4 UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
$E=% CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

¥ DEPARTAMENTO DE AQUICULTURA

ursc PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

Avaliacdo do crescimento de microalgas importap#ga aquicultura
cultivadas com diferentes concentragdes de nugsent

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacdo em Aquicultura do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Santa Catarina, como requisito
parcial a obtencédo do titulo de Mestre em
Aquicultura.

Orientador: Luis Alejandro Vinatea Arana
Co-orientador: Roberto Bianchini Derner

Isabel Campos Portugal

Florianopolis / SC
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Catalogacgao na fonte pela Biblioteca Universitdda
Universidade Federal de Santa Catarina

P853a Portugal, Isabel Campos
Avaliac&o do crescimento de microalgas i mportantes
para aquicultura cultivadas com diferentes
concentragdes de nutrientes [dissertacao] / Isabel
Campos Portugal ; orientador, Luis Alejandro Vinate a
Arana. - Florianépolis, SC, 2010.
46 p.: grafs., tabs.

Dissertacé@o (mestrado) - Universidade Fe deral de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agrarias. Progra ma
de P6s-Graduagao em Aquicultura.

Inclui referéncias

1. Aquicultura. 2. Microalga - Crescimen to - Taxas.
3. Meios de cultura. I. Vinatea Arana, Luis. II.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de
Pés-Graduacédo em Aquicultura. IIl. Titulo.

CDU 639.3




Avaliacdo do crescimento de microalgas importantgsara
aquicultura cultivadas no Meio Guillard (GUILLARD,1 975)
com diferentes concentra¢cdes de nutrientes.

Por

ISABEL CAMPOSPORTUGAL

Esta dissertacao foi julgada adequada para a @utatw;titulo de

MESTRE EM AQUICULTURA

e aprovada em sua forma final pelo Programa de
Pés-Graduagéo em Aquicultura.

Prof. Claudio Manoel Rodrigues de Melo, Dr.
Coordenador do Curso

Banca Examinadora:

Dr. Luis Alejandro Vinatea Arana®rientador

Dra. Carla Van Der Haagen Custodio Bonetti

Dr. Luis Antbnio de Oliveira Proenca

Dr. Walter Quadros Seiffert






Dedico meu esforco para concluir meu trabalho
Para pessoa que mais me fez sentir orgulho
Que mais lutou pela vida
Um exemplo de paciéncia e superacao
Ensinou-me a viver um dia apés o outro e
Buscar ver o lado bom da vida
Sempre fazendo o que é certo
Todo dia é dia ...
EM MEMORIA de MEU IRMAO KIKO.






Agradecimentos

A minha familia que sempre meu apoiou em todas inhas
escolhas e todas as decisfes. Minha mae Léa, mé&illperto e minha
irma Flavinha. Mesmo longe sempre pude sentir sepiga de vocés.

Ao professor Roberto Bianchini Derner que além ufe
professor orientador foi para mim um exemplo ddigsmnal na area e
pesquisador, sempre me ajudando com suas crigtasblocadas e seu
enorme coracao. Muito Obrigada por te acreditadonégm Roberto!!

Ao meu orientador Luis Alejandro Vinatea Arana pela
orientacdo e compreensdo no momento mais difidsalgornada,
mesmo estando parte distante, sempre soube compalanaa amiga me
tranquilizar.

Aos membros da banca Walter Quadros SeiffertaCéath Der
Haagen Custodio Bonetti e Luis Antbnio de OlivelPeoenca, por
estarem prontamente dispostos a me auxiliar, palbgsas correcdes
que ajudaram a tornar esse trabalho melhor, e pamostrarem outras
formas de ver a solucao.

A Universidade Federal de Santa Catarina UFSC,
Departamento de Aquicultura e ao Setor de micreatiyalaboratério
de Camarbes Marinhos LCM/ UFSC, pela oportunidagleestudo, a
insercdo na equipe de trabalho, conhecimento eriérp®&, além de
apoio para as atividades laboratoriais, e a Oaglesbolsa de estudos

A toda coordenac&o do curso de Pos-graduacio dieutigra
e em especial ao secretario Carlito Aloisio Klurddapassisténcia e
presteza, carinho, atengdo e ajuda.

Aos todos meus amigos que me confortaram nos momee
dificuldade, me incentivando a continuar no trabalimigos do Rio de
janeiro, de Niterdi, de Florianépolis, todos forate fundamental
importancia para minha formacdo como pesquisadaan® pessoa.
Muito obrigada!

A Deus.






RESUMO

Dentre as numerosas aplicacbes comerciais do usmidealgas
podemos destacar sua importancia na aquicultur@ @uilem ser
empregadas como fonte primaria de alimento pakadarorganismos
jovens e até de adultos de moluscos, camardesespmiarinhos, uma
vez que, o elevado valor nutricional das microal@astifica sua
necessidade na alimentacdo destes organismos. sMditores
influenciam o crescimento das microalgas, sendo auksponibilidade
de nutrientes é bastante relevante nesse aspeata.determinar o
crescimento das culturas das microalgdslassiosira weissflogii,
Chaetoceros muelleri, Isochrysis sp e Paviova sp. quando cultivadas
com diferentes concentragcdes de nitrogénio e fosflurante todo o
cultivo, foram desenvolvidos cultivos experimentzisn essas espécies.
As espécies foram cultivadas em meio de culturdla®ai(1975) e a
diferenca dos tratamentos foi a quantidade de giéitio e fosforo
utilizada nas solugdes estoques para compor o meicultivo. Os
parametros de crescimento analisados foram a delesaklular maxima,
o tempo de cultivo e a velocidade de crescimento.aplicado um
delineamento uni-fatotorial para blocos casualigads dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia fatorialofa com P<0,05) e
guando necessario ao Teste de Comparacdo de MédiaBuKey
(p<0,05). Quanto ao crescimento das culturas o egopdo meio f —
com o dobro da concentracdo de nitrato de sodie fesfato de sédio
descrita em Guillard (1975), promoveu uma maioiside celular nas
culturas deThalassiosira weissflogii, (66,7 x 10 cel/mL) Chaetoceros
muelleri, (1566,7 x 10 cel/mL) Isocrysis sp (1903,3 x 1Dcel/mL) e
Paviova sp (2362,3 x 1bcel/mL). (p<0,05) Quanto ao tempo de cultivo
e a velocidade de crescimento ndo houve difereiggafisativa para
nenhuma das espécies (p<0,05).

