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RESUMO GERAL

Estudos em Santa Catarina demonstraram a viabilidade do cultivo da
macroalga Kappaphycus alvarezii (Rhodophyta, Gigartinales) em aguas
subtropicais, entretanto as temperaturas do inverno séo limitantes para a
sobrevivéncia da espécie. O cultivo em tanques nos periodos de baixas
temperaturas pode ser considerado como solugdo para esse entrave. Esse
trabalho teve como objetivos: estabelecer um método de aclimatagéo e
regime de pulso de nutrientes para o cultivo em tanques de K. alvarezii
por meio de ensaios in vitro e determinar o melhor método de
movimentacao de &gua para o cultivo em tanques circulares da espécie
com o uso de aeracao constante por meio de ar difuso ou air lift. Para o
primeiro objetivo, aproximadamente 12 g de tetrasporéfito verde foram
aclimatados por uma semana, sendo que metade da biomassa foi
aclimatada em auséncia de luz (AL) e a outra metade em presenca de luz
(PL). Posteriormente & aclimatacdo, foi realizado um pulso de nutrientes
de 1 hora com solugdo von Stosch a 50 % (VS50) e como controle foi
realizado o mesmo pulso apenas com agua do mar esterilizada. Apds
esse periodo, as algas foram cultivadas por 42 dias sem adicdo de
nutrientes. No tratamento VSb0, algas aclimatadas com AL
apresentaram taxa de crescimento média de 2,20 % dia™
significativamente maior que as algas aclimatadas com PL, que
apresentaram taxa de crescimento de 1,54 % dia™. No controle, ndo
foram observadas diferencas significativas. Os ensaios in vitro
mostraram que a aclimata¢o por uma semana em auséncia de luz e com
pulso de 1h em VS50 é o melhor tratamento para a manutencdo de
linhagens. Para o segundo objetivo, exemplares de tetrasporéfito verde
de K. alvarezii foram aclimatados conforme a metodologia escolhida no
primeiro objetivo. O cultivo foi realizado em tanques circulares de
100 L, em fotoperiodo natural, temperatura de 22+0,3 °C, em densidade
de 5 g L por 28 dias. Semanalmente as algas eram pesadas e havia
renovacdo de 20 % da dgua do mar. Temperatura, salinidade e oxigénio
dissolvido foram medidos duas vezes por dia, trés vezes por semana.
Dois tratamentos foram testados para a circulacdo da agua nos tanques:
aeracdo constante por meio de ar difuso (AD) e air lift (AL). Como
controle (C) foi realizado o cultivo das algas sem aeracdo. Cada
tratamento e controle possuiam trés réplicas. Em todo periodo de cultivo
foi observado ganho de biomassa, porém ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos e o controle. A taxa de
crescimento foi de 0,47+0,1 % dia™; 0,41+0,1 % dia™; 0,30+0,1 % dia™
nos tratamentos de AD, AL e controle, respectivamente. No controle



ocorreram maiores alteracdes nas concentragdes de oxigénio dissolvido,
enquanto nos tratamentos AD e AL ndo foram observados variacGes
expressivas no periodo de tempo estudado. A salinidade se manteve na
faixa dos 35,5-35,8 %o em todos os tratamentos. Foi observado que no
controle as algas comegaram a apresentar sinais da enfermidade ice-ice
em algumas regiGes do talo. As algas cultivadas no tratamento AL
apresentaram despigmentacdo nas extremidades e no tratamento AD
mantiveram a coloragdo padrdo da linhagem verde. Mesmo néo havendo
diferencas significativas nas taxas de crescimento entre os tratamentos e
controle, no sistema de ar difuso (AD) as algas aparentaram estar mais
saudaveis, sendo esse o sistema escolhido para o cultivo em tanques
circulares para manutengdo de matrizes de K. alvarezii. Com base nos
resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel concluir que a
aclimatacdo no escuro por uma semana, seguida de pulso de nutrientes
de 1h em solugdo VS50 e posterior cultivo em tanques circulares com
circulacéo de 4gua proveniente de sistema de ar difuso foram adequadas
para a manutencdo da espécie em épocas desfavordveis ao cultivo no
mar, embora ndo sejam adequados para o cultivo massivo em tanques.

Palavras-chave: Aquicultura, macroalga vermelha, pulso de nutrientes,
privacdo de luz, cultivo em tanque circular.



GENERAL ABSTRACT

Studies in Santa Catarina State, South of Brazil, showed the feasibility
of cultivating the seaweed Kappaphycus alvarezii (Rhodophyta,
Gigartinales) in subtropical waters, but winter temperatures are limiting
for its survival. Tanks cultivation during periods of low temperatures
can be considered as a solution to this problem. This work aims to:
establish a method for acclimation and pulsing nutrients in in vitro
culture targeting tanks cultivation of K. alvarezii and determine the best
method for water movement in circular tanks cultivation of K. alvarezii,
evaluating two aeration systems: aeration by diffused air or air lift. For
the first objective, approximately 12 g of green tetrasporophyte were
acclimated for a week, with half of the biomass acclimatized in absence
of light (AL) and the other half in presence of light (PL). After
acclimation, pulsing nutrients of 1 hour with 50 % von Stosch solution
(\VS50) or with sterile seawater, used as control, were made. After this
period, seaweeds were grown without addition of nutrients for 45 days.
In the treatment with VS50, plants acclimated with AL had an average
growth rate of 2.20 % day™, significantly higher than those acclimated
with PL, which presented growth rate of 1.54 % day™. No significant
differences were observed in control. In vitro experiments showed that
one week acclimation with absence of light (AL) and 1lh pulsing
nutrients using VS50 is the best treatment for maintaining strains. For
the second objective, samples of green tetrasporophyte of K. alvarezii
were acclimated according to the method chosen in the first objective.
After this period, cultivation was conducted in 100 L circular tanks,
natural photoperiod, temperature 22+0.3 °C in density 5 g L™ for 28
days. Plants were weighed weekly, when 20 % of seawater was
renewed. Temperature, salinity, and dissolved oxygen were measured
twice a day, three times a week. Two treatments were tested: constant
aeration by diffused air (AD) and air lift (AL). As control (C) seaweed
was cultivated without aeration. Each treatment and control had three
replicates. In all cultivation period, increasing of biomass was observed,
but there were no significant differences among treatments and control.
Growth rates were 0.47+0.1 % day™; 0.41+0.1 % day™; 0.30+0.1 % day’
L in the treatment of AD, AL and control, respectively. Higher variations
in dissolved oxygen concentrations were observed in the control, while
in the DA and AL treatments there are no expressive variations. Salinity
was maintained in the range of 35.5 to 35.8 %o in all treatments, with no
significant differences. In the control, seaweed began to show signs of
"ice-ice” disease in some regions of thallus. Plants cultivated in AL



presented blanching in the tips and those cultivated in AD kept healthy.
Even with no significant difference in the growth, plants in AD
treatment remained healthier and this treatment was chosen for
cultivation in circular tanks of K. alvarezii. Based on these results, we
concluded that acclimation in absence of light for one week, followed by
1h nutrients pulsing in VS50 and circular tanks cultivation with water
circulation provided by diffused air was suitable for maintaining the
species propagules in unfavorable season in sea farming, although these
conditions were not appropriated for massive cultivation in tanks.

Keywords: Aquaculture, red algae, nutritional pulse, dark treatment,
cultivation in circular tank.
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1. INTRODUCAO GERAL

O cultivo de macroalgas representa 26,29 % da produgdo aquicola
mundial e dentre as principais espécies cultivadas estdo as macroalgas
vermelhas Eucheuma spp. e Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex
Silva, comercialmente conhecidas como “cotonii”, que representam Y4
da porcentagem total da produgdo mundial de macroalgas (FAO, 2012).
Alguns aspectos como facilidade de cultivo e importancia
socioecondmica contribuem para que a producdo destas espécies seja
difundida em muitos paises (ASK et al., 2003).

K. alvarezii também se destaca por ser uma das principais
produtoras de carragenana, um ficocol6ide utilizado pelas industrias
alimenticias e farmacoldgicas (CRITCHLEY, 1993; McHUGH, 2003).
A demanda por esse ficocoldide vem aumentando nos Gltimos anos e a
falta de macroalgas para abastecer esse mercado é o principal entrave
para suprir essa demanda (BIXLER e PORSE, 2010).

A introducdo de K. alvarezii no Brasil foi estimulada pela pouca
disponibilidade de espécies cultivaveis e produtoras de carragenana no
pais, para reduzir a explotacdo dos bancos naturais de Hypnea
musciformis e diminuir a dependéncia de matéria prima importada.
Assim, Oliveira (1990) sugeriu o cultivo dessa espécie na costa sul e
sudeste do pais. Em 2008 foram iniciados os primeiros estudos para
cultivar experimentalmente a espécie em Santa Catarina em sistema de
balsa flutuante, sendo constatado que as temperaturas do inverno sdo
limitantes para a sobrevivéncia da espécie (HAYASHI et al., 2011).

O cultivo em tanques nos periodos de baixas temperaturas pode ser
considerado como solugdo para esse entrave. Paises como Estados
Unidos, Canada, Chile, Israel, México, Alemanha, China e Japdo
utilizam esse método com diversas espécies de macroalgas comerciais e
obtém produtividade superior ao cultivo em mar mesmo sendo mais
custoso e exigindo investimentos elevados (TITLYANOV e
TITLYANOVA, 2010). O cultivo em tanques pode também servir para
manutencdo de estoques de matrizes de macroalgas.

