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RESUMO
Kappaphycus alvarezii é uma alga vermelha com grande potencial comercial, pois possui
um ficocoloide, denominado de carragenana, que é amplamente utilizado na inddstria
téxtil, farmacéutica e alimenticia. Contaminaces com o cobre em cultivos podem ocorrer
principalmente quando equipamentos como aeradores e bombas oxidam e acabam
liberando o metal na &gua. Uma das alternativas para minimizar o problema seria utilizar o
EDTA (acido etileno diamino tetracético) na agua de cultivo contaminada por cobre, uma
vez que esta substancia é quelante e pode formar complexos estaveis e 0 AMPEP que € um
extrato em po da macroalga Ascophylum nodosum muito utilizado como bioestimulante,
favorecendo o crescimento da alga e a protecdo contra epifitas e agentes estressantes. O
objetivo deste trabalho foi testar o potencial do EDTA e do AMPEP na protecdo de
Kappaphycus alvarezii quando cultivada em meio de cultura contaminada com cobre. Para
tanto, foram realizados quatro experimentos sob as seguintes condi¢cdes laboratoriais:
temperatura 25°C +1°C, fotoperiodo de 12h, utilizacdo de agua esterilizada com salinidade
35%o enriquecida de solucdo de von Stosch 50% e aeracdo constante. A maior
concentracdo de cobre (0,2545 mg L™), foi letal as algas. Quando adicionado diferentes
concentracdes de EDTA ao meio contaminado com cobre, a concentragdo 10,0 mg L™
diminuiu a biomassa mas manteve as algas vivas até o final do experimento. Quando
adicionado a solucdo AMPEP ao conjunto de cobre e EDTA, a biomassa dos talos teve um
pequeno aumento. Sendo assim, a adicdo de EDTA e AMPEP colaboraram na

sobrevivéncia dos talos de K. alvarezii em meio contaminado com cobre.

Palavras-chave: Kappaphycus alvarezzi. Cobre. EDTA. AMPEP. Macroalga
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1. INTRODUCAO

A Kappaphycus alvarezii é uma alga vermelha com grande potencial econémico,
pois possui um ficocol6ide denominado carragenana, polissacarideo sulfatado composto
por subunidades de B-D-galactose e 3,6-a-anidro-D-galactose (Lechat et al. 2000), que é
amplamente utilizado na indUstria téxtil, farmacéutica e alimenticia. E originaria das
Filipinas e da Indonésia, onde vive em &guas claras e rasas de recifes de corais e
temperaturas ideais da dgua entre 20 °C e 32 °C (Paula et al. 1998).

A Indonésia foi o maior produtor da espécie em 2010, onde a producdo mundial
ficou estimada em 1,8 milhdo de toneladas (FAO 2013). Em 1995, no Instituto de Pesca da
Secretaria de Agricultura e Abastecimento/SP, a alga foi introduzida no Brasil para
desenvolver estudos sobre o potencial da espécie em atividades de maricultura no litoral do
pais (Paula et al. 1998).

Atualmente, o cultivo comercial da espécie esta legalizado, segundo a Instrugéo
Normativa IBAMA n° 185 de 2008, da Baia de Sepetiba, no estado do Rio de Janeiro, até o
municipio de Ilhabela em S&o Paulo. Em Santa Catarina, estudos foram realizados de 2008
a 2010 em um cultivo experimental implantado na praia de Sambaqui, em Floriandpolis
(Hayashi et al. 2011). No momento, 0s estudos estdo suspensos e aguardando a emissao da
licenca ambiental pelo IBAMA.

Pequenos cultivos em tanques de Kappaphycus alvarezii, podem ser necessarios
em regides que apresentam baixas temperaturas das aguas no periodo de inverno A agua
de abastecimento destes cultivos muitas vezes € originaria do mar e, embora tratada, as
vezes nao € o suficiente para evitar contaminacGes por metais pesados. Além disso,
ambientes costeiros estdo sendo cada vez mais prejudicados por metais pesados
provenientes de descargas industriais, agricolas e urbanas (Chen et al. 2007).