Palavras chave meio Guillard , taxa de crescimentbhalassiosira
weissflogii, Chaetoceros muelleri, Isocrysis sp. ePavlova sp.



ABSTRACT

Among the many commercial applications of the usmiigroalgae can
highlight its importance in aquaculture which canused as a primary
food source for larvae, organisms and even youndf athms, shrimp
and marine fish, since the high nutritional valdenocroalgae justify
their need for feeding of these organisms. Manyofacinfluence the
growth of microalgae, and the availability of natris is quite relevant
in this regard. To determine the growth of micrealgcultures of
Thalassiosira weissflogii, Chaetoceros muelleri, Isochrysis sp. and
Paviova sp. when cultured with different concentrationsidfogen and
phosphorus throughout the cultivation, experimegtabs have been
developed with these species. The crops were gnowualture medium
Guillard (1975) and the difference of the treatrsemés the amount of
nitrogen and phosphorus in the solutions used topose the stock
culture medium. The growth parameters analyzed wileemaximum
cell density, time of cultivation and growth raf®e applied a design to
unite fatotorial blocks casualizados.Os data wetgested to factorial
analysis of variance (ANOVA P <0.05) and when nsaps to test
comparison Tukey test (p <0.05). As for the groeftierops through the
use of the f - with twice the concentration of smdinitrate and sodium
phosphate described in Guillard (1975), promotétgaer cell density
in cultures ofThalassiosira weissflogii, (66,7 x 10 cel/mL) Chaetoceros
muelleri, (1566,7 x 10 cel/mL) Isocrysis sp (1903,3 x 1Dcel/mL) e
Paviova sp (2362,3 x 1Dcel/mL). (p<0,05) The time of cultivation and
the growth rate did not differ for either specips<0.05).

Keywords: medium Guillard, growth rat§halassiosira weissflogii,
Chaetoceros muelleri, Isocrysis sp. ePaviova sp.
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INTRODUCAO

A taxonomia, aspecto da sistemética que tem objetie
identificar, denominar e classificar espécies, mdjorime um valor ao
termo “alga”. Porém esse termo é aplicado a umdaawariedade de
organismos pertencentes a diversas linhagens, rdistmtos entre si
quanto a origem, composi¢cdo quimica e morfologia. algas sao
fotossintetizantes em sua grande maioria, tendo oc@rimeiro
pigmento fotossintético a clorofilae usualmente o termo microalga se
refere as algas com dimensdes microscépicas (HOBHN; JAHNS,
1995; LOURENCO, 2006; JUDD et al., 2008). As mitgaa e as
cianobactérias estdo entres os individuos maigamntia Terra e séo
responsaveis por pelo menos 60% da sua produtidadmaria
podendo ser encontradas em ambiente marinho, eandiage e no solo
(CHISTI, 2004, DERNER, 2006)

Desta forma, como grandes contribuidoras para @ivasidade
global, as algas, formam um grupo heterogéneo dan@mos onde
seus representantes sdo 0s maiores colaboradom®datividade
primaria dos ecossistemas aquaticos, sendo cagezemverter a luz e
o dioxido de carbono em carboidratos, estando preseo fitoplancton
(RAVEN, 2001; SOARES-GOMES; FIGUEIREDO, 2002; CHIST
2004; GRAHAM; GRAHAM; WILCOX, 2009). Produtividaderimaria
pode ser definida como a taxa de formagédo de sudistiorganicas
ricas em energia a partir de material inorganicdotassintese é uma
das formas de se produzir essas substancias oadeeatéo geral é:
CO, + H,O + Energia luminosa GI® + O,. O fitoplancton é o conjunto
de algas microscopicas que vivem na coluna da d@gusva em funcao
dos movimentos da corrente e est4d na base da aalas cadeias
troficas aquaticas. (NYBAKEN, 1993; MARQUES JUNIORQO02;
GRAHAM; GRAHAM; WILCOX, 2009).

Os principios basicos de cultivo microbiano geraltagoodem
ser aplicados para microalgas (LEE; SHEN, 2004anGke de cultivo
de organismos uma populacdo que pode ser mantidaem condicbes
artificiais e controladas de desenvolvimento, camalidades diversas,
desde a mera manutencao dos organismos vivos apéogeitamento
econdmico da biomassa formada. Para haver um @waévmicroalga é
fundamental o conhecimento dos fatores que infiaemc seu
desenvolvimento. Sendo assim, € necessario quei®@ aee cultura
contemple as necessidades nutricionais das miemalgma vez que
uma mesma espécie pode ter variacdo na sua co@paosiular de
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acordo com as condi¢des do cultivo (RAVEN, 1988 CB®N et al.,
1997; LEE; SHEN, 2004; HU, 2004).

Com esse objetivo, desde os anos 50, intensoszesftém sido
feitos para explorar novas e alternativas fontetéfmas, as quais foram
buscadas em fungos, bactérias e microalgas. (BECKEBRO4,
BECKER, 2007). Em comparacdo a outros seres va®snicroalgas
tém sido pouco estudadas e também sobre o pontovisia
biotecnoldgico sendo sub-aproveitada.(CHISTI, 20POLAORE et
al., 2006).

Lourengco (2006) apresentou trés categorias par&agPes
comerciais reconhecidas para microalgas:

() Uso de microalga para aumentar o valor nutricichel
alimentos para o homem e para animais, agregando
propriedades a sua composicao quimica;

(i) Uso de microalgdn natura ou parcialmente processada
como alimentos de animais, em aquicultura;

(i) Utilizacdo de moléculas de alto valor agregado (por
exemplo, pigmentos e acidos graxos), produzidas por
microalgas, em alimentos industrializados, produtos
farmacéuticos e cosméticos, por exemplo.

