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RESUMO

Este relatério descreve a rotina didria acompanhada durante o estagio supervisionado
obrigatorio do Laboratério de Biotecnologia de Microalgas (LABIM) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco — Unidade Académica de Serra Talhada (UFRPE/UAST), localizado no
municipio de Serra Talhada-PE, durante o periodo compreendido de 01 de abril a 12 de junho
de 2019. O LABIM foi criado com o propésito de prospectar o primeiro banco de cepas de
microalgas de dulcicolas do sertdo pernambucano. Com esse intuito, se pretendia conhecer a
diversidade fitoplacnt6nica (microalgas e cianobactérias) dessa regido, bem como identificar,
isolar e cultivar espécimes para subsidiar pesquisas e atender as demandas locais. As atividades
rotineiras sdo realizadas de segunda a sexta, exceto quando existe a obrigatoriedade de cumprir
atividades extraordinarias, como 0 acompanhamento de experimentos. A sala onde as cepas de
microalgas sdo armazenadas € mantida a 20 °C e as cepas sdo agitadas uma vez ao dia, de
segunda a sexta; essas sdo mantidas em fotoperiodo integral (24:0) de aproximadamente 2 000
lux. Os processos que envolvem a manutencao das cepas ocorrem a cada quinze ou trinta dias.
As coletas sdo aperiodicas e objetivam aumentar o acervo de microalgas isoladas do laboratorio.
Este estagio proporcionou uma ampliagdo dos conhecimentos oriundos de disciplinas teoricas
acerca de aspectos ecoldgicos e biotecnologicos de microalgas. Apds a concluséo do estagio é
nitida a sua relevancia para a formacdo profissional dos graduandos do curso.
Independentemente do local optado para realizacdo deste, seja em laboratorio ou empresas, o
acompanhamento rotineiro é fundamental como um primeiro contato antes do inicio da carreira

profissional.

Palavras-chave: Estagio, biotecnologia, microalgas.
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1 INTRODUCAO

O LABIM foi criado com o proposito de prospectar o primeiro banco de cepas de
microalgas de dulcicolas do sertdo pernambucano, com o intuito de conhecer a diversidade
fitoplacntonica (microalgas e cianobactérias) dessa regido, bem como identificar, isolar e
cultivar espécimes para subsidiar pesquisas e atender as demandas locais.

Este relatorio descreve as atividades acompanhadas durante o estagio realizado no
Laboratério de Biotecnologia de Microalgas (LABIM) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco — Unidade Académica de Serra Talhada (UFRPE/UAST), localizado no municipio
de Serra Talhada-PE, durante o periodo compreendido de 01 de abril & 12 de junho de 20109.

Com carga horaria de 300h, a disciplina obrigatoria Estagio Supervisionado Obrigatorio
é um dos pré-requisitos para obtencéo do titulo de Engenheira de Pesca na UAST.

Vérias atividades foram desenvolvidas durante esse periodo de estagio no laboratério como
experimentos e coletas em campos, aprofundando ainda mais o0 conhecimento na area com a
pratica.

Este estagio foi realizado de segunda a sexta das 13:00 as 18:00, totalizando trinta (20) horas

semanais. O estagio foi supervisionado pela professora Dra. Juliana Ferreira.



2 OBJETIVOS

Cumprir com o requisito curricular do curso de Engenharia de Pesca adquirindo
habilidades praticas mediante atividades realizadas dentro do Laboratério de Biotecnologia de
Microalgas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acompanhar as atividades de um laboratdrio de producdo e biotecnologia algacea.
e Aprimorar habilidades praticas mediante o acompanhamento da rotina diaria.

e Concretizar os conhecimentos adquiridos nas disciplinas teoricas ao longo da graduacéo.



3 DESCRICAO DO LABORATORIO

O Laboratério de Biotecnologia de Microalgas (LABIM) (Figura 1) pertencente a
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Serra Talhada
(UFRPE/UAST) e foi criado com o proposito de prospectar o primeiro banco de cepas de
microalgas do sertdo pernambucano. Com esse intuito, pretendia-se conhecer a diversidade de
microalgas e cianobactérias dessa regido, bem como identificar, isolar e cultivar espécimes para
subsidiar pesquisas e atender as demandas locais da regiéo.

