Acla | imnologica Brasihiensia  vol. 11(2)  149-156 149

QUANTIFICACAO DE ALGAS CLOROFICEAS DE INTERESSE
ECOTOXICOLOGICO ATRAVES DO METODO
ESPECTROFOTOMETRICO.

VALER, RM.! & GLOCK, L.

'Laboratério de Limnologia e Biotecnologia Vegetal — PUCRS. Avlpiranga, 6681, prédio 12
C, sala 253. Fone: 320-3500 ramal 4148. CEP 90619-900, Porto Alegre, RS, Brasil. e-mail
valer@music.pucrs.br
*Professor de Bioestatistica - Programa de Pés-Graduacio em Biociéncias, Fac.Biociéncias —

PUCRS

RESUMO: Quantificagio de algas cloroficeas de interesse ecotoxicolbgico através do
meétodo espectrofotométrico. Para a maioria das espécies algais, principalmente as cultiva-
das em laboratério para alimento do zooplincton e aquelas utilizadas em testes de ecotoxicidade,
tem-se usado diferentes métodos para quantificacio e avaliagio do crescimento em condigdes
artificiais. O mérodo espectrofotométrico tem sido muito utilizado, porém, sem critérios defi-
nidos. () presente trabalho visa a determinacio dos padrdes Opticos bisicos e a correlagio
com a biomassa de culturas unialgais de espécies de importancia ecotoxicolégica. Foram uti-
lizadas culturas axénicas das espécies Chlamydomonas reinbardfi, Scenedesnmess communis, Cryptomonas
phaseolus ¢ Selenastrum rinoi, em 5 concentragdes para cada uma. A partir da leitura da absorbancia
e quantificacio do mimero de células foram obtidas as equactes de regressio para 2 modelos
de espectrofotémetros e 2 comprimentos de onda diferentes, permitindo, de modo pratico e
seguro, quantificar 2 biomassa algal a partir da mensuragdo optica.

Palavras-chave: Quantificacio, culturas, algas cloroficeas, espectrofotometria.

ABSTRACT: Quantification of chlorophyceae algae of ecotoxicological interest
through spectrophotometric method. Different methods are used to quantify and study
the growth of algae at laboratory condidons, especially the species that are used to feed
zooplankton and those used in ecotoxicologic tests. The spectrophotometric method has been
used, however, without standartization. The present paper aims to determine the basic oprical
features and the correlation with the biomass of unialgal cutrures. Five different concentrations
of pure cultures from each of the species Chlamydomenas reinbardti, Scenedesmus communis,
Cryptomenas phaseolus ¢ Selenasirunr rinoi were tested. Regression equations from absorbance
values and quantification of the number of cells, with the use of 2 spectrophotometers models
at 2 different wavelengths, demonstrated that optical measurement is a pratical and safe way to
alpae biomass estmatives.

Key-words: Quantification, cultures, Chlorophyceac algae, spectrophotometry.
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INTRODUCAO

O método tradicional para o estudo das comunidades fitoplanctonicas baseia-se na
quantificagio das céhulas em microscopio invertido. Porém, tal método necessita de téenicos
altamente treinados, além de grande demanda de tempo para analise das amostras, () acompa-
nhamento do crescimento, bem como da concentrago algal (n® céls/ml), pela mensuragao
éptica, vem sendo muito utilizado como um método pritico e rapido (Wong e o/, 1983).

Segundo Mittenzwey e al (1992), a quantificagio do fitoplancton ¢, via de regra, decer-
minada em laboratétio pela mensuragio de massa € volume, contagem das células ou anilise
de pigmentos. Porém, esses métodos sio muito trabalhosos, Os métodos radiomeétricos, como
o espectrofotométrico, sio mais praticos e permitem mensurar opticamente particulas suspensas,
como as células algais.

Um exemplo de aplicagio deste método pode ser encontrado na norma Cetesb L5.018
abr/86. Nesta, a correlacio absorbancia / concentracio celular, para Chlorella prifparis, & de
0,3/6,0 x 10¢ céls/ml, a um comprimento de onda de 440 m. Obtida a correlagio, as
mensuracdes postetiores ficam simplificadas.

