CULTIVO DA MICROALGA Tetraselmis chuii PRINGS EM DIFERENTES MEIOS DE
CULTURA.

RESUMO ‘

Os autores sugerem meios de cultura alterna-
tivos para a microalga Tetrase/mis chuii, usando-se
agua de matadouro, vinhoto e caldo de peixe, sendo
utilizado o meio Erd-Schreiber como controle. O me-
lhor resultado obtido, foi com o meio preparado com
caldo de peixe na concentragao de 5 ppm, que apre-
sentou a densidade celular de 201 x 104 cel/ml; © meio
preparado com agua de matadouro, numa concentra-
¢éo de 50 ppm, apresentou uma densidade maxima de
122 x 10* cel/ml; o vinhoto, na concentragéo de 5
ppm, mostrou densidade de 152 x 104 cel/m! e o meio
Erd-Schreiber, usado como controle, teve a densida-
de maxima de 126 x 10* cel/ml. N&o foi evidenciado
grandes diferengas entre os meios Erd-Schreiber,
agua de matadouro na concentragdo de 50 ppm e
vinhoto a 5 ppm e os dois Ultimos entre si. Entretanto
notou-se diferenga marcante entre 0 meio caldo de
peixe e os demais.

PALAVRAS-CHAVE - Microalgas, meios de cultura,
cultivo de microalgas, Tetraselmis chuii.

CULTURE OF THE MICROALGAE Tetraselmis chuii
PRINGSINDIFFERENTCULTURE MEDIA.

SUMMARY

In this paper the authors suggest alternatives
of cultura media for culture of Tetraselmis chuii,
using cattle washed-gut water, sugar cane alcohol
waste, fish extract and the Erd-Schreiber medium,
used as control. The best results obtained was
prepared with fish extract, in the concentration of 5
ppt it present a celular density of 201 x 104 cel/ml: the
medium prepared with cattle washed-gut water at 50
ppt, present a maximum density Of 122 x 104 cel/ml;
the sugar cane alcohol waste in the concentration of
5 ppt was maximum value 152 x 10* celiml, Erd-
Schreiber meduim used as control was a maximum
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density of 126 x 10% cel/ml. There was not great
difference among the Erd-Schreiber's medium, and
the media prepared with cattle washed-gut water 50
ppt and with sugar cane alcohol waste 5 ppt and
between the two last. Althougth there was difference
between the medium prepared fish extract and others
media.

KEY WORDS - Microalgae, culture media, culture of
microalgae, Tetraselmis chuii

INTRODUGAO

A larvicultura é parte essencial para o
sucesso de cultivos de espécies aquaticas,
principalmente nos tipos intensivos e super-
intensivo, chegando algumas vezes a atingir
10% ou mais dos custos totais do projeto. Um
dos itens que mais encarecem a larvicultura
€ o alimento fornecido as larvas dos crusta-
ceos, durante os seus diversos estagios de
vida, devido a que, desde o final do estagio
nauplius, aquelas séo alimentadas com micro-
algas oufitoflagelados mantidos emmeiosde
cultura elaborados a base de produtos quimi-
cos, que irdo fornecer nutrientes necessarios
ao seu desenvolvimento. Entretanto, quando
se visa uma producéo em larga escala, nos
deparamos com o inconveniente dos altos
custos.

A utilizagao de fertilizantes agricolas,
tais como ureia, sulfato de amoénia, super-
fosfato triplo ou adubo foliar, contitui uma
alternativa para baratear os custos e apresen-
taramresultados bastante satisfatorios quan-
do testados por YAMASHITA & MAGA-
LHAES0.

