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Resumo

As microalgas sdo organismos microscopicos autotréficos que formam um grupo
heterogéneo, predominantes em ambientes aquaticos, responsaveis pela maior parte do
oxigénio e produgdo priméria da Terra. Séo classificadas em quatro grupos principais:
Cyanophyceae, Chrysophyceae, Chlorophyceae e Bacillariophyceae (diatomaceas). Esses
microrganismos produzem variados compostos organicos, sendo comumente utilizados em
diversos ramos da industria e aquicultura. O presente estudo teve como objetivo avaliar o
crescimento e rendimento em biomassa seca das diatoméaceas: Amphora sp., Chaetoceros
calcitrans e Thalassiosira fluviatilis. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeticbes para cada espécie, totalizando nove unidades
experimentais. Para a avaliacdo de crescimento, realizaram-se contagens didrias em camara
de Neubauer e microscopio optico, obtendo as varidveis: velocidade de crescimento (K),
tempo de duplicacdo (TD) e densidade celular méxima (DCM). De mesmo modo, foram
elaboradas curvas de crescimentos ajustadas pela aproximacao a curva logistica. Ao fim do
cultivo, foi obtido o rendimento em biomassa seca, posteriormente as etapas de
centrifugagéo, para retirada do sobrenadante e liofilizagdo, para secagem da biomassa.
Como resultados, foram obtidas maiores DCM e K para C. calcitrans (1.225 x 10* cél mL"*
e 1,58 div dial) e maiores rendimentos em biomassa seca para T. fluviatilis (0,61 g L) e
Amphora sp. (0,46 g L™). As trés espécies apresentaram diferentes pardmetros de
crescimento e rendimento em biomassa, sendo T. fluviatilis e Amphora sp. favoraveis para

rendimento em biomassa seca e C. calcitrans para atingir maiores densidades celulares.

Palavras-chave: Microalgas. Velocidade de crescimento. Densidade celular. Biomassa

Seca.
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Abstract

Microalgae are autotrophic microscopic organisms that form a heterogeneous
group, predominant in aquatic environments, responsible for most of the oxygen and
primary production of the Earth. They are classified into four main groups: Cyanophyceae,
Chrysophyceae, Chlorophyceae and Bacillariophyceae (diatoms). These microorganisms
produce various organic compounds and are commonly used in several branches of
industry and aquaculture. The present study aimed to evaluate the growth and yield in dry
biomass of the diatoms: Amphora sp., Chaetoceros calcitrans and Thalassiosira fluviatilis.
The experimental design was completely randomized, with three replications for each
species, totalling nine experimental units. For growth evaluation, daily counts were
performed in a Neubauer chamber and optical microscope, obtaining the variables: growth
rate (K), doubling time (DT) and maximum cell density (MCD). Likewise, growth curves
were drawn up adjusted by approximating the logistic curve. At the end of the cultivation,
the dry biomass yield was obtained, after the centrifugation steps, to remove the
supernatant and lyophilization, to dry the biomass. As a result, higher DCM and K were
obtained for C. calcitrans (1,225 x 10* cells mL™* and 1.58 div day?) and higher dry
biomass yields for T. fluviatilis (0.61 g L™*) and Amphora sp. (0.46 g L%). The three species
showed different parameters of growth and yield in biomass, being T. fluviatilis and
Amphora sp. favorable for yield in dry biomass and C. calcitrans to reach higher cell

densities.

Keywords: Microalgae. Growth rate. Cell density. Dry biomass.
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INTRODUCAO

Microalgas sdo organismos microscopicos unicelulares que podem formar col6nias,
autotroficos, por serem capazes de realizar fotossintese, e pertencentes ao reino Protista.
Formam um grupo heterogéneo predominante em ambientes aquéaticos ou Umidos, tanto
marinhos como de aguas salobras e doces, variando de aguas superficiais a subterraneas,
podendo viver em ambientes adversos. Sdo classificadas conforme o pigmento que
produzem, as substancias que armazenam, o ciclo de vida e a estrutura celular (RAVEN et
al., 2001).

