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1. APRESENTACAO

O fitopldncton ou microalgas sdo sintetizadores basicos de matéria orgdnica em
ambientes aquaticos. Estes sdo os maiores contribuintes para a produgio de biomassa do
oceano, lagos e reservatorios de dgua sendo esta salgada ou doce. Mesmo sendo mim'lscul‘os,.
o efeito da combinagdo de bilhdes ¢ bilhdes destas células resulfam na maior parte da
matéria vegetal consumida por animais superiores na cadeia alimentar (HOFF&SNELL,
1987).

O fitoplincton atua como principal responsavel pela ciclagem de nutrientes em
ambientes aquaticos, pois esta absorve nutrientes primarios como amonia, ur€ia, nitratos,
fosfatos e metais mantendo a qualidade da 4gua em que se encontram. Nutricionalmente, as
microalgas sio fontes de macronutrientes, vitaminas e tragos de metais para comunidades
aquaticas. Estas sdo ainda, fontes de proteinas, carboidratos e acidos graxos essenciais.

As microalgas sdo usadas na aquicultura como alimento de moluscos, peixes, larvas
de crustaceos ¢ zooplancton. Alguns organismos, como o caso dos moluscos, beneficiam-se
diretamente do fitoplancton durante todo o ciclo de vida, enquanto outros utilizam-se das
microalgas apenas em algum estagio do seu desenvolvimento.

Uma grande biomassa microalgal de alta qualidade ¢ primordial na aqiiicultura.,
principalmente na produgio de sementes de moluscos, onde as microalgas constituem o
inico alimento. Em Laboratérios de produgdo, o cultivo de microalgas gira em torno de
10% (LAING & HELM, 1981) a 54% (ROSA, 1999) do custo total da produgio de
sementes de moluscos. Desta forma o setor de microalgas do LCMM, deve constantemente
buscar alternativas para diminuir ou mesmo eliminar riscos que podem ocorrer na sua
producio, aumentando a eficiéncia produtiva e a qualidade nutritiva das microalgas. Neste
sentido, visando otimizar a produg¢io de microalgas do Laboratorio de Cultivo de Moluscos
Marinhos, verificou-se¢ neste trabalho, o efeito de CO; na produtividade da microalga

Skeletonema sp.



2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito do fornecimento de CO, nos cultivos de Skeletonema sp. em

volumes de dois litros sob condi¢des controladas (sala de cepas).

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter ¢ comparar as curvas de crescimento de Skeletonema sp. com aeragdo

enriquecida com CO; e sem CO;,

Determinar as densidades celulares maximas nos cultivos de Skelefonema sp. com

aeracdo enriquecida de CO; ¢ sem CO,,

Determinar o tempo de cultivo (dias) da microalga Skeletonema sp., nos diferentes

tratamentos com ¢ sem COs.

Determinar velocidade de crescimento na fase exponencial da microalga

Skeletonema sp para os diferentes tratamentos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 - MICROALGAS UTILIZADAS NA PRODUCAO DE MOLUSCOS

As espécies de microalgas, utilizadas na produgdo de moluscos, sio selecionadas de
acordo com Varios critérios, sendo o valor nutricional ¢ a facilidade de cultivo, os principais.
O tamanho ¢ forma das células, o tipo de parede celular ¢ sua composi¢do quimica, sio
outros critérios quer ndo podem ser esquecidos (FULKS, 1991).

Uma caracteristica importante na alimentacdo de organismos marinhos ¢ 0
fornecimento de uma dieta diversificada, combinando duas ou mais espécies de microalgas
para satisfazer as necessidades nutricionais destes animais. A espécie escolhida varia com 0
estadio de desenvolvimento do animal cultivado (BORGNE, 1990 & ALVEAL et. al, 1995).

O LCMM tem uma produgdo didria de 12.000 litros de microalgas cujas
concentragdes variam de 80 x 10% cél.mL™ a 700 x 10° céls.mL"" , dependendo da espécie ¢
de sua etapa de produgdo (sacos ou tanques). As espécies cultivadas sdo : Chaetoceros
calcitrans, C. muelleri, Thalassiosira pseudonana-3H. Isochrysis sp. (TISO), Skeletonema
sp. , Nannocloropsis oculata, Tetraselmis suecica e T. tetrathele para alimentagdo de larvas,
sementes e reprodutores de ostras ¢ vieiras. As diatoméceas ¢ a dinoflageda Isochrysis sp.
sdo as principais espécies cultivadas. As larvas de Crassostrea gigas sdo alimentadas,
inicialmente, com Isochrysis e Skeletonema. A medida que a larvas vio crescendo, as
diatomadceas sdo acrescentac'las na dieta assumindo uma percentagem maior, até atingir 70%

do alimento fornecido (comunicagio pessoal SILV A, 2001).

CARACTERISTICAS DA MICROALGA Skeletonema sp.

