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ALGUMAS OBSERVAÇOES SOBRE A CINÉTICA DO FITOPLÂNCTON MARINHO. I. IN-
~ -

FLUENCIA DA CONCENTRAÇAO DE NITRATO E AMÔNIA NA VELOCIDADE DE CRESCI-
MENTO E DE ASSIMILACAO DESSES NUTRIENTES NA DIATOMÁCEA PHAEOVACTYLUM , 
TRICORNUTUM (BOHLIN) 

Gilda SCHMIDT 

Instituto Oceanográfico da Universidade de são Paulo 

Synopsis 

The growth and the uptake rate for the diatom P. W-c.oftnldwn were determined in 
function of nitrate and ammonium concentration. Also the fluorescence "in vivo" 
of the diatom culture was compared to the cell number in the culture growing at 
different concentrations and sources of nitrogen. The growth rate was determined 
as chlorophyll-a synthesis~ cell number and inorganic carbon assimilation in the 
photosynthesis. The uptake rate was determined as nitrate and ammonium consumed. 
Inhibition on the 14C assimilation rate was observed with nitrate addition into the 
incubation flasks. 

Introdução 

O modelo conceitual atualmente usado pa­
ra estudar os problemas relativos às ve­
locidades de crescimento, síntese de clo­
rofila-a, fotos síntese e assimilação de 
nutrientes é baseado na equação de 
Michaelis-Menten, que descreve a cinéti­
ca do fitoplâncton em relação a inúmeros 
parâmetros. 

Essa equação foi aplicada para des­
crever a cinetica do fitoplâncton em re­
lação à concentração de fosfato (Button, 
1978), silicato (Paasche, 1973), nitrato 
redutase (Packard, 1979). 

Caperon (1967) e Dugdale (1967) foram 
os primeiros autores a publicar traba-
lh 1 , d - Vmax . S 

os ap 1can o a equaçao 11 = Km + S 

para populações de algas unicelulares, 
onde: 11 é a velocidade de crescimento; 
Vmax é a velocidade máxima de crescimen­
to; S é a concentração do substrato (nu­
triente); e Km é a constante de Michaelis 
-Menten (concentração do substrato onde 
a velocidade de crescimento é semi-máxi­
ma. Dugdale (op. cit.) denomina cons­
tante do substrato, Ks, a concentração 

Vmax 
na qual S = --2-- . 

Dugdale & Goering (1967) admitem o 
nitrogênio corno limitante da produção 
nos oceanos no senso da lei de Liebig. 
O nitrogênio pode estar presente na 
água do mar corno nitrogênio gasoso, 
uréia, aminoácido, nitrito, nitrato e 
amônia. As formas predominantes utili­
záveis pelo fitoplâncton são o nitrato 
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- , e a amon1a. 
Phae.odac..:tylum .:tJtic.oftnldum (Bohlin) e 

urna diatomácea atípica com frústula pou­
co silicificada, ocorrendo em três mor­
fo-tipos: oval, trirradiada e fusiforme 
(Borowitzka & Volcani, 1978). Sua posi­
ção taxonômica está esclarecida em um tra­
balho de Lewin (1958) • ~ bastante utili­
zada em trabalhos de laboratório, pois 
cresce com facilidade em meio de cultu­
ra, apesar de não ser observada regu­
larmente no meio marinho (Braarud, 1961). 

O objetivo deste trabalho e estabele­
cer as concentrações mínimas, abaixo das 
quais nitrato e amônia seriam limitantes 
ao crescimento de P . .:tJtic.oftnldum. 

Material e métodos 

O clone de P. ~c.oftnu.:turn utilizado nes­
te experimento foi isolado de Ubatuba 
(SP) por Teixeira (comunicação pessoal)* 
e o~orreu nas formas trirradiada e fu­
siforme, com predominância da última. A 
água para a preparação do meio de cultura 
foi coletada ã superfície, na altura de i­
lha Vitória (Lat. 23 45' S-Long. 45 01 'W) , 
isóbata de 50 m (Fig. 1), pois a baixa 
concentração de nutrientes da água para 
o preparo do meio de cultura e um re­
quisito necessário para o estudo da ve­
locidade de crescimento celular. A Ta­
bela I mostra as características da 
agua. 

A biomassa de P . .:tJtic.oftnldum foi ava­
liada pelos seguintes metodos: clorofi­
la-a segundo o procedimento descrito por 
* Teixeira, C. - Sao Paulo, Inst. ocea-

nográfico, 1980. 
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Fig. 1. Mapa da região, com a local iza­
ção da estação de coleta. 

