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CULTIVO DE Chlorella ellipsoidea 5-1 EM SACOS PLASTICOS

(Culture of Chlorella ellipsoidea 5-1 in plastic bags)

RESUMO

Foi realizado em laboratdrio, cultivoe de Chiorefla
ellipsoides 8-1 em meos transparentes de polietileno, com
seragdo continua de 1 litro de ar por minuto em cada sa-
oo, sob iluminacio permanente de aproximadamentes
4.000 Iux. Observou-se que & possivel realizar cullive mas-
sive de Chiorells ellipsoides 5-1 em sacos plisticos trans-
parentes, chegando a produzir no 59 dia, meédia de 14,5 x
107 eflulas/ml, com melthor média de producio no pe-
riodo entre 30 ¢ o 59 dias. Foram realizadas 2 séries de
cultives com densidades Iniclaks de 105 cflulag/ml e 108
celulas/ml. Essa diferenga na densidade inicial ndo acarre-
ta diferen;a na produgio total das células apds 42 dia de
cultive. Cultive de menor densidade tniclal (10% ofhlas/
mly, apresenton melhor indice de crescimento especifico
@ = 2.0
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ABSTRACT

Chiorells ellipsoidea 51 was cultivated in transpa-
rent polietylene bags with continuous astation of 1 lter
of air per minute for each bag, under permanent illwmina-
tion of aproximately 4.000 lux, at laboratory. At the
5th day a total of 14,5 millions of cells/ml was obtained.
The best average production was between the 3th and
5th duys. The initial density of 105 cells/ml or 109 calls/
ml had no influence in the total quantity of cells after the
4R day. Cultures of smaller initial density (10° cells/ml)
had shown a better specific growth rate (u= 2.2).

1. INTRODUCAOQ

Em wirios centros experimentais de
cultivo de fitoplincton, tem sido demons-
trado que & possivel desenvolver, em grande
escala, uma cultura massiva de Chlorefla pa-
ra uso alimentar (ROUND, 1973),

Em muitas dreas superpovoadas do
mundo, Chilorells ¢ considerada um impor-
tante suplemento alimentar para o consu-
mo humano e animal (Witch, 1960 e
Spoehr, 1953, apud UKELES, 1965).

Além de seu uso como alimento, esta
alga unicelular & capaz de fornecer um pro-
duto  bactericida denominado chlorellin
(ROUND, 1973) &, pela sua capacidade de
sintetizar cobalaminas em meio deficiente
em B,,, pode ser uma importante fonte
dessa vitamina na dgua doce (PROVASOLI,
1958).

O pénero Chiorella é muito empregado
na alimentacao de organismos zooplanctoni-
cos cultivados para mutrigio de animais

aqudticos em sua fase larval (FUKUCHO, et
alii, 1976).

Segundo SASSAKI (1978), a eficién-
cia energética do zooplincion como ali-
mento vivo ¢ determinada pela qualidade
da sua propria alimentagio. Este autor
considera Chlorefls como um alimento de
alto valor enerpético para a nutrigio de
zooplincton.

LOOSANOFF (1951) afirma ser
possivel manter um cultivo massive de
Chlorella em tanques com densidades entre
25 e 30 milhées de células por ml, poden-
do-se alancar até 45 milhdes de células por
ml.

SASSAKI (1978) conseguiu produgzir
48 milhes de células de Chilorella ellipsoi-
dea 5-1 por ml no 59 dia de crescimento,
em baldes de vidro com 58 de meio de cul-
tura. )

O cultivo foi desenvolvido sob condi-
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¢Oes Otimas de temperatura, Ph e luminosi-
dade.

Davis et alii, apud BURLEW (1964),
realizaram um estudo experimental de cul-
tivo de Chiorells pyrencidosa em tubo
plistico (Tygon) de 8 mm de digmetro in-
terno e 40 pés (aproximadamente 12 me-
tros) de comprimento, disposto em espiral
e com capacidade para 1 litro de meio de
cultura, O cultive foi realizado em condi-
coes muito especiais de laboratério: a cul-
tura foi mantida em movimento constante
no tubo, com auxilio de uma bomba, es-
friamento, 5% de CO,, 95% de ar e re-
mocdo  periodica de deposito de células
mortas. Nessas condigdes, conseguiram 500
milhdes de células por ml no 59 dia de
crescimento, e aproximadamente 13 x 108
de células por ml no 219 dia. Assim, os
autores acima consideraram satisfatério o
crescimento da Chilorells pyrencidosa em
tubo pldstico,

Mo Instituto Central de Investigactes
sobre Pesca Continental de Barrackpore, na
India, desenvolven-se um cultivo massivo de
Chioreflla sp. em bolsas transparentes de
polietileno,  utilizando-se  fertilizantes
N.P.K. como meio de cultivo, O cultivo foi
desenvolvido em  ambiente natural com
uma producio de 2 a 3 milhdes de células
por ml, apds 3 a 7 dias de cultive (GOPA-
LAKRISHNAN, 1974).