O cultivo em tanques em larga escala de macroalgas ainda ¢ um
desafio para aquicultura, pois a medida que ha o aumento da densidade,
diminuiu o crescimento algaceo, reduzindo a produtividade (KAKITA e
KAMISHIMA, 2007). Entretanto o produto final é de melhor qualidade,
devido ao controle de epifitas (FLETCHER, 1995; ISRAEL et al., 2006)
e a manipulacdo de nutrientes organicos e inorganicos para o
crescimento das algas (ISRAEL et al., 2006) tornando este tipo de
cultivo vantajoso frente ao cultivo em mar.
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O cultivo em tanques pode ser tanto para crescimento de biomassa,
como no caso de Chondrus crispus (BIDWELL et al., 1985) Gracilaria
chilensis (UGARTE e SANTELICES, 1992) e Palmaria palmata
(PANG e LUNING, 2004), quanto para cultivo de esporos a exemplo de
Saccharina japonica, Undaria pinnatifida e Porphyra sp.
(TITLYANOV e TITLYANOVA, 2010). Tanques raceway com fundo
em formato em “V”, com aeragdo por ar comprimido localizada no
fundo do tanque, promovendo movimento ascendente das bolhas de ar, e
fornecimento de regime continuo de nutrientes é o mais indicado para o
cultivo de algas; entretanto todo o dimensionamento do tanque é feito
por suposi¢des, sem qualquer tipo de fundamentacdo hidraulica e nem
sempre é possivel passar da escala experimental para a massiva
(HUGUENIN, 1976).

A aeracdo em cultivos de algas é fundamental para manter as
plantas em constante circulagdo e reduzir a camada limite entre a agua e
alga, melhorando a difusdo de nutrientes (GUERIN e BIRD 1987).
Serve também para homogeneizar a distribuicdo de nutrientes em todo
tanque (HUGUENIN, 1976) e impulsionar o movimento da biomassa
algacea para a superficie proporcionando maior exposicdo a luz e
melhorando a eficiéncia fotossintética (SANTELICES e DOTY, 1989).

Cultivos experimentais em tanques com Kappaphycus alvarezii
foram realizados em pequena escala. Aguirre-von-Wobeser et al. (2001)
cultivaram K. alvarezii em tanques de 100 L com renovac¢do da agua do
mar 2 vezes por semana, mas ndo especificaram o sistema utilizado para
movimentar a 4gua. Hayashi et al. (2008) utilizaram tanques circulares
com capacidade de 100 L para cultivar as algas que foram suspensas por
amarracoes. Estes autores utilizaram aeracdo em intervalos de 30 min, e
como fonte de nutrientes, foi utilizada agua do efluente da piscicultura.
Faria (2008) realizou experimentos em tanques circulares com
capacidade de 500 L, sendo que as algas eram cultivadas soltas no
tanque com circulacdo de agua. Todos os experimentos tinham como
objetivo analisar o ganho de biomassa (AGUIRRE-VON-WOBESER et
al., 2001; HAYASHI et al., 2008; FARIA, 2008) e a capacidade de
remocdo de nutrientes (HAYASHI et al., 2008), mas nenhum considerou
os efeitos da aeracdo e movimentacao da agua no cultivo.

Para que o cultivo em tanques seja exitoso, a irradiancia,
temperatura, qualidade e movimentacdo da agua devem estar de acordo
com as condicdes ideais de cultivo da K. alvarezii (DOTY, 1987,
GLENN e DOTY, 1992).
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1.1. CULTIVO de Kappaphycus alvarezii e IRRADIANCIA

Os primeiros estudos baseados no comportamento de K. alvarezii
em ambiente natural davam indicios que a irradiancia interferia no
crescimento da alga. Doty (1973) observou que em locais com maior
intensidade luminosa, as algas cresciam mais rapido e Parker (1974)
constatou que cultivos de Eucheuma em ambientes naturais com
irradiancia alta e constante ndo obtinham sucesso, pois a alga
apresentava envelhecimento precoce e branqueamento do talo devido a
exposicdo excessiva & luz. Na Indonésia, o cultivo em mar de K.
alvarezii ocorre em areas com irradiancia na faixa de 600-1200 pmol
fotons m? s?, em uma profundidade de 4-5m, sem apresentar
fotoinibicdo e nem reducdo no crescimento (LIDEMAN et al., 2012).
Ask (2006) recomenda ambientes com irradiancia de entre 200 — 2000
umol fétons m™?s™ para cultivos em fazendas marinhas de profundidade
rasa.

A fotoinibi¢do é um fendmeno causado pela irradiancia excessiva
que provoca danos a alga, tais quais: reducdo da capacidade
fotossintética, pois a energia absorvida é dissipada em forma de calor,
ndo sendo aproveitada para as reagGes fotoquimicas (GRAHAM et al.,
2009); degradagdo das proteinas do centro de reacdo da fotossintese Il
(MATOO et al.,, 1984); absorcdo excessiva de luz, aumentando a
producdo de espécies radioativas de oxigénio que atacam os acidos
graxos insaturados e a clorofila presentes na alga (HANELT e
NULTSCH, 2003) e interrupcdo do transporte de elétrons na
fotossintese | e 1l devido a dessecacdo da alga (SAMPATH-WILEY et
al, 2008). Ja a baixa irradiancia causa mudancas na estrutura celular da
alga, mais precisamente nos mecanismos de captacao de luz, para que a
absorgéo de luz seja otimizada (GRAHAM et al., 2009).

Assim, a intensidade luminosa pode mudar a coloracéo da alga: em
ambientes com alta irradiancia os talos de K. alvarezii adquirem uma
coloracdo escura e em condi¢cdes de menor intensidade adquirem uma
coloracdo amarelo palido (DOTY, 1987). Essa mudanca na coloracdo
existe por causa da capacidade da alga em se adaptar ao meio; a
coloracdo escura em ambientes de alta irradiancia é um indicativo de
grande quantidade de células fotoprotetoras para que ndo haja
fotoinibicdo e a coloracdo palida em ambientes de baixa irradiancia é
causada pela producdo de grande quantidade de pigmentos acessorios
para aumentar a captura de luz (GRAHAM et al., 2009).

Aguirre-von-Wobeser et al. (2001) estudaram o efeito da exposicao
de luz vermelha (0,3 umol fétons m?s™) e luz branca (9.000 pmol
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fotons m?s™) em K. alvarezii cultivada em laboratério e concluiram que
had um melhor desenvolvimento da alga em luz vermelha, pois nesse
comprimento de onda a luz é melhor capturada pelo pigmento acessério
ficocianina, exclusivo de algas vermelhas e cianobactérias. Bulboa e
Paula (2005) estudaram o crescimento de K. alvarezii em laboratorio
sob diferentes temperaturas (21, 24, 27 e 30 °C) e irradiancia (50, 100, e
150 pmol fétons m? s™) e as melhores taxas de crescimento foram
obtidas quando as algas foram cultivadas com irradiancia de 100 e 150
pmol fotons m?s™,

Como observado, as faixas de irradiancia para o cultivo de K.
alvarezii sdo bem amplas devido a sua capacidade de adaptacdo a
ambientes de baixa ou excessiva irradiancia (GUAN et al., 2013). Ainda
gue a irradiancia seja importante para o crescimento da K. alvarezii,
fotoperiodos de 24h ndo sdo indicados para o crescimento da alga
(MTOLERA et al., 1995), pois a alga possui um ritmo circadiano
(GRANBOM e PERDESEN, 2001).

1.2.  CULTIVO de Kappaphycus alvarezii e TEMPERATURA

A temperatura desempenha um papel fundamental no crescimento
das algas, pois esta diretamente ligada as reagfes quimicas. Quando ha
elevacdo de temperatura, um processo de desnaturacdo das proteinas e
inativacdo dos cloroplastos é iniciado, diminuindo o metabolismo da
alga e consequentemente seu crescimento (POWLES, 1984; LOBBAN,
1997). K. alvarezii se adapta a amplas faixas de temperatura,
diminuindo ou aumentando sua capacidade fotossintética e
consequentemente seu crescimento, conforme as condigfes ambientais
(AGUIRRE-VON-WOBESER et al., 2001) (Tabela 1).

Por ser uma alga de origem tropical, de ocorréncia desde a regido
do Indo-Pacifico até leste da Africa e em recifes de ilhas do sudeste da
Asia (DOTY, 1987), K. alvarezii tem melhores taxas de crescimento em
aguas com temperaturas entre 23-33 °C, associando 0 crescimento aos
picos de fotossintese encontrados nessas temperaturas (GLENN e
DOTY, 1981). No cultivo em mar, Chaoyuan et al. (1989) observaram
que temperaturas abaixo de 20 °C ¢é letal; entretanto, Hayashi et al.
(2011) em estudos realizados no sul do Brasil observaram que a espécie
sobrevive a temperaturas entre 16-19 °C, porém deixa de crescer.
Temperaturas acima de 31 °C também prejudicam o desenvolvimento da
macroalga, acarretando numa diminuicdo na taxa de crescimento
(OHNO et al., 1996).
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Experimentos em laboratério mostraram que a exposi¢cdo as baixas
temperaturas (< 18 °C) de forma abrupta ou gradual interfere
negativamente na capacidade fotossintética da alga (DAWES, 1989)
enquanto a temperatura de 15 °C é letal (BULBOA e PAULA, 2005).
Assim como no cultivo em mar, experimentos em laboratério mostram
gue temperaturas entre 28-32 °C inibem o crescimento de K. alvarezii
(ARAUJO et al., 2014) e a exposicio a altas temperaturas (> 33 °C) é
letal (AGUIRRE-VON-WOBESER et al., 2001; NISHIHARA et al.,
2012). O desenvolvimento 6timo de K. alvarezii é encontrado entre
20-25 °C (NISHIHARA et al., 2012; ARAUJO et al., 2014).

Tabela 1: Taxas de crescimento (TC) e temperaturas (°C) de cultivo em mar de
Kappaphycus alvarezii em diferentes paises, segundo diferentes autores.

T Temp. .