Por serem organismos fotossintéticos, as microalgas utilizam dioxido de carbono
atmosférico, luz solar e agua para produzirem vérias formas de compostos tais como:
polissacarideos, proteinas, lipidios e hidrocarbonetos, sendo comumente utilizadas na
producdo de farmacos, cosméticos e suplementos alimentares para consumo humano e
animal, além de serem potenciais fontes para biocombustiveis (CHISTI, 2007; ANDRADE
e COSTA, 2008). Ademais, sdo responsaveis por grande parte da producgdo de oxigénio do
planeta e constituem 60% da producdo primaria, sendo consideradas fundamentais a cadeia
trofica, na transferéncia de energia, tendo utilizacdo essencial na base alimentar de
indmeros organismos aquéticos (CHISTI, 2004; SIMOES, 2016).

Podem ser classificadas em quatro grupos principais: Cyanophyceae,
Chrysophyceae, Chlorophyceae e Bacillariophyceae. Sendo as algas azuis ou
Cyanophyceae, encontradas em ambientes diversos, tendo importante atuacdo na fixacdo
do oxigénio atmosférico e apresentando cerca de 2.000 espécies. Ja as algas douradas ou
Chrysophyceae sdo encontradas maioritariamente em aguas continentais ou doce, com
cerca de 1.000 espécies. As algas verdes ou Chlorophyceae, tem representantes tanto em
aguas salgadas quanto doces e tem como substancia reserva o amido, contando com
aproximadamente 17.000 espécies. Enquanto as diatomaceas ou Bacillariophyceae sdo
predominantes do fitoplancton oceanico, podendo também ser encontradas em ambientes
de &guas salobras, estimando-se a presenca de cerca de 100.000 espécies (RAVEN et al.,
2005).

As diatomaceas apresentam parede celular composta por silica e tem como
substancia reserva a crisolaminarina, sdo consideradas como o grupo de maior abundéncia
em espécies, sendo responsaveis por 25% da producdo primaria existente (RAVEN et al.,
2001). A producéo em larga escala se deu ap6s a segunda guerra mundial, devido a escassez

de proteina animal, e 0 conhecimento de que esses organismos tém capacidade de alta
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producdo de lipideos em certas condigdes de cultivo (SOEDER, 1986). Desde os anos 60
até hoje, os paises da Asia continuam consumindo e comercializando esses organismos,
atribuindo a eles capacidades nutricionais e terapéuticas (RICHMOND, 2004).

Na aquicultura, as diatomaceas tém funcéo primordial, e grande parte do sucesso
dos cultivos se da pelo uso dessas algas para alimentacdo de animais aquéaticos, como
camardes, moluscos e peixes, especialmente na fase de larvicultura. Também sdo usadas
como fonte de alimentag&o indireta, alimentando organismos que servirdo de alimento para
a espécie de interesse. No Brasil, existe um ramo de producdo a nivel comercial dessas
algas, que se dedica especialmente para nutricdo de larvas do camardo marinho
Litopenaeus vannamei, que tem grande aceitacdo nos mercados local e mundial, gerando
renda para muitas pessoas (SIMOES, 2016). Dentre as diatomaceas, podem ser destacadas
espécies como Amphora sp., Chaetoceros calcitrans e Thalassiosira fluviatilis.

A diatomacea benténica Amphora sp. serve de alimento natural para diversos
organismos. Estudos demonstram que a adicdo desta alga resulta em melhor crescimento
de camardes L. vannamei, com elevadas taxas de sobrevivéncia, alto ganho de peso e
eficiente conversao alimentar. Segundo Sassi (2016), a Amphora sp. apresenta eficiéncia
em remover até 70% das concentracdes de nitrito, nitrato e fosfato em condicbes
experimentais, mostrando ser um bom agente biorremediador; além de possuir elevado
potencial de sintese de lipideos, que pode ser utilizado para outras finalidades, inclusive na
producdo de energia.