Strickland & Parsons (1968), sendo fil­
trados 10 ml da cultura em filtro Milli­
pore HA, 0,45 ~m, 25 mm de diâmetro, com 
adição de 2 gotas de carbonato de magné­
sio a 1%; fluorescência "in vivo", de 
acordo com Lorenzen (1966) e Zingmark 
(comunicação pessoal)*, sendo utilizado 
um fluorômetro Turner, modelo 111, sen­
sibilidade 30 X; a concentração das cé­
lulas foi medida em câmara de Fuchs­
Rosenthal 's, sendo, o carbono particula­
do, ~eterminado pelo método de oxidação 
por dicromato de potássio, de acordo com 
a tecnica descrita em Strickland & Parsons 
(1968). A curva-padrão foi preparada 
com glicose. 

A variação da concentração de nitrato 
no meio de cultura foi avaliada pelo mé­
todo de Mullin & Riley (1955). Strickland 
& Parsons (1960) utilizam como comple­
xantes a sulfanilamida e o alfa-naftile­
tilenodianina para avaliação do nitrato e, 
neste trabalho, estes dois reagentes a­
presentaram melhor resolução que aqueles 
empregados por Mullin & Riley (op.cit.l. 
A sensibilidade do método é de 0,3/ 

1 / __ 
n 2 ~g-at 1, onde n e o numero de arnos-

* Zingmark, R. G. - Columbia, University 
of South Caroline, 1979. 
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Tabela I - Características de água 
ut i I i zada no experimento 

34,1 

Prof. 

loca l 

50 m 

NO ;­

\.1g -at/l 

0,15 

NOt 

\.1g -at/l 

0,08 

tras. A curva-padrão foi feita com ni­
trato de potássio. A variaçao da con­
centração de amônia no meio de cultura 
foi determinada pela técnica de 
Solórzano (1969) com sensibilidade de 
0,07 ~g-at/l. A curva-padrão foi feita 
com cloreto de amônio, de acordo com 
Strickland & Parsons (1968). 

Para se avaliar a velocidade de cres­
cimento de algas unicelulares em função 
da concentração de um nutriente, é acon­
selhável que a cultura seja submetida ã 
inanição do nutriente a ser testado 
(Button, 1978; Eppley & Thomas, 1969; 
Carpenter & Guillard, 1971). Assim, foi 
preparado meio "f" (Guillard & Ryther, 
1962) sem nitrogênio e com silicato em 
seu limite mínimo, considerando-se as ca­
racterísticas de P. thieo~nutum. As cé­
lulas foram lavadas e colocadas em fras­
cos "erlenmeyers" de 300 ml, contendo 
200 ml desse meio nas mesmas condições 
de luz e temperatura. Ao atingirem o es­
tado estacionário (Thomas & Dodson, 
1974), as células foram lavadas novamen­
te. Essa lavagem foi feita em tubos de 
centrífuga com meio "f" sem nitrogênio, 
em 1300 rpm, durante 10 minutos. O so­
brenadante foi desprezado, repetindo-'s e 
a operação cinco vezes. Com a prática 
da lavagem, conseguem-se culturas se­
mi-assépticas (Teixeira & Vieira, 1976). 
A seguir, as celulas foram homogeneiza­
das em balão de fundo chato com meio "f" 
sem nitrogênio. A densidade celular 
considerada adequada para o experimento 
foi de 100 células/ml, aproximadamente. 

Foram tomadas alíquotas para contagem 
do número de células inicial e quantida­
des de clorofila-a, nitrato e amônia 
(Tab. 11). Foram autoclavados 16 fras­
cos "erlenmeyers" de 125 ml, calibrados 
para 75 ml de meio. Foram preparadas 
soluções-padrão de nitrato de potássio e 
cloreto de amônio nas concentrações de 
10 ~g-at/ml e 8 ~g-at/ml, respectivamen­
te, e distribuídas nos frascos, conforme 
mostra a Tabela 111. O meia de cultura 
com as células foi ajustado na marca de 
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75 ml. Os frascos foram colocados em 
incubadora tipo BOD, com lâmpadas fluo­
rescentes tipo luz do dia, fornecendo 
5 KLUX, 22° C de temperatura. Enquanto 
a fluorescência "in vivo" e alíquotas 
para contagem do número de células foram 
tomadas diariamente, a clorofila-a., o ni­
trato e a amônia foram analisados no fi­
nal do experimento, ao quinto dia. 