(% dCia-l) (ic)p Pais Autor
3,91- 10,32 25-30  China Chaoyuan et al., 1989
2,07-5,06 21-27 EUA Glenn e Doty, 19902
3,72-7,17 28-30  Filipinas Hurtado-Ponce, 1992

3,16-6,50 25-30  Vietnam Ohno et al., 1996
0,90-4,20 28-31  Filipinas Hurtado et al., 2001
6,50-8,10 28-30  México Mufioz et al., 2004

5,50 25-30  Brasil Bulboa e Paula, 2005
4,00-6,00 28-29  Quénia Wakibia et al., 2006
9,35-13,98 25-27  india Subba Rao et al., 2008
3,50-4,60 25-30  Vietnam Hung et al., 2008

3,76 21-27 Brasil Goes e Reis, 2011
3,50-5,00 24-27 Brasil Hayashi et al., 2011
1,50- 6,80 28-31  Tanzania Msuya, 2013

1.3. CULTIVO de Kappaphycus alvarezii e MOVIMENTACAO DA
AGUA

Inicialmente, quando ndo havia muitos estudos relacionando a
movimentacao da dgua com Eucheuma e Kappaphycus, a recomendacgéo
era que o cultivo ocorresse em locais com pouco movimento de agua,
para que a manutencdo do cultivo fosse simples e ndo houvesse perda da
estrutura de cultivo devido a forca das correntes (DOTY, 1973).
Posteriormente, foi constatado que essas espécies ndo apresentavam
bom crescimento em ambientes de dgua parada, mas em ambientes com
consideravel acdo de ondas havia melhora no crescimento, presumindo
assim que a agdo das ondas contribui para o desenvolvimento destas
espécies (PARKER, 1974).
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Assim a movimentacdo da agua se tornou o principal parametro
para escolha da area de cultivo, pois promove mudangas no crescimento,
forma, reproducéo e na producéo de ficocoloides. A prépria morfologia
da alga, rigida e com talos ramificados, ¢ ideal para favorecer a quebra
da camada limite quando exposta a movimentagdo da agua (DOTY,
1987). Com a quebra desta camada limite hd o aumento da difusdo de
carbono inorganico, fosfato, nitrato e micronutrientes da dgua para o talo
(HURD, 2000). Para o cultivo em mar de Kappaphycus alvarezii,
normalmente a recomendagdo é que a movimentacdo da &gua seja de
fraca a moderada (TRONO e LLUISMA, 1992), em torno de 5-15cm s’
! (GLENN e DOTY, 1992).

1.4,  CULTIVO de Kappaphycus alvarezii e NUTRIENTES

Para o crescimento das algas é necessario que no ambiente aquatico
haja uma combinagdo de nitrogénio, carbono inorgénico, fosfato, ferro,
cobalto, manganés e outros elementos (GRAHAM et al., 2009). Destes,
o0s que mais influenciam o crescimento s&o o nitrogénio e o fosforo, e a
disponibilidade destes nutrientes no meio ambiente marinho pode ser
limitante para o crescimento de algas tropicais (FONG, 2009;
GRAHAM et al., 2009). Assim, a relagcdo de N:P na dgua serve como
indicativo da disponibilidade de nutrientes, podendo ser comparado com
a necessidade de nutrientes da alga (FONG, 2009).

As algas podem utilizar diferentes fontes de nitrogénio organico ou
inorganico simultaneamente, mas ndo necessariamente absorvem na
mesma intensidade, havendo uma preferéncia pela aménia (NH,) que
pode inibir a absorgdo de nitrato e nitrito (HANISAK, 1990). Ja a ureia
é a fonte de nitrogénio menos usada em Kappaphycus alvarezii (ASK e
AZANZA, 2002). Li et al. (1990) observaram que ao ser cultivada em
tanques e no mar com adicdo de NH,4 por 1h a cada 3 dias, a espécie é
capaz de crescer o dobro em comparagdo com as algas cultivadas sem
adicdo de NHy,.

O nivel maximo de nitrogénio encontrado em talos de K. alvarezii
cultivadas em mar esta na faixa 1,00-2,53 % de massa seca; isto
significa que algas que contenham menos de um 1 % da sua massa seca
em nitrogénio poderiam ter seu crescimento melhorado, pois conseguem
absorver mais nitrogénio, mas a disponibilidade de nutriente no meio
esta limitando seu crescimento (WAKIBIA et al., 2006). J& para fosfato
ainda ndo foi observada uma concentracdo maxima de absorcéo,
sugerindo que ndo ha uma concentragdo limitante (DY e YAP, 2001;
WAKIBIA et al., 2006). Mesmo K. alvarezii sendo de A&guas
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oligotréficas, Hayashi et al. (2008) constataram o potencial dessa alga
como biofiltro em cultivo integrado com peixes, sendo capaz remover
70 % do amonio e 20 % do fosfato presentes no efluente da piscicultura
de Trachinotus coralinus. Dy e Yap (2001) observaram um potencial de
absorcdo de amonio da espécie de 15 a 35 pmol g de massa seca por
hora, no periodo de 8 horas.

K. alvarezii € considerada uma espécie bem resistente, por ter uma
boa biossorcdo de metais pesados como: cadmio, cobalto e cromo.
Sobrevive em ambientes contaminados, desde que a concentracao desses
metais ndo seja superior a sua capacidade de biossor¢do, de
aproximadamente 0,022; 0,027 e 0,021 mg g de massa seca para
cadmio, cobalto e cromo, respectivamente (SURESH KUMAR et al.
2007).

Para o cultivo in vitro, os meios de cultura mais utilizados séo o
von Stosch (VON STOSCH, 1963) e Provasoli’s (MCLACHLAN,
1973). Estudos mostram que para o cultivo de K. alvarezii, 0 meio de
cultura Pravasoli’s em regime continuo tem acdo deletéria e o von
Stosch usado em concentragdo de 50 % resulta em taxas de crescimento
entre 3-5 % dia™ (ERBERT, 2001; PAULA, 2001). Outras fontes de
nutrientes ja foram testadas para o cultivo in vitro da espécie como agua
do mar autoclavada enriquecida com agua de coco, 0,7 MM N (NaNQ3)
e 13 uM P (KH,PO,) (DAWES et al., 1994) e solucdo Guillard and
Rhyter (ERBERT, 2001), e mesmo apresentando taxas de crescimento
altas de 8,4 % dia™ e 6,5 % dia™, respectivamente, s&o meios de cultura
usados em menor frequéncia.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Verificar a viabilidade do cultivo em tanques em sistema fechado
de Kappaphycus alvarezii considerando regime de nutrientes, privacao
de luz e movimentacdo de dgua para manutencdo de matrizes em
periodos de baixa temperatura.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Estabelecer um método de aclimatacdo com privacdo de luz e

regime de pulso de nutrientes para o cultivo em tanques de
Kappaphycus alvarezii por meio de ensaios in vitro;
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Determinar o melhor método de movimentacdo de agua para o
cultivo em tanques circulares de Kappaphycus alvarezii:
aeracdo constante por meio de ar difuso ou air lift, avaliando a
adaptagdo da macroalga por meio da taxa de crescimento e
sanidade da espécie.
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Avaliacdo da aclimatacdo prévia com auséncia ou presenca de luz e
pulso de nutrientes em cultivo in vitro de Kappaphycus alvarezii
visando o cultivo em tanques

RESUMO

O uso continuo de nutrientes em meios de cultura para cultivos em
tanques é caro e ndo reflete o melhor desenvolvimento da alga. Este
trabalho teve como objetivo estabelecer um método de aclimatagdo com
auséncia ou presenca de luz e regime de pulso de nutrientes para o
cultivo em tanques de Kappaphycus alvarezii por meio de ensaios in
vitro. Para tanto, aproximadamente 12 g do tetrasporofito verde foram
aclimatados por uma semana, sendo que metade da biomassa foi
aclimatada em auséncia de luz (AL) e a outra metade em presenca de luz
(PL). Posteriormente & aclimatagao, foi realizado um pulso de nutrientes
de 1h com a solugdo von Stosch a 50 % (VS50) e como controle foi
realizado o mesmo pulso apenas com agua do mar esterilizada. Apds
esse periodo, as algas foram cultivadas por 42 dias sem adicdo de
nutrientes. No tratamento VSb0, algas aclimatadas com AL
apresentaram taxa de crescimento média de 2,20 % dia™
significativamente maior que as algas aclimatadas com PL, que
apresentaram taxa de crescimento de 1,54 % dia™. No controle, néo
foram observadas diferencas significativas. Os ensaios in vitro
mostraram que a aclimatagdo por uma semana em auséncia de luz e com
pulso de 1h de VS50 é o melhor tratamento para a manutencdo de
linhagens.

Palavras-chave: macroalga vermelha, regime nutricional, privacdo de
luz.
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Evaluation of preliminary acclimation with light presence or
absence and pulsing nutrients in in vitro culture of Kappaphycus
alvarezii aiming tank cultivation

ABSTRACT

The continued use of nutrients in culture media for tanks cultivation is
expensive and does not reflect the best development of seaweed. This
work has as objective establish a method for acclimation and pulsing
nutrients in in vitro culture aiming tanks cultivation of Kappaphycus
alvarezii. Approximately 12 g of green tetrasporophyte were acclimated
for a week, with half of the biomass acclimatized in absence of light
(LA) and the other half in presence of light (PL). After acclimation,
pulsing nutrients of 1 hour with 50 % von Stosch solution (VVS50) or
with sterile seawater, used as control, were made. After this period,
seaweeds were grown without addition of nutrients for 42 days. In the
treatment with VS50, plants acclimated with AL had an average growth
rate of 2.20 % day™, significantly higher than those acclimated with PL,
which presented growth rate of 1.54 % day™. No significant differences
were observed in control. In vitro experiments showed that one week
acclimation without the presence of light (LA) followed by 1h pulsing
nutrients using VS50 is the best treatment for maintaining strains.

Keywords: red algae, nutritional regimen, dark treatment.
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3.1. INTRODUCAO

O estado de Santa Catarina, localizado no Sul do Brasil, apresentou
potencial para o cultivo de Kappaphycus alvarezii comprovado por pelo
menos trés ciclos produtivos durante a primavera, verdo e outono. A
producdo no mar, porém, foi considerada invidvel no inverno devido as
baixas temperaturas da regido, que apresenta em média valores baixo de
18 °C (Hayashi et al. 2011). O cultivo em tanques poderia ser uma
alternativa para cultivo de K. alvarezii em épocas desfavoraveis, para
manter os propagulos saudaveis até as condigbes ambientais
melhorarem. Entretanto, um dos principais custos de produgdo para o
cultivo em tanques é a utilizagdo de nutrientes artificiais (Huguenin
1976).

