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RESUMO 

 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influência da adição de 

CO2 e da irradiância no cultivo de Kappaphycus alvarezii. Talos 

tetrasporofíticos foram cultivados durante duas semanas com adição de 

CO2 nas seguintes concentrações: 1 L s-1 (1CO2), 2 L s-1 (2CO2) e 3 L s-1 

(3CO2), e posteriormente colocados em cultivo em uma alta irradiância 

(200 µmol fótons m-2 s-1) por mais duas semanas sem injeção de CO2. O 

controle não teve a adição de CO2 na primeira etapa.  Tanto após o 

experimento com CO2 e quanto após o cultivo com alta irradiância, 

foram realizadas análises das taxas de crescimento, quantificação de 

clorofila a e carotenoides, microscopia de luz para observação de grãos 

de amido e de polissacarídeos ácidos e microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) para a observação das alterações ultraestruturais. 

Não foram observadas diferenças significativas nas taxas de crescimento 

das macroalgas nos diferentes tratamentos e controle nas diferentes 

etapas. Apenas o tratamento 1CO2 apresentou diferenças significativas 

na taxa de crescimento considerando as duas etapas. K. alvarezii 

cultivada com CO2 apresentaram um grande espessamento da parede 

celular e aumento na quantidade de grãos de amido, como também 

maiores quantidades de clorofila a e carotenoides quando comparadas 

ao controle. Após a exposição à alta irradiância, as amostras do controle 

apresentaram sinais de estresse, como alterações na estrutura dos 

cloroplastos e diminuição nas suas reservas de amido, assim como 

tiveram aumento na quantidade de clorofila a e carotenoides. No 

entanto, as amostras cultivadas inicialmente com CO2 apresentaram 

aumento na quantidade e no tamanho dos grãos de amido, e na 

quantidade de organelas relacionadas à geração de energia 

(mitocôndrias) e construção celular (corpos de Golgi). Tais alterações 

sugerem uma resposta da célula após a adição de CO2 com formação de 

reservas e espessamento na parede celular que possivelmente tornará as 

plantas mais aptas a lidar com o estresse ambiental durante seu 

transporte em condições indoor para plantio no mar. 

 

Palavras-chave: Aquicultura, Carbono Inorgânico, Microscopia 

Eletrônica de Transmissão, Carotenoides, Amido das Florídeas. 

 

  

 



 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

This work aimed to verify the influence of CO2 addition and irradiance 

in Kappaphycus alvarezii cultivation. Tetrasporophytic thalli were 

cultured in vitro for two weeks with addition of CO2 according to the 

following concentrations: 1 L s-1 (1CO2), 2 L s-1 (2CO2) e 3 L s-1 

(3CO2), and subsequently cultured under high irradiance (200 µmol 

photons m-2 s-1) for more two weeks. The control had no CO2 addition in 

the first period. After both experiments, with addition of CO2 and 

cultivation under high irradiance, the growth rate, chlorophyll a and 

carotenoids quantification were determined, as well as light microscopy 

for observation of starch granules and acid polysaccharides, and 

transmission electronic microscopy for observation of ultra-structural 

alterations. No significant differences were observed in growth rates of 

different treatments and control among the periods. Only 1CO2 

treatment showed significant differences in growth rates considering the 

two two periods. K. alvarezii cultivated with CO2 addition showed cell 

wall thickening and increasing quantity of starch granules, chlorophyll a 

and carotenoids than the control. After exposure to high irradiance, 

control samples showed stress signs as chloroplasts alterations, decrease 

in starch granules quantities and an increase in quantity of total 

chlorophyll a and carotenoids. However, samples cultivated with CO2 

showed increase in the quantity and size of the starch granules and an 

increase in the number of energy generation related organelles 

(mitochondria) and cell construction (Golgi complex). Such alterations 

suggest cell response after CO2 addition as starch reserves formation 

and cell wall thickening which possibly makes plants more suitable to 

lead with the environmental stress during its transport from indoor 

conditions to planting in the sea. 

 

Keywords: Aquaculture, Inorganic Carbon, Transmission Eletronic 

Microscopy, Carotenoids, Floridean Starch. 
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INTRODUÇÃO  

 

O cultivo de macroalgas representou em 2015 um mercado de 4,8 

bilhões de dólares, destacando-se como a atividade dentro da 

maricultura com maior representatividade em termos de tonelagem 

produzida: 29,4 milhões de toneladas, correspondendo a 27,7% do total 

da produção aquícola (FAO, 2017).  

Diversas espécies de macroalgas são cultivadas e explotadas a 

milhares de anos visando o consumo direto, como as dos gêneros 

Saccharina, Laminaria, Ulva, Undaria e Pyropia, ou ainda para a 

extração de ficocolóides para os mais diversos usos, como as espécies 

dos gêneros Kappaphycus, Eucheuma e Gracilaria, sendo as duas 

primeiras carragenófitas e a última, agarófita (PELLIZZARI; REIS, 

2011). No entanto, atualmente, o cultivo possui posição de destaque, 

sendo responsável por cerca de 90% da produção de macroalgas 

comercializadas no mundo (FAO, 2003). 

A produção de ficocolóides é uma atividade fundamental para 

diversos ramos da indústria, como a farmacêutica, a alimentícia e de 

cosméticos, principalmente, devido a suas propriedades emulsificantes, 

estabilizantes e gelificantes, e que acaba por agregar muito valor à 

biomassa processada (PORSE, RUDOLPH, 2017). Dentre os 

ficocolóides mais utilizados pela indústria, merece destaque a 

carragenana, extraída de macroalgas vermelhas, principalmente das 

espécies Kappaphycus e Eucheuma, que, juntas, representam mais de 

36% de toda produção de macroalgas no mundo (FAO, 2017). 

O cultivo de macroalgas carragenófitas não se destaca somente 

como atividade econômica voltada para o grande mercado internacional, 

mas, quando incentivado em comunidades litorâneas, tem servido como 

um importante agente de mudança social e de empoderamento, cuja 

renda gerada intensifica a economia local e permite melhores condições 

de vida (REBOURS et al., 2014). Essa mudança tem sido relatada na 

Tanzânia (MSUYA, 2006), Índia, Indonésia, México, Filipinas, Ilhas 

Salomão (VALDERRAMA et al., 2013) e no Brasil, no Estado do Ceará 

(PAULA et al., 2015). 