Seguindo-se o principio de baratear o
custode produgéo, descobiu-se que substan-
cias residuais como agua de matadouro (pro-
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veniente da lavagem do estémago do boi), Bezerra da EMPARN (Empresa de Pesquisa

vinhoto (residuo do processamento de cana- Agropecuaria do Rio Grande do Norte). As
de-agticar) e caldo de peixe (maceragao de mesmas chegaramem tubosde ensaiode 10
restos de visceras de peixes) poderiam dar ml, estando em meio de cultura NH, 5, que é
resultados tao satisfatorios quanto os meios o utilizado pela EMPARN para a manutengao
convencionais, apresentam como vantagem de pequenos volumes. As cepas foram dei-
o fato de seremde facil aquisicéo, semrepre- xadas por dois dias a uma temperaturade 24
sentarem maiores gastos. + 1°C, sob a iluminagdo de uma lampada
No presente estudo, testou-se o de- fluorescente de 40 watts, a uma distancia de
senvolvimento de Tetraselmis chuii, espécie 15 cm. Vale salientar que estas mesmas
que é importante fonte de alimentagédo de condi¢des de temperatura e luminosidade
bivalvos (WALNE®) e peneidos (HUDINAGAS; foram mantidas durante todo o periodo da
COOK & MURPHY?2 e MOCK & MURPHYS), experiéncia.
citados por YAMASHITA & MAGALHAES'?, Apés o periodo de adaptagdo, fez-se
utilizando-se os meios residuais ja referidos repicagem para tubos de ensaio de 10 ml,
e tendo como meio de controle o Erd- contendo o meio Erd-Schreiber, cuja compo-
Schreiber, meio convencional de facil prepa- si¢cdo consta na Tabela 1, sendo 8 mldo meio
racdo e que temdado bonsresultados quando € 2 ml de in6culo. Manteve-se os tubos sob
testado em laboratorio. iluminagao constante, sendo periodicamente
agitados a fim de promover o arejamento do
MATERIAL E METODOS meio, 6 dias depois, foram colocados 20 ml
Para a realizagao deste estudo foram doindculo em 150 ml do meio Erd-Schreiber
utilizados cepas de Tetraselmis chuii, gentil- e, apés 5 dias, foram inoculados em um
mente cedidos pela Pesquisadora Dilma volume de 1.000 ml do meio.

Tabela 1 - Composigao dos Meios de Cuiltura no Cultivo de Tretraselmis chuii.

Componente Meio E-S Meio C-P ~ Meio A-M Meio com
Basico (Erd-Schreiber)  (Caldo de Peixe) (Agga de matadouro) Vinhoto
NaNO4 100 mg - - -
N82 HPO4 Hzo 200 mg - - -
agua do mar 1.000 mi 1.000 m! 1.000 ml 1.000
mi
Extrato do solo 50 mi
Extrato de peixe - 5ml
Agua de lavagem - 50m
de visceras
Vinhoto 5 ml
A partir de 1.000 ml. é que passou-se a digerido com agua potavel. Ocorre o escorti-
testar as diversas concentragcoes de cada uma mento daquela agua de cor esverdeada e uti-
das substancias residuais, tendo como meio lizada como fonte de nutrientes. Experiéncia
de controle o Erd-Schreiber, considerando o similar foi realizada por BARTOLOMEU etalii',
meio convencional. comadiferenca que a aguaresidual que serviu
As matérias primas utilizadas como comomatéria primaera proveniente dalavagem
fertilizantes em cada um dos meios testados da carcaga do boi. Deixou-se que a agua co-
foram as seguintes: letada decantasse, sendo em seguida filtrada
- Agua de matadouro - coletada nas instala- em papelfiltro. O material fitrado foiautoclavado
¢bes do Frigorifico Industrial de Fortaleza e adicionado na concentragdode 50,100 e 150
(FRIFORT)durante alavagemdoestémagodo ml do mesmo para cada litro de agua do mar
gado bovino, ao se remover o solido semi- filtrada e autoclavada.
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-Vinhoto - residuo da destilagao da cana-de-
agucar isento de alcool e que foi coletado a
partir das piscinas de repouso. Formado pelo
acumulode vinhotodas instalagdesda Ypioca
Agroindustrial, em Maranguape - Ceara. De
igual maneira o material foi submetido a
decantagdo e posterior esterilizagdo em
autoclave, sendo adicionado nas concentra-
¢des de 5, 10 e 20 ml para cada litro de agua
do mar filtrada e autoclavada.