As diatoméceas estio presentes em mais de 250 géneros, sendo que estes estdo
divididos em aproximadamente 100.000 espécies que incluem um grande numero de algas
unicelulares e coloniais (HOEK et al, 1993). Segundo SMITH (1979), a primeira
caracteristica ¢ diagnose diz respeito & membrana celular, intensamente silicificada e
constituida por duas partes que se encaixam como as duas partes de uma placa de Petri.

Dentro destas existem um ou numerosos cromatoforos, desde amarelos a acastanhados, de



forma diversa ¢ providos de clorofila a e ¢, beta-caroteno, um caroteno especial ¢ varias
xantofilas, a maior parte das quais s6 existe nas diatomaceas.

Ainda segundo SMITH (1979), a reprodugio ¢ feita por divisdo da célula em duas de
tamanho levemente diferente. O primeiro indicio de divisio é o aumento de volume do
protoplasto que provoca um ligeiro afastamento da epiteca ¢ hipoteca, que sdo as dois
tecidos formadores da membrana celular. Segue-se com a divisdo mitotica do nucleo. A
utilizacio das meias membranas como as epitecas das células filhas traz como conseqiiéncia
que uma destas tem o mesmo tamanho da célula inicial ¢ a outra levemente menor. Em
teoria, desta progressiva diminui¢do de grandeza de certa células resultaria numa populagdo
com certas células levemente mais pequenas ¢ apenas uma unica do mesmo tamanho. Mas
segundo lei de Macdonald-Pfitzer (op cit.), a progressiva redugdo de tamanho nio continua
indefinitivamente, porque as células de certa grandeza minima originam auxodsporos, que
sio produtores de células vegetais com as dimensdes méaximas da espécie. Estes auxosporos
dividem-se em duas células vegetativas. Nas diatomaceas pertencentes 4 ordem Centrales o

auxésporos sio formados por uma célula velha ou por uma recentemente formada.

Skeletonema é uma microalga cujas células variam de 3-6um de comprimento, ¢ 3-

5um de largura, as células desta microalga formam cadeias cadeia, ¢ o niimero de células

por cadeia chegam em até seis (CCMP, 2000).

3.2 — Condigoes ideais para o crescimento de microalgas.

O crescimento regular de populagdes de algas depende da interagdo de fatores
fisicos, quimicos e biolégicos. Em um laboratério de produgio de microalgas ¢ de interesse
que estas se reproduzam na forma vegetativa. Isso é conseguido ¢ mantido com o simples
fornecimento de condigdes ideais de crescimento ¢ a transferéncia de uma porgdo de células
para um novo ambiente antes que a populagio atinja niveis criticos, como por exemplo
esgotamento de recursos (MORALES, 1991).

Portanto parametros como luz, pH, salinidade, temperatura, movimento do meio de
cultura, quantidade e qualidade de nutrientes s3o fatores que devem ser controlados desde o
inicio do cultivo, ainda mais por estes organismos serem fotoautotréficas (HOFF&SNELL,

1987; LEVINTON, 1995).



Luminosidade

A luz ¢ fonte de energia, fator vital para que ocorra fotossintese (FULKS et al,
1991). As algas marrons sio adaptadas a diferentes comprimento de onda (BORGNE,
1999). Normalmente em intensidades luminosas varidveis de 2500 a 5000 lux, tem-se o
crescimento otimo das microalgas (SNELL & HOFF, 1987).

O transporte de carbono inorganico e seu acimulo ¢ um processo ativo, cuja
evidéncia ¢ o processo da fotossintese. Se a luminosidade for o fator limitante, este regula a

capacidade das células do transporte de carbono inorganico dissolvido (BEARDALL, 1998).

Temperatura

A faixa de temperatura na qual as microalgas tém melhor crescimento se encontra
entre 18 a 22°C, sendo que cada espécie tem o seu minimo, maximo ¢ temperatura otima.
Abaixo desta faixa o crescimento algal é desacelerado, e as espécies mais frageis podem ser
perdidas. Temperaturas acima de 35°C geralmente sdo letais para a grande maioria da
microalgas cultivadas para alimentagio na aquicultura (HOFF & SNELL, 1989).

Temperaturas elevadas aumentam a atividade metabolica em plantas marinhas, mas
também causam a diminui¢io da solubilidade de CO, (BEARDALL et al, 1998).FULKS
(1991), porém, cita que culturas devem ser mantidas a temperaturas mais baixas mas que

ndo afetem o crescimento das algas, pois assim estara se evitando o crescimento de

bactérias.

Aeracao

A maioria dos cultivos sedimentam-se, sendo assim é necessario que estes sejam
homogeneizados todos os dias, no caso de pequenos volumes sem aeragdo. A agitacdo da
cultura é essencial para manter nutrientes e células bem distribuidas para absorgdo de luz,
que ¢ um problema em culturas de alta densidade. Nesses casos, a baixa acragdo faz com
que haja perda na produgdo por sombras que as proprias células acabam fazendo ¢ / ou por
foto-inibigio (diminuigio da taxa de fotossintese pelo excesso da luz). Para culturas
externas, este processo impede estratificagdes termais, precipitagdes causadas por metais
pesados, ¢ deposigdo de matéria orgnica. Comprovou-se que culturas acradas renderam 3%

mais do que as nio acradas (BORGNE, 1990).



