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RESUMO

Trés espécies de algas cloroficeas (Ankistrodesmus gracilis, Scenedesmus bijugus e
Chlamvdomonas sp.) foram cultivadas em larga escala tanto no meio CHU , quanto em
um meio alternativo de baixo custo, o adubo NPK. Os resultados indicam que as trés
espécies exibem, quando cultivadasem CHU- , taxas de cresc imento muito semelhantes
entre si. Ja no meio NPK, as trés espécies apresentaram taxas de crescimento de
A.gracilis foi muito mais elevado que o das outras espécies. Com relagéio ao rendimento,
as respostas foram muito semelhantes para A, gracilis ¢ S. bijugus (2,30 ¢ 2,20 X 10
células/ml, respectivamente), quando cultivadas em meio NPK, com o use do meio
padrio CHU , foi constatada alguma diferenga (1,40 e 1,15 X 10° células/ml, respecti-
vamente) Chlamydomonas sp. apresentou menor resposta de crescimento no meio
CHU,, e NPK.

UNITERMOS: Algas Cloroficeas, Curva de Crescimento, Teor de Carbono,
Aglucultura
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Abstract

Three speciesof chlorophycean algae (Ankistrodesmus gracilis, Scenedesmus bijugus
an Chlamydomonas sp.) were cultures at large quantity in both CHU , nutrient medium
and in a less expensive alternative medium, the NPK fertilizer. The results indicated that
the growth curve was very similar forall three species when cultured inaCHU , medium.
on the other hand, growing performance at NPK medium fertilizer was very dlﬂﬂmt and
A. gracilis and 8. bijugus (2.30 and 2.20 X 10° cells/ml, respectively) were very similar
when using NPK medium fertilizer and different when using CHU nutrient medium ( 1.40
and 1.15 X 10° cells/ml, respectively). Chlamydomonas sp. exhibited a smaller growth
response in both CHU | and NPK nutrient medium.

KEY WORDS: Chlorophycean, Growth Curve, Carbon Content, Aquaculture

Introdugdo

Recentemente tem-se registrado um interesse crescente na manipulagio da dindmica
das populades de alguns corpos de dgua, visando uma maximizagdo na produtivdade
biologica (May, 1972). Investigagdes experimentals em tais sistemas utilizam espécies
planctonicas, das quais grandes populagdes podem ser mantidas em condi¢es controla-
das, por diversas geragdes (Bazin er al., 1974).

Uma pequena fragio da energia radiante incidente sobre um lago é convertida pelo
fitoplancton em energia quimica na forma de matéria organica Parte desta energia serd
transferida para os organismos zooplanctontes, chamados consumidores primarios ou
herbivoros. A partir dai, direta ou indiretamente via consumidores secundarios, ela
poderd fluir para os pequenos peixes e finalmente para os grandes predadores. Ambos,
produtores primarios (algas) e consumidores primarios, podem ser utilizados diretamen-
te como alimento pelos peixes planctofagos.

O papel das algas na nutriglo das larvas ¢ alevinos de peixes lem sido investigados
em trabalhos experimentais, os quais tém fomecido importantes informacdes relativas
aos aspectos qualitativo e quantitativo da alimentagédo (Sipatba-Tavares, 1988)

Apesar de diversas tentativas para o desenvolvimento da agiticultura no Brasil, pode-
se dizer que ainda nfio fez nenhuma contribuigfio significativa para atender as necessi-
dades proteicas da populagio. Uma das razdes é provavelmente a falta de uma tecnologia
adequada que permita uma produgdo de grande porte a baixo custo. Geralmente, peixes
sdo cultivados e alimentados com ragdes artificiais ao invés do alimento natural

A necessidade de alimento natural pode ser resolvida pelo cultivo de fitoplancton e
zoopléancton em instalagdes especiais designadas para este proposito (Lirskieral., 1979).
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A produgdo de fitoplancton tem sido realizada em diversas estagdes de piscicultura
do pais pela adig@io de fertilizantes ou adubo orgdnico em tanques, a fim de estimular o
desenvolvimento do plancton (Silva ef al., 1984; Grieko-Reis et al., 1986). No entanto,
esta técnica apresenta problemas, como por exemplo a limitagdo de luz. Apos um
florescimento inicial do fitoplancton onde wma alta biomassa ¢ atingida, segue-se um
declinio na produgfio ocasionada pelo sombreamento nas camadas inferiores resullante
da propria massa algal na superficie. Tal técmca proveu ser mnadequada, tanto para o
cultivo em larga escala de algas, quanto para o cultivo de zooplancton.