Do ponto de vista ambiental, o cultivo de macroalgas também 

representa um importante papel, pois devido a sua capacidade de 

biofiltração e retirada de nutrientes do ambiente, é um importante agente 

biorremediador. Além disso, são utilizadas largamente em sistemas de 

aquicultura multitrófica integrada (no inglês, IMTA – integrated multi-

trophic aquaculture) como um agente amenizador dos impactos 

causados pelo efluente do cultivo intensivo de espécies heterótrofas 
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(CHOPIN et al., 2001), além de incrementar o rendimento e estabilidade 

do sistema por representarem mais um produto com potencial a ser 

comercializado (BARRINGTON, CHOPIN, ROBINSON, 2009). As 

macroalgas permitem ainda nesses sistemas uma abordagem 

ecologicamente sustentável para a cadeia produtiva, fato que pode ser 

usado em favor do marketing da empresa, resultando em dados positivos 

para a aquisição de novos clientes ou como um diferencial no mercado 

(CHOPIN et al., 2012). 

O cultivo de macroalgas também pode ter um papel ainda pouco 

desvendado sobre os efeitos das mudanças climáticas, em especial do 

aquecimento global, devido a sua grande capacidade fotossintetizante e 

de apreensão de carbono atmosférico, que usa como fonte para fixação e 

ganho de biomassa (CHUNG et al., 2010). 

 

1.1 O CULTIVO DE Kappaphycus alvarezii em SANTA 

CATARINA, BRASIL 
 

A introdução da macroalga K. alvarezii no Brasil ocorreu em 

1995 para o desenvolvimento de cultivos comerciais no Estado de São 

Paulo. Posteriormente, essa espécie foi levada para o Estado do Rio de 

Janeiro e Paraíba (PAULA, PEREIRA e OHNO, 2002). 

Em 2008, K. alvarezii proveniente do Estado de São Paulo foi 

introduzida no Estado de Santa Catarina em caráter experimental 

(HAYASHI et al. 2017). Os resultados do cultivo experimental em 

Florianópolis apontaram taxas de crescimento favoráveis entre a 

primavera e outono, e um impedimento para a manutenção dos cultivos 

no mar durante o inverno, devido às baixas temperaturas (HAYASHI et 

al, 2010b). 

Desde então, diversos trabalhos foram realizados sobre a 

integração dessa espécie com o cultivo de moluscos, uma vez que o 

Estado de Santa Catarina se destaca como o maior produtor brasileiro de 

mexilhões e ostras (SANTOS, 2014), como forma de otimizar as 

estruturas de cultivo já existentes e diversificar a renda dos produtores 

locais (SANTOS, 2014; HAYASHI et al., 2010b). O potencial de 

biorremediação dessa espécie também foi explorado com seu cultivo em 

efluente de carcinicultura em bioflocos (PIRES, 2014; PIRES, 2016) e 

como esse tipo de cultivo influencia na produção de compostos de 

interesse comercial dessa espécie (PIRES, 2016; PEDRA et al., 2017), 

além de aprimoramento do seu cultivo em tanques (FLORES, 2014). 

Em 2017, uma licença governamental foi emitida para o cultivo 

experimental de K. alvarezii em quatro pontos do litoral do estado de 



23 

 

Santa Catarina: Ponta do Sambaqui, Governador Celso Ramos, Penha e 

Ribeirão da Ilha. Fazendas experimentais para o levantamento do 

potencial do cultivo comercial nesses pontos, assim como produtores 

locais, serão dependentes em um primeiro momento do fornecimento de 

biomassa cultivada em tanques em condições indoor para o início da 

produção. 

O cultivo indoor e em tanques é uma alternativa para a 

manutenção e crescimento da biomassa durante os meses frios do ano no 

Sul do Brasil, onde é possível controlar os parâmetros físico-químicos 

da água até o próximo período de reintrodução no mar, no início da 

primavera. 

 

 

1.2 A IMPORTÂNCIA DO CARBONO E DA LUZ NO CULTIVO 

DE MACROALGAS 

 

As macroalgas, assim como todos os vegetais, suprem suas 

necessidades energéticas através da fotossíntese que pode ser definida 

como a série de processos nos quais ocorre a síntese de moléculas 

orgânicas a partir do dióxido de carbono (CO2) da atmosfera e da água, 

com energia fornecida pela luz (GEST, 2002). Portanto, é seguro 

afirmar que esses dois componentes, o CO2 e a luz, são fatores 

essenciais para o ganho da biomassa algácea através da fotossíntese. 

No caso das macroalgas vermelhas, como Kappaphycus alvarezii, 
espécie alvo do presente trabalho, os principais pigmentos 

fotossintetizantes são a clorofila a, ficobiliproteínas e os carotenoides 

(RAVEN, EVERT, EICHHORN, 2007), sendo que esses pigmentos 

apresentam-se em diferentes concentrações em virtude da intensidade 

luminosa na qual a planta está exposta (INDRIATMOKO et al. 2015). 

Segundo Guan et al. (2013), K. alvarezii é uma espécie 

fotossinteticamente adaptada a baixas irradiâncias, mas possui 

mecanismos de regulação e aclimatação tanto à excessiva quanto à 

deficiência em irradiância. Lideman et al. (2012) observou que a 

atividade fotossintetizante de uma linhagem de K. alvarezii cultivada na 

Indonésia apresentou grande capacidade de aclimatação em relação a 

irradiância do ambiente, diminuindo as concentrações de clorofila a e 

aumentando as quantidades de carotenóides com o aumento da 

profundidade que em que é cultivada (INDRIATMOKO et al. 2015). 

Apesar dessa plasticidade fenotípica, a irradiância na qual a alga 

é cultivada pode influenciar diretamente, tanto a sua resposta de 

aclimatação, quanto nas suas taxas de crescimento e ganho de biomassa. 
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Terada et al. (2015) demonstrou que a irradiância, juntamente com a 

temperatura, é um dos principais fatores estimulantes ou inibidores da 

atividade fotossintetizante e do crescimento para K. alvarezii. 
A atividade fotossintetizante dos vegetais exerce ainda um papel 

fundamental no ciclo do carbono, sendo a principal responsável pela 

fixação do CO2 da atmosfera. Esse potencial reside na sua capacidade de 

transformar o carbono inorgânico (Ci), principalmente proveniente da 

atmosfera, em compostos orgânicos. Segundo Graham, Graham e 

Wilcox (2009), os níveis de CO2 na atmosfera eram muito maiores e os 

níveis de O2 eram muito menores há alguns bilhões de anos atrás, sendo 

que a captura desse carbono e a liberação do oxigênio pelos vegetais, 

através da fotossíntese, teve papel fundamental para que esses gases 

atingissem as concentrações atuais. 