As diatomdiceas sdo organismos cujas células precisam de silica para o scu
desenvolvimento. Portanto, suas paredes celulares sdo ricas em silicato de sédio, que faz
com que tenham densidade maior que a da agua. No caso da Skeletonema sp., que ¢
formadora de cadeias, verifica-se seu afundamento mais facilmente, tendo entdo grande
importancia a aeragdo em cultivos com estas microalgas (HOEK, 1993; LEVINGTON,
1995).

Esterilizacao
Organismos que naturalmente estdo presentes na dgua do mar, € que irdo competir
com o crescimento das microalgas, devem ser eliminados. Estes organismos podem ser

outras espécies de fitoplincton, zooplancton ou bactérias (BORGNE, 1990).

3.3 - Dioxido de carbono e pH

A concentracio de substancias 4cidas e bésicas, na dgua do mar ¢ regulada por
processos bioldgicos, fisicos ¢ quimicos (LITTLEPAGE & FINNIGAN, 1991). Quando
nenhum destes é alterado o pH da agua marinha é mantido em torno dos valores de
neutralidade, através de um auto equilibrio conhecido como efeito tampdo ou sistema
carbonatos. Gés carbonico, dgua e carbonatos sio envolvidos. O CO, reage com a agua de
tal forma, que no final tem-se para cada molécula de CO,, uma molécula de CO; *
(carbonato) mais dois ions de hidrogénio (H"). Nessas condigdes pode-se dizer que a
quantidade deste ion livre (H') ¢ que determina a acidez de um ambiente - quanto mais H'
na agua, mais baixo pH (pH 4cido). Mas, por outro lado, a reagdo contraria envolvendo o0s
carbonatos (CO; ¢ HCOy') ¢, novamente a 4gua, libera desta vez, duas moléculas de OH,
elevando o pH.

Entretanto, este equilibrio com a presenga das microalgas ¢ quebrado. As microalgas
retiram o CO, ¢ ainda liberam metabdlitos que contribuem para a elevagdo do pH (pH
alcalino), de tal forma que criam condigbes altamente desfavoraveis para a propria
sobrevivéncia.

Valores altos de pH ndo somente limitam a disponibilidade de carbono para as algas,

como também a dos demais nutrientes. A concentragdo do ion hidrogénio muito alta ou
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muito baixa, ira diminuir o crescimento algal por interrupgdo dos processos celulares
(FULKS & MAIN, 1991).

A eficiéncia da fotossiniese realizada pelas microalgas da-se gragas a existéncia do
mecanismo de concentragdo de CO,, que ¢ realizado pelo transporte ativo de carbono
inorganico e por uma enzima carbdnica, a anidrase - CA (KURANO, 1998).

A capacidade das microalgas no transporte de carbono € o seu acimulo em suas
células é controlado por varios fatores ambientais. Primeiramente, a regulagdo ocorre pelas
mudangas das fontes de CO, para as células: estas podem ser afetadas por fatores como
salinidade, temperatura, atividade bioldgica, assim como pelas mudangas nas concentragoes
de carbono inorganico dissolvido no meio. Além de restrigdes na capacidade de geragdo de
ATP, pelo disponibilidade de luz ou nutrientes (BEARDALL et al. 1998).

Em culturas com pH neutro, a molécula mais abundante de carbono inorgénico
dissolvido é o bicarbonato, enquanto que CO, livre é 0 componente em menor concentragdo.
No entanto CO, livre passa muito mais facilmente pela membrana celular pela forga do
gradiente de densidade, enquanto que o ion bicarbonato ndo consegue. Algumas células t€m
a CA, na parte externa da membrana celular. O ATP produzido no ciclo de fosforilizagdo ¢
usado como fonte de energia para o sistema de transporte.

A suplementagio de meio de cultura com altas concentragdes de CO, pode causar
acidificagdo tanto em ambientes extra como intracelulares devido a formagdo de substincias
acidas no curso de hidratagio do CO, . Muitas reagdes enzimaticas na fotossintese ¢ no
metabolismo podem ser inibidas quando o pH estd baixo. No entanto, a habilidade de
manter o pH intracelular estavel é um dos fatores importantes no crescimento rapido quando
células estdo expostas a altas concentragdes de CO,.

A adicio de CO, deve ser proporcional ao assimilado, para que o pH ndo se torne
acido. Isto é devido ao equilibrio do bicarbonato de sédio, CO, e o ion hidroxido, da
solugdo tampdo contra a variagdo de pH (FULKS, 1992)

As formas de carbono absorvido pelas algas sdo: CO,, H,CO3; ¢ HCOs;. Em pH 7,2 -
8,5 vamos encontrar maiores disponibilidades destes elementos.