Na aquicultura, as microalgas s&o empregadas camte f
primaria de alimento para larvas, organismos joeeat® de adultos de
moluscos (COUTTEAU; SORGELOOS, 1992), bem como etito
para crustaceos e peixes, sdo empregadas de fodireta servindo de
alimento para fitoplanctéfagos, como rotiferos,éumes e artémia, os
quais sdo comumente utilizados em larviculturas RAOES, 1983;
BROWN et al.,, 1997; BECKER, 2004, DERNER, 2006)siAs a
necessidade de uso de alimento vivo no estagiallande representar
aproximadamente 30% do custo da producdo. Pora&sda, a produgao
de microalgas € um componente critico para aquiuCOUTTEAU;
SORGELOOS, 1992).

Além da utilizacdo das microalgas como fonte alitmenoutra
funcdo da aquicultura é proporcionar a melhoriajuiidade de agua,
através da absorcéo de produtos nitrogenados g¢acodnia e nitrito),
atuando em um papel fundamental no balanco do mixigdo didxido
de carbono e dos compostos nitrogenados, sobretudaménia
(ESTEVES, 1988; SIPAUBA-TAVARES, 1995, LAVENS;
SORGELOOS, 1996; POLI; VINATEA, 2004).

O crescimento constante da aquicultura mundial @ su
modificacdo tendendo a uma aquicultura intensivplic@m em uma
demanda maior de microalgas (DUERR; MOLNAR; SAT®9§;
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BOROWITKA, 1997). Aplicacdes em diversas areas idéebnologia,
alta produtividade, alta qualidade e quantidadeéépra por célula e o
rdpido crescimento de varias espécies de microd&asestimulado
algumas publica¢gées como Stein (1973), Shelef de3q@980), Becker
(1994) e Richmond (2004).

Desta forma, o cultivo comercial de microalgas engd escala
em alguns paises tem se estabelecido como atividddstrial, onde
sua producdo estd sob responsabilidade de algumpsesas como
Cyanothech, OceanNutrition e InnovalG as quais ¢emo objetivo a
obtencdo de biomassa e extracdo de compostos etesse (PULZ;
GROSS, 2004 ; DERNER et al., 2006).

Segundo Amim (2008), as microalgas sdo também wunrge
energético sustentavel com um grande potencial fpaagdo de CQ
Estudos e revisbes comprovam que o biodiesel & pgartmicroalgas é
tecnicamente possivel (CHISTI, 2007; MENG et d009 e, além de
biocombustiveis, alguns produtos extraidos, comoteadides, acidos
graxos poliinsaturados, biofertilizantes, vitamigasnzimas, se somam
a importancia de se continuar com desenvolvimenfmesguisas de
tecnologia de cultivo de microalgas (HARUN et 20,10; BRENNAN;
OWENDE, 2010). A despeito disso, os sistemas deyp@o dessas
microalgas para a industria de biodiesel possuemalgs no cultivo
propriamente dito e na separacdo da biomassa pecaisso Sao
incapazes de operar em larga escala. Economia®dacgo de biodisel
microalgal necessitam ser feitas para torna-lo ety ao diesel
produzido a partir de petroleo (HARUN et al., 20C8{ISTI, 2007).

Dentre as microalgas comumente utilizadas na aljuiauvarias
caracteristica sdo observadas, como tamanho da,cdistribuicdo na
coluna d'agua, digestibilidade, perfil bioquimico velocidade de
crescimento. As Prymnesiophytas da classe Pavlgeeplsao espécies
incluidas com potencial nessas caracteristicas BRO 1991;
BECKER, 1995; PONIS et al., 2008). As haptophytas)jcipalmente
do génerd?aviova sp. elsocrhysis sp., sdo amplamente utilizadas como
alimento vivo de invertebrados marinhos e sobretalalimentacéo de
bivalves, pois possuem alto teor de acidos graxasngaturados,
especialmente EPA e DHA além de seu tamanho e forfaailitar a
ingestdo (BOUGARAN et al., 2003; MARTINEZ-FERNANDEZ004).

Da mesma forma as microalgas conhecidas como diatas,
constituem um grupo bastante representativo tantonémero de
espécie quanto em abundancia, e podem ser resp@péav até 25% da
producdo primaria no planeta. Incluidas nesse grtéu-se as
microalgas unicelulares marinh&@haetoceros muelleri pertencente a
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familia Chaetoceraceae e Thalassiosra weissflogii pertencente a
familia Thalassiosiraceae, as quais sao da ordentrass (HOEK;
MANN; JAHNS, 1995; RAVEN, 2001).

Na escolha da espécie a ser cutivada é importante lem
consideracdo os fatores que influenciam seu mésatmlcomo: luz,
temperatura, pH, nutrientes, condi¢des fisiologieasoncentracdo de
CO, e O, disponiveis para cada microalga. Assim, a prodidaie da
cultura sera conseqiiéncia da interacédo dos fabiolxyicos, fisicos e
quimicos. (MARKL, 1980; RAVEN, 2001).

O crescimento das microalgas requer recursos nsngua estao
presentes no meio. Nutrientes como carbono, nitiogéfosforo,
hidrogénio, oxigénio e silica (no caso das diat@asr sédo necessarios
pra manutencdo e crescimento de culturas micralagessim como
célcio, magnésio, enxofre e potassio, que deverr gsesentes em
quantidade relativamente grande e por isso sdo ad@sn de
macronutrientes. Ferro, manganés, cobre, molibdénicobalto s&o
exigidos em menor quantidade sendo assim chamames
micronutrientes. A disponibilidade de cada nuteewméiria de acordo
com cada espécie (GUILLARD, 1975; GRAHAM; GRAHAM;
WILCOX, 2009).

