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RESUMO

O presente relatorio descreve as atividades acompanhadas durante o estagio supervisionado
obrigatorio realizado no Laboratério de Biotecnologia de Microalgas (LABIM/UAST) 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 02 de maio a 11 de julho de 2018. O LABIM foi fundado com os anseios de
prospectar o primeiro banco de cepas dulciaquicolas de microalgas do sertdo Pernambucano.
Com esse propésito, pretendia-se conhecer a diversidade fitoplacnténica dessa regido, bem
como identificar, isolar e cultivar espécimes para subsidiar pesquisas e atender as demandas
locais da regido. As atividades cotidianas sdo realizadas de segunda a sexta, exceto quando
existe a obrigatoriedade de cumprir atividades excepcionais, tais como acompanhamento de
experimentos. A sala onde as cepas de microalgas sdo armazenadas é mantida a 20 °C e as cepas
sdo agitadas uma vez ao dia, de segunda a sexta, essas sao mantidas em fotoperiodo integral de
aproximadamente 5 000 lux. A repicagem das cepas ocorrem a cada dez dias e mensalmente, é
efetuado um novo plaqueamento. As coletas sdo aperiddicas e objetivas aumentar o acervo do
laboratério. O estagio proporcionou uma ampliacdo dos conhecimentos oriundos de disciplinas
teoricas, levando em consideracdo os aspectos tedricos, que na pratica podem ou ndo ser
seguidos. Apds a conclusao do estagio € nitida a sua grande importancia para a sua formacéo
profissional dos graduandos do curso. Independentemente do local optado para realizagéo deste,
0 acompanhamento rotineiro € fundamental como um primeiro contato antes do inicio da

carreira profissional.

Palavras-chave: Estagio, biotecnologia, microalgas
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1 INTRODUCAO

O presente relatdrio descreve as atividades acompanhadas durante o estagio realizado
no Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas (LABIM/UAST) 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 dois (02) de maio a onze
(11) de julho de 2018.

Com carga horédria de 300h, a disciplina obrigatéria Estagio Supervisionado
Obrigatorio, um dos pré-requisitos para obtencédo do titulo de Engenheiro de Pesca na Unidade
Académica de Serra Talhada, foi realizado de segunda a sexta das 13:00 as 19:00, totalizando

trinta (30) horas semanais. O estagio foi supervisionado pela professora Dra. Juliana Ferreira.



2 OBJETIVOS

Cumprir com o requisito curricular do curso de Engenharia de Pesca da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Serra Talhada, adquirindo habilidades

praticas mediante atividades realizadas dentro do Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas.

2.1 Objetivos especificos

» Acompanhar as atividades de um laboratério de producéo e biotecnologia algal.
» Aprimorar habilidades praticas mediante 0 acompanhamento da rotina diéria.

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



3 DESCRICAO DO LABORATORIO

O Laboratério de Biotecnologia de Microalgas (LABIM) (Fig. 1) pertencente a
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Serra Talhada
(UFRPE/UAST), foi fundado com os anseios de prospectar o primeiro banco de cepas
dulciaquicolas de microalgas do sertdo Pernambucano. Com esse propdsito, pretendia-se
conhecer a diversidade fitoplacnténica dessa regido, bem como identificar, isolar e cultivar

espécimes para subsidiar pesquisas e atender as demandas locais da regido.

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

Atualmente o laboratério conta cinco estagiarios, todos estes estudantes do curso de
Engenharia de Pesca da UFRPE/UAST, que seguem diretrizes da professora Danielli Matias de

Macedo Dantas.



4 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Em virtude da localizacdo e a auséncia de transporte publico que ligue os principais
bairros do municipio de Serra Talhada ao Laboratorio de Biotecnologia de Microalga
(LABIM/UAST), as atividades cotidianas sdo realizadas de segunda a sexta, exceto quando
existe a obrigatoriedade de cumprir atividades excepcionais, tais como acompanhamento de

experimentos.

