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Resumo

Com o objetivo de avaliar o crescimento de diferentes microalgas, testou-se nove espécies marinhas
(Nannochloropsis oculata, Thalassiosira pseudonana, Phaeodactylum tricornutum, Isochrysis galbana, Te-
traselmis suecica, Tetraselmis chuii, Chaetoceros muelleri, Thalassiosira fluviatilis e Isochrysis sp.) e uma de
agua doce (Chlorella vulgaris), em cultivo autotréfico estacionario, utilizando-se recipientes contendo 800mL
de meio de cultura, iluminagio constante fornecendo densidade de fluxo de fétons nos cultivos em torno de
150pumol m2.s™, temperatura de 25+2°C e aeragdo constante. O experimento foi conduzido em sala de cultivo
sob delineamento em blocos casualizados no tempo com trés repetigdes. A espécie Nannochloropsis oculata
foi a que apresentou maior valor de densidade celular méxima, porém num periodo maior de tempo e com
uma velocidade de crescimento menor que as demais espécies estudadas. Isto ocorreu, provavelmente, devido
ao seu tamanho diminuto das células, necessitando de um niimero maior de células/mL para que se inicie a
competicdo por luz, nutrientes e espago. Ja a espécie Thalassiosira fluviatilis, apesar de ter apresentado um
dos menores valores de densidade celular maxima, esta alcangou o pico em menor tempo e com velocidade de
crescimento maior. A Unica espécie de agua doce (Chlorella vulgaris) apresentou baixo desempenho para todas
as varidveis analisadas.

Unitermos: microalgas, cultivo, crescimento autotrdfico
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Abstract

Growth of microalgae in autotrophic stationary systems. In this paper we evaluate the growth of nine
marine microalgae species (Nannochloropsis oculata, Thalassiosira pseudonana, Phaeodactylum tricornutum,
Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica, Tetraselmis chuii, Chaetoceros muelleri, Thalassiosira fluviatilis and
Isochrysis sp.) and one freshwater species (Chlorella vulgaris) under stationary autotrophy conditions, using
erlenmeyers flasks with 800mL of culture medium exposed to constant light intensities providing a photon flux
density of about 150pumol.m?.s™ and 25+2°C temperature and constant air flow. The experiment was carried
out in a controlled environment considering a block delineating randomized over time with three replicates.
The Nannochloropsis oculata showed the highest value of maximum cellular density, but with a longer period
of time and a lower growth rate. This was probably due to its tiny cell size, demanding a large number of cells
per volume to attain its optimum conditions for light, nutrients, water and atmospheric carbon dioxide. In ad-
dition, in spite of showing one of the lowest values of maximum cellular density, Thalassiosira fluviatilis was
the species that reached its maximum in a short period of time at the highest growth rate. Chlorella vulgaris
was the only freshwater species tested and it showed the poorest performance for all the variables analyzed in

the current study.

Key words: microalgae, culture, autotrophic growth

Introducao

As microalgas pertencem a um grupo muito hete-
rogéneo de organismos, predominantemente aquaticos
e geralmente microscopicos unicelulares, que podem
formar colénia, com pouca ou nenhuma diferenciagao
celular. Sdo caracterizadas pela presenca de pigmentos,
responsaveis por coloragdo variada e por mecanismo
fotoautotrofico. Filogeneticamente, as microalgas sdo
compostas de espécies procarioticas ou eucaridticas,
antigas ou mais recentes, conforme o periodo em que
surgiram no planeta (Raven et al., 2001).

Segundo Henrikson (1994) e Vonshak (1997) a
biomassa da microalga Spirulina (Arthrospira) ja era
utilizada na producg@o de alimentos pelos povos antigos
que habitavam margens de lagos da Africa e do Mé-
xico. Todavia, somente no século XX, pesquisadores
desenvolveram tecnologias de cultivo, usando tanques
abertos, fotobiorreatores fechados (PBRs) e reatores
(tipo fermentadores), que permitiram a sua produgao
comercial (Olaizola, 2003). Segundo esse mesmo au-
tor, as microalgas sdo consideradas uma fonte poten-
cialmente rica de varios produtos quimicos, os quais
podem ser aplicados na industria alimenticia, cosméti-
ca, farmacéutica, bem com, na obten¢do de biocombus-
tiveis. O cultivo pode ser aberto ou fechado, circulante
ou estacionario. No caso de tanques abertos, reatores do
tipo fermentadores e recipientes pequenos utilizados na
manutengdo de cultivos, ou mesmo, aqueles utilizados
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para aumentar o volume de inéculo geralmente sd3o do
tipo estacionario (Borowitzka e Borowitzka, 1988; Ri-
chmond, 2004).

