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RESUMO

As microalgas sdo importantes para o ambiente por se constituirem como
importante elo na cadeia tréfica dos animais aquaticos, podendo ser ainda
utilizadas como bioindicadores e regular os teores de nutrientes na coluna d’agua.
O presente trabalho teve por objetivo avaliar o desenvolvimento da microalga
diatomacea Thalassiosira fluviatilis nos meios de cultivo Conway e Guilard /2, com
diferentes concentracdes de silicato de soédio. Os cultivos foram monitorados
através da contagem direta das células em camara de Newbauer e da
absorbancia da cultura a 700 nm, utilizando um espectrofotdmetro. O melhor
resultado foi obtido com o meio Conway, utilizando uma baixa concentragdo de
silicato de sédio, seguido do meio Guilard na mesma concentracdo de silicato.
Quando os cultivos foram realizados com o dobro da concentracéao de silicato de
sodio, apresentaram um desenvolvimento letargico e bastante curto, resultando na
formacéo de muito material precipitado, células despigmentadas, levando a morte
das culturas. Desta forma, as elevadas concentragdes de silicato de sddio inibem

o crescimento algal em culturas de T. fluviatilis.



EFICIENCIA DO CRESCIMENTO DA MICROALGA Thalassiosira fluviatilis EM
DOIS DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO COM VARIACAO NA
CONCENTRAGCAQ DE SiLICA.

RENATO TEIXEIRA MOREIRA

1. INTRODUGAO

O conhecimento do plancton de uma dada regido é de grande importancia
guando se visa seu aproveitamento através da pesca ou aqglicultura, pois ele
representa a base de todos os alimentos produzidos na agua, constituindo um
importante elo na cadeia tréfica dos animais aquaticos (FONSECA; KLEIN, 1976).

As microalgas ndo sao somente importantes na aquicultura como fonte de
alimento, mas também podem auxiliar na manutencéo da qualidade de agua, pois
tém um papel funcional no balanco do oxigénio, do didxido de carbono e dos
compostos nitrogenados, sobretudo aménia (DERNER, 1996).

As microalgas também s&o utilizadas como bioindicadores, ajudando a dar
informacdes sobre o nivel de eutrofizagdo de corpos d'agua, e estudos mostram
que variaveis ambientais, tais como, a propor¢do entre nitrogénio e fésforo,
salinidade e o movimento da agua influenciam no desenvolvimento desses
microorganismos (TROBAJO et al., 2004).

Qutra caracteristica importante que deve ser atribuida as microalgas é o
seu facil desenvolvimento a partir de varias fontes de nutrientes presentes na
coluna da agua. Um experimento realizado por KHOI et al. (2006) mostrou que a
microalga Chaetoceros calcitrans foi capaz de se desenvolver, de maneira
satisfatdria, quando inoculada em meios que continham, como fertilizantes,
sedimentos de Arfemia franciscana, sendo apenas necessario um ligeiro controle

na proporcao de nitrogénio e fésforo presente no sedimento.



A luz e a concentragéo de nutrientes sdo fatores que limitam o crescimento
das algas. A intensidade de luz e a duragéo do fotoperiodo regulam o suprimento
de energia para a fotossintese e a concentragdo de nutrientes influi diretamente na
constituicao estrutural das células (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2001).

Em cultivos experimentais, a distancia da fonte luminosa também é
bastante importanie para o desenvolvimenio das microalgas. GOKSAN et al
(2003) cultivaram a diatomacea C.muelleri em bioreatores, utilizando distancias de
1 e 3 cm de uma fonte luminosa com a mesma intensidade de luz. Os autores
observaram que a disténcia de 3 cm resultou em um bom desenvolvimento das
microalgas, tanto para baixas como altas densidades iniciais do inéculo, enquanto
que na distancia de 1 cm o crescimento foi reduzido, provavelmente devido a uma
fotoinibic&o.

