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RESUMO

As microalgas tém sido alvo de varios estudos por possuir uma grande versatilidade
de utilizagdo, seja na industria para producado de biodiesel, farmacos, na area
ambiental como bioindicador, bem como para alimentagcdo humana e animal. O
presente estudo trata do isolamento, domesticagao e cultivo de microalgas oriundas
das lagoas de Maraponga, Messejana, Mondubim, Parangaba e Opaia no municipio
de Fortaleza e lagoa do Tabapua regidao Metropolitana. As amostras foram coletadas
em 21 de Maio de 2013. O experimento foi realizado no Laboratério de Planctologia
localizado no Centro de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura (CEBIAQUA),
Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara (UFC).
Com a realizagao do trabalho, foi realizado o isolamento e identificagcao de sete taxons
pertencentes as classes Chlorophyceae, Trebouxiophyceae, Cyanophyceae e
Bacillariophyceae, sendo quatro identificados até o nivel de espécie e trés em nivel
de género. Os cultivos estacionarios ou “baths” foram realizados utilizando meio
Guillard f/2 na temperatura de 24 + 2 °C, com iluminagao e aeracgao continua, sendo
o crescimento populacional das culturas acompanhados por meio de
espectrofotometria, através da densidade o6tica do meio (DO 680 e 700 nm). O
rendimento de biomassa (g/L) de cada cultura foi determinado na fase de exponencial,
sendo o obtido por analises de sdlidos suspensos totais. Com relagado ao rendimento
de biomassa, variou de 0,35 a 0,327 g.L™". O isolamento em meio Guillard f/2 demostrou
eficacia para obtencéo das cepas isoladas. Sendo possivel a producdo de biomassa

das microalgas isoladas.

PALAVRAS CHAVE: Microalgas. Isolamento. Domesticagao. Cultivo.



ABSTRACT

Microalgae have been the subject of several studies by having a great versatility of
use, whether in industry to produce biodiesel, pharmaceuticals, environmental as bio-
indicator as well as for food and feed. This study deals with the isolation, domestication
and cultivation of microalgae derived from the lagoons of Maraponga, Messejana,
Mondubim, Parangaba and Opaia in Fortaleza and Tabapua one lagoon in
Metropolitan region. The samples were collected on May 21, 2013. The experiment
was conducted in Planctologia Laboratory located in Applied Biotechnology Center for
Aquaculture (CEBIAQUA), Department of Fisheries Engineering, Federal University of
Ceara (UFC). With the completion of the work, was performed isolation and
identification of seven taxons belonging to classes Chlorophyceae, Trebouxiophyceae,
Cyanophyceae e Bacillariophyceae, being four identified to species level and three at
genus. The stationary cultures or "baths" were performed using medium Guillard f/ 2
at temperature of 24 + 2 ° C, with lighting and aeration continues, with population
growth of cultures accompanied by spectrophotometry by optical density of the
medium (OD 680 and 700 nm). The biomass yield (g / L) of each culture was
determined in the exponential phase being obtained by total suspended solids
analysis. With regard to biomass yield, ranged from 0.35 to 0.327 g L-1. Isolation in
Guillard f/ 2 demonstrated efficacy to obtain the isolated strains. Producing microalgal

biomass isolated were possible.

Key words: Microalgae, Isolation, Domestication, Cultivation
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1 INTRODUGAO

O nosso planeta é constituido de grandes extensdes de agua (marinhas e
doce) conhecida em relagdo a sua composi¢ao quimicas sendo desconhecidas
principalmente em relagdo aos organismos microscopicos que constituem o
nanoplancton e picoplancton. Apesar de ser um recurso essencial ao uso humano e
ser renovavel, necessita cada vez mais de um manejo criterioso para minimizar o
avanco da degradacgao antropogénica, que se torna cada vez mais forte, contribuindo
para a escassez (VITOUSEK et al., 1997).

Assim, a maior parte dos recursos aquaticos continentais se encontra em
estado de poluicdo, ocasionada, especialmente pela ocupag¢ao populacional sem
planejamento, que se instala ao entorno dos reservatoérios, lagos e lagoas, poluindo
as aguas superficiais e/ou subterrdneas com esgotos sanitarios clandestinos,
efluentes domeésticos e industriais, atividade agricolas e escoamento superficial
urbano e rural (CESTEB, 2002).

A preocupagao com a preservagao dos ambientes aquaticos continentais
vem tomando destaque devido as frequentes secas que causam uma reducgao drastica
dos volumes de agua acumulados nos reservatorios de abastecimento, o que
compromete cada vez mais a qualidade destas aguas pela concentracdo de
componentes quimicos a partir das elevadas taxas de evaporacéao, aliada ao aporte
continuado de poluentes. Tal se configura, principalmente, nas areas urbanas,
tornando estes ambientes impréprios, até mesmo, as atividades de recreacédo de
contato primario e pesca de subsisténcia (JUNIOR, 2007).