O cultivo de microalgas pode ser considerado um
sistema bioldgico muito eficiente no armazenamento
de energia solar, através da produ¢@o de compostos or-
ganicos via processo fotossintético, sendo que a maio-
ria das espécies apresenta crescimento mais rapido que
as plantas terrestres, possibilitando maior rendimento
de biomassa (Vonshak, 1990). As plantas apresentam
composi¢do quimica diferenciada para cada orgdo, ja
as microalgas sdo organismos unicelulares, apresentan-
do a mesma composi¢do quimica em toda a biomassa
numa cultura (Raven et al., 2001). Apesar dessas van-
tagens e da flexibilidade (operacional e tecnologica) do
sistema de producdo de biomassa, as unidades produ-
tivas necessitam de investimentos altissimos, tanto em
relacdo ao custo de implantagdo quanto a produgéo de
biomassa (nutrientes, energia, mao-de-obra, separagio
etc.), além disso, ha risco de contaminagao dos cultivos
(Richmond, 1990 e 2004; Borowitzka, 1994; Molina et
al., 1995).

Tanto no ambiente natural quanto nos cultivos o
crescimento de uma populagdo de microalgas é resul-
tado da interacdo entre fatores biologicos, quimicos e
fisicos (Falkowski e Raven, 1997). Os fatores biologi-
cos estdo relacionados as proprias taxas metabdlicas da
espécie cultivada, bem como com a possivel influéncia
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de organismos contaminantes. Quanto aos fatores fi-
sico-quimicos que afetam o crescimento das microal-
gas sdo principalmente reportados estudos sobre luz,
temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes
(Guillard, 1975; Richmond, 2004).

A espécie Chlorella vulgaris ¢ uma alga unicelular
de 4gua doce pertencente a classe Chlorophyceae, ordem
Chlorococcales e familia Oocystaceae (Hoek et al., 1995).
Apresenta forma de vida unicelular ou colonial, e pode
acumular pigmentos como clorofila a e b, B-caroteno e
xantofilas. A principal forma de reserva ¢ o amido, porém
sob certas condi¢des podem armazenar 6leo. A reprodu-
¢do pode ser por divisdo binaria, esporos assexuais e re-
produgdo sexual (Hoek et al., 1995; Lee, 1995; Falkowski
e Raven, 1997; Esteves, 1998; Tomaselli, 2004).

Asespécies Tetraselmis suecica e T. chuii sdo algas
unicelulares flageladas, pertencente a classe Prasino-
phyceae, ordem Chlorodendrales e familia Chloroden-
dracea (Hoek et al., 1995; Tomaselli, 2004). Habitam
ambientes marinhos, exibem altas taxas de crescimento
e sdo usadas em cultivos como alimento para larvas de
moluscos bivalves (Laing ¢ Ayala, 1990). Sob condi-
¢oes de cultivo mixotréfico, podem alcangar densidade
celular consideravel (Xie et al., 2001).

A espécie Nannochloropsis oculata pertence a
classe Eustigmatophyceae (Xanthophyceae), ordem
Eustigmatales e familia Monopsidaceae (Hoek et al.,
1995). Podem ser produzidas em cultivo “batch” ou es-
tacionario, sendo usadas na cadeia alimentar de rotife-
ros (Okauchi, 1991).

A espécie Chaetoceros muelleri ¢ uma alga unice-
lular marinha pertencente a classe Bacillariophyceae,
ordem Centrales e familia Chaetoceraceae (Hoek et al.,
1995). Ja as espécies Thalassiosira pseudonana e T. flu-
viatilis pertencem a familia Thalassiosiraceae (Hoek et
al., 1995). A espécie Phaeodactylum tricornutum per-
tence a ordem Bacillariales e familia Phaecodactylaceae
(Hoek et al., 1995). As algas desta classe sdo também
conhecidas como diatomdaceas, responsaveis por cerca
de 25% da producdo primaria no planeta, tornando-se o
maior produtor de biomassa (Raven et al., 2001).

As espécies Isochrysis galbana e Isochrysis sp.
sdo algas unicelulares marinhas pertencentes a clas-

se Prymnesiophyceae, ordem Isochrysidales ¢ familia
Isocrysidaceae (Hoek et al., 1995; Tomaselli, 2004).
Apresentam boas caracteristicas nutritivas, sendo de
substancial interesse na aqiiicultura, principalmente na
alimentacdo de moluscos, peixes e crustaceos em esta-
gios iniciais de crescimento (Bougaran et al., 2003).

Visando a obtengdo de informagdes relativas ao
cultivo de diferentes espécies de microalgas conside-
rando as mesmas condi¢des experimentais foi desen-
volvido este estudo, com o objetivo de determinar o
crescimento de dez espécies de microalgas cultivadas
autotroficamente sob regime estacionario.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido em sala de cultivo,
no Laboratorio de Biotecnologia Alimentar (BIOTEC),
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(CAL), da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSQO).

As microalgas estudadas foram: Chlorella vulgaris
(microalga de 4gua doce, cepa oriunda da Universidade
Federal de Sao Carlos), Nannochloropsis oculata, Tha-
lassiosira pseudonana, Phaeodactylum tricornutum,
Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica, Tetraselmis
chuii, Chaetoceros muelleri, Thalassiosira fluviatilis e
Isochrysis sp. (microalgas marinhas, de cepas oriundas
do Laboratorio de Camardes Marinhos/UFSC). O expe-
rimento foi delineado em blocos casualizados no tempo,
com trés repetigoes.