Os laboratérios que exploram altas concentragdes de microalgas, principalmente em
sistemas continuos ¢ semicontinuos, utilizam CO, para manter o pH em torno d¢ 7,2 - 8,5

(GOMES, 1986; BOURNE et al., 1989; URIBE , op cit.). Alguns, inclusive, utilizam-no
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em todo o sistema de produgdo. A amplitude de pH das espécies de microalgas cultivadas
esta entre 7 ¢ 9, com a faixa otima entre 8,2-8,7 (COUTTEAU, 1996). No entanto,
KAPLAN et al. (1986), citado por FULKS & MAIN (op cit.) descobriram que enquanto a
concentragio de Fe™ mantiver-se alta o suficiente, a [sochrysis galbana cresce iguaimente
bem entre uma faixa de pH de 5,0 a 9,0.

Aplicagdo de 1 a 5% (GOMES, op cit.) € 2 a 4% (BOURNE et al., op cit.) de CO;
s3o realizadas através do sistema de aeragdo ou em linhas independentes. Alguns
laboratérios utilizam aplicagBes diretas (pequenas quantidades); outros aplicam a intervalos
regulares; enquanto que outros, utilizam sofisticado sistema automdtico, medindo
constantemente o pH e injetando CO, sempre que o pH atinja um valor pré-estabelecido.

Devido aos altos custos do CO,, laboratérios em paises mais pobres, quando
trabalhando com luz direta, optam pela nio utilizagio deste clemento. Nesta situacdo, as
intensidades de aeragido sio mais exploradas - o ar contém cerca de 0,03% de CO,
(GOMES, 1986; COUTTEAU,1996) - ou algum periodo de escuro (controle de fotoperiodo
por “TIMERS™). Nestas condigdes a injegio de CO, puro passa a ser uma opgdo em caso de
necessidade de superar alguma falha na produgio.

As microalgas, na auséncia de luz, cessam a fotossintese passando a consumir O, e
liberar CO, (respiragdo). Com isso, o pH volta as condigdes normais. Doze horas de luz e
doze horas de escuro, podem manter o pH proximo aos valores de neutralidade (BOURNE

et al., 1989).

Salinidade

A tolerincia de fitoplancion marinho a mudangas de salinidade ¢ muito grande.
(FULKS, 1991). A maioria das microalgas cultivadas em laboratorio, cresce em salinidades
um pouquinho mais baixas que as de seu habitat natural (BORGNE, 1990).

Salinidades entre 25-30%o0 sio no geral as recomendadas para cultivo de microalgas

(HOFF&SNELL, 1987).

Meio de cultura e nutrientes

O meio de cultura utilizado deve ter em sua composi¢do nutrientes que sdo
naturalmente encontrados no mar, mas deve ser enriquecido no caso de cultivo de

microalgas pois a concentrago destas ¢ muito maior em cultivos comerciais (COUTTEAU,
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1996). A agua usada para fazer este meio de cultura pode ter sido filtrada ¢ ter passado por
radia¢io UV (FULKS, 1991).

Concentragdes de células de fitoplancton geralmente sdo muito maiores do que no
meio ambiente. Nitrato, fosfato ¢ silicato de sédio sio normalmente usados no cultivo de
diatomaceas. Tragos de metais e vitaminas podem ser adicionadas em quantidades muito
pequenas (BORGNE, 1990).

Segundo THOMPSON (et af., 1992), quando nitrato € limitante em um meio de
cultura, ocorre aumento da concentragdo de carboidratos a nivel intracelular na diatomacea
Thalassiosira pseudonana, o que modifica o seu valor nutricional para alimentagdo de

bivalves.

3.4 —Fases de crescimento de uma populagiio microalgal.

Sendo a estimativa de crescimento de cada espécie de microalga o ponto mais
importante para o dominio da produgio, para se obter maiores concentragdes de algas em
menos tempo ¢ maior qualidade, contagens diarias das células de Skeletonema sp. foram
realizadas para a montagem da curva de crescimento, onde serd determinado a fase ou o
periodo de maior velocidade de aumento da concentragdo (k) durante a fase exponencial. Se
o inéculo se encontra ainda com qualidade desejada no periodo maior k, maiores sucessos
nas repicagens serdo sempre obtidos.

A curva de crescimento nada mais é do que o aumento do nimero de células num
determinado espago de tempo. O crescimento de um cultivo de algas ¢ dirctamente
influenciado por fatores fisicos, quimicos e biolégicos, dependendo da integragio mutua
destes para um bom desenvolvimento.

Segundo McVEY (1986) a curva de crescimento pode ser dividida em cinco fases ou
etapas de desenvolvimento:

1 - Fase de ajuste (Iag): é a etapa que as algas passam de adaptagdo as novas condigdes de
cultivo, apods serem repicadas. Esta fase € curta, ndo havendo aumento significativo na
populagao.

2 — Fase exponencial (log): nesta as células se duplicam sucessivamente em intervalos de
tempos iguais.

3 - Fase de diminui¢do do crescimento: fase na qual o tempo necessério para duplicagdo

do ntimero de células é maior, reduzindo assim a taxa de crescimento. Isto ocorre pois a
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quantidade de nutrientes disponiveis a célula estdo escassos no meio de cultura, ¢ porque hd
um aumento na concentragio de metabolitos ¢ uma redugdo da atividade fotossintéiica pelo
aumento da densidade populacional, que acaba reduzindo a disponibilidade de luz por
unidade de célula.

