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Controlo de populacfes de microalgas por plantas: Que relevancia em
Agroecologia?

S. Barros; A.M. Geraldes; C. Fernandes

Centro de Investigacdo de Montanha, Escola Superior Agréria, Instituto Politécnico de
Braganca, Campus Sta Apolonia, Apt. 1172, 5301-855 Braganca. sandracgbarros@gmail.com;
geraldes@ipb.pt; conceicao.fernandes@ipb.pt

Resumo

Muitos sistemas aquaticos apresentam desenvolvimento excessivo de fitoplancton e algas
filamentosas devido a eutrofizagdo. Para mitigar os problemas ambientais e econdmicos
resultantes, tém sido aplicados algicidas convencionais. Contudo, estes tém eficacia discutivel,
sdo toxicos e persistentes no ambiente. Uma alternativa podera ser a utilizacdo de plantas e
dos seus extractos como algicidas naturais. No presente trabalho foi investigado o potencial
algicida/algistatico de oleos essenciais e de decocgbes extraidos das seguintes plantas:
alfazema (Lavandula sp), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), loureiro (Laurus nobilis L),
mendrasto (Mentha suavolens Ehrh.), freixo (Fraxinus angustifolia Vahl.), choupo (Populus sp.)
e sabugueiro (Sambucus nigra L.). Para tal, culturas de Chlorella vulgaris Beijerinck
(Chlorophyta) e Anabaena cylindrica Lemm (Cyanophyta) foram expostas a diferentes
concentragdes dos extractos mencionados. Os resultados obtidos sugerem que os Oleos
essenciais testados possuem propriedades algicidas e que apenas as decocgdes de alecrim e
loureiro na concentragdo maxima testada terdo efeito algistatico nas culturas de Chlorella
vulgaris e capacidade de diminuicdo da proliferagdo celular nas culturas de Anabaena
cylindrica. A decoccao de freixo também parece ter efeito algistatico mas apenas na cultura de
Anabaena cylindrica. No futuro, e num contexto de uma agricultura cada vez mais sustentavel
plantas, ou extractos, com propriedades algicidas/algistaticas poderdo ser utilizados para
controlar o excesso de algas em charcos e tanques das exploragdes agricolas e em sistemas
aquaticos adjacentes com menores impactos ambientais e econdmicos e com menos riscos

para a saude publica.

Palavras-chave: microalgas, extractos vegetais, actividade algicida/algistatica.
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Introducao

Desde a década de 30 do século XX, é do conhecimento geral que plantas aquaticas e
terrestres podem libertar para o meio envolvente compostos activos (alelopaticos) que
condicionam o desenvolvimento de outros organismos. Estes compostos sdo geralmente
fendis, terpendides, alcaldides, acidos gordos e esterdides (Bourgaud et al., 2001), podendo
ser encontrados em diversas partes da planta, como, folhas, caules, frutos, sementes, nao
existindo no entanto um padrédo para a quantidade exacta em cada parte da planta (Inder;jit,
1996). Também foi observado que muitos destes compostos inibiam o crescimento do
fitoplancton e de outras espécies de algas filamentosas (Gross et al., 2007). Sado de salientar
os estudos pioneiros nos quais se verificou que a palha de cevada apresentava um efeito de
redugao significativo na densidade de microalgas e um aumento acentuado na transparéncia
da agua, em sistemas aquaticos com crescimento de algas excessivo (Geiger et al., 2005). Séao
também de salientar os trabalhos desenvolvidos por Gross 2000; Berger & Schagerl, 2004; Hilt
2006; Mulderij et al., 2006; Hilt & Gross 2008; Zhang et al., 2009 que mais uma vez evidenciam
a produgdo de substancias alelopaticas com efeito algicida em plantas aquaticas. Outros
trabalhos revelaram que 6leos essenciais extraidos de varias plantas terrestres tém também
efeitos inibidores do crescimento de varias microalgas (Cantrell et al., 2007; Yang et al., 2009).
Extractos aquosos (infusdes) provenientes de varias plantas também parecem ter efeitos
negativos no crescimento do fitoplancton (Jancula et al., 2007). Este tipo de investigagdo tem-
se tornado muito relevante dado que é cada vez mais frequente em sistemas aquaticos, tanto
naturais como artificiais, de pequena e grande dimensdo, a ocorréncia de um crescimento
excessivo (blooms) do fitoplancton e de algas filamentosas induzido pela crescente
eutrofizagdo. A mitigagdo dos problemas ecoldgicos, estéticos e econdmicos causados pelos
blooms de algas passa na maior parte dos casos pela simples aplicagdo de algicidas
convencionais (e.g. CuSQO,4). No entanto, estes compostos tém varios inconvenientes que
incluem um grau de eficiéncia discutivel, persisténcia nos ecossistemas causando impactos
ambientais muito negativos, e toxicidade para outros organismos ndo — alvo. Outras
alternativas aos processos quimicos, sao os processos fisicos como por exemplo, a remogao
mecanica e ultra-sons, no entanto, estes métodos sdo geralmente muito dispendiosos e
apenas viaveis em areas confinadas. Urge assim desenvolver novas tecnologias de controlo
directo de populagdes de algas. Estas, deverdo ser eficientes, de baixo custo e “amigas” do
ambiente. Em Portugal apesar de existirem numerosos sistemas aquaticos (albufeiras, rios,
lagos ornamentais e piscinas) com problemas devido ao desenvolvimento excessivo de algas
até ao momento n&o era conhecido nenhum tipo de investigacdo que visasse avaliar o
potencial algicida/algistatico de plantas autéctones (Barros, 2010; Barros, et al. 2010). Assim, o
objectivo do presente estudo é avaliar o potencial algicida/algistatico de varias plantas que
ocorrem espontaneamente (autoéctones) ou que sao cultivadas (alfazema, choupo e loureiro) na