Estudos mais detalhados serfio necessarios para o desenvolvimento de uma metodo-
logia especifica que permita a instalagio de monoculturas de algas e de zooplancton.

Neste enfoque, sdo de extrema importincia pesquisas que tém por objetivo desenvol-
ver técnicas para o cultivo em massa de algas utilizadas na alimentagéo direta das larvas
ou indiretamente, através da alimentagfo de diversas espécies de zooplancton que, por
sua vez, constituirfio o alimento natural de peixes

Este trabalho teve como objetivo testar a adequagdo de um meio de cultivo de baixo
custo, adubo quimico (NPK ) e 0 meio padrio CHU | utilizado nos cultivos laboratoriais
de cloroficea de meios eutroficos.

Material e Métodos

Cultive de Algas

As algas fornecidas como alimento nas culturas de zooplancton foram cultivadas em
erlenmeyer de 2 litros de capacidade, sob iluminagdo com lampada fluorescente, sob
intensidade de 5200 Jux no topo da cultura. Os inbeulos destas espécies foram obtidos
no Laboratério de Fisiologia de Algas do Departamento de Ciéncias Biologicas da
UFSCar e pertencem ao Banco de Algas correspondendo as seguintes linhagens: 029CH
S. bijugus, 009CH Chlamydomonas sp.e 005CH A. gracilis.

Dois meijos de cultura, o CHU . apropriado para o crescimento vigoroso de espécies
provenientes de ambientes eutroficos, e o adubo quimico (N.P.K., 20:5:20) foram
utilizados.

Cerca de 0,7 g de adubo foi adicionado para 2 litros de cultura. O meio CHU , foi
preparado de acordo com Chu (1942). Todas as espécies foram cultivadas em ambos os
meios, tendo-se determinado a curva de crescimento para cada espécie em cada meio,

_ O crescimento de uma cultura algal é geralmente expresso como aumento de
biomassa, do nimero de células ou da concentragiio de clorofila por unidade tempo No
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presente trabalho o crescimento das culturas foi acompanhado determinando-se a
variagdo no numero de células ao longo do tempo, através da contagem em cimera
Neubauer Foram contados 64 quadros determinando-se o nimero médio por quadrado
a partir do qual fo1 calculada a densidade por ml.

Caracterizagao Morfolégica dos Organismos Cultivados

Comprimento Total

O valor médio de comprimento total foi estimado a partir da medida de 50 OTganismos
vivos sob aumento de 400 vezes usando uma ocular micrométrica.

Biovolume

Os biovolumes foram calculados a partir das dimensdes médias das células usando
as formas geométricas mais apropriadas (Vollenweider, 1974; Bottrell et al., 1976;
Ruttner-Kolisko, 1977).

As medidas foram feitas sob o microscopio com organismos adultos vivos e
levemente narcotizados com égua moma, para evitar a locomogdo.

Para Chlamyvdomonas sp, a célula com forma oval foi mensurada através da média

entre uma esfera oblonga ¢ uma prolata:

V=4/3na’b+43nab?
2

Para 4. gracilis, célula alongada, empregou-se a f6rmula para o cdlculo do volume
de um cone;

V=(rrhyix2
2

Para 8. bijugus foi utilizada a formula para calculo do volume de um cilindro.

V=nrlh
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Anélises Quimicas dos Organismos Estudados

Clorofila a

A concentragiio da clorofila a nas diferentes espécies de algas foi determinada
segundo o método descrito por Vollenweider (1974). Cerca de 10 ml de suspensdo algal
foi filtrada em filtro de fibra de vidro GFC (0,7 pm de tamanho de poro).