4 —Fase estacionaria: esta fase também € curta e nio ocorre aumento da populagdo. A taxa
de crescimento ¢ compensada com a taxa de mortalidade celular.

5- Fase de morte: a taxa de mortalidade supera a de multiplicagdo celular, como resultado
da falta de nutrientes ¢ a ocorréncia de metabdlitos toxicos produzidos pelas proprias
células. Nesta fase pode-se encontrar contaminagio microbiana devido a lise das células,
que podem causar a morte de uma larvicultura, por exemplo.

No geral, é melhor que as microalgas sejam repicadas quando elas estio na fase log,
pois células nesta fase irdo se duplicar mais rapidamente do que as células em outra fase.
Segundo FULKS (et al, 1991) nesta fase as células, relativamente, contém uma proporgao
maior de proteina que em outras fases de crescimento, ¢ que células na fase estacionaria

contém maior proporg¢do de carboidratos.

3.4 — Estimativas de crescimento

O crescimento das microalgas é avaliado pelo incremento do niimero de células, por
meio da curva de crescimento, da velocidade de crescimento especifico (K) e do tempo de
duplicagdo STEIN (1973). Com os dados da densidade celular diaria € possivel estabelecer

os demais pardmetros de crescimento.
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4.6 - MATERIAS E METODOS

4.1.  Local e periodo de estudo

Este trabalho foi desenvolvida na sala de cepas do setor de Algocultura do
Laboratério de Cultivo de Moluscos Marinhos (LCMM), Departamento de Agiiicultura,
Centro de Ciéneias Agrérias da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O
Laboratério estd situado na Barra da Lagoa, s margens da Lagoa da Conceiglio, Ilha de
Santa Catarina, 3 27°35°S ¢ 48°27'W.

4.2. Material biolégico

A microalga utilizada foi Skeletonerma sp(Fig.1), procedente do Laboratério Island
Scallops Ltda, BC, Canadd. De acordo com informag¢do pessoal de Barb Hunting, esta
especie foi adquirida do Provasoli-Guillard National Center of Culture of Marine
Phytoplankton, sob o codigo CCMP795-ARC3.

O género utilizado faz parte da classe das Bacillariophyceae, que é subdividida em
trés classes, na qual a nmicroalga Skeletonema sp. estd classificada como
Coscinodiscophyceae. A Ordem pertencente desta é a Centrales, formado pelas diatoméceas
céntricas (HOEK et. al., 1993).

Figura 01 - Fotemicrografia da alga Skeletonema sp.(aumento 1000x).
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4.3. Descri¢do do experimento

O estudo sobre o crescimento da microalga Skeletonema sp. consistiu de dois
tratamentos, sendo um o ar enriguecido com 0,5% de CO, e outro sem o fornecimento
deste gas. Cada tratamento teve trés repeti¢des totalizando seis unidades experimentais.

Os testes foram realizados em cultivos com volume de 2 L, meio de cultura F/2
Guillard modificado (OLIVEIRA, 1998), salinidade de 28%, ¢ iluminagdo constante de
6000 lux. Os valores de temperatura e pH foram coletados diariamente como auxilio de
um pHmetro (HI 8314) (anexo 1).

Cada frasco de cultivo recebeu aeragdo continua com um fluxo de 2L.min"". Nas
séries com enriquecimento de CO,, estes teveram uma concentragdo de 0,5% do volume

da aerag@o.

Fig. 02 - Unidades amostral do experimento

A densidade inicial nos frascos foi de 1x10*cél/mL. As células foram transferidas
de um erlenmeyer (125mL) com densidade celular de 607,55 x 10%céls/mL, que resultou
da média feita a partir de cinco contagens. O calculo da diluigdo foi feito do seguinte
modo:

Ci.Vi=C.V,,
Onde:

C, e Cy: concentragdo do inoculo (C,) e concentragdo desejada (C»)

Ve V,: volume a ser transferido(V;) € volume estabelecido (V3).

Ci.V;=CuV,-->607.55x V=1 x 2000

V=33 mL do cultivo de 125mL a ser transferido para cada unidade experimental
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As densidades celulares foram determinadas diariamente pelo uso de camara de
Newbauer ou hemocitometro ¢ de um microscopio otico OLYMPUS BX-30F4 com camara
de video colorida anexa da marca SONY UPC-1010. As amostras foram contadas trés vezes

para cada repetigdo.

4.4 Curvas de crescimento

Foram ajustadas as curvas de crescimento para Skeletonema sp. . com auxilio do
programa Statgraph 7.0, utilizando-se a média das densidades cclulares das trés repetigdes.
para os tratamentos com ¢ sem CO;,

A densidade celular maxima refere-se ao maximo encontrado para este parametro em
cada cultivo, independente do tempo necessario para que fosse alcangada. A unidade
utilizada é namero de células por mililitro.