A intensidade da irradiagdo também influencia diretamente no cultivo de
microalgas. ILYASHI;, ZAPARA (2006) mostraram que, para algumas diatomaceas,
ocorre um melhor desenvolvimento em baixa irradiagdo e, para outras, o
crescimento é otimizado com uma alta irradiagdo, sendo também importante a
fonte de nitrogénio. De acordo com os resultados, o crescimento da microalga
Thalassiosira weissflogii cessou antes do crescimentc da microalga
Pseudonitzschia delicatissima, quando as mesmas foram cultivadas juntas e sob
alta irradiacdo. Por outro lado, sob baixa irradiacdo, o crescimento de P.
delicatissima parou antes do de T. weissflogii, quando a fonte de nitrogénio foi a
uréia, mas o crescimento de 7. weissflogii foi 0 primeiro a cessar no meio de
cultivo rico em nitrato.

Algumas microalgas também podem ser cultivadas na auséncia de luz,
através de um crescimenio mixotréfico, ulilizando diversos substraios. A
capacidade de diferentes nutrientes em promover o crescimento mixotréfico varia
ndo somente pela natureza dos mesmos, mas também de acordo com a
concentragdo utilizada. GARCIA et al. (2005) cultivaram a microalga
Phaedactylum tricornutum utilizando o glicerol como substrato suplementado com
uréia ou com nitrato de soédio. Os melhores resultados foram obtidos na



suplementagc&o com uréia, resultando em uma maior biomassa, bem como no teor
de acidos graxos, o qual foi maior do obtido em um cultivo fotoautotrofico.

Uma escassez de nutrientes no meio de cultivo também pode causar danos
ao crescimento das microalgas. A concentracdo de um desses compostos, o
nitrato, foi avaliada por LI et al. (2005), durante treze dias de cultivo da microalga
Paviova viridis. De acordo com os resultados, esta microalga marinha apresentou
um baixo desenvolvimento quando cultivada em baixas concentragcdes de nitrato
(0-0,12 mM). Os autores observaram ainda uma influéncia no teor de &cidos
graxos das células, de forma que a taxa de lipideos aumentou em 7,2% do peso
seco quando a concentragéo de nitrato caiu de 6,2 para 0 mM. Por outro lado, o
nivel méximo de proteina foi encontrado no 7° dia de cultivo, quando foi utilizada
uma concentragdo de 6,2 mM de nitrato.

NISHIKAWA; HORI (2004) avaliaram os efeitos do nitrogénio, fésforo e
siica no crescimento da diatomacea Eucampia zodiacus, uma microalga
responsavel pelo branqueamento dos talos da macroalga Porphyra sp., cultivada
no Japdo. Os autores mostraram que a microalga foi capaz de crescer bem
utilizando nitrato, nitrito, amodnia e glutamina como fontes de nitrogénio, no entanto
&cido urico, uréia e aminoéacidos n&o foram bem utilizados pela diatomacea. Além
disso, a microalga foi capaz de utilizar uma grande variedade de compostos
orgéanicos e inorganicos de fosforo.

A temperatura €& também um fator de bastante importancia no
desenvolvimento das microalgas. BUTTERWICK et al. (2005) avaliaram a
influéncia da temperatura em 21 espécies de microalgas plancténicas e
determinaram que até a temperatura de 25°C todas as microalgas mantiveram os
seus desenvolvimentos normais, enquanto que a 30°C a maioria das diatoméaceas,
algumas cianoficeas e todas as flageladas n&o continuaram a se desenvolver. A
35°C, somente a cianoficea Aphanizomenon flos-aquae continuou a crescer
moderadamente. Assim, a distribuicdo natural dessas espécies esta relacionada
com suas diferencas interespecificas, bem como pelas estagdes do ano, altitude e

latitude.



A fim de suportar condicbes ambientais adversas e severas, tais como
variagdes bruscas de temperatura associadas & falta ou excesso de nutrientes,
principalmente fésforo e nitrogénio, alguns microorganismos aquaticos s&o
capazes de se encistar, desenvolvendo células de resisténcia especializadas, tais
como acinetos, estatdésporos entre outras. No caso do dinoflagelado Peridinium
cinctum os teores de nitrogénio e as variagdes de temperatura séo os fatores de
maior importancia para provocar o encistamento das células. Ja a influéncia das
concentracdes de fésforo sé foi observada em temperaturas mais elevadas.
(GRIGORSZKY et al., 2006).

