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RESUMO

Nas areas costeiras um aumento na quantidade de nutrientes, particularmente nitrogénio e
fésforo, tem levando a eutrofizagdo com alteragdes pronunciadas nos ecossistemas. O
enriquecimento por nutrientes nos ambientes costeiros é freqlientemente acompanhado pela
entrada de poluentes, como 0s metais pesados. A utilizacdo de macroalgas e de bactérias
heterétrofas para diagnosticos ambientais abordando as alteracdes causada pela interagédo de
nutrientes e metais pesados, tem mostrado ser uma ferramenta eficiente fornecendo
informacg0des altamente relevantes para o controle da poluicdo. O presente estudo teve como
objetivos comparar a biomassa bacteriana presente na coluna d'agua e aderida ao talo de
macroalgas e ao sedimento da Praia da Baleia, Angra dos Reis/RJ (regido controle) e da
Praia de Boa Viagem, Niter6i/RJ (regido impactada) que tem como principal impacto o
aporte de esgoto doméstico, e avaliar os efeitos da eutrofizacdo associados a diferentes
concentragBes de zinco em Champia parvula e na microbiota acompanhante, através de
experimentos de laboratorio. A biomassa bacteriana foi determinada por filtracdo em
membrana nuclepore, por desagregacdo com agitacdo mecanica e por sonificagcdo. Os
experimentos de laboratorio foram crénicos, semi-estaticos, com renovacgao da solugéo teste
a cada 72 horas e tiveram duracdo de 15 dias. Foram realizados experimentos em que a
biomassa bacteriana natural presente na coluna d'agua e na macroalga foi mantida e
experimentos em que esta biomassa bacteriana foi removida pela aplicacdo de antibiotico.
Ao término dos experimentos a taxa de crescimento, a mortalidade e a alteracdo
morfolégica das frondes da macroalga, nas diferentes concentragdes de nutrientes e zinco,

foram avaliadas e comparadas com o controle (meio padrdo). A biomassa bacteriana, nos
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testes de laboratorio, foi avaliada na coluna d'agua e nos talos da macroalga no inicio e ap6s
72 horas de experimentacdo. Os maiores valores estimados de biomassa bacteriana das
amostras de agua, sedimento e macroalgas foram observados na Praia de Boa Viagem. A
avaliacdo da biomassa bacteriana nos diferentes substratos indicou uma relagéo direta com
0 estado tréfico do ambiente, sendo registrados nas amostras de agua (0,198 pgC.cm™),
sedimento (1,29 pgC.cm™) e macroalgas (0,038 ugC.cm™) da é4rea impactada, valores
superiores ao da area controle. Nos experimentos de laboratério, as concentra¢des de zinco
e dos nutrientes interferiram no crescimento, mortalidade e morfologia de C. parvula e,
assim como 0s macronutrientes, as bactérias influenciaram a acumulagdo de zinco pela

macroalga, afetando o seu crescimento.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; bioindicadores; associacdo bactéria-alga; macroalgas;

polui¢do marinha; Champia parvula.
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ABSTRACT

In the last decades the increase in the amount of nutrients, particularly nitrogen and
phosphorus, introduced into the sea, has brought an accelerated eutrophication of the
coastal marine ecosystems, and great changes in water, sediment and biotic communities.
Nutrient enrichment is usually associated to other pollutants, as the heavy metals. The use
of macroalgae and heterotrophic bacteria has been considered an efficient tool in
environmental diagnosis when focusing these two types of pollution. The aim of the present
study was to compare the biomass of bacteria in the water column, attached to the
macroalgae and in the sediment of Praia da Baleia (Angra dos Reis/RJ), a region used as
control and of Praia de Boa Viagem (Niterdi/RJ), a region where the main impact is from
domestic sewage effluents evaluating the effect of the eutrophication associated to different
concentrations of zinc on Champia parvula and accompanying microorganisms by using
laboratory experimentation. Methods involved filtration of samples on nuclepore filters,
detachment of bacteria by mechanical shaking and ultrasounding, then cell enumeration by
epifluorescence and the use of conversion factors to calculate biomass as organic carbon.
The highest bacteria biomass in the water, sediment and macroalgae was obtained for in
Praia de Boa Viagem. The evaluation of bacteria biomass in different substrates has shown
a direct correlation with the trophic state of the environment, with mean values of 0,198
ngC.cm® in the water; of 1,29 ugC.cm™ in sediment and 0,038 ugC.cm™ in the
macroalgae at the area impacted, values higher than those found in the control area.
Chronic and semi-estatic toxicity tests were also performed along 15 days in order to
determine growth rates, mortality, and morphological changes in the fronds of the
macroalgae Champia parvula, grown on different combinations of nutrients levels, zinc
concentrations and presence or absence of bacteria. Laboratory experiments evidenced that
zinc and nutrient concentrations interfere with growth, mortality and morphology of C.
parvula and also that macronutrients and bacteria probably influenced the accumulation of

zinc by the macroalgae, thus influencing its growth.

Key-words: Ecotoxicology; bioindicators; bacteria-algae association; macroalgae; marine

pollution; Champia parvula.



1- INTRODUCAO

A intensa poluicdo, a qual tém sido submetidos os ecossistemas costeiros marinhos,
tem prejudicado a pesca comercial, provocado a destruicdo dos manguezais, acarretando o
assoreamento de indmeras areas e consequentemente a perda da qualidade de agua,
trazendo prejuizos econdmicos e danos ecologicos severos.

A poluicdo organica, caracterizada por efluentes com altos teores de carbono,
nitrogénio e fosforo (Marques Jr. et al, 2002), é certamente o tipo mais comum de poluicéo
aquatica, estando presente em efluentes domésticos, industriais e sendo também
freqUentemente oriunda de atividades agro-pecuarias. O aumento da polui¢do organica tem
levado a eutrofizagdo, provocando mudangas significativas nos ecossistemas costeiros
(Magnusson et.al., 1994; Pihl, et al., 1996; Smith et al., 1999).

A eutrofizacdo € um processo que se caracteriza pela entrada excessiva de nutrientes
no sistema, sendo apontada como uma das principais causas de mudancgas estruturais e
funcionais em ecossistemas pelagicos e bénticos (Peckol & Rivers, 1995; Pihl et al, 1996;
Paranhos, et al, 1998; Marques Jr. et al, 2002).

No ambiente costeiro, 0 enriquecimento por nutrientes é freqlientemente
acompanhado pela entrada de outros poluentes, destacando-se entre eles, 0s metais pesados,
que vém tendo seus ciclos geoquimicos alterados devido as atividades antropogénicas
(Ferreira et al, 2000). A interacdo dos metais pesados com 0s macro-nutrientes é ainda
pouco entendida, entretanto, estudos recentes tém evidenciado que 0s macro-nutrientes
influenciam marcadamente a acumulagdo de metais nos organismos marinhos (Lee et al,

2001).



Os metais se distribuem na &gua, no sedimento e nos organismos através de
processos fisicos, quimicos e bioldgicos (Amado et al, 1994). No entanto, as concentragdes
de metais pesados disponiveis em um determinado ambiente, quando avaliados apenas na
agua e/ou no sedimento, podem nao refletir o grau de toxicidade dessas substancias. O
dano potencial dos metais, para 0os ambientes e para 0 metabolismo dos organismos, pode
ser medido com maior exatiddo quando suas concentracfes séo avaliadas nos organismos
(Carvalho et al, 1991; Lozano et al, 2003).