A espécie Chaetoceros calcitrans pertencente a ordem Centrales e familia
Chaetoceraceae, é predominantemente encontrada em ambiente pelagico marinho. Esse
género é considerado responsavel por 10% da producdo total estimada de carotenoides na
natureza, destacando-se a producao de fucoxantina, atuando também como agente indicador e
biorremediador de metais pesados (DWI et al., 2019). E amplamente predado pelo
zooplancton pelégico, com representantes em todas as regides maritimas. Na larvicultura é
aplicado para a alimentagdo de larvas de crustaceos marinhos e moluscos bivalves (SHEI
et al., 2008).

A diatomacea Thalassiosira fluviatilis pertence a ordem Biddulphiales e familia
Thalasiosiraceae, apresentando células individuais, ricas em acidos graxos, tanto saturados
quanto mono e poli-insaturados, e bom percentual de proteinas hidrossoltveis. Podem
possuir indices de produtividade superiores a Chaetoceros muelleri, em condi¢bes

experimentais (DERNER, 2006). Segundo Derner (2006), algas do género Thalassiosira,
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sdo utilizadas de forma isolada, ou em combinacdo com outras espécies, para alimentar
diferentes espécies de camardes marinhos e promovem maior velocidade de metamorfose,
maior sobrevivéncia das larvas e favorecem o desempenho zootécnico de pds-larvas de L.
vannamei, além de assimilarem concentracfes de amonia e fosforo do meio, atuando
também como biorremediador (BELETTINI, 2011).

As trés espécies de diatoméaceas citadas acima apresentam caracteristicas comuns,
sendo a aplicagdo na larvicultura do camardo marinho a principal delas, atuando na
melhoria da qualidade da 4gua e como fonte de alimento. Desse modo, o0 presente trabalho
teve como objetivo avaliar o crescimento e o rendimento em biomassa seca das

diatomaceas: Amphora sp., Chaetoceros calcitrans e Thalassiosira fluviatilis.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Producdo de Alimento Vivo
(LAPAVI) localizado no Departamento de Pesca e Aquicultura da Universidade Federal
Rural de Pernambuco. As microalgas foram adquiridas do banco de cepas do LAPAVI e
cultivadas em garrafas de vidro com volume util de 500 mL contendo o meio de cultura
Conway (WALNE, 1966), conforme Tabela 1. Foram mantidas em salinidade de 30 g L,
temperatura de 25 + 1 °C, intensidade luminosa de 2000 lux, usando lampadas

fluorescentes, fotoperiodo de 24h de luminosidade e aeracdo constante.

Tabela 1 - Composic¢éo do meio de cultura Conway (WALNE, 1966).

Substancia Concentragdo (g L)
FeClz.6H.0 1,30
MnCl2.4H.0 0,36
H3BOs 33,6
EDTA 45,0
NaH2P04.2H20 20,0
NaNOs 100,0
ZnCl> 0,11
CoCl2.6H20 0,10
(NH4)sM0O7024.4H,0 0.045
CuS04.5H20 0,10
NazSiO3 40,0
Vitamina B1 0,1
Vitamina B12 0,005

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeti¢des para
cada espécie, totalizando nove unidades experimentais. As microalgas foram inoculadas
em concentracéo de 2,5 x 10* células mL* para Amphora sp e Thalassiosira fluviatilis e,
5 x 10* células mL™ para Chaetoceros calcitrans.

Para a avaliacdo do crescimento das microalgas, foram retiradas amostras das
culturas a cada 24 horas apds o inicio do experimento, fixadas com formol a 4%, e
realizadas as contagens em camara de Neubauer com auxilio de um microscopio optico. A

partir dos dados de contagem celular, foram obtidas densidades celulares maximas (DCM),
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considerando o dia de cultivo no qual cada populacdo algal alcancou a maxima densidade
celular, tempo de duplicagdo (TD) e velocidade de crescimento (K), representada pelo
namero de divisbes celulares num intervalo de tempo (STEIN, 1973), determinada atraves

da seguinte equacao:

K =1[3.322 (T;-T;) ' x(Log Ny x Nj)™']

Onde: 3,322 = fator de conversédo do logaritmo base 2 a base 10; (T2 — T1) = intervalo de
tempo em dias; N1 = densidade celular inicial; N2 = densidade celular final; Log =

logaritmo em base 10.