4.1 Assepsia
Por se tratarem de microrganismos, que em alguns casos apresentam relagdes positivas

com bacteérias, o cultivo de microalgas, quase sempre, ocorre com a presenca de bactérias —
cultivos ndo axénicos. Entretanto, diversas medidas sao tomadas para controlar e evitar que as
bactérias se proliferem e, eventualmente, dominem as culturas algais. Por essa razdo algumas
medidas sdo adotadas pelo LABIM/UAST:

e Proibido efetuar quaisquer alimentacdes dentro do espaco laboratorial,

e Uso de jaleco durante a permanéncia no laboratdrio;

e Evitar 0 acimulo de vidrarias sujas nas pias do laboratorio;

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

e Procedimento especifico na limpeza das vidrarias.

4.1.1 Limpeza das vidrarias

O inicio da limpeza das vidrarias se da pelo remocédo fisica dos residuos solidos ou
liquidos. Sempre ao descartar material vivo, é efetuada adicdo de alcool para matar os
microrganismos, evitando que estes possam contaminar e/ou comprometer a biodiversidade
local. Feito o descarte, o material é lavado com o auxilio de esponjas, escovas para fracos e
detergente. ApoOs a remocdo completa do residuos visiveis, o material limpo e enxaguado, é
submerso em um balde contendo solucéo &cida, 2% de &cido cloridrico (HCI) (Fig. 2-A), onde
permanecera por um periodo aproximado entre oito e 24 horas. Esse acido € considerado uma
das melhores opgdes por ndo ser exageradamente agressivo, apresentar alta solubilidade e ndo
deixar residuos nos objetos (Lourenco, 2006). Apds esse periodo, o material € enxaguado cinco
vezes, utilizando agua da torneira, posteriormente, trés vezes utilizando agua destilada antes de

serem colocados para secar em bandejas cobertas com papel absorvente (Fig. 2-B).



Figura 2. Matérlals utilizado na limpeza de vidrias e outros materiais plasticos.
contendo solucdo acida a 2% com material em desinfeccdo e; B — Material desinfetado em
secagem.

Apo6s 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. Para finalizar o procedimento de limpeza,
desinfeccdo e esterilizacdo, o material vedado é autoclavado a 121 °C por de 20 minutos. Esse
procedimento garantira que as células dos cultivo anterior atinjam e contaminem os futuros

cultivos, além de garantir que bactérias e fungos, eventuais competidores, estejam presentes

Limpeza | Remocdo fisica utilizando
P detergente ¢ bucha
Acido cloridrico 2ppm
------ Imersdo por 8 a 24 horas
i ,
Enxague A |~ Uti 1z.and0 agua da
torneira por 5x
E B Utilizando agua destilada
nxague por 3x
Secagem
e Autocl a 121 °C
Esterilizacao [ tao dvaget &
por 20 minutos

Figura 3. Fluxograma do procedimento de esterilizacdo de materiais de reuso do Laboratério
de Biotecnologia de Microalgas — LABIM/UAST



4.2 Manutencéo do banco de cepas algais

A sala onde as cepas de microalgas sdo armazenadas € mantida a temperatura controlada
de aproximadamente 20 °C. As cepas sao agitadas uma vez ao dia, de segunda a sexta. Cada
cepa isolada, ou em fase de isolamento, € mantida em, no minimo, um tubo de ensaio tampado
com algodao e dispostas numa grade, com fotoperiodo integral de aproximadamente 5 000 lux.
A repicagem das cepas ocorrem a cada dez dias e mensalmente, é efetuado um novo
plagueamento. A depender da rotina e disponibilidade dos membros do laboratério, séo
agendadas previamente, coletas de agua. Para isso, utiliza-se rede especifica para coleta de
plancton, em corpos d’agua locais, com o intuito de expandir o banco de cepas mantido no
LABIM/UAST.

E importante ressaltar, que o laboratério ndo 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 contaminagdes.