TAKABAYASHI et al. (2006) analisaram o efeito da temperatura associada
a concentragdo de nutrientes na extens&o da cadeia da microalga Skeletonema
costatum, comparando organismos cultivados em laboratério e na natureza. De

acordo com os autores, um aumento na temperatura (6 - 17°C) e na concentracao

Q.
w

de nutrientes resultaram em elevadas {axas de crescimento € na abundancia da
cadeias longas. No entanto, os maiores comprimentos das cadeias de S. costatum
foram observados no ambiente natural, sendo menores nas culturas do tipo
estacionario.

NISHIKAWA et al. (2000) estudaram a influéncia de variagbes de salinidade
e temperatura no crescimento de 4 linhagens da diatomacea gigante
Coscinodiscus wailesii. Foram testadas 36 diferentes combinagdes de temperatura
(6 - 30°C) e salinidade (10 - 35%0) em uma mesma intensidade luminosa com um
fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuro. Os melhores resultados foram obtidos
na faixa de temperatura de 20 a 25°C e na faixa de salinidade de 20 a 30%.
Quando a microalga foi cultivada de 5 a 10°C, a taxa de crescimento decresceu
mais do que a metade do crescimento 6timo observado. Desta forma, a baixa
temperatura da agua € o principal fator limitante para ¢ florescimento desta
espécie no ambiente natural.

COLES; JONES (2000) avaliaram a influéncia da temperatura na
capacidade fotossintética e na taxa de crescimento de quatro espécies
fitoplanctonicas isoladas de agua doce. O crescimento das microalgas, avaliado

pelo teor de clorofila, foi fortemente influenciado pela temperatura para todas as



espécies. A cianobactéria Oscilatoria sp apresentou uma elevada taxa de
crescimento em todas as temperaturas testadas (15, 20, 25 e 30°C), enquanto que
Microcystis aeruginosa, outra cianoficea, cresceu melhor nas temperaturas mais
elevadas. Ja a diatomacea Aulacoseira granulata apresentou um melhor
desenvolvimento em temperaturas mais baixas.

A influéncia da agitag&o mecéanica da agua foi avaliada por SOBCZUK et al.
(2006) em cultivos das microalgas Phaeodactylum tricomutum e Porphyridium
cruentum. Os danos nas células foram quantificados através do decréscimo da
biomassa celular, no estagio estacionario dos cultivos, em fotobioreatores. Os
resultados mostraram que a agitagdo maxima toleravel depende da espécie. Além
disso, um incremento na agitac@o resulta em um declinio da biomassa no estagio
estacionario. A agitacdo mecanica nao foi a causa direta dos danos nas células, e
sim a ruptura de pequenas bolhas na superficie das culturas. No entanto, a
formacao das bolhas foi ocasionada pelo incremento da agitacdo.

EKER-DEVELLI et al. (2006) avaliaram os efeitos do nitrato, aménio e
fosfato em varios parametros das microalgas Skelefonema costatum (diatomacea),
Prorocentrum micans (dinoflagelado) e Emiliania huxieyi (cocolitoforideo)
cultivadas em laboratério. A relagéo carbono: clorofila a, um parémetro bastante
utilizado para estimar a produtividade primaria, foi substancialmente diferente
entre as trés espécies, bem como em diferentes concentragdes de nutrientes no
final da fase exponencial de crescimento. J& o teor de clorofila a foi maior nas
fases iniciais de crescimento fambém para as irés especies. Por outro lado, o teor
de clorofila a em S. costatum foi quase duas vezes maior do que o das outras
duas espécies no final da fase exponencial de crescimento.

A silica € um nutriente essencial para o desenvolvimento de diatomaceas,
as quais o incorporam em suas paredes celulares para formacéo de suas valvas.
PENNA et al. (2004) utilizaram duas diferentes fontes de silica para o
desenvolvimento de diatomaceas, sendo uma biogénica (espiculas de esponjas) e
uma outra de origem mineral (areia de quartzo). Os autores demonstraram que a
silica de origem mineral foi mais assimilada pelas diatomaceas Cylindrotheca

fusiformis, Navicula sp. e S. costatum, quando comparada com a de origem



animal. Desta forma, no ambiente natural, as fontes minerais também devem ser
as mais utilizadas.