O langamento de aguas residuarias domésticas, de atividades comerciais
e mesmo de pequenas industrias; bem como a disposigao irregular de lixo nas areas
de influéncia direta tém provocado o avanco da eutrofizacdo pelo excesso de
nutrientes que chegam aos ecossistemas hidricos urbanos. Este cenario é faciimente
perceptivel nos ambientes lacustres de Fortaleza-CE e regido metropolitana,
provocando o crescimento exagerado de microalgas e macrofitas aquaticas, que
aumentam em quantidade, porém em reduzida diversidade, dependentes de suas
capacidades de adaptacdo (GOMES, 2000)

Considerando que as microalgas tém importante papel na ciclagem dos

nutrientes como nitrogénio e fosforo, nos ambientes eutrofizados as elevadas
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concentragbes destes nutrientes propiciam o crescimento exagerado destes
organismos, gerando as floragbes ou “bloom” que se constituem um indicativo de
desequilibrio ambiental. Assim, varias espécies de cianobactérias, cloroficeas,
euglenoficeas, diatomaceas e dinoflagelados podem apresentar toxicidade, afetando
assim a fauna local e, consequentemente, o ser humano, a macro e microbiota
presentes (WEHR, 2002).

Além da importancia ambiental das microalgas, elas possuem um grande
potencial para a produ¢ao de biomassa, pois ndo necessitam de grandes areas de
cultivo, podendo ser cultivadas em areas nao produtivas para agricultura, bem como
precisam de pouca quantidade de agua que nao precisa ser potavel (SINGH; GU
2010).

Um dos principais entraves para a producdo de microalgas de forma
intensiva é a falta de cepas nativas isoladas, ja adaptadas ao clima local e que podem
se reproduzir em taxa de crescimento ideais. Porém, é necessario conhecer suas
caracteristicas, como seus teores de lipidios e proteinas, além de compreender seu
comportamento em meios artificiais e suas adaptagdes (MENDES et al., 2012).

Portanto, a proposta do presente trabalho foi isolar, domesticar e cultivar
microalgas encontradas em algumas lagoas de Fortaleza-CE e em uma lagoa da
regido metropolitana do municipio com vistas a usos posteriores na aquicultura. Tais
cepas serao mantidas em banco apropriado para estudos posteriores de seus demais
potenciais como, producdo de reservas lipidicas, de proteinas, carboidratos,

pigmentos acessorios e comportamento de crescimento em outros meios artificiais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O fitoplancton ou comunidade fitoplancténica (microalgas) € uma das
comunidades constituintes do plancton, que ainda agrega em sua composi¢ao outras
comunidades como zooplancton (microcrustaceos, cladoceros, rotiferos dentre
outros), ictioplancton (ovos e larvas de peixes), micoplancton (fungos planctonicos),
protoplancton (protistas heterotréficos), bacterioplancton (bactérias planctdnicas) e
virioplancton (virus localizados na coluna d’agua) (LOURENCO, 2006).

Anteriormente, para um organismo ser considerado como microalga pelos
ficologistas este deveria apresentar clorofila “a” e ndo possuir diferenciagdo do talo
em raiz, caule ou folhas. Na atualidade, a ficologia aplicada considera como microalga
todas as algas microscoépicas e as bactérias fotossintéticas aerdbias, que é o caso
das cianobactérias (TOMASELLI, 2004).

Segundo Lourengo (2006), 90% da produgéao primaria global ocorre no mar
e é realizada por microalgas constituintes do fitoplancton. Alteragdes fisicas, quimicas
ou biolégicas no ambiente aquatico influenciam diretamente na composi¢do destes
organismos, podendo ser utilizados como bioindicadores da qualidade d’agua, no
tratamento de aguas residuais, em processos industriais, remog¢ao de metais pesados,

assimilando nutrientes e substancias téxicas (DENER et al., 2006)

O fitoplancton € composto por diversos grupos de organismos, como as
euglenas (Euglenozoa), diatomaceas (Bacillariophyta), cloroficeas (Chlorophyta) e as
cianobactérias (Cyanobateria) (BALDAUF ,2003). O excesso de cianobactérias no
meio aquatico pode causar sérios danos ecoldgicos e a saude publica como o que
aconteceu em Caruaru-PE, onde ocorreu a morte de varias pessoas em uma clinica
de hemodidlise, causada pela toxina da cianobactéria Microcystis aeruginosa,
presente na agua utilizada pela clinica (JOCHIMSEN; CARMICHAEL et al., 1998).

Além de sua importancia ecolégica como bioindicador no ecossistema
aquatico, o fitoplancton é uma rica fonte de biomoléculas (proteinas, carboidratos e
lipideos) e sua utilizagdo pode variar de acordo com a finalidade, podendo ser usado
para a alimentacdo de organismos aquaticos cultivados, como suplemento alimentar
na dieta de humanos, bem como no tratamento de esgoto doméstico e outros
efluentes organicos (SIPAUBA-TAVARES et al., 2003).
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A grande diversidade na composigdo bioquimica das microalgas tem
chamado a atencédo dos pesquisadores. As espécies ricas em lipideos podem ser
utilizadas para a produgao de biocombustiveis com a vantagem de utilizar espagos
menores do que as plantagbes de oleaginosas, sendo possivel seu cultivo em areas
improdutivas para a agricultura (SINGH; GU, 2010). As espécies escolhidas para a
alimentagao apresentam como caracteristica a facil absorgéo, o alto valor nutricional,
sua pequena dimensao e a auséncia de parede celular rigida (WATANABE; KIRON,
1994).