A temperatura da sala de cultivo foi mantida em
25+2°C e as culturas foram desenvolvidas com ilu-
minacdo artificial (Iampadas fluorescentes de 40 W),
sendo submetidas a fotoperiodo integral e radiagdo
de +75umol m? s' no primeiro dia de cultivo e de
+150umol m? s™! a partir do segundo dia. Para o cultivo
da espécie Chlorella vulgaris, de agua doce, foi utili-
zado o meio de cultura W.C. (Tabela 1) e, para as es-
pécies marinhas o meio F/2 Guillard (Tabela 2), numa
salinidade de 29 (29%o). As culturas foram mantidas
com agitagdo (aeracdo) constante, com um fluxo de ar
atmosférico de 0,3L min".

Revista Biotemas, 21 (2), junho de 2008



10 S. Ohse et al.

TABELA 1: Meio de cultura W.C., modificado de Guillard e Lorenzen (1972).

Reagentes Solucio-estoque (g 100 mL™) Meio de cultura
CaCl,.2H,0 36,8 ImL
MgSO,.7H,0 37,0 ImL
Na,HCO, 12,6 ImL
K,HPO,.3H,0 11,4 ImL
NaNO, 85,0 ImL
Na,SiO,.5H,0 21,2 ImL
Soluc¢do de Ferro (g 1000 mL"' de 4gua destilada); Na,EDTA = 4,36; FeCl,.H,0 = 3,15 ImL
Solucdo de micronu- (g 1000 mL" de agua destilada)
trientes CuS0,.5H,0 = 0,01; ZnSO,.7H,0 = 0,022; CoCl,.H,0 = 0,01; MnCl,.4H,O ImL

=0,18; Na,Mo0O,.2H,0 = 0,006; H.BO,= 1,0
Solugdo de vitami- (g IOQO mL" de égua. de.stilada) lmL
nas Tiamina HCI= 0,1; Biotina= 0,0005
Agua destilada 1000mL

Corregdo do pH para 6,5 com solugao de HCI 10% (aproximadamente 2 mL).

TABELA 2: Composi¢do do Meio F/2 modificado de Guillard (1975), empregado no cultivo de microalgas ma-

rinhas.
1. Solucéo de nitrato
e NaNO, 150,0g
e FeCl,.6H,O 8,0g
e EDTA Na, 10,0g
e Sol. Tragos de Metais 2,0mL (de cada solug@o)
e Agua destilada al,0L
(Adicionar 0,65 mL para cada litro de agua do mar)
e ZnCl,.7H,0 1,65g
e CoCI2.6H,0 1,50g
Soluciio de tracos de metais: : ((;I;I;gil_\;[gzooMAHzo ?fgi
o MnC12.6HZO 27,0g
e Agua destilada para cada solugdo a 150,0mL
2. Solucéo de fosfato
° NaHZPO4.HZO 16,0g
o Agua destilada al,0L

(Adicionar 0,65 mL para cada litro de agua do mar)
3. Solugéo de silicato
e Silicato de sddio (H-300, QUIMIDROL) 80,0g
e Agua destilada al,0L
(Adicionar 1,0 mL para cada litro de agua do mar)
4. Solucio de TRIS

e Tris (Hidroximetil) Aminometano 50,0g
e Acido cloridrico PA 35,0mL
e Agua destilada 470,0mL

(Adicionar 5,0mL para cada litro de 4gua do mar, quando houver a necessidade
de esterilizar o meio em autoclave)

Vitaminas: Biotina: 0,1g para 100mL, deste adicionou-se ImL na solugdo de Fosfato. Cianocobalamina: 0,1g para
100mL, deste adicionou-se 1mL na solugdo de Fosfato. Tiamina: 0,2g, adicionados na solugdo de Fosfato.
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As curvas de crescimento foram elaboradas com a
densidade celular diaria da média das trés repeti¢des de
cada tratamento ou espécie estudada. Com auxilio do
programa estatistico Curveexpert foram ajustadas pela
aproximag¢do a curva logistica segundo Pindich e Ru-
benfeld (1981), aplicando-se a seguinte formula: Y =
P /1 + (P-N/N e, onde: Y= densidade celular (cel./
L); P, ¢ P,= primeiro e segundo pardmetros da curva lo-
gistica, respectivamente; N = densidade celular inicial
(cel./L); k= velocidade de crescimento (d!); t= tempo
(em dias). Os dados das curvas obtidas 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) que
representa o numero de divisdes celulares da populagao
por unidade de tempo (dia), foi determinada através da
seguinte equagdo, citada por Stein (1973): k=(3,322/(T,
—T).(Log N/N)), onde: k= velocidade de crescimen-
to; 3.322= fator de conversdo do logaritmo base 2 a
base 10; (T, — T)) = intervalo de tempo em dias; N, =
densidade celular inicial; N, = densidade celular final;
Log = Logaritmo em base 10. A velocidade ou taxa de
crescimento especifica de cada unidade experimental
foi obtida considerando o dia de cultivo no qual a po-
pulagdo alcangou a maxima densidade celular.

Para avaliar os parametros de crescimento (den-
sidade celular maxima alcangada, tempo de cultivo
até alcancar a maxima densidade e velocidade de cres-
cimento) foram desenvolvidas andlises de varidncia
(ANOVA) simples com P<0,05, e teste de separacdo de
médias de Tukey com P<0,05.