O presente trabalho teve como propo-
sito realizar em laboratorio um cultive mas-
sivo de Chlorells em saco transparente de
polietileno sob condicdes artificiais de ilu-
minagdo, agitagdo ¢ aeragdo. A opgdo pelo
uso do saco de polietileno deveu-se pelo seu
ficil manuseio durante o cultivo, armazena-
mento e transporte de cultivo no proprio
saco, além de ser material resistente e de
baixo custo.

2. MATERIAL E METODOS

A espécie de Chiorella utilizada para a
realizagio  deste  trabalho foi Chilorella
ellipsoidea 5-1, a mesma utilizada por
SASSAKIT (1978) em seu estudo preliminar
de cultivo para o “Projeto de Cultive do Pj-
ta™, realizado em Colatina (ES) pelo Proje-
to de Desenvolvimento Pesqueiro (P.D.P.),

O meio de cultivo enriquecido foi o de
Myer's 4N com pequenas alteracBes na
quantidade de alguns dos elementos gque
compdem o meio.

A composicio do meio utilizado &:

KINOs3 5,0e
KH, PO, 0.25g
MeS0, . TH, O 0,25¢
FeS80, . TH, O 3.0mg
Ma, EDTA 0.3mg
Arnon’S A, 1 ml

H, O destilada 1000m]

O pH do meio foi de 8,5, utilizando-se
KOH (10%) e H, 50, (5%) para o seu con-
trole,

1

O saco plastico utilizado para o culti-
v foi de polietileno branco e transparente,
de 50 x 20 cm, com a capacidade para 5
litros,

Para obter maior resisténcia, o saco
plistico foi duplicado, colocando-se um
dentro do outro. Foram preparados 6 sacos
plisticos duplos com trés litros de meio
Myer's 4 N modificado em cada um deles,
sendo trés com densidade inicial de 104 ca-
lulas/ml (sacos mimeros 1,2 e 3) e trés de
10% células/ml (sacos niimeros 4.5 e &),

A boca de cada saco plastico foi amar-
rada com um cordonel ao redor de ume
rolha de borracha de 5 em de didmetro e 3
cm de espessura (FIGURA 1), transpassada
por duas mangueiras pldsticas com 3/16"
de didmetro, uma com 50 em de compri-
mento e outras com 20 cm (FIGURA 29,

A extremidade inferior da mangueira
de aeracio (a mais comprida), foi ajustada
no fundo do saco plistico para proporcio-
nar melhor agitacio do meio e conse-
quentemente melhor aeragio. A extremida-
de inferior da mangueira menor puardou
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FIGURA 1 — Sago de  polietilenc  transparente, com o
meio Myer's preparado para cultivo,

uma distincia de 5 a 7 cm da sua superfi-
cie, para evitar o contato com o meio ligui-
do,

Preferiu-se wutilizar tubos de pldstico
ao invés de tubos de vidro, pois estes (dl-
timos além de gquebrarem com facilidade,
freqiienternente provocam furos no sacos
plistico,

Tomou-se o cuidado de ajustar a
“amarra” no sulco feito ao redor da ro-
Iha (FIGURA 2).

Os cultivos preparados foram “pen-
durados™ em canos de metal, fixos em es-

SULCE PARA
Flxagho Do’
SACD PLASTICO

SUPORTE DE ARAME

OLHA DE BORRACHA

|| L
4 .
|| TUBOS DE PLASTICO

FIGURA 2 — Detalhes de montagem dos acessorios na ri-
lha de borracha,

tantes de madeira, de forma que a parte in-
ferior (fundo) dos sacos permanecesse leve-
mente apoiado no tablado inferior da estan-
te (FIGURA 3).

Para sustentar o saco plstico durante
o cultive, usou-se arame comum, fixado na
rolha de borracha, A aeragdo da cultura foi
feita por um compressor de ar com capaci-
dade para 300 libras, fazendo-se passar um
litro de ar por minuto em cada saco plisti-
co (FIGURA 4). Foi colocado um filtro de
ar de algoddo para evitar possivel passagem
de corpos estranhos 4 cultura de Chiorella
(FIGURAS 4 ¢ 5).