O uso continuo de nutrientes em meios de cultura nem sempre
resulta no melhor desenvolvimento da alga (Hanisak 1990) e pode
favorecer o crescimento de epifitas, consideradas um dos maiores
problemas dentro do cultivo de algas (Kautsky 1990). Hanisak (1978)
propds o regime de pulso de nutrientes para cultivo de Gracilaria
tikvahiae em tanques, onde as algas recebiam agua do mar enriquecida
com nitrogénio, fosforo e metais tragos por dois dias. Segundo o autor,
ao final do segundo dia a agua era renovada em 100 % e durante duas
semanas as algas eram cultivadas somente em agua do mar, sem adi¢do
de nutrientes, até que outro pulso de dois dias era realizado. Com esse
regime de pulso de nutrientes proposto, G. tikvahiae crescia e havia o
controle do crescimento de epifitas no cultivo. Lapointe (1985) e
Pickering et al. (1993) testaram diferentes concentracfes de nutrientes
em Gracilaria tikvahiae e Gracilaria chilensis e também observaram o
crescimento da alga e reducdo no aparecimento de epifitas no cultivo em
tanques.

Para o cultivo de K. alvarezii, poucos estudos utilizando pulso de
nutrientes foram realizados. Paula (2001) comparou 0 uso continuo de
solucdo de nutrientes von Stosch a 50 % com pulso de 1h de solugéo
Provasoli, sendo que ambos os regimes foram favoraveis para
crescimento de K. alvarezii cultivada in vitro. Faria (2008) testou o
regime de pulso de von Stosch 50 % por uma semana, a cada 28 dias
para o cultivo de K. alvarezii em tanques de 500 L, e obteve taxa de
crescimento baixa (1,15 % dia™), embora as algas se mantivessem
saudaveis.

O cultivo de algas em laboratério tem como um dos objetivos
principais encontrar respostas do comportamento da alga quando
cultivadas em condigdes conhecidas e controladas. Para iniciar o cultivo
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em laboratorio, as algas passam por um processo de aclimatacao,
essencial para sua adaptagdo as condi¢fes de cultivo. Normalmente para
0 periodo de aclimatacdo, a irradiancia é inferior a encontrada na
natureza, em torno de 40-70 umol fétons m? s e a temperatura ¢
controlada para que ndo ocorram variagdes superiores a 1 °C (Ramirez
1995).

Assim, este trabalho teve como objetivo estabelecer o melhor
método de aclimatacdo e pulso de nutrientes para o cultivo em tanques
de Kappaphycus alvarezii por meio de ensaios in vitro.

3.2. MATERIAL E METODOS

Tetrasporofitos de coloracdo verde de Kappaphycus alvarezii
provenientes do banco de linhagens da Secdo de Macroalgas do
Laboratério de Camardes Marinhos, do Departamento de Aquicultura,
Centro de Ciéncias Agréarias da UFSC, foram utilizados, sendo mantidos
em cultivo sob as seguintes condigdes: dgua do mar esterilizada
enriquecida com solugdo von Stosch a 50 %, salinidade 35 %o,
fotoperiodo de 12h, irradiancia de 50+10 umol fétons m? s™,
temperatura de 25+1 °C e aeragdo constante.

Ramos de 1+0,1 g de K. alvarezii (totalizando aproximadamente
12 g) foram aclimatados por uma semana, sendo que metade da
biomassa (5,80+0,03 g) foi aclimatada em auséncia de luz (AL) e a outra
metade com presenca de luz (PL) em fotoperiodo de 12h, e densidade de
6 g L™. Em ambas as condicdes as algas foram cultivadas em agua do
mar esterilizada, com 35 %o de salinidade, em temperatura de 25+1°C e
aeracao constante, sem adi¢do de nutrientes.

Posteriormente, um pulso de nutrientes de 1h foi realizado com a
solucdo von Stosch a 50 % (VS50) e como controle, 0 mesmo pulso foi
realizado apenas com agua do mar esterilizada. As biomassas
aclimatadas na presenca e na auséncia de luz foram divididas em
triplicatas em erlenmeyer de 500 mL, tanto o tratamento quanto o
controle, e foram cultivadas, com aeracdo constante, a temperatura de
25+1°C e irradiancia de 50+10 pmol fétons m? s?, totalizando 12
frascos.

Apds o pulso, as algas foram transferidas para erlenmeyer de 500
mL com agua do mar esterilizada e cultivadas sob as mesmas condi¢des
descritas acima sem adi¢cdo de nutrientes, por 42 dias. Trés vezes por
semana, a renovacao da agua do mar esterilizada era realizada, momento
em que as algas eram pesadas e a taxa de crescimento didria calculada
segundo a férmula de Lignell & Perdesén (1989):
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M; e
TC = <Mi) 1] x 100

Onde M; é a biomassa final (g), M; é biomassa inicial (g) e
t tempo de cultivo (d).

Para avaliar as diferencas entre os tratamentos nas taxas de
crescimento durante todo o periodo experimental foi realizada ANOVA
multifatorial e para a biomassa medidas entre as semanas foi utilizado
ANOVA de medidas repetidas. O teste de Newman-Keuls a posteriori
foi realizado para destacar a diferenca entre os tratamentos. Para essas
analises foi utilizado o software Statistica 7.0, considerando p<0,05.

3.3. RESULTADQOS

Durante o periodo de cultivo, as algas mantiveram a coloragdo
verde caracteristica desta linhagem, além de ndo ser observado
contaminacdo do meio de cultura.

Tabela 1 — Taxa de crescimento média de Kappaphycus alvarezii apds 42 dias
de cultivo com aclimatagdo prévia de uma semana em presenca de luz (PL) e
em auséncia de luz (AL), com posterior pulso de nutrientes por 1h em agua do
mar enriquecida com solugdo von Stosch 50% (VS50). Como controle, foi
realizado um pulso com &gua do mar esterilizada (C). Valores apresentados em
média + intervalo de confianga. As letras indicam diferencas significativas entre
os tratamentos, considerando p<0,05.

Nutriente Aclimatagéo
PL AL
C 1,600,622 2,21+0,06°
VS50 1,49+0,11° 2,20+0,09"

Tabela 2 — Andlise de variancia (ANOVA) multifatorial para aclimatacdo e
regime de nutrientes

SS GL SQ F p (<0,05)
Intercepcdo 81,4902 1 81,4902 1047,154 0,0000
Aclimatagdo  3,4073 1 3,4073 43,784 0,0000
Nutrientes 0,2411 3 0,0804 1,033 0,4047
Interacéo 0,2437 3 0,0812 1,044 0,4001

Erro 1,2451 16 0,0778
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No pulso de nutrientes de 1h (VS50), as algas aclimatadas por uma
semana na auséncia de luz (AL) apresentaram taxas de crescimento de
2,20 % dia™; significativamente maior as algas aclimatadas na presenca
de luz (PL) sendo que essas apresentaram taxa de crescimento de 1,49 %
dia™, no mesmo periodo (Tab. 1). N&o foi observado interacéo entre os
tratamentos e a aclimatacdo (Tab. 2)e no controle ndo houve diferencas
significativas entre a aclimatacdo AL e PL. A ANOVA multifatorial
apresentou apenas diferenca significativa para aclimatacdo, ndo havendo
diferenca significativa para o tratamento com nutriente (VS50) e o
controle (C).
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Figura 1 — Taxa de crescimento de Kappaphycus alvarezii com aclimatacéo
prévia na presenca de luz (PL) com pulso em agua do mar enriquecida com
solugdo von Stosch 50 % (VS50) e pulso apenas com agua do mar (C),
cultivadas por 42 dias. Os valores sdo apresentados em médias (n=3), as barras
verticais representam o intervalo de confianga (considerando p<0,05).

Tabela 3 — Biomassa de Kappaphycus alvarezii com aclimatacdo prévia na
presenca de luz (PL) com pulso em agua do mar enriquecida com solugcdo von
Stosch 50 % (VS50) ou apenas em agua do mar (C), cultivada por 42 dias.

Nutriente Periodo de cultivo (dias)
7 14 21 28 35 42
c 1,21 1,44 1,62 1,77 1,77 2,25 2,34
+0,21 +0,28 #032 0,37 035 0,21 0,21
VS50 111 1,43 1,67 1,91 2,35 2,07 2,06

+0,04 +0,09 0,14 +021 053 0,07 0,04
Valores apresentados como média (n=3) + intervalo de confianga (p<0,05).
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As algas aclimatadas com presenca de luz apresentaram taxa de
crescimento média de 2,18 % dia’. As algas do tratamento VS50
apresentaram a maior taxa de crescimento de 3,71 % dia™ no 7° dia, e a
partir do 14° dia houve uma diminuigdo significativa nos valores das
taxas de crescimento do tratamento VS50 e controle. N&o houve
diferenca significativa no ganho de biomassa durante o periodo de
cultivo (Tab. 3).

*
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3,0 -
*
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2,0
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0,0 T T T T T T
7 14 21 28 35 42

Periodo de Cultivo (dias)

Taxa de crescimento (% dia?)

Figura 2 — Taxa de crescimento de Kappaphycus alvarezii com aclimatacdo
prévia em auséncia de luz (AL) e pulso em agua do mar enriquecida com
solugdo von Stosch 50 % (VS50) ou apenas com agua do mar (C), cultivadas
por 42 dias. Os valores sdo apresentados em meédias (n=3) e as barras verticais
representam o intervalo de confianca. Os asteriscos indicam as principais
diferencas significativas entre os dias, de acordo com tratamento ou controle,
considerando p<0,05.

Tabela 4 — Biomassa de Kappaphycus alvarezii com aclimatagdo prévia em
auséncia de luz (AL) com pulso em agua do mar enriquecida com solugdo von
Stosch 50 % (VS50) ou apenas em agua do mar (C), cultivada por 42 dias.

