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CULTURAS LABORATORIAIS

Quando se pretende estudar um determinado organismo € por vezes necessario recolhé-
lo do seu meio natural, trazé-lo para o laboratério e manté-lo em condi¢des laboratoriais
que permitam o seu normal crescimento e reproducao. Estabelece-se assim uma cultura
laboratorial.

A cultura de organismos em laboratério fornece condigdes privilegiadas para o estudo
da biologia dos organismos, permite a obtenc¢do de organismos em quantidade suficiente
e em condicdes conhecidas para a realizagdo de ensaios, permitindo ainda a repeticao
das experiéncias posteriormente.

A cultura laboratorial de espécies de cianobactérias permite a obtencdo de material
bioldgico em grande quantidade para posterior realizagdo de estudos laboratoriais. Dai
que o estudo destes organismos se inicie muitas vezes pelo isolamento das espécies.
Para além disso, nos ensaios de toxicidade torna-se obrigatério o isolamento das
espécies. A extrac¢do e obtencdo de toxinas em grandes quantidades obrigam também a
cultura laboratorial.

ISOLAMENTO E CULTURA DE Colheita
ESTIRPES FITOPLANCTONICAS aNy

Ap0s a colheita de amostras de 4gua, no
meio natural, € realizada uma Sementeira
sementeira em placas de petri contendo
um meio nutritivo solidificado com
agar. Nesse meio as algas ir@o crescer e
formar colénias que depois sdo
transferidas para novo meio sendo desta
forma isoladas. Depois de isoladas e
identificadas, as algas sdo colocadas em
tubos, frascos ou erlenmeyers com o
meio de cultura adequado. Para que as
culturas unialgais se possam manter €
apenas necessario transferir
periodicamente parte dessas algas para
novo tubo, processo designado de
repicagem. A cultura € realizada em
recipientes de maiores volumes como
baldes, sendo mantidas com arejamento Figura 1. Nas culturas é por vezes
e fotoperiodo controlado.

necessario calcular a sua curva de
crescimento ou quantificar a sua
densidade.
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Culturas celulares

A cultura de células e especificamente a cultura de microalgas tem como objectivo a
obtencdo de uma determinada biomassa para um determinado fim, que pode ser por
exemplo a realizacdo de testes de toxicidade. As algas sdo incubadas em meios
nutritivos e em condi¢des de temperatura e luminosidade controladas, até ser atingida a
fase de crescimento pretendida.

Culturas stock

As culturas stock sdo pequenas culturas, geralmente de 100 ml, que sdo regularmente
transferidas para meio nutritivo novo. Durante a transferéncia, uma pequena quantidade
de cultura “velha” € colocada em cerca de 100 ml de meio novo. Estas culturas sdao
utilizadas como indculo para culturas em grande escala.

INICIO DAS CULTURAS A PARTIR DE CULTURAS STOCK

E fornecido um stock de Microcystis aeruginosa e de Chlorella vulgaris.

Dos 4 L de meio Z8 preparado retirar 1L para um erlenmeyer esterilizado ou, nao sendo
possivel esterilizar, bem lavado. Nos 3 L de meio iniciar a cultura de Microcystis
aeruginosa. No recipiente com 1L de meio fazer a cultura de Chlorella vulgaris.

Procedimento pratico para a cultura

1. Limpar a bancada e acender as lamparinas (todos os procedimentos devem ser
realizados em condicdes de esterilidade de forma a evitar contaminagdes).

2. Retirar um pequeno volume (1 ou 2 ml) da cultura stock de Microcystis aeruginosa
para um tubo de vidro para quantificacdo. Fixar as células com 1 ou 2 gotas de
lugol. Este procedimento tem como finalidade imobilizar as células e torni-las mais
pesadas sendo mais rdpida a sua sedimentagdo.

3. Determinar a concentracdo celular através da contagem de células na camara de

Neubauer.
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4. Colocar o resto do volume do stock nos 3 L de meio e recalcular a nova
concentracao inicial.

5. Tapar o recipiente com uma rolha estéril de algoddao cardado e gaze na qual foi
introduzido um tubo para arejamento. Identificar o recipiente com a cianobactéria
usada, o meio de cultura e a data.

6. Ligar os tubos de arejamento a bombas de arejamento de modo que a cultura fique
a borbulhar.

7. Registar a data de inicio da cultura, o volume do meio de cultura, a concentragdo
inicial de microalgas, a temperatura, fotoperiodo e luminosidade (se possivel).

8. Para a cultura de Chlorella vulgaris verter o conteido do stock em 1L de meio e

proceder como nos passos 5 a 7.

AGENCIA NACIONAL

PARA A CULTURA POLITECNICO
CIENTIFICA E TECNOLOGICA DO PORTO