As microalgas da espécie Thalassiosira fluviatilis s&o eucaribticas,
pertencem a divis&o Bacillariophyta (diatomaceas) e apresentam, como pigmentos
principais, as clorofilas a, ¢4 e co, xantofilas (fucoxantina) e carotenos, os quais
conferem as mesmas uma coloragdc geralmente marrom-amarelada. Possuem
uma parede celular composta principalmente por silica e utilizam a crisolaminarina
e lipidios como substancias de reserva energética. Sdo bastante encontradas em
ambientes marinhos, onde se reproduzem através de divisdo celular simples ou
biparticdo. Suas células apresentam forma cilindrica com 12 a 14 um de
comprimento e se relinem em cadeias curtas unidas por um filamento gelatinoso
que parte do centro das valvas, porém em cultivo, geralmente, as células
encontram-se isoladas. Apresentam elevadas concentragbes de carboidratos,
lipideos e proteinas em sua composicao bioquimica e s&o de alto valor nutricional
para larvas de camardes como o Penaeus schimitti e P. paulensis (ROCHA et al.,
2001).

O objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento da microalga T.
fluviatilis nos meios de cultivo Conway e Guilard /2, utilizando duas diferentes

concentracdes de silicato de sédio.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo da microalga Thalassiosira fluviatilis

As cepas da microalga T. fluviatilis, utilizadas neste estudo, foram obtidas
no cepario do laboratério de Planctologia do Departamento de Engenharia de

Pesca da UFC, onde as mesmas sdo mantidas em tubos de ensaio.
2.2. Preparo da agua do mar artificial
Neste trabalho, os meios de cultivo foram preparados utilizando agua do

mar artificial. Esta agua foi preparada adicionando-se os seguintes sais a 1 L de

agua destilada:

Cloreto de sédio 276 g
Sulfato de magnésio 82¢g
Cloreto de magnésio 54¢g
Cloreto de célcio 1449
Cloreto de potassio 06g
Bicarbonato de sédio 02g
Brometo de potassio 0,027 g

2.3. Preparo dos meios de cultivo

Neste trabalho foram utilizados dois meios de cultivo, o Guillard /2 e o
Conway "modificado”. Inicialmente, foram preparadas as solucdes estoque €, em

seguida, o meio de cultivo propriamente dito.



2.3.1. Meio Guillard “f/2”.
2.3.1.1. Preparo das solucbes estoque.

- Solugao 1: Nitrato de Sédio
e NaNO;— 75,0 g.L™" de 4gua destilada;

- Solugéo 2: Fosfato Monobasico de Saédio
¢ NaH,PO.H,O —» 5,0g.L" dH.0O

- Solucéo 3: Silicato de Sédio
e NaSiOsanidro— 51,0 g.L" dH.0O

- Solugéo 4: Vitaminas
s  Citoneurim 5000 (MERCK) — 1 ampola. 50 mL™" dH,O.

- Solugdo 5: Metais traco. A 950 mL de dH»,0O foram adicionados:
e FeCh6H,0-315g
e EDTA—436g
e 1mLde CuSO45H,0 - 9,8g.L" dH0
e 1mLdeZnS0,7H,0 »22,0g. L7 dH:0
e 1mL de CoClL6H,O — 10,0 g.L™" dH,0
¢ 1mLde Na;Mo0,.2H,0 — 6,3 g.L™ dH,0
e 1mLde MnCl.4H,0 — 180,0 g.L™' dH,0

Em seguida, o volume foi elevado para 1,0 L com dH.O. Apés o preparo, as

solucBes foram autoclavadas e estocadas a 4°C.



2.3.1.2. Elaborac&o do meio de cultivo.

A 950 mL de agua do mar artificial foram adicionados 1,0 mL das solugdes
1,2 e5; 1,5 0u 0,75 mL da solugéo 3 (dependendo do tratamento) e 0,5 mL da
solucdo 4. Em seguida, o volume foi elevado para 1 L com agua do mar artificial e

autoclavado.
2.3.2. Meio Conway modificado por Wayne (1974).
2.3.2.1. Preparo das solucdes estoque.