Tratamento Periodo de cultivo (semanas)
7 14 21 28 35 42
c 099 130 172 201 214 227 247
0,03 0,11 0,15 +#0,19 0,20 +0,18 +0,12
VS50 094 118 157 18 199 209 235

+0,03 0,17 +0,17 +0,19 +0,13 +0,09 +0,13

Valores apresentados como média (n=3) + intervalo de confianca (p<0,05).
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As algas aclimatadas em auséncia de luz apresentaram taxa
crescimento média de 2,99 % dia’. As algas do tratamento VS50
apresentaram taxa de crescimento com menor variacdo e 0 pico de
crescimento foi observado no 14° dia, com taxa de crescimento de 3,73
% dia®, sendo significativamente diferente das taxas de crescimento
obtidas no 35° e 42° dia, no mesmo tratamento. No controle, foram
observadas diferencas significavas no 7° e 14° dia. (Fig. 2). Durante o
periodo experimental houve aumento de biomassa, entretanto ndo foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos (Tab. 4).

3.4. DISCUSSAO

O cultivo in vitro de Kappaphycus alvarezii com aclimatacdo na
auséncia e presenga de luz associado ao regime de pulso de nutrientes de
1h apresentou taxas de crescimento maximas de 2,99 % dia® e
2,18 % dia™, respectivamente. Os resultados encontrados nesse estudo
estdo dentro da faixa de 2 a 5 % dia™ encontrada na literatura (Tab. 5).
Entretanto, uma comparagdo mais apurada com outros estudos torna-se
dificil, devido aos diferentes regimes de nutri¢do aplicados ao cultivo in
vitro de K. alvarezii. Por exemplo, Erbert (2001) obteve taxas de
crescimento compardveis as encontradas no cultivo em mar de
7,36 % dia®, mas o tempo de cultivo foi de apenas trés semanas
(21 dias) e os propagulos foram reduzidos ao tamanho inicial apds cada
troca de meio de cultura.

Além disso, a diferenca entre os tratamentos pode ser explicada
devido a capacidade da alga de adaptagdo as condi¢es adversas. Para
lidar com a baixa irradiancia, a alga pode modificar suas estruturas
celulares a fim de otimizar a absor¢do de luz tornando mais eficiente os
pigmentos acessorios, como o betacaroteno, aumentando a eficiéncia
fotossintética. Algas vermelhas possuem diversos pigmentos acessorios,
como carotendides e ficobiliproteinas, que as tornam adaptaveis em
ambientes de baixa intensidade luminosa (Graham et al. 2009). Ao sair
da aclimatacdo sem presenca de luz, provavelmente a absor¢édo da luz do
ambiente natural foi otimizada e consequentemente houve um aumento
na absorcao dos nutrientes disponiveis e na taxa de crescimento da alga.

Lider et al. (2002) observaram que a macroalga vermelha
Palmaria decipiens apds 6 meses sem exposicdo a luz modificou sua
estrutura celular para se adaptar a auséncia de luminosidade; no primeiro
més houve um acréscimo de clorofila a e nos meses seguintes
decréscimo, compativel ao processo de adaptacdo a ambientes de baixa
luminosidade; e a partir do 3° més sem luz, as ficobiliproteinas mudaram
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estruturalmente reduzindo em tamanho, mas nédo perderam a capacidade
de captar luz. A adaptacdo da alga para o ambiente com luz também foi
acompanhada pelos mesmos autores, que observaram que em 24h a alga
iniciou um processo de reparacdo de seu organismo, acumulando
clorofila a e novas ficobiliproteinas foram produzidas apds uma semana
em ambiente com luz natural. Esse conjunto de mecanismos, que
permite a adaptacdo a baixa radiancia, serve para otimizar a captura de
luz e suprir os requisitos energéticos para o crescimento em condicGes
adversas, ndo sendo considerado para maximizar a absor¢do de luz em
condi¢Bes normais do ambiente (Boston et al. 1989).

A adaptabilidade de K. alvarezii foi testada para ambientes de
diferentes intensidades luminosas. Guan et al. (2013) mantiveram as
algas aclimatadas por 15 min no escuro e posteriomente as expuseram
em cinco intensidades luminosas (10, 25, 50, 100, e 200 pumol fotons
m 2 s ™), acompanhando as oscilagées da radiacéo fotossinteticamente
ativa frente a estas irradiancias por quarto dias. Os autores concluiram
que a K. alvarezii possui adaptabilidade tanto para alta como para baixa
irradidncia, pois quando exposta a ambas intensidades luminosas, uma
gueda na absorcédo da radiacdo fotossinteticamente ativa e no transporte
de eletrdns era observada e apés os 4 dias, estes indicadores aumentava
e voltavam para as condigdes iniciais.

A aclimatacdo sem presenca de luz também pode trazer
beneficios na melhoria de compostos secundarios das algas, como no
caso de Gracilariopsis lemaneiformis que ap6s o cultivo em tanques foi
aclimatada por um més no escuro e foi observada uma melhora na
qualidade do agar (Rincones et al. 1993). Em Chondrus crispus
aclimatada por 10 dias sem presenca de luz, foi observada melhorias na
qualidade e quantidade de carragenana, mas ao ser aclimatada por
apenas 5 dias, essa melhora ndo foi observada (Villanueva et al. 2009).
Esses dados comprovam que o tempo de aclimatacdo sem presenca de
luz para obter melhorias nos compostos secundarios é relativo a cada
espécie

N&o foram observadas diferencas significativas entre as taxas de
crescimento do tratamento VS50 e controle. Provavelmente, 0s
nutrientes oferecidos pelo regime de pulso de 1h ndo foram suficientes
para melhorar o crescimento da alga. Lapointe (1985) e Pickering et al.
(1993) observaram que para o crescimento de Gracilaria tikvahiae e
Gracilaria chilensis duas variaveis afetam o crescimento das algas em
regime de pulso de nutrientes: a concentragdo dos nutrientes oferecidos
e a frequéncia em que o mesmo é adicionado no meio. Para G. tikvahiae
e G. chilensis, o crescimento aumenta quando o pulso de nutrientes
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ocorre duas vezes por semana e com nutrientes em altas concentra¢fes
(solucdo Guillard e Rhyter concentrada 8 vezes). Estes autores
associaram o crescimento das algas, no periodo sem nutrientes, com
consumo das reservas de nitrogénio.

Tabela 5 — Taxas de crescimento (TC) e periodo de cultivo (expresso em dias)
de cultivo in vitro de Kappaphycus alvarezii em diferentes concentracGes e
regime de nutrientes. O termo continuo foi adotado para frequéncia quando
havia renovac8o semanal do meio de cultura.

TC Perltl)(_jo de Nutriente N
% dia’ cultivo tracs Frequéncia Autor
(% dia™) (dias) (concentracao)
1,58 180 ESS* b
0,52 180  von Stosch (5 mL L) . awes
0,32 180 von Stosch (10 mL L) COMinUo a”fg';‘fh
0,33 180  Extrato de solo”
1,0 63 Algafer (0,01 %) 1 vez por semana
0,8 63 Algafer (0,01 %)
0.9 63 Extrato de solo Dawes et
' (10 mL LY Continuo al. 1994
1,1 63 Agua de coco (0,01 %)
1,6 63 ESS®
3,73 21 PES/2 (10 mL L™) Erbert
7,61 21 von Stosch (4 mL L") Continuo 2001
6,62 21 F/4 (5mL L™
2,8 ND  von Stosch (4 mL L™) Continuo
2,6 ND  f4(25mLL™ Paul
2,8 ND  PES (20 mI L") Pulso de 24h 2%‘815‘
1,5 ND  PES/2 (10 mL L% Semanas
3,6 ND f2(65mLLY) alternadas
Bulboa
5 28 /2 (diluido 50 % ) Continuo and Paula
2005
1h com
2,99 45 von Stosch (4 mL L) 2climatagdo previa
sem presenca de
luz por 1 semana  Presente
1h sem trabalho
2,18 45 von Stosch (4 mL L) 2climatagdo previa

sem presenca de
luz por 1 semana
% = Saga, 1986; ® = meio Erdschrieber, McLachlan, 1973; ND = no ha dados.
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No presente trabalho ndo foram realizadas analises de concentracdo
de nitrogénio, e estudos mais especificos com diferentes frequéncias e
concentragOes de nutrientes devem ser realizados para o cultivo in vitro
de K. alvarezii. Os ensaios in vitro mostraram que a aclimatagcdo por
uma semana em auséncia de luz e com pulso de 1h de VS50 é o melhor
tratamento para a manutencdo de linhagens e poderia ser aplicado no
cultivo em tanques em épocas desfavoraveis ao cultivo no mar.
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Determinacdo das condi¢bes 6timas de circulacdo de agua em
cultivo em tanques circulares da macroalga Kappaphycus alvarezii
(Rhodophyta, Gigartinales)

Resumo

A movimentacdo da agua é um dos fatores fundamentais associados ao
crescimento da macroalga Kappaphycus alvarezii (Rhodophyta,
Gigartinales) em sistemas de cultivo. Com o objetivo de determinar o
melhor método de movimentacdo de &gua para o cultivo em tanques
circulares da espécie, dois sistemas de aeracdo foram testados.
Previamente, exemplares do tetrasporéfito verde de K. alvarezii foram
aclimatados sem presenca de luz por uma semana. Posteriormente, um
pulso de nutrientes de 1h foi realizado utilizando solugdo von Stosch
50% em &gua do mar esterilizada e aeragdo constante. O cultivo foi
realizado em tanques circulares de 100 L, em fotoperiodo natural,
temperatura de 22+0,3 °C, em densidade de 5 g L™ por 28 dias.
Semanalmente as algas eram pesadas e havia renovacdo de 20 % da
dgua do mar. Temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido foram
medidos duas vezes por dia, trés vezes por semana. Dois tratamentos
foram testados: aeragcdo constante por meio de ar difuso (AD) e air lift
(AL). Como controle (C) foi realizado o cultivo das algas sem aeracao.
Cada tratamento e controle possuiam trés replicas. Em todo periodo de
cultivo foi observado ganho de biomassa, porém ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos e o controle. A taxa de
crescimento foi de 0,47+0,1; 0,41+0,1; 0,300,1 % dia™ nos tratamentos
de AD, AL e controle, respectivamente. No controle ocorreram maiores
alteracdes nas concentragbes de oxigénio dissolvido, enquanto nos
tratamentos AD e AL ndo foram observados variagtes expressivas. A
salinidade se manteve na faixa dos 355 — 35,8 %o em todos os
tratamentos. Foi observado que no controle, as algas comegaram a
apresentar sinais de ice-ice em algumas regifes do talo. As algas
cultivadas no tratamento AL apresentaram despigmentacdo nas
extremidades e no tratamento AD mantiveram a coloracdo padrdo da
linhagem verde. Mesmo ndo havendo diferengas significativas nas taxas
de crescimento entre os tratamentos e controle, no sistema de ar difuso
(AD) as algas aparentaram estar mais saudaveis, sendo esse o sistema
escolhido para o cultivo em tanques circulares para manutencdo de
matrizes de K. alvarezii.