A necessidade de cada nutriente pode limitar cciecnesito da
populacdo, pois o potencial de um recurso parading crescimento
populacional depende de sua disponibilidade ent&ela demanda.
Dessa forma a disponibilidade do nitrogénio vagaadordo com sua
forma quimica, temperatura, ph, e presenca deoidns. (RICKLEFS,
1996)

Dentre os modelos de cultivo existentes, no cultioo
estacionario ou estanque é possivel identificarciaso fases de
crescimento: 1) Fase de Inducédo ou fase lag; 2 &gsonencial ou fase
Log; 3) Fase de diminuigdo do crescimento rela#yd;ase estacionaria;
5) Fase de Morte da Cultura. Nesse tipo de cultieomeio de cultura
fresco as células sdo inoculadas e nenhum outropawente é
adicionado ao longo do desenvolvimento do cult&ERNER et al.,
2006).

Até os dias de hoje, varios meios de culturas fopaapostos
com uma adequada concentragdo de nutrientes paescmento das
microalgas como Guillard e Ryther (1962), Walne6@)9 Provasoli
(1975) e Guillard (1975). O meio de cultura f/2 (GLARD; RYTHER,
1962) é um dos mais citados dentre trabalhos efatlitra de aquicultura
de algas, principalmente para fitoplacton marinBese trabalho foi
publicado principalmente por uma necessidade deedamte cientifica
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em documentar o método, mas provavelmente ndoes@ue tantas
variacbes e combinagdes surgiriam a partir esse. lRer essa razéo, a
utilizacdo do meio /2, assim como suas variantesmmas modificadas,
contribuiu muito para 0 avango nas pesquisas ddoiveulalgal.
(WILKFORS, OHNO; 2001).

A importancia do nitrogénio no metabolismo de siziema
aguatico deve-se a sua participacao na formac@ootieinas, que é um
dos componentes basicos da biomassa sendo esgmreiads funcdes
de fotossintese, formacdo de gene e crescimentdEESS, 1998;
RAVEN, 2001; POLI; GALVEZ; OLIVEIRA, 2004). Ja noapel
celular, atua como principal componente de aminlécinucleotideos e
pigmentos (LOBBAN; HARRISON, 1997). O nitrogéniouey pode
constituir de 7-10% do peso seco celular, é umtitoime essencial
para toda estrutura e funcdo das proteinas daacétulmicroalga. O
fésforo é outro macro nutriente relacionado comndeaparte dos
processos metabdlicos que formam componentes @ssendas
microalgas (HU, 2004). No caso do fosforo, sua indmzia deve-se a
participacdo em processos fundamentais do metatwleelular como
armazenamento de energia (ATP) e estruturacdo dabrasa celular
(fosfolipidios). Todo fésforo presente em aguasingés, quer na forma
ibnica, quer na forma complexada, encontra-se ol de fosfato e,
guando presente em ecossistemas aquaticos coatimedatn origem de
fontes naturais e artificiais (ESTEVES, 1998; POUNATEA, 2004).

A silica é um composto de fundamental importanpigis é
utilizada pelas diatomaceas na elaboracdo de sstulr e, no meio
aquatico, é encontrada sob forma sollvel, e syzowiisilidade é um
fator limitante no crescimento das diatomaceas BB&IS, 1998; DE
LA ROCHA, 2004). O processo de utilizacdo da siliésponivel no
meio pelas diatomaceas para constituicao celularihées de anos tem
sido aperfeicoado. Dessa forma, estudos sobre ewrudbgia
demonstram que processos antropicos para utilizalgisilica sdo
menos produtivos que 0s processos bioldgicos dasondaceas
(HILDREBRAN, 2003). A principal origem da silica ggente no
ambiente aquatico é a partir da decomposicdo derainde silicato de
aluminio frequentes em rochas sedimentares, efisa pbde estar
disponivel sobre trés formas principais: sollveln (iSiQy), silica
coloidal, silica particulada (ESTEVES, 1998).

Todos os nutrientes de importancia no meio ambitartédém
sdo importantes no meio de cultura. Muitos tralsmlhelacionam a
composicdo bioquimica da microalga como as condiglie cultivo
(VALENZUELA-ESPINOZA; MILLAN-NUNEZ; NUNEZ-
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CEBRERO, 2002) e tipos de meio de cultura (POISSBRGAN,

2001), outros trabalhos relacionam a fase de ecnesito (BROWN et al.
1993) e fatores abibticos como temperatura (RENA&IDal. 2002).
Desta forma, estudos que possam gerar mais inféeaagara
relacionar a composicdo do meio de cultivo com adyividade do
cultivo, contribuirdo para formulacdo de meios deltuca com

exigéncias especificas para cada grupo e espécimictealga. O
trabalho estd sendo apresentado em forma de arégtfico para ser
publicado no periddico — Revista Agropecuéria Beasi.
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JUSTIFICATIVA

As microalgas sao indispensaveis para cultivo denas
aguaticos, uma vez que sdo necessdarias para s@btda biomassa
para uso na alimentacdo de diversos organismosunHamental o
conhecimento dos fatores que influenciam o cresdionedas
culturas.Dessa forma s&o necessarios trabalhdsessvolvimento da
tecnologia produtiva de cultivo de microalga O tefela concentracéo
de nitrogénio e fosforo sobre o crescimento de rquaspécies de
microalgas importantes para uso em aquicultura tie&zer como
beneficio um incremento na densidade celular camsggmente
aumentando a produtividade das culturas.

OBJETIVO

Objetivo Geral

Determinar o0 crescimento das culturas déalassiosra
weissflogii, Chaetoceros muelleri, Isocrysis sp. ePaviova sp., quando
cultivadas com diferentes concentracdes de nitiogefosforo.

Objetivos Especificos

Determinar os par&metros de crescimento em termems
densidade celular maxima alcancada, tempo de cudtivelocidade de
crescimento das culturas, desenvolvidas com a ntag@o descrita de
nitrato de sddio e de fosfato de so6dio em Guil{@a&r5) e com o dobro
da concentracéo desses nutrientes.
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INTRODUCAO

As algas sdo fotossintetizantes em sua grande imatendo
como primeiro pigmento fotossintético a clorofdae usualmente o
termo microalga se refere as algas com dimensdesosnbpicas
(HOEK; MANN; JAHNS, 1995). As microalgas e as cibaotérias
estdo entres os individuos mais antigos da Tes&peesponsaveis por
pelo menos 60% da sua produtividade podendo sesngados em
ambiente marinho, em agua doce e no solo; (CHI&I04, DERNER,
2006; JUDD et al.,, 2008). Para haver um cultivo mieroalga ¢é
fundamental o conhecimento dos fatores que infiaemc seu
desenvolvimento, e sendo assim, é necessario quei® de cultura
contemple as necessidades nutricionais das miemalgna vez que a
mesma espécie pode ter variagdo na sua composidarae acordo
com as condi¢des do cultivo (HU, 2004; LEE; SHEGDA.