regido de Tras-os-Montes.
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Material e Métodos

Plantas

Para este estudo foram seleccionadas sete plantas: alfazema (Lavandula sp), alecrim
(Rosmarinus officinalis L.), loureiro (Laurus nobilis L), mendrasto (Mentha suavolens Ehrh.),
freixo (Fraxinus angustifolia Vahl.), choupo (Populus sp.) e sabugueiro (Sambucus nigra L.).),
tendo sido colhidas no Campus de Santa Apoldnia, Instituto Politécnico de Braganca
(41°47'45.01"N, 6°45’59.21"W), no més de Setembro de 2009. Sempre que possivel, foram
consideradas trés partes de cada planta: flores, folhas e caules para a extracgdo de 6leos
essenciais e para a obtengao das decocgdes. O material vegetal colhido foi armazenado a -18

°C em envelopes de papel até ser processado.

Obtencao de 6leos essenciais e decoccgles

A extraccdo de Oleos essenciais foi realizada por hidrodestilagdo durante 3h a
temperatura inferior a 100 °C através do aparelho do tipo Clevenger. Cada amostra foi triturada
e colocada num baldo de 500 mL com agua ultra-pura. Apés o processo de destilagao a porgao
de 6leo essencial obtido foi removido para um frasquinho de vidro. A decocgao resultante deste
processo foi filtrada e também recolhida. Ambos os tipos de extractos foram armazenados a -
20°C.

Culturas de microalgas e sua manutencéo laboratorial

Para testar o efeito dos extractos das plantas foram utilizadas culturas monoalgais de
Cholorella vulgaris Beijerinck (CBS15-2075) e de Anabaena cylindrica Lemm (UTAD_A212). As
culturas de C. vulgaris foram mantidas em meio de Walne-modificado, a pH 6.0 agitadas
continuamente por fluxo de ar, utilizando filtros autoclavaveis de 0.2 um e didmetro de 50 mm
(Millex™), a uma temperatura controlada de 25 °C, com iluminagéo de 4500 Ix provenientes de
ldampadas fluorescentes de 30W (Gro-Lux) e com fotoperiodo de 16h/8h luz/escuro. As culturas
de A. cylindica foram mantidas em meio BGq,a pH 7 em condigbes semelhantes, sendo
agitadas manualmente uma vez por dia. Os meios de cultura e o material de vidro utilizado

foram previamente esterilizados em autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

Ensaios Laboratoriais
Avaliacao do potencial algistatico/algicida das decocc¢bes

As culturas de C. vulgaris quando atingiram a fase exponencial foram expostas a
diferentes concentragdes das decocgdes: 1:4, 1:7 e 1:10 (25, 14 e 10 mL de extracto num total
de 100 mL de cultura). Os ensaios foram incubados em camara de cultura a temperatura de 22

°C, intensidade luminosa de 2390 Ix com fotoperiodo de 16h/8h luz/escuro, sendo agitados
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manualmente uma vez por dia. O crescimento das culturas foi avaliado por contagem diaria do
numero de células em camara de Neubauer. O potencial algicida/algistatico deste tipo de
extractos foi avaliado pelos seguintes parametros: taxa especifica de crescimento maxima (p
vax) € tempo de duplicagdo (td). Para cada cultura, os dados que relacionam o logaritmo do
numero de células por mL, em fungdo do tempo de incubagdo, na fase exponencial do

crescimento, foram ajustados por analise de regresséo linear e usada a seguinte expressao:

LogN — LogN O

Taxa especifica de crescimento (u) = t—t0

Onde:
N = concentracdo de células no tempo t de incubacéao
NO = concentragao de células no tempo t0

O tempo de duplicagao foi calculado tendo em conta a seguinte equacao,

Ln2

Tempo de duplicagédo (td) = H

Os ensaios com A. cylindrica foram realizados nas mesmas condigdes, tendo sido
testadas as seguintes concentragdes de extractos: 1:4, 1:10 e 1:50 (25, 10 e 2 mL de extracto
num total de 100 mL de cultura). A avaliagdo do crescimento foi feita pela quantificacao de
pigmentos fotossintéticos de acordo com Lorenzen & Jeffrey (1980). O potencial
algicida/algistatico foi avaliado comparativamente ao controlo, pelo incremento em clorofila a e

pelo seu valor maximo.

Avaliacdo do potencial algistatico/algicida das decocc¢bes

Os 6leos essenciais foram testados em meio sélido, utilizando-se 0 método de difusdo em
disco. As placas de Petri com meio sélido (1% agar) Walne modificado e BG4, foram inoculadas
com C. vulgaris e A. cylindrica respectivamente. A inoculagao foi feita com 150 pL de cultura na
fase exponencial e semeada em forma de estrias na superficie do agar. Foram usados discos
estéreis de 6 mm de didmetro (Whatman No. 2017-006 AA) que ap6s colocagao nas placas de
Petri foram impregnados com 30 uL de mistura teste. Esta consistiu em dleos essenciais
dissolvidos em solvente DMSO (Dimetilsulfoxido) (Merck K40270552 936), a diferentes
concentragdes: 1:1; 1:3; 1:4; 1:10; 1:50 num volume total de 30 pL. Os ensaios foram incubados
em camara de cultura em condigOes idénticas aos ensaios com as decocgdes. A avaliagdo do

crescimento foi feita pela observagao de halos de inibicdo para ambas as microalgas.
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Resultados

Avaliacdo do potencial algistatico/algicida das decocc¢bes
Chlorella vulgaris

As taxas especificas de crescimento (Umsx) € tempo de duplicagao (td) determinadas para
a cultura de C. vulgaris incubada com 25 mL (1:4), 14 mL (1:7) e 10 mL (1:10) das diferentes

decocgdes de plantas, comparativamente ao controlo sdo apresentadas na Tabela I.

Tabela 1. Expressdes matematicas do crescimento (fase exponencial) para C. vulgaris exposta
a diferentes concentragdes de decocgdes obtidas das plantas em estudo.

25 mL (1:4) 14 mL (1:7) 10 mL (1:10)

M Max Td M Max Td M Max Td
(dia™) (dias) (dia™) (dias) (dia™) (dias)

Controlo 0.60 1.16 0.48 1.44 0.46 1.50
Choupo 0.60 1.16 0.66 1.05 0.93 0.75

Sabugueiro 0.62 1.12 0.43 1.62 ND ND
Mendrasto 0.47 1.47 0.77 0.90 0.54 1.28
Alecrim 0 0 0.48 1.44 0.54 1.28
Loureiro 0 0 0.75 0.92 0.55 1.26
Freixo ND ND 0.66 1.05 0.45 1.54

ND — n&o determinado

De um modo geral verificou-se um efeito algistatico ou diminuicao da taxa especifica de
crescimento apenas nas concentragdes mais elevadas: os extractos de alecrim e de loureiro
mostraram efeito algistatico ja que, as densidades celulares se mantiveram constantes ao
longo do tempo originando taxas especificas de crescimento nulas; por outro lado, a incubagéo
na presenca de mendrasto e até certo ponto na presenca de freixo, j& que n&o ocorreu uma
fase exponencial marcada, diminuiu a taxa especifica de crescimento de C. vulgaris. Em

nenhuma das concentragdes testadas se verificou efeito algicida.