A cianobactéria Spirulina sp € amplamente utilizada como complemento
alimentar, sendo seu uso regulamentado na Europa, Japdo e Estados Unidos pela
FDA (Food and Drug Administration). No Brasil, a Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) é responsavel pela legalizagdo da comercializagao de Spirulina sp.
como fonte alimentar, quando o produto se encontra devidamente registrado (Brasil,
2008). Por apresentar altas taxas de proteina, ser rica em beta-caroteno e possuir
elevados niveis de vitaminas e acidos graxos, este microrganismo € largamente
utilizada na alimentacdo humana e animal (BELAY et al., 1993).

As microalgas possuem um grande potencial para a produgdo de
biocombustiveis, principalmente o biodiesel, devido a sua capacidade para substituir
os combustiveis de origem féssil. Além do biodiesel, podem ser produzidos, a partir
das microalgas, etanol, hidrogénio, metano e outros hidrocarbonetos combustiveis
(ANTUNES e SILVA, 2010).

As microalgas também sado utilizadas como biossensores para o
monitoramento da qualidade da agua de reservatérios, sendo necessaria sua correta
identificacdo e quantificagdo (SANCHEZ-VELEZ; GARCIA-NUNEZ, 1999).

2.1 Os principais grupos fitoplancténicos

2.2.1 Cyanobacteria

Conhecidas antigamente como cianoficeas ou algas verde-azuladas, estes
microrganismos pertencem ao grupo das eubactérias, sendo as unicas bactérias
capazes de produzir oxigénio como produto da fotossintese. Sua cor geralmente
azulada é proveniente das ficobilinas, pigmentos acessorios azuis que mascaram a
cor verde proveniente da clorofila “a” (FRANCESCHINI, 2010).
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As cianobactérias possuem uma organizagao celular procariética, auséncia
total de flagelos e da maioria das organelas como mitocondrias, plastos, nucleo e
reticulo endoplasmatico. Porém possuem ribossomos do tipo 70S, que sao tipicos de
bactérias, sendo encontrados em tamanho reduzido (LOURENCO, 2006). Conforme
este mesmo autor, a maioria das cianobactérias produz uma variedade de toxinas

nocivas classificadas em hepatotoxinas, neurotoxinas, dentre outras.

2.2.2 Chlorophyta

Conhecidas como algas verdes, tém como caracteristica a presenga de
clorofilas “a” e “b”, xantofilas, carotendides, astaxantina, pirendides e o amido como
produto de reserva que é o mesmo encontrado nas plantas superiores. Sao
amplamente utilizadas na alimentagdo humana e animal (FRANCESCHINI, 2010).

(Seria importante citar aqui algumas espécies utilizadas para este fim!!!)

2.2.3 Bacillariophyta

A principal caracteristica destas algas, denominadas diatomaceas é a
presenca de uma frustula silicosa rica em detalhes de forma e ornamentacéo, sendo
importante para os estudos de classificacdo e identificagdo das espécies. As
diatomaceas estao divididas em céntricas que apresentam a frustula com simetria
radial e em penadas, nas quais a frustula apresenta simetria bilateral (LOURENCO,
2006). Este autor afirma que as diatomaceas apresentam como pigmentos

fotossintéticos as clorofilas “a” e “c”, além de carotendides como [-caroteno,

fucoxantina, diatoxantina e diadinoxantina.

2.2 Isolamentos de microalgas do meio aquatico

O isolamento consiste na separacado de uma espécie de microalga do meio
natural, observando-se as condi¢des fisicas e quimicas do meio no ambiente de
coleta, para que estas sejam simuladas durante o cultivo artificial no ambiente de
laboratério (LOURENCO, 2006).

Segundo Cohen (1986) e Richamond (2000), o isolamento é uma

importante etapa na producédo de biomassa algal de uma unica espécie. Dentre os
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diversos fatores considerados para o sucesso deste propédsito, destacam-se: conhecer
a taxa e curva de crescimento da microalga, para que a biomassa apresente
uniformidade na composig¢ao bioquimica, certificar-se da possibilidade de manipular
as condi¢des de luz, temperatura, nutrientes e outros, induzindo a producado de
compostos, com maior valor agregado, tais como lipidios, proteinas, carboidratos,
dentre outros, os quais apresentam elevado valor comercial para a industria.

Ogunseitan (2005) destaca que uma microalga é considerada isolada
quando em sua cultura ndo existe a presenga de microrganismos contaminantes, mas
unicamente a espécie de interesse, embora nao tenha sido obtido de uma unica célula,
razao porque sao consideradas culturas axénicas. Com isso € possivel conhecer as
caracteristicas fisiologicas e genéticas de uma determinada espécie sem a
interferéncia de outros microrganismos. Ao passar por esse processo de isolamento
algumas microalgas podem apresentar alteragdes morfolégicas (coloragao, textura e
formato) e fisioldgicas, as quais podem ser causadas pela mudanga do ambiente
natural para o artificial ou pela falta de interacdo com outros microrganismos, tais
como outras algas, bactérias ou fungos (LOURENCO, 2006).