Tanto a eutrofizacdo quanto a contaminagdo por metais sdo 0s dois tipos de
alteragbes que tém afetado a maioria dos ambientes costeiros sendo, por essa razéo, de
grande importancia a abordagem ecotoxicologica na avaliagdo dos efeitos destes
contaminantes e de sua interagéo sobre diversas comunidades, destacando-se entre elas as
algas marinhas bentbnicas e as bactérias (Mcglathery, 1992; Riquelme et al, 1997;
Haritonidis & Malea, 1999; Lozano et al, 2003).

Alguns autores tém chamado a atencdo para a necessidade de considerar a influéncia
dos niveis de nutrientes nos ambientes e da flora bacteriana epifita na analise da
concentracdo de metais em macroalgas, enfatizando que estas variaveis devem ser
consideradas na interpretacdo de dados de programas de biomonitoramento nas regides
costeiras marinhas (Riquelme et al, 1997; Lee et al, 2001).

Avaliar o impacto de poluentes no sistema aquéatico utilizando a comparacdo de
parametros qualitativos e quantitativos das comunidades de macroalgas, biomassa e
distribuicdo das espécies na presenca e auséncia do efeito da polui¢do, tém fornecido
informacdes altamente relevantes para o controle da poluicdo (Mitchell et al, 1990;

Gorostiaga & Diez, 1996; Correa et al, 1999).



As macroalgas, pela importancia ambiental e econdmica, tém sido utilizadas com
freqliéncia em estudos de avaliacdo dos efeitos dos poluentes em ambientes marinhos
(Nassar et al, 1989; Mcglathery, 1992; Rivers & Peckol, 1995). A reducdo da diversidade
algacea, em ambientes impactados, tem sido amplamente citada, sendo muitas as espécies
ja sugeridas como potenciais indicadores de poluicdo (Gorostiaga & Diez, 1996; Teixeira &
Jorge, 2001).

As bactérias heterdtrofas também constituem uma eficiente ferramenta na realizacéo
de diagnosticos ambientais, pois desempenham papel fundamental na diagénese da matéria
organica, sendo também bioacumuladoras e biomarcadoras (Crapez et al, 1996; Deming &
Baross, 1993; Kinnis, 1991). Segundo Meyer-Reil (1994), as bactérias respondem as
flutuagcBes ambientais atraves de mudangas na distribuicdo espacial, no tamanho celular e
biomassa (Peters, 1987) assim como na composicao dos grupos fisioldgicos.

A interacdo entre bactérias e outros organismos tem sido reportada para quase todos
0s grupos taxondmicos de plantas e animais no ambiente marinho (Prieur, 1991), podendo
ser as bactérias o primeiro componente a ser afetado pelas alteracbes das condigdes
ambientais.

Esta interacdo tem revelado uma importante funcéo de defesa quimica, protegendo o
hospedeiro de predadores, competidores e outros microrganismos patogénicos. Destas
interacGes, a que ocorre entre as bactérias e a superficie dos talos das macroalgas parece ser
de grande importancia ecoldgica (Corre & Prieur, 1990; Sakami, 1996; Weinberger et al,
1997), podendo o processo de colonizagéo ser influenciado por diversos fatores (Gi-Turnes

et al, 1989; Prieur, 1991; Wahl et al, 1994).



A biomassa bacteriana nos diferentes estratos do ambiente € um dos principais
pardmetros que deve ser levado em conta quando se estuda a comunidade bacteriana
aquética. A atividade microbiana na superficie dos sedimentos pode disponibilizar
nutrientes e alterar drasticamente a quimica da coluna d’agua (Bell & Ahlgren, 1987;
Riquelme et al, 1997).

Apesar dos avangos recentes no desenvolvimento de novas metodologias, para os
estudos microbioldgicos (marcadores isotopicos, marcadores genéticos, aquisicdo de
imagens de alta resolucdo, medicGes automaticas), muitos problemas metodoldgicos sdo
ainda observados na quantificacdo da biomassa bacteriana da coluna d'adgua e béntica. A
adsorcdo de bactérias ao sedimento e a superficie de outros organismos dificulta a sua
quantificacdo e diferentes metodologias utilizadas na dissociagéo das mesmas muitas vezes
ndo permitem a comparacao entre os trabalhos.

Entre os diferentes métodos de dissocia¢do que vém sendo testados, o ultra-som tem
sido um dos mais eficientes para a desagregacdo de bactérias adsorvidas a superficie,
provocando alteragdes minimas nas células bacterianas (Epstein & Rossel, 1995; Epstein et

al, 1997; Mohammadi et al, 1993).



1.1- OBJETIVOS

Este estudo teve como principais objetivos:

- Analisar a associacdo de bactérias com macroalgas marinhas em ambientes tropicais

costeiros sujeitos a diferentes graus de eutrofizacdo e poluicdo por zinco visando um

melhor entendimento deste tipo de interacdo bidtica.

- Avaliar se a quantidade de bactérias aderida aos talos das macroalgas pode ser

considerada um indicador do grau de deterioragdo ambiental.

Para tanto foram sugeridas as seguintes hipoteses:

- Em uma dada localidade, a densidade de bactérias aderidas ao talo das macroalgas é uma

relacdo inter-especifica, variando com a espécie de alga.

- A densidade bacteriana aderida ao talo de macroalgas esta diretamente associada ao nivel
de poluicdo do ambiente, similarmente ao que se observa para as bactérias presentes nos

compartimentos coluna d"agua e sedimento, em ambientes marinhos.

- A biomassa bacteriana aderida ao talo das macroalgas € influenciada pela concentracdo

dos macronutrientes nitrogénio e fésforo, disponiveis na agua circundante.



- Para uma dada concentracdo de nutrientes, a presenca de zinco acarreta uma reducéo da
biomassa bacteriana aderida ao talo das macroalgas, devido a toxicidade do mesmo as

bactérias.



2 - METODOLOGIA

O planejamento experimental foi dividido em duas etapas:

A primeira etapa teve por meta quantificar a biomassa bacteriana adsorvida ao talo
de seis espécies de algas marinhas bent6nicas, ao sedimento e disponivel na coluna d'agua,
de duas areas em diferentes estados tréficos, assim como a biomassa adsorvida ao talo de
Champia parvula (Rhodophyta) proveniente de cultivo em laboratério.

A segunda etapa, teve por meta avaliar em laboratério o comportamento da
macroalga Champia parvula, proveniente de cultivo, submetida a trés diferentes niveis de
nutrientes que, com base nas informacdes existentes na literatura (Rast et al, 1989),
corresponderiam a diferentes estados troficos (oligotrofico, mesotréfico e eutrofico) do
ambiente marinho, através de variagdes nas concentracfes de nitrato e fosfato e associadas
a trés concentrages distintas de zinco. Nesta etapa foram realizados dois tipos de teste:

1) Na primeira fase foram definidas as concentragdes do ambiente oligotrofico,
combinadas a trés concentragcbes de zinco, tendo por meta avaliar as concentragoes
minimas de nitrato e fosfato que poderiam ser utilizadas nos testes, considerando-se que
fosfato e nitrato sdo nutrientes limitantes (Paranhos, 1996),e em concentragfes muito
baixas poderiam levar a uma alta mortalidade e & deterioracdo dos talos, causando assim a
perda total do teste; 2) Na segunda fase, foram utilizadas nos testes valores de
concentracBes estimados na primeira série de experimentos e valores encontrados na
literatura para os trés niveis de eutrofizacdo (Rast et al, 1989; Smith et al, 1999), sendo que
nesta etapa em uma série de experimentos as biomassas bacterianas dos talos da macroalga
e da coluna d'agua foram mantidas, e em outra série de experimentos estas biomassas foram

retiradas com emprego de antibiético.