Anabaena cylindrica

No Grafico 1 sdo apresentados os valores da clorofila a das culturas expostas as
decocgdes na concentracdo de 1:4 em que os resultados parecem ser mais promissores.
Assim, apenas as decocgdes de loureiro, mostraram capacidade para diminuirem a
proliferagdo celular, ocorrendo uma diminuicdo dos valores de clorofila a. Por outro lado, o
extracto de freixo mostrou potencial algistatico ja que o valor de clorofila a, ndo obstante a

algumas oscilagdes, manteve-se proximo do inicial.
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Grafico 1. Variagdo da concentragdo de clorofila a em culturas de A. cylindrica, em meio Bgq,
expostas a decocgdes na concentragao de 1:4 relativamente ao controlo; Al = alecrim;
louro = loureiro e Fr = freixo.

No Grafico 2 sao apresentados os efeitos das decocgbes de todas as plantas estudadas
nas concentragdes de 1:10 e 1:50. Os extractos de freixo e de alecrim na concentragao de 1:10
parecem continuar a apresentar potencial algistatico. Relativamente as culturas incubadas com
o extracto de loureiro continuou-se a observar a diminuicdo da proliferagdo celular. Na

concentragdo de 1:50 verificou-se o estimulo do crescimento em todas as decocgdes.
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Grafico 2. Variagdo da concentragdo de clorofila a em culturas de A. cylindrica, em meio BG4,
expostas as decocgdes: 10 mL (1:10) e 2 mL (1:50), relativamente ao controlo; A —
choupo; B — sabugueiro; C — mendrasto; D - alecrim; E - loureiro e F-freixo

Avaliacdo do potencial algicida/algistatico dos 6leos essenciais

S6 foi possivel extrair 6leos essenciais em quantidades suficientes para os ensaios do
alecrim, alfazema, mendrasto e loureiro. Os ensaios mostram que todos os 6leos essenciais
testados inibem completamente o crescimento de ambas as microalgas (Tabela Il a V),

sugerindo um efeito algicida forte. Um aspecto a salientar é a inexisténcia de halos de inibigdo
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em todos os ensaios realizados. Este facto provavelmente dever-se-a a elevada volatilidade

destes extractos.

Tabela 2. Avaliagao dos controlos dos ensaios em meio solido para C. vulgaris e A. cylindrica

Chlorella vulgaris Anabaena cylindrica
Esterilizacdo - -
Crescimento ++ ++
Disco ++ ++
Disco + DMSO ++ ++

(- ) Auséncia de crescimento; (+) Presenga de crescimento

Tabela 3. Avaliacdo do crescimento de C. vulgaris em meio sdélido na presenca das varias
concentracdes de Oleos essenciais

1:1 1:3 1:4 1:10 1:50

Alfazema - - - - -
Alecrim - - - - -
Mendrasto - - - - -

Loureiro - - - - -

(- ) Auséncia de crescimento; (+) Presenga de crescimento;

Tabela 4. Avaliacdo do crescimento de A. cylindrica em meio sélido na presenga das varias
concentracdes de Oleos essenciais

1:1 1:3 1:4 1:10 1:50

Alfazema - - - - -
Alecrim - - - - -
Mendrasto - - - -

Loureiro - - - - -

(- ) Auséncia de crescimento; (+) Presenga de crescimento;

Discussao

Os resultados obtidos parecem indicar que as decocgdes de alecrim e loureiro nas
concentracdes de 1:4 tém efeito algistatico nas culturas de C. vulgaris e potencial para diminuir
a proliferagédo celular em culturas de A. cylindrica. A decoc¢ao de loureiro na concentragéo de
1:10 também revelou potencial algistatico. Por seu turno, A. cylindrica é também sensivel a
decocgao do freixo nas concentragdes de 1:4 e nas concentragdes de 1:10. Em nenhuma
concentracao estudada se verificou efeito algicida. Durante a fase exponencial de crescimento
sao diversos os factores, quer intrinsecos, quer extrinsecos, que interferem com as taxas de

crescimento das culturas. Estes incluem o estado fisiolégico do inéculo, a concentracdo de
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nutrientes no meio de cultura, pH e temperatura de incubacgéao, entre outros. Nestes ensaios,
dado que as condigbes de incubagao, e o estado fisiolégico do indculo foram idénticas, as
diferencas nas taxas de crescimento em C. vulgaris e nas concentragdes de clorofila a em A.
cylindrica poderao ser devidas a variagdo da composi¢cao do meio de cultura em fungao das
diferentes decocgdes e das concentragbes testadas (Barros, 2010). Actualmente estdo a

decorrer ensaios para avaliar o efeito destes extractos em culturas em diferentes estadios.