Observa-se, entretanto, que culturas sem organismos contaminantes como
as bactérias e fungos séo de dificil obtengao, sendo estas culturas conhecidas como
xénicas ou ndo-axénicas. A presenga de outros microrganismos em baixas
densidades ndo se caracteriza como um problema, enquanto esses contaminantes
nao comprometam o crescimento da cultura de microalgas. Lourencgo (2006) destaca
que algumas espécies sao incapazes de crescer sem a interagdo com bactérias do

meio, pois muitas produzem vitaminas que, auxiliam crescimento das microalgas.

2.3 Técnicas de isolamento

Para o isolamento e manutencido das cepas, deve ser levado em
consideragao qual o tipo de organismo que se deseja isolar e qual o meio mais
adequado para o seu desenvolvimento. O meio natural estéril (meio indefinido)
também pode ser utilizado para o cultivo de uma espécie, pois este ja possui 0s
nutrientes necessarios para sua adaptagcao e desenvolvimento. Porem a vantagem
dos meios de cultura artificiais (meio definido e semidefinido) € o conhecimento e o
controle dos nutrientes presentes (LOURENCO, 2006).
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Cada espécie de microalga possui um nutriente limitante e conhecer suas
necessidades nutricionais € essencial para seu isolamento, como no caso das
diatomaceas que requerem silica e das as euglendfitas que geralmente exigem
amonia (ANDERSEN; KAWACHI, 2005)

A utilizagdo de técnicas e meios de cultura de baixo custo é preferencial
para o isolamento de microalgas, para que seja economicamente viavel sua produgao
em grande escala. A escolha de microalgas nativas é considerada uma grande
vantagem, ndo sendo necessario resfriar ou aquecer o ambiente de cultivo, pois os
microrganismos estdo adaptados as condigdes locais (STANBURY, WHITAKER,;
HALL, 1995).

Na tentativa de se obter um cultivo unialgal sao utilizadas diversas técnicas,
tais como o isolamento em meio sélido (agar), por diluicbes em série, por fototaxia e
gravimetria, além de outras técnicas pouco empregadas devido ao alto custo dos

equipamentos utilizados exemplo o citbmetro de fluxo (LOURENCO, 2006).

2.3.1 Isolamento por pipetagem e diluigcées sucessivas.

Segundo Lourengo (2006), o isolamento por pipetagem e dilui¢gdes
sucessivas € amplamente utilizado para células que apresentam tamanhos superiores
a 10 um, sendo as coldnias e filamentos considerados como células unitarias. Para
issO, um pequeno volume da amostra que possui a espécie alvo e outras espécies €
transferido para um pog¢o de uma placa de Kline ou lamina escavada contendo meio
de cultura estéril. Em seguida, uma aliquota €& recolhida, cuidadosamente, e
transferida para um novo pogo com meio de cultura, sendo esse procedimento
repetido, sucessivamente, até obter a espécie alvo isolada. Finalmente, as células
devem ser transferidas para uma pequena fragao de meio de cultura e incubada em
condigbes otimas de crescimento que pode durar desde alguns dias até varias
semanas. Apos este periodo deve-se confirmar se o isolamento foi bem sucedido

examinando, cuidadosamente, a cultura ao microscopio.

2.3.2 Isolamento em meio sélido

A técnica de isolamento de microalgas em meio solido é amplamente

utilizada em laboratérios para o cultivo do nanoplancton e picoplancton, pois as



19

microalgas pertencentes a estes grupos possuem pequenas dimensdes, tornando
mais dificil seu isolamento em meio liquido. Os meios sélidos também sao utilizados
para a purificagao de culturas contaminadas com flagelados, onde seus movimentos
sao dificultados no meio inerte. Considerando que o agar (extrato de algas marinhas)
funciona apenas como solidificante dos meios, a preparagao destes meios exige, além
do agar, os componentes desejaveis e necessarios para completar sua composicao,

conforme os propdsitos da aplicacédo (LOURENCO, 2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no Centro de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura
(CEBIAQUA), no laboratério de Planctologia, localizado no Campus do Pici na
Universidade Federal do Ceara, sendo as coletas realizadas no dia 21 de Maio de
2013.

Divididas em trés etapas: coleta de amostras, isolamento dos taxons e

cultivo dos taxons isolados.

3.1 Amostragem

Constou da preparac¢ao do material utilizado em campo, incluindo lavagem,
secagem montagem e esterilizagdo por autoclavagem de frascos de Erlenmeyer de
500 mL e daqueles direcionados ao processamento das amostras: frascos diversos,
copos com malha de 20 um, pipetas graduadas, tubos de ensaio para cultivo, meio de
cultura, placas de Petri. Todo material a ser utilizado e os meios de cultivo foram
esterilizados durante 15 minutos a 120 °C, tempo suficiente para que os
microrganismos contaminantes que se encontram na agua, nas vidrarias e outros
materiais fossem inativados.