Eaton ef af. (1995) recomenda este método para © MOMLOramento da concentraciio algal
¢ dos pigmentos fotossintéticos (deferminagdo da clorofila-a) utilizando um espectrofotometro
ou colorimetro, 2 um comprimento de onda de 750 nm, padronizado para corrigit a turbidez
da amostra. Porém, é fundamental que seja indicado o cquipamcnto utilizado, modelo, cubeta,
comptimento de onda e o equivalente em biomassa (n° céls/ml) obtido previamente através
de camaras de contagem. Mittenzwey ¢ al (1992) aconselha o uso da faixa de luz vermelha
(700-750nm), porque a radiagio vermelha nio penetra profundamente no liquido da amostra
¢ a absorcio de luz por outras particulas suspensas ¢ menor nesta faixa do espectro.

Wong ¢/ al{1983) advertem para as vantagens ¢ desvantagens de avaliar a biomassa
algal por métodos isolados: leitura da absorbancia ou contagem do numero de células. O
primeiro € um mérodo de baixo custo € permite quantificar amostras grandes; porém, nio taz
distincao entre células vivas e mortas, e pode considerar também particalas de restos metabo-
licos, resultando em pouca precisio. O segundo método também é de baixo custo, permite
calcular as taxas reprodutivas e detectar alteragdes morfologicas; porém, trata-se de um traba-
lho exaustivo e subjetivo. Sendo 2ssim, a combinagio dos dois métodos aumenta & precisio
dos resultados ¢ a praticidade, pois envolve menos tempo. Os padrdes de equivaléncia s2o
definidos através da quantficagio do ndmero de células em camearas de contagem e leitura da
ahsorbancia da amostra, sendo que quanto maiot a concentracdo de particulas na suspenszo,
maior a quantidade de luz absorvida, ¢ consequentemente, maior o valor da absorbancia.

Segundo Eaton (1995), vérias espécies de microalgas tem sido utlizadas em
testes de ecotoxicidade, nos quais ¢ avaliado o potencial toxico de efluentes industriais ou
substancias especificas presentes na dgua, 20 organismo testado, Neste contexto, avaliacio do
efeito de herbicidas sobre o desenvolvimento de microalgas foi realizada por Ferreira ¢ al
(1998). Taub (1984) sugerc o uso de comunidades algais como modelos biolégicos para o

monitoramento de ecossistemas aguaticos. Culturas unialgais com elevada capacidade de de-
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senvolvimento em meios artifictais, e que representam fonte potencial de alimento para o
zooplincton dos modelos biologicos, tem sido amplamente utilizadas, Os cultivos de microalgas
também sdo essenciais para o fornecimento de alimento a grupos zooplancténicos, muitos
deles utilizados em bioensaios. A determinagio da concentragio algal fornecida, conforme
exigéncia das normas técnicas, pode ser realizada por espectrofotometria. (Cetesb, 1986; Car-
doso & Valer, 1996)

Portanto, este trabalho visa correlacionar a densidade dptica com a biomassa de cultu-
tas unialgais de espécies de importincia ecotoxicologica, permitindo mensurar o volume de

alimento a ser fornecido para manutencio de organismos utdlizados em bioensaios.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas culturas axénicas das microalgas Chlamydomonas reinbardrr, Scenedesmus
commntnzs, Cryplomonas phaseolus € Selenastrum rinoi, obadas do Banco de Algas do Laboratotio de
Limnologia e Biotecnologia Vegeral da PUCRS. Estas foram selecionadas com base no inte-
resse em manter cultivos de determinadas espécies, principalmente aquelas utilizadas direta-
mente em testes de toxicidade ou como fonte de alimento para o zooplincton.

As culturas de estoque sio mantidas em meio de culdvo “D” (Jebram, 1993), em sala
climatizada com temperatura de 18 * 2°C e com iluminacio artificial (lAmpada fluorescente
branca) de 844 lux por um fotopetiodo de 12 horas, com renovagdes mensais do meio de
cultivo.