Extraiu-se a clorofila de cada amostra pela maceragio mecdnica do filtro, em
almofariz, utilizando-se como solvente, acetona 90% a fno, sob baixa luminosidade, O
extrato ( 10ml) foi centrifugado a 3.000 rpm por um periodo de 10 minutos e a absorbéncia
do sobrenadante foi determinada em um espectrofotdmetro Schimadzu UV-210 A, em
diferentes comprnimentos de onda: 630 nm, 645nm ¢ 665 nm. Procedeu-se uma leitura
adicional a 750 nm para corregdo de turbidez Todas as leituras realizadas foram
corrigidas pela subtragfio da densidade 6tica neste comprimento de onda.

A concentrago de clorofila a fo1 entéio calculada a partir da equagdo proposta por
Parsons and Strikland ( 1963);

Concentragio de Clorofila @ em mg/ml = Ca(v/V 1)
onde:

V = volume da suspensfio algal filtrada para extragfo.
v = volume (ml) de acetona (90%) usada.

| = caminho da luz (em cm da cubeta).

Ca=11,6D,,-1,31D,,-0,14D,,

onde:

D... D, e D, =sioasdensidadesoticas em | cm de caminho da luz no comprimento
de onda de 665, 645 ¢ 630 nm respectivamente.

Conhecendo-se a densidade por ml da suspenso algal, a quantidade de clorofila a
por célula ¢ calculada e normalmente expressa por picograma (1042 g) por célula.
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Peso Seco

O peso seco corresponde ao valor constante do peso do corpo totalmente desidratado.
Este pardmetro foi calculado da seguinte forma para as espécies de algas.

Em relagdio as algas, o peso seco foi determinado retirando-se 10 ml de cada cultura,
com uma densidade conhecida. Para 4. gracilis esta foi de 14,4 x 10° células/ml, para
Chlamydomonas sp de 0,9 x 10° células/ml e para S. bijugus de 22,9 x 10¢ células/ml.
Estas amostras foram filtradas em filtro de fibra de vidro (GFC, 0,7 pm de tamanho de
poro), previamente lavado em dgua destilada, sob vacuo. Posteriormente, o filtro foi seco
a 60°C e submetido a pesagem, até peso constante.

O peso elemental expresso em termos de carbono orglinico total foi obtido através da
relagdo entre contetdo de carbono e volume celular proposta por ROCHA E DUNCAN
(1985), pera algas de agua doce.

C =0,1204 V=

onde: C = contendo de carbono orgénico em pg/célula.
V = volume celular,

Contelido de Cinzas

Para determinagfio do contetdo de cinzas das algas, o matenal for incinerado em
mufla a 500°C por 4 horas. O conteiido de cinzas fei obtido pela diferenga entre o peso
do matenial depois de frio e o seco total, antenormente determinado. O contetido de cinzas
for tambeém expresso em pg/eélula.

Resultados

Cultivos de Algas

As curvas de crescimento das trés espécies de algas, cultivadas nos meios de cultura
utilizados, sdo mostrados nas Figuras | e 2.

Pode-se observar que as trés espécies de algas cresceram em ambos os meios
utilizados, sendo que para as oulras duas espécies estudadas (excetuando-se
Chiamydomonas sp), o maior rendimento em termos de densidade numérica, foi obtido
no meio com adubo quimico. Com excegdo de S. bijugus, as curvas de crescimento
mostraram um pico em menor intervalo de tempo, quando as espécies foram cultivadas
emmeio com adubo quimico, quande comparadas comasdomeio CHU . Para S, bijugus,
embora o crescimento tenha sido um pouco mais lento, o rendimento do obtido em cultura
com adubo quimico for superior ao dobro daquele obtido com o meio CHU .
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Chlamydomonas sp
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Figura 1. Curva de crescimento de Chlamydomonas sp nos meios de cultura CHU, e
adubo quimico.
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Ankistrodeamus gracilis
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Scensdesmus bijugua
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Figura 2 - Curva de crescimento de A. gracilis e S. bijugus nos meios de cultura CHU |

e Adubo Quimico.
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De maneira geral, pode-se dizer que o crescimento das trés espécies foi adequado em
ambos os meios, atingindo rendimento méximo entre o 10° e o 14° dia, no entanto, com
exceglo de Chlamydomonas sp, o rendimento no meio de adubo quimico foi superior ao
do CHU ,

Caracterizagio Morfolégica e Quimica das Algas

Em termos da forma e dimens#o das células, Chlamydomonas sp, A. gracilis e S.
bijugus sho sensivelmente diferentes. O comprimento total em pm(micrometro) de
Chlamydomonas sp e S. bijugus é aproximadamente igual, o que ocorre com A. gracilis,
cujo tamanho ¢ cerca de 3 vezes maior que as outras algas, devido & sua forma alongada.