Inimeras atividades industriais resultam na liberacdo de metais pesados em
sistemas aquaticos, levando a uma maior preocupacdo sobre seu efeito toxico contaminante
de ambientes. Cobre (Cu), Zinco (Zn), Niquel (Ni), Cadmio (Cd) e Chumbo (Pb) estdo
entre os poluentes mais encontrados em efluentes que mesmo em baixas concentracdes
podem ser tdxicos para 0s organismos, inclusive ao ser humano (Kumar 2008).

Ainda, tubos e conexfes de cobre sdo empregados na construcdo civil para
distribuicdo de &gua quente, por suportarem altas temperaturas e apresentarem baixa

necessidade de manutencdo. Este material também é utilizado em certos modelos de



bombas aquéticas. Em ambos os casos, pode haver liberacdo de cobre na agua. Segundo
Pizarro et al. (2014), a liberacdo deste metal na agua esté relacionado com a presenca de
biofilme e hidrodinamica das tubulagdes.

Recentemente, 0s processos de remoc¢do bioldgica para a mitigacdo de metais
pesados de residuos aquosos tém atraido uma atencdo consideravel. Estes incluem novas
abordagens tais como a utilizacdo da biomassa algdcea marinha para biossor¢do destes
compostos, segundo Fourest e Roux (1992), Mattuschka e Straube (1993), Volesky (1994),
Volesky e Holan (1995) (apud Kumar 2008). Além disso, por possuirem alta capacidade
de absor¢do e estarem disponiveis em grande quantidade nos mares e oceanos, as algas
marinhas sdo de grande interesse na busca para desenvolver novos materiais biossorventes
(Feng e Aldrich 2004).

Entretanto, as algas marinhas em geral sdo muito sensiveis aos metais pesados.
Nesse sentido, para aproveitar o cultivo de macroalgas como potencial biorremediadoras,
sem prejuizo ao seu crescimento, a utilizacdo de substancias como o EDTA e o AMPEP
surgem como uma alternativa para viabilizar tais cultivos. O EDTA (Acido Etilenodiamino
Tetracético) € um composto orgénico cuja principal funcdo € ser um agente quelante ou
sequestrante de metais, como por exemplo, o cobre. Esse composto foi patenteado na
Alemanha no ano de 1935 por F. Munz (Oviedo 2003). JA o AMPEP (Acadian Marine
Plant Extract Powder) é um composto bioestimulante comercial que propicia melhor
crescimento de plantas, como também, imunoestimulante contra epifitas e agentes
estressantes, produzido a partir da macroalga marrom Ascohyllum nodosum (Loureiro et al.
2010). Encontrada em paises de clima temperado como o Canadd, esta macroalga marrom
tem seus produtos vendidos em concentracgéo liquida ou po solavel.

Devido a preocupacdo em relacdo aos metais pesados presentes na dgua dos tanques
de cultivo, que podem prejudicar o crescimento das algas, este trabalho teve como
objetivo analisar o efeito do EDTA (Acido Etilenodiamino Tetracético) e do AMPEP
(Extrato vegetal de Ascophyllum nodosum (ACADIAN) sobre o crescimento da macroalga
Kappaphycus alvarezii (Rhodophyta, Gigartinales) quando exposta ao cobre em diferentes

concentragoes.



2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados talos do tetraspordfito da linhagem verde de Kappaphycus
alvarezii, provenientes do banco de linhagens da Secdo de Macroalgas do Laboratério de
Camardes Marinhos (LCM- UFSC).

Talos com 2,5 £ 0,8 g (média + intervalo de confianca) foram cultivados em
erlenmeyer de 500 mL com agua do mar esterilizada enriquecida com solucéo von Stosch
50% (Alveal 1995), irradiancia de 100 pmol fétons m? s, temperatura de 25 + 1°C,
fotoperiodo de 12h, salinidade de 35%o € aeracdo constante.

Para os tratamentos foram utilizadas duas concentragdes de cobre, obtidas pela
diluicdo de CuSO,: A e B (Tabela 1) e trés concentragdes de EDTA: C, D e E (Tabela 2).
Para a solucdo AMPEP, a concentracéo utilizada foi de 20,0 g L™ (Loureiro et al. 2010)
diluida em agua do mar esterilizada, com salinidade de 35 %o, pH 8,5 e temperatura de 25
°C.

Tabela 1- Concentracdo de Cobre (mg L™) nos tratamentos A e B.