A partir das culturas de estoque, para cada espécie, inicialmente foram feitas
quantificacdes em microscopio éptco Zeiss Axioplan, com o auxilio da Camara de Neubauer,
segundo téenica descrira por Guillard (1978), e preparadas diluigbes em meio D a partir da
solugdo mie (10° céls/mi), atingindo as concentracdes A, B, C, D ¢ E, respectivamente de
1; 2,5; 5; 7,5 € 10 x 10* céls/ml, com um volume final de 30ml

Para as leituras, foram utilizados dois modelos de espectrofordmerros (Tab.I).

Tabcla T - Caracteristicas optcas dos espectrofotdmetros utilizados.

Modelo Cary 1-E B 442
Fabricante Varian Micronal
Cubcras Polierileno - 4mm Acrilico - 10mm
Fscala 190 a 900nm 340 a 1000nm
Feixe de luz CV-VIS UV-vIS

Através do método de varredura, no modelo Cary 1-E (Varian), inicialmente foi tomada
a disttibuicdo espectral da absorbancia de todas as espécies, nas cinco concentracoes, num
intervalo 600-750 nm, a fim de vetificar os picos de absorcéo de luz.

Posteriormente, foram tomadas leituras de absorbancia no Cary 1-E (Varian) e no B442
(Micronal), para cada amostra, no comprimento de onda no qual ocorreram os picos de absor-
¢io e em 750nm, o qual é recomendado por Eaton ef 2/ (1995) para descontar a rurbidez
quando existem particulas em suspensio na amostra. Em ambos os casos, o equipamento fo
calibrado com “branco”, representado pelo prépric meio de cultivo algal.



As leituras e as quantificagdes foram tomadas no inicio e ao final de 7 dias.

Anilise estatistica dos dados através do programa Excel 97 permitiu calcular os coefi-
cientes de correlacio de Pearson (t), os coeficientes de determinacio () e a estimacio das
retas de regressio que expressam as relagdes entre as leituras de absorbancia nos dois equipa-
mentos testados para os diferentes comprimentos de onda; e entre as variaveis absorbancia e
numero de células, nos mesmos pardmetros.

Foram também comparadas as diferencas entre as médias dos valores de absorbincia
obtidos nos dois equipamentos, para os dois comprimentos de onda. Em todos os casos, os
resultados foram testados através do teste-t de Student (bicaudal), sendo que o nivel de

significancia foi considerado significativo quando PL0,05. (Zar, 1996)

RESULTADOS

A analise da distribui¢do espectral da absorbancia mostrou picos de absorgio de luz a
um comprimento de onda semelhante para todas as espécies, em torno de 687nm, sendo todas
as espécies cloroficeas. Sabe-se que as clorofilas extraidas apresentam pico de absorcio em
torno de 663nm. Com base nas observagdes de Mittenzwey ef 2/ (1992), isto pode sugerir a
influéncia de outros solidos suspensos na amostra ou a presenca de substdncias amarelas
presentes no meio de cultivo, caracterizadas pela alta absor¢io especifica em torno de 700nm.
0 resultado também pode ter sido influenciado pelo efeito das membranas e parede celular, ja
que as amostras sao compostas por células intactas, e ndo somente extrato do pigmento.

Foi observado um alro indice de correlacio entre as leituras obtidas nos dois equipa-
mentas, para ambos os comprimentos de onda utilizados. Alta correlagio também foi obtida
entre absorbincia e nimero de células, para os 2 equipamentos, nos 2 comprimentos de onda.
Como as correlagbes foram altas e significativas para todas as espécies, isso indica que a
probabilidade da regressio ter sido 20 acaso é muito pequena. O cilculo dos coeficientes de
determinacao (0<r'<1) demonstrou que a variacdo obtida foi devida 4 regressdo, e nio obra
do acaso.

