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@ Abstract: P. tricomutum was grown in batch cultures under 21°C temperature and

continuous irradiance of 183 pEm’z .
Cultures growth were followed by cell countings,

s, provided by fluorescent light tubes.
"in vivo" fluorescence and cellular

protein, carbohydrate and chlorophyll-a content. The maximum value of
protein/carbohydrate ratio was found at the exponential phase and the minimum
value at the stationary phase. This ratio characterizes the physiological stage of the
culture. Cell uptake rates for nitrate, ammonium and phosphate from the media were
higher during the lag-phase. Nitrite excretion by the cells were detected following

nitrate uptake.

@ Descriptors: Phaeodactylum tricornutum, Algae culture, Chlorophylls, Proteins,

Nutrients (mineral), Carbohydrates.

® Descritores:

Phaeodactylum  tricomuturn, Cultivo de algas, Clorofila-a,

Proteinas, Nutrientes inorganicos, Carboidratos.

Introducgao

Os cultivos tipo "batch" ou estanques (Steemann-
Nielsen, 1978; Pribil & Marvan, 1979) tém sido amplamente
utilizados para o estudo da fisiologia das espécies de
microalgas marinhas em relagao aos fatores ambientais.
Grande quantidade de informagédo, de considerdvel
importancia ecolégica, sobre diferentes espécies tem
resultado desses experimentos, desde a década de 1930 no
exterior (Harvey, 1939; Kain & Fogg, 1958; Droop, 1958;
Braarud, 196]; Guillard & Ryther, 1962; Laing, 1985;
Fabregas et al., 1984; entre outros) até mais recentemente
no Brasil, quando esses trabalhos foram iniciados (Vieira,
1975; Aidar-Aragdo, 1980; Gaeta,1987; Sassi ef al. 1988,
Sigaud, 1990).

No entanto, nao deve ser esquecido que devido a
interagdo dos organismos com o meio de cultura, um
cultivo estanque se encontra sob continua alteragao. As
modificagoes na composi¢ao quimica do meio se refletem
no metabolismo das células e, conseqiientemente, na sua
bioquimica celular.

No presente trabalho os contetidos de clorofila-a,
proteina e carboidrato celulares foram analisados durante
o desenvolvimento de uma cultura de Phaeodactylum
tricomutum, com o objetivo de constatar possiveis
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mudangas na sua composigdo bioquimica com a idade da
cultura. Outro objetivo foi determinar a velocidade de
absorgdo dos sais nutrientes pelas células, através do
decréscimo de suas concentragdes no meio de cultura,
durante as diferentes fases de desenvolvimento da
biomassa algal.

Material e métodos

Células de uma cultura estanque axénica da diatomécea
Phaeodactylum tricomutum (Bohlin), clone Ub-3, pré-
cultivada em meio de cultura ASP2 (Provasoli et al., 1957),
foram usadas como in6culo. A cultura permaneceu por
algumas semanas em fase estaciondria de crescimento e,
portanto, pode-se assumir que as células se encontravam
exauridas de sais nutrientes. Um certo volume dessa
cultura foi adicionado a trés baldes de borossilicato
(Pyrex) de 6 litros de capacidade, contendo cada um 4
litros de meio de cultura Guillard f/8 (Guillard & Ryther,
1962), de modo a se obter uma densidade inicial de 1,0 x
10* células.ml™. Os baldes foram colocados em um banho
termostatizado a 21 = 1°C, recel ncilo uma radiagdo
luminosa constante de 183 #xE.m™s™, fornecida por
lampadas fluorescentes tipo luz do dia. A homogeneizagao
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do meio foi contfnua, obtida através de agitadores
magnéticos, sob baixa rotagéo.

O crescimento das culturas foi seguido através de
medidas de fluorescéncia "in vivo" em um fluorimetro
Turner, mod.111, e por contagens do nfimero de células
em sub-amostras preservadas com lugol, em cédmaras tipo
hemocitdmetros. As taxas de crcsumcmo (u), expressas
em nimero de divisdes celulares.dia™’, foram calculadas
segundo a equagdo # =(logeN; - logth 1)/ t, onde Nt é
onfimero de células no tempo t, Nt.1 € 0 nimero de células
no tempo t-1, dado em dias. O maior valor da taxa de
crescimento, obtido em dias sucessivos, durante a fase
exponencial, foi aqui considerado.