Paralelamente a estes testes foram realizados os de referéncia. Estes, por sua vez,
consistiram na exposi¢do dos talos de C. parvula a concentragbes de nitrato e fosfato
definidas nas duas séries de testes, sem a adicdo de zinco, e testes onde apenas foram

avaliadas as concentrag@es de zinco previamente definidas no estudo.

2.1 - Primeira etapa: Avaliacdo da biomassa bacteriana adsorvida ao talo de seis espécies

de algas marinhas bentonicas

2.1.1 - Area de Estudo

As algas foram obtidas através de coletas aleatdrias em uma extensdo de 100 m, na
faixa do mediolitoral e infralitoral (Coutinho, 2002) em duas localidades distintas: Praia da
Baleia - Angra dos Reis/RJ (23°00"- 23°10" S / 44°10°- 44°20" W) (area controle) e Praia
de Boa Viagem - RJ, localizada na Baia de Guanabara (23°40°7"" — 23°56"3"" S / 43°16"-
43°17°4”" W) (area impactada) (Figura 1).

A Praia da Baleia (area controle), localizada na Baia de llha Grande, pode ser
considerada como ndo degradada pois, por ser afastada dos grandes condominios e de
dificil acesso por terra, ndo sofre grande interferéncia antropica.

A Praia de Boa Viagem (Niter0i) situada na enseada de Jurujuba, na ponta leste da
Baia de Guanabara, é considerada uma regido moderadamente degradada, e tem como um
dos seus principais problemas o aporte de esgoto doméstico que chega a praia sem nenhum

tratamento prévio, com uma vazAo total de 0,03 m*/s (Wahl et al, 1994).
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Figura 1: Localizacdo das estacdes de coleta na Baia de Guanabara.
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2.1.2 -- Macroalgas provenientes do campo

As espécies de macroalgas, foram selecionadas em funcéo da estrutura e morfologia
do talo, com o objetivo de avaliar a adsorsdo das bactérias aos diferentes tipos de talos
(Figura 2). As espécies selecionadas estdo listadas a seguir, seguindo a classificacdo de

Wynne (1998):

Chlorophyta
Ulvophyceae
Ulvales
Ulvaceae
Enteromorpha flexuosa (wulfen) J. Agardh

Ulva fasciata Delile

Cladophorales
Cladophoraceae
Cladophora vagabunda (L.) C. Hoek
Bryopsidales
Codiaceae
Codium decorticatum (Woodw.) M. Howe
Rhodophyta
Florideophycidae
Gigartinales

Phyllophoraceae



Gymnogongrus griffithsiae (Turner) Mart.
Rhodymeniales
Champiaceae

Champia parvula (C.Agardh) Harv.

11



12

i Cladophora vagabunda
Ulva fasciata

Gymnogongrus griffithsiae Codium decorticatum

Figura 2: Espécies utilizadas no presente estudo.
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As diferentes caracteristicas morfoldgicas e estruturas dos talos das espécies utilizadas

neste estudo séo as seguintes (Joly, 1965):

- Talo folidceo, de consisténcia membranacea, irregularmente lobado, com lobos

expandidos em forma de fita, talo multicelular..............c.cccooveiiiiniiernnnnnn Ulva fasciata

- Fronde regularmente tubulosa achatada, pelo menos nas porgdes superiores, crescendo em

densos tufos, talo multicelular...........ccoocvveiiiiieii i Enteromorpha flexuosa

- Talo filamentoso, abundantemente ramificado, de organizacdo unisseriada

............................................................................................................ Cladophora vagabunda

- Talo filamentoso, cenocitico, constituido de uma porcao basal rizoidal e de uma por¢édo

ereta ramificada, consiSténcia eSPONJOSA. .......cceervereereeriererrieennn Codium decorticatum

- Talo ereto, abundantemente ramificado, dicotomias proximas, ramos comprimidos com
apices cilindricos, crescendo em densos tufos emaranhados pelo entrelagamento de ramos.
Talo de CONSIStENCIA MQIdA........ccceiiiieieieiee e Gymnogongrus

griffithsiae

- Plantas crescendo em tufos globdides, talo cilindrico, segmentado, pouco constrito,

abundantemente ramificadas, ..........ccoveriiiiiin i Champia parvula
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2.1.3 - Coleta e avaliacdo da biomassa bacteriana no perifiton das seis espécies de
macroalgas

Os procedimento de coleta e 0 manuseio do material biolégico foram realizados
utilizando-se luva cirdrgica, sendo os talos das algas cortados a aproximadamente 1 a 2 cm
de distancia da base com auxilio de uma tesoura, evitando-se assim a interferéncia de
contaminacgdo oriunda do substrato arenoso na determinacdo do nimero de bactérias. Apés
a coleta, os exemplares foram mantidos a temperatura ambiente e transportados vivos para
0 laboratério.  No laboratério o material foi triado, eliminando-se as espécies
acompanhantes e os detritos. Para cada espécie de macroalga foram realizadas dez
subamostras que foram, em seguida, pesadas em balanca analitica e levadas para o ultra-
som para dissociacdo das bacterias.

A metodologia para extragdo de bactérias das macroalgas foi adaptada de Epstein &
Rossel (1995). Testes preliminares foram realizados visando definir a biomassa algécea
suficiente para a extracdo das bactérias, o tempo de exposi¢do ao sonicador e a diluicdo
necessaria para a contagem das células bacterianas no microscopio de epifluorescéncia.
Dois gramas do talo de cada espécie das macroalgas foram colocados em erlenmeyers de
125 mL contendo 10 mL de agua do mar previamente filtrada e esterilizada em autoclave
(121°C por 30 minutos), sendo entdo levados ao sonicador (Bransonic 3210 — 50/60Hz) por
5 minutos. Para cada espécie foram realizadas 10 determinacdes (réplicas).

Apos a filtragdo, aliquotas de 2 mL de cada amostra foram fixadas com solucao de
formaldeido a 8% de forma a atingir a concentragdo final de 4%, e mantidas resfriadas
(2° C) até a verificacdo da biomassa bacteriana. A biomassa bacteriana foi obtida por
contagem em microscopio de epifluorescéncia (Axiosp 1 Zeiss), apos a filtracdo da amostra

em filtro de 0,2 um de malha, utilizando-se laranja de acridina como fluorocromo.
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2.1.4 - Avaliacdo da biomassa bacteriana na coluna d'agua e no sedimento

A coleta na coluna d"agua foi realizada na camada sub-superficial (30cm — 1m), e
imediatamente apds a coleta 20 mL de &gua foi filtrada em membrana Millipore 0,22um,
em laboratdrio.

As amostras de sedimento foram coletadas na interface agua/sedimento. Para o
calculo da biomassa de bactérias, 1g de sedimento foi acondicionado em frasco erlenmeyer
de 250 mL com 9 mL de agua deionizada, sendo a desagregacdo das bactérias realizadas
por agitacdo mecanica, durante 30 minutos a 200 rpm (Deming & Baross, 1993). Apos este
procedimento, uma aliquota de 0,5 mL desta solucdo foi retirada e diluida em 3,5 mL de
agua deionizada, sendo o sobrenadante filtrado em papel Whatman n® 1.

Para a fixacdo, coloracao e analise microscopica da biomassa bacteriana na coluna
d'agua e no sedimento, foi realizado o mesmo procedimento descrito para a avaliacdo das

bactérias associadas aos talos das macroalgas.
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2.1.5 - Calculo da biomassa bacteriana

A contagem de células bacterianas presentes nos talos das macroalgas, na coluna
d'agua e no sedimento, foi realizada segundo o procedimento descrito por Kepner & Pratt
(1994). O célculo de biomassa bacteriana expressa em carbono foi realizado
multiplicando-se o valor do nimero de bactérias determinado através da contagem em
microscopio de epifluorescéncia e aplicacdo da Férmula 1, pela constante proposta por

Carlucci et al (1986) (Formula 2).