Resultados e Discussao

O crescimento das microalgas foi determinado
pelo incremento diario da densidade celular de cada
uma das unidades experimentais. Na figura 1 estdo re-
presentadas as curvas de crescimento para as 10 espé-
cies estudadas. A densidade celular inicial nas culturas
de Chaetoceros muelleri, Isochrysis sp., Phaeodac-
tylum tricornutum, Thalassiosira pseudonana, Chlo-
rella vulgaris e Isochrysis galbana foi de 1 x 10° cel
mL!, enquanto para Thalassiosira fluviatilis, Tetrasel-

mis suecica e Tetraselmis chuii foide 1 x 10* cel mL" e,
para Nannochloropsis oculata foi de 1 x 10° cel mL!. As
curvas foram construidas em diferentes escalas, uma
vez que o cultivo foi iniciado com diferentes densida-
des em fungao das diferengas de tamanho.

A reproducdo grafica se refere a densidade didria
da média das trés repetigdes para cada uma das espé-
cies estudadas. Os pontos indicam os valores médios
obtidos e a linha continua descreve a curva ajustada,
segundo regressio, através do modelo logistico [Y = a
/ (1 + b exp™)]. Em cada uma das curvas sdo apresen-
tados os parametros (a e b, onde a determina o ponto
onde a linha corta o eixo Y e b corresponde a inclina-
¢a0 da reta) da curva, bem como o coeficiente de deter-
minacdo r>. Observa-se que para todas as espécies as
curvas correspondem ao modelo proposto e que os co-
eficientes de determina¢do variaram entre 0,96 a 0,99,
indicando que existe correspondéncia entre os dados
obtidos e aqueles da curva ajustada.

Os desenhos das curvas foram bastante semelhan-
tes, ficando, entretanto, perceptiveis algumas diferen-
cas, por exemplo, as espécies Thalassiosira pseudonana
e Thalassiosira fluviatilis demonstraram fase exponen-
cial bastante acentuada, entrando na fase estacionaria
no terceiro e quarto dia, respectivamente (Figura 1). As
espécies Chlorella vulgaris, Phaeodactylum tricornu-
tum, Isochrysis sp. € Chaetoceros muelleri apresenta-
ram fase exponencial mais té€nue, levando mais tempo
para entrar na fase estacionaria (9, 6, 7 ¢ 7 dias, respec-
tivamente), sendo que as demais (7etraselmis suecica,
Tetraselmis chuii, Nannochloropsis oculata e Isochry-
sis galbana) apresentaram a inclinagio da curva media-
na. Entretanto, deve-se levar em conta a escala em que
foi construida cada curva, a qual considerou sempre a
densidade celular inicial e maxima atingida.

Na tabela 3 pode-se observar que houve varia¢do
significativa (P<0,05) entre os valores de densidade
celular maxima (DCM) entre as espécies estudadas. A
espécie Nannochloropsis oculata apresentou a maior
dado médio para o parametro DCM, o que se deve ao
seu tamanho reduzido em relacdo as outras espécies
estudadas. Foi por esta razdo que, iniciou-se o cultivo
da Nannochloropsis oculata com densidade celular de
100 x 10*cel mL"!, valor esse, 10 vezes maior que o
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FIGURA 1: Curvas de crescimento das dez espécies cultivadas.
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utilizado para as espécies Isochrysis galbana, Isochry-
sis sp., Chlorella vulgaris, Chaetoceros muelleri, Pha-
eodactylum tricornutum e Thalassiosira pseudonana e
100 vezes superior ao utilizado para as espécies Tha-
lassiosira fluviatilis, Tetraselmis suecica e Tetraselmis
chuii. Apesar da alta densidade celular, o rendimento
de cultivos continuos de Nannochloropsis foi signifi-
cativamente reduzido, devido a sensibilidade a fatores
que inibem o crescimento, por exemplo, produ¢do de
autoinibidores, fendmeno comum em culturas com al-
tas densidades celulares (Rodolfi et al., 2003).

As espécies T. fluviatilis, T. suecica e T. chuii
apresentaram os menores valores de DCM, provavel-
mente por apresentarem tamanho celular superior as
demais espécies estudadas, com isso, completam seu
ciclo de crescimento em densidades celulares menores.
Todavia, ndo diferiram significativamente das espécies
T. pseudonana e C. vulgaris. As espécies I. galbana ¢
Isochrysis sp. apresentaram valores intermediarios de

DCM, semelhantes as espécies C. muelleri e P. tricor-
nutum ¢ estas nao diferiram significativamente das es-
pécies T. pseudonana e C. vulgaris.

Renaud et al. (1999), estudando o crescimento de
18 espécies de microalgas, sob condi¢des controladas
(pH 8,3 £ 0,2; temperatura 25 + 1°C, radiagao de 80
+ 2umol m?s" e salinidade 25 + 1%_ ), encontraram
tamanho 8,3 comprimento x 5,5um largura ¢ densida-
de de 2,89 x 10° cel.mL™! para Chaetoceros sp.; 10,9 x
7,5um e densidade de 1,82 x 10° cel. mL! para Tetra-
selmis sp. € 6,4 x 6,4um e densidade de 1,69 x 10° cel
mL! para Isochrysis sp.. Neste experimento o tamanho
da espécie C. muelleri foi inferior ao encontrado para o
mesmo género, porém a densidade celular na fase ex-
ponencial tardia foi muito superior. O mesmo acontece
para as espécies Isochrysis sp. e 1. galbana, porém para
T’ suecica e T. chuii tanto o tamanho quanto a densida-
de estdo mais proximos aos valores encontrados pelos
referidos autores.