- Solugéo de metais tracos. A 10,0 mL de dH,O foram adicionados:
o ZnCh - 0,21 g
e CoChL6H,0->02g
e (NH4)6M07044.4H,0 — 0,09 g
e CuS045H,0 >0,2g¢g

- Solugéo Principal. A 1950 mL de dH,O foram adicionados:
o Na,EDTA —+ 90,0 g
e HBO3—>672g
¢ NaNO;— 200,09
e  NaH,PO4+H,O — 40,0g
e  MnCh.4H,0 ->0,72 g
. FeCl;.6H.O0 - 2,6 g

e  Solucdo de Metais Trago — 2,0 mL

- Solucéo de Silicato de Saédio:
*  NaSiOsanidro — 51,0 g.L™" dH,0
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- Solugéo de Vitaminas:
e  Citoneurim 5000 (MERCK) — 1 ampola. 50 mL™" dH.O.

Ap6s o preparo, as solu¢des foram autoclavadas e estocadas a 4 °C.

2.3.2.2. Elaboragdo do meio de cultivo: A 950 mL de &gua do mar artificial foram
adicionados:

e  Solugao Principal — 2,0 mL

e  Solugéo de silicatos — 1,5 ou 0,75 mL (dependendo do tratamento)

® Vitaminas — 0,1 mL

Em seguida, o volume foi elevado para 1 L com &gua do mar artificial e

autoclavado.
2.4. Esterilizacdao do material utilizado

Todo o material utilizado no experimento, incluindo os tubos de ensaio,
erlenmeyers e os potes de vidro com capacidade para 3 L foram previamente
lavados com agua e detergente, enxaguados e, posteriormente esterilizados em
autoclave a uma temperatura de 120°C por 15 minutos, para que fossem

eliminados todos os microorganismos, presentes na superficie das vidrarias.
2.5. Montagem do experimento

Neste experimento, a microalga T. fluviatilis foi cultivada em meio Guillard
f/2 e em meio Conway, variando-se a concentracao de silica e a densidade inicial
do in6culo. Assim, em um primeiro momento, os cultivos foram realizados
partindo de indculos de baixa densidade algal, sendo utilizados 1,5 ou 0,75 mL da
soluc&o de silicato de sddio para o preparo dos meios de cultivo. Em um segundo
momento, os meios de cultivo foram preparados da mesma maneira, nc entanto,

os indculos apresentavam uma maior densidade de microalgas.
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2.6. Inicio dos cultivos

O tipo de cultivo utilizado neste experimento foi o "batch" ou cultivo
estacionario, que consiste na transferéncia das culturas para volumes crescentes
de meio. Para isso, a cepa-mée foi repicada em quatro tubos de ensaio de 40 mL
contendo 1,0 mL de meio de cultivo, sendo dois tubos em meio Conway e dois em
meio Guillard /2, com os dois tubos de ensaio de cada meio contendo as
diferentes concentracdes de silicato de sédio.

Diariamente, os volumes de cada tubo de ensaio foram duplicados com
meio de cultivo, até atingirem um volume de 32 mL, o que ocorreu apos cinco dias
da repicagem. Posteriormente, apos a intensificacdo da coloragdo das culturas, os
conteudos dos tubos de ensaio foram iransferidos para erlenmeyers de 250 mL,
0s quais passaram pelo mesmo procedimento de acréscimo de meio de cultivo até
atingirem um volume de 200 mL e uma coloragédo marrom mais intensa, o que
levou cerca de 6 dias. Finalmente, as culturas nos erlenmeyers foram transferidas
para potes de vidro de 3L. Neste momento, o volume dos potes foi aumentado de
200 mL para 2 L, sendo iniciados os cultivos definitivos (Figura 1).