No caso dos vegetais aquáticos, uma vez que os níveis de CO2 na 

água do mar são inferiores aos encontrados na atmosfera, existe a 

presença de inúmeros processos bioquímicos relacionados com a 

otimização da captação do Ci, principalmente relacionados ao transporte 

e a transformação do bicarbonato (HCO3
-) em dióxido de carbono 

(GRAHAM, GRAHAM, WILCOX, 2009). A enzima anidrase carbônica 

(AC) participa de um dos principais mecanismos das algas para o 

transporte e transformação do HCO3
-, tanto intracelularmente, como na 

região extracelular periférica. O HCO3
- na água pode ser convertido em 

CO2 externamente (periplasma) pela AC, ou transportado por proteínas 

transportadoras de membrana. O CO2 que se difunde pela célula ou, 

possivelmente, é importado por transportadores, pode ser aprisionado 

em forma de HCO3
- (outro processo que, possivelmente, envolve a AC). 

Então, o HCO3
- precisa ser transformado novamente em CO2 para ser 

utilizado pela RuBisCO (Figura 1). A quantidade dessa enzima pode 

mudar rapidamente de acordo com a disponibilidade de HCO3
- e CO2 no 

ambiente. No entanto, é importante destacar o fato de que o CO2 é a 

única forma de Ci que pode ser absorvido diretamente por qualquer 

organismo fotossintetizante (JI et al., 2016). 
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Figura 1. Diagrama de alguns mecanismos de concentração de carbono 

em células de macroalgas (Adaptado de GRAHAM, GRAHAM, 

WILCOX (2009)). 

 

 

Chung et al. (2010) aponta a importância das macroalgas e seu 

papel ecológico no atual cenário de aquecimento global e elevação dos 

índices de CO2 na atmosfera, no entanto, existem relativamente poucos 

relatos da utilização de CO2 diretamente no cultivo de espécies de 

interesse comercial. 

A utilização desse gás pode representar custos para a produção, 

porém, se resultar em um aumento de taxas de crescimento e ganho de 

biomassa, ou aumento da produtividade de compostos de interesse 

comercial, essa estratégia pode resultar em otimização da produção em 

sistemas de cultivo em tanques, principalmente no caso de espécies cujo 

cultivo diretamente no mar apresenta qualquer tipo de impedimento. 

Diversos autores já evidenciaram que a adição de CO2 em 

cultivos de macroalgas resulta em maior ganho de biomassa (COLE et 

al., 2014; ISRAEL et al., 2015; ZOU, 2005), influenciado pelo aumento 

da disponibilidade dessa fonte de carbono para a atividade 
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fotossintetizante. No entanto, o processo fotossintetizantese baseia em 

outros fatores, como a disponibilidade de irradiação luminosa como 

forma de energia para que esse processo ocorra. 

 

1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a influência da adição de CO2 e irradiância em cultivos in 

vitro de Kappaphycus alvarezii. 

 

1.3.2 Objetivos específicos 

 

- Analisar a influência da adição de dióxido de carbono e 

irradiância sobre a taxa de crescimento; 

- Quantificar a clorofila a e os carotenoides após os tratamentos; 

- Analisar a presença de polissacarídeos ácidos (carragenana) e 

dos polissacarídeos neutros (grãos de amido) após os tratamentos 

através de microscopia de luz;  

- Analisar as alterações ultraestruturais após os tratamentos 

através de microscopia eletrônica de transmissão. 

 

O artigo gerado por este trabalho será submetido à Journal of 

Applied Phycology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O cultivo de macroalgas representou em 2014 a segunda maior 

produção mundial na aquicultura, chegando a 27,3 milhões de toneladas, 

gerando 5,6 bilhões de dólares, sendo apenas superado pela produção de 

peixes de água doce (FAO, 2016). As espécies Kappaphycus alvarezii 
(Doty) Doty ex Silva (Rhodophyta, Gigartinales) e Eucheuma 

denticulatum (N. L. Burman) Collins & Harvey apresentaram as maiores 

produções dentre as macroalgas em 2015, alcançando 11 milhões de 

toneladas (FAO, 2016). Ambas as espécies são a principal fonte para a 

extração de carragenana, um colóide usado como espessante e 

estabilizante em diversas atividades industriais. No entanto, o mercado 

mundial demonstra uma preferência por K. alvarezii em comparação a 

E. denticulatum devido ao seu gel mostrar maior força, devido ao 

predomínio de carragenana kappa (HAYASHI et al., 2010). 

A introdução de K. alvarezii no Brasil foi feita por representar 

uma alternativa às espécies nativas de carragenófitas que apresentam 

pouco potencial de cultivo (PAULA, PEREIRA e OHNO, 2002). Em 

2008, essa espécie foi introduzida no litoral do Estado de Santa Catarina 

em escala experimental. O monitoramento de uma unidade de 

maricultura local demonstrou que as baixas temperaturas durante o 

inverno são fatores limitantes para o crescimento e sobrevivência dessa 

espécie, mas taxas de crescimento favoráveis foram observadas entre a 

primavera e o outono (HAYASHI et al, 2010b). Esses autores destacam 

a necessidade de manter biomassa algácea indoor durante o inverno para 

ser colocada de volta às fazendas no início da primavera. 

Muitas pesquisas têm sido desenvolvidas para aprimorar 

qualitativamente e quantitativamente o cultivo de K. alvarezii no sul do 

Brasil com resultados interessantes, relacionados aos efeitos da 

fertilização e aeração sobre o seu crescimento (FLORES, 2014; PIRES, 

2017) e mudanças do seu perfil de compostos bioativos e carragenana 

(PEDRA et al, 2017; PIRES, 2017). No entanto, manter grande 

quantidade de biomassa em tanques resulta em elevados custos de 

manutenção e pode afetar negativamente a sustentabilidade da produção. 

Não obstante, no início da primavera, uma grande quantidade de 

biomassa necessita estar disponível para o plantio nas fazendas 

marinhas. 

Sob condições laboratoriais, soluções de nutrientes oferecem 

taxas de crescimento favoráveis para K. alvarezii, como a solução von 

Stosch a 50% (PAULA, ERBERT, PEREIRA, 2001) e efluente de 

carcinicultura em bioflocos (PIRES, 2016). No entanto, para cultivos 
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massivos em tanques ainda se faz necessário encontrar novas estratégias 

para otimizar espaço, consumo de energia e mão de obra. 