Férmula 1:

Numero de células.cm™ = X. A. d. 1/a. 1/n. 1/V

Em que:

X = média aritmética do numero de células das réplicas
A = &rea do filtro

d = diluicdo

a = &rea do campo do microscépio

n = nimero de campos contados

V = volume da amostra filtrada

Formula 2:

C biomassa = N° de células x 1,2 x 10® ug C cm™®




17

Para a analise estatistica dos resultados foi feita uma anéalise de variancia utilizando-

se os testes de Tukey (p > 0,05) ou t de Student.

2.2 - Segunda etapa: Exposicdo de Champia parvula a diferentes combinagdes de
fatores:concentracdes de nitrato e fosfato, concentracdes de zinco e presenca ou

auséncia de bactérias.

2.2.1 - Champia parvula

A espécie Champia parvula foi utilizada neste estudo, por ser uma espécie para a
qual existem normas padronizadas pela EPA (U.S. Environmental Protection Agency) para
teste ecotoxicoldgicos, havendo na literatura diversas citacdes sobre o efeito de poluentes
sobre esta espécie (Weber et al, 1988; Schimmel et al, 1989, Morrison et al, 1989; Maurat,

1996).

2.2.1.1. - Caracteristicas bioldgicas da espécie

Champia parvula ocorre na regido tropical e temperada do atlantico ocidental, e se
caracteriza por apresentar crescimento em tufos mais ou menos globoides, de cor résea
amarelada com extremidades mais vermelhas, medindo em altura, de 3 a 10 cm. O talo

desta espécie apresenta ramificacdo abundante em vérios planos, com muitas anastomoses
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entre os ramos. Os ramos sdo de seccdo cilindrica com extremidades distintamente
atenuadas e ligeiramente recurvadas na direcdo do eixo (Joly, 1965; Diaz-Piferrer, 1977).

Esta espéecie ocorre freqiientemente na franja do infralitoral dos costdes rochosos,
em baias calmas de fundo areno-lodoso, sendo observada no Brasil na faixa litoranea do
Ceard a Santa Catarina (Joly, 1965; Cordeiro-Marino, 1978; Oliveira Filho, 1977). A
ocorréncia desta espécie para o litoral do Rio de Janeiro ¢ citada por Taylor (1931), Joly &
Braga (1966), Pedrini (1980) e Falc&o et al (1992).

Steele & Thursby (1988), comentam que esta espécie € de ocorréncia comum em
muitas partes do mundo, sendo encontrada no México, Estados Unidos, Caribe, Franca,

Espanha, Coréia e Australia.

2.2.1.2 - Cultivo em laboratorio

A espécie Champia parvula (Figura 3) utilizada para o cultivo foi coletada na Praia
da Baleia (area controle). Apds a coleta, os exemplares foram mantidos em agua do mar na
temperatura ambiente e transportados para o laboratdrio, onde foram triados e mantidos
como estoque, em condic¢des controladas de laboratdrio.

Para a manutencdo em cultivo, talos de C. parvula estéreis foram observados sob
microscopio estereoscopico, e fragmentos apicais com aproximadamente 1 cm de
comprimento foram extirpados dos talos limpos. Em seguida, estes fragmentos foram
mantidos em frascos de erlenmeyer com 1.000 mL de volume, contendo 800 mL de agua
do mar natural proveniente da area controle, previamente filtrada em membrana de filtro
Millipore de 0,45 um de malha e enriquecida com meio de cultura PES (Provasoli, 1968)

(Anexo 16), a uma proporcao de 1 mL/L de agua do mar. Esses frascos foram mantidos no
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laboratdrio sob temperatura de 24 + 1° C, salinidade de 34 + 1%., fotoperiodo de 12h luz e
12h escuro e aeracdo constante. O meio de cultura dos estoques foi trocado semanalmente,

para a manutencdo do bom estado fisiologico das algas.
A metodologia para extracdo das bactérias de Champia parvula de cultivo foi a

mesma citada no item 2.1.3 para as macroalgas provenientes do campo.
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Figura 3: Cultivo de Champia parvula (C. Agardh) Harvey em laboratdrio.
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Os talos de C. parvula provenientes de cultivo em laboratorio foram submetidos a
diferentes niveis de trofia do ambiente marinho (oligotréfico, mesotréfico, eutréfico)
através de variacdes nas concentracfes de nitrato e fosfato, combinadas a diferentes

concentracdo de zinco.

2.2.2 - Exposicdo dos talos de Champia parvula a trés niveis de trofia (oligotroficos) e trés

niveis de zinco, com a presenca de bactérias.

Os diferentes niveis de nitrato e fosfato, referentes a ambiente oligotrofico testados,
nestes testes preliminares, foram baseados em valores encontrados na literatura (Rast et al,
1989; Smith et al, 1999), mantendo-se a razdo N/P variando de 25 a 26 (Tabela 1; Figura
4).

Nestes experimentos as trés diferentes concentragdes de nitrato (0,016; 0,8 e 1,61
uM) e fosfato (0,0006; 0,032 e 0,065 uM) avaliadas foram obtidas através de uma solugéo
estoque de 100 uM (Item 2.2.4), sendo mantida a biomassa bacteriana natural dos talos de
C. parvula e da agua de diluicao.

Os testes foram cronicos, com duracgéo de 15 dias, semi-estaticos, com renovacao da
solucdo a cada 72 horas, sendo mantidos no laboratério sob temperatura de 24 + 1°C,
salinidade de 33 + 1 parte por mil, fotoperiodo de 12:12 horas luz e escuro e sem aeracao.
A agua do mar utilizada na diluicéo foi filtrada em 0,45 um e os talos de Champia parvula

retirados do cultivo em laboratério no dia do inicio do teste. Paralelamente a cada teste foi
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realizado um controle com meio padrdo (Provasoli, 1968) adicionado em agua do mar livre
de contaminantes. A composi¢do do meio padrdo esté descrita no anexo 16.

O procedimento consistiu na exposicdo de 5 fragmentos apicais medindo
aproximadamente 1 cm de comprimento, as diferentes concentracdes testadas, em frasco
Beckers de 400 mL contendo 200 mL da solu¢do. Foram efetuadas 5 réplicas por
concentracdo. Para cada nivel de trofia foram realizados trés experimentos.

A biomassa algécea, das diferentes concentrac@es testadas, foi avaliada no inicio e
no término dos testes, sendo realizadas comparacGes entre as diferentes concentragdes e
entre estas e o controle.

Em todos os experimentos, foram calculadas a taxa de crescimento de Champia
parvula nos diferentes tratamentos, assim como a diferenca percentual entre as médias dos
diferentes tratamentos e o cultivo em meio padréo (controle).

A taxa de crescimento foi calculada atraves da seguinte equacéo:

F - 1x 100+ | = Taxa de crescimento(%0o)

Onde: F = Biomassa final (ap6s 15 dias de teste)

| = Biomassa inicial
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Tabela 1: Diferentes concentragcdes de nitrato e fosfato, referente a ambientes oligotroficos

utilizadas na primeira série de experimentos e a razdo nitrogénio/fosforo

correspondente.
OLIGOTROFICO OLIGOTROFICO OLIGOTROFICO
(LM) (kM) (nM)
NO’3 1,61 0,8 0,016
PO’ 0,065 0,032 0,0006
N:P 25 25 26

2.2.3 - Exposicdo dos talos de Champia parvula a concentracdes de nutrientes
correspondentes a trés niveis de trofia (eutréfico, mesotrofico, oligotrofico ) e trés

niveis de zinco, com e sem a presenca de bacterias.