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 (Fig. 4)
com malha de 20 pum e posteriormente as amostras foram identificadas, acondicionadas e
fixadas em formol 4%.

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



Atualmente, o laboratério ja efetuou pesquisas de dindmica da comunidade
fitoplanctonica nos reservatorios Cachoeira 11 (Fig. 5-A), Saco | (Fig. 5-B), Lago de Varzinha
e Lagoa de Sitio dos Nunes. Nesse ano, espera-se introduzir no roteiro de coletas a Barragem

de Serrinha. As coletas podem ou ndo ter periodicidade pré-definida.

Fig. 5. Coletas realizadas no Acude (a) Cachoeira e (b) Saco l e 2617.‘

4.4 Isolamento

Ap0s a chegada do campo, as amostras sao acondicionadas aos parametros fisicos do
laboratorio. Uma aliquota da quantidade amostrada, € fixada solugdo de formol & 4% (Fig. 6) e
0 restante submetido a diferentes meios de cultura. Essa etapa consiste basicamente na
separacgdo plena de uma espécie de microalga das demais presentes no meio. As tentativas de
isolamento, seguem o protocolo de isolamento de microalgas do laboratério, adaptado de Ruiz
et al. (2016), e sdo efetuadas por diluicdo seriada e/ou plagueamento. Para que se tenha sucesso
no isolamento, é necessario conhecer a biologia da espécie que se deseja isolar, bem como

conhecer as condi¢des 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 Diluig&o seriada

O isolamento por diluicdo seriada consiste na diluicdo continua de uma infima parte da
amostra. Para tal, sdo utilizados entre quatro ou cinco tubos de ensaio, com mesmo volume,
contendo o meio de cultura no qual o(s) espécime(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, € retirada a mesma quantidade
introduzida anteriormente no tubo de ensaio (1,0mL) e repassada para o segundo tubo, este,
nomeado de 102 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 remanesca 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 é o
plaqueamento. 1sso 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 adicdo de agar ou meio sélidos especificos para o cultivo de microalgas) com o auxilio



de um alga de platina. O procedimento é efetuado proximo ao bico de Bunsen, tomando todos
0s cuidados necessario para evitar contaminagdes e com o bem estar das espécimes. Apds o
crescimento das col6nias (Fig. 7), 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.

Figura 7. Col6nias das espécie Desmodesmus subspicatus em placa de Petri com meio de

cultura sélido.

4.5 Andlise microbiolégica das cepas

A analise das condicdes bioldgicas das cepas é efetuada periodicamente antes da
repicagem (Fig. 8). Na andlise, sdo utilizadas ldaminas, laminulas e um microscépio 6tico com
aumento gradativo de 40x, 100x e 400x.



Figura 8. Analise das condicdes biolégicasdas Cepas de microalgas do Laboratério de

Biotecnologia de Microalgas da Unidade Académica de Serra Talhada (LABIM/UAST).

4.6 Repicagem

O procedimento consiste na transferéncia de parte do volume do tubo de ensaio
contendo determinada cepa em elevada densidade celular para um novo tubo contendo meio de
cultura. Em média, a repicagem ocorre a cada dez dias, podendo este periodo ser adiantado (se
a cultura atingir uma elevada densidade antes do periodo citado acima) ou prorrogado (caso a

cultura ainda esteja em fase de crescimento).

4.7 Preparagdo dos meios de culturas

Os meios de cultura sdo preparados a partir de reagentes quimicos em quantidades
especificas (Tab. 1). Os nutrientes sdo pesados em balanca analitica e homogeneizados, um por
vez até completa diluicdo, em erlenmeyer de 500 ou 1000 mL contendo agua destilada. Apds o
término do preparo, o recipiente contendo o meio de cultura, é autoclavado a 121 °C por 15

min. Estes, sdo identificados e armazenados em um armario abrigado de luz.