As culturas receberam iluminacio con-
tinua de aproximadamente 4000 lux du-
rante todo o periodo, uma vez que o traba-
lho foi desenvolvido em laboratorio fecha-
da. As lampadas do tipo fluorescente foram
colocadas ao lado dos sacos plasticos, con-
forme demonsirado na FIGURA 3.

A temperatura do meio de cultivo
oscilou de 26 a 29°C.

Foram efetuadas diariamente, no mes-
mo periodo do dia, 4 contagens de células
de cada saco, utilizando-se a cimara (hemo-
citbmetro) de Thoma, para observacio do
crescimento das culturas.

11
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O niimero de células de Chiorefla por
ml foi calculado pela média aritmética des-
tas 4 contagens.

O cultivo foi interrompido no 119 dia
de trabalho, uma vez que, nos ensaios de
cultivo anteriormente realizados com 300
sacos pldsticos, verificou-se que nesse pe-
riodo o crescimento das cédulas j4 se en-
contra na fase de ripido declinio. Obser-
vonr-se, ainda, que apds este periodo, algu-
mas células de Chilorella se precipitam com
ocorréneia cada ver maior de contaminan-
tes binldgicos.

LAMPADAS FLUORESCENTE

.;l'c.-.ma DE
- SUSTENTAGRO
—=——aD05 CULTIVOS

FIGURA 3 — Quadro demonstrative de montagem da es-
tante de madeira para cultivo.

7 i LUZ
COMPRESSOR @ - - _ .
DE AR s — T WIS e
FILTRO B 23 HIE NS RIS
T i i =1 A ] A = A -
L e Y 1 R - B A |
L E B AN R A e O
CULTIVO -

FIGURA 4 — Quadro esquemitice do conjunte de compressor de ar, filtro de slgoddo e cultivos,

SAIDAS DE AR PARA CULTIVOS
ENTRADA DE AR

: l'\l ROLHA DE BORRACHA

J
UroguaeY

FIGURA 5 = Filtro de ar,

12

Apds a interrupedo do cultivo, mediu-
se o volume total de cada cultivo, a fim de
verificar a diferenca de volume em relagio
a0 inicio do cultivo, Esta diferenca, causa-
da pela evaporagio do meio durante o cul-
tivo, acarreta um erro no cilculo da produ-
gio total das células de cada cultivo se nio
for corrigida.

Para a corregio do total de células no
final de cada contagem didria do cultivo
para os 3 litros iniciais de meio, utilizou-se
a seguinte formula:

N{l'—%--:r}unde,

G
1}

namero de células corrigido
nimero de células realmente
contadas

tempo (dias)

volume do meio evaporado
volume da cultura de cada saco
(inicial)

duragio do experimento

%
nn

o n
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Para o calculo do indice de crescimen-
to especifico didrio (specific growth rate)
das células utilizou-se a formula:

at = 1n NZE — 1n Ni_l onde,

N = namero de células corrigido do

dia t.
Ni:-l = pamero de células corrigido do
dia anterior.
ut = indice de crescimento especifi-
co do dia t,

A formula utilizada para o cdleulo do
rendimento médio didrio das células foi:

N¢
= d B
R’t t onde
Rt = rendimente médio didrio até o
dia t.
N; = nimero de células corrigido do
dia t.
t = tempo (dias)

Apds a interrupedo dos cultivos, os
mesmos foram conservados em geladeira a
+5°C e em freezer a —15°C, acondiciona-
dos no proprio saco plastico, amarrando-se
simplesmente aboca com cordonel, (FIGU-
RA 6).

FIGURA 6 — Cultive preparado para conservagdo em

peladaira ou freezer.

4. RESULTADOS E DISCUSAQ

Os resultados dos cultivos de Chio-
rella ellipsoidea 5-1 em sacos plisticos,
encontram-s2 na TABELA 1 e FIGURA 7.

A maior produgdo de células no 119
dia de cultive foi de 27,7 x 10° células/ml,
verificado no cultivo n® 2 (TABELA 1)
sendo de 19,5 x 10° células/ml a média
nos 6 sacos plasticos. Estes nimeros cor-
respondem 4 quantidade de células apds a
correcdo da densidade.