Palavras-chave: Macroalga vermelha, cultivo em tanque circular, air
lift, ar difuso.
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Determination of optimal conditions for the water movement in
tanks cultivation of the seaweed Kappaphycus alvarezii
(Rhodophyta, Gigartinales)

Abstract

Water movement is one of the key factors associated to the growth of
the seaweed Kappaphycus alvarezii (Rhodophyta, Gigartinales) in
cultivation systems. In order to determine the best method for water
movement in circular tanks cultivation of K. alvarezii, two aeration
systems were tested. Previously, green tetrasporophyte of K. alvarezii
were acclimated in the dark for a week. Subsequently a pulsing nutrients
of 1h using 50 % von Stosch solution in sterile seawater and constant
aeration was made. After this period, cultivation was conducted in 100 L
circular tanks, with natural photoperiod, temperature 22+0.3 °C in
density 5 g L™ for 28 days. Plants were weighed weekly, when 20 % of
seawater was renewed. Temperature, salinity, and dissolved oxygen
were measured twice a day, three times a week. Two treatments were
tested: constant aeration by diffused air (AD) and air lift (AL). As
control (C) seaweed was cultivated without aeration. Each treatment and
control had three replicates. In all cultivation period, increasing of
biomass was observed, but there were no significant differences among
treatments and control. Growth rates were 0.47+0.1; 0.41+0.1; 0.30+0.1
% day™ in the treatment of AD, AL and control, respectively. Higher
variations in dissolved oxygen concentrations were observed in the
control, while in the DA and AL treatments there were no expressive
variations. Salinity was maintained in the range of 35.5 to 35.8 %o in all
treatments, with no significant differences. In control, seaweed began to
show signs of “ice-ice" in some regions of thallus. Plants cultivated in
AL presented blanching in the tips and those cultivated in AD kept
healthy. Even with no significant difference in the growth, plants in AD
treatment remained healthier and this treatment was chosen for
cultivation in circular tanks of K. alvarezii.

Keywords: red algal, cultivation in circular tank, air lift, diffused air.
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4.1. INTRODUCAO

Principal matéria-prima para a producdo de carragenanas, a
macroalga vermelha Kappaphycus alvarezii possui o cultivo em mar
estabelecido em muitos paises (Titlyanov and Titlyanova, 2010). No
Brasil, especialmente na regido Sul, localizada na zona temperada
meridional com clima subtropical, hd limitacbes ambientais que sdo
entraves no cultivo, como a baixa temperatura da agua, entre de 16 °C a
19 °C no inverno, o que dificulta manter ciclos de cultivo durante todo o
ano no mar (Hayashi et al., 2010a).

Deste modo, existe a necessidade de encontrar alternativas para que
a producdo ndo seja interrompida durante o inverno e ndo se perca todos
exemplares nesse periodo. O cultivo em tanques seria uma alternativa
para manter um estoque de matrizes da espécie até que as condigdes
ambientais se tornassem favoraveis ao cultivo nas fazendas marinhas
novamente.

O crescimento de K. alvarezii esta relacionado a quatro principais
fatores que o influenciam: temperatura, luminosidade, nutrientes e
movimentacdo da agua (Polne-Fuller, 1982; Doty, 1987; Trono and
Valdestamon, 1994). Particularmente para esse ultimo fator, a
velocidade deve estar entre 5 — 15 cm s para obter as melhores taxas de
crescimento (Glenn and Doty, 1992).

Considerando o fato de que a movimentagdo da agua influencia a
absorgédo de nutrientes pela alga (Gavino and Trono, 1992; Glenn and
Doty, 1992; Gonen et al., 1993; Ryder et al., 2004; Santelices, 1977;
Stewart, 2006), determinar a velocidade da agua 6tima em cultivo em
tanques se torna fundamental para que se mantenha uma sobrevivéncia
dos exemplares nessas condicdes.

Segundo Hurd (2000), as forcas exercidas pela circulacdo da agua
sdo detectadas pelas macroalgas e estas respondem em nivel molecular,
bioquimico e fisioldgico. Stewart (2006) afirma ainda que a
movimentacdo da agua é o fator mais importante para moldar a
morfologia das algas.

Entre a alga e a agua do mar existe uma camada limite, que
dificulta a difusdo de nutrientes, sendo que 0 movimento constante da
agua reduz essa camada, facilita a absorcdo de nutrientes inorganicos na
alga (Graham et al., 2009) e contribui para uma maior eficiéncia nas
trocas gasosas (Ryder et al., 2004). A fotossintese também esta
associada a circulacdo da agua; a alga quando exposta a uma reducdo na
velocidade de Agua tem sua produtividade fotossintética reduzida,
comprometendo seu crescimento (Gonen et al., 1993; Stewart, 2006).
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Em ambientes controlados, como ocorre nos cultivos em tanques,
ndo hd muitas informacbes disponiveis sobre o comportamento
hidrodinamico das algas, nem parametros hidraulicos especificos
estabelecidos, como a quantidade de ar necessaria para manter as algas
em suspensdo ou quanto a circulagdo de dgua é afetada pela densidade
algacea. Assim, buscar informacdes sobre as relagdes hidrodindmicas
das algas em seu ambiente natural e adapta-las ao ambiente controlado
torna-se fundamental para o desenvolvimento deste tipo de cultivo.

Dois processos sdo capazes de manter a alga em movimento: a
circulacdo de gua e a aeragdo. No primeiro ndo ha adi¢éo de ar na &gua,
mas ao fazer a agua circular no tanque, ocorre a redistribuicdo dos
gases; ja no segundo processo, ha a transferéncia de ar do ar para a agua
e essa injecdo de ar no tanque promove a movimentagdo de agua
(Rogers, 1989).

Um método de circulagdo de agua utilizado na aquicultura é o air
lift (Boyd, 1998), conjunto de tubulacdes suspensas verticalmente na
coluna d’adgua por onde o ar ¢ injetado, estabelecendo um fluxo
ascendente de agua (Ali, 2013; Parker and Suttle, 1987). Este sistema,
além de misturar a 4gua do fundo com a da superficie, também promove
a circulagéo da &4gua no tanque devido ao deslocamento das bolhas de ar
produzidas pela injecdo de ar (Parker and Suttle, 1987).

Outro método utilizado para manter a alga em movimentagao
constante é a aeracdo no fundo do tanque por ar difuso, pois o
movimento ascendente das borbulhas de ar langcam as algas para camada
superior do tanque aumentando a exposicdo a luz; além disso, a
turbuléncia proporcionada pela aeracdo aumenta o fluxo de nutrientes
para as frondes (Huguenin, 1976).

A aeracdo em cultivos de algas é um dos principais custos de
producdo, por ser necessaria uma infraestrutura com disponibilidade de
energia elétrica e tanques adequados para receber a instalagdo para
aeracdo (Guerin and Bird, 1987; Huguenin, 1976). Assim, o correto
dimensionamento desse sistema é primordial para que ndo ocorram
gastos desnecessarios.

Este trabalho tem como objetivo determinar as melhores condi¢es
de movimentacdo de agua para o cultivo em tanques circulares de
Kappaphycus alvarezii: aeracdo constante por meio de ar difuso ou air
lift.
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4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Teste preliminar

Para definir a metodologia a ser utilizada para movimentacdo da
agua, um teste preliminar foi realizado, onde dois tipos de
movimentacdo da agua foram testados: com circulacdo da agua por
bomba centrifuga (SC) e aeracdo (SA). Nesse teste foi utilizada apenas
agua do mar esterilizada e a velocidade da agua foi mensurada com
Flowtracker em trés pontos do tanque: no centro (C); oposto a
bomba/compressor de ar (Q1) e a 90° em relagdo a bomba/compressor
de ar (Q2) (Fig.1). Os sistemas foram avaliados por um dia e a
temperatura da 4gua do mar foi monitorada de hora em hora.

—— Bomba/
@ Compressor de ar

Figura 1 — Esquema dos pontos onde foram feitas as medic¢@es nos tanques com
sistema de aeracdo e de circulagdo de agua. (C) centro, (Q1) ponto oposto a
bomba/compressor de ar e (Q2) ponto a 90° em relagdo a bomba/compressor de
ar.

4.2.2. Cultivo em tanques circulares

Previamente, exemplares do tetrasporéfito verde de Kappaphycus
alvarezii oriundos do banco de linhagens da Se¢do de Macroalgas do
Laboratério de Camarbes Marinhos (LCM) do Departamento de
Aquicultura, Centro de Ciéncias Agrarias/fUFSC foram aclimatados em
auséncia de luz por uma semana com aeragao constante em agua do mar
esterilizada, salinidade de 35 %o, temperatura de 23+2 °C e sem adicdo
de nutrientes. Posteriormente um pulso de nutrientes de 1h utilizando a
solucdo von Stosch 50 % (McLachlan, 1973) foi realizado em agua do
mar esterilizada com salinidade de 35%., temperatura de 23+2 °C e
aeracdo constante.
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O cultivo de K. alvarezii foi realizado em 9 tanques circulares de
polietileno de volume atil de 100 L, com 80 L de &gua do mar
esterilizada por uma sequéncia de filtros de cartucho de 25, 10 e 5 pm
seguido por esterilizacdo com lampada UV, em fotoperiodo natural e
temperatura de 22+0,3 °C (média + intervalo de confianga) mantida por
aquecedor Roxin HT 1300 50 W.