A tabela 1 apresenta os valores médios estimados de tamanho e volume para as
diferentes espécies de algas.

Tabela 1 - Caracterizaglio Morfolégica de Chlamydomonas sp, A. gracilis, S. bijugus.
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Algumas caracteristicas quimicas das espécies de algas cultivadas foram examinadas
para possiveis consideragdes sobre diferengas quanto ao valor nutricional. Os resultados
das anélises realizadas esto representadas na Tabela 2. Algumas diferencas entre as trés
espécies em relagdo 4 sua composigBo bésica sfio constatadas, embora as trés espécies
pertengam ao grupo das cloroficeas. Este fato, pode ser funglio de diferencas na
composigio quimica das células algais, que pode ser alterada em funclio da fase de
crescimento ou da fonte de nutrientes.

Discussio

A necessidade da proteina animal na dieta humana é mais pronunciada nos tropicos.
Pesquisas recentes indicam nflo s6 um grande potencial para agticultura em dgua doce
e salobra nas regides tropicais, mas também pela possibilidade de se cultivar espécies
nativas (Ling, 1960).
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Um dos fatores mais importantes nara o sucesso do cultivo de peixe ¢ provavelmente
a utilizagio do alimento natural primasriamente o fitoplancton e o zooplincton ( Krazhan
e Fill 1982), principalmente nos estagios iniciais do desenvolvimento.

Além do valor nutricional, o principal requisito de qualquer alimento a ser usado para
um programa de produgfio em massa ¢ que ele seja facilmente obtido em quantidades
adequadas ¢ a baixo custo (Howell, 1973).

Neste trabalho, as culturas de algas ein laboratono foram realizadas com o objetivo
de servirem diretamente como alimento para as larvas de peixes ou, indirelamente, como
alimento para os diversos organismos zooplanctonicos cultivados.

O cultivo de algas em laboratorio para obtengdo de uma dieta definida € bastante
adequado, pois as células em crescimento exponencial 1ém alla capacidade fotossintélica
e o pnincipal produte da sua fotossintese € a proteina,

Um dos principais problemas do cultivo em massa de algas para alimentaciio direta
ou indireta das larvas e alevinos de peixes, esta relacionado com o cuslo dos reagentes
quimicos necessarios para a preparagio dos meios de cultura Altermativas que levam a
uma redugiio do custo de produgiio das algas sio necessanas e muitas pesquisas (ém sido
direcionadas para isto.

Tabela 2 - Canvieristicas quimicas de Chlamydomonas sp. A. gracilis, S. bijugus, em

meio CHU .
Constituintes quimicos Especies de algas cultivadas
Chlamvdomonas  Ankistrodesmus Scenedesnus
sp gracilis bijugus
Peso seco
(pg/célula) 446,96 1,40 44
Contetdo de cinzas
(pe/célula) 0.168 0,011 0,0065
Carbono Orgénico
(pe/célula) 470,62 13,63 19,19
% de Carbono Orgdnico
em relagiio ao peso seco 35,52 9,73 431,61
Clorofila a 0,46 0,12 0,10

No presente trabalho, a utilizagio do adubo quimico NPK (20:5:20) como uma
alternativa menos dispendiosa para a produgéo de alga, provou ser eficiente, uma vez que
as maiores densidades e picos atingidos num curto espago de tempo foram encontrados
neste meio (Figuras 1, 2) para as trés espécies de algas Chlamydomonas sp, S. bijugus
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eA. gracilis. Provavelmente, isto possa star relacionado com a proporgdo destes mesmos
elementos que ¢ até maior do que no outro meio utilizado (CHU, , , cuja proporgiio € 6:1.2
Deve-se ainda considerar que o nitrogénio e o fosforo constituem dois elementos de
fundamental importéncia para o cultivo de algas, com influéncie direla no seucrescimento.