Até os dias de hoje véarios meios de culturas fquespostos para
0 crescimento das microalgas como Guillard e Ry{h862), Walne
(1966), Provasoli (1975) e Guillard (1975). A wilcdo do meio f/2,
assim como suas variantes e formas modificadagrilmeinam muito
para o avanco de pesquisas do cultivo algal (WILRBO OHNO;
2001). A concentracdo dos nutrientes no meio deireuinfluencia o
desenvolvimento do cultivo e muitos trabalhos iel@@m a
produtividade e a composicdo bioquimica das migesalcomo: as
condicdes do cultivo (LOPEZ-ELIAZ et al., 2005)pds de meio de
cultura (POISSON; ERGAN 2001), a fase do crescim¢BROWN et
al.,, 1993) e fatores abidticos, como por exemplaemperatura
(RENAUD et al., 2002). Desta forma, a composi¢cdorsio de cultura
exerce direta influéncia na produtividade da caltGtALENZUELA-
ESPINOZA; MILLAN-NUNEZ; NUNEZ-CEBRERO, 2002).

Visando a obtencdo de informacdes relativas aoivoulde
espécies de grande importancia econdmica e coaniieias condicbes
experimentais, o objetivo deste estudo é avaliarpasimetros de
crescimento das microalgashalassiosira weissflogii, Chaetoceros
muelleri, Isochrysis sp. ePavlova sp, cultivadas com duas diferentes
concentracdes de nitrato de sddio e de fosfataddi®.sNeste sentido,
este trabalho investigou se os nutrientes (N edppdibilizados através
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do meio de cultura foram suficientes para o cresgtmmdas microalgas
nas condicdes oferecidas.
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MATERIAIS E METODOS
Material Biolégico

Nos cultivos experimentais foram empregadas migesaldas
seguintes espéciesthalassiosra weissflogii, Chaetoceros muelleri,
Isochrysis sp.e Paviova sp. As cepas das espécies citadas foram obtidas
do Setor de cultivo de microalgas que faz parteLdboratério de
Camardes Marinhos, do Departamento de AquicultdoaCentro de
Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de S@attarina. Estas
espécies foram escolhidas por apresentarem tecaottsy producéo
conhecida facilitando o desenvolvimento dos cud#tivbodas as cepas
foram compradas no Provasoli-Guillard National @enCulture of
Marine phytoplankton (CCMP,2010), Bigelow Laborgtdor Ocean
Sciences, Maine, Estados Unidos, sob os codigogstde na Tabela 1,
assim como caracteristicas disponiveis pelo CCMBoctamanho e
utilizacao.



Tabela 1: Informacdes sobre as espécies usadas

* Dados estéo disponiveis em: <https://ccmp.bigedog>.
Acesso em: 02 fev. 2010

** Dados de Silva et al. (2003)

Comprimento

Classe Espécie Cddigo *
P 9 *(um)

Largura*
(um)

Exemplos de
Aplicacdo**

Coscinodiscophyceae Thalassiosira weissflogii  CCMP 1051 12,0- 14,0

Coscinodiscophyceae Chaetoceros muelleri CCMP 1316 4,0-9,0
Prymnesiophyceae Isochrysis sp. CCMP 1324 4,0-8,0
Prymnesiophyceae Pavlova sp. CCMP 459 4,0-8,0

8,0-15,0

4,0 -10,0

4,0-5,0

Moluscos (larvas, pré-
sementes e adultos)
Moluscos (larvas, pré-
sementes e adultos)
Larvas de moluscos e
rotiferos

Larvas de moluscos e
rotiferos

G¢
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Conforme Voltolina et al. (1998), a partir dos tslae cultura
estoque, foram desenvolvidas culturas em frasc&ldameyer de 500
ml e posteriormente de 1.000 ml, nos quais foratad@s aclimatacdes
prévias quimica e fisica as condicdes de cultixpps essa etapa, as
culturas estoques foram repicadas para Erlenmeye2.@DO ml e foi
iniciada a aeragdo. O experimento foi iniciado Hipde culturas ja
aclimatadas ao meio de cultura.

A agua do mar utilizada durante todos os experiosefi a
mesma. Esse cuidado prévio teve o objetivo de garare flutuacdo de
nutrientes que poderia ocorrer na 4gua do maiadi@rnte ndo ocorresse
durante o experimento.

Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado foi o f/2 de Guillardabela 2
(GUILLARD, 1975), sendo que a escolha deste meioulteira decorre
deste ser um dos meios mais utilizados em cultd@smicroalgas
marinhas (DERNER et al., 2006).



Tabela 2: Descricao do meio /2 Guillard (1975)saizdo do preparo das solugbes padrbes e quamtiddidada
para fertilizar 4.000ml de agua do mar, quantiddeleada unidade experimental. Destaque para valersslucao
de Nitrato e Fosfato de meio f/2 e meio f.