Figura 1. Vista panoramica do Laboratério de Biotecnologia de Microalgas (LABIM) da
Unidade Académica de Serra Talhada (UAST).

Fonte: Autora

Atualmente o laboratério conta quatro estagiarios, estudantes dos cursos de Engenharia
de Pesca e Ciéncias Bioldgicas, ambos da UFRPE/UAST, sob orientacdo e supervisdo da

professora Danielli Matias de Macedo Dantas.



4 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Em virtude da localizagdo e a auséncia de transporte publico que ligue os principais
bairros do municipio de Serra Talhada ao Laboratério de Biotecnologia de Microalga
(LABIM/UAST), as atividades rotineiras sdo realizadas de segunda & sexta, exceto quando
existe a obrigatoriedade de cumprir atividades excepcionais, como por exemplo o

acompanhamento de experimentos.

4.1 ASSEPSIA
Por se tratar de micro-organismos que podem apresentar interacbes negativas ou

positivas com bactérias e fungos, alguns cuidados sdo tomados para evitar a competicdo e
proliferacdo desses outros micro-organismos. Dessa forma, o cultivo de microalgas, quase
sempre, ocorre com a presenca de bactérias — cultivos ndo axénicos. Entretanto, diversas
medidas sdo tomadas para controlar e evitar que as bactérias se proliferem e, eventualmente,
dominem as culturas algaceas. Por essa razdo algumas medidas de manejo séo adotadas pelo
LABIM:

e Proibicdo de efetuar quaisquer alimentagdes dentro do espaco laboratorial;

e Uso de jaleco durante a permanéncia no laboratorio;

e Evitar o acumulo de vidrarias sujas nas pias do laboratdrio;

e Sempre que possivel efetuar a limpeza das bancadas com alcool 70% e;

e Outros procedimentos especificos na limpeza das vidrarias.

4.1.1 Limpeza das vidrarias

O inicio da limpeza das vidrarias se da pela remocéo fisica dos residuos solidos ou
liquidos. Sempre ao descartar material bioldgico, é efetuada adi¢do de alcool para matar os
microrganismos, evitando que estes possam contaminar e/ou comprometer a biodiversidade
local. Feito o descarte, 0 material é lavado com o auxilio de esponjas, escovas para fracos de
vidro e detergente. Apds a remocdo completa dos residuos, o material limpo é enxaguado e
submerso em um balde contendo solucédo a 2% de acido cloridrico (HCI), onde permanecem
por um periodo aproximado entre oito e vinte e quatro horas. Esse acido é considerado uma das
melhores opc¢des por ndo ser exageradamente agressivo, apresentar alta solubilidade e néo

deixar residuos nos objetos (Lourengo, 2006). Apds esse periodo, o material é enxaguado oito



vezes; as cinco primeiras utilizando a agua da torneira e; posteriormente, trés vezes utilizando
agua destilada. Em seguida o material e posto para secar em bandejas cobertas com papel
absorvente.

Apobs a secagem do material, eles serdo vedados utilizando papel aluminio e ligas
elasticas e dispostos em caixas armazenadoras, devidamente identificada, para o
armazenamento de material ndo-autoclavado. O fim processo de limpeza s6 acontece apés a
autoclavacao, a 121 °C por de 20 minutos, usando o conceito e esterilizagcdo por temperatura e
pressdo. Esse procedimento garantird que as células, tanto algaceas como bacterinas, dos

cultivos anteriores contaminem os futuros cultivos.

Figura 3. Fluxograma do procedimento de esterilizagdo de materiais de reuso do Laboratorio
de Biotecnologia de Microalgas — LABIM/UAST.

Remocado fisica utilizando

Limpeza = detergente ¢ bucha
Acido cloridrico 2ppm
------------------------------------------ Imersdo por 8 a 24 horas
777777777777777 Utilizando dgua da
Enxague A torneira por 5x
_______________ Utilizando agua destilada
Enxague B por 3x
Secagem
e s Autocl a 121 °C
Esterilizagao |~ Lo avasem 4
por 20 minutos

Fonte: Oliveira (2018).