As culturas de algas neste estudo foram mantidas com aeragio constante e com a
presenca de células bacterianas. Do ponto de vista pratico, em uma massa algal as poucas
células bacterianas tém uma importincia pequena, uma vez que o seu consumidor direto,
o zoopléncton herbivoro, também utiliza as bactérias como fonte de alimento (Geller e
Muller, 1981).

Em culturas em grande volume, uma aeragfio constante e direta do meio € indispen-
savel. Assim, mantém-se as células em suspensio, assegura-se o supnmento de carbono
inorgénico e estabiliza-se o pH. Caso nfio houvesse aerago, as células sedimentariam no
fundo do frasco de cultura, criando assim condigdes desfavordveis ao seu crescimento por
sombreamento, A agitagio produzida por um fluxe gasoso permite a manutengio das
células em suspensfo, assegurando condigdes de crescimento idéntico para todas, Tendo
em vista que as células algais diferem grandemente em tamanho, o nimero de células ndo
permite uma comparagfio direta do rendimento da cultura em termos de biomassa
(Findenegg, 1974). Assim, embora numenicamente as culturas de 4. gracilis e S. bijugus
tenham alcancado concentra¢des de duas ordens de magnitude superiores aquela de
Chlamydomonas sp os valores de biovolume total por ml (nimero de células multiplicado
pelo volume celular médio) foram bem mais proximos 1,26 x 10° um*ml, 1,25 pm*/ml
e 1,8 x 10* um*/ml para as trés espécies, respectivamente.

As informacdes sobre o volume celular das algas calculado & partir das dimensdes
lineares permitem expressar o peso elemental (C, N, P) a partir de relagdes entre o
biovolume ¢ o contelido dos elementos na célula ¢ sdo uteis para comparar as taxas de
ingestlo de organismos filtradores quando alimentados com diferentes espécies de algas
e de diferentes tamanhos.

O teor de carbono € outra importante medida para caracterizar o valor nutricional das
algas. Normalmente, o carbono representa 40 a 60% do peso seco da célula. Este
pardmetro é considerado wm bom indicador na avalia¢do da qualidade do alimento algal.

As diferengas entre a quantidade de carbono das células para as trés algas estudadas
foram grandes (470,62 pg/célula para Chlamydomonas sp, 19,19 pg/célula para S. bijugus
e 13,63 pg/célula para A. gracilis).

Para 4. gracilis, a porcentagem de carbono orgénico em relagfio ao peso seco foi

clevada, talvez por uma subestimagio do peso seco (pg/célula), provavel reflexo de um
erro técnico.
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As cloroficeas unicelulares sdo geralmente selecionadas para cultivo em massa e
utilizadas na alimentagfio de organismos zooplancténicos, principalmente por apresenta-
rem parede celular mais fina e portanto, uma quantidade de carbono organico total em
relagfo ao peso seco mais elevada do que as diatomaceas.

A concentragio de clorofila a por célula algal foi lambém determinada para as
diferentes espécies cultivadas, visando fornecer dados adicionais que permitam caracte-
rizar o estado fisiolégico das células em metos de cultura alternativos. Contudo diferenga
na concentragiio de clorofila a de algas cultivadas sfio normalmente esperadas, conside-
rando-se que este pardmetro pode ser influenciado pelas condigdes ambientais incluindo
temperatura, intensidade luminosa ou deficiéncia de nutrientes (Mullin et al., 1966).

O cultivo em larga escala de algas cloroficeas, seja para a alimentagfo de organismos
zooplanctonicos, € facilmente realizavel em laboratorio. A utilizagdo do adubo quimico
na preparagfio do meio de cultlura caracteriza-se como alternativa de baixo custo para os
meios especificos de cultura.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho o cultivo em larga escala de cloroficeas
no meio de adubo quimico (NPK), ja foi implantado em Centros de Agiiicultura como a
UNESP de Jaboticabal (SP) e o Instituto de Pesca em Pirassununga (SP)
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