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

Reagentes Provasoli (1968) Bold’s Basal Medium (1963)
CaCl>. 2 H0 - 2,5¢
CoClz . 6H20 0,0015g -
CuS0O4 .5 H0 - 1,579
Fe(NH4)2(SO4)2 . 6H20 10,69 -
FeClsz . 6H.0 0,15¢ -
FeSOs4 . 7 H20 - 4,98¢
H2SO4 imL
H3sBOs3 3g 11,42g
K2HPO4 . 3 H20 - 9,8¢
KH2PO4 - 17,59
MgSOg . 7 H20 - 7,59
MnCl; . 4H20 0,69 1,449
MoOs3 - 0,719
Na,EDTA 24,99 509
Na.Glicerofosfato 15¢ -
NaCl - 2,59
NaNOs 1059 259
ZnCly 0,075¢ -

4.8 Experimentos

Os experimentos sdo realizados em rodizio entre os integrantes do laboratério afim de

que todos sejam contemplados. Esses sdo realizados em datas estratégias, proximo ao periodo

de submisséo de trabalhos aos congressos de interesse para 0 grupo. Sempre antes do inicio de

cada experimento, € realizada uma reunido com a coordenadora do LABIM, efetuando um

check-list de pendéncias e atividades durante o periodo do experimento. A metodologia de

delineamento inteiramente casualisado (DIC) é sempre empregada nos experimentos, buscando

evitar possiveis privilégios para algum dos tratamentos analisados.



Devido a proposta de bioprospeccéao os experimentos atuais do laboratério sao testes de
crescimento das espécies isoladas da regido semiérida em condicGes 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 publicagdo em periodicos.

4.9 Quantificacéo celular

Durante os experimentos a contagem do namero de células é efetuada com o auxilio de
um microscopio Gtico e uma cadmara de contagem celular (cAmara de Neubauer) (Fig. 9). O
laboratério dispde ainda de um espectrofotémetro (UV-Vis), que posteriormente, podera ser
utilizado para a quantificacdo celular por absorbancia. O primeiro método consiste nos
principios das contagens volumétricos, onde uma aliquota (0,00025mm?) representativa é

retirada da amostra. As formas de contagem variam a depender da concentracgéo celular:

a) Para n <9 células: conta-se todas as células visualizadas na cAmara. Posteriormente
divide o valor contado por 9 (correspondente ao numero de quadrantes da camara) e
multiplica o valor obtido por 10* cel.mL* (fator de conversdo do volume da camera,
para mililitros).

b) Para 9 <n <250 no primeiro quadrante: conta-se as células dos quatro quadrantes das
extremidades da cAmera, e divide o valor da contagem por 4 (correspondente ao nimero

de quadrantes analisados). Posteriormente, multiplica o valor obtido por 10* cel.mL™.



c) Paran>250 no primeiro quadrante: conta-se as células de uma das diagonais principais
do quinto quadrante. O valor encontrado é multiplicado por 25 e dividido por 5 e em
seguida acrescido o sufixo 10* cel.mL™.

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



5 CONSIDERACOES FINAIS

O Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas possui uma boa infraestrutura, quando
levado em consideracdo principalmente o seu tempo de atuacao na area. O estagio proporcionou
uma ampliacdo dos conhecimentos oriundos de disciplinas tedricas, levando em consideracéo

0s aspectos tedricos, que na pratica podem ou ndo ser seguidos.

E possivel notar ainda que a auséncia de uma cabine de seguranca microbioldgica, tanto
para 0 armazenamento das cepas como para efetuar as atividades de repicagem, ndo chega a
afetar diretamente os parametros sanitarios do laboratério.

Ap6s a conclusdo do estagio é nitida a sua grande importancia para a sua formacédo
profissional dos graduandos do curso. Independentemente do local optado para realizagéo deste,
0 acompanhamento rotineiro é fundamental como um primeiro contato antes do inicio da
carreira profissional. Entretanto, a apresentacdo do relatério ao meu ver, € relativamente
desnecesséria, tendo em vista que o aluno também terd que apresentar o seu trabalho de
concluséo de curso (TCC) no mesmo semestre.
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