4.2 MANUTENCAO DO BANCO DE CEPAS

A sala onde as cepas de microalgas sdo armazenadas € mantida a temperatura controlada
de aproximadamente 20 °C. As cepas sdo agitadas uma vez ao dia, de segunda a sexta. Cada
cepa isolada, ou em fase de isolamento, é mantida em, no minimo, dois tubos de ensaio
tampados com algoddo e dispostas aleatoriamente numa grade, com fotoperiodo integral de

aproximadamente 2.000 lux. A repicagem das cepas ocorre a cada quinze ou trinta dias a



depender do desenvolvimento da cultura. Ainda, a depender da rotina e disponibilidade dos
membros do laboratdrio, sdo agendadas previamente, coletas de dgua em corpos aquaticos
locais para que se tenha uma maior disponibilidade de cepas. Para isso, utiliza-se uma rede
especifica para coleta de plancton com abertura de malha de 20 micrometros.

E importante ressaltar, que o laboratério no conta com uma cabine de seguranca
bioldgica, que auxiliaria na seguranca microbioldgica das cepas durante as atividades de

manuseio e no proprio armazenamento, minimizando os riscos de contaminacoes.

4.3 COLETA EM CAMPO

As coletas ocorreram em periodo diurno, na zona litoranea do corpo d’agua. Durante a
coleta, é efetuado um arrasto horizontal utilizando uma rede para coleta de fitoplancton (Figura
4) com malha de 20 um e posteriormente as amostras foram identificadas, acondicionadas e
fixadas em formolina a 4%.

Figura 4. Rede especifica para coleta de plancton com tamanho de malha de 20um.

Fonte: Autora

O LABIM ja efetuou pesquisas de dinamica da comunidade fitoplanctdnica nos
reservatorios Cachoeira Il (Fig. 5-A), Saco | (Fig. 5-B), Lago de Varzinha e Lagoa de Sitio dos
Nunes. Nesse ano, espera-se introduzir ao roteiro de coletas novos corpos aquaticos. As coletas

podem ou ndo ter periodicidade pré-definida.



Figura 5. Coletas realizadas no Acude (a) Cachoeira Il e (b) Saco | em 2017.

Fonte: Autora

4.4 ISOLAMENTO

Apos a chegada do campo, as amostras sdo acondicionadas aos parametros fisicos do
laboratério. Uma aliquota da quantidade amostrada, é fixada solucdo de formol a 4% (Fig. 6) e
0 restante submetido a diferentes meios de cultura. Essa etapa consiste basicamente na
separacdo plena de uma espécie de microalga das demais presentes no meio. As tentativas de
isolamento, seguem o protocolo de isolamento de microalgas do laboratorio, adaptado de Ruiz
et al. (2016), e sdo efetuadas por diluicdo seriada e/ou plaqueamento. Para gque se tenha sucesso
no isolamento, é necessario conhecer a biologia da espécie que se deseja isolar, bem como

conhecer as condicGes em que ela estava imposta no seu ambiente natural.

Figura 6. Colecdo de amostras fixadas em formol a 4% do Laboratorio de Biotecnologia de
Microalgas da Unidade Académica de Serra Talhada (LABIM/UAST).




4.4.1 Diluigéo seriada

O isolamento por diluicdo seriada consiste na diluicdo continua de uma infima parte da
amostra. Para tal, s&o utilizados entre quatro ou cinco tubos de ensaio, com mesmo volume,
contendo o meio de cultura no qual o(s) especime(s) melhor se adaptou. Uma aliquota da
amostra (1mL), é depositada no primeiro tubo de ensaio nomeado de 10-1, contendo 9mL de
meio de cultura, e em seguida homogeneizada. Posteriormente, é retirada a mesma quantidade
introduzida anteriormente no tubo de ensaio (1,0mL) e repassada para o segundo tubo, este,
nomeado de 10 e assim, sucessivamente, até o quarto ou quinto tubo de ensaio. Dessa forma,
cada diluicdo reduz em 10 vezes a densidade de células algais presentes no indculo. Espera-se,
assim, que nos Ultimos tubos, esteja a menor quantidade de espécimes, geralmente de uma a
trés, para posteriormente, efetuar uma nova diluicdo, até que remanesga apenas um unico

espécime.