Tabela I I - Características do meio 
de cultura, no início do 
expe r i men to 

Células Clorofi la-a Nitrato Amônia 

n?/l Wg/1 wg-at/l wg-at/l 

9 x 1 O" O , 49 O , 94 2 , 66 

15 

Tabela 111 - Quantidades de nutrientes nitrogenados nos frascos de cultura de P. 
ruc.oJtnuXum 

NO~ Wg- a tll O ,94 2,49 4, 09 

+ 
NH 4 wg-at/l 2,66 3 ,93 5 , 02 

Produtividade primária 

A produtividade primária de P. ruc.oJtnuXum 
em função da concentração de nitrato foi 
determinada com a mesma cultura utiliza­
da para avaliação dos parâmetros já des­
critos. A técnica para avaliacão de pro­
dutividade primária foi a do 14C (Steeman­
Nielsen, 1952). As células foram colo­
cadas em balão de fundo chato com meio 
"f" sem nitrogênio. Foram tomadas alí­
quotas para contagem do número de célu­
las, clorofila-a. e carbono particulado 
(Thomas, 1964). O meio de cultura com as 
células foi distribuído em 24 frascos 
"pyrex", com 60 ml de capacidade, aos 
quais foram adicionadas quantidades 
crescentes de nitrato (Qasim et al., 
1973; Collos & Slawyk, 1979). 

Para evitar uma diluição da salinida­
de, a solução-padrão de nitrato de po­
tássio foi preparada em duas concentra-
- O 1 çoes: uma, com 1 Wg-at 1- ; e outra, 

com 20 Wg-at 1-1• De acordo com 
Falkowski & Stone (1975) e Collos & 
Slawyk (1979), se o objetivo é analisar 
a fotossíntese em função da concentra-
-. d 14-çao de nLtrato, usan o-se C, e neces-

sário um período de pré-incubação, oca­
sião em que as células são colocadas em 
contato com o nutriente a ser testado 
por um período de 3 a 10 horas. Neste 
estudo, as células foram distribuídas 
nos frascos de incubação e deixadas du­
rante uma noite sem luz. Após ilumina­
ção durante 3 horas, o período comple­
to -15 horas-, foi considerado o período 
de pré-incubação. 

Passado esse período, as amostras, 
com a mesma concentração de nitrato, 
isto é, frascos, por exemplo, com 3,3 

5,69 7,55 9,55 12,5 24,2 

6,91 8,4 10, 1 1 16,6 23,8 

Wg-at/l foram colocadas em balão de fun­
do chato, foi adicionada uma ampola de 
10 WCi e a mistura foi homogeneizada. A 
seguir, a mistura foi redistribuída nos 
frascos de incubação. E assim foi fei­
to, sucessivamente, com todas as séries 
das diversas concentrações de nitrato. 
A calibração da ampola foi feita pela 
técnica descrita por Galvão (1978). A 
contagem da atividade de 14C assimilado 
foi feita por cintilação líquida em cin­
tilador Packard modelo 2425. A técnica 
para correção do "quenching" (atenuação 
do sinal emitido pela amostra) foi a da 
padronização externa, AES, descrita em 
Vieira (1980). A fórmula aplicada para 
o cálculo da produtividade primária está 
descrita em Teixeira (1973). 

Para verificar uma possível fotoini­
bição da fotossíntese na cultura de P. 
~c.oJtnuXum, foi feita uma curva de luz­
fotossíntese até o ponto de saturação da 
luz. A todos os frascos, adicionou-se 
0,64 Wg-at/l de nitrato. A população 
foi deixada em contato com o nitrato nos 
frascos de incubação durante toda a noi­
te. Pela manhã, a luz foi ligada duran­
te 3 horas. Passado esse tempo, todos 
os frascos foram retirados da incubadora 
e, seu conteúdo, colocado em balão de 
fundo chato, sendo adicionadas 8 ampolas 
de 10 wCi. A mistura foi homogeneizada 
e os frascos de incubação foram enchidos 
novamente. Foram utilizados filtros 
neutros para atenuar a luz para 4, 17, 
29 e 67%. A série foi completada com 2 
frascos pretos e 2 transparentes, 100% 
de luz. Todos os frascos foram recolo­
cados na incubadora. Após 5 horas de 
incubação, as amostras foram filtradas. 
A atividade de 14C foi lida no cintila-
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dor Packard, modelo 2425. Foi calcula­
do o Ik (Talling, 1957), cujo valor, 
13,6 KLUX, comprovou que não houve foto­
inibição. 

Cálculo das velocidades 

Obtidas as quantidades de biomassa (clo­
rofila-a, número de células e carbono 
particulado e também as quantidades de 
carbono e nutrientes assimiladas), foram 
calculadas as velocidades de retenção e 
de consumo, em função de cada uma das 
concentrações de nitrato e amônia. A 
formula aplicada para o cálculo foi a de 
Paasche (1967). 
Velocidade de crescimento avaliada como 
clorofila-a sintetizada: 

onde 

C(l) 
log C(O) 

-----'-...:...- X 3,32, 
(t l - to) 

']1 :: velocidade de crescimento 
ecO) quantidade de clorofila-a no iní­

cio do experimento 
C(l) quantidade de clorofila-a no fi­

nal do experimento, concentraçao 
N(l) de nutriente 

t(o) = 
t(l) 

momento inicial 
momento final do experimento (em 
dias) 

3,32 fator para a divisão celular. 
Velocidade de crescimento avaliada como 
aumento do numero de células no meio de 
cultura: 

~ = 

onde 

C( 1) 
log C(O) 
(t l - tO) 

x 3,32, 

~ = velocidade de crescimento 
C(o) número inicial de células 
C (1) = número de células no momento t (1) , 

na concentração N(l) de nutriente 
t(o) = momento inicial 
t(l) momento final do experimento (em 

dias) 
3,32 = fator para a divisão celular. 