Apesar de poucos trabalhos sobre o uso da adição de dióxido de 

carbono (CO2) em cultivos de macroalgas na aquicultura serem 

observados, muitos autores estão discutindo o papel das macroalgas na 

mitigação dos efeitos do aquecimento global e do aumento do CO2 na 

atmosfera, assim como seu papel no sequestro de carbono (CHUNG et 

al, 2010; MURAOKA, 2004). Ji et al. (2016) afirma que o CO2 é a única 

forma de carbono que pode ser diretamente assimilada por todos os 

organismos fotossintetizantes. Nesse sentido, como observado por Israel 

et al. (2015), algumas macroalgas vermelhas apresentaram um maior 

potencial de crescimento quando submetidas a adição de CO2, fator 

limitante para a fotossíntese e ganho de biomassa (ZOU, GAO, 2009). 

Outro importante fator para a fotossíntese e o crescimento das 

macroalgas é a energia luminosa, que pode ser um fator limitante 

quando a intensidade e a qualidade da luz não são as mais adequadas 

para as necessidades da espécie (RAVEN, EVERT, EICHHORN, 2007). 

De fato, as macroalgas apresentam uma ampla plasticidade fenotípica 

para melhorar sua capacidade de absorção de luz, especialmente no que 

se refere aos pigmentos acessórios e no formato do aparato 

fotossintetizante (GRAHAM, GRAHAM, WILCOX, 2009; WU et al., 

2015). Terada et al. (2015) demonstraram que a irradiância, juntamente 

com a temperatura, é um dos principais fatores estimulantes ou 

inibidores da atividade fotossintética e do crescimento de K. alvarezii. 
No entanto, até o presente momento, ainda não foram analisados os 

efeitos desses fatores associados a diferentes concentrações de dióxido 

de carbono sobre a fisiologia das macroalgas. 

No caso do cultivo de K. alvarezii no Estado de Santa Catarina, 

um sistema economicamente viável deve ser desenvolvido de modo a 

propiciar a formação de um aparato anti-estresse que promova uma 

melhor resposta após sua transferência para as fazendas marinhas. 

Apesar dos autores citados anteriormente terem observado ganhos de 

biomassa em macroalgas expostas à adição de CO2, é importante 

entender as respostas fenotípicas causadas por essa estratégia de cultivo. 

Por esse motivo, a adição em curto prazo de CO2, juntamente com a 

manipulação de outros fatores como a irradiância pode resultar na 

formação de uma série de mecanismos anti-estresse que serão 

importantes para a aclimatação das plantas transplantadas para o mar. 

O presente trabalho tem como objetivo encontrar uma alternativa 

para otimizar a saúde e manter a biomassa algácea, observando os 

efeitos de adição temporária de CO2 e irradiância em condições in vitro, 
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a fim de estabelecer parâmetros para o cultivo de K. alvarezii em 

tanques durante os meses frios do litoral sul do Brasil, antes do replantio 

no mar. 
 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

O cultivo foi realizado na Seção de Macroalgas do Laboratório de 

Camarões Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina – 

LCM/UFSC. Os experimentos in vitro foram realizados em uma câmara 

de ambiente controlado e foram divididos em duas fases: adição de 

diferentes concentrações de CO2 e posterior exposição à alta irradiância; 

 

2.1 Material Biológico 

 

Foram utilizados tetrasporófitos da linhagem verde de K. 
alvarezii. Estes eram mantidos em tanques de 30 L, nas seguintes 

condições: água do mar esterilizada e enriquecida com solução von 

Stosch 50%, salinidade de 35‰, temperatura de 24 ± 1 °C, fotoperíodo 

de 12 horas, irradiância de 50 µmols fótons m-2 s-1 e aeração constante. 

Uma semana antes do experimento, os talos foram mantidos apenas em 

água de mar esterilizada para aclimatação. 

 

 

2.2 Adição de diferentes concentrações de dióxido de carbono 

 
Três concentrações de CO2 foram testadas: 0,1 L min-1 (1CO2), 

0,2 L min-1 (2CO2) e 0,3 L min-1 (3CO2), regulados por três fluxômetros 

de 3,5 bar, através de difusão por pedras porosas. Como controle (C), os 

talos foram cultivados sob as mesmas condições descritas anteriormente, 

sem adição de CO2. Talos de 0,5 ± 0,05 g foram distribuídos em 

Erlenmeyers de 500 mL, com água do mar esterilizada enriquecida com 

a solução de von Stosch 50%, em densidade de 21 g L-1. Todos os 

tratamentos e o controle foram feitos em cinco repetições. O pH foi 

monitorado com um pHmetro PHTEK modelo PHS 3B quatro vezes por 

dia: às 8 h, 11 h, 14 h e 17 h, para verificar como o pH variava durante o 

dia em resposta à adição de dióxido de carbono na água (Apêndice A). 

Para evitar a queda do pH e manter a adição constante, tal adição foi 

feita por apenas duas horas por dia: das 9 h às 11h, por duas semanas. 

Uma vez por semana, os talos foram gentilmente secos com papel 

toalha e pesados para o cálculo da taxa de crescimento (TC) de acordo 

com a fórmula proposta por Yong, Yong e Arton (2013): 
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𝑇𝐶 = [(
𝐵𝑓

𝐵𝑖⁄ )

1
𝑡⁄

− 1]  𝑥 100 

 
Onde Bf = biomassa final, Bi = biomassa inicial e t = tempo em 

dias. 

 Após o período experimental, amostras foram armazenadas em 

freezer -20 ºC para posterior análise de pigmentos e carotenoides, e 

amostras foram processadas para Microscopia de Luz e Eletrônica de 

Transmissão.  

 

2.3 Exposição à alta irradiância pós-adição de dióxido de carbono 

 
Após a segunda semana de adição de CO2, os talos foram 

expostos a uma irradiância de 200 µmols fótons m-2 s-1 por duas 

semanas. Todas as outras condições de cultivo descritas anteriormente 

foram mantidas, exceto pela não adição de CO2. Uma vez por semana os 

talos foram gentilmente secos com papel toalha e pesados para o cálculo 

das taxas de crescimento de acordo com a fórmula descrita por YONG, 

YONG e ARTON (2013). 

Após o período experimental, amostras foram armazenadas em 

freezer -20 ºC para posterior análise de pigmentos e carotenoides. Essas 

amostras também foram processadas para Microscopia de Luz e 

Eletrônica de Transmissão. 