REPICAGEM DA CEPA-MAE
U
TUBOS DE ENSAIO DE 40 mL
U
ERLENMEYERS DE 250 mL
U
POTES DE VIDRODE 3 L

Figura 1: Fluxograma mostrando as varias etapas da transferéncia das culturas

no cultivo do tipo "batch”.
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2.7. Condicdes fisico-quimicas

As culturas foram conduzidas em uma estante de ferro, com iluminacéo
fornecida por lampadas fluorescentes de 20W para os tubos de ensaio e
erlenmeyers e de 40W para os potes de vidro. O fotoperiodo foi controlado por um
“timer”, programadoc em 16h de claro e 8h de escuro e a temperatura da sala de

cultivo foi controlada por um condicionador de ar, ficando em torno de 24 + 2°C.
2.8. Acompanhamento do cultivo

O acompanhamento do cultivo de T. fluviatilis foi realizado a partir da
repicagem das culturas para os potes de vidro de 3L, sendo feito através de leitura
da absorbancia em espectrofotdbmetro e contagem de células em camara de
Newbauer. Para isso, a cada 48 horas, foi retirada uma aliquota de 1,0 mL dos
diferentes cultivos, para leitura da absorbancia a 700nm e, posteriormente,
realizada a contagem do numero de células. Antes do preenchimento da camara
de Newbauer, foram adicionados duas gotas da solu¢c&o de formol com bérax,
para fixacdo das células. A contagem foi realizada em um microscoépio Olimpikus
com contraste de fase, sendo contadas todas as células dentro dos quatro
quadrados maiores da camara. O célculo do n°® de células. mL™ foi realizado

utilizando-se a formula:

] n° de células contadas v
N° de células = x10
4

2.9. Correlacéo entre a absorbancia 2 700nm e o numero de células.mL”’

Os valores de absorbancia a 700nm e os respectivos valores das
contagens de células foram submetidos a uma anadlise de cormelacdo linear e,
posteriormente, utilizados para a obtenc&o da equacéo de regresséo linear através

da fungéo estatistica do Programa Excel.



N° de cel(s) x 10
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Correlacdo entre os valores de absorbancia a 700nm e numero de

células.mL”

A intensidade da cor do cultivo, medida através de espectrofotometria
aumenta proporcionalmente com a elevagdc do nimero de ceélulas das
microalgas, como observado no cultivo, em laboratério, da cianoficea Spirulina
platensis (Da SILVA, 2004), bem como das cloroficeas Haematococcus pluvialis
(SOARES, 2005) e Dunaliella sp (OLIVEIRA, 2007).

A correlaggdo linear entre os valores de absorbancia a 700nm e 0s
respectivos valores de n° de cel(s).mL™ de T. fluviatilis foi maxima (r = 0,98631),
quando as células foram cultivadas em meio Conway com 0,025 g.L™" de silicato
de sodio (Figura 2B). Nesta concentrag@o, a cultura de T. fluviatilis alcangou a
concentracdo de 159,75 x 10* cel(s).mL” e uma coloragdo marrom, bastante
acentuada. Por outro lado, quando a microalga foi cultivada na concentracéo de
0,051 g.L™" de silicato de sédio o coeficiente de correlagao foi inferior (r = 0,90329),

com a cultura atingindo apenas 28,5 x 10* cel(s).mL™ (Figura 2A).
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Figura 2: Correlacdo linear entre a absorbancia a 700 nm e o n° de
cel(s).mL™ de T. fluviatilis, cultivadas em meio Conway com 0,051 (A) e

0,025 g.L" de silicato de sédio (B).

A mudanga do meio Conway para Guilard f/2 resultou em um pior
desempenho das microalgas € o cullivo realizado na maior concentragéo de
silicato de sédio (0,051 g.L™") foi o que apresentou o menor n° de células (20,3 x
10* cél(s).mL™). A reducdo da concentracdo de silicato de sédio para 0,025 g.L
melhorou o desempenho da cultura de microalgas, chegando a atingir 92,25 x 10*
cél(s).mL™. (Figura 3 A e B).