As velocidades de assimilação foram 
calculadas aplicando-se a mesma fórmula. 

Velocidade de crescimento avaliada como 
assimilação de 14C: 

C(l) 
log C(õ) 

j.l ( ) x 3,32, 
t l - to 
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onde 

j.l = velocidade de crescimento 
C(o) = carbono particulado no momento da 

coleta 
C(l) = carbono assimilado na concentra­

ção N (1) de nutriente + carbono 
particulado no início do experi­
mento 

t(o) 
t (1) 

3,32 

= momento inicial 
momento final do experimento (em 
dias) 
fator para a divisão celular. 

Cálculo das constantes de Michael is­
Menten 

Conhecidas as velocidades, exis tem quatro 
maneiras de se obter a Ks. Uma, pelo 
simples ajuste na curva das velocidades 
do valor dado pela propria definição da 
Ks, concentração de nutrientes, onde a 
velocidade máxima é dividida por 2, 

Vmax. 
Ks = -2-

As demais formas analíticas de obtenção 
da Ks são: 

1 - Fazendo-se o 1nverso da velocida­
de, ~ , em função do inverso da concen-

tração, t ; é a chamada linearização de 

Lineawer-Burke (Lehninger, 1976); 

2 - Fazendo-se a concentraçao do 
substrato (S) dividida pela velocidade, 
~ , em função da concentração do subs­
~trato, S. E a chamada plotagem de 
Woolf (Falkowski, 1975); 

3 - Fazendo-se a velocidade dividida 
pela concentração do substrato, Jl , em 
função da velocidade,~. E a Splota­
gem de Eadie-Hofstee (Lehninger, 1976). 

Dowd & Riggs (1965) estudaram as quatro 
formas de cálculos e consideram a abor­
dagem de Lineawer-Burke como a menos 
precisa, pois leva a uma estimativa de Ks 
e Vmax com variância muito grande. Os 
outros dois métodos têm sua aplicabili­
dade relacionada a uma maior ou menor 
precisão no valor das velocidades, uma 
vez que as concentrações do substrato 
são pré-estabelecidas. 

Neste trabalho, foram aplicadas as a­
bordagens S x -&:- e ~ x ~. Em alguns 
experimentos, apenas a abordagem S x ~ 
permitiu uma correlação ao nível de j.l 

95% de confiança. 
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Resultados e discussão 

O número de células no frasco-controle 
da bateria com nitrato variou de 3.720 a 
8.246/ml e de 6.976 a 79.375/ml, comadi­
ção de 24,2 ~g-at/l de nitrato, do 19 
até o 49 dia do experimento. Na bateria 
com amônia, o númerb de células no fras­
co-controle variou de 3.939 a 7.905/ml e 
de 7.657 a 54.500/ml, com adição de 
23,86 ~g-at/l de amônia (Fig. 2). A 
clorofila-a total sintetizada no frasco­
controle da bateria de nitrato foi de 
5,72 ~g/l e de 5,77 ~g/l na bateria de 
amônia. Com 24,3 ~g-at/l de nitrato, a 
clorofila-a sintetizada foi de 24,0 ~g/l 
e, com adição de 23,8 ~g-at/l de amônia, 
a clorofila-a sintetizada foi de 
14,81 ~g/l (Fig. 3). O consumo de nu­
trientes em função da quantidade de nu­
trientes adicionados ê mostrado na Figu­
ra 4. No frasco-controle da bateria de 
nitrato, com quantidade inicial em meio 
de 0,94 ~g-at N-N03/l, foi detectada a 
quantidade de 0,54 ~g-at N-N03/l no fi­
nal do experimento e, com adição de 24,30 
~g-at N-N03/l, a quantidade final foi de 
0,98 ~g-at N-N03/l. No frasco-controle 
da bateria de amônia havia 2,66 ~g-at 
N-NH~/l e, no final do experimento, 1,77 
~g-at/l. Com a adição de 23,80 ~g-at/l 
de amônia, a quantidade detectada foi de 
3,05 ~g-at/l. As Figuras 5-6 mostram a 
relação entre número de células e unida­
des de fluorescência, nos dois meios de 
cultura, durante todo o período experi­
mental. Os índices de correlação entre 
esses dois parâmetros são apresentados 
na Tabela IV. Os resultados obtidos em 
unidades de fluorescência e número de 
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Fig. 2. Variação do número de células 
nos meios de cultura, em fun­
ção de nitrato e amônia como 
fontes nitrogenadas. 
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células no meio de cultura com nitrato, 
no 39 dia do experimento, podem ser com­
parados àqueles obtidos por Fitzgerald 
(1975) (Tab. V). Esse autor utilizou um 
fluorômetro cuja sensibilidade é de 1 
unidade de fluorescência por 45 ~g de 
clorofila-a/l, enquanto, neste estudo, 
cada unidade de fluorescência correspon­
de a 1,1 ~g de clorofila-a/lo Assim, 
para uma concentração aproximada de 
c lorofila-a/célula, e diferença acentua­
da no número de células (Tab. V), a 
fluorescência "in vivo" das culturas ê 
praticamente a mesma. Não houve corre­
lação entre a quantidade de carbono 1-