 

2.4 Análise de clorofila a e carotenoides  

 

Para a extração da clorofila, amostras de 1 ± 0,0001 g (n=6) de 

cada tratamento e controle foram utilizadas. A clorofila a e os 

carotenoides totais foram extraídos em 3 mL de DMSO a 40°C, durante 

30 minutos e quantificados por espectrofotômetro de acordo com 

Wellburn (1994): 

Chl a = 12,19 x A665 - 3,45 x A649 

Carot Total = (1000 x A480 - 2,14 Chla) / 220 

 

 

2.5 Microscopia de luz (ML) 

 

Para as análises histoquímicas, amostras de cada tratamento e 

controle foram fixadas em solução de paraformaldeído 2,5% em tampão 



32 

 

fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,2, durante 12 h, em temperatura de 4 °C. 

Após esse período, o material foi lavado três vezes com tampão fosfato 

de sódio 0,1 M e desidratado em soluções crescentes de etanol a 30, 50, 

70, 90 e 100% (Bouzon, 2006). A pré-infiltração e a infiltração das 

amostras foram feitas em historesina glicolmetacrilato e os blocos foram 

montados em historesina glicolmetacrilato adicionando um endurecedor. 

As secções foram realizadas com espessura de 4 µm em micrótomo 

modelo Leica RM 2125 com navalha de tungstênio e foram dispostas 

em lâminas para a aplicação de técnicas de histoquímicas. 

 

2.5.1Testes histoquímicos 
 

Para a análise das amostras dos tratamentos e controle, foram 

aplicados os seguintes testes histoquímicos: 

a) Azul de toluidina (AT-O) (Gordon & McCandless, 1973): foi 

utilizado para identificar polissacarídeos ácidos através da 

reação de metacromasia. As lâminas com as secções foram 

coradas por cerca de 60 segundos, lavadas em água corrente e 

secas em temperatura ambiente. Posteriormente, as lâminas 

foram montadas em bálsamo do Canadá. 

b) Ácido Periódico de Schiff (PAS) (Gahan, 1984): foi utilizado 

para identificar a presença de polissacarídeos neutros. As 

lâminas com as secções foram imersas em solução aquosa de 

ácido periódico a 1% durante 30 minutos. Após esse período, 

foram lavadas em água corrente por 15 minutos, e o reativo 

de Schiff foi aplicado durante 30 minutos no escuro. Em 

seguida, as secções foram lavadas novamente em água 

corrente durante 15 minutos, secas ao ar e montadas com 

bálsamo do Canadá. 

O material corado pelas diferentes técnicas foi analisado e 

fotografado com um microscópio de epifluorescência (Olympus BX 41) 

equipado com imagem QCapture Pro Software 5.1 (Qimaging 

Corporation, Austin, TX, EUA). 

 

2.6 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

As amostras foram pré-fixadas em solução de glutaraldeído 2,5% 

e tamponadas com cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,2) a 4°C por 12 h. A 

pré-fixação foi seguida por três lavagens de 30 minutos cada, no mesmo 

tampão. Posteriormente, as amostras foram pós-fixadas em tetróxido de 

ósmio (OsO4) a 1% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M (1:1), durante 
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4 h a temperatura ambiente (Pueschel, 1979; Bouzon, 2006). Após esse 

período, o material foi lavado três vezes em tampão cacodilato de sódio 

0,1 M, sendo mantido por 30 minutos em cada lavagem. A desidratação 

foi realizada em uma série de soluções aquosas de concentrações 

crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), sendo o material 

mantido por 30 minutos em cada etapa. A última série de acetona 100% 

foi trocada duas vezes. O material foi então filtrado com resina Spurr em 

duas séries graduais de acetona-resina Spurr durante três dias, seguido 

de duas infiltrações em resina pura por 12 horas, e polimerizados em 

estufa a 70 °C por 24 horas. Os cortes ultrafinos foram feitos com 

navalha de diamante em ultramicrótomo e, posteriormente, contrastados 

com acetato de uranila 2% por 10 min. e citrato de chumbo 2% por 10 

min. As amostras foram analisadas no microscópio eletrônico de 

transmissão JEM 2100 do Laboratório Central de Microscopia 

Eletrônica (LCME) da UFSC. 

 

 

2.7 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas no software Statistica 

7®. As taxas de crescimento foram submetidas a ANOVA bifatorial 

utilizando como fatores a etapa de adição de CO2 e a etapa de 

irradiância, para tal, os dados foram previamente transformados para 

números reais inteiros através da função y = √x. As concentrações de 

clorofila e carotenóides foram submetidas a ANOVA One-Way. Todas 

as análises foram seguidas de teste de Tukey Least Significant 

Difference (LSD) com significância de 5% (p<0,05). 

 

 

3  RESULTADOS 

 

3.1Taxas de crescimento específico 
 

As taxas de crescimento de K. alvarezii não apresentaram 

diferenças significativas entre os tratamentos e controle, em nenhuma 

das duas etapas analisadas após adição de CO2 e após exposição à alta 

irradiância (Figura 1). Apenas o tratamento 1CO2 apresentou diferenças 

significativas considerando as diferentes etapas (p<0,05). 
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Figura 1. Taxas de crescimento de K. alvarezii cultivadas in vitro 

após adição de CO2 e após exposição a alta irradiância. Valores 

apresentados em médias de cada tratamento. Letras minúsculas 

representam as diferenças entre as concentrações de CO2 e controle, e as 

letras maiúsculas representam as diferenças entre as etapas. A barra 

vertical representa o desvio padrão. 

3.2 Clorofila total 

 

No período pós-adição de CO2, o tratamento 3CO2 apresentou um 

total de clorofila significantemente maior quando comparado com os 

outros tratamentos e controle (Figura 2a). No entanto, após o período de 

exposição à alta irradiância, o controle passou a apresentar um total de 

clorofila significantemente maior ao encontrado em todos os 

tratamentos (Figura 2b). 
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Figura 2. Clorofila total em K. alvarezii cultivada in vitro após 

adição de CO2 (A) e após exposição à alta irradiância (B). Valores 

apresentados em médias de cada tratamento. As letras minúsculas 

representam as diferenças significativas entre tratamentos (p<0,05). A 

barra vertical representa o desvio padrão. 

 

3.3 Carotenóides totais 

 

No período pós-adição de CO2, o tratamento 3CO2 apresentou um 

total de carotenóides significantemente maior quando comparado com 

os outros tratamentos e controle (Figura 3a). No entanto, após o período 
de exposição à alta irradiância, o controle passou a apresentar um total 

de carotenóides significantemente maior ao encontrado em todos os 

tratamentos (Figura 3b). Para os tratamentos 1CO2 e 2CO2, a quantidade 
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de carotenóides variou pouco entre os períodos antes e depois da 

exposição à alta irradiância. 