A clorofila-a de cada amostra filtrada através de filtros
de fibra de vidro Whatman tipo GF/F, foi extraida em
acetona 9% e determinada por fluorimetria (Strickland
& Parsons, 1968).

Para a determinagio de carboidratos e proteinas totais,
aliquotas de 10 a 50 ml de cada frasco experimental, em
duplicatas ou nao, foram filtradas em membranas de fibra
de vidro (GF/F Whatman, de 2,5 cm de didmetro),
previamente incineradas em mufla a 400°C, durante 4
horas. Os filtros foram mantidos em frascos contendo
slica-gel, no congelador, até o momento da anélise.

Para a extracao de carboidratos totais seguiu-se o
procedimento descrito por Myklestad & Haug (1972),
que consiste na adi¢ao de 1 ml de 4cido sulftirico a 80% ao
filtro seco contendo a amostra, mantido em um frasco
fechado no interior de um recipiente com gelo. Apés cerca
de 20 horas, a mistura foi diluida com 7 ml de 4gua
destilada e a quantidade de carboidrato em solugao
determinada através do método baseado na reagao em
4cido sulfiirico e fenol, empregando-se a glicose como
padrio (Dubois et al., 1956).

A determinacio de proteinas totais das células retidas
pelos filtros GF/F (tratados como acima) foi feita de
acordo com a técnica descrita por Lowry et al. (1951),
baseada na reagao com o reagente de Folin-Ciocalteu
fenol, utilizando o comprimento de onda de 660 nm para
as leituras espectrofotométricas.

O meio de cultura filtrado foi utilizado para anélise do
nitrato e nitrito (Strickland & Parsons, 1968) seguindo as
modificacoes sugeridas por Aminot & Chaussepied
(1983), do amdnio (Aminot & Chaussepied, op.cit.) e do
fosfato (Grasshoff et al., 1983) dissolvidos.

Para todos os valores médios relativos as anilises de
concentragao de nutrientes no meio de cultura, assim como
para aqueles referentes as variagoes do contetido de
clorofila-a, proteinas e carboidratos celulares, foram
calculados os intervalos de confianca, a nivel de 5% de
significincia.

As velocidades de absorgao dos sais nutrientes,
normalizadas para o nimero de células presentes, foram
calculadas segundo a equagao:

V(t) = -dS/dt . X + u(S/X) )

onde V(t) é a velocidade de absorgdo instantidnea dos
nutrientes; -dS/dt é a mchnagao da curva de concentracdo
do substrato (em gmol.I'") em funcdo do tempo (em dias);
X € o ntimero de células por litro; # € a taxa de
crescimento, para o tempo t e S € a concentragdo de cada
nutriente ou substrato, para o tempo t.

A equagdo (1) foi desenvolvida a partir de

V(t) = -d(S/X) / dt @)

onde se conmsidera que a velocidade instantinea de
absorgdo de nutrientes, V(t), é iqual a taxa de variacdo da
concentracgdo do substrato, pela densidade celular.

A equacdo (1) pode ser considerada anéloga a equagao

dQ/dt = v —uQ (3) Droop (1975)

onde Q € o "Cell Quota" para uma dada taxa de
crescimento 4 e v € a velocidade especifica de absorgao.
Esta equagdo modela o crescimento de culturas em
equilibrio ("steady-state"), mantidas em quemostatos
(Droop, op.cit.).

Comparando a equagao (1) com a equagao (3)
verifica-se que na primeira, a variagao na concentragio de
substrato (-dS/dt . 1/X) representa a taxa de
desaparecimento do nutriente no meio de cultura
enquanto que na segunda (dQ/dt) representa a taxa de
formagdo do estoque intracelular do nutriente limitante.
Esta tltima equagao (3) aplica-se exclusivamente as
condigoes de equilibrio, enquanto que a equacio (1), pode
ser aplicada aos estados transientes ou de perturbacio
nutricional do meio.

