturas hidroponicas, pelo que trabalhos
semelhantes a este podem contribuir ndo sé com informacdo mas servir como fonte de

estimulo para se pesquisar mais sobre as aplicacdes das algas em hidroponia.

4.5 Analise do efeito dos extratos no solo apds cultura de alface

A anélise das diferentes amostras de substrato mostra que a adicdo dos extratos
algais diminui os valores da C.E., 0 que ndo € coerente com o descrito na bibliografia. De
acordo com Eyras et al (2008) as macroalgas podem ser um problema no que se refere ao
aumento da quantidade de sais nos solos ja que estes promovem o0 aumento dos valores da

C.E. para niveis superiores aos ideais para as plantas.

Relativamente a percentagem de matéria organica presente nas amostras, verifica-se
que os tratamentos T2 e T3 apresentam valores superiores a amostra controlo, enquanto 0s
restantes tratamentos apresentam valores semelhantes a amostra inicial. Desta forma
verifica-se que apenas dois destes tratamentos sdo eficientes no que diz respeito ao

incremento de matéria organica no solo.

A nivel do contetdo mineral, observa-se que as amostras de solo no final da cultura

de alface apresentam menor quantidade de minerais que a amostra inicial. Comparando a
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guantidade de minerais presentes nas amostras verifica-se que os tratamentos TO, T1 e T3
apresentam valores semelhantes entre si e superiores aos apresentados pelos tratamentos
T3 e T4.

Ao comparar a diferencas da quantidade de minerais presentes nos tratamentos com
os dados do desenvolvimento das plantas, verifica-se que apesar de ndo haver diferencas
no desenvolvimento das plantas entre os diferentes tratamentos, a nivel da quantidade de
minerais o0s tratamentos T3 e T4 registaram valores mais baixos. Desta forma depreende-se
que estes extratos devem ter compostos bioativos capazes de promover a absorcdo de

minerais pelas plantas e por isso o contetdo de minerais no solo é inferior.
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Nos bioensaios de germinacdo, verificou-se que em todos os grupos de sementes 0
valor da P.G. e do IVG diminui & medida que a concentracdo dos extratos aumenta,
contrariamente ao valor da %MS que aumenta a medida que a concentracdo também
aumenta. Como a %MS nas plantas permite saber qual o seu teor em agua, conclui-se que a
medida que se aumenta a concentracdo as sementes e plantulas tém mais dificuldade em

absorver agua e portanto os processos germinativos sao afetados negativamente.

Comparando os resultados diferentes, verifica-se que os melhores resultados foram
obtidos em sementes germinadas em meios com 25% de concentracdo, mostrando que a
baixas concentracfes 0s extratos de algas potenciam a germinacdo. Neste sentido seria
necessario realizar bioensaios com concentra¢cdes mais baixas de algas e se possivel fazer
estudos em campo, para analisar quais as vantagens das aplicacdes de extratos algais em

sementeiras no cam po.

Na cultura de arroz em vasos, utilizando plantas da variedade Ronaldo, ndo se
verificou que os extratos das algas Ascophyllum nodosum e Sargassum muticum a 25% de
concentracdo potenciem diferencas positivas no desenvolvimento das plantas. Ao registar e
analisar parametros como o numero de perfilhos, o nimero de nos e folhas, o comprimento
e largura da folha principal, bem como a percentagem de plantas com panicula, observou-
se que apenas o tratamento com adubo comercial teve maior nimero de perfilhos. No
entanto, foi o controlo que obteve maior percentagem de plantas com panicula, apesar da
percentagem de plantas com panicula em todos os tratamentos ser superior a 92%. Desta
forma ndo € possivel ter dados conclusivos para afirmar que os extratos aplicados tiveram
efeito direto no desenvolvimento e produtividade das plantas de arroz. Seria necessario
recorrer a analise dos constituintes quimicos das diferentes partes das plantas e avaliar
diferentes pardmetros como numero de sementes por planta, bem como realizar testes
semelhantes em campo, para se ter dados mais conclusivos quanto as potencialidades dos

extratos neste tipo de producéo.

Aplicando os extratos das algas a 25% de concentracao, a alfaces verdes e a alfaces
roxas cultivadas em vaso, e comparando os resultados obtidos com o controlo ndo se
verifica que estes extratos tenham potenciado o desenvolvimento das plantas. No entanto,
seria interessante fazer-se uma andlise aos constituintes quimicos das deferentes partes das
plantas de forma a se avaliar se houve incremento nutricional as plantas expostas aos

tratamentos com algas.
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Na cultura hidroponica plantas de alface em meio composto por EAB de Sargassum
muticum a 25% de concentracdo, verifica-se que h& um efeito negativo no
desenvolvimento das plantas quando comparado com o desenvolvimento das plantas em
meio de fertirrega especifico. De forma a se verificar se o efeito é causado por diferencas
de condutividade elétrica, ja que os extratos brutos tém um valor elevado mesmo a 25% de
concentragdo, usou-se um extrato com condutividade elétrica dentro de valores ideais para
a alface. No entanto, apesar de registar valores mais satisfatorios o desenvolvimento das

plantas foi inferior ao das desenvolvidas em meio fertirrega especifico.

Quando analisada a %MS das plantas, foi possivel observar que os valores mais
elevados estavam associados aos extratos de alga, concluindo-se que existem compostos
bioativos nas algas com efeitos negativos a nivel da absor¢do de agua, levando a um menor
desenvolvimento vegetal e maior percentagem de matéria seca. Seria interessante analisar
0s constituintes quimicos das folhas de alface e comparar o valor nutricional entre os
tratamentos aplicados, para avaliar se os extratos potenciam o incremento de substancias

nutritivas.
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