4.4.2 Plagueamento

Um dos procedimentos mais utilizado nas tentativas de isolamento bem como na
purificacdo das cepas, quando for constatada a presenca de fungos e/ou protozoarios € o
plaqueamento. Isso se da pelo procedimento ser relativamente simples e possuir grande eficacia.
O processo consiste na distribuicdo de uma aliquota da amostra contendo espécies a serem
isoladas em placas de Petri contendo meio de cultura solidificado (meio de cultura tradicional
com a adicéo de agar ou meio solidos especificos para o cultivo de microalgas) com o auxilio
de uma alca de platina. O procedimento é efetuado proximo ao bico de Bunsen, tomando todos
0s cuidados necessario para evitar contaminaces e com o bem-estar dos espécimes. Apos 0
crescimento das coldnias, em uma analise microscopica, busca-se retirar a que estiver pura e
distante das outras que possam, eventualmente, estar contaminadas e colocadas em um novo

tubo contendo meio de cultura liquido.

4.5 ANALISE MICROBIOLOGICA DAS CEPAS

A analise das condicBes biologicas das cepas é efetuada periodicamente antes da
repicagem (Fig. 8). Na andlise, sdo utilizadas laminas, laminulas e um microscépio 6tico com
aumento gradativo de 40x, 100x e 400x.
Figura 8. Anélise das condicGes bioldgicas das cepas de microalgas do Laboratério de
Biotecnologia de Microalgas da Unidade Académica de Serra Talhada (LABIM/UAST).



Fonte: Autora

4.6 REPICAGEM

O procedimento consiste na transferéncia de parte da cultura desenvolvida de um tubo
de ensaio para um novo tubo contendo apenas meio de cultura. Em média, a repicagem ocorre
a cada quinze dias, podendo este periodo ser adiantado (se a cultura atingir uma elevada
densidade antes do periodo programado) ou prorrogado (caso a cultura ainda esteja em fase de

crescimento).

4.7 PREPARACAO DOS MEIOS DE CULTURAS

Os meios de cultura sdo preparados a partir de reagentes quimicos puro analiticos em
quantidades especificas (Tabela 1). Os nutrientes sdo pesados em balanca analitica e
homogeneizados, um por vez até completa diluicdo, em Erlenmeyer de 500 ou 1.000 mL
contendo &gua destilada. Apds o téermino do preparo, o recipiente contendo as solucdes estoques
do respectivo meio de cultura, é autoclavado a 121 °C por 15 min. Estes, sdo identificados e

armazenados em um armario abrigado de luz.

Tabela 1. Composicdo quimica dos meios de cultura utilizados no Laboratério de
Biotecnologia de Microalgas (LABIM/UAST)

Reagentes Provasoli Bold’s Basal Medium BBM modificado
(1968) (1963)
CaCl2 2 H20 - 2,59 2,59

CoCl; 6H20 0,0015¢ - 0,49




CuSO4 5 H0 - 1,579 1,579

Fe(NH4)2(SO4)2 6H20 10,69 - -
FeCls 6H20 0,15g - -
FeSO4 7 H20 - 4,98¢ 4,98
H2S04 1mL imL
HsBOs 39 11,429 11,429
K2HPO4 3 H20 - 9,89 2,59
KH2PO4 - 17,59 6,09
MgSO4 7 H20 - 7,59 -
MnCl; 4H,0 0,69 1,449 1,449
MoOs - 0,71g 6,619
Na;EDTA 24,99 50g 50g
Na.Glicerofosfato 15¢ - -
NaCl - 2,59 2,59
NaNO3 1059 259 100g
ZnCl 0,075g - 8,829