O teste de significincia (teste-t) demonstrou diferenca significativa {0=0,03) para o
B442 em 750nm. No Cary 1-E, esta diferenca nio se mostrou significativa. (Tab.1I)

A andlise de regressao permitiu calcular o nimero de células algais a partir da leitura da
absorbincia, através das equacdes de regressio obtidas e apresentadas nas figuras 1 a 4.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Para aplicagio das equacdes apresentadas em culturas algais de concentraches muito
baixas ou elevadas, isto &, fora do intervalo previsto (1% a 10° céls/ml), o erro de estimacio é
alto, sendo este definido como a diferenca entre a pontuagio obtida e a estimada. Portanto, o
uso das equacdes apresentadas neste trabalho somente ¢ adequado para concentragdes algais
na ordem de 10* a 1(F céls/ml. Para concentracdes fora deste intervalo, é recomendada nova
andlise de regressio, conforme parametros definidos.

Os resultados demonstraram, comparando-se os dados obtidos nos 2 equipamentos e
nos 2 comptimentos de onda, que houve diferenga significativa para o B 442 em 750nm,

indicando uma maior sensibilidade do equipamento nas leituras, 2 esse comprimento de onda.
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Potrém, o modelo experimental testado pode ser executado em qualquer espectrofotdmetro

disponivel, desde que sejam previamente definidas as equacdes de regressio. As equagdes

apresentadas neste trabalho permitem estimar a concentracio algal 2 partir da leitura da

ahsorbancia, com rapidez e seguranca na obtengio dos resultados dos testes ecotoxicologicos,

visto que as questdes ambientais geralmente sio emergenciais e exigem solucées imediatas.

‘Tabela 17 — Sintese dos resuliados obtidos na andlise de correlagio entre as vatiaveis absorbincia x nimere de células

algais, onde r = indice de comrelagio, r* = indice de determinagio e P= grau de significincia. (* significativo

para & < 0,01; ** significativo para 0 < (,05).

Chilamnydomonas Scenedesnus | Cryptomonas Selenasirum
reinhardti commnis Pphaseolus rini
=0,938992 t=0,993017 1=0,96669 +=0,098054
E £=0,881706 +=0,986083 2=0,934489 =0996111
§ § & (P=5,6 E-03) (P=1,03 E-08) | P=517E-06) | (P=6,27 E-11)
'T::’ I =10,950892 r=0,995818 =0.969199 r=0992816
Y9 g 2=0,904195 £2=0,991653 12=0,939348 12=0,985684
2 P=2,4E-05) (P=1,33 F-09) (P=379E-06) | (P=1,16 E-O8)
r=0,957053 T 10,964936 r=0,06511 r=0928533
E £2=0,915951 | £=0031101 12=0,951437 r=0,862173
v 2 (P=141 B-05) (P=634 E-06) P=622F-06) | (P=0,000105)
?3: E r=0,95R044 1=0,963874 1=0,063294 1=0,928933
E E £2=0,919574 | £2=0,929034 2=0,927935 2=0,862916
‘\5\ = (P=1,18 F-05) (P=7T13E06) | (P=7,6 E06) (P=0,0601(:2)
g r=0,942121 =0,946391 r=0,875488 1=0,929572
:g E 2=0,887591 2=0,805655 =0,76648 12=0,864105
§ L 2 (P=4,58 E-05) - (P=3,3% B-05) (P=0,000902) (P=9,88 E-05)
E :Zr r=0,885916 1=0,048301 " =0,873516 =0,901853
§ 12=0), 784847 12=(1,899275 12=0,76303 12=0 81334
FQ (P=644 F-04) (P=2,94 E-05) P=0,000959) (P=0,00036)
Teste-t 687nm | 0,099006 0,089505 0,32276 005199
Cary/B 442 [750nm | 0,00372% 0,008178 * 0,021686 ** 0,002638 *
Teste-t Cary 0,739438 0,724907 1 0.896801 0,458052
687/750nm  [B 442 | 0,005731* 0,008134 * 0,303096 * 0007857 =