- Caldo de peixe - preparado misturando-se
500 g de peixe (visceras ou residuos do
mesmo) com 2 litros de &gua estuarina,
autoclavando-o paradepois, retirar-se o liqui-
do sobrenadante, adicionando-o na propor-
¢ao de 5 ml por litro de agua do mar filtrada
e autoclavada.

A partir do volume de 1.000 mi, os
bioensaios tiveram aeragdo constante.

As contagens foram realizadas seis
vezes por semana, sendo as amostragens
fixadas em formol a 4%, utilizando-se a ca-
mara de Neubauer.

De um modo geral, para cada experi-
mento utilizou-se pelo menos uma repeti¢ao,
e aqueles que apresentaram melhores
performances tiveram uma segunda repeti-
¢ao0, a fim de se determinar a concentragao
ideal de cada componente.

A composicao dos nutrientes dos dife-
rentes meios de cultura pode ser observada
na Tabela 2.

Tabela 2 - Analise de Nutrientes dos Meios de Cultura
Residuais Utilizados nos Experimentos.

NUTRIENTE Meio C-P A-M(2) CoM
(mg/) (1) VINHOTO
NO3 0,48 70,

NO2 10,60 00 - 6,60
PO4 48,20 100,0 250,0
PH - - 34

(1) Segundo OLIVEIRA & KOENING.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O meio Erd-Schreiber, que foi utilizado
neste trabalho como padrao, apresentou um
desenvolvimento homogéneo em todo o peri-
odo do experimento, sendo sua maior densi-
dade alcangado no 14°. dia de cultivo, na
ordem de 172 x 104 cel/ml, confirmando as

afirmacdes de GRIFFITH et alii4, citado por
OLIVEIRA e KOENING’, no sentido de ser
possivel a obtengao de mais de 100 x 104cel/
ml, utilizando-se meio artificial (Figuras 1, 2
e 7 e Tabela 3).

Tabela 3 - Densidade Celular de Tetraselmis chuii
em Meios Erd-Schreiber e Caldo de Peixe com Repe-

tigoes.

DA Numero de Celutas/mi x 10~
DE Meio Erd-Schreiber T Meio Caido de Peixe
CULTIVO iniciai VF icao | inicial | Repeticao
Inocuio 18 3B 87 56
1© - 12 - 90
20 35 12 - 98
3¢ 43 92 39 80
40 86 27 - 156
50 88 26 108 144
6° 4 120 102 70
7 24 110 177 63
8° 30 15 - .
Qo 52 126 58 2
54 84 -
79 50 200
€8 82 108
109 57 85
14> 122 82 ... -

O caldo de peixe, que é considerado
um meiode cultura comfertilizagdo orgénica,
apresentou bons resultados nos dois experi-
mentos (inicial e repeticéo), chegando a atin-
gir 201 x 104 cel/m! no experimento inicial e
156 x 10 cel/ml na repetigao. Ambos foram
bastante superiores aqueles obtidos por
OLIVEIRA e KOENING’ em diluigdo de 2,5
e 1,25 ppm de caldo de peixe, resultando
40,38 e 18,88 x 104 cel/ml, respectivamente
(Figuras 3 e 4 e Tabelas 3 e 6).

A maiordensidade alcangadaem meio
fertilizado, organicamente, com agua de
matadouro foi na diluigdo de 50 ppm, isto €,
ade menor concentracio das trés que foram
testadas. Seu melhor desempenho corres-
ponde a 130 x 104 cel/ml, alcancado no 4°.
dia de cultivo em um volume de 1.000 ml
(Figura 6 e Tabela 5).