Os niveis de nitrato e fosfato testados foram baseados em valores encontrados na
literatura para diferentes niveis troficos de ambientes marinhos (Rast et al, 1989; Smith et
al, 1999), mantendo-se uma razdo N/P =16 (Tabela 2; Figura 5).

Nestes experimentos, as concentracdes de nitrato (1uM; 100uM e 500uM) utilizadas

nos trés niveis de trofia (eutréfico, mesotrofico e oligotréfico) foram obtidas através de
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solugdes estoques de 100uM, 1.000uM e 5.000uM e as de fosfato (0,06uM; 6,25uM e

31,25uM) a partir de solucdes estoques de 200uM e 1.000uM (Item 2.2.4).

Tabela 2: Concentracdes de nitrato e fosfato, referentes a ambientes marinhos oligotréficos,
mesotréficos e eutrdficos, utilizadas na segunda série de experimentos, e a

razdo nitrogénio/fésforo correspondente.

EUTROFICO (uM) | MESOTROFICO (uM) | OLIGOTROFICO (uM)

NO’ 500 100 1
PO, 31,25 6,25 0,06
N:P 16 16 16

Nesta fase, 0s experimentos tiveram variagdes quanto a biomassa bacteriana
presente nos talos da macroalga e da coluna d'dgua. Em uma primeira etapa foram
realizados experimentos em que foi mantida a biomassa bacteriana dos talos da macroalga e
da coluna d'agua e em uma segunda etapa realizados experimentos em que a biomassa
bacteriana foi retirada, do talo da macroalga pelo tratamento com antibiético, e da coluna
d'dgua por filtracdo em Membrana Millipore de 0,22um de malha.

Para os experimentos com bactérias, a agua do mar utilizada na diluigéo foi filtrada
em 0,45 um e os talos de Champia parvula retirados do cultivo em laboratério no dia do
inicio do teste.

Nos experimentos em que se verificou o efeito dos nutrientes e do zinco sem

bactérias, a &gua do mar foi filtrada em 0,22 um e os talos das macroalgas foram
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submetidos ao tratamento descrito a seguir, para a determinagdo da concentragdo de
penicilina que seria eficiente na retida das bactérias dos talos.

Talos de Champia parvula, provenientes do cultivo em laboratério, foram expostos
a 4 diluicbes (1%; 5%; 7% e 10%) de penicilina (Benzilpenicilina Benzatina - 1.200.000)
por 1 hora. Em seguida, os talos foram retirados da solugéo de penicilina e colocados em
solucdo de bacpeptona (1g / 500 mL de &gua do mar filtrada em 0,22 um) por 6 horas.
Ap0s este periodo, as amostras foram conservadas em formol e mantidas refrigeradas até a
leitura em microscépio de epifluorencéncia. A leitura em microscépio de epifluorescéncia
mostrou que a exposicao dos talos de C. parvula, por 1 hora, na solugdo de Benzilpenicilina
benzatina a 5% (1:200.000) foi suficiente para eliminacdo das bactérias. Portanto, esta
solucdo de penicilina a 5% foi utilizada nos experimentos em que se fazia necessario a
retirada das bactérias dos talos da macroalga.

Nos experimentos com bactérias, a biomassa bacteriana presente na coluna d'agua
foi avaliada no inicio e apds 72 horas e a biomassa presente nos talos de C. parvula, no
inicio e ao término do experimento (15 dias).

As amostras de agua a serem avaliadas, quanto a biomassa bacteriana, foram
obtidas pela diluicdo de 2 mL de cada concentracdo em 2 m L de formaldeido a 4%. Para
as amostras de C. parvula, 2g foram preservadas adicionando-se a 2 mL de formaldeido a
4%.

As concentragOes de nitrato e fosfato da coluna d'agua, foram obtidas no inicio e
apos 72 horas de teste, nas duas séries de experimento (com bactérias e sem bactérias).

A metodologia utilizada na realizacdo dos experimentos foi a mesma descrita
anteriormente para a exposi¢do dos talos de Champia parvula a trés niveis de oligotrofia

(Item 2.2.1).
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2.2.4 - Exposicdo dos talos de Champia parvula em meios enriquecidos com nitrato e
fosfato e concentragdes de zinco, separadamente, com e sem a presenca de

bactérias.

Os testes de referéncia tiveram por objetivo verificar os efeitos do nitrato, fosfato e
zinco isoladamente, no crescimento de C. parvula. Portanto, foram realizados testes em
que foi avaliado o efeito da mistura das concentracGes de nitrato e fosfato e testes em que
apenas foram avaliados os efeitos das concentragdes de zinco definidas para o estudo.

Estes testes foram realizados em paralelo aos demais testes, seguindo as mesmas

concentracOes (Tabelas 1 e 2) e metodologias aplicadas nestes testes (Item 2.2.1 e 2.2.2).

2.2.5 - Concentracdes de nitrato e fosfato

2. 2.5.1 -Solucéo estoque de Nitrato (N-NO'3 = 10 mM)

Para a obtencdo da solucdo estoque de nitrato, nos testes preliminares e definitivos,
1,011g de nitrato de potassio (KNOs) foi pesado e seco por 1 hora em estufa a 110° C,
sendo em seguida resfriado em dessecador. Apds o resfriamento, o nitrato de potassio foi
dissolvido em &gua destilada e diluido a 1.000 mL. Esta solucéo foi armazenada em frasco
de vidro ambar com tampa esmerilhada e mantido em refrigerador até sua utilizacéo
(Paranhos, 1996).

A partir da solugéo estoque de nitrato foram obtidas trés solugdes distintas, utilizadas

na obtencdo das concentragdes de nitrato definidas para duas séries de experimentos.
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- Solugédo 1 (100 uM): 1 mL da solugdo estoque / 100 mL de agua do mar.
- Solugéo 2 (1.000 uM): 10 mL da solucdo estoque/ 100 mL de &gua do mar.

- Solucgéo 3 (5.000 uM): 50 mL da solucdo estoque/ 100 mL de dgua do mar.

2.2.5.2 - Soluc&o estoque de Fosfato (P-PO,° = 10 mM)

Para a obtencdo da solucdo estoque de fosfato, nos testes preliminares e definitivos,
1,361g de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) foi seco por 2 horas em estufa a
110° C, sendo em seguida resfriado em dessecador. Apds o resfriamento, o fosfato de
potassio foi dissolvido em agua destilada contendo 2,0 mL de H,SO4 4,5 M e diluido em
1.000 mL. Esta solucéo foi armazenada em frasco de vidro &mbar com tampa esmerilhada e
mantido em refrigerador até sua utilizacdo (Paranhos, 1996).

A partir da solucdo estoque de fosfato foram obtidas trés solucdes distintas, utilizadas

na obtencao das concentragdes de fosfato definidas para as duas series de experimentos.

- Solucéo 1 (100uM): 1 mL da solucéo estoque / 100 mL de &gua do mar.
- Solugéo 2 (200 uM): 2 mL da solugdo estoque / 100 mL de agua do mar.

- Solucéo 3 (1.000 uM): 10 mL da solugéo estoque / 100 mL de &gua do mar.
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2.2.6 - Concentracdes de zinco

Para a obtencdo das concentracdes de zinco a serem utilizadas nos experimentos,
diluiu-se 0,4398g de zinco na forma de zinco heptahidratado (ZnSO,.7H,0) em 1.000 mL
de 4gua destilada, resultando em uma solucdo inicial de 100 mgzn.L™. As concentracdes
utilizadas nos experimentos foram as seguintes: 0,1 mgZn.L™, 0,5 mgZn.L™" e 1 mgZn.L™.