22
) r =0.86102 100__ r =0.96285 /
1 Nede celisyx 10 =-3.17 + 24334 Abs, Ne de cel(s) x 10 ™ =--0,53 + 437.45 Abs,q, ., "
18 4
W s ¥ 80+
S 161 o ]
x = /
(ORTE @ 60
8 . 3
| |
b4 Z
10 | |
8 20
0,(‘)5 ‘ 0,56 0,('77 0,68 0,2)9 O.!IO 0,05 0,110 0,!15 ' 0.120 ; 0.125
Absorbancia ,,, Absorbancia
A B
Figura 3: Correlacao linear entre a absorbancia a 700 nm e o niumero de
cel(s).mL™ de T. Auviatilis, cultivadas em meio Guilard com 0,051 (A) e
0,025 g.L™" de silicato de sédio (B).
3.2. Curvas de crescimento da microalga T. fluviatilis cultivadas em meio
Conway e Guilard /2.

Segundo ROCHA (2001), a curva de crescimento de microalgas é expressa
como o incremento da biomassa ou do nimero de organismos (densidade celular)
no tempo. Em um cultivo do tipo “batch” ou estacionario, este crescimento pode
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apresentar cinco fases ou etapas distintas. A 12 fase, conhecida como fase de
indugdo ou fase lag, ocorre logo apds o inicio do cultivo (repicagem) e,
praticamente, ndo existe um incremento liquido na populacdo devido a adaptacao
das células algais as novas condi¢gdes de cultivo. A 22 fase é chamada de
exponencial ou fase log, na qual a biomassa se duplica, sucessivamente, em
intervalos regulares de tempo. Com a continuagao do cultivo, o tempo requerido
para a duplicagdo celular aumenta, reduzindo assim a taxa de crescimento, sendo
esta fase denominada de diminuigdo do crescimento relativo. Isto é consequéncia
da diminuicdo da concentracdo de nutrientes no meio, do aumento da
concentragdo metabdlitos e da reducéo da atividade fotossintética por incremento
da densidade populacional, a qual diminui a disponibilidade de luz por unidade de
célula (autosombreamento). Na 42 fase de cultivo, ndo ha incremento da
populacéo e a taxa de crescimento estd compensada pela taxa de mortalidade
celular (fase esiacionaria), devidc a maior influéncia dos faiores acima
mencionados. Finalmente, a cultura entra na fase de senescéncia ou morte,
resultado da deplegdo de nutrientes a um nivel que n&o suporta mais ©
crescimento e ocorréncia de um nivel toxico de metabdlitos. A taxa de mortalidade
Supera a de crescimento € a lise das células favorece a contaminacdo microbiana.

As curvas de crescimento da microalga T. fluviatilis, em meio Conway
(Figura 2) e Guilard f/2 (Figura 3), foram obtidas a partir das equacdes de
regress&o linear entre os valores de absorbancia a 700 nm € 0o numero de
cel(s).mL™.

Como podemos observar, o0s cultivos realizados em elevadas
concentragdes de silicato de sodio resultaram em um péssimo desempenho das
microalgas. Ambos os cultivos apresentaram uma rapida fase de indugéo (1° ao 3°
dia), caracterizada por uma reduc¢&o do crescimento liquido da populacdo (Figuras
4A e 5A), seguido de um ligeiro crescimento exponencial que durou, no maximo,
até o 8° dia de cultivo, no caso do meio Guilard e, no meio Conway, apenas até o
4° dia.
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Figura 4: Curvas de crescimento de T. fluviatilis, cultivadas em meio
Conway com 0,051 (A) e 0,025 g.L™" de silicato de sédio (B).