Nos cultivos de densidade inicial de
10% eélulas/ml, o indice de crescimento es-
pecifico (p ) foi mais alto no segpundo dia,
com uma média de u = 2,21. Nos cultivos
de densidade inicial de 10° células/ml o
valor de g mais alto foi de 1,46, também,
no segundo dia de crescimento.

Verificou-se que a fase exponencial

de crescimento (FOGG, 1971) das células
em todos os cultivos ocorreu a partir do
2% dia até a concentragio de 6 x 10°
células/ml (FIGURA 7). T

A média de rendimento didrio (K) nos
outros cultivos atingiu valor mdximo entre
o terceiro e o quinto dia de crescimento.

0 melhor rendimento verificou-se no
cultivo ntimero 2, tendo o valor B = 4,1
x 10% células/ml no quinto dia.

Os cultivos de densidade iniciais de
107 e 10% células/ml passaram a produzir
praticamente a mesma quantidade de célu-
las a partir do quarto dia de crescimento.

Observou-se que o pico de média de
rendimento didrio das células foi entre o
terceiro e o quinto dia de crescimento,
perfodo que se considera ideal para inter-
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TABELA 1
Dados obtidos e caleulades do cultivo de Chiorells eliipsoidea S-1 no periodo de 11 dias realizados nos 6 sacos. Do sa-
co 09 1 a3 com densidade inicial de 107 celsfmle do 4 a6 109 cels/ml.
N = nimero de células/ml; N' = nimero de cflulas/ml corrigido; 4= {ndice de crescimento e B = rendimento média

didirie das eélulas.
sACONT 1, sAC0 N? 4,
Dias | Nx10% | M x10® u R x10° | Dias Nx10® | Wrx10® i R x10%
0 0,10 S = C 0 1,00 . i =
1 0,14 0,14 0,34 0,04 1 132 131 0,27 0,31
2 1,39 1,34 2,25 0,62 2 £ 44 6,27 1,57 263
3 540 512 134 1,67 3 825 7.93 0,23 0,31
4 6,30 6,33 0,21 1,56 4 9,34 B85 0,11 1,96
5 7,36 6,73 0,06 1,33 5 15,48 14,47 040 169
& £.89 7,98 0,17 131 g 13,72 12,64 -0,13 1,94
T 13,28 11,68 038 1,66 7 14,30 12,99 003 1,71
8 11,67 10,07 -0,15 1,25 8 1758 15.74 0,19 1,44
9 15,45 1307 0,26 144 g9 15,50 13,67 0,14 1,41
10 18,64 1544 0,17 1,53 10 18,87 16,40 0,18 1,54
11 18,04 14,64 0,05 132 1 17,58 15,05 08 1,28
saCoN? 2, SACONT 5,
] 0,10 = = = 0 100 = <
1 0,13 0,12 0,21 0,02 1 146 1.44 0,36 0,44
2 108 1.05 214 047 3 6,04 5,86 140 2,43
3 5,72 5,48 1,65 1,79 3 10,04 9,58 0,49 1,86
4 14 88 14,03 0,98 148 4 12,64 11,87 0,21 272
5 22,28 20,59 0,39 4,12 5 16,20 14,97 0,23 2.79
& 24,56 2246 0,08 173 6 1937 17,50 0,16 277
7 28 60 26 A4 0,17 3,79 7 18.57 16,59 -0,06 2,23
1 27,73 24,56 -0,08 3,06 8 23,73 20,34 0,23 248
9 29,14 25,39 0,03 1,82 g 22,25 19,20 -0,08 2
n 30,15 25,84 0,02 257 10 19,75 16,74 0,14 157
11 32,93 27,76 0,07 2,51 11 24,16 0,11 0,18 1,74
sacon? 3, SACONY &
] 0,10 : S = 0 100 = = =
1 0,13 0,13 0.22 003 i 1.64 1,61 047 0,61
2 1,22 1,19 2,25 0,54 2 6,78 6,53 140 277
3 7.21 6 50 1,76 2,27 3 12,74 12,04 0,61 168
4 13,52 12,75 051 1,16 4 17.26 15,99 028 3,75
5 15,06 13,98 009 278 5 17.60 15,99 00 3,00
6 16,25 14,80 006 246 B 16,18 14 40 -0,10 2,23
i 17.04 15,34 003 2,18 7 20,29 1769 0,21 238
g 14,81 13,12 0,16 153 8 24,20 0,65 0,15 2,46
g 17,52 15,27 0,15 159 g 23,25 18,58 011 1,91
10 18,43 15.80 0,03 1,57 10 0,77 16,96 0,00 1,60
11 453 20,67 0,27 1,87 11 23,84 1903 0,12 164
MEDIADENT 1 a N% 3 MEDIADEN? 4 aN% &
0 0,10 = = 0 1,00 = =
1 0,13 0,26 0,03 1 145 037 0,45
2 1,19 291 0,55 2 6,12 146 261
E] 5,83 1,59 191 3 985 046 2,95
4 11,04 054 2,73 i 12,24 0,22 2,81
5 13,80 0,22 2,74 5 15,14 021 2.83
& 15,11 0% 2,50 6 14,88 0,02 231
7 17,89 0,17 2,54 7 15,76 0,06 2.11
] 15,92 0,12 1,98 8 19,08 01,19 2,26
9 17,91 0,12 198 9 17.15 0,11 1,79
10 19,03 0,06 189 1] 16.70 003 1,57
11 2102 0,10 1.90 1 18,06 0,08 1,55
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FIGURA 7 — Curvas de crescimento de Chiorells allipsoides 5-1 nos trés sacos plisticos com concentragio de 10°
celsiml e outros trés com concentragio inmicial de 107 cels/ml,