Os valores de zinco foram selecionados com base nos valores estipulados na
Resolugdo CONAMA n°20 de 18 de junho de 1986 que estabelece para dguas de Classe 5 0
limite de zinco de 0,17 mg/L e na NT-202.R-10, Deliberagdo CECA n® 1007 de 04 de
dezembro de 1986 que estabelece os critérios e padrées para o lancamento de efluentes
liquidos para o Estado do Rio de Janeiro, e determina como limite no lancamento de

efluentes liquidos 1,0 mg/L de zinco.

2.2.7- Mistura Nitrato/fosfato/zinco

Para a implementacdo dos testes preliminares e definitivos foi realizado um modelo
fatorial, com 2 fatores e trés niveis.

Na primeira série de testes foram avaliadas concentracfes de nitrato e fosfato
correspondentes a ambiente oligotroficos, associadas a concentragcbes de zinco e a
bacteérias, simulando trés diferentes condi¢des (Tabela 1, Figura 4):

- 1" Ambiente oligotréfico com concentragdo de zinco (0,1 mg.L™) dez vezes

inferior ao estabelecido na legislagao estadual.
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- 2° Ambiente oligotréfico com concentragdo de zinco (0,5 mg.L™) duas vezes

inferior a estabelecida na legislagao estadual.

-3° Ambiente oligotréfico com a concentragdo de zinco (1,0 mg.L™) determinada

pela legislagdo, como limite para lancamento em efluentes liquidos.

Oligotréfico
No, = 1,61uM
Po,= 0,065uM

\

Oligotrdfico Oligotrdfico
No, = 0,8uM No, = 0,016uM
Po,= 0,0321M Po, = 0,0006uM

/ | \ |

Zn baixo| Za médie| | Zn alte
0,imglL b,5mg/L 1,0mglL

Zn baixo| |Zn médio| | Zn alta

0.1mgIL 0,5molL

1,0mglL

Zn balxo| |Zn médio
0,img/L 0,5mgl/L

Zn alto
1,omg/L

Presenca de Bactérias

Figura 4: Delineamento dos experimentos com Champia parvula que avaliaram, trés niveis

de trofia (oligotrofia) em combinacdo com concentracdes de zinco, com a

presenca de bactérias.

Na Segunda série de testes foram avaliadas concentracdes de nitrato e fosfato

correspondentes a ambientes oligotroficos, mesotroficos e eutroficos, associadas como na

primeira série de testes, as trés concentracdes de zinco definidas pela legislacao.

No entanto, diferente do realizado na primeira série, estes testes avaliaram tanto o efeito

destas associa¢des com a presenca da biomassa bacteriana natural do talo das algas e da
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coluna d'agua, quanto o efeito apods a retirada da biomassa bacteriana por antibiético e

filtracdo (Tabela 2; Figura 5).

2.2.8 - Variaveis fisicas e quimicas

Em todos os experimentos, medidas de oxigénio dissolvido, pH e salinidade foram
tomadas no inicio e na renovacdo da solucdo-teste, a cada 72 horas, sendo realizado o
acompanhamento dos parametros tanto das solugdes que entravam, quanto das que eram

descartadas do teste (Anexo 15).

2.2.9 - Analise estatistica dos dados

Para a analise estatisca dos resultados foi aplicada analise de variancia utilizando-se

os testes de Tukey ou t de Student e Dunnetts Test.
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3] Oligotroéfico Mesotroéfico Eutrofico

o No, = 1uM No, = 100pM No, = 500uM

) Po,= 0,06 UM Po, = 6,25uM Po, = 31,25pM

°

S \ | |

= Zn baixo| Znmédio| | Zn alto Zn baixo| Zn médio| | Zn alto Zn baixo| |Zn médio| | Zn alto
8 0,1mgi/L 0.5mg/L 1,0mglL 0,1mgiL D.Smg/L 1.0mglL 0.1mg/L 0,5mg/L 1.0mg/L
o

0

o

O . e 2 i .

3 Oligotréfico Mesotrofico Eutréfico

5 No, = 1uM No, = 100uM No, = 500uM

o Po, = 0,06uM Po, = 6,25.M Po, = 31,25u4M

g | |

c Zn balxo| Zn médio| | Zn alto Zn balxo| Zn meédio| | Zn alta Zn balxo| |Zn médio| | Zn alto
‘3 0.1mg/L 0,5mg/L 1,0mg/L 0.1mgIL 0,5mg/L 1,0mg/L 0.1mg/L 0,5mg/L 1,Dmg/L
>

<

Figura 5: Delineamento dos experimentos com Champia parvula que avaliaram, trés niveis de trofia (oligotréfico, mesotrofico e

eutréfico) em combinagdo com concentragGes de zinco, com e sem a presenca de bacteérias.



32

3 - RESULTADOS

3.1 - Avaliacdo da biomassa bacteriana adsorvida ao talo de algas marinhas na Praia da

Baleia (area controle) e na Praia de Boa Viagem (area impactada).

Na Praia da Baleia (&rea controle), a quantificacdo da biomassa bacteriana associada
ao talo das espécies resultou em biomassas médias de 0,007 + 0,001ugC.cm™ para
Enteromorpha flexuosa, de 0,008 + 0,001pgC.cm™ para Ulva fasciata, de 0,006 pgC.cm™
para Cladophora vagabunda e de 0,005ugC.cm™ para Champia parvula (Tabela 3).

Os resultados revelaram diferenca significativa apenas entre a biomassa de bactérias
associadas as espécies Ulva fasciata e Champia parvula (p = 0,017; F = 6.201). Pela
comparacdo da biomassa bacteriana nos trés compartimentos avaliados (macroalgas, agua e
sedimento), observou-se que a biomassa bacteriana do sedimento (0,118 + 0,004 pugC.cm™)
foi significativamente diferente da biomassa contida na coluna d4gua (0,007 %=
0,001pgC.cm™) e nos talos das macroalgas (0,0065 + 0.001 pgC. cm™) para esta area (p <
0,0001; F = 4264,9) (Figura 6). Resultado semelhante foi observado, nesta area, quanto ao
namero de células bacterianas, ocorrendo no sedimento uma densidade bacteriana cerca de

17 vezes superior ao observado na agua e nas macroalgas (Anexos 1 a 2).
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Tabela 3: Valores de biomassa bacteriana e niimero total de células bacterianas adsorvidas

aos talos de diferentes espécies de macroalgas, por contagem direta em

microscopio de epifluorescéncia.

PRAIA DA BALEIA

PRAIA DE BOA VIAGEM

MACROALGAS N%total de células | Biomassa N%total de células
Biomassa
5 ngC.cm? ugC.cm? ngC.cm?
ngC.cm
0,0568 *** 4,7 x 10° - -
C. parvula (cultivo)
0,007 54 x 10° 0,037 3x10°
E. flexuosa
U. fasciata 0,008 ** 6,5 x 10° 0,036 3x10°
C. vagabunda 0,006 5,4 x 10° 0,038 2,8 x 10°
C. parvula 0,005 ** 41x10° - -
G. griffthisae - - 0,043 3,5 x 10°
C. decorticatum - - 0,038 3,1x10°
Média 0,0065 5,35 x 10° 0,038 * 3,08 x 10°*

* Significativamente diferente em relagdo a area controle.

** Diferenga significativa entre as espécies.

*** Significativamente diferente em relacéo a C. parvula oriunda do campo.
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Praia da Baleia

0,12+

0,1

0,08

0,06

0,04

Biomassa ugC.cm-3

0,02

T T
agua macroalgas sedimento
Compartimentos

Figura 6: Biomassa bacteriana, na coluna d'agua, sedimento e aderida ao talo de macroalgas

na Praia da Baleia (area controle).

