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Avaliagdo do crescimento em culturas de microalgas

Introdugdo

Para avaliar o comportamento de uma cultura de microalgas e calcular a taxa de crescimento
exponencial é necessario registar ao longo do tempo parametros que sejam indicadores de
crescimento. As metodologias mais usadas, dependendo das espécies, sdo a contagem celular e a
determinacdo da densidade 6tica no espectrofotdmetro. Podem também ser usados alguns
constituintes celulares como indicadores de biomassa, é o caso da clorofila a. A medicdo da
densidade 6tica é um método pratico, ndo destrutivo, que permite rapidamente avaliar o crescimento
num numero elevado de amostras.

Para qualquer medicdo de avaliacdo de crescimento um passo decisivo é a correta colheita das
sub-amostras. E fundamental que a cultura esteja bem homogeneizada para que a amostra seja
representativa.

Depois de obtidos os dados estes devem ser representados num grafico em funcdo do tempo (dias,
para microalgas). Com base nestas curvas é possivel calcular alguns parametros importantes na
avaliacdo do crescimento: taxa de crescimento (r), determinada na fase exponencial, o tempo de
duplica¢do ou de geragdo (T,) e o numero de duplicagdes por unidade de tempo k.

A curva de crescimento de uma cultura em batch, ou seja, em volume constante sem que haja
adicdo de nutrientes, normalmente apresenta um comportamento em ”f”. No inicio o crescimento
nao é visivel, e esta fase é designada por “fase lag”. A duracdo da fase lag estd dependente da
concentracdo inicial do indculo e da adaptacdo prévia do mesmo as condicBes de cultivo. Quanto
mais concentrado for o indculo inicial menor serd a fase lag.

Segue-se uma fase de crescimento rapido correspondente a fase de crescimento exponencial. Esta
fase corresponde a um periodo de crescimento em que a taxa de crescimento é constante e
proporcional ao niumero de células.

Por fim, a curva ird atingir uma fase estaciondria durante a qual ndo se observa crescimento. Esta
fase corresponde a um periodo em que se atingiram condic¢des limitantes para o desenvolvimento da
cultura, por exemplo, esgotamento de nutrientes ou limitacdo pela luz devido a densidade celular
muito elevada. Caso a cultura ndo seja transferida para novas condices entrard numa fase de
declinio onde os processos de morte celular predominam.

A taxa de crescimento da fase exponencial é uma caracteristica muito importante que permite
comparar e avaliar as condi¢cdes que melhor estimulam o crescimento de uma determinada
estirpe/espécie. A taxa de crescimento na fase exponencial pode ser calculada a partir da equacdo
diferencial (1):
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onde r representa a taxa de crescimento liquida e N representa a concentracao celular ou biomassa.
A taxa liquida de crescimento r é resultado dos processos de reproducdo e de morte podendo ser
descrita como:



2 r=p—m

onde [ é a taxa bruta de crescimento e m a taxa de mortalidade ou de perda da populacdo. A taxa
liguida de crescimento pode ser positiva ou negativa consoante o processo de reproducdo ou de
morte seja o dominante. De salientar que também é possivel determinada populacdo ter uma elevada
taxa bruta de crescimento, mas a taxa liquida de crescimento ser nula. Isto observa-se quando a taxa
de mortalidade se aproxima da taxa bruta de crescimento.

A solucdo da equacgdo diferencial (1) pode ser expressa de acordo com a seguinte equacdo (3):

(3) N;=Nye™
onde,
No, dimensdo da populagdo no inicio do intervalo de tempo
N:, dimensdo da populacdo no fim do intervalo de tempo
r, taxa liquida de crescimento
t, tempo

Resolvendo a equacdo em ordem a r obtém-se a equacdo de uma reta cujo declive é a taxa liquida de
crescimento r (4):

(4) InN,=rt+InN,
A taxa de crescimento r pode ser calculada pela equacdo (5):

(5) r(dia ) = Po—

Onde, No é a dimensdo da populacdo no inicio do intervalo de tempo (to) e
N: a dimensdo da populacdo no tempo t;.

N pode ser expresso em numero de células, peso seco ou densidade 6ética, entre outros
parametros utilizados na avaliagdo do crescimento de uma populagao.

Outro parametro utilizado na caracterizacdo do comportamento de uma cultura é o tempo de
duplicacdo, isto é, o intervalo de tempo para que N¢= 2No.

Resolvendo a equacdo (5) acima:

. In2N, —InN, [n2 0,6931
(6) At = T2 (dla) = —r = T = -

Onde T, é o tempo de duplicacdo da populacdo em dias.