Ja, quando a concentracdo de silicato de sodio foi reduzida pela metade

(Figuras 4B e 5B), as microalgas apresentaram as melhores taxas de crescimento.
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Figura 5: Curvas de crescimento de T. fluviatilis, cultivadas em meio Guilard
F/2 com 0,051 (A) e 0,025 g.L™" de silicato de sédio (B).
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As curvas de crescimento apresentaram uma fase de indug&o um pouco
mais longa (1° ao 5° dia), mas sem reducéc da densidade celular. Em seguida,
ambos 0s cultivos experimentaram um ligeiro crescimento exponencial, o qual foi
interrompido, provavelmente, devido as quedas de energia e/ou variagbes de
temperatura, o que resultou em uma nova fase de inducgéo, a partir do 8° dia de
ambos os cultivos. No entanto, esta fase foi mais curta em meio Conway (até o
11° dia) do que no meio Guilard (até o 13° dia), mostrando, no primeiro, uma
melhor capacidade de re-adaptac&o das células. Em seguida, ambos os cultivos
voltaram a entrar em fase exponencial de crescimento, sendo mais curta (até o
15° dia) no meio Guilard e, no casc do meioc Conway (Figura 4B), a fase de
exponencial se prolongou até o final do experimento (17° dia), resultando na maior
densidade celular obtida em todo o cultivo. Ao contrario, no caso do meio Guilard
(Figura 5B), o cultivo entrou na fase de diminuicao do crescimento relativo a partir
do 15° dia e, no final do experimento, apresentou uma menor densidade celular
(Figura 5B).

Em um cultivo do tipo “Batch® com a microalga cianoficea S. platensis
realizado nas mesmas condig¢des fisico-quimicas do presente trabalho, foi possivel
observar uma nitida fase de indug&o, com diminuicdo da densidade celular, que
durou do inicio até o 3° dia do cultivo. A partir deste ponto, o cultivo entrou em
crescimento exponencial, o qual se prolongou até o 15° dia (Da SILVA, 2004).
SOARES (2005), também trabalhando nas mesmas condigdes, mostrou que o
cultivo de H. pluvialis apresentou uma fase de inducdo até o 4° dia do inicio da
cultura, sem mortalidade celular, seguidos de 10 dias de crescimento exponencial.
OLIVEIRA (2007) cultivou a microalga Dunaliella sp., a qual apresentou fase de
indugdo até o 3° dia de cultivo, seguido de um crescimento exponencial até o 5°
dia. Neste caso, a cultura passou, ainda, por uma nitida fase de diminuicdo do
crescimento relativo (até o 7° dia de cultivo) e, posteriormente, para a fase

estacionaria.
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3.3. Curvas de crescimento da microalga 7. fluviatilis cultivadas em meio

Conway e Guilard /2, expressas em valores de absorbéncia a 700 nm.

Os valores de absorbéancia também foram utilizados para a construg&o das

curvas de crescimento de 7. fluviatilis em ambos 0s meios que apresentaram o0s

melhores resultados (Figuras 6 A e B).
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Figura 6: Curvas de crescimento da microalga T. fluviatilis em meios de
cultivo Conway e Guilard com 0,025g.L™" de silicato de sodio, expressa em

valores de absorbancia a 700nm.

Como podemos observar, € claramente possivel identificar todas as fases
discutidas anteriormente no item 3.2, devido aos elevados indices de correlagéo
linear. Desta forma, o monitoramento de futuros cultivos, realizados nas mesmas
condigdes fisico-quimicas, pode ser realizado de uma maneira simples e segura,
através do acompanhamento dos valores de absorbancia a 700 nm, facilitando a
identificacdo do momento certo de adicdo de novo meio ou de finalizagdo do

cultivo para a obtenc&o da biomassa algal.
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Nos cultivos Conway e Guilard com 0,051g silicato de sédio.L™ evidenciou-
se que as microaigas depois de um certo periodo de cuitivo apresentavam-se
despigmentadas, mas os trés apresentaram uma caracteristica que nao se fez
presente no Conway a 0,025 g silicato de sédio.L™”, que foi a alta formagéo de
precipitado no recipiente.

Os resultados obtidos no presente ftrabalho contribuirdo para o
aprimoramento das etapas de cultivo de microalgas diatomaceas assim como no
desenvolvimento de novas pesquisas relacionadas a larvicultura de camardo
marinho, podendo influenciar nos custos de producdo devido a reducédo nas

quantidades de silicato de sédio.
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4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a microalga
Thalassiosira fluviatilis obteve melhores desenvolvimentos em meio Conway e
Guilard, com teores de silica de 0,025g.L™, principalmente no primeiro caso,
quando atingiu a maior densidade celular e melhor coloracdo. A duplicacdo na
concentragao de silicato de sédio resultou em um desenvolvimento bem aquém do
esperado, com o elevado teor de silica inibindo 0 desenvolvimento das microalgas.
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