Para determinar o TD, que representa o tempo gasto na divisdo de uma célula, foi

utilizada a equacéo abaixo:

TD = 1/K

As curvas de crescimento para cada espécie foram desenvolvidas a partir das
densidades celular diarias, com o auxilio do programa CurveExpert versdo 1.4 (HYAMS,
2010). As curvas foram ajustadas pela aproximagdo a curva logistica
[Y=a/(1+bexp %), seguindo a metodologia de Pindich e Rubenfeld (1981). Os dados
das curvas obtidas e aqueles das curvas ajustadas foram considerados correspondentes
quando o coeficiente de determinac&o (r?) foi igual ou superior a 0,80 (COSTA NETO,
1977).

Ao final do cultivo o volume de cultura produzido em cada unidade experimental
foi centrifugado a 3.000 x g, durante 10 min e congelado a -80 °C por 24h, sendo
posteriormente submetido ao processo de liofilizacdo por 48 horas. Ao fim deste
procedimento, as amostras foram pesadas em balanca analitica (0,001 g) para a avaliacao
do rendimento em biomassa seca (g L™).

Os dados de crescimento e rendimento em biomassa de cada espécie de microalga
foram submetidos as analises de normalidade e homogeneidade, através dos testes de
Shapiro-Wilk e Cochran, respectivamente. Sendo entdo, submetidos a analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (P < 0,05), utilizando o software Assistat 7.6.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As varidveis de crescimento das microalgas apresentaram distingdes entre as

espécies cultivadas (Tabela 2). A densidade celular maxima (DCM) foi significativamente
diferente entre as trés espécies, sendo maior com a Chaetoceros calcitrans (1.225 x 10*

cél mL™"), seguido da T. fluviatilis (116 x 10* cél mL""') e Amphora sp. (64 x 10* cél mL™),

Tabela 2 - Pardmetros de crescimento e rendimento em biomassa seca das microalgas

Amphora sp., Chaetoceros calcitrans e Thalassiosira fluviatilis.

Espécies DCM Biomassa K TD
(10* cél mL™Y) seca (div diat) (diat)
(gL
Amphora 63,73 £ 12,16° 0,46 £ 0,09* 0,93 £ 0,06° 1,08 + 0,072
sp.
Chaetoceros 1225,67 + 435,65% 0,07 +0,02° 1,58 + 0,102 0,64 £ 0,04°
calcitrans
Thalassiosira 116,42 £1557°  0,61+0,12°  1,11+0,04°  0,90+0,03°
fluviatilis

DCM: Densidade celular maxima; K: Velocidade de crescimento; TD: Tempo de duplicacao.

No entanto, a alga C. calcitrans mesmo apresentando maior nimero de células,
obteve menor rendimento em biomassa seca (0,07 g L), como consequéncia do seu
tamanho de aproximadamente 3 um, sendo esse resultado inferior ao obtido por Khoi et al.
(2006) (0,17 g L. Enquanto, T. fluviatilis e Amphora sp., que possuem tamanhos de
aproximadamente 20 e 10 um, respectivamente, obtiveram maior rendimento em biomassa
(Tabela 2). A biomassa seca obtida com a Amphora foi semelhante a encontrada por
Chtourou et al. (2015) (0,43 g L1), em contrapartida, a biomassa atingida por T. fluviatilis
foi superior & alcangada por T. weissflogii (0,24 g L™?), nos estudos de Dipasquale et al.
(2012).