 

 
Figura 3. Carotenóides totais em K. alvarezii cultivada in vitro 

após adição de CO2 (A) e após exposição à alta irradiância (B). As letras 

minúsculas representam as diferenças significativas entre tratamentos 

(p<0,05). Valores apresentados em médias de cada tratamento. A barra 

vertical representa o desvio padrão. 

 

3.4 Microscopia de luz 

 

Após duas semanas de cultivo, amostras do controle 
apresentaram fraca reação metacromática à coloração Azul de Toluidina 

(AT-O) (Figura 4a). Já o tratamento 3CO2, revelou espessamento das 

células corticais em formato de domos e forte reação metacromática ao 

AT-O, tanto na região mais externa, como nos espaços intercelulares 
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entre as células corticais e subcorticais, indicando a presença de 

carragenana nestas regiões (Figura 4b).  

Quando expostos à irradiância de 200 µmols fótons m-2 s-1, por 

duas semanas, tanto o controle (Figura 4c) como o tratamento 3CO2 

(Figura 4d) apresentaram um aumento no espessamento da parede 

celular das células corticais, na região voltada para o exterior (Figura 

4c), sendo que o tratamento 3CO2 apresentou células corticais mais 

alongadas e com forte reação metacromática ao AT-O.  

 
Figura 4. Microscopia de luz de secções transversais de K. 

alvarezii coradas com Azul de Toluidina (AT-O). a) Amostra controle 

com fraca reação metacromática ao AT-O na parede celular das células 

corticais na região voltada para o exterior, indicando a presença de 

carragenana; b) Tratamento 3CO2 após duas semanas de adição de 

dióxido de carbono com espessamento em forma de domos (setas) e 

forte reação metacromática ao AT-O na parede celular das células 

corticais; c) Amostra controle após duas semanas de exposição à alta 
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irradiância com forte reação metacromática ao AT-O nas células 

corticais; d) Tratamento 3CO2 após duas semanas de exposição à alta 

irradiância com espessamento em forma de domos e forte reação 

metacromática ao AT-O. Células corticais (CC), células subcorticais 

(CS). Escala: 10 μm. 

Amostras do controle cultivadas por duas semanas apresentaram 

fraca reação à coloração com Ácido Periódico de Schiff (PAS), 

revelando pequenas quantidades de grãos de amido das florídeas nas 

células corticais, subcorticais e nas periferias das células medulares 

(Figuras 5a e 5b). Já o tratamento 3CO2 apresentou uma grande 

quantidade de grãos de amido e celulose PAS positivos nas células 

corticais, subcorticais e medulares (Figura 5c e 5d).  

Após duas semanas de cultivo em alta irradiância, foi observada 

reação na parede celular (presença de celulose) no controle, no entanto, 

ausência de grãos de amido das florídeas (Figura 5e e 5f). Já no 

tratamento 3CO2, a alta irradiância resultou num aumento da reação ao 

PAS sendo visualizada grande quantidade de celulose e grãos de amido 

PAS positivos em todos os tipos celulares (Figura 5g e 5h). 

 

 
 Figura 5. Microscopia de luz de secções transversais de K. 

alvarezii coradas com Ácido Periódico de Schiff (PAS). a e b) Amostras 

controle com fraca reação ao PAS na parede celular (celulose), grãos de 

amido das florídeas PAS positivos em pequena quantidade nas células 
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corticais, subcorticais (a, setas) e nas medulares na sua periferia (b, 

setas); c e d) Tratamento 3CO2 após duas semanas de adição de CO2 

com aumento de grãos de amido e celulose PAS positivos nas células 

corticais, subcorticais (c, setas) e medulares (d, setas); e e f) Amostra 

controle após duas semanas de exposição à alta irradiância com presença 

de células com celulose PAS positiva na parede celular mas sem 

presença  de grãos de amido das florídeas; g e h) Tratamento 3CO2 após 

duas semanas de exposição à alta irradiância com presença de  células 

com forte reação positiva ao PAS na parede celular e grande quantidade 

de grãos de amido PAS positivos. Células corticais (CC), células 

subcorticais (CS), células medulares (CM). Escala: 25 μm. 

 

  

3.5 Microscopia eletrônica de transmissão 
As amostras controle cultivadas por duas semanas não 

apresentaram alterações visíveis das características consideradas como 

típicas da espécie: células corticais em formato de cálice, com 

cloroplastos periféricos contendo tilacóides com organização típica de 

algas vermelhas, presença de grãos de amido periféricos ao núcleo e 

microfibrilas de celulose na parede celular (Figura 6). 

O tratamento 3CO2, após duas semanas de cultivo com adição 

de CO2, apresentou grãos de amido das florídeas dispersos pelas células 

corticais e parede celular com microfibrilas com pontuações densas 

(Figura 7a,b). Os cloroplastos foram visualizados com tilacóides 

íntegros, mas com regiões homogêneas centrais sem a presença de 

tilacóides (Figura 7c,d). Nestas células foram visualizadas também 

diversas mitocôndrias, corpos de Golgi e retículo endoplasmático rugoso 

disperso, e grãos de amido de maior tamanho quando comparado ao 

controle, próximos ao núcleo (Figura 7d-f). 

Depois de submetidas à alta irradiância, amostras do controle 

mostraram severas mudanças na sua estrutura (Figura 8). A parede 

celular dessas células apresentou microfibrilas de celulose mais delgada 

(Figura 8b) e em seu citoplasma foram visualizados cloroplastos com 

inúmeros plastoglóbulos eletrondensos (Figura 8b) e tilacóides 

degradados (Figura 8c), diminuição da quantidade de grão de amido e 

presença de membranas concêntricas (Figura 8d).  

Amostras do tratamento 3CO2, após duas semanas de exposição 

à alta irradiância, apresentaram espessamento da parede celular com 

pontuações densas nas microfibrilas de celulose e presença de muitos 

grãos de amido no citoplasma (Figura 9a-c). Os cloroplastos 

apresentaram grande quantidade de plastoglóbulos e alguns com 
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alterações nos tilacóides. Estas células foram visualizadas com diversas 

mitocôndrias próximas aos cloroplastos (Figura 9d). 