TABELA 3: Densidade celular inicial (DI). Densidade celular maxima (DCM). Dia de cultivo em que atingiu a
densidade celular maxima (DCDCM). Velocidade de crescimento (k) em divisdes por dia. Média de

trés repeticoes.

DI DCM T ””'“’;ﬁ’”n)“’l”’”' DCDCM
Espécie ) _— T Lar . Divisées por dia
Células x 10* mL mento gura (dias)

Nannochloropsis oculata 100 | 5.540,50 (569,59)a | 2,03 (forma esférica) 7,00 (2,00) a 0,88 (0,28) b
Isochrysis galbana 10 | 2.497,67 (604,66) b 5,18 3,15 5,00 (1,00) abe 1,62 (0,30) a
Isochrysis sp. 10 | 2.412,33(530,27) b 4,8 3,15 6,00 (0,00) abe 1,32 (0,06) ab
Chaetoceros muelleri 10 | 1.615,33 (386,50) bc 5,33 3,15 5,67 (0,58) abc 1,30 (0,13) ab
Phaeodactylum tricornutum | 10 | 1.482,50 (166,15) bc 15,68 2,33 6,00 (0,00) abc 1,20 (0,03) ab
Thalassiosira pseudonana 10 | 1.075,33 (426,64) «cd 5,25 3,52 4,00 (1,00) ¢ 1,72 (0,30) a
Chlorella vulgaris 10 | 772,00 (108,17)  cd ND ND 6,67 (0,58) ab 0,94 (0,05) b
Tetraselmis suecica 1 |212,33 (60,35) d 9,51 5,7 5,00 (0,00) abc 1,54 (0,08) a
Thalassiosira fluviatilis 1 | 164,00 (18,68) d 10,88 7,2 4,33 (0,58) bce 1,72 (0,24) a
Tetraselmis chuii 1 | 110,00 (5,00) d 11,93 8,03 5,33 (0,58) abc 1,28 (0,12) ab
Média geral 1.588,20 5,50 1,341

"Tratamentos com médias nfo seguidas pela mesma letra diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro,

com desvio padrdo entre parénteses. ND = Nao determinada

Revista Biotemas, 21 (2), junho de 2008



14 S. Ohse et al.

Da mesma forma, Renaud et al. (2002) estudando
o efeito da temperatura sobre o crescimento de micro-
algas (pH 8,3, radiagdo de 80pumol m2.s™! e salinida-
de 25° ), obtiveram quando da temperatura de 25°C,
densidade de 3,98 x 10° cel mL™! para Chaetoceros sp.
e 5,78 x 10° cel mL"' para Isochrysis sp., valores estes
muito inferiores aos encontrados neste experimento.

Estudando o efeito da iluminagdo sobre o cresci-
mento celular, Rocha et al. (2003) constataram valor mé-
dio densidade celular para Nannochloropsis gaditana de
aproximadamente 55 x 10° cel mL' quando da ilumina-
¢do continua e cerca de 23 x 10° cel mL-'quando do ciclo
12 horas de luz e 12 de escuro em 13 dias de cultivo, de-
terminada através do método turbidimétrico. Resultados
estes que comprovam o maior crescimento celular em
fun¢do do aumento do periodo de iluminacdo. O valor
encontrado pelos referidos autores, quando da ilumina-
¢do continua, foi muito semelhante a densidade celular
maxima encontrada no presente estudo para a espécie
Nannochloropsis oculata, porém em 7 dias de cultivo.

O modelo de crescimento microalgal ¢ dificil de
ser avaliado, uma vez que a composicdo celular e o
momento de coleta das amostras afetam consideravel-
mente a estimacio da densidade celular. Este problema
¢ aumentado em solugdes diluidas e com pequenos ta-
manhos celulares, assim como a Nannochloropsis sp.
(2-4pm) (Rocha et al., 2003). O tamanho encontrado
para N. oculata encontra-se dentro da faixa citada pelos
referidos autores, o qual foi de 2,03 pum.