As curvas foram ajustadas pela aproximagdo a curva logistica segundo PINDICH E
RUBENFELD (1981) aplicando-se as seguinte formulas:

Y=Ky/1 + (K, — No/N,). e™,
onde:

Y= densidade celuiar

K, e K, = parametros da curva logistica

N,= densidade celular mnicial

R= velocidade de crescimento

T= tempo em dias

Os dados das curvas obtidos e aqueles das curvas ajustadas foram considerados
correspondentes quando o coeficiente de determinagdo (r*) foi igual ou superior a 0,80
(COSTA NETO, 1977).

A velocidade de crescimento especifico (k), a qual representa o numero de divisoes
celulares da populagio por unidade de tempo (dia), foi determinada através da formula
apresentada por STEIN (1973):

K=(3,322/(T, - T,). (Log N2/Ny),
Onde:
K= velocidade de crescimento
3

322 = fator de conversdo do logaritmo base 2 na base 10
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(T,-T; ) = intervalo de dias
N, = densidade celular inicial
N,= densidade celular final

Log = logaritmo em base 10

A velocidade de crescimento especifico de cada unidade experimental foi obtida

considerando-se o dia de cultivo no qual a populagio alcangou a maxima densidade celular.

4.5 Analise dos dados
Foram ajustadas as curvas de crescimento para Skeletonema sp. utilizando-se a
média das densidades celulares nas trés repeti¢des. para os tratamentos com e sem CO, com
o programa Statgraph 7.0 A analise de varidncia foi calculada pelo programa Excel 6.0.
Para analise estatistica dos dados foi utilizado o programa Excel 6.0. Os parametros
de densidade celular méxima, tempo de cultivo ¢ velocidade de crescimento, foram

analisados através de ANOV A, fator unico.
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5.0 - RESULTADOS

5.1. Curvas de crescimento
As curvas de crescimento da espécie estudada com e sem o enriquecimento do ar
com CO, sio apresentadas na figura 3. Os pontos indicam os valores obtidos e a linha

indica os valores da curva ajustada.
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Figura 3 - Curva de crescimento da microalga Skeletonema sp. para os tratamentos
sem CO; (a) e com CO; (b). 19



Observa-se que em todas as combinagdes as curvas sio do tipo exponencial ¢ que
os coeficientes de determinacdo (r%) foi de 0,98 no tratamento sem CO, ¢ de 0,99 no

tratamento com CO,.
5.2. Densidade Celular Maxima (DCM)

Na Tabela 01 estio apresentados os valores das densidades celulares obtidos no
decorrer do experimento para os dois tratamentos. Pode-se observar que a densidade
celular maxima para os cultivos sem CO, foi obtida somente no nono dia de cultivo,
tendo sido de 2128,61 x 10* + 156,670 x 10* céls.mL™ | enquanto que para os cultivos
tratados com CO, a densidade maxima foi obtida no quinto dia do experimento, tendo
alcangando concentragdo de 2676,55 x 10* + 220,644 x 10* cél.mL™. Para o mesmo
periodo, a densidade obtida no tratamento sem CO; foi de 1060,53 x 10° cél.mL™. Os
resultados de densidade celular maxima no decorrer do experimento nio mostraram
diferengas significativas na interagdo dos tratamentos (p>0,05) como apresentado na

Tabela 02.
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Tabela 01 - Valores médios de densidade celular diarias e seus respectivos desvios

padroes.

Dias de cultivo Média e desvio padrio das densidades celulares
Tratamento sem CO, Tratamento com CO;,
Media (10°cél.mL™) DP Media (10°cél.mL”")  DP

0 1 0 1 0
1 9.66 +2,432 3.16 +1,607
2 22.16 +5,698 17.46 13,326
3 98.316 +27,533 157.26 +34,375
4 526.11 +139,896 1581.66 +387,201
) 969.44 £156,670 2676.55 220,644
6 1060.53 +166,988 2483.44 £530,373
7 1693.883 332,874

8 2013.867 +505,629

9 2128.61 +406,325

10 1757.11 551,476

Tabela 02 — Analise de varidncia para densidade celular maxima em ambos

tratamentos

Tratamentos Contagem Soma Meédia Variancia
Com CO, 3 8621.66 2873.88 316333.2
Sem CO, 3 6430.83 2143.61 183312.7

Tratamentos SQ Gl MQ F Valor-P F critico
Entre grupos 799956 1 799956 3,202092  0,14807 7,70865
Dentro dos grupos 999291,8 4 249823
Total 1799248 5
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5.3~ Tempo de cultivo (dias)

Na Tabela 01 estdo apresentados os dados referentes ao tempo (dias) para obtengdo
da densidade celular maxima (DCM) dos cultivos em estudo. Pode-se observar, por meio
da tabela 03 que houve diferenga significativa do tempo de cultivo entre os tratamentos
para alcan¢ar a DCM, sendo de 05 dias para o tratamento com CO; ¢ de 09 dias para o

tratamento sem CQO, .