Concentracao do tratamento de Cobre (mg L™)
A 0,0254 (0,1 mg L™ de CuSOy,)
B 0,2545 (1,0 mg L™ de CuSO,)

Tabela 2- Concentragdo de EDTA (mg L™) nos tratamentos C, D e E.

Concentracao do tratamento com EDTA (mg L™)
C 2,5
D 5,0
E 10,0

Todos o0s experimentos tiveram dura¢do de cinco semanas com manejo semanal,
onde foi observada a qualidade dos talos e suas respectivas massas foram medidas. No
processo de pesagem foi utilizada balanca analitica com duas casas decimais. Todos 0s

tratamentos e controle foram realizados em triplicata.



2.1.  Tratamento com Solucdes de Cobre

O experimento foi realizado com dois tratamentos e um controle, sendo o primeiro
tratamento com a adicdo de solugdo de Cu A e o segundo com adi¢cdo de Cu B (conforme
Tabela 1). O grupo controle ndo teve adicdo de Cobre.

-

Controle Cobre 0,0254 mg L™ Cobre 0,2545 mg L™
Sem adicdo de Cobre

Figura 1-Tratamentos com solucdo de Cobre em erlenmeyer de 500mL.

2.2.  Tratamento com Solucdes EDTA

Foram realizados trés tratamentos, sendo: tratamento 1 com a adi¢do de solucao
EDTA C; tratamento 2 com adicdo de solucdo EDTA D; e tratamento 3 com adi¢cdo de
solucdo EDTA E (conforme a Tabela 2). Para o grupo controle ndo foi adicionado solugéo
EDTA.

& s a0

Controle EDTA 2,5mg L™ EDTA5,0mg L™ EDTA 10,0mg L™
Sem adicdo de EDTA

Figura 2- Tratamento com EDTA em erlenmeyer de 500mL.



2.3. Tratamento com Solucdes de Cobre e EDTA

Esta etapa constituiu na administracdo da solugdo de Cobre B, combinadas com as
diferentes solugdes de EDTA: C, D, e E, conforme a Figura 3 abaixo.

Controle Cu 0,2545mg L™ Cu 0,2545mg L™ Cu 0,2545mg L™
Sem adicdo de Cobre EDTA2,5mg L™ EDTA5,0mg L™ EDTA 10,0mg L™
e EDTA

Figura 3- Administracdo da solucdo de Cu (B) combinada com as solu¢gdes de EDTA: C, D e E em

erlenmeyer de 500 mL.

2.4. Tratamento com Solucéo de Cobre e EDTA com Pulso AMPEP

Um pulso de solucdo AMPEP foi realizado com auxilio de uma mesa agitadora
em talos de Kappaphycus alvarezii durante uma hora, e posteriormente foram colocados
nos tratamentos a seguir. O primeiro tratamento foi composto de talos apenas com o pulso
de AMPEP. No segundo tratamento adicionou-se solucdo de cobre B. Para o terceiro
tratamento adicionou-se solucdo Cobre B e EDTA E. Os talos utilizados no controle néo

receberam pulso de AMPEP.

-1
Controle Pulso AMPEP 20g L Cobre 0,2545mg L™ com Cobre 0,2545mg L _1com
Sem adicéo de EDTA, durante uma hora pulso AMPEP 20g L™ EDTA100mgL"e
AMPEP e Cobre pulso AMPEP 20g L™

Figura 4- Administracéo da solucdo de Cobre B e EDTA E com pulso de AMPEP em erlenmeyer de 500mL.



2.5. Analises Estatisticas

A andlise dos dados foi realizada pela taxa de crescimento relativo diario, TRC,
calculadas através da equacéo 1, de acordo com Dawes (1998).

1
1t

TCR (% di4rio) = (Bf,fgi) — 1| x 100 (1)

Onde, Bf = biomassa final [g], Bi = biomassa inicial [g], e t = tempo [dias].

A analise estatistica foi feita por meio de ANOVA unifatorial seguida de teste de

Fisher (P<0,05) com auxilio do programa Statistica 7.0.



3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1.  Tratamento com Solugdes de Cobre

Nas amostras do tratamento com menor concentracio de cobre (0,0254 mg L™),
houve sobrevivéncia dos talos até o final do periodo experimental, porém com perda de
biomassa, e taxa de crescimento decrescente (Fig 6).