, ~,o 

10.0 

'.0 

r--r--r-----, 
, 2 J " 

UNIDAoes oc FlUOI'IESC(NCIA 

r-r----r--1 
r 2 j " 

Tabela IV - fndices de correlação en­
tre o número de células e 
fluorescência em meio com 
nitrato e amônia, durante 
o tempo de duração da ex­
pe r i ê n c i a com P. tJúc.M.nu­
twn 

Tndices de Correlação 

NO"3 
+ 

NH4 

" 

1<: dia 

0,75 

0,33 

r-r----r--1 
I Z J 4 

2<: dia 

0,77 

0,53 

3<: dia 

1,00 

0,91 

' .0 

" 

4<: dia 

0,89 

0,70 

Fig. 5. Unidades de fluorescência e número de células na 
cultura de P. tJúc.o~nutum em meio com diferentes 
concentrações de nitrato, durante 4 dias. 
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Fig. 6. Unidades de fluorescência e número de células na 
cultura de P. tJúc.o~utum em meio com diferentes 
concentrações de amônia, durante 4 dias. 
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Tabela V - Unidades de fluorescência, numero de células e peso seco de P. ~­
c.oJtnutum s P • 

Unidades de 

Fluorescência 

20 

21 ,5 

N? cêlulas/ml 

x 10 3 

2 • O O O 

69 

norgânico assimilado e a concentração 
de nitrato na cultura, rs = 0,12. Para 
0,55 ~g-at/l de nitrato, foram assimi­
lados 1,89 ~g/h/l de carbono inorgânico, 
enquanto que, para 17,00 ~g-at/l, a as­
similação foi de 1,72 ~g-at/h/l (Tab. 
VI) . 

Tabela VI - Relação entre o carbono 
inorgânico assimilado e 
a concentraçãodenitra­
to na cul tura de P. ~­
c.oJtYl.utum 

Nitrato Carbono inorgânico 

(lJg- at /1) assimi lado (lJg/h/1) 

0,39 1,40 

0,55 1,89 

0,71 1,96 

1 ,03 1,96 

1,67 2,09 

3,71 2, O 1 

8,69 1,82 

17,00 1,72 

Peso 

Seco 

40 mg 

3 mg 

Clor.-a/cêl. 

wg x 10- 4 

4,5 

3 , O 

Autor 

Fitzgerald 
(1975) 

este trabalho 

A técnica do 14C permite avaliar o 
carbono inorgânico assimilado pelo fi­
toplâncton, em um determinado período 
(Teixeira, 1973). 

As constantes de velocidade de cres­
cimento e de assimilação obtidas neste 
trabalho estão na Tabela VII. Para o ni­
trato, o valor da Ks variou de 0,15 a 
0,44 ~M e a Vmax de crescimento apresen­
tou uma variação de 1,20 a 2,21 duplica­
ções/dia. A velocidade máxima de assi­
milação de nitrato foi de 1,07 duplica­
ções/dia. 