 

Figura 6. Microscopia Eletrônica de Transmissão de talos controle de 

K. alvarezii após duas semanas de cultivo. a) Visão geral da célula 

cortical com formato de taça típico da espécie, com citoplasma denso 

apresentando cloroplastos periféricos. b) Detalhe as microfibrilas 

frouxas de celulose na parede celular e cloroplasto com organização 

típica das algas vermelhas e tilacóides paralelos. c) Detalhe da 

integridade dos tilacóides. d) Acúmulo de pequenos grãos de amido das 

florídeas (setas) no redor do núcleo. Parede celular (PC), Cloroplastos 

(C), Núcleo (N). 
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Figura 7. Microscopia Eletrônica de Transmissão de talos de K. 

alvarezii, do tratamento 3CO2 após duas semanas de cultivo com adição 

de CO2. a) Visão geral de uma célula cortical em formato de taça 

apresentando citoplasma denso com cloroplastos periféricos e grãos de 

amido das florídeas dispersos; b) Detalhe da parede celular com 

microfibrilas de celulose com pontuações densas; c e d) Cloroplastos 
com presença de tilacóides íntegros, mas com presença de uma região 

central homogênea (*) sem presença de tilacóides; e) Presença de 

diversos corpos de Golgi, mitocôndrias, grãos de amido das florídeas 

(setas) e retículo endoplasmático rugoso (cabeça de seta); f) Detalhe dos 
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grãos de amido (setas) ao redor do núcleo. Parede celular (PC), 

Cloroplastos (C), Núcleo (N), Corpos de Golgi (G), Mitocôndria (M). 

 

 

Figura 8. Microscopia Eletrônica de Transmissão de talos de K. 
alvarezii do controle após duas semanas de exposição à alta irradiância. 

a) Visão geral de uma célula cortical com pouca quantidade de grãos de 

amido das florídeas (setas pretas); b) Detalhe da parede celular com 

microfibrilas de celulose delgadas e detalhe de cloroplasto com presença 

de plastoglóbulos eletrondensos (setas brancas); c) Detalhe de um 

cloroplasto com tilacóides degradados (*); d) Presença de diversas 

membranas concêntricas no interior da célula. Parede celular (PC), 

Cloroplastos (C), Membranas concêntricas (MC). 

 



43 

 

Figura 9. Microscopia Eletrônica de Transmissão de talos de K. 

alvarezii do tratamento 3CO2 após duas semanas de exposição à alta 

irradiância. a) Visão geral das células corticais em forma de taça com 

presença de uma espessa parede celular e diversos grãos de amido em 

seu citoplasma. b) Detalhe da parede celular com microfibrilas de 

celulose com pontuações densas; c - f) Detalhe dos cloroplastos com 

alterações nos tilacóides e presença de diversos plastoglóbulos (setas 

brancas), presença de diversas mitocôndrias e grãos de amido (setas 

pretas). Parede celular (PC), Cloroplastos (C), Núcleo (N), Mitocôndria 

(M). 

 

 4 DISCUSSÃO 
 

A adição de CO2 nos cultivos de Kappaphycus alvarezii gerou 

respostas de aclimatação inicial, como um aumento da quantidade de 

pigmentos fotossintetizantes (clorofila a e carotenóides), aumento do 

espessamento da parede celular, maior produção de componentes de 

reserva e alterações na organização celular. Essas respostas 

influenciaram na sua posterior aclimatação ao cultivo em alta irradiância 

favorecendo o contínuo acúmulo de componentes de reserva, formação 
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de parede celular e a presença de organelas envolvidas na produção de 

energia. Já o controle, submetido à alta irradiância, apresentou 

diminuição dos componentes de reserva e alterações na integridade dos 

cloroplastos.  

  Um grande espessamento da parede celular pôde ser observado 

no tratamento 3CO2, provavelmente como consequência a dois 

estímulos: uma resposta ao estresse causada pela diminuição do pH e 

uma maior ativação das vias de utilização do excesso de Ci disponível 

no meio. A produção de carragenana com consequente espessamento da 

parede celular já foi observado como modo de mitigar o estresse 

ambiental por salinidade, luz e movimentação da água (HAYASHI et 

al., 2010c; ISKANDAR, SYAM, TRIJUNO, 2013; WAKIBIA et al., 

2006). 

Andría et al (2010), relatou um aumento de polissacarídeos na 

parede celular (ágar) em Gracilaria sp. cultivada com altos níveis de 

carbono inorgânico dissolvido (CiD), o que pode ser um padrão 

semelhante ao observado para K. alvarezii no presente trabalho, com o 

espessamento da parede pela produção de carragenana. No entanto, 

esses autores observaram uma diminuição na quantidade total de 

pigmentos daquela espécie, fato que não foi observado no presente 

trabalho, corroborando diversos autores que observaram respostas 

heterogêneas nos pigmentos das macroalgas quando submetidas a 

alterações nas concentrações de CiD (KORBEE et al., 2015; YILDIS, 

DERE, 2015). 

As maiores concentrações de clorofila a e de carotenoides foram 

obtidas no tratamento 3CO2. Sugere-se que a clorofila a e os 

carotenoides inicialmente aumentaram com o CO2 favorecendo a 

atividade fotossintetizante. Segundo Tee et al. (2015), um aumento na 

quantidade de clorofila pode levar a um aumento do fluxo de transporte 

de elétrons aumentando assim a fixação do CO2 pela RuBisCO, 

justificando o aumento da concentração desses pigmentos ao elevar-se 

os níveis de CO2.  Porém, provavelmente devido ao estresse inicial, uma 

maior produção de carotenoides foi observada, sugerindo que o 

tratamento induziu a produção de antioxidantes para a ativação da 

defesa da célula. 

Já após a exposição à irradiância, os níveis de clorofila e 

carotenoides permaneceram os mesmos nos tratamentos, enquanto as 

amostras controle tiveram os níveis dessas moléculas aumentados, 

sugerindo uma aclimatação e proteção ao aparato fotossintetizante, uma 

vez que os carotenoides também possuem a função de estabilizar a 

clorofila sob excesso de luz (INDRIATMOKO et al., 2015).  
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Em relação às reservas de amido das florídeas, a quantidade 

reduzida observada no controle após a exposição à irradiância está 

possivelmente relacionada com um esforço metabólico da planta para 

aclimatar-se ao estresse luminoso, assim como a produção de clorofila e 

carotenoides resultando em uma maior capacidade de absorção da luz 

abundante. Além disso, como não foi realizada a adição de CO2, as 

reservas observadas antes da exposição à irradiância foram praticamente 

exauridas para a manutenção dessas vias. 

 No tratamento com CO2, as reservas de amido das florídeas já 

se mostravam superiores àquelas do controle previamente a exposição à 

irradiância e apresentaram um aumento considerável após este período. 