Resultados e discussao

Curvas de crescimento de P. tricormutum

Através da Figura 1 pode-se distinguir claramente as
fases de indugao, exponencial e estacionéria de
crescimento. A taxa méxima de crescimento foi observada
entre o scgimdo eterceiro dias de experimento (2,08 + 0,18
divisdes.dia™). Este valor & préximo daquele encontrado
por diversos autores, com diferentes meios de cultura sob
aproximadamente, as mesmas condigdes experimentais de
temperatura e¢ salinidade utilizadas neste trabalho
(Ben-Amotz & Gilboa, 1980; Fawley, 1984; Gaeta, 1985)
(0] rcnd.lmclnto méximo obtido foi de (1,96 + 0,09) . 106
células.ml™,

Composi¢io quimica do meio de cultura

As curvas relativas as concentragdcs de fosfato (Fig. 2a),
nitrato (Fig. 3a) e aménio (Fig. 4a) dissolvidos
apresentaram 0 mesmo padrao de comportamento. 0§
altos valores iniciais (286 #mol.I"! de N-NO3 ¢ 9,3 umol.I
de P-PO4) mostraram um réapido decréscimo chegando a
niveis indetectéveis, no caso de nitrato, € a nivels bastante
baixos no caso do fosfato (cerca de 0,5 gmol.I" !), no 6° dia
de experimento. O amdnio inicialmente presente (4,5
umol.I”") estava contido na 4gua do mar usada no preparo
do meio de cultura. No segundo dia do experimento a
concentragao caiu para cercade 1,0 ,umol.l'l, mantendo-se
neste nivel até o Gltimo dia de amostragem.
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Osvalores das velocidades instanténeas de absorgdo dos
diferentes nutrientes analisados (Tab. 1; Fig. 2b,
4b)mostram que as maiores velocidades de absorgéo
ocorreram nos primeiros dias do experimento, isto €,
durante a fase de indugdo do crescimento da cultura.
Assim, os nutrientes foram prontamente e
simultaneamente absorvidos pelas células, porém, o
aumento significativo de biomassa s6 ocorreu a partir do
22 dia, ou inicio da fase exponencial. Isto demonstra que os
processos de absorgao e de assimilagdo dos nutrientes sdo
distintos e que os valores maximos de seus indicadores
(taxa de decréscimo da concentragao de nutrientes no
meio, ou absorgao, ¢ taxa de divisao celular e sintese de
proteinas ou assimilagao) sao defasados no tempo
(Goldman & Glibert, 1983; Collos, 1986).

As variagoes da concentragao de nitrito no meio de
cultura (Fig. 5a) e sua velocidade de absorgao (Fig. 5b;
Tab. 1) mostram um comportamento totalmente diverso
daquele encontrado para os demais nutrientes. Inicial-
mente este fon nao foi detectado no meio de cultura (Fig.
5a) e a sua concentragio atingiu o valor miximo de 4,6
umol.l™! no 4° dia do experimento, diminuindo a partir de
entdo. Considerando que o cultivo era axénico, pode-se
atribuir esse fendmeno unicamente a excregao de nitrito
pelas células. Este é um processo acoplado a absorgio de
nitrato seguida pela sua reducao intracelular, mediada
pela nitrato-redutase (Raimbault, 1986). O nitrito passa a
ser absorvido pelas células,o que é demonstrado na Figura
5b e na Tabela 1, a partir do quarto dia, quando a
concentragido de nitrato no meio de cultura tende a
exaustdo (Fig. 3a).

Composicio celular

As curvas de crescimento determinadas através da
anélise de clorofila-a total (Fig. 6a), proteina (Fig. 7a) e
carboidrato celular total (Fig. 8a) seguem o mesmo
padrao das curvas de crescimento baseadas em densidade
celular e fluorescéncia "in vivo" (Fig. 1). Seus valores
méximos foram de 2,44 + 0,46 ug de clorofila-a total.ml™,

329 + 0,66 ug de protena.ml’ e 18,83 + 0,98 ug de
carboidrato.ml™, No entanto, quando os dados acima
foram normalizados para o ntimero de células (Figs 6b, 7b
¢ 8b), observaram-se diferentes padrdes de
comportamento.

0 contcﬁd? de clorofila-z total por célula variou de 1,10
a 7,88 pg.cel”, apresentando uma diminuigao dréstica a
partir do micm do experimento até o 3° dia (Fig. 6b). Na
andlise deste resultado deve-se considerar que as células
do in6culo foram provementeg de uma ailtura bastante
densa (aproximadamente 5.10” células.ml™) e que vinha
sendo n}autlda sob uma radiagdo luminosa de 23
#E.m™ Desta forma, encontrando-se as células
adaptadas a baixa intensidade de luz, intensificada pelo
auto-sombreamento, apresentaram uma alta concentragao
de clorofila-a. Este dado corrobora o modelo classico da
fotoadaptagao, quanto a sintese de clorofila-a pelas células
(Prézelin, 1981). Em condicoes de radiagio luminosa mais
alta e maior disponibilidade de nutrientes, no decorrer do
experimento, ocorreu adaptagao as novas condigdes o que
levou a uma redugao na concentragido de clorofila-a
intracelular.