As algas foram cultivadas nos tanques em densidade de 5 g L™,
com biomassa inicial de 400+0,4 g por tanque. Uma vez por semana, 20
% da dgua do mar esterilizada era renovada, momento em que as algas
eram pesadas para célculo da taxa de crescimento de acordo com a

1

formula: TC = [(Z—f)? -1

biomassa inicial (g) e t tempo de cultivo da biomassa (d) (Lignell &
Pedersén, 1989).

O cultivo foi monitorado trés vezes na semana, duas vezes ao dia
(8h e 17h): a temperatura e oxigénio dissolvido foram medidos por meio
de oximetro YSI 550A e a salinidade por refratdmetro, sendo corrigida a
35 %o sempre que necesséario com adicao de dgua doce. Dois tratamentos
foram testados: aeragcdo constante por meio de ar difuso (AD) e air lift
(AL). Como controle (C) foi realizado o cultivo das algas sem aeragéo.
Cada tratamento e controle possuiam trés replicas, totalizando 9 tanques
(Fig. 2). A aeracdo nos tanques foi mantida por um compressor de ar
com vazdo de 100 L min™. O cultivo experimental em tanques teve
duracdo de 28 dias.

X 100; onde M; é biomassa final (g); M; é a

4.2.3. Analise Estatistica

Os dados de biomassa e taxa de crescimento foram submetidos a
uma andlise de variancia (ANOVA) unifatorial e de medidas repetidas.
Temperatura, oxigénio dissolvido e salinidade foram submetidos ao
Test-t para verificar diferencas significativas entre os periodos (manha e
tarde) e entre os tratamentos de aeracdo e o controle. Para essas analises
foi utilizado o software Statistica 7, considerando p<0,05.
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Figura 2 — (A) vista lateral do tanque circular com sistema de aeracdo por ar
difuso (AD), constituido por um anel circular tubular de diametro de 20 mm,
com furos de didmetro de 2 mm a cada 5 cm, por onde saiam as bolhas de ar,
proporcionando um movimento ascendente. (B) vista superior do tanque com
sistema de aeracdo por ar difuso. (C) vista lateral do tanque circular com
sistema aeragdo por air lift (AL), constituido por um par de air lifts situados em
pontos opostos ao tanque, proporcionando um movimento circular em direcdo
ao centro do tanque. (D) vista superior do sistema de air lift, com detalhe da
pedra porosa, no fundo do tanque para que ndo ocorresse a deposicao das algas
no centro do tanque. (E) vista lateral do tanque circular, sem sistema de aeracao,
utilizado como controle (C). (F) vista superior. As medidas estdo expressas em
centimetros.
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4.3. RESULTADOS
4.3.1. Teste Preliminar

No tanque com sistema de aeracdo, as velocidades obtidas nos
guadrantes estiveram similares e dentro dos limites considerados
adequados para o crescimento da espécie (5-15 cm s7). J& as
velocidades encontradas no centro do tanque ficaram abaixo de 5 cm s™
(Fig. 3). No tanque com sistema de circulacdo de agua, as velocidades
estiveram entre 5-22,5 cm s, sendo que as maiores velocidades foram
observadas no centro do tanque (15-22,5 cm s™) (Fig. 4).

30
25
20
15 -
10 -

1 2 . C
Q Pontos gmostrals

Figura 3 — Diagrama de caixa de velocidades nos trés pontos amostrais para
sistema de aeragdo. (Q1) ponto oposto a bomba/compressor de ar, (Q2) ponto a
90° em relagdo a homba/compressor de ar e (C) ponto no centro do tanque.
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Figura 4 — Diagrama de caixa de velocidades nos trés pontos amostrais para
sistema de circulagdo. (Q1) ponto oposto a bomba/compressor de ar, (Q2) ponto
a 90° em relagdo a homba/compressor de ar e (C) ponto no centro do tanque.
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Também foi observado um aumento na temperatura no tanque com
sistema de circulacdo de dgua por bomba, alcancando 37 °C no final de
um dia de teste (Fig. 5). Nesse sistema foi observado liberacdo de
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grande quantidade metais na dgua alterando a coloracdo da &gua (Fig.
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Figura 5 — Oscilagdo da temperatura nos sistemas de circulagdo de agua por
bomba (SC) e sistema de aeragdo (SA) no periodo de 10 h.

Figura 6 — (A) Tanque de 100 L com sistema de circulagdo de agua por moto-
bomba (SC) com contaminagdo de metais. (B) Tanque de 100 L com agua do
mar como referéncia de cor da dgua do mar sem contaminagédo de metais.
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4.3.2. Cultivo em tanques circulares

Em todo periodo de cultivo foi observado ganho de biomassa, sendo
gue no controle, a partir do 14° dia, o ganho de biomassa diminuiu;
entretanto ndo foram observadas diferencas significativas entre o0s
tratamentos. No final do experimento, as algas apresentaram médias de
439,545,04 g (média + intervalo de confianca); 436,7+6,08 g;
429,5+3,74 g para tratamentos de ar difuso (AD), air lift (AL) e
controle, respectivamente (Fig. 7).

As taxas de crescimento obtidas foram 0,47+0,1 % dia™;
0,41+0,1 % dia™; 0,30+0,1 % dia™ nos tratamentos de AD, AL e
controle, respectivamente (Fig. 8). Durante o cultivo de K. alvarezii em
tanques ndo foi observado mortalidade em nenhuma das unidades
experimentais.

As temperaturas mais baixas foram observadas no periodo da
manhd, com minima de 18,5 °C. No periodo da tarde as temperaturas
foram mais altas, com méxima de 23,2 °C. De modo geral a temperatura
ndo sofreu grandes oscilagbes, ndo apresentando diferencas
significativas entre tratamentos e entre os periodos da manha e da tarde
(Fig. 9).

No controle ocorreram maiores alteragdes nas concentracfes de
oxigénio dissolvido no periodo da manhda e tarde, variando de
4,99 mg L™ O, (manha) a 10,3 mg L™ O, (tarde). Ja nos tratamentos AD
e AL, variacOes altas de oxigénio dissolvido ndo foram observadas,
sendo as concentra¢fes mais elevadas de oxigénio dissolvido observadas
no periodo da manhd, 7,04+0,15 mg L' O, (em AD) e
7,14+0,15 mg L™ O, (em AL) respectivamente. Para ambos os periodos
foram observadas diferencas significativas na concentracédo de oxigénio
dissolvido (p<0,05) entre o controle e tratamentos (Fig. 10).
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Figura 7 — Ganho de biomassa de Kappaphycus alvarezii apds 28 dias de
cultivo em tanques sem sistema de aeragdo (C); com sistema de aeragdo por ar
difuso (AD) e com sistema de aeragdo por air lift (AL). Os valores sdo
apresentados como médias (n=3).
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Figura 8 — Taxa de crescimento de Kappaphycus alvarezii apds 28 dias de
cultivo em tanques sem sistema de aeracdo (C); com sistema de aeracéo por ar
difuso (AD) e com sistema de aeragdo por air lift (AL). Os valores sdo
apresentados como médias (n=3), as barras verticais representam o intervalo de
confianca, considerando p<0,05.

A salinidade se manteve na faixa dos 35,5 — 35,8 %o em todos os
tratamentos, ndo apresentando diferencas significativas. Entretanto no
tratamento AD no periodo da tarde, ocorreram as maiores oscilagcdes de
salinidade com picos de 32 %o (minima) e 40 %o (maxima) (Fig. 11).
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Figura 9 — Diagrama de caixa da variagdo de temperatura (A) da manhd e (B) da
tarde do cultivo experimental sem sistema de aera¢do (C); com sistema de
aeracdo por ar difuso (AD) e com sistema de aeracdo por air lift (AL).
e temperatura média de manh3; m temperatura média de tarde.
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Figura 10 — Diagrama de caixa da variagdo de oxigénio dissolvido medido (A)
de manha e (B) de tarde no cultivo experimental sem sistema de aeragéo (C);
com sistema de aeracéo por ar difuso (AD) e com sistema de aeragdo por air lift
(AL). e oxigénio dissolvido médio de manh&; m oxigénio dissolvido médio de
tarde. As letras indicam diferencas significativas entre os tratamentos e o
controle, considerando p<0,05.

A sanidade da alga também foi acompanhada durante o periodo
experimental. Foi observado que no controle, a partir do 14° dia de
cultivo, as algas comecaram a apresentar despigmentagdo em algumas
regides do talo. No 21° dia de cultivo essas regifes perderam a rigidez,
partindo o talo em partes menores, indicativo de ice-ice, doenca
degenerativa do talo quando a alga estd submetida a uma condicdo de
estresse (Fig. 12a). Ja as algas cultivadas no tratamento AD mantiveram
a coloracdo padrdo da linhagem verde, ndo apresentando sinais de
estresse (Fig. 12b). As algas cultivadas no tratamento AL, a partir 21°
dia de cultivo, apresentaram despigmentacao nas extremidades, mas ndo
perderam a rigidez (Fig. 12c).
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Figura 11— Diagrama de caixa da variacdo de salinidade medida (A) de manhd e
(B) de tarde no cultivo experimental sem sistema de aera¢do (C); com sistema
de aeragdo por ar difuso (AD) e com sistema de aeracdo por air lift (AL). e
salinidade média de manh4; m salinidade média de tarde.
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Figura 12 — Kappaphycus alvarezii cultivada em tanques por 28 dias em
diferentes condicBes de movimentacdo de 4agua: (A) sem sistema de
movimentacdo de agua (controle), (B) com sistema de aeracdo por ar difuso
(AD) e (C) com sistema de aeracdo por air lift (AL). As setas vermelhas
indicam locais de despigmentacdo, principalmente nas extremidades (barra de
escala=5cm).
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4.4. DISCUSSAO

No teste preliminar, ambos os tratamentos SC e SA apresentaram
velocidades entre 5-15 cm s, consideradas 6timas para o crescimento
de Kappaphycus alvarezii (Glenn and Doty, 1992). Entretanto, no
tratamento com bombas SC, a temperatura da agua do mar aumentou de
21 a 37 °C em 10 h de funcionamento. Nesse tipo de bomba, a
movimentacdo da agua ocorre quando a massa de &gua entra pela
succdo, devido as forcas decorrentes da rotacdo do eixo rotor, e ao
receber o fluido, este é expulso pelo recalque. Nesse processo ha a
transformagdo de energia potencial em cinética, entretanto devido ao
atrito com a agua, parte dessa energia potencial é transformada em calor,
contribuindo com o aumento de temperatura de agua.