154

Varidveis quantificagio x Cary 687am Variavels quantificagio » B442 687nm
¥ = 32657HI 9n - 193659 SRR R RS Rl
200000 l % T :|| 600000 o
400000 I '] seen00 : Le oy |
300000 T | —Linear vy . | | 400000 -—— Linear (¥}!
200000 ~+ ‘ 300000 1T Linear (V)
: 200000
100600 f 100000
0 f ; 1] f : <
0,00 0.05 0,10 0,15 000 002 004 008 0,08
Vandvels quantificacio x Cary  750nm Variaveis guantficagio x B442 750um
v = 13512 + BT v = 400763,4% + 328679,0

| o 500000 " .y |

400000 T

—Linear (Y) !

0,15 -1,00 -0,50 0,00 0,50

Figura 1. liquacdes de regressio para mensuragao do numero de células algais/ml (v) de Chlamydomonas reinbardti

a partir da leftura da absorbancia (x), pata ambos 0s equipamentos e comprimentos de onda.

Variaveis quantificagdo x Cary 687nm Varidveis quantificagdo x B442 687om
v = 158325975 - TEG52T ¥ = 3T02123, 1k - 193199,
B0O0000 800000 — —_—
‘ ‘ A
600000 .Y | 600000 + . 3 _ :
400000 T —Linear(v} || | 400000 4‘ | — Linear (¥)
i » -
200000 + 200000 I
; A
0 - ! 0 - -
0.00 0 0,000 0,100 0,200 G.300
Variaveis quantificagao x Cary 750nm Variaveis quantificagdo x B442 750nm
v = 1669619 8x - 35384, ¥ = 6066597 6x - 315630
800000 T 800000
* Y . ¥
600000 600000
400000 e 400000 —Linear (Y}
200000 200000
0 - . . ! 0 +—d ; .
0,00 0,20 0,40 0,60 Q0,000 0,050 0,100 0,150

Tigura 2. Equagdes de regressio para mensuracio do mimero de células algais/mil (v) de Scemedesmuns communis a

partir da leitura da absorbincia (), para ambos os equipamentos e comprimentos de onda.
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Variaveis guantiticagio x Cary  687nm Varidvels quantificagio x B442 687nn
v s 13T661H.2x - 311061 ¢ = 2920073y . 1568275
600000 — » 600000 — — =
500000 LA 500000 A : b
400000 PO 400000 . .
— vy t J—
300000 2t 1| 00000 Linear I3}
200000 200000 i
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Varidveis quantificagko x Cary 750nr Varidvcls quantificagio x B442 750nm
v = 1333354, 1x - 13066.¢ v~ 3925167x - 34001,2
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500000 + | & ¥ 500000 -~ Loy g
400000 A . ! ‘ 4060000 . ‘
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200000 1 ——— | | 200000 ~
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g+ t t i hl 0~ t : L
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Figura 3. Equagdes de regressio para mensuracio do mimero de células algais/ml (¥} de Cryplonmnas phaseolns a

partir da leitura da absoshincia (x), para ambos os equipamentos e comptimentos de onda.

Varidveis quantificagin x Cary  687nm

v o 3530232y - 2444284

1500000 T . [ev ‘|
1000000 k [ Lincar (5|
500000 T .

0 - n

0,00 0,0 020 030 0,40

Vardveis quantificagio x B42 687nn
v = 6716093 - 26078°
e v
. \ Y ‘

l — Linear (Y)

Variaveis quantiiicagao x Cary 750am

v = 4165833,4% - 2101240,2

1500000 -|— . ‘ . |

1000000 . S “')1
—Lincar {
i o)
500000
0 :

0,00 0,10 0,20 0,30 040

Varidvess quaniificagio x B442 750nr

v = 1R3RY333s - 319727

1500000 T —

1000000 1|

1 »

500000 T

Figura 4. Fquagdes de regressio para mensuragao do ntimeso de células algais/ml (v) de Selenastrum rinoia partir da

leitura da absorbincia (), para ambos os equipamentos e comprimentos de onda.
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