Para se iniciar um cultivo continuo de microalgas
geralmente inclui-se um cultivo preliminar estacionario
(batch) para a obten¢do da densidade celular suficiente.
Bougaran et al. (2003) comparando o regime continuo
de cultivo e o estaciondrio, utilizando a microalga Iso-
chrysis galbana affinis Tahiti (T-Iso) e densidade ini-
cial de 5 x 10° cel mL"!, observaram que em ambos os
cultivos alcancaram a fase estacionaria entre 6 a 8 dias
apos a inocula¢do. Em ambos os sistemas de cultivo a
densidade celular média alcangada variou de 7,7 a 9,0 x
10° cel mL-'. No presente estudo os valores de densida-
de celular média para Isochrysis galbana e Isochrysis
sp. foram de 24,98 ¢ 24,12 x 10° cel mL" aos 6 ¢ 5 dias
apos inoculagdo, respectivamente, sendo cerca de trés
vezes superior ao encontrados pelos referidos autores.
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Valenzuela-Espinoza et al. (2002), comparando
o crescimento de /. galbana (T-Iso) em meio de cul-
tura f/2 (Guillard, 1975) e com adicdo de fertilizantes
agricolas, obtiveram apos sete dias de cultivo valores
médios de densidade de 5,16 € 5,19 x 10° cel mL"! para
o cultivo com fertilizantes e meio /2, respectivamente,
com uma taxa de crescimento de 0,6 d'. Os valores
de densidade celular, obtidos para Isochrysis galbana e
Isochrysis sp., alcangados ao cinco e seis dias de culti-
vo, respectivamente, neste estudo, foram superiores aos
apresentados pelos referidos autores. No entanto, a taxa
ou velocidade de crescimento em niimero de divisdes
por dia foi semelhante. Foram superiores também aos
dados obtidos por Poisson e Ergan (2001) testando dois
meios de cultura (Jones e Provasoli 1/3) e trés periodos
de coleta (4, 8 ou 14 de cultivo) para densidade celular,
variando de 241,3 a 578 x 10*cel mL-'.

Em cultivo estacionario sob condi¢des controla-
das de temperatura de 18+1°C, radiacdo de 115 pumol
m~2 s, 12:12 horas luz/escuro e densidade inicial de 2,5
x 10°cel mL, Fidalgo et al. (1998) encontraram para
Isochrysis galbana densidades celulares variando de
23229 x 10°cel mL! em fungédo da fonte de nitrogénio,
corroborando com os resultados obtidos neste trabalho
para Isochrysis galbana e Isochrysis sp..

Testando diferentes regimes de luz, Tzovenis et
al. (2003) encontraram o valor maximo de 3,96 x 10’
cel mL! para Isochrysis galbana, quando de ilumina-
¢do continua, radiacdo de 150pmol m2.s™!, temperatura
de 26°C e adigo de 2% de CO,. Valor este superior aos
encontrados neste experimento, para a mesma espécie
e também para Isochrysis sp., os quais rearranjados fo-
ram de 2,412 e 2,498 x 107 cel mL", respectivamente.

Estudando o crescimento de Chaetoceros muelle-
ri € Isochrysis sp., Pernet et al. (2003), em 0,5, 18 e
170 litros de meio de cultura até o oitavo dia de cultivo,
obtiveram os respectivos valores variando de 3 a 12 x
10° cel mL!, aumentando com o aumento do volume
de cultivo. Ja para Isochrysis sp., a densidade variou de
4 a 10 x 10° cel mL"!, com maior rendimento no verdo
do que no inverno. Em ambos os géneros, os valores
maximos encontrados pelos autores acima citados, sdo
inferiores aos atingidos no estudo em questio.
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Em um experimento utilizando-se 1,5 litro de meio
/2, temperatura de 20+1°C, irradiancia de 120pmol de
fotons m2.s! e borbulhamento continuo de ar enrique-
cido com CO,, Voltolina et al. (1998) encontraram para
Chaetoceros sp. densidades celulares aos 4 e 8 dias
de cultivo de 1,19 e 1,63 x 10°cel mL"!, respectiva-
mente, quando de pré-aclimatagdo do inéculo e 1,92
¢ 2,66 x 10°cel mL"!, quando em fase exponencial de
crescimento. Para Phaeodactylum tricornutum esses
valores foram 4,08 ¢ 6,76 x 10°células mL"' e 7,15 e
4,68 x 10°cel mL"', respectivamente. A espécie Chae-
toceros muelleri apresentou densidade celular maxima
de 16,15 x 10° cel mL! e Phaeodactylum tricornutum,
14,82 x 10° cel mL!, valores esses muito superiores
aos encontrados pelos referidos autores. As diferencas
podem ser explicadas pelas diferencas das condi¢des
experimentais, uma vez que se utilizou temperatura de
25+2°C, radia¢do de 150 pmol m? s!' e borbulhamento
continuo de ar sem injecdo de CO,, pois, em experi-
mento preliminar, percebeu-se que havia redugdo mui-
to rapida do pH da cultura em fun¢do do aumento deste
elemento na cultura, entre outras.

Lopez-Elias et al. (2005) iniciaram o cultivo de
Chaetoceros muelleri com 0,2 x 10° cel mL™! em siste-
ma estacionario protegido, determinando a densidade
celular apo6s 42 horas, encontraram os seguintes valo-
res: 1,76 x 10° cel mL"! na primavera; 2,02 x 10° cel
mL" no verdo; 1,26 x 10° cel mL! no outono e 1,71 x
10¢ cel mL™! no inverno. Em cultivo do tipo batch ou
estacionario utilizando fotobiorreator, Krichnavaruk et
al. (2005) encontraram para a Chaetoceros calcitrans
a densidade celular maxima de 8,8 x 10° células mL"!
quando da fase estacionaria. Neste foi de 2,63 x 10° cel
mL" apos 48 horas de cultivo e 16,15 x 10° cel mL"!
apos 136 horas de cultivo (Tabela 3). No entanto, va-
lores superiores foram encontrados por Goksan et al.
(2003), avaliando a densidade celular em funcdo de
variagdes na iluminago, onde o valor maximo obtido
no sétimo dia de cultivo foi 49,08 x 10° cel mL"! para
Chaetoceros muelleri.