Na Praia de Boa Viagem (area impactada), a biomassa bacteriana associada as
macroalgas foi de 0,037 + 0,005 pgC.cm™ para Enteromorpha flexuosa, de 0,036 + 0,007
ugC.cm™ para Ulva fasciata, de 0,043 + 0,004 ugC.cm™ para Gymnogongrus griffthisae, de
0,038+ 0,004 pgC.cm™ para Codium decorticatum e de 0,038 + 0,005 pgC.cm™ para

Cladophora vagabunda (Tabela 3). N&o foram observadas diferencas significativas na

biomassa bacteriana associada a estas espécies de macroalgas (p = 0,08; F = 2.181).
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A andlise da biomassa bacteriana nos trés compartimentos avaliados revelou que a
biomassa associada as macroalgas (0,038 + 0,006 pgC.cm™®) (p < 0,01) diferiu
significativamente da biomassa contida na agua (0,198 + 0,015 pgC.cm™) e no sedimento
(1,29 + 0,114 ugC.cm™) (Figura 7), sendo observado o mesmo resultado quanto ao nimero

de células bacterianas (Anexos 3 a 4).

Praia de Boa Viagem

1,4+

1,2

0,84
0,6+
0,4

-
=4

0 T T
agua macroalgas sedimento

Biomassa ugC.cm-3

Compartimentos

Figura 7: Biomassa bacteriana, na coluna d'dgua, sedimento e aderidas ao talo de

macroalgas na Praia de Boa Viagem (area impactada).

A biomassa bacteriana média adsorvida aos talos das macroalgas da Praia da Baleia
(0,0065 + 0,001pgC.cm™) teve diferenca significativa (p = < 0,0001; F = 4364,9) em
relacdo a biomassa bacteriana média observada na Praia de Boa Viagem (0,038 + 0,006
ugC.cm™), sendo a biomassa bacteriana média da Praia da Baleia uma ordem de grandeza

inferior a da Praia de Boa Viagem.
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Os resultados relativos a biomassa bacteriana do sedimento (p= 0,000012; F=

763,88) e da agua (p= 0,000005; F= 632,91) das duas areas, separadamente, também

indicaram diferencas significativas, observando-se, tanto na dgua quanto no sedimento,

uma maior biomassa bacteriana nas amostras da Praia de Boa Viagem (Tabela 4).

Para a biomassa bacteriana dos talos de Champia parvula provenientes do cultivo

em laboratério (0,0568 + 0,004 pgC.cm™) registrou-se, em relacdo & biomassa bacteriana

dos talos provenientes do campo (0,005 + 0,0004 ugC.cm™), diferenca significativa (p =

0,000057; F = 140.5405), sendo observado um valor médio de biomassa dez vezes superior

nos talos das algas de cultivo (Tabela 3; Anexo 5).

Tabela 4: Valores de biomassa bacteriana e nUmero total de células bacterianas no

sedimento e na coluna d'agua, obtidos por contagem direta em microscopio de

epifluorescéncia.

PRAIA DA BALEIA

PRAIA DE BOA VIAGEM

NZ%total de células Biomassa NZ%total de células
Biomassa i ; ;
ngC.cm® ugC.cm” ngC.om® *= ugC.om3**
] 0,007 5,8 x 10° 0,198 1,65 x 10’
Agua
Sedimento 0,118 1,0 x 10’ 1,29 1,07 x 108

** Diferenca significativa em relacdo a Praia da Baleia (controle).
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3.2 - Crescimento de Champia parvula exposta a diferentes combinactes de fatores:

concentracOes de nitrato e fosfato e concentracGes de zinco, com e sem presenca de

bactérias.

3.2.1 - Taxa de crescimento do talo de C. parvula em trés niveis de trofia

(oligotroficos) e trés niveis de zinco, com a presenca de bactérias.

A Tabela 5, representa a taxa de crescimento obtida nos experimentos preliminares

onde foram avaliados os efeitos das concentracfes de nitrato e fosfato correspondentes a

ambientes oligotroficos, associadas a concentragcdes de zinco determinadas em funcéo do

limite estabelecido na legislacdo ambiental (Tabela 1).

Tabela 5: Taxa de crescimento (média + desvio padrdo) e diferenca percentual de

crescimento em relacdo ao cultivo em meio padrdo (controle), dos talos de

C. parvula submetidos a trés diferentes concentragdes de nitrato, fosfato e zinco,

com a presenca de bactérias.

OLIGOTROFICO

OLIGOTROFICO

OLIGOTROFICO

NO3 =1,61 uM NO3 =0,8 puM NO3 = 0,016uM
PO,> = 0,065uM PO4* =0,032uM PO,> =0,0006uM
Zinco | Taxa de crescimento Taxa de crescimento Taxa de crescimento
mg.L™? (%) % (%) % (%) %
1 2,5+ 0,0021* -96,07 20,77 £ 0,0060 -67,7 -9,29 £ 0,0067 -114,6
0,5 -11,54 + 0,0007* |-118,13 -14,38 + 0,0081 -122,6 -16,43 £ 0,0046 |-125,82
0,1 -2,14 + 0,0038 * -103,37 -23,13 £ 0,0068 -136,34 | -33,33 +0,0035* | -152,4
Controle 63,64 + 0,0035

* Diferenca significativa em relacdo ao controle (p < 0,05)
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A taxa de crescimento observada ap6s 15 dias, em todas as concentracdes testadas
foi inferior a obtida para os talos cultivados em meio padrdo (controle) ( Figura 8; Anexo
6).

As diferentes concentracGes de nutrientes correspondentes a ambiente oligotrofico
resultaram em uma diferenca percentual de -67,77% a -152,4% na taxa de crescimento em
relacdo aquela obtida no cultivo em meio padrdo (controle), ndo sendo observada diferenca
significativa entre os trés niveis representativos de ambiente oligotréfico testados (p >
0,05).

As maiores taxas de crescimento foram observadas nas concentracfes mais altas
(NOs = 1,61uM e PO,* = 0,065uM) e intermediarias (NOs = 0,8uM e PO,* = 0,032uM)
de nutrientes associadas a 1,0 mg.L™ de zinco.

Analisando a Tabela 5, apenas quanto ao efeito da quantidade de zinco associada as
diferentes concentracdes de nitrato e fosfato, observa-se que a concentracéo de 0,1 mg.L™
resultou em maior diferenga percentual no crescimento do talo, em relacdo aquele do talo

cultivado em meio padréo (controle), acarretando uma reducgéo de 103,37% a 152,4%.
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Taxa de crescimento (%)
N
it

-40 ‘ w ‘
Oligotréfico  Oligotrofico  Oligotrofico Controle

O1mg.L-1.Zn m0,5mg.L-1.Zn m0,1mg.L-1.Zn

Figura 8: Valores médios da taxa de crescimento dos talos de Champia parvula submetidos
a trés diferentes combinacbes de concentracdes de nitrato e fosfato, simulando

ambiente oligotrofico, associadas a presenca de zinco, com a presenca de
bactérias.

3.2.2 - Mortalidade dos talos de Champia parvula em trés niveis de trofia

(oligotroficos) e trés niveis de zinco, com a presenca de bactérias

A Tabela 6 contém os dados relativos a porcentagem de mortalidade dos talos de C.
parvula nos testes realizados nas combinacGes citadas anteriormente. O percentual de

mortalidade foi inversamente proporcional a concentracdo de zinco, com valores elevados
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quando estas concentraces estavam associadas a concentracdo de 0,1mg.L™ de zinco e
valores reduzidos quando associadas a 1,0 mg.L™ de zinco.