Em cada lagoa, foram coletados aproximadamente 250 mL de amostra, a
quais foram preservadas em caixas isotérmicas com gelo até a chegada ao

laboratorio.

3.2 Isolamento dos taxons

As solucdes estoques de cada componente do meio de cultura GUILLARD
f/2 (GUILLARD, 1975) (TABELA 1). Para a elaboragéo de 1L do meio final utilizou-se
1 mL da solugéo estoque de cada componente dos macronutrientes (fosfato de sddio,
silicato de sddio, nitrato de sdédio), 1mL da solugdo estoque de metais-trago
(micronutrientes), além de 0,5 mL da solugéo de vitaminas, composta por 100 mg de
vitamina B1 (cloridrato de tiamina), 100 mg de vitamina B6 (cloridrato de piridoxina),
5000 mcg de vitamina B12 (cianocobalamina) e excipiente (dietanolamina),

completando-se o volume para 1000 mL.
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Tabela 1 — Composi¢cao do meio de cultivo Guillard /2.

Prop:arg:o de Proporgao de
Solugoes Reagente CO“;%‘I’:;';‘_" na e:&!:ﬁaeono
estoque Meio de
(mg.mL") cultura
1 Nitrato de Sadio 75,0 1 mL
2 Fosfato de Sédio 5,0 1mL
3 Silicato de Sédio 12,0 1 mL
Sulfato Cuprico 9,8
4 (Metais Sulfato de Zinco 22,0
Cloreto de Magnésio 10,0 1 mL
tracos) Molibdato de Sédio 6,3
Cloreto de Ferro 3,0
Naz EDTA 2H20 4,6
5 Vitaminas - 0,5mL

Fonte: Guillard, (1975).

Inicialmente as amostras foram filtradas em malha de 60um para a remocéao
de particulas de sujeiras e separagao do zooplancton, evitando assim a herbivora. A
seguir, foram separadas duas aliquotas: uma para diluigdes seriadas (10-'a 10-%) em
tubos de ensaios contendo meio liquido (Guillard f/2) e outra para inoculagdo por
estrias em placa de Petri contendo o mesmo meio acrescido de agente solidificante.
ApOs a inoculagdo as amostras foram incubadas no ambiente do cepario e mantidas
sob condicbes ambientais controladas; temperatura de 24+2°C com intensidade
luminosa de 4000 lux sem fotoperiodo. A partir deste ponto, novos repiques eram
realizados a cada 15 a 20 dias ou quando era perceptivel o crescimento algal na
diluicdo de 10-°. Antes dos repiques eram realizadas observagbes em microscopio
optico com contraste de fase da marca OLYMPUS modelo BX41 equipado com
camera fotografica HDCE-50B, para acompanhamento do isolamento. No caso de
deteccao de contaminagéao por protozoarios a amostra era novamente repicada para
meio sdélido. Quando nédo era obtido o isolamento apds sucessivas repicagens
(permanéncia de duas espécies), utilizava-se a técnica de pescaria priorizando-se o
isolamento da que apresentava a maior densidade algal.

Uma vez isolados, os espécimes eram identificados com o auxilio de
chaves dicotdmicas de identificacdo e bibliografia especializada (ROUND, 1990,
ANAGNOSTIDIS e KOMAREK, 1988, BOURRELLY, 1981 BICUDO; MENEZES,
2005).
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3.3 Construgao das curvas de crescimento das espécies isoladas

Os cultivos foram realizados em quadruplicatas, utilizando frascos
erlenmeyers de 1000 mL, inoculando-se 100 mL da pré-cultura (regra dos 10%) em
900 mL em 1000 mL de meio Guillard f/2 mantendo o cultivo estacionario (batch) com
aeracao continua, ndo sendo mais adicionado meio de cultura aos frascos
(LOURENGCO, 2006).

No decorrer do cultivo foram realizadas diariamente medidas das
densidades opticas (DO 680/700nm) de cada cultivo.

Valores de densidade 6tica (DOsgonm € DO700nm) € numero de células foram
obtidos, através de diluigdes de uma amostra concentrada, para tragar as curvas de
crescimento. Procedeu-se posteriormente a regressao linear, obtendo-se a equagao
da reta. Foram computados também os dados de progresso dos cultivos como:
concentragbes celulares maxima (Xmax) € taxas de crescimento (K), calculadas
conforme Lourengo (2006) (EQUACAO 1). Os cultivos foram interrompidos na fase de
reducao de crescimento onde foram coletadas amostras para determinagcdo dos
sélidos suspensos totais por gravimetria. Com base no teor de sdélidos suspensos

totais foram calculados os rendimentos de biomassa algal para cada cultivo.

K= log2 (Nt/No) (1)
At

Onde:

K é a taxa de crescimento;

NO densidade 6ptica no inicio do cultivo

Nt densidades Opticas que o cultivo obteve a maxima concentragao celular

At a duracéao do cultivo em dias.