(RASARO
. Solucéo de Nitrato de Sédi
1 Né&o se Aplica NaNC- 7.5¢ 4ml 8ml
Adqua destilad 100m
. Solucéo de Fosfato de Séc
2 Nao se Aplica NaH,PCs.H,O 0.5¢ 4ml 8ml
Aaua destilad 100m
. Solucéo de Silicato de Sédi
3 Néo se Aplica NaSiCa.9H,0 3.0a 1 ml da Solugag am aml
Aaua destilad 100m Padréo para *soment« diatomacez *somente diatoméace
Solucéo de Vitaming 1000 ml de
- ) Tiamine 100mc¢ Agqua do M
4 Né&o se Aplica Cianocobalamir 0.5mc gua do Mar 4ml 4ml
Biotina 0.5mc¢
Aaua destilad 1000m
Solucéo de EDTA e Ferrc
. NaEDTA 4.36¢ 4ml 4ml
5 N&o se Aplica FeC2.6H,0 3,15¢
Aaua destilad 900m
N&EDTA
Cobre
CuSC.5H.0 0.98¢
Adqua destilaa 100m
Zinco
ZnSCs.7H,0 2.2¢
éﬂlkl)alseStilad 100m 1ml de cada | 1 ml da Solugéo
obalto 50- 5 5
6 CoCh.6H,0 1.0c Solucdo Metais iﬂ:ufggop;?g? iggga%:) g;a 4 ml 4 ml
Q%l:%gﬁg:"ad 100m 4gua destilada, Agua do Mar
MnCl».4H,O 18.0c¢
Adqua destilad 100m
Molibdénio
NaMoCa.2H,0 0.63¢
Adqua destilad 100m

LZ
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A concentragdo de nitrogénio e fosforo teve vadagdtre o meio
f/2 e o meio f, onde o primeiro tera a quantidadscdta em Guillard
(1975) e 0 meio f o dobro da quantidade dessesentds. A solugéo
que foi adicionada a agua do mar como fonte deg#étrio e fosforo
serdq adicionada em dobro como demonstrada na uttithana em
destaque da Tabela 2, onde, para o experimentaastidade para o
meio /2 da solucdo de nitrato de sédio e a soldgafmsfato de sodio é
de 4 ml e para o meio f a quantidade € de 8 mtigéda dessas solucbes
assim como todos o0s procedimentos para o inicioexjperimento
ocorreram dentro da camera de fluxo laminar pataresontaminacao
(Figura 3 A-B).

As solucBes estoque de cada nutriente presenteeiwod®a cultura
foram preparadas separadamente e autoclavadaso exa®lucéo de
vitaminas que foi esterilizada por filtracdo (filtde membrana com
0,22um de porosidade) e guardadas em local asséptic

Todas as culturas foram mantidas com agitacao aaestcom
fluxo de ar atmosférico de 0,3 I/mim, sob iluminagcéonstante
(fotoperiodo integral, 24:0) empregando lampadasréiscentes tipo
Luz do Dia de 80 W, numa intensidade luminosa @&S85L.+85 lux
(irradiancia), utilizando luximetro digital micraaressado. A
temperatura foi mantida em 20 +0,5°C e a agua dcanilizada
apresentava salinidade média de 35,5.
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Figura 1: Equipamento usado durante experimentfpocéfnara de fluxo laminar;
(B) detalhe do galdo com a marcacéo previa de 8108@.000ml para auxiliar

na colocacdo da &gua e inoculo; (C) unidades awrpeatais dispostas

aleatoriamente na sala de experimento; (D) detdéhseringa que foi usada
para retirada de amostra.

Cada unidade experimental era constituida de uaogalastico
com capacidade de 5.000 ml, contendo 4.000 ml tierayuma pipeta
para aeracdo e um orificio para a retirada digialthuota (Figura 3)
para a determinacao da densidade celular. Diari@n@nculturas eram
agitadas, pois com aumento da densidade e peleertoacdo de
pigmentos a movimentagdo evitava o autossombreandest células e,
além disso, as culturas eram trocadas de lugaratalgira garantindo
que a distribuicdo da luz artificial fosse igualddpara todas as
unidades experimentais.

Avaliagéo do Crescimento

O crescimento das microalgas foi determinado pelmeato
diario da densidade celular por meio da elaboragéocurvas de
crescimento para avaliar a Densidade Celular M&x@&M), o Tempo
de cultivo (Tempo) e a Velocidade de Cresciment@éka cada espécie
em cada uma das unidades experimentais. As unidagesimentais
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foram inoculadas com densidades celulares préastathas para cada
espécieT. weissflogii - 10 x 108 células/mL;C. muelleri - 100 x 10
células/mL;Paviova_cf sp. - 300 x 1Bcélulas/mLe Isochrysis sp. - 200
x 10¢ células/mL.

Foram retiradas amostras das culturas a cada 2% la@os o
inicio dos cultivos a fim de determinar a densidamiular. As
contagens foram realizadas em microscépio 6tico @milio de
Cémara de Neubauer, sendo que o numero de céhdaesmondeu a
média de até trés contagens. Para contagem dasessflégeladas foi
utilizada solucéo de lugol acético (LOURENCO, 2006)

As curvas de crescimento foram elaboradas com asidimte
celular diaria da média das trés repeticbes de ¢atamento. A
Densidade Celular Maxima (DCM) foi definida comandximo valor
obtido em nuimero de células por mililitro, antesadmultura microalgal
alcancar a fase estacionaria da curva de cres@riedependentemente
do tempo transcorrido desde o inicio do cultivo.

O tempo de cultivo foi determinado pelo nimero ids gassados
desde o inicio do cultivo até o dia em que forrajedla a densidade
celular maxima.

A velocidade de crescimento (k), que representairoeno de
divisdes celulares da populacdo por unidade de defdia), foi
determinada pela férmula citada em Stein (1973)vefocidade de
crescimento especifica de cada unidade experimégitaleterminada
considerando o dia de cultivo que a populacdo etmardensidade
celular méxima.

Delineamento experimental

Foi aplicado um delineamento uni-fatorial 4 X 2nde quatro
espécies de microalga (fator 1) e duas concemsadiferentes de
nitrogénio e fésforo no meio de cultura. Foram deskidos
experimentos em blocos inteiramente casualizadws, tcés repeticdes
(trés blocos — em trés datas diferentes — cont@utis as combinacdes,
distribuidas ao acaso), totalizando 24 unidadesrargntais.