Em algas tratadas em maior concentracdo de cobre (0,2545mg L™) ocorreu
mortalidade dos talos a partir da terceira semana (Fig. 5, 6). O controle manteve seu
crescimento exponencial como pode ser observado na Figura 6.

Este resultado corrobora com o observado por Gledhill (1997), que relata sobre
tratamentos com cobre em diversas espécies de macroalgas, sendo que em todas elas o
cobre prejudicou o crescimento, tendo ligacdo direta com a concentracdo da solucdo de
cobre utilizada.

Controle mCu0.0254 m Cu 0.2545

Biomassa (g)

1 7 14 21 28 35

Periodo de cultivo (dias)

Figura 4- Biomassa total (g) de K. alvarezii em projecdo linear, cultivada ao longo de todo o periodo
amostral, em diferentes concentracdes de Cobre (Cu): cobre 0,0254 mg L™ e cobre 0,2545 mg L™
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0,00 - : : ; :
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Figura 5- Taxa de crescimento (% dia ) de K. alvarezii ao longo de todo periodo amostral em diferentes
concentracdes de Cobre (Cu), cobre 0,0254 mg L™ e cobre 0,2545 mg L™.

3.2. Tratamento com EDTA

As amostras apresentaram uma correlacdo positiva entre 0 ganho de biomassa e a
concentracdo de EDTA, e ndo apresentaram diferencas significativas (Fig. 7 e 8).
A biomassa sob concentracdo de EDTA de 2,5mg L™ foi de 2,82g, de EDTA
5,0mg L™ de 3,09g e de EDTA 10,0 mg L™ foi de 2,89g todas apresentando melhores
resultados do que os observados no controle (Fig 7)

8 M Controle B EDTA 2.5
HEDTA 5.0 ®EDTA 10.0

wn
|

Biomassa (g)
F-y

1 7 14 21 28 35
Periodo de cultivo (dias)

Figura 6- Biomassa total (g) de K. alvarezii em projecdo linear, cultivada ao longo de todo o periodo
amostral, em diferentes concentracdes de EDTA: EDTA 2.5mg L™, 5.0mg L™ e 10.0mg L™.



B Controle W EDTA 2.5
BEDTAGS.0 B EDTA 10.0

Taxade crescimento (%dia!)

7 14 21 28 35
Periodo de cultivo (dias)

Figura 7- Taxa de crescimento (% dia™) de K. alvarezii ao longo de todo periodo amostral em diferentes
concentragdes de EDTA: EDTA 2.0mg L™, 5.0mg L™ e 10.0mg L™

4.3  Tratamentos com Solugbes de Cobre e EDTA

Neste experimento, conforme o topico 3.1, onde foram avaliadas diferentes
concentracdes de cobre, foi selecionado a concentracdo letal de cobre (0,2524mg L™) a
qual apresentou maior taxa de mortalidade e foi utilizada em combinacdo com
concentracdes de EDTA.

As algas tratadas com cobre e EDTA de 2,5mg L™ apresentaram um leve aumento
de biomassa na primeira semana e posteriormente um decréscimo, seguido de nao
sobrevivéncia dos talos a partir da terceira semana. Com a concentracdo 5,0mg L™ de
EDTA as algas tiveram aumento de biomassa até a terceira semana, diminuindo e
morrendo na Gltima semana. E com a concentracdo de 10,0mg L™ de EDTA as algas
sobreviveram até o final do experimento entretanto, ao longo do tempo ocorreu uma
minima perda de biomassa (Fig. 9, 10). O controle manteve-se estavel durante o periodo

experimental.



10 A

Biomassa (g)

10

Controle
WEDTA 25+4Cu 10
WEDTASO0+4Cu 10

BMEDTA 100+ Cul0

Periodo de cultivo (dias)

Figura 9: Biomassa total (g) de K. alvarezii em projecéo linear, cultivada ao longo d o periodo amostral, em
diferentes concentracdes de EDTA: EDTA 2.5mg L™, 5.0mg L™ e 10.0mg L™ com adicdo de solucio de

cobre 0,2524mg L.