As outras concentragdes da agua de
matadouro (100 e 150 ppm), apresentaram
resultadosinferiores a de 50 ppm, parecendo
que aelevada concentragao de agua fertiliza-
dadificultou odesenvolvimento dacultura, ao
impedir a passagem de luz, impedindo, em
ultima analise, a fotossintese e por apresen-
tar, também, sedimentagéo de particulas da
aguadelavagem, oque promoveo crescimen-
to de outros microorganismos alheios a cul-
tura, sendo fonte de contaminagdodamesma
(Figuras 1 e 2 e Tabelas 4, 5 e 6).
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Tabela 4 - Densidade Celular de Tetraselmis chuii Utlizando-se Meios de Cultura Agua de Matadouro e Vinhoto
em Diferentes ConcentragGes.

DIA Numero de células/ml x 10%
DE Agua de matadouro Vinhoto
CULTIVO 50 PPM 100 PPM 150 PPM 20 PPM 10 PPM 5 PPM
Inic. Rep. Inic. __ Rep. Inic. _ Rep. Inic. Rep. | Inic. _ Rep. | Inic. Rep.

inéculo 1% a4 15 22 18 61 47 7 8 7 57
19 10 - 30 - 22 32 3 45 4 58 3
20 39 33 23 12 12 11 8 - 5 12
3 112 17 13 7 4 32 22 5 7 9 11 16
49 130 68 5 6 21 13 10 20 10 57 8
50 122 22 75 18 25 20 36 8 18 14 a3 24
62 103 18 76 1 17 25 36 24 17 22 77 1
72 33 15 28 22 22 - 152
8Q 22 24 6 12 8 12 12 20 20 58
oo 51 7 4 5 2 1 3 3 6 1
100 22 3 7
112 54 82 3 4 2 1 10 2 16 2
120 35 65 3 8 5 0 5 7 38 4
139 27 21 5 7 47 3 18 " 21 2
149 23 21 3 6 10 . 0 21 89 6

Obs.: Inic. = inicial; Rep. = Repeticao

Tabela 5 - Densidade Celular de Tetrasel/mis chuii Obtida em Trés Bioensaios, Utilizando-se Agua de Matadouro
a 50 ppm e Vinhoto a 5 ppm com meios de Cultura.

DIAS Namero de células/ml x 104
DE Agua de Matadouro a 50 ppm Vinhoto a 5 ppm
CULTIVO 12 Bioensaio 29 Bioensaio 39 Bioensaio 19 Bioensaio 29 Bioensaio 32 Bioen-
salo
inoculo 14 a1 61 51 7
19 10 82 38 3
29 38 33 12 12 -
32 112 17 7 11 16
49 130 10 57
50 122 22 9 93 24
62 103 18 8 77 11
72 33 15 152 4
82 22 24 13 20 58 6
gQ 51 d 26 6 1 5
102 22 36 0
119 54 82 18 16 2 18
120 35 65 20 38 4 10
132 24 21 38 21 2 5
149 23 21 9 89 6 2
Tabela 6 - Melhores Resultados Obtidos de Vale ressaltar que a aguade matadou-

Tetraselmis chuii em Diferentes Meios de Cultura.

i

MEICS DE ULTUHA

DE

CULTIVC

Caioo 06 pexe a 5

nf cel x 104

oour

VInhoto 8 5 porn Agua 08 mala Era-Schre o

ncol x 109 a 50 pom n¥cel x né cei x 109

Inéculo
10
20
30

49
50
I
70
82
90
109
1190
120
139
149

ro € uma matéria-prima cuja concentragdo
podevariar muito, dependendodaocasidoda
coleta, podendo ser mais ou menos diluida.

No meio fertilizado com vinhoto, o
melhordesempenho foidaordemde 142x 104
cel/mi, atingida no 7°. dia de cultivo, em
volumede 1.000 ml, sendo bastante superior
aqueles alcangados por PADILLAS8, utilizan-
do extrato de solo, e GRIFFITH et alii4 usando
fertilizante orgéanico, citado por OLIVEIRA e
KOENING? (Figuras 5 e 7).