4.8 EXPERIMENTOS

Os experimentos sdo realizados de acordo com a disponibilidade dos membros do
LABIM e da demanda por participacfes em eventos cientificos. Esses sao realizados em datas
estratégicas, proximo ao periodo de submissao de trabalhos aos congressos de interesse para o
grupo. Sempre antes do inicio de cada experimento, € realizada uma reunido com a supervisora
do LABIM, efetuando um check-list de pendéncias e atividades durante o periodo do

experimento. Durante este estagio foram acompanhados os experimentos acerca de:

e Influéncia do meio de cultura no crescimento de Scenedesmus obliquus
e Avaliacdo da concentracdo de nitrato no crescimento de Scenedesmus obliquus
e Eficacia de dois floculantes, um natural e um sintético, na obtencdo de biomassa de

Scenedesmus obliquus.



Devido a proposta de bioprospeccdo os experimentos atuais do laboratorio sdo testes de
crescimento das espécies isoladas da regido Semiérida em condigdes distintas de meios de
cultura, fotoperiodo, temperatura etc. Os dados obtidos nos experimentos sdo inicialmente
publicados na forma de resumos em congressos nacionais e internacionais, e posteriormente,

almeja-se a publicacdo em periddicos.

Durante os experimentos a contagem do numero de células é efetuada usando um
microscépio 6tico e uma camara de contagem celular (cAmara de Neubauer) (Figura 9). O
método consiste nos principios das contagens volumétricos, onde uma amostra representativa
é retirada da cultura. As formas de contagem variam a depender da concentracdo celular das

culturas.

Figura 9. Camara de Neubauer utilizada para a avaliacdo quantitativa de células.

Fonte: Autora

4.9 SEPARACAO DA BIOMASSA

Depois do cultivo, para realizar a colheita, é necessaria que as passem por um processamento
adicional em produtos utilizaveis. As algas podem ser colhidas usando centrifugacado

forca pela fiacdo, sedimentacéo das algas para o fundo por gravidade, método de filtragem onde
a membrana é usada com a presenca de diferenca de presséo e também método de flotacdo onde

algas de baixa densidade sdo capazes de flutuar sobre a superficie aeracéo.



De acordo com a finalidade que se deseja, 0 volume e a tecnologia empregada a separagdo da
biomassa de microalgas podem tornar o processo caro e invidvel (LOURENGCO, 2006). Os

processos mais utilizados e estudados sdo filtragem, centrifugagéo e floculagéo.

No laboratério de Biotecnologia de microalgas (LABIM/UAST), utilizamos os dois métodos

mais viaveis: Centrifugacdo e Floculac&o.
4.9.1 Centrifugacgao

A centrifugacdo é um método mecéanico que utiliza a forga centrifuga para separagdo, pois esta
pode ser muitas vezes maior que a forca da gravidade. Isso faz com que 0 processo seja mais
rapido e portanto possa ter um tempo de residéncia muito menor no equipamento do que a

sedimentacdo.

Figura 11. Centrifuga do laboratério de Biotecnologia de Microalgas (LABIM/UAST)

Fonte: Autora

4.9.2 Floculagéo

A floculacéo é causada pela ligacdo entre particulas, normalmente
com o uso de polimeros de cadeia longa. Neste sentido, a flocula¢éo
produz floco (Agregados) mais fortes e maiores que a coagulacéo



(Gregory e O'melia, 1989). O mecanismo mais comum da floculagio

consiste nas pontes poliméricas (Oliveira e Rubio, 2011)

Figura 12. Processo de Floculagéo realizado na microalga Scenedesmus obliquus Microalgas a)

Etapa inicial da floculagéo b) Etapa final




5 CONSIDERACOES FINAIS

Mesmo com pouca estrutura, o Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas, permite realizar
atividades que contribui com o conhecimento de cada aluno envolvimento, ajudando na
formacdo do conhecimento de cada um na &rea. Com isso, a minha vivéncia diaria com o
laboratdrio foi indispensavel na formacdo do meu conhecimento, tanto dentro do laboratdrio

como no campo, me ajudando na decisdo da area que pretendo seguir.
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