Por sua vez o inverso de T,, corresponde ao numero de duplicacdes por dia e é normalmente
designado por k:
(3):

r
0,6931

k (divisdo dia™?1) =

Em culturas produzidas em batch, durante a fase exponencial de crescimento assume-se que a
mortalidade é zero, sendo r=u. Assim, é frequente utilizar o simbolo u para designar a taxa de
crescimento na fase exponencial.

Para melhor esclarecer os conceitos acima, apresenta-se o seguinte exemplo:
Uma cultura a crescer com uma taxa k de uma divisdo por dia, tem um tempo de duplicacdo T, de 1
dia e uma taxa de crescimento exponencial r de 0,69 d*.
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1. Avaliagdo do crescimento por densidade 6tica

A contagem de células/filamentos é um método moroso e pode em muitas situagdes ser substituido
por outros métodos mais expeditos de avaliacdo de crescimento como por exemplo a leitura da
densidade dtica (DO).

Para ser possivel utilizar a densidade ética como estimador do crescimento é necessario verificar que
o incremento na DO ao comprimento de onda (c.d.o.) escolhido corresponde efetivamente a um
incremento na densidade populacional. O c.d.o deve ser escolhido numa regido do espectro onde a
absorcdo pelos pigmentos fotossintéticos e acessorios (clorofilas, carotenoides, ficobilinas) seja
negligenciavel para ndo influenciar a avaliacdo da densidade dtica associada ao aumento do nimero
de particulas. Os c.d.o. mais frequentemente escolhidos sdo 540nm e 750nm, sendo aconselhavel
verificar para a espécie em estudo qual o mais indicado, conforme se indica de seguida.

Ha varios fatores que podem afetar a correspondéncia entre a concentracdo celular e a DO,
nomeadamente as caracteristicas técnicas do equipamento, o comprimento de onda utilizado e a
concentracao da suspensao celular.

Uma técnica simples de avaliar o grau de correspondéncia consiste em diluir repetidamente para
metade, com meio de cultura, uma suspensdo celular densa e em seguida ler a densidade 6ética das
suspensdes resultantes. A cada diluicdo da cultura, bem homogeneizada, corresponde uma redugdo
para metade da concentracdo celular que devera ser acompanhada por correspondente reducdo na
DO.

Em espécies para as quais é possivel a contagem de células ao microscopio, depois de determinada a
DO, deverd fixar a amostra original e/ou as amostras das diferentes diluicdes para estabelecer uma
correlacdo entre os dois métodos.

Procedimento:

Material
- Microscépio
-ocular micrométrica
-laminas e lamelas
-cultura densa de microalga (Arthrospira maxima; Haematococcus pluvialis)
-tubos de centrifuga (15ml)
-suportes tubos
-cuvettes espectrofotometro (plastico)
-espectrofotometro UV/Vis
-dgua destilada
-pipetas automaticas e pontas (5ml)
-papel “kleenex”
-recipiente para descartar amostras
-canetas marcador
-lapis
-folha de registo



Antes de iniciar o trabalho deverd familiarizar-se com o organismo a estudar. Observe ao microscépio
6tico uma gota de cultura. Observe e registe a morfologia da espécie que observa. Com a ocular
micrométrica registe as dimensdes.

Curva de diluigdo:

1. Cologue num tubo de centrifuga (15ml) cerca de 10ml da cultura fornecida.
Com a ajuda de uma pipeta automatica, prepare 4 tubos de centrifuga com 4,5ml de meio de
cultura/dgua destilada. Cologue por ordem no suporte de tubos e identifique o fator de
diluicdo %, %, 1/8, 1/16

3. Depois de bem homogeneizada a cultura mae, retire 4,5ml que adiciona ao tubo 7. Agite esta
nova solucdo, retire 4,5ml e adicione ao tubo seguinte. Repita esta operacao até a

e 750 nm

4. Leia a densidade dética de cada suspensdo no espectrofotdémetro a 540nm. Certifique-se que a

concentracdo mais baixa.

suspensdo estd bem homogeneizada antes de fazer a leitura. E conveniente fazer as leituras
com alguma rapidez para evitar por exemplo que as células se depositem ou formem
aglomerados. Utilize as cuvettes de plastico certificando-se que coloca a face de leitura na
posicdo correta. Comece sempre da suspensdo menos concentrada para a mais concentrada.
Entre duas amostras lave a cuvette com umas gotas da amostra seguinte.

5. Faga um grafico com os resultados e calcule a reta de regressao com os respetivos
coeficientes.