Para as andlises estatisticas dos dados foi emdpreganodelo
matematico proposto por Mendes (1985), para bldotsramente
casualizados. Em seguida foram empregados os pragrédS EXCEL
7.0, ASSISTAT 7.2 e STATISTICA 6.0. A normalidad® festada com
0 Teste de Kolmogorov- Smirnov (p<0,05) e a homegkade das
variangas foi testada através do Teste de Bafpeth,05). Como os
dados estavam normalizados e homogéneos foi entaregdANOVA
unifatorial e o Teste de Tukey.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento das microalgas esta representadoagresnte nas
curvas que se referem a densidade celular diara délulas por
mililitro) da média de trés repeticbes para cade@s. As curvas de
crescimento estdo representadas na Figura 2, oada espécie
apresenta duas curvas de crescimento uma parapd/éheioutra para o
meio f. Conforme pode ser observado nas curvaasexade inducdo ou
fase lag ndo foi percebida, foi inexistente ou nes@n ocorreu, pois a
diferenca na condicdo de cultivo antes do expeiionera discreta ou
guase nula. As espécies estudadas séo diferentesiasndimensdes
celulares, por essa razéao, o cultivo foi iniciadmalensidades distintas
sendo necessario desenvolver as curvas em diferergealas. O
comportamento das curvas para cada espécie fanbastemelhante,
uma vez que as condi¢bes de cultivos eram iguaisetanto a
densidade celular maxima alcancada para cada espétivada com o
meio f é superior a densidade celular maxima aldagcom o meio /2.

Na Figura 3 sdo apresentados os valores (médiatrédas
repeticbes) da densidade celular maxima (DCM),utadios para cada
espécie de microalga em cada meio f/2 e f. A difgaeentre a
densidade celular maxima foi evidente nas cultdesB weissflogii (de
até 71 x 1 cel/mL), C. muelleri (de até 1.725 x fael/mL), Paviova
sp. (de até 2.362 x i@el/mL) elsochrysis sp. (de até 1.753 x 10
cel/mL) cultivadas com meio f.

Houve uma grande diferenca entre a DCM encontratdaaza
espécie. Levando em consideracdo as distintas d@msrcelulares de
cada espécie e que essa diferenca de tamanhmiifluga absorcdo de
nutrientes, onde ha uma maior eficiénoi absor¢do de nutrientes
por células menores, devido a uma maior razdo superficie -
volume(LAVIN e LOURENCO, 2005).



Thalassiosira weissflogii —=—MEDIA TFLFI2
70 —&— MEDIA TFLF

a

DC (cel / ml x 104)

o d

0 1 2 3 4 5 6
Dias de Cultivo

" —&— MEDIA CMU Fi2
o Chaetoceros mulleri —a— MEDIA CMU F

1400
1200

1000

DC (cel / mi x 10¢)
o o
g 8

»
S

N
S

o

Dias de Cultivo

Paviova_cfsp —a— MEDIA PAV FI2
2500 —e—IMEDIA PAV F

DC fcel /i x 101)
g
H

5
Dias de Cultivo

soun - Isochrysis sp. =3

Iy
5 3
3 8

DC (cel /mix 10Y)
: 3
g

4
Dlas de Cultivo

Figura 2 Curvas de crescimento de cada uma dasiespgara meio /2 e
meio f. Onde TFL:Thalassiosira weissflogii, CMU:Chaetoceros muelleri,
IGA: Isocrysis sp. e PAVPaviova sp.



33

Os dados demonstram claramente que ha diferengéicsitva
na densidade celular méxima atingida com diferectesentracdes de
nitrogénio e fésforo no meio de cultura. Ha difg@significativa entre
a densidade celular maxima alcangada pelo meie figlo meio f em
todas as espécies, como pode ser observado naaTab&anchez,
Martinez, Espinola (2000) apresentaram parametireiticos de taxa
méxima de crescimento especifico psachrysis galbana onde o meio
Algal-1, que possui mais de trés vezes a quantidadeitrato que o
meio /2, apresentou taxa maior que o meio f/2imMsmo Poisson e
Ergan (2001) testando o meio de cultura Jones. €1.263) e 0 meio
Provasoli 1/3 descrito em Robert (1983) atingiusittades superiores
com o Provasoli 1/3 optando naquele momento pedodeste ultimo.
Desta forma, a opgao por um meio de cultura quermajs produtivo é
de grande interesse para o mercado assim comostemai de cultivo
eficiente.



TFL CcMU

%0 _ 2500
< <
o o

S 200 < 2000
E €

£ 150 = 1500
8 )
< 100 s

S S 1000

50 500

o 0

fi2 f 2 ¢
IGA PAV

< 2.500 < 250
S S
< 2.000 =

z Z 2000
£ £

3 1.500 T 1500
Q Q

< 1.000 2 1000

500 500

0 0

12 f 2 ]

Figura 3 Densidade celular maxima média para cadécée com o meio f/2 e como o meio f Onde THhalassiosira
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A habilidade em acumular nitrogénio nos periodos atta
concentracéo possibilita a sobrevivéncia do fitopién em periodos de
baixa concentragdo deste nutriente no ambienteahdRORTH, 1982).
Quando em cultivo, De La Rocha e Passow (2004) dstravam que
mesmo em situacfes onde o0 nitrato estad completanmamgente a
divisdo celular ndo cessou. As microalgas marirgaem acumular
nitrogénio inorganico quando a taxa da absorcaaiérmue as demais
taxas. O acumulo de nitrogénio inorganico podecsaiseqiéncia da
diferenca das taxas do passo prévio no process@sdenilacéo
(BERGES, 1997)

Ishida et al. (2000) testaram a tolerancia Talassiosra
weissflogii a diferentes concentracbes de ,.CB% 10% e 20%) e
avaliaram sua composic¢ao bioquimica e seu crestinoaide obtiveram
como densidade celular maxima os valores para eeotmacdo de 5%
de CQ 42 x 10 cell/mL e 44 x 1b cel/mL, esses valores estdo
préximos aos valores alcangados nos cultivos coi ff2 porem séo
inferiores aos valores alcangados com meio f pasma espécie no
presente estudo. Assim como em Zhukova (2004)utjliando o meio
f alcancou 28 x 10cel/mL, em um cultivo d&. pseudonana, onde tinha
objetivo de observar mudancas no ciclo de vidasgaae para verificar
mudangas na composi¢cdo dos lipidios, os valore®néacios no
presente trabalho sédo superiores.