Na análise das curvas de crescimento 
de P. ~c.oJtYl.u;tum em função da concen­
tração da amônia, o valor da Ks variou 
de 0,97 ~M a 1,42 ~M. A velocidade má­
xima de crescimento variou de 1,09 a 
2,32 duplicações/dia. ° valor da Ks 
para assimilação foi de 11,41 ~M e a ve­
l~cidade máxima de assimilação foi de 
1,09 duplicações/dia. As hipérboles ob­
tidas com as velocidades de crescimento 
avaliadas como clorofila-a sintetizada, 
número de células, fotossíntese e nu­
triente assimilado em função da concen­
tração dos dois nutrientes em estudo, 
são apresentadas nas Figuras 7-13. A 

Tabela VII - Ks e Vmax de crescimento e de assimi lação para P. 
~c.oJtYl.u;tum crescendo em nitrato ou amônia 

Ks Vmax. Nutrientes Forma 
de 

lJ M dupl./dia avaliação 

0,37 2,21 N0 3 n'? de células 

I ,42 2,32 NHt n'? de células 

0,44 I , 12 NO 3 clorofila-a 

0,97 I , 09 
+ 

NH 4 clo rofila-a 

O, 15 I ,20 NO 3 ca rbono inorgânico 
assimi lado 

2,3 I , 07 NO 3 assimi lação de NO 3 

I I ,41 I , 09 NH t assimilação de 
+ 

N H 4· 
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Figura 14 mostra a velocidade de creSC1-
mento, em função da intensidade luminosa 

. e o valor do Ik._Ik = 13,6 KL~X, mos­
trando a adaptaçao da populaçao de P. 
~co~nutum à baixa intensidade lumino­
sa. 

A difer ença entre as quantidades ini­
ciais de nitrato e amônia na água do mar 
e no meio "f" (Tabs 1-11) poderá ser a­
tribuída à contaminação dos sais utili­
zados para a preparação do meio "f". O 
aumento do número de células é direta­
mente proporcional às quantidades de 
font e de ni trogênio adicionadas. conforme 
se vê na Figura 2, sendo maior nas cul-
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Fig. 7. a) Velocidade de crescimento de 
P . .:tJúco~md:.um, em função da con­
centração de nitrato, medida co­
mo aumento no número de células; 
b) Linearização da curva, plota­
gem de jJ/S x jJ, pa ra obtenção di­
reta da Ks e Vmax . 
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turas com nitrato. Provasoli & 
Carlucci (1974) afirmam que os clones de 
algas unicelulares modificam suas condi­
ções de adaptação apos vários anos em 
meio de cultura. Talvez seja urna expli­
cação para o aparentemente melhor aprovei­
tamento do nitrato corno fonte de nitro­
gênio pela cultura de P. ~co~nutum u­
tilizada neste experimento, já que a 
cultura vinha sendo mantida em me10 com 
1,765 jJM de nitrato há mais de 1 ano. 
Antia e;t ai... (1975) mostraram que P. 
.:tJúco~nutum cresceu melhor em meio de 
cultura com nitrato que no meio com 'amô­
nia, apesar do período de adaptação a que 
foi submetida. 

A clorofila-a sintetizada nos dois 
meios também indicou urna aparente prefe­
rência pelo nitrato, traduzida por maior 
quantidade do pigmento no meio de cultu­
ra (Fig. 3). Essas diferenças no rendi-
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Fig. 8. a) Velocidade de crescimento de 
P . .:tJúco~nutum, medida como sín­
tese de clorofi la-a, em função da 
concentração de nitrato; b) Li­
nearização da curva, plotagem de 
jJ/SxjJ, para obtenção direta da 
Ks e Vmax . 
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mento dos dois meios de cultura sao es­
tatisticamente significativas. Uma ou­
tra comprovação da preferência de P. 
thi~o~~utum utilizada neste experimento 
pelo nitrato, podera ser observada na 
Figura 4. O consumo de nitrato foi maior 
que o consumo de amônia. A correlação 
entre número de celulas e fluorescência 
"in vivo" e melhor na cultura crescendo 
com nitrato que na cultura crescendo com 
amônia (Tab. IV). _ 

Esse resultado podera ser, provavel-
mente, atribuído ã afinidade de P. thi­
~o~~utum pelo nitrato com fonte de ni­
trogênio. Sakshaug & Holm-Hansen (1977) 
relacionam o estado nutricional das ce-
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Fig. 9. a) Velocidade de assimi lação de 
nitrato da cultura de P. thi~o~­
~utum, em função da concentração 
de nitrato; b) Linea,-ização da 
curva, plotagem de 5/lJx5, para 
obtenção d i reta da Ks e Vmax . 
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lulas com a fluorescência "in vivo". 
As celulas fluorescem mais, em estado 
de inanição de nitrogênio. Comparando­
se os resultados obtidos, com os valo­
res do trabalho de Fitzgerald (1975), 
observa-se um valor de unidades de 
fluorescência relativamente bem maior 
para este trabalho, no meio de cultura 
com nitrato, ao 39 dia do experimento 
(Tab. V). O excesso de fluorescência 
podera ser atribuído ao estado de nu­
trição das celulas. As constantes Ks 
e Vmax obtidas neste trabalho, podem 
ser comparadas àquelas obtidas por 
diversos autores (Tabs VII - VIII) . 
Se a origem do organismo é oceânica, 
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Fig. 10. a ) Velocidade de crescimento da 
cultura de P. W~o~Vlutum, medi­
da como fotossíntese, em função 
da concent ração de n i trato; b) L i­
nearização da curva, plotagem de 
5/lJ x 5, para obtenção di reta da 
Ks e Vmax . 
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função da con­
de células; 

obtenção dire-

Tabela VIII Constantes de crescimento e de assimi lação para 
va r i as espéc i es crescendo em meio com nitrato e 
amonia 

Vrnax. 