Avaliando a composi¢@o quimica de Chaetoceros
sp. em diferentes condi¢des de luz, Saavedra e Volto-
lina (1994) obtiveram como densidade celular maxima
7,8 x 10% cel mL"!, quando da radiagdo 498umol m

s'l, acima disso houve fotoinibi¢do. Neste experimento,
foi obtido mais que o dobro da densidade, quando da
radiagdo 150pumol m2s™.

O crescimento de Chlorella vulgaris foi avaliado
em biorreator tubular, mantendo em 25°C em frascos
contendo 100mL de cultura, radia¢do de 76umol m2s’
' com 16h de luz e agitacdo de 60rpm, Scragg et al.
(2002) obtiveram densidade celular maxima de 7,7 x
10° cel mL", corroborando com o valor obtido neste
para a mesma espécie.

Nieves et al. (2005) cultivaram Tetraselmis sueci-
ca em diferentes meio de cultura, obtiveram densidades
celulares variando de 0,6 a 0,7 x 10° cel mL!, enquanto
que o controle apés 5 dias da inocula¢do apresentou
densidade de 1,3 x 10° cel mL"!, valores estes inferiores
aos encontrados neste estudo (2,12 x 10 cel mL™).

Em recipiente contendo 4,3 litros de meio a 18°C,
81 +4 uE m?s, 12:12 h de luz:escuro, densidade ini-
cial de 5,5 x 10° cel mL"!, Fabregas et al. (1994) ob-
tiveram para Dunaliella tertiolecta, densidade celular
maxima de aproximadamente 13 x 10° cel mL-!. Valor
superior aos valores obtidos neste trabalho para as es-
pécies Chlorella vulgaris, Tetraselmis suecica, T. Chuii
e Thalassiosira fluviatilis, o que se deve, provavelmen-
te ao maior tamanho celular apresentado por estas es-
pécies.

Analisando-se os valores médios encontrados para
as 10 espécies estudadas, pode-se concluir que existe
uma grande variago entre elas quanto a densidade ce-
lular, o que é resultante provavelmente das diferencas
de tamanho, bem como o esgotamento dos nutrientes
do meio de cultura, ndo suportando maiores densida-
des. A partir desse momento passa a haver competicdo
ndo so por nutrientes, mas por espago ¢ luz (autossom-
breamento).

A andlise da varidncia revelou significancia
(P<0,05) para o parametro dia de cultivo em que atin-
giu a densidade celular maxima. A DCM foi alcangada
em menos tempo pela Thalassiosira pseudonana, di-
ferindo significativamente somente das espécies Nan-
nochloropsis oculata e Chlorella vulgaris. As espécies
que levaram mais tempo para obterem a DCM foram
também as que apresentaram tamanho celular rela-
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tivamente menor. Mesmo tendo iniciado o cultivo da
Nannochloropsis oculata com densidade inicial de 100
x 10* cel mL"!, superior a todas as outras espécies, a
DCM foi atingida em um periodo maior de tempo que
nas espécies Thalassiosira fluviatilis e T. pseudonana,
ndo diferindo significativamente das demais espécies.

A DCM foi atingida no final da primeira semana,
quando do cultivo estacionario, em Dunaliella salina
(Garcia-Gonzales et al., 2005). As espécies Nannochlo-
ropsis oculata, Chlorella vulgaris, Phaeodactylum tri-
cornutum ¢ Isochrysis sp., também apresentaram valor
de DCM no final da primeira semana, sendo que as de-
mais espécies apresentaram em menos tempo.

Em recipiente contendo 4,3 litros de meio a 18°C,
81 £ 4uE m? s, 12:12 h de luz:escuro, densidade ini-
cial de 5,5 x 10° cel mL"!, Fabregas et al. (1994) ob-
tiveram para Dunaliella tertiolecta, densidade celular
maxima no décimo dia de cultivo, periodo superior ao
obtido neste para todas as espécies estudadas.

Analise da variancia ndo revelou significancia
para blocos, revelando, no entanto, para tratamentos
(P<0,05) para o parametro velocidade de crescimento
(k) em divisdes por dia. A tabela 3 apresenta os dados
médios da velocidade de crescimento. O maior valor
foi de 1,72 d"! apresentado pelas espécies Thalassiosira
pseudonana e Thalassiosira fluviatilis. Estas espécies,
juntamente com Isochrysis sp. diferiram significativa-
mente das espécies Chlorella vulgaris e Nannochlorop-
sis oculata, ndo diferindo das demais. O menor valor
foi de 0,88 apresentado pela espécie Nannochloropsis
oculata.