Os valores para densidade celular maxima paveeissflogii em
Guerra, Romero e Mauri (2004) s&o similares aosrealobtidos nesse
trabalho para ambos dos meios /2 e f, entretant@she et al., (2008)
em unidades experimentais de 800ml e meio de euttoim quantidades
intermediarias entre /2 e f para fonte de nitrag@nfdsforo obtiveram
valores de densidade celular de 164 X tel/mL, superiores ao
alcancado nesse estudo. Quanto a velocidade denceeso Reinfelder
et al. (2000) alcancaram taxas de crescimentondoide 1,0 a 1,5 por
dia para estudos sobre cinética e crescimento esske amplitude foi
superior aos valores obtidos no presente trabalha gs mesmo géneros.

A densidade celular méxima alcancada nas cultue&s ohulleri
em meio f/2 foi similar aquela obtida por Aradjdsarcia (2005), que
testando diferentes temperaturas (20, 25 e 30sdlipidade (25 e 35) e
adicdo de C@para cultura d€. cf. wighamii, alcancaram a densidade
celular maxima de 730 x itcel/mL . J& Voltolina et al., (2008)
estudando o crescimento @e mulleri durante as estacbes do ano em
tanques abertos de producdo massiva obtiveram rgeirte dia de
cultivo 415 x 10 cel/mLe 95 x 10 cel/mLpara primavera e inverno
respectivamente, valores esses inferiores ao obégee estudo.
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Oshe et al. (2008) ao avaliar o crescimento dasoalgas em
sistema autotrofico estaciondrio, obtiveram osreslae 1.615,33 x 10
cel/mL, paraC. mulleri e 2412 x 1bcel/mL , paralsochrysis sp .
Valores estes superiores ao encontrado para ailtiessas espécies
com meio f/2, mas similares aos valores encontradoscultivo com
meio f, sendo que o meio utilizado no trabalho pi@ssua formulacao
mais préxima ao do meio f pela concentragcéo degétnio e fosforo.

Borges-Campos, Barbarino e Lourengo (2010), atiliip o
meio de cultura Walne (1996), produziram densideglalar maxima
paralsochrysis galbana de 800 x 16 cel/mL, valor menor do obtido
neste trabalho, porém, levando em consideracadalim inicial essa
densidade celular maxima alcancada no estudo far&w aos valores
presentes.

Avaliando o crescimento da galbana em meio de cultura f/2 e
meio de cultura com fertilizante agricola, ValeratiEspinoza; Millan-
Nufiez, Nufiez-Cebrero (2002) apresentaram valoreslioméde
densidade de 515 e 519 x*1&|/mL para o cultivo com fertilizante e
meio f/2, respectivamente, valores inferiores asoetmados no
presentes estudos, assim como, em Poisson e B@@h) que testando
0 meio de cultura Jones et al (1963) e o Provds@lidescrito em
Robert (1983) em cultivos de 500ml, obtiveram 244 80" cel/mLe
367,5 x 10 cel/mL respectivamente, em seguida cultivaram em
biorreatores de 2.000ml desenvolvidos com meio eéon rendimento
o Provasoli 1/3 descrito em Robert (1983), alcaamgadlensidade celular
de 578 x 16 cel/mL valor também abaixo do rendimento encomtrad

Quanto ao tempo de cultivo os valores de ValenzZidstanoza,
Millan-Nufiez e Nuafez-Cebrero (2002), Oshe et d008&, Martinez-
Fernandez et al. (2006) foram similares aos obtideste estudo,
entretanto, em Borges-Campos, Barbarino e Louréz@b0) e Fidalgo
et al. (1998) o valor em dias foi de 12 e 10 retsgmmente. Esse valor
distinto entre os dias de cultivos aferidos nogdest pode ser explicado
pela diferenca entre o tamanho das unidades expesiam e densidade
celular inicial das culturas.

Estudos sobre o efeito do sistema e da técnicaultivoc nas
caracteristicas bioguimicas Baviova lutheri obtiveram os valores de
2.300 x 10 cel/mLe 9.000 x 16 cel/mL para garrafdes de 10 litros e
fotobiorreator, respectivamente. Essa diferencee ergt valores obtidos
esta relacionada com a diferenca entre as unidegpsrimentais.
Cultivos semiconitinuos deP. lutheri em fotobiorreator, quando
empregados em condi¢des controladas, resultaraait@mrodutividade
(Ponis et al., 2006).



Tabela 3 Quadro resumo dos testes de comparagéédias para a densidade celular méxima (DCM),
tempo de cultivo (TEMPO) e velocidade de cresciméky. * (Tukey HSD com p < 0,05) e n = 3.
Desvio padréo entre paréntesis. Letras diferentiisdm diferencas significativas.

L. . DCM TEMPO k
E I Mei
specie €lo (cel/ml x 10 %) (dias) (divisGes/dias)
a c d
Thalassiosira weissflogii 12 52,0 (6.1) 3,3(0.,6) 0,72 (0,14)
f 66,7 (5,5)" 4,7 (1,2)° 0,61 (0,14)"
a c d
Chaetoceros muelleri /2 898,3 (201,4) 5,3 (0,6) 0,60 (0,11)
f 1.566,7 ( 332,9)° 5,7 (0,6)° 0,71 (0,13)¢
. /2 1.293,3 ( 245,5)2 5,7 (0,6)° 0,48 (0,10)¢
Isochrysis sp.
f 1.903,3 ( 307,7)° 7,3 (1,2)° 0,45 (0,05)¢
a c d
Paviova sp. /2 2.050,0 ( 75,0) 7,7 (0,6) 0,36 (0,02)
f 2.362,3 (62,5)° 7,3 (0,6)° 0,41 (0,03)¢

LE
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CONCLUSOES

O emprego do meio F — com o dobro da concentragio d
nitrogénio e fésforo, promoveu uma maior densidagdular nas
culturas deThalassiosira weissflogii, Chaetoceros mudleri, Isocrysis
sp. e Pavlova sp.

N&o houve diferenga significativa no tempo de ealthem na
velocidade de crescimento para nenhuma das espeéualégadas
independentemente da concentracdo de N e P utilizad
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