Ks uM dup l ./d ia Al g a Nutriente Autor 

0,75 0,375 ChaetoceJto& gJtac-if.i.6 NO , [ppley e t ai. ( 1969) 

0,40 0,465 ChaetoceJto& gJtac-ifü NH, [ppley et at o ( 1969) 

0,3 ChaetoceJto& gJtacaü NO , [ppley e t ai. ( 1969) 

0 . 5 ChaetoceJto& gJtacaü NH, [ppley e t ato ( 1969) 

0.5 Sketetonema c.o~ta.tu m NO , [ppl e y e t ai. ( 1969) 

3 . 5 Sketetonema COh.tatum NH , [ppley e t ai. ( 1969) 

I , 7 Rh..i.zo6oien..i.a &totteJt NO , [ppley e t at. ( 1969) 

0,5 Rh..i.zo6oien..i.a &totteJt NH , [ppley e t ato ( 1969) 

0, 6 V-itytum bJt-ighweUü NO, [ppley e t a i. ( 1969) 

1,1 V-i tytym bJt-ighlVetU-i NH, [ppley e t a i. ( 1969) 

0, 28 I , 93 Vunat-ieUa s p. NO , Thomas & Dodson (1974) 

0 ,98 I ,85 VunaUeUa sp. NO, Thomas & Dodson ( 1974) 

I , 02 0, 4 8 Gymnod..i.rt..i.um & pt en& NO , Th om as & Dod S on ( 1974) 

6, 5 5 0 . 83 Gyml1od..i.Y1.(um & pt eh& NO , Maclsaac & Dugdale ( 1969) 

2, 6 4 P. .t1t..tco'Ll1utum NO , Ket c hum ( 1939) 

I ,8 4 Cyc to teUa nana c l o n e 3H NO, (arpenter & Cu i 1 I a r d ( 1971 ) 

O . 62 Fltag.i..ia'l..ta p.{l1lULta c l one 13 - 3 NO , (arpenter & Gui llard ( 1971) 

6, 87 8eUeJtoch,ca sp . c l oneSay -7 NO , (arpenter & Guillard ( 1971) 

10 
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nerítica ou litorânea, os valores 
para essas constantes variam (Eppley 
et at., 1969). Essas duas constantes 
variam com o tamanho das células, 
sendo maior para células relativamente 
grandes. As células originarias de 
áreas 01igotr5ficas t~m constantes 
baixas. Espécies com crescimento 
rapido t~m constantes mais baixas, 
quando comparadas com espécies de 
crescimento mais lento. Carpenter & 
Guillard (1971) relatam diferenças 
dessas constantes entre raças de uma 
mesma espécie isoladas de locais di­
versos. De acordo com Eppley & Thomas 
(1969) e Skoglung & Jensen (1976), a 
constante Ks para velocidade de assi­
milação de nutrientes é geralmente 
maior que a constante Ks para veloci­
dade de crescimento. Neste trabalho, 
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as constantes obtidas para velocidades 
de assimilação de nitrato e de amônia 
foram maiores que as constantes para 
velocidade de crescimento obtidas como 
aumento do número de células, síntese 
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de clorofila-a e fotossíntese (Tab. VI). 
A constante de saturação média, Ks, para 
velocidade de assimilação de amônia a­
presentou um valor particularmente alto. 
Esse resultado esta de acordo com o es­
perado, ap5s a comprovação da prefer~n­
cia pelo nitrato demonstrada pela 2ul­
tura de P. ~eo~nutum. Pela própria 