3.4 Determinacao rendimento de biomassa por sélidos suspensos totais.

A analise de solidos suspensos totais foi realizada apds a finalizacdo dos
cultivos, sendo utilizada para obter o rendimento de biomassa da cada cultura. O
procedimento consistiu em filtrar um volume de amostra conhecido em membrana de
vidro de 0,45 ym com auxilio de uma bomba a vacuo. Em seguida, as membranas
com as amostras filtradas foram levadas a estufa na temperatura de 100° + 5°C para

completa secagem. De hora em hora, as membranas foram pesadas até o
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estabelecimento de um peso constante. Os sdélidos suspensos totais foram obtidos
pela diferenga do peso final das membranas com as amostras menos o peso inicial
sem as amostras, sendo o resultado expresso em g.L" de acordo com a (EQUACAO
2).

SST= (P1—P2) x 1000 = g.L" (2)
Vol. Filtrado

Onde:
P1 peso inicial da membrana

P2 peso final membrana com amostra filtrada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o isolamento das microalgas, as técnicas foram utilizadas
concomitantemente, ndo sendo possivel evidenciar a técnica mais eficiente.

Apos a realizagao de varias repicagens foram isolados e identificados sete
taxons, quatro em nivel de espécie e trés em nivel de género, sendo as espécies
Scenedesmus acutus e Desmodesmus sp. da classe Chlorophyceae, Chlorella sp.,
Dictyosphaerium pulchellum e Micractinium pusillum. da classe Trebouxiophyceae,
Geitlerinema amphibium da classe Cyanophyceae e Nitzschia sp da classe

Bacillariophyceae. Cada microalga foi isolada de uma lagoa diferente (TABELA. 2).

Tabela 2 - Microalgas isoladas de lagoas de Fortaleza e regiao metropolitana.

Lagoas Taxons Classes
Mondubim Desmodesmus sp.
Chlorophyceae
Parangaba Scenedesmus acutus.
Tabapua Chilorella sp.
Messejana Micractinium pusillum. T e
Dictyosphaerium
Parangaba
pulchellum.
Maraponga Geitlerinema amphibium. Cyanophyceae
Opaia Nitzschia sp. Bacillariophyceae

Fonte: Autora (2014).

As microalgas isoladas estdo mantidas no banco de cepas do laboratorio
de Planctologia, no CEBIAQUA, localizado no Campus do Pici da Universidade
Federal do Ceara, para futuras pesquisas.

Foi obtida uma excelente correlagao linear entre densidade optica e a
contagem de células (cel ml-') para cada espécie, sendo possivel a determinagao das
equacgdes de regressao linear, permitindo que o numero de células pudesse ser
estimado em fungdo da DO da cultura (TABELA. 3).
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Tabela 3 - Equagbes de regressao linear entre a densidade 6tica (DO) e a contagem de nas culturas
de microalgas.

Comprimento de | Equacao de regressao
Taxons R?
onda (nm) linear
Desmodesmus sp. y = 5E+06x — 593398 R2 =0,9422
Scenedesmus acutus. y = 3E+06x — 8119,3 Rz=0,9119
Chlorella sp. y = 6E+06x — 569420 Rz =0,9778
Micractinium pusillum. 680 y = 3E+06x — 27865 Rz =0,9895
Dictyosphaerium
y = 2E+06x + 142212 R2=0,9711
pulchellum.
Geitlerinema
y = 7TE+07x - 5E+06 R? = 0,9582
amphibium.
Nitzschia sp. 700 y = 301001x — 31917 Rz =0,9157

Fonte: Autora (2014).

As culturas nao apresentaram a fase de indugdo de crescimento,
mostrando que as algas isoladas ja se encontravam bem adaptadas ao meio de
cultivo, passando direto para a fase exponencial. A chegada da fase de reducéo do

crescimento relativo variou de quatro a cinco dias entre as espécies.

4.1 Curva de crescimento das Chlorophyceae.

As curvas de crescimento das duas microalgas iniciaram-se na fase
exponencial. Para Desmodesmus sp., o cultivo foi encerado no quarto dia quando foi
observada uma diminuigdo do crescimento antes de chegar na fase estacionaria
relativo do terceiro para o quarto dia, enquanto que o cultivo de Scenedesmus acutus.
teve uma duracgao de cinco dias, sendo a reducao do crescimento relativo observada

do quarto para o quinto dia.
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Apods quatro dias de cultivo, Desmodesmus sp. (FIGURA 1.) apresentou
densidade celular maxima de 2.39 x 108 + 6.28 x 10* cél.mL' (Figura 2),
correspondendo a um rendimento de biomassa de 0,35 g.L". Gressler (2011) testou
a eficiéncia do crescimento Desmodesmus sp. com efluente de estagao de tratamento
esgoto (ETE) em fotobiorreator sem aporte de didxido de carbono. Ao fim do cultivo,
o autor obteve uma densidade celular maxima média de 8.49 x108 cél mL™" no terceiro
dia de cultivo e um rendimento de 0,185 g.L™', inferior ao obtido no presente trabalho

apesar da menor densidade celular.

Figura 1 - a) Cultivo de Desmodesmus sp. b) Desmodesmus sp.