rupgio do cultivo, uma vez que a multipli-
cagdo das células nos dias subsequentes se
torna mais lenta (TABELA 1).

Comparando-se resultados obtidos por
virios pesquisadores, verifica-se gue os
apresentados aqui demonstram viabilidade
deste metodo para Chilorells, acreditando-se
que sgja possivel desenvolver culturas mas-
sivas de outros fitoplanctontes com a utili-
zagdo deste método, podendo-se variar evi-
dentemente, o volume do meio e tamanho
do saco pldstico.

Como pode ser verificar ainda na FI-
GURA 7, observou-se que, tanto nos culti-
vos de densidade inicial de 10% células/ml
como nos de 10° células/ml, a fase de re-
tardamento (lag fase) foi de apenas um
dia, demonstrando que as condicGes ofe-
recidas por este método podem ser conside-
radas satisfatonas.

O fate de os cultivos de menor densi-
dade inicial (10% células/ml) terem alcanga-
do maior indice de crescimento especifico
(x= 2,2), pode ser atribuido a4 maior pene-
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tragio da luz nesses cultivos, em decorrén-
cia de serem menos turvos do que os culti-
vos de maior densidade (10% células/ml).

Sabe-se que o maior {ndice de cresci-
mento especifico comresponde 4 fase ex-
ponencial de desenvolvimento das células
(FOGG, 1971}, dessa maneira quando & in-
‘teressante obter grande produgio de células
em menor espaco de tempo, a solugio pode
ser o prolongamento da fase exponencial,
aumentando gradativamente a intensidade
luminesa & medida que o meio vai se tor-
nando mais denso, dentro dos limites
permissiveis.

Niglsen et alii, (1962), apud TA-
KECHI, 1971) citam que a clorofila de
Chiorella  desaparece por completo a
50,000 lux e a uma temperatura de 25°C.
Segundo TAKECHI (1971), o indice de

crescimento especifico ( u ) ¢ alto quanto
maior a incidéncia da luz nas células, desde
gque nio atinja intensidade nociva as mes-
mas. Esse mesmo autor considera desinte-
ressante utilizar intensidade luminosa acima
de 10,000 lux para o cultivo de Chilorella.

Ainda conforme afirmacio de TA-
EECHI (1971}, essa produgdo pode ser me-
lhorada com a introdugio de gds CO, nos
cultivos,

A concentragdo média de Chiorella
utilizada na alimentacico de organismos
aquaticos, tem sido em torno de 107 célu-
las/ml (SASSAKI, 1978),

O método ora descrito atingiu uma
concentragio de 14,5 x 10° células/ml, po-
dendo-se assim considerar satisfatoria, com
a vantagem de ser pritico e de baixo custo.

5. CONCLUSOES

1 — Nos cultivos de Chiorella ellipsoi-
dea 3-1 a densidade inicial entre 10 & 105
células/ml nio influi na producdo apés o
quarto dia de crescimento,

2~ A melhor média de rendimento
didrio (R) das células verificou-se no perio-
do do terceiro ao quinto dia de cultivo. No

quinto dia, a média do nimero de céhilas
foi de 14,5 x 10% /ml,

3 — Observou-se que & vidvel desenvol-
ver em laboratorio um cultivo massivo de
Chiovella ellipsoidea 8-1 em sacos plisticos
transparentes,
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