S 
definição da constante jJ 

Ks+S 
quanto maior o valor da Ks em relação 
à concentração do substrato (nutriente), 
menor a afinidade da cultura pelo nu­
triente, caracterizada por menor veloci­
dade de assimilação. Para velocidade 
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Fig. 12. a) Velocidade de crescimento de Fig. 
P. tJu .. c.o~nutum, medida como sín­
tese de c 1 o rof i 1 a-a, em função da 
concentração de amônia; b) Linea­
rização da curva, plotagem de 
iJ /Sx jJ , para obtenção de Ks 
e Vlna x· 
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13. a) Velocidade de assimi lação de 
amônia da cultura de P . .tJúeo~­
n~twn, em função da concentração 
de amôn i a; b) L i n e a r i z a ç ã o da 
curva, plotagem de S/ jJ x jJ , para 
obtenção d i reta da Ks e Vmax . 
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de crescimento, a definição é a mesma. 
A concentração de nitrato causou efeito 
inibitório sobre a velocidade de assimi­
lação do carbono inorgânico (Fig. 10). 
Co1los & Slawyk (1979), trabalhando com 
P • .:tJúc..oJtnutum, notaram esse efeito e o 
relacionaram ao es~do nutricional das 
células. Fa1kowski & Stone (1975), 
trabalhando com população natural, 
também observaram esse efeito e atribuí­
ram-no a uma provável competição entre o 
mecanismo dé assimilação de N03 e o 
mecanismo de assimilação do l~C, pela 
adenosina trifosfato, ATP. Neste traba­
lho, as células estavam em inanição de 
nitrogênio no início do experimento. 
Assim, a inibição poderia ter sido cau­
sada pelo estado nutricional das células. 
Mas não fica excluída a possibilidade 
da competição pelo ATP. A confirmação 
dessas hipóteses será feita em trabalho 
experimental, já em andamento. Com a 
finalidade de demonstrar que a intensi­
dade luminosa utilizada para a produti­
vidade primária não ocasionou fotoini­
bição, foi feita uma curva de 1uz-fotos­
síntese. A curva não apresentou o pata­
mar característico de populações sub­
metidas à saturação luminosa (Teixeira, 
1979) (Fig. 14). 

O valor ecológico das constantes Ks 
e Vmax tem sido ressaltado por vários 
autores (Thomas & Dodson, 1974; Harris, 
1978; Droop, 1974). Thomas & Dodson 
(1974) concluíram que as células fito­
p1anctônicas de águas oligotróficas 
tropicais sofrem dupla depressão: uma, 
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Velocidade de crescimento da cul­
tura de P . .tJU.C.OltVlutwn, em fun­
ção da intensidade luminosa, me­
dida como fotossíntese. 

com a temperatura média das águas tro­
picais exigindo um maior consumo de 
nutrientes, pelo aumento do metabolis­
mo; outra, pelo fato de que os nutrien­
tes são escassos nos ambientes marinhos 
oligotióficos. A ocorrência dessa 
dupla depressão foi ,constatada, atra­
vés da variação dos valores de Ks e 
Vmax. Harris (1978) afirma que existem 
várias evidências de que o fitop1âncton 
ajusta sua velocidade de crescimento às 
condições de flutuação ambiental, de 
forma a torná-la tão constante quanto 
possível. Outra hipótese citada por' 
Harris (op. cit.), seria a de uma maxi­
mização da velocidade de crescimento 
como objetivo último da população fito­
p1anctÔnica. Essa maximização seria 
alcançada através da regulação do meta­
bolismo celular dentro de uma mesma es­
pécie e a seleção de espécies diferen­
tes, com tamanhos e velocidades de 
crescimento diferentes. Droop (1974) 
salienta o valor dessas constantes pa­
ra modelo matemático de crescimento do 
fitoplâncton em culturas de laborató­
rio, mas assinala que ele será muito 
~mp1iado quando for determinado para 
populações naturais. 

As Ks e Vmax de outras espécies do 
fitop1âncton marinho devem ser inves­
tigadas, procurando a confirmação das 
observações de outros autores quanto 
às diferenças nos valores dessas cons­
tantes. A importância ecológica dessas 
constantes não deve ser subestimada, 
uma vez que podem auxiliar na compreen­
são da distribuição e sucessão do fi to­
p1âncton. Esse estudo também é impor­
tante para a economia do fitop1âncton, 
pois, através da variação dessas cons­
tantes, podemos avaliar as reais neces­
sidades nutricionais do fitop1âncton 
em função do aumento da temperatura 
(Thomas & Dodson, 1974). 

Neste estudo, pode-se concluir que a 
cultura de P . .tJU.C.OltVlutwn utilizada a­
presentou melhor afinidade pelo nitrato 
como fonte de nitrogênio. 

Resumo 

Foram determinadas as velocidades de 
crescimento e de assimilação da diatomá­
cea Phaeodactytum ZltiC.OItVlutum, em fun­
ção da concentração de nitrato e amônia. 

A fluorescência "in vivo" da cultura 
foi comparada com o número de células nas 
culturas crescendo em diferentes concen-
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trações de nitrato e amônia. A velocida­
de de crescimento foi determinada como 
clorofila-a sintetizada, número de celu­
las no meio de cultura e assimilação de 
carbono durante a fotossíntese. A velo­
cidade de assimilação de nutrientes foi 
determinada como nitrato e amônia consu­
midos. 

Foi observada inibição na velocidade 
de assimilação do carbono inorgânico, 
com a adição de nitrato ao meio de cul­
tura. 
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