Taxa de crescimento {%dial)
[=)]
1

I
il

{ Controle

“V BMEDTA25+Cul0
WEDTAS5.0+Cul.0
MEDTA10.0+ Cu 1.0

Periodo de cultivo {dias)

Figura 10- Taxa de crescimento (% dia™) de K. alvarezii ao longo de todo periodo amostral em diferentes

concentracdes de EDTA: 2,5mg L™, 5.0mg L™ e 10.0mg L™ com adic&o de solucéo de cobre 0,2524mg L™.
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3.3. Tratamento com Solucédo de Cobre e EDTA com Pulso AMPEP

Conforme os resultados anteriores, foi selecionada a concentracdo de cobre com
maior mortalidade (0,2524mg L™) e a concentracdo de EDTA que obteve maior taxa de
sobrevivéncia em combinacdo com o cobre, 10,0mg L. Um pulso de AMPEP foi
realizado para determinar se haveria alguma mudanca no desenvolvimento das algas.

O controle e o tratamento em que as algas foram tratadas somente com o pulso de
AMPEP, apresentaram taxas de crescimento semelhantes, com média de crescimento de
4,20 + 0,57 % dia™ e 4,14 + 0,40 % dia™ (Fig 12). No tratamento com cobre e AMPEP, as
algas ndo sobreviveram, morrendo a partir da segunda semana (Fig 11). As algas tratadas
com cobre, EDTA e AMPEP sobreviveram e mantiveram sua biomassa estavel até ao final
do periodo experimental. (Fig 11, 12)

18 -
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2 10 7 ——AMPEP
E 8 -
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@ 6 ———AMPEP + Cu 1.0
4
—_— AMPEP + Cu 1.0 + EDTA
2 N\ 10.0
0 T T T T T 1
0 7 14 21 28 35

Periodo de cultivo {dias)

Figura 11- Biomassa total (g) de K. alvarezii em projecdo linear, cultivada ao longo de todo o periodo

amostral, em concentracio de EDTA 10.0mg L™ com adicéo de solugdo de cobre 0,2524 mg L™ e AMPEP.
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Figura 12- Taxa de crescimento (% dia™) de K. alvarezii ao longo de todo periodo amostral em concentracéo
de EDTA 10.0mg L™ com adico de solugdo de cobre 0,2524 mg L™ e AMPEP.

Como pode ser observado na figura 13, o talo tratado com EDTA, AMPEP e cobre,
apresentou semelhanca morfologica no inicio e no final do experimento (fig. 13l, J),
semelhante ao observado nas amostras controle (Fig. 13A, B), EDTA (Fig. 13E, F) e com
AMPEP (Fig. 13G, H). Somente com o tratamento de cobre foi possivel observar

deterioracdo dos talos na biomassa final (Fig. 13C, D).



13

Biomassa inicial Biomassa final

ARV

1c

Cobre

v |
%

o &

¢

1icm

EDTA ! I ! i!

cm

G H
AMPEP
Cobre
EDTA
AMPEP

1iem

Figura 13- Talos de K. alvarezii no inicio e final do experimento. A-B: controle. C-D: tratamento com cobre.
E-F: tratamento com EDTA. G-H: tratamento com AMPEP. I-J: tratamento com cobre, EDTA e AMPEP.

O cobre foi prejudicial para a Kappaphycus alvarezii nas duas concentracfes
testadas. Entretanto, quando cultivadas com solucdo de EDTA na concentragdo mais alta

as algas sobreviveram. 1sso ocorreu, possivelmente porque 0 EDTA é um agente quelante
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que sequestra certas substancias da agua impedindo a absor¢do do cobre pela alga. Algas
tratadas com pulso de AMPEP apresentaram maiores ramificagdes, como observado por
Loureiro et al. (2010). Entretanto, o0 AMPEP néo foi suficiente para proteger a alga da
contaminacdo com o cobre. Por outro lado, quando combinado com EDTA no meio
contaminado com cobre, a biomassa de algas se manteve estdvel ao longo de todo
experimento, sugerindo que o EDTA sequestrou o cobre da dgua e o AMPEP ajudou a
promover o crescimento da macroalga. Novos estudos deveréo ser realizados para avaliar a
interacdo metabolica do EDTA e AMPEP na macroalga Kappaphycus alvarezii quando
submetida a exposicéo ao cobre.
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