Nesta fase da investigagdo ainda néo foi feito qualquer estudo que vise determinar a
composicdo quer das decocgdes que revelaram efeito mais promissor, quer dos oleos
essenciais, mas considerando dados da literatura sobre algumas espécies de plantas
espontaneas em Portugal (Proenca da Cunha, et al., 2007) é possivel afirmar, por exemplo,
que as folhas e as partes aéreas do alecrim apresentam na sua composi¢do taninos,
flavenoides, lactonas, acidos e alcoois triterapénicos, acidos polifendlicos e derivados do acido
cafeico. O loureiro possui também flavendides, taninos, lactonas e ainda vestigios de alcaldides
isoquinoleicos. Ainda segundo os mesmos autores, o 6leo essencial do alecrim é constituido
por a-pineno, B-pineno, canfeno e limoneno entre outros compostos. Por sua vez, o dleo
essencial do loureiro & constituido principalmente por cineol. Alguns destes compostos, quando
presentes em determinadas concentragdes, serdo certamente responsaveis pelos efeitos
algistatico e algicida observados. A suposicdo de que os compostos mencionados sao
responsaveis pelos efeitos algicidas e algistaticos observados, é suportada por varios autores
(e.g. Harrison et al. 1980; Hassan et al., 2004; Jancula et al., 2007) que analisaram a
composicao dos extractos de plantas com efeito inibitério no crescimento de microalgas,
verificando que esta acgdo era consequéncia de substancias como compostos fendlicos,
alcaldides, taninos, terpenos e flavendides. De acordo com Mahamed et al. (2010) estes
extractos tém efeitos algicidas/ algistaticos, porque alguns constituintes podem interferir com
fungdes fisioldgicas a nivel celular. De facto, Feng-Min & Hong-Ying (2005) verificaram que os
extractos de Phragmites communis provocam uma redugdo na actividade de enzimas anti-
oxidantes, como a superoxido dismutase e a peroxidase, sendo a integridade da membrana
celular afectada. Interessante foi também verificar que em concentragdes baixas, os compostos
presentes nas decocgdes poderdo ter um efeito contrario ao pretendido, ou seja, estimulam o

crescimento das microalgas em cultura.

No futuro esta linha de investigagdo visa: alargar este estudo a outras plantas;
nomeadamente plantas aquaticas e outras da mata ripicola; avaliar os efeitos dos extractos e
das plantas na fisiologia das microalgas; investigar a toxicidade dos extractos e de partes de
plantas em espécies ndo alvo, como é o caso dos peixes e do zooplancton; identificar e isolar

as substancias presentes nas plantas e nos extractos que revelem efeitos mais promissores.

De acordo com a Directiva Quadro da Agua, as &guas superficiais de todos os Estados
Membros deverao atingir um bom estado ecolégico até 2015. A supressao dos blooms de algas
passa pela redugdo das entradas de nutrientes nos ecossistemas aquaticos, o que nao sera

possivel sem um correcto ordenamento territorial e sem implementagao de boas praticas
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agricolas e florestais. Mesmo que este estado de qualidade ecoldgica venha um dia a ser
atingido sera sempre necessaria uma gestdo continua destes sistemas. Este tipo de
investigacao é, assim relevante sob duas perspectivas: (1) Ao conhecer-se as propriedades
algicidas/algistaticas das plantas é possivel gerir mais eficientemente a mata ripicola e, assim,
controlar mais eficientemente, sem recurso a algicidas/algistaticos convencionais, a intensidade
dos blooms de algas (2) Num contexto de uma agricultura cada vez mais sustentavel, plantas
ou extractos destas, com propriedades algicidas/algistaticas poderdo ser utilizados para
controlar o excesso de algas em charcos e tanques das exploragdes agricolas e em sistemas
aquaticos adjacentes, com menores impactos ambientais e econédmicos e com menos riscos
para a saude publica. Caso no futuro esta metodologia de controlo de algas venha a ser
aplicada de forma generalizada podera estimular o cultivo e a criagdo de viveiros de plantas
destinadas a serem utilizadas como algicidas/algistaticos. De salientar que muitas destas
plantas sao também aromaticas e medicinais, podendo ser cultivadas para multiplos fins e
assim, constituirem fonte de rendimento suplementar para alguns agricultores. Por outro lado,
um grande numero de plantas com potencial algicida/algistatico ocorre nas zonas de bordadura
dos campos agricolas. Como é do conhecimento geral estas zonas sdo muito importantes no
contexto da Agroecologia. Assim, a exploragédo sustentavel de algumas plantas com potencial

algicida/algistatico que ocorrem nestas zonas podera ser um estimulo a sua conservacgao.
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