Com respeito ao vinhoto, a maior dilui-
¢do (5 ppm) revelou-se como sendo mais
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indicada entre as trés testadas (5, 10 e 20
ppm) e o resultado mais satisfatério corres-
ponde a 152 x 104 cel/ml, atingido no 5°. dia,
isto no primeiro bioensaio, ja que no segundo
a maior densidade foi de 58 x 104 cel/ml no
8° dia em 1.000 ml, ndo repetindo esta
eficiéncia na repicagem posterior. Acredita-
sequeistodeveu-se a contaminacao verificada
pela presenga e crescimento de outros
flagelados, que tiveram uma melhor assimi-
lagdo de nutrientes que a Tetfraselmis.

As outras diluicdes (10 e 20 ppm),
alcangaram resultados baixos, verificando-se
um decréscimo do nimero de células apds
oindculo, e, praticamente, ndo havendo cres-
cimento, mantendo-se apenas a densidade

FIG | Desenvolvimento de

celular, oque, em parte, talvez tenha ocorrido
pela presenca de elevados teores de fosfato.
Nao foi determinado o teor de nitrato de
vinhoto, por este conter muito material sélido
em suspenséo.

Acreditamos que o pouco sucesso ob-
tido no segundo e terceiro bioensaios com
vinhoto a 5 ppm, tenha a sua explicagdo em
alguma alteragdo das caracteristicas fisico-
quimicas do produto, pelo tempo de armaze-
namento a que esteve submetido sob refrige-
ragéo.

O baixo valor do pH do vinhoto influen-
ciou para que este meio de cultura nao ob-
tivesse um bom rendimento, ja que o pHideal
para microalgas marinhas esta na faixa de
76 £ 1 (GOMESS).

: Tetraselmis chuii nos 3 bloensalos com
o ———— Y

200 ne vinhoto a 5 ppm
.
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FIG 2 Desenvolvimento de Telraselrmis chull em 3 concentragies de
vinhoto & C-P {11}
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L.-,‘-*"dtg". FIG 4 Desenvolvimento de Tatroselmis chuil em 3 concentrogfes
kuﬂ- de A-M a meio E-S (11)
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FIG. 6 Desenvolvimento de Tetraselmis chuii, nos diferentes meios

de cultura utilizados.
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CONCLUSOES
1 - O melhor resultado alcang¢ado foi

com o meio de caldo de peixe, sendo consi-
derada sua concentragéo ideal 5 ppm;

2 - A 4gua de matadouro na concen-
tragdo de 50 ppm apresentou densidade
méaxima de 122 x 10% cel/ml. Nas concentra-
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¢bes de 100 e 150 ppm, ndo apresentou
crescimento tao satisfatério;

3- Das consideragdes testadas com
vinhoto, como fertilizante dos meios de cul-
tura, a que apresentou melhorresultado foia
de 5 ppm, com 158 x 104 cel/ml de densidade
celular no primeiro bioensaio. Em concentra-
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¢oes superiores a densidade celular diminuia
amedidaque aconcentra¢do do meio aumen-
tava;

4 -Nao evidenciou-se grandes diferen-
¢as entre o meio Erd-Schreiber (meio contro-
le) e os meios fertlizados com agua de ma-
tadouro (50 ppm) e com vinhoto (5 ppm), ndo
existindo diferengas entre os dois ultimos
entre si. Entretanto, mostrou-se diferentes o
meio de caldo de peixe com 0s meios ante-
riormente referidos, nas concentragdesde 50
ppm para agua de matadouro e 5 ppm para
vinhoto, e

5-Osbonsresuitados alcangados nas
concentragdes consideradasideais para cada
um dos meios em estudo revelam a possibi-
lidade de serem utilizados em larga escala,
substituindo parcial ou totalmente os meios
de cultura convencionais, reduzindo-se as-
sim os custos de produc¢ao do organismo a
ser cultivado.
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