Figura 2 - Curva de crescimento Desmodesmus sp.
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Fonte: Autora (2014).
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O cultivo de Scenedesmus acutus (FIGURA 3.) foi finalizado no quinto dia
apods a observacao da redugao do crescimento relativo, com densidade celular de 1.18
x 10% £ 6.67x10* cél.mL' (FIGURA 4.) e rendimento de 0,127 g.L-'. Méndez (2010)
avaliando o crescimento da Scenedesmus sp. em efluentes de esgoto na Argentina,
obteve apds de dez dias de cultivo, a densidade celular maxima de 5.9 x 10% cél.mL""
mostrando ser uma alternativa de baixo custo para o tratamento de aguas residuais
doméstica. A microalga Scenedesmus sp. vem se destacando em estudos que

buscam alternativas para a biorremediagao de efluentes (GURBUZ et al., 2009)

Figura 3 - a) Cultivo de Scenedemus acutus. b) S. acutus.

Figura 4 - Curva de crescimento de S. acutus.
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Fonte: Autora (2014).
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4.2 Curva das Trebouxiophyceae.

As culturas das microalgas isoladas pertencentes a classe
Trebouxiophyacea apresentaram uma duragao de cinco dias, sendo encerados
quando foi percebida a redug¢ao do crescimento relativo do quarto para o quinto dia de
cultivo. Dentre as espécies isoladas, a microalga Chlorella sp. (FIGURA 5.) se destaca
pelo seu alto valor nutricional, sendo utilizada para suplementagéo alimentar humana
e animal (RICHMOND, 2000).

A cultura de Chlorella sp. atingiu uma densidade celular maxima de 2.08 x
10%+ 5.91 x 10% cél.mL"", apds cinco dias de cultivo (FIGURA 6.) e um rendimento de
0,212 g.L". Redaelli (2011) observando a influéncia da intensidade da luz sobre a
biofixagdo de carbono em culturas de C. minutissima obteve um rendimento de 0,38
g/L. Portella (1997) produziu a microalga Chlorella sp para a alimentagao de larvas de
peixe e obteve uma densidade maxima de 5 x10° cél.mL"" entre o quarto e sexto dia
de cultivo, utilizando o meio WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972). Marinho (2009)
avaliou o crescimento de C. vulgaris em diferentes valores de pH, utilizando o meio
Conway e obteve uma densidade celular maxima de 1.0005 x 10* cél.mL'. A
densidade celular maxima observada para Chlorella sp. no presente trabalho foi
menor em relagdo a obtida por Portella (1997) e superior a relatada por Marinho
(2009).

lfigg[a_ 5 .—_a). Cyltivp de C/'I‘/OI."e//a. sp. b) Chlorella sp.

R i 5 Lae e s, o’ SO T ]
R S b ; Jo. e
- P v e L ot 0
NCRTL LR S T o : AL 7 ’ -
o S Dl Y . X g ' J
B s 2 e 2 Bog . w20 o0, ") et v ]
| : . " >
.

i ah © 10um
Seet ey et |
Figura 6 - Curva de crescimento Chlorella sp.
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Fonte: Autora 2014.
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O cultivo da Micractinium pusillum (FIGURA 7.) apresentou densidade
maxima de 7.18 x 105+ 2.98 x 10* cél.mL"' (FIGURA 8.) e rendimento de 0,192 g.L™".
Abou-Shanab (2012) utilizou diferentes meios de cultivo para avaliar a producéo de
biomassa e lipidios da Micractinium pusillum. Apds 17 dias de cultivo em meio Bold’s
Basal Medium (BBM) o autor obteve um rendimento de 0,34 + 0,1 g.L™", superior ao
obtido neste estudo. Shanthala (2009) observou a ocorréncia e tolerancia desta
espécie em aguas com elevados niveis de matéria organica, podendo ser utilizada

como bioindicador do estado tréfico do ambiente.

Figura 7 - a) Cultivo de Micractinium pusillum. b) M. pusillum.
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Figura 8 - Curva de crescimento M. pusillum.
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Fonte: Autora (2014).
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A cultura de Dictyosphaerium pulchellum (FIGURA 9.) apresentou uma
densidade maxima de 1.95 x 10%+ 2.96 x 105 cél.mL"' (FIGURA 10.) e rendimento de
0,298 g.L-'. Dauta (1982) avaliou o desenvolvimento de D. pulchellum em meio Chu,
obteve densidade maxima de 1.200 + 0,24 x 10° cél.mL-", superior a encontrada neste
estudo. Poucos estudos de isolamento e cultivo de D. pulchellum foram realizados, no
entanto esta microalga € utilizada como bioindicador de ambientes poluidos
BEAUMORD (2010).

Figura 9 - a) Cultivo de Dictyosphaerium pulchellum. b) D. pulchellum.

Figura 10 - Curva de crescimento de D. pulchellum.
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Fonte: Autora (2014).
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4.3 Curva de crescimento da Cyanophyceae.
A cianobactéria Geitlerinema amphibium (FIGURA 11.) foi cultivada por

quatro dias, sendo observada a reducédo de crescimento relativo do terceiro para o
quarto dia, quando o cultivo foi encerrado, apresentando uma densidade maxima de
4.55x 107+ 2.74 x 108 cél.mL" (FIGURA 12.) e rendimento de 0,327 g.L".