Temperaturas elevadas, superiores a 31 °C afetam negativamente a
taxa de crescimento de K. alvarezii cultivadas em mar (Ohno et al.,
1996; Wakibia et al., 2006) e em temperaturas superiores a 35 °C além
da reducdo no crescimento, também foi observado o aumento da
presenca de epifitas (Hurtado-Ponce, 1992). Essa reducdo no
crescimento esta diretamente ligada a fotossintese, que é sensivel a
elevacdo de temperatura acima do ideal e inativa os cloroplastos até que
no ambiente haja a temperatura favoravel novamente (Powles, 1984).

A bomba utilizada neste experimento especificamente possuia rotor
de bronze, constituido por cobre e estanho. Um desgaste do rotor foi
observado e uma grande quantidade de metais foi liberada na agua,
alterando sua cor de transparente para azul.

Neste teste preliminar ndo foi realizado analise para determinar a
concentracdo de metais, entretanto a coloracdo azul na agua do mar é
um forte indicativo de contaminagdo por metais. Devido ao
superaquecimento da agua e ao acidente com o rotor da bomba que
provocou liberacdo de metais na agua, o sistema de circulacdo de agua
por bomba centrifuga em sistema fechado foi descartado para o cultivo
de K. alvarezii. Assim, para os cultivos em tanques, foi definido que o
sistema de aeracdo para movimentar a agua do mar era 0 mais adequado.

No cultivo experimental em tanques circulares, as algas
apresentaram taxas de crescimento abaixo do encontrado em cultivo in
vitro para K. alvarezii, relatado como sendo aproximadamente de
2,5-5 % dia™ (Faria, 2008, Bulboa and Paula, 2005; Dawes et al., 1994;
Paula, 2001) e abaixo das taxas de crescimento obtidas no cultivo
experimental em tanques circulares com regime de pulso de nutrientes
von Stosch 50 % de uma semana ou de trés dias (2,93 e 1,17 % dia™,
respectivamente) (Faria, 2008). As taxas de crescimento observadas no
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presente estudo foram similares as encontradas por Hayashi et al. (2008)
de 0,8 % dia™, onde K. alvarezii foi cultivado em tanques circulares em
dgua do mar enriquecida com efluente de peixe por 10 dias.
Possivelmente, o regime de pulso de nutrientes por uma hora adotado no
presente estudo ndo tenha proporcionado nutrientes em quantidades
suficientes para impulsionar o crescimento da alga do mesmo modo que
proporcionou no cultivo in vitro (Capitulo | desde trabalho). Novos
estudos serdo realizados para definir o tempo e a concentracéo do pulso
de nutrientes.

O oxigénio dissolvido do controle diferiu significativamente dos
tratamentos, comprovando que a principal fonte de oxigénio era
resultado da fotossintese das algas. Em aguas paradas, a camada
superficial da agua satura rapidamente, fazendo com que a difusdo do
oxigénio na interface 4gua—ar seja lenta (Boyd, 1998). A oscilagdo de
oxigénio durante o dia no controle corroborou com Kepenyes and
Véradi (1983), que observaram no periodo da tarde uma concentracéo
de OD mais elevada provavelmente devido aos processos fotossintéticos
que normalmente alcangam atividade méxima no entardecer. J& ao
anoitecer, a fotossintese é reduzida drasticamente e a respiracdo das
algas provoca diminuicdo no OD. Este processo de reducdo nas
concentragGes de OD foi constatado no periodo da manha, quando a
atividade fotossintética estava aumentando gradativamente. Ja nos
tratamentos AD e AL, a oscilagdo do OD nao foi tdo evidente, pois além
da interface agua-ar e fotossintese das algas, o sistema de aeragdo
também servia como fonte de oxigénio. Além disso, como ambos 0s
tratamentos foram dimensionados para disponibilizar a mesma vazéo de
oxigénio (100 L min™) nido houve diferenca entre os tratamentos.

As algas do controle apresentaram ice-ice no 14° dia de cultivo,
uma enfermidade que a alga apresenta quando é exposta a estresse fisico
e quimico (Doty, 1987) ou a estresse de origem biolégica, causando
interferéncia anormal, prejudicial e continua nas atividades fisiologicas
da alga (Andrews, 1979 apud Largo et al., 1995). Provavelmente, a
ocorréncia de ice-ice no controle foi devido a falta de agitacdo da agua.
Hayashi et al. (2008) também observou a presenca dessa enfermidade
em K. alvarezii cultivada sem aeracdo e sugeriu 0 uso de aeragdo visto
que essa condigdo previne o aparecimento da enfermidade ice-ice. Nos
cultivos em mar também sdo observados manifestacdo de ice-ice na
espécie, normalmente relacionados a alta densidade de propagulos
(Hayashi et al., 2010b), agua quase parada e baixa concentracdo de
micronutrientes (Titlyanov and Titlyanova, 2010). Nas algas cultivadas
no tratamento AL foi observado despigmentacdo nas extremidades no
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21° dia de cultivo; entretanto, estas ndo perderam a rigidez caracteristica
da espécie. Doty (1987) descreve essa enfermidade como “descoloragéo
das extremidades™ e o estresse a agua quente ou exposic¢do direta ao ar
sdo os causadores dessa enfermidade. Como nesse experimento nado
houve diferengas significativas de temperatura entre os tratamentos e a
temperatura média foi 22,8 °C, possivelmente a descoloragdo das
extremidades foi devido & exposi¢do aérea, uma vez que no air lift, a
alga estd em constante movimento ascendente e descendente devido a
pedra porosa no fundo do tanque. Porém, muitas vezes, as algas se
entrelacavam ao chegarem a superficie, cessando 0s movimentos
ascendentes e descendentes. As algas ficavam emaranhas na superficie
do tanque e os talos maiores ficavam expostos ao ar. A propria corrente
promovida pela air lift desfazia o emaranhado de algas, porém a
exposicao tempordria pode ter causado a despigmentacao.

Mesmo ndo havendo diferencas significativas nas taxas de
crescimento entre os tratamentos e controle, no sistema de ar difuso
(AD) as algas aparentaram estar mais saudaveis, sem ocorréncia de
enfermidades, sendo esse o sistema escolhido para o cultivo em tanques
circulares para manutencdo de matrizes de K. alvarezii.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos para cultivar Kappaphycus alvarezii no sul do Brasil
apontaram que as baixas temperaturas (16-19 °C) do inverno sdo
limitantes para a sobrevivéncia da espécie. Manter um estoque de
matrizes em tanques até que as condi¢cBes ambientais se tornem
favoraveis ao cultivo nas fazendas marinhas é uma alternativa a ser
considerada. Para isso, € importante encontrar as condi¢des Gtimas de
cultivo, onde a alga se mantenha saudavel.

Para tanto, inicialmente métodos de aclimatacdo e pulso de
nutrientes para o cultivo em tanques por meio de ensaios in vitro de K.
alvarezii foram testados. Posteriormente a influéncia da movimentacéo
de agua no crescimento da espécie foi avaliada.

Os resultados encontrados para aclimatagdo e pulso de nutrientes
mostraram que ao aclimatar a alga por uma semana sem presenca de luz
com posterior pulso de 1h em solugdo von Stosch a 50 %, h4d uma
melhora na taxa de crescimento quando comparada com as taxas de
crescimento das algas aclimatadas na presenca de luz, com ou sem a
adicdo de nutrientes.

Mais estudos com aclimatacdo e pulso de nutrientes em K. alvarezii
devem ser realizados, pois a partir dos resultados encontrados, um leque
de questionamentos foi levantado, tais como: o melhor tempo de
aclimatacdo, a influéncia de outros parametros como pH, salinidade,
temperatura, no crescimento; a influéncia na producdo de compostos
secundarios relacionados com a aclimatacao; regime de pulso adequado
(considerando tempos e concentra¢Ges) para aumentar o crescimento da
alga, e nutrientes alternativos que poderiam ser utilizados no cultivo de
algas.

A aclimatacdo e regime de nutrientes escolhidos para cultivar as
algas em tanques circulares foi o de aclimatacdo no escuro por uma
semana, seguido de pulso de nutrientes com solugdo von Stosch 50 %
por uma hora.

No cultivo em tanques a aclimatacdo seguida por pulso de solugédo
von Stosch 50 % por 1h ndo apresentou as mesmas taxas de crescimento
encontradas no cultivo in vitro. Contudo, ndo foi observada
contaminacdo por diatomaceas e outros micro-organismos decorrentes
de nutrientes excedentes no meio de cultivo. O manejo (pesagem das
algas e renovacdo de 20 % da agua do mar) era realizado com facilidade
e como o0 objetivo desse trabalho é manter um estoque de matrizes de K.
alvarezii, o mais importante é que a alga se mantenha saudavel e nédo
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necessariamente obter taxas de crescimento comparaveis as encontradas
em mar.

O pré-teste de sistema de circulagdo de agua e de aeracdo por ar
difuso mostrou resultados interessantes para o sistema de circulagéo de
agua, mas novas investigagcdes devem ser realizadas sobre sistemas de
circulacdo de &gua por meio de moto-bombas. J& sistemas de aeracdo
por air lift e ar difuso ndo apresentaram diferencas significativas no
crescimento das algas. No entanto, aquelas do tratamento AD estiveram
mais saudaveis, sem presenga de doengas, 0 que ndo ocorreu no
tratamento AL.

Assim, o sistema de aeracdo por ar difuso foi escolhido como
melhor para cultivo em tanques circulares de K. alvarezii. Os estudos
com métodos de aeragdo devem ser continuados utilizando outros
mecanismos de aeragcdo ou aprimorando do sistema de ar difuso, em
maior escala e por mais tempo, como por dois meses, tempo minimo
necessario para que condi¢cbes ambientais se tornem favoraveis para o
cultivo em mar, em Santa Catarina.
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