Quanto a velocidade de crescimento (K), foi significativamente superior para a C.
calcitrans (1,58 div dia?) e inferior para a Amphora sp. (0,93 div dia?®) (Tabela 2). A
velocidade de crescimento da Amphora sp., no presente estudo, foi semelhante ao
observado por Rajadurai et al. (2005) para a Amphora coffeaeformis (0,95 div dia). Para
a C. muelleri, Lopez-Elias et al. (2005), determinaram taxas de crescimento entre 1,2 e 2,7
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div dia, condizendo com o observado para a C. calcitrans neste ensaio. Ja com a T.
fluviatilis, foi obtido no presente estudo K de 1,11 div dia™ (Tabela 2), enquanto Sellare et
al. (2011) relata valor inferior (0,7 div dia™) e Ohse et al. (2008) valor superior (1,72 div
dia?), possivelmente ocasionado pelas diferencas nas condi¢des de cultivo, como
salinidade e meio de cultivo (W.C., modificado de Guillard e Lorenzen (1972)). O tempo
de duplicacdo (TD), no presente ensaio, seguiu mesma tendéncia de K, com a C. calcitrans
apresentando maior eficiéncia, seguida das microalgas T. fluviatilis e Amphora (Tabela 2).

O modelo da curva logistica, conforme é observado na Figura 1, demonstra que 0s
cultivos das trés espécies em questdo tiveram duracdo de oito dias. Sendo a fase de
adaptacdo ao ambiente de cultivo, representada pelo primeiro dia para todas as espécies.
Com relacdo a fase exponencial, teve duragdo de seis dias (do segundo ao sétimo dia) para
a Amphora sp., quatro dias (do segundo ao quinto dia) para a C. calcitrans e trés dias (do
segundo ao quinto) para a T. fluviatilis, que em contrapartida permaneceu por mais tempo
na fase estacionéria. A fase de declinio iniciou-se no oitavo dia para a Amphora sp. e no

sexto dia para as outras espécies.

Figura 1 - Curvas de crescimentos das microalgas Amphora sp., Chaetoceros calcitrans e

Thalassiosira fluviatilis.
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Da mesma forma, € possivel notar que enquanto a Amphora sp., curva mais suave,
atingiu no sétimo dia de cultivo o seu ponto de mé&xima, as espécies C. calcitrans e T.
fluviatilis, com curvas mais abruptas, atingiram 0S pontos de maxima no quinto dia de
cultivo. Ohse et al. (2008) observaram curva semelhante para T. fluviatilis, ja com a C.
muelleri, a fase exponencial durou até o sexto dia, um dia a mais do observado no presente
estudo. E possivel inferir que o declinio na divis&o das células logo apds a fase exponencial,
ocorre devido a falta de nutrientes no meio, consumidos pelo metabolismo das células
(COUTTEAU, 1996), levando em conta que ndo houve reposicéo de nutrientes no decorrer
do experimento.

A partir dos resultados obtidos com o presente estudo, € possivel perceber a
importancia na escolha da espécie de microalga de acordo com a aplicabilidade pretendida.
No caso do uso de microalgas para larvicultura, deve-se levar em consideracdo: habito
alimentar da larva de interesse, densidade de alga necessaria (em determinados intervalos
de tempo), o tamanho da alga apropriado, entre outros fatores. No entanto, a incluséo das
microalgas € inquestionavelmente benéfica para o melhor desenvolvimento de diversos
organismos. Assim como, sdo utilizadas em produtos farmacéuticos, nutracéuticos e
energéticos, sendo importantes estudos cada vez mais aprofundados sobre esses

microrganismos.

CONCLUSOES

As trés espécies de diatomaceas, Amphora sp., Chaetoceros calcitrans e
Thalassiosira fluviatilis, apresentaram diferentes parametros de crescimento e rendimento
em biomassa seca; sendo C. calcitrans a que apresentou maior densidade celular e
velocidade de crescimento, enquanto, T. fluviatilis e Amphora sp. obtiveram maior
rendimento em biomassa seca. Desse modo, € possivel inferir que, se o interesse no cultivo
de alguma dessas trés espécies, for o quantitativo de células atingido, ou a mais rapida
divisdo celular, a escolha provavel seria a C. calcitrans. Ja se o interesse for pela maior

producdo em biomassa seca, as algas T. fluviatilis e Amphora sp. sdo as mais indicadas.
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