Souza (2007) avaliou o potencial da cianobactéria Geitlerinema sp. para a
biorremediagao de aguas e solos contaminados por arsénico, obtendo uma densidade
maxima de 102,40 x 10° cél.mL-' em meio BG-1 conforme. Araujo (2013) cultivou a
especie G. amphibium em efluente oriundo da aquicultura, observando uma
densidade maxima de 29,64 x 108 cél.mL" e rendimento de 0,22 g.L-! apds sete dias
de cultivo. No presente trabalho, tanto a densidade celular quanto o rendimento foram

maiores do que os encontrados por Souza (2007) e Araujo (2013).

Figura 11 - a) Cultivo de Geitlerinema amphibium. b) G. amphibium.

Figura 12 - Curva de crescimento de G. amphibium.
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Fonte: Autora (2014).
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4.4 Curva de crescimento da Bacillariophyceae.
O tempo de cultivo de Nitzschia sp. (FIGURA 13.) foi de quatro dias, sendo

também finalizado quando foi observada a redug¢ao no crescimento relativo do terceiro
para o quarto dia, chegando a uma densidade maxima de 1.08 x 10°+ 3.97 x 103
cél.mL' (FIGURA 14.) e rendimento de 0,63 g.L'. Guiomar (2007) estudou o
crescimento e propriedades nutricionais de Chartoceros muelleri Lemmerman para
aquicultura e obteve densidade maxima de 11,05 + 1,32 x 108 cél.mL"' em meio
Guillard /2 apés seis dias de cultivo. KOBAYASI; MAYAMA (1982) consideraram
Nitzschia sp. como indicadora de ambientes eutrofizados por ser resistente a altas
taxas de poluigdo. Lobo et al. (2002) utilizou a microalga Nitzschia sp. na bacia
hidrografica do rio Guaiba, RS como bioindicador de ambientes fortemente poluidos.
Além disso, sua biomassa vem sendo utilizada como inseticida e fertilizante natural
(FLORES, 2010).

Figura 13 - a) Cultivo de Nitzschia sp. b) Nitzschia sp.

Figura 14 - Curva de crescimento de Nitzschia sp.
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Fonte: Autora (2014).
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As microalgas isoladas apresentaram tempo de cultivo variando de quatro
a cinco dias e densidade celular maximas diferentes, sendo a menor obtida da
diatomacea Nitzschia sp.com 1.08 x 10° cél.mL"' e rendimento de 0,63 g.L1,
apresentando maior rendimento devido possuir uma frustula silicosa. Por outro lado,
a cianobactéria Geitlerinema amphibium apresentou a maxima densidade alcangando
4.55 x 107 cél.mL-' com rendimento de 0,327 g.L" (Tabela. 4).

Tabela 4 - Parametros de densidade celular, taxa de crescimento e rendimento de biomassa.

Densidade D .
esvio .
. celular - Rendimento
Taxons . padrao K A
maxima (cél.mL) (9.L7)
(cél.mL™) '
Desmodesmus 1,18x108 +6,67x10% 0,4752 0,127
sp.
Scenedesmus 2,39x108 +6,28x104 0,4949 0,35
acutus.
Chlorella sp. 2,08x108 +5,91x 104 0,3467 0,212
Micractinium 7,18x10° +2,98x10* 0,4657 0,192
pusillum.
Dictyosphaerium 1,95x108 +2 96x10° 0,2276 0,298
pulchellum.
Geitlerinema 4,55x107 +2,74x 108 0,4843 0,327
amphibium.
Nitzschia sp. 1,08x10° +3,97x103 0,2222 0,63

Fonte: Autora (2014).
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5 CONCLUSAO

De toda a diversidade contida na amostra, foi possivel isolar no maximo
dois taxons de algumas lagoas, considerando as técnicas de isolamento aplicadas:
meio liquido (diluicbes sucessivas e pipetagem) e meio solido.

A partir dos cultivos dos taxons isolados foi observado que a espécie
Geitlerinema amphibium (cianobactéria) apresentou a melhor performance em
numero de célula (4.55 x 107 + 2.74 x 10° cél.mL-") com rendimento de 0,327 g.L"'

Contrariamente, o menor numero de células no decorrer do cultivo foi
apresentado pelo taxon Nitzchia sp (diatomacea) 0,63 g.L", e o menor rendimento
exibido pela espécie Desmodesmus sp. 0,127 g.L".

Com o cultivo foi possivel conhecer o desenvolvimento, crescimento e
rendimento das microalgas, podendo estas seram utilizadas em futuros estudos para
obteng¢do de biomassa em aquicultura.

A realizagéo do isolamento e cultivo com meio Guillard f/2 é eficiaz para o
obtencao de microalgas de ambientes naturais.

O esforco empreendido na realizagdo deste trabalho propiciou a
incorporagao de novas espécies ao banco de cepa do Laboratério de Planctologia,
localizado no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara, para futuras

pesquisas.
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