Segundo Raven, Evert e Eichhorn (2007), os grãos de amido são 

produtos de armazenamento temporário e se acumulam somente quando 

a alga ou planta está fotossintetizando ativamente. Um aumento na 

quantidade de grãos de amido das florídeas também pode resultar em 

um posterior aumento de carragenana, já que a produção desta pode ser 

impulsionada com a degradação das reservas de amido (FOURNET et 

al., 1999). É importante destacar que a produção de polissacarídeos de 

resposta ao estresse, como os de parede celular, é regulada pela enzima 

epimerase que também é responsável pela produção do amido 

(USULDIN et El., 2017). 

No tratamento 3CO2 foram observadas alterações nos 

cloroplastos, que inicialmente apresentaram um alargamento central 

entre os tilacóides, sendo ocupado por um material de aparência 

homogênea, possivelmente depósitos de enzimas como a RuBisCO que 

podem ter potencializado a atividade fotossintetizante, e o acúmulo de 

material de reserva, fato que explica o posterior aumento na quantidade 

e tamanho dos grãos de amido observado após a exposição a alta 

irradiância. O aumento na quantidade de RuBisCO pode estar 

relacionado com o aumento do Ci disponível, uma vez que sua 

disponibilidade é um dos principais fatores reguladores da atividade 

fotossintetizante (GAO e McKinley, 1994). Dessa forma, o aumento da 

concentração de CO2 diminuiu o efeito inibitório do O2 sobre a 

fotossíntese (PARRY, 2003), uma vez que as reações de carboxilação e 

oxigenação são catalizadas no mesmo sítio ativo da RuBisCO e o CO2 e 

O2 são substratos competitivos (GRAHAM, GRAHAM, WILCOX, 

2009). 

 Após cultivo em alta irradiância, os cloroplastos foram as 

organelas mais afetadas, tendo alterações nos tilacóides e acúmulo de 

plastoglóbulos em seu interior, tanto no controle como no tratamento 

com CO2. Segundo Bréhélin et al. (2007), durante a senescência ou 
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estresse, os tilacóides dos cloroplastos são degradados e substituídos por 

plastoglobulinas.  

 No tratamento 3CO2 também pôde ser observado um aumento 

na quantidade de organelas relacionadas com a produção de energia 

intracelular, como as mitocôndrias e na construção celular, como as 

estruturas de Golgi. A presença de mitocôndrias, especialmente no 

entorno dos cloroplastos e próximo à membrana celular, indica uma 

grande atividade celular para a produção de compostos de reserva, uma 

vez que essas vias são altamente dependentes de grande disponibilidade 

de energia. O aumento na quantidade de estruturas de Golgi pode estar 

diretamente relacionado à manutenção da espessura da parede, sendo 

essas organelas também envolvidas na produção de materiais para sua 

composição (TSEKOS, OROLOGAS, DIMOPOULOU, 2007). 

Por outro lado, células do controle, após a exposição à alta 

irradiância, além das alterações nos cloroplastos, apresentaram muitas 

membranas concêntricas no interior das células indicando estresse e 

possível dano celular. 

Apesar de não serem observadas diferenças significativas nas 

taxas de crescimento entre o controle e os tratamentos, evidenciou-se 

uma grande mobilização na atividade celular para a produção de 

substâncias de reserva e constituição celular nos tratamentos, 

possibilitando, assim, uma melhor resposta ao posterior estresse 

luminoso. 

Os resultados observados no presente trabalho são importantes 

para definir uma estratégia de fortalecimento da atividade celular e 

aclimatação de K. alvarezii em ambiente indoor, que podem contribuir 

para um melhor desempenho dessa espécie quando transportada para o 

cultivo no mar, resultando em uma resposta mais efetiva ao estresse 

ambiental ao qual estará sujeita. 

 

 

5 CONCLUSÃO 
 

A adição de CO2 no cultivo in vitro de K. alvarezii resultou em um 

conjunto de alterações celulares como o espessamento da parede celular, 

grande formação de reservas de grãos de amido e aparecimento de 

organelas relacionadas a uma intensa atividade celular. Esses resultados 

sugerem que K. alvarezii cultivada com a adição de CO2 pode estar mais 

apta a responder mais efetivamente ao estresse quando transportada para 

o cultivo no mar, possivelmente resultando em melhores índices de 

produtividade. 
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APÊNDICE A – Monitoramento de pH e escolha da biomassa 

 

Para definir a densidade a ser utilizada no presente trabalho em 

função das variações positivas do pH promovida pela atividade 

fotossintética, foi elaborado um pré-teste descrito a seguir. 

Três densidades foram testadas: 7 g L-1(D7), 14 g L-1 (D14) and 

21 g L-1(D21). Talos de 0,5 ± 0,05 g de Kappaphycus alvarezii foram 

distribuídos em 12 erlenmeyers de 500 mL com água do mar esterilizada 

e enriquecidos com solução von Stosch 50%, resultando em quatro 

réplicas de cada tratamento. O pH foi monitorado utilizando um 

pHmetro PHTEK modelo PHS 3B, quatro vezes por dia: 8 h, 11 h, 14 h 

e 17 h, para registrar como o pH se comporta durante o dia nas 

diferentes densidades de cultivo. 

Depois de uma semana de cultivo, os talos foram gentilmente 

secos com papel toalha, pesados e a taxa de crescimento específica (TC) 

foi calculado de acordo com a fórmula (YONG, YONG e ARTON, 

2013): 

 

𝑇𝐶 = [(
𝐵𝑓

𝐵𝑖⁄ )

1
𝑡⁄

− 1]  𝑥 100 

 

Onde, Bf = biomassa final, Bi = biomassa inicial, t = tempo (em 

dias). 

As taxas de crescimento dos diferentes tratamentos não 

apresentaram diferenças estatísticas (Tukey, p<0,05) (Figura 10). 

O pH se comportou com um aumento contínuo ao longo do dia e 

indicou baixa nos períodos da noite, o que sugere a influência da 

atividade fotossintética sobre esse parâmetro. Durante todo o período 

experimental, o pH apresentou aumento progressivo (Figura 11). 

As médias finais do pH registrada no tratamento D21 (8,64 ± 

0,06) foram significativamente superiores às registradas nos outros 

tratamentos, portanto, essa foi a densidade escolhida para os outros 

experimentos. 
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Figura 10. Taxas de crescimento de K. alvarezii cultivadas in vitro em 

diferentes densidades após uma semana de cultivo. Dados representam as médias de 

cada tratamento. Barras verticais representam os desvios padrão. 

 

 
Figura 11. Médias das variações de pH no cultivo de K. alvarezii in vitro 

em diferentes densidades durante uma semana. 
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