Tabela 03 — Analise de varidncia para o tempo de cultivo em relacdo a densidade

celular

Tratamentos Contagem Soma Média Variancia
Com CO, 3 15 5 0
Sem CO, 3 26 9 0,333333

Tratamentos SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 20,16667 1 20,16667 121  0,000388 7,70865
Dentro dos grupos ~ 0,666667 4 0,166667
Total 20,83333 5

5.4 Velocidade de crescimento

Os valores de wvelocidade de crescimento (K) em numero de divises da
populagdo por dia, para os dois tratamentos estio apresentados na Tabela 04. Conforme €
apresentado na Tabela 05, os resultados de velocidade de crescimento para o dia de
cultivo mostraram diferengas significativas (p<0,05). Sendo de 2,270969 para o
tratamento com CO, ¢ de 1,285473 para o tratamento sem CO,.

Tabela 04 — Médias de velocidade de crescimento(k) na fase exponencial dos

cultivos de Skeletonema sp. com CO; e sem CO,.

Tratamentos Velocidades médias e desvios padrdo
Com CO, 2,276646 + 0,023271
Sem CO, 1,280818+ 0,118089
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Tabela 05 - Analise de variancia para velocidade de crescimento em ambos

tratamentos
Tratamentos Contagem Soma Média Variancia

Com CO, 3 6,829939 | 2,276646 0,000542
Sem CO, 3 3,842454 1,280818 0,014587

Tratamentos SQ gl MQ F Valor-P | F critico |
Entre grupos 1,487511 1| 1,487511| 196,6527, 0,00015] 7,70865
Dentro dos grupos 0,030257 4/ 0,007564
Total 1,517768 5

5.5 Parametros ambientais

A temperatura da sala de cepas manteve-se constante a 21°C no decorrer do
experimento. Os valores de T°C e pH estdo apresentados na Tabela 06. A temperatura
dos cultivos variou de 20,86 a 21,9°C nos cultivos com CO, ¢ de 20,36 a 22,76°C nos

cultivos sem CO,.

Os valores de pH estdo apresentados na Tabela 06, nas culturas com CO; este

parametro variou de 6,51 a 7,05 ¢ nas cultura sem CO, variou de 7.24 a 9.08.

Tabela 06 —Valores didrios de pH e temperatura (°C) dos cultives de Skeletonema

sp. tratados com CO; e sem CO,.

Dias de Tratamento com CO, Tratamento sem CO,

cultivo pH T°C pH T°C
0
1 7,49 20,86 8,04 20,46
2 6,55 20,53 7,89 21,7
3 6,51 21,4 7,80 19,8
4 7,02 20,66 8,14 20,86
5 6,88 21,9 8,22 20,36
6 6,83 20,8 8,68 22,76
7 8,54 21,26
8 9,01 20,5
9 9,02 19,16
10 8,96 22,46
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6.0. DISCUSSAO

Fmbora o use de 0O, em cultivos de micrealgas seja uma téonica utilizada
internacionalmente, inclusive para os cultivos em grande escala, poucos sdo os trabalhos
que falam sobre o efeito deste gs na produtividade dos cultivos de microalgas. Neste
trabalho este efeito foi observado onde a média de densidade celular maxima no quinto
dia do experimento dos cultivos tratados com CO, foi 2,76 vezes maior do que a do
cultivo que ndo recebeu o enriquecimento com gds. O incremento na densidade celular
com o uso do CO, também foi relatado por HERNANDEZ-MOLEJON et al. (1997) e
LAING (1991), que verificaram um aumento de produtividade de 1,9 ¢ de 5 vezes,
respectivamente, nos cultivos. De acordo com CANOZZI et. al. (2000) em experimentos
também realizados no LCMM a adigio de CO, nos cultivos de Chaetoceros calcitrans €
C. muelleri proporcionou um incremento de 43% ¢ 130% na densidade celular maxima,
respectivamente.

Segundo McVEY (1986) a curva de crescimento pode ser dividida em 5 fases ou
etapas de desenvolvimento, no entanto neste trabalho, nas curvas ajustadas, podemos
observar somente as fases exponencial ¢ estacionaria. Sendo a exponencial do dia 1 ao
dia 5 no tratamento com CO, ¢ do dia 1 ao dia 6 sem CO,. Cultivos de microalgas com
volumes de 2 L geralmente s3o usados para iniciar cultivos de maiores volumes, sendo
assim, aplicando aos resultados da curva de crescimento, metodologias de produgdo,
poderiamos propor baseados em MORALES (1991), que as repicagens para volumes
maiores devem ser feitas um ou dois dias antes que as microalgas entrem na fase
estacionaria, portando os dias ideais de repicagem sdo o quinto para o tratamento sem o
uso de CO; ¢ o terceiro para o tratamento com este gas.