Renaud et al. (2002) constataram maior taxa de
crescimento para Chaetoceros sp. € Isochrysis sp. na
faixa de temperatura 27 a 30°C, cujo valor foi de 0,87
e 0,97 divisodes por dia, respectivamente, valores estes,
inferiores aos apresentados na Tabela 3 para os mesmos
géneros. J4 Renaud et al. (1999), estudando o cresci-
mento de 18 espécies de microalgas, sob condigdes
controladas (pH 8,3 £+ 0,2; temperatura 25 + 1°C, den-
sidade de fluxo de fotons de 80 + 2umol m2.s™! e sali-
nidade 25 + 1°/_ ), encontraram 0,56; 0, 39 ¢ 0,47 divi-
sdes por dia para Chaetoceros sp. (Bacillariophyceae),
Tetraselmis sp. (média de duas espécies — Prasinophy-
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ceae) e Isochrysis sp. (Prymnesiophyceae), respectiva-
mente, sendo que o maior valor foi 0,73 d! apresentado
pela Bacillariophyceae, Skeletonema sp.. No presente,
os valores foram superiores para todas os respectivos
géneros, bem como a média geral. Todavia, as taxas de
crescimento reportadas para diatomdceas temperadas
por Chen e Durbin (1994) foram similares a superiores,
variando de 1,7 a 3,8 divisdes por dia, particularmente
por se tratar de cepas diferentes, cultivadas sob condi-
¢Oes ambientais distintas.

Lopez-Elias et al. (2005) determinaram a taxa de
crescimento para Chaetoceros muelleri, encontrando
valores variando entre 1,2 a 2,7 d'! em sistema estacio-
nario protegido e 1,7 a 2,9 d!' em sistema estacionario
a céu aberto, apos 24 horas de cultivo, em fun¢fo das
estacdes do ano. A velocidade de crescimento encon-
trada neste para Chaetoceros muelleri foi de 1,30 d”,
encontrando-se dentro da faixa obtida para o sistema
estaciondrio protegido e abaixo da obtida em sistema
estacionario a céu aberto pelos referidos autores, lem-
brando que o célculo foi realizado levando em conside-
racdo o tempo em dias que levou para atingir a DCM.
Valores inferiores foram encontrados por Rajadurai et
al. (2005), para as diatomaceas Chaetoceros wighami e
Amphora coffeaeformis, produzidas em meio de cultura
Guillard /2, irradiancia de 40pumol m2.s! e temperatu-
ra de 28°C, as quais apresentaram as respectivas taxa de
crescimento em divisdes por dia + 0,95 e + 0,72, taxas
que decresceram com o aumento da temperatura.

Para a diatomacea Thalassiosira weissflogii, Rein-
felder et al. (2000) obtiveram taxas de crescimento va-
riando de 1 a 1,5 d! em fun¢do do tratamento aplicado.
Amplitude esta, inferior aos valores obtidos neste para
0s mesmos géneros.

Avaliando o crescimento de Chlorella vulgaris
em biorreator tubular, temperatura de 25°C em frascos
contendo 100mL de cultura, intensidade luminosa de
76umol m2s' com 16h de luz e agitagdo de 60rpm,
Scragg et al. (2002) constataram maxima taxa de cres-
cimento de 0,69 d!, valor este inferior ao encontrado
neste trabalho para a mesma espécie.

Tzovenis et al. (2003), encontraram taxa de cres-
cimento especifica de 1,25 d”!, para Isochrysis galbana,
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valor este, inferior ao obtido neste, para Isochrysis gal-
bana e para Isochrysis sp.. Valor inferior foi constatado
também por Poisson e Ergan (2001) para Isochrysis gal-
bana, quando do uso do meio de cultura Provasoli 1/3,
cujo valor foi de 0,44 d'. Grima et al. (1994) também
obtiveram taxa de crescimento inferior para Isochrysis
galbana, a qual foi de 0,38 d!' ao sétimo dia de cultivo
em sistema semicontinuo. Em recipiente contendo 4,3
litros de meio a 18°C, 81 + 4uE m? s, 12:12 h de luz:
escuro, densidade inicial de 5,5 x 10° cel mL-!, Fabre-
gas et al. (1994) constataram para Dunaliella tertiolec-
ta, taxas de crescimento variando de 0,9 a 1,1 d-'.

A espécie Nannochloropsis oculata foi a que apre-
sentou maior valor de DCM, porém num periodo maior
de tempo e com uma velocidade de crescimento menor
que as demais espécies estudadas. O que se deve, pro-
vavelmente, ao seu tamanho diminuto, necessitando de
um numero maior de células por mL de cultura para
que se inicie a competi¢do por luz, nutrientes e espago.
Ja a espécie Thalassiosira fluviatilis apesar de ter apre-
sentado um dos menores valores de DCM, alcangou-
a em um periodo menor de tempo e com velocidade
de crescimento maior. A Unica espécie de agua doce
(Chlorella vulgaris) apresentou baixo desempenho
para todos os parametros avaliados.

Pode-se concluir que, tanto a densidade celular
maxima quanto o tempo que leva para esta ser atingida,
bem como a velocidade de crescimento variam muito,
mesmo considerando a mesma espécie, € sob as mes-
mas condi¢des (temperatura, fotoperiodo, intensidade
luminosa, composi¢do do meio de cultura, tipo de cul-
tivo, entre outros) de cultivo.
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