O contetido de protefna celular (Fig. 7b) aumentou
cqnvamcnte do dia zero ao dia dois (0,00 a 3,50
pg.oe! ). Isto pode ser explicado, tanto pela sintese de
enzimas envolvidas nos processos de absorgao e
assimilagdo dos nutrientes, como também pela produgio
dos demais compostos nitrogenados estruturais. A partir
do 42 dia de experimento, isto €, no final da fase
exponencial, o decréscimo na concentragao de proteina
celular foi evidente, atingindo niveis comparaveis ao das
células do in6culo, em fase estacionéria, no Gltimo dia de
amostragem.

O carboidrato celuliu‘ (Fig.8b) apresentou uma variagao
de 4,96 a 49,20 pg.cel”, com um decréscimo conspicuo de
concentragao a partxr do in6culo até o 42 dia de
experimento, seguido de um ligeiro aumento nos dias
posteriores. Os resultados da razao proteina/carboidrato
se encontram na Tabela 2.

Tabela 1. Velocidades instantaneas (\6[) de bsorgao de amébnio, fosfato, nitrato e nitrito.

Vt é expressa em umol.107cel

dia calculada segundo a equagéo (1).Os

valores negativos correspondem a excreg.ao celular.

IDADE DA CULTURA NHs* PO4 ~ NO3~ NO2™
0 709,48 1202,38 39137,20 -11,00
2 44,77 263,57 6982,73 1,14
3 8,36 69,48 1774,16 -0,86
4 1,62 6,79 239,52 7,58
6 0,02 0,29 12,70 0,47
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Tabela 2. Razéo proteina/carboidrato celular de P. tncomutum em fungéo da idade
da cultura. Cada valor representa a média obtida e seu respectivo interva-

lo de confianga (¢ = 0,05).

IDADE DA CULTURA

RAZAO PROTEINA/CARBOIDRATO

e o s W N O

< 0,01
0,23 = 0,06
0,37 = 0,13
0,47
0,26
0,18 = 0,02

i+

0,17

I+

0,06

Como observado por Myklestad & Haug (1972) a
composi¢ao quimica celular é fortemente influenciada
pela disponibilidade de nutrientes no meio de cultura. No
inicio da fase exponencial, a sintese de proteinas é
favorecida pelas condigdes nutricionais do meio de
cultura. Isto determinou um aumento nos valores da razao
proteina/carboidrato, até o 4° dia do experimento. A
partir de entdo, o meio de cultura, bastante deficiente em
nutrientes, especialmente nitrogénio, favoreceu um
incremento na sintese de carboidratos em relagao a sintese
proteica, resultando na diminuigdao da razao
protefna/carboidrato.

Os resultados acima reafirmam que, nas diferentes fases
de crescimento em um cultivo estanque, ha alteragoes
marcantes tanto na composi¢iao do meio de cultura quanto
na bioquimica celular. Estes fatos nao podem ser
desprezados, quer em pesquisa pura, quUer em pesquisa
aplicada. Neste Gltimo caso, se a biomassa algal for
utilizada, por exemplo, como fonte de alimentos para
herbivoros, as caracteristicas nutricionais das células
deverao ser levadas em conta no suprimento das
necessidades metabolicas desses organismos.

Resumo

P. tricomutum was grown in batch cultures under 21°C
temperature and continuous irradiance of 183 uE.m™ . s,
provided by fluorescent light tubes. Cultures growth were
followed by cell countings, "in vivo" fluorescence and
cellular protein, carbohydrate and chlorophyll-a content.
The maximum value of protein/carbohydrate was found at
the exponential phase and the minimum value at the
stationary phase. This ratio characterizes the physiological
stage of the culture. Cell uptake rates for nitrate,
ammonium and phosphate from the media were higher
during the lag-phase. Nitrite excretion by the cells were
detected following nitrate uptake.
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