O pH nos cultivos sem CO, variou de 7,8 a 9,02, estando dentro da amplitude de
pH indicada para cultivo de microalgas (COUTTEAU, 1996). Nos cultivos com CO; 0
pH variou de 6,51 a 7,49, de acordo com GOMES (1996), BOURNE (et al, 1989) a faixa
de pH ideal para um cultivo de microalgas ¢ de 7,2 a 8,5, o que indica que neste cultivos
o pH esteve um pouco abaixo da faixa ideal, sendo assim € dificil utilizar o parametro
pH para avaliar os resultados obtidos neste experimento. Poderiamos propor o que o que
pode ter influenciado os cultivos tratados com CO, tenha sido o uso de carbono como
nutriente. De acordo com Morales (1991) o carbono ¢ citado como um dos
macronutrientes necessarios par ao crescimento e reprodugdo das microalgas (STEIN,

1993; KURANQ, 1998)
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De acordo com FULKS (et al, 1991), o uso de CO, melhora a qualidade
nuiricional das microalgas, esta citagdo juntamente com os resultados positivos de
aumento da produtividade ¢ redugdo do tempo de cultivo justificam o uso de CO; na
produgio de microalgas, mesmo sendo este um custo adicional. De acordo com ROSA
(1999), um litro de microaiga cultivada na sala de cepas do LCMM custa R$ 13,61 com
adi¢do de CO; ¢ R$ 12,68 sem a adigdo de CO,. A utilizagdo do CO; eleva os custos em
aproximadamente 7%, no entanto o incremento na produtividade seria de 276% sobre a
densidade maxima do cultivo, o que indica um aumento da eficiéncia produtiva.

Nio foram encontrados trabalhos que descrevessem a utilizagio desta espécie em
laboratorios de produgdo de moluscos, no entanto sabe-se por meio de comunicagio
pessoal (PEREIRA, 2001) que esta espécie é utilizada com sucesso na alimentagdo de
larvas ¢ sementes de moluscos em laboratorios do Canada ¢ Estados Unidos. Um dos
pontos positivos desta espécie, na visdo do algocultor, é a facilidade de cultivo,
conseguindo-se altas concentragbes em tanques do massivo, € na visdo do larvicultor, ¢
a possibilidade de introduzir nos primeiros dias de larvicultura mais uma espécie, uma
vez que esta microalga é pequena ¢ pode ser utilizada na dieta de larvas em estigios

iniciais, proporcionando uma dieta mais nutritiva ¢ diversificada.
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7.0 - CONCLUSOES

A utilizagdo de CO;, nos cultivos da microalga Skeletonema sp. prorporcionou:
Maior Densidade celular maxima (DCM) no quinto dia de cultivo.

- Maior Velocidade de crescimento na fase exponencial

Redugdo de 04 dias no Tempo de cultivo para obten¢do da DCM
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8.0 - RECOMENDACOES

Avaliar a composigdo quimica dos cultivos da microalga Skeletonema sp.,
com o uso do CO; € sem o uso deste..

Verificar o efeito do uso de CO, nas microalgas sobre a sobrevivéncia larval
de moluscos produzidos no LCMM.

Realizar outros experimentos com o objetivo de avaliar a melhor faixa de pH
para o incremento da densidade celular assim como para a melhor

composi¢io quimica nos cultivos de Skeletonema sp.
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10.0 — ANEXOS

ANEXO 1 - FICHA DE MONITORAMENTO DE pH E TEMPERATURA
SETOR DE MICROALGAS

Data de inicio:

Fluxo de ar:

Espécie: Salinidade inicial:
YVolume: Salinidade final:
Fluxo de CO;: Intensidade de luz:
Dias de Rep.0l Rep.02 Rep. 03 Médias
Data/hr | culivo ™ py— 1o [Conc”.| PH | T°C | Conc. | pH | T°C | Conc.
"x 10* cél/mL

ANEXO 02 - Tabelas de densidades celulares das trés repeticdes

a) Densidades celulares (x10* cél/mL) para as trés repetigdes com uso de CO,

Dias de cultivo  Rep. 01 Rep.02 Rep. 03 Média DP

0 1 1 1 1 0

1 2 2.5 5 3.16 1,607275
2 19.83 18.9 13.66 17.46 3,326445
3 119.08 185.75 166.95 157.26 34,37505
4 1396.66 2026.66 1321.66 1581.66  387,2015
5 2543.33 2550 2931.33 2676.55  220,6446
6 2278 1655 2710.33 2034.44  530,3738
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b) Densidades celulares (x10* cél/mL) para as trés repeti¢des sem uso do CO,

Dias de cultivo  Rep. 01 Rep. 02 Rep. 03 Média DP

0 1 1 1 1 0

1 7.08 10 11.91 9.66 2,432536
2 17.416 20.66 28.5 22.19 5,698599
3 71.6 96.75 126.6 98.316 27,53345
4 368.33 635 575 526.11 139,896
5 793.33 1021.67 1093.33 959.44 156,6707
6 961.6 966.66 1253.33 1060.53  166,9889
7 1393.33 1636.66 2051.66  1693.883  332,8746
8 1531.6 1970 2540 2013.867  505,6292 |
9 1707.5 2160 2518.33 2128.61  406,3254
10 1685 1023 2118 1608.667  551,4765
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