Em relacdo ao observado no cultivo realizado em meio padrdo (controle), a
mortalidade foi aproximadamente duas vezes maior nos experimentos com 0,5 mg.Zn.L™" e

cerca de trés vezes maior nos experimentos com 0,1 mg.Zn.L™,

Tabela 6: Porcentagem de mortalidade (média + desvio padréo) dos talos de C. parvula nos
testes com concentracdes referentes a ambientes oligotroficos associadas a

diferentes concentracdes de zinco.

NITRATO ; FOSFATO ZINCO MORTALIDADE
(uM) (mg.L™") (%)

10 14+ 14

Oligotrofico 1,61 ;0,065 0,5 18 +8,5
0,1 46+£3,1
1,0 22+85

Oligotrofico 0,8;0,032 0,5 36 + 33,9
0,1 50+42,4
1,0 2017

Oligotrofico 0,016 ; 0,0006 0,5 36 + 39,6
0,1 46 + 48,1
Controle 12+28
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3.2.3 - Taxa de crescimento do talo de Champia parvula em trés niveis de trofia

(ologotrdficos) com a presenca de bactérias (Teste de referéncia preliminar)

Nos testes de referéncia preliminares, os talos de C. parvula expostos as
concentracdes de 1,61 e 0,8 uM de nitrato e 0,065 e 0,032 uM de fosfato tiveram taxas de
crescimento similares, como indicam os valores proximos, com a diferenga percentual em
relacdo ao cultivo em meio padrdo (controle) variando de -122,9 a -125,4% (Tabela 7;
Anexo 7).

Nos experimentos em que foram avaliados 0os menores niveis de nitrato (0,016 puM)
e fosfato (0,0006 uM), o crescimento dos talos foi aproximadamente 1,5 vezes maior que 0
observado nas demais concentragfes. No entanto, ndo foi observada diferenca significativa

entre os trés tratamentos (p > 0,05) (Figura 9).

Tabela 7: Taxa de crescimento (média + desvio padrdo) e diferenca percentual de
crescimento em relacdo ao cultivo em meio padrdo (controle), dos talos de
C. parvula submetidos a trés diferentes concentracfes de nitrato, fosfato, com a
presenca de bactérias.

OLIGOTROFICO %

NO; = 1,61uM

PO,* = 0,065 uM -60,0 £ 0,002* | -122,9
NO; =0,8 uM

PO,* =0,032 uM -66,67 +0,002* | -1254
NO; = 0,016 uM

PO,* =0,0006 uM -40,0 £0,001* | -115,2

Controle 262,5+0,013

* Diferenga significativa em relacdo ao controle (p < 0,01)
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300+
250
200+
150+
100+

50

g ®
_SO,
-100 T T T

1,61uM/ 0,8uM/ 0,016uM/ controle
0,065uM 0,032uM  0,0006uM

Taxa de crescimento (%)

Nitrato/Fosfato

Figura 9: Valores médios da taxa de crescimento dos talos de Champia parvula submetidos
a trés diferentes concentracOes de nitrato e fosfato equivalentes a ambiente

oligotréfico, com a presenca de bactérias.

3.2.4 - Mortalidade dos talos de Champia parvula em trés niveis de trofia (oligotréficos) e

trés niveis de zinco, com a presenca de bactérias.

As porcentagens de mortalidade, nos experimentos em que as frondes das algas
estiveram submetidas as condicOes de ambiente oligotrofico, foram elevadas. Os valores

variaram de 44 a 66,7%, com o valor mais elevado sendo observado nos experimentos em
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que os talos da macroalga foram submetidos as maiores concentracfes de nitrato e fosfato

(Tabela 8).

Tabela 8: Porcentagem de mortalidade (média + desvio padréo) dos talos de C. parvula
expostos a diferentes concentracbes de nitrato e fosfato, equivalentes a

ambientes oligotroficos, sem o acréscimo de zinco.

NITRATO ; FOSFATO | MORTALIDADE (%)

(kM)
Oligotrofico 1,61 ;0,065 66,7 £6,1
Oligotrofico 0,8; 0,032 62,7 £ 16,2
Oligotréfico 0,016 ; 0,0006 44 +6,9

Controle 12+ 4

3.25 - Exposicdo dos talos de Champia parvula em concentracdo de nutrientes

correspondente ao nivel de trofia de um ambiente eutréfico e trés niveis de zinco,

com e sem a presenca de bactérias.

A Tabela 9, mostra o resultado dos experimentos onde foram avaliados os efeitos
sobre o crescimento dos talos das macroalgas de concentracdes de nitrato e fosfato,
correspondentes a ambientes eutroficos, associadas as trés diferentes concentragdes de
zinco definidas com base na legislacdo ambiental (Tabela 2). Os dados brutos estéo

apresentados no Anexo 8.
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3.2.5.1 - Taxa de Crescimento do talo de Champia parvula

A taxa de crescimento da alga cultivada em meio padrdo (controle), nos
experimentos com bactérias associados a 1,0 e 0,5 mg.L™ de zinco, foi aproximadamente
duas vezes inferior ao observado nos experimentos sem a presenca de bactérias.

Nos experimentos com bactérias a maior taxa de crescimento foi observada na
associacdo com a concentracdo de 0,1 mg.Zn.L? e a menor na associagdo com 1,0
mg.Zn.L™" (Tabela 9; Figura 10), no entanto as taxas de crescimento ndo apresentaram
diferenca significatica (p > 0,05).

A maior diferenca percentual em relagdo ao cultivo realizado em meio padréo
(controle), nos experimentos com bactérias ocorreu na associacdo de 1,0 mg.Zn.L™ e nos
experimentos sem bactérias na associacdo com 0,1 mg.zZn.L™.

Nos experimentos sem bactérias, a maior taxa de crescimento ocorreu nos talos
submetidos as concentragdes associadas a concentracdo de 0,5 mg.L™, apresentando uma
diferenca percentual de 2,58% em relacéo ao cultivo realizado em meio padréo (controle).

Na concentracdo de 0,1 mg.Zn.L™, a taxa de crescimento foi semelhante nos dois

tipos de teste (Figura 10).
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Tabela 9: Taxa de crescimento (média + desvio padrdo) e diferenca percentual de
crescimento em relacdo ao cultivo realizado em meio padrdo (controle), dos
talos de C.parvula submetidos a concentracfes de ambiente eutrofico, com e

sem a presenca de bactérias.

EUTROFICO
NOs =500 uM  PO,* =31,25 uM
Experimentos com bactérias Experimentos sem bactérias
Zinco Taxa de crescimento Taxa de crescimento
mg.L* (%) % (%) %
1 233,33 +0,018 -56,59 685,71 + 0,028 -32,55
0,5 388,89 + 0,035 -27,65 1.042,9 + 0,038 2,58
0,1 422,22 + 0,060 -21,45 433,33 £ 0,009 - 57,38
Controle 537,50 + 0,048 1.016,67 + 0,004
Eutréfico referéncia Zn -
1700 | - -7 bactérias
1500 | T B
1300 e X
i’ 1100 1 7
2 900 -
é 700 referéncia Zn
2 - s/ bacterias
S 500 -
= 300 -
100 4
-100 4 - o [oe -
Concentracdo de Zn (mg/L)
I Bactérias —1s/ bacterias

—A—referéncia NP - bactérias x referéncia NP - s/ bacterias

Figura 10: Valores médios da taxa de crescimento dos talos de Champia parvula submetidos a
concentracdes de nitrato e fosfato equivalentes a ambiente eutr6fico, com e sem a

presenca de bactérias.
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3.2.5.2 - Mortalidade do talo de Champia parvula

No ambiente eutro6fico com a presenga de biomassa bacteriana (Tabela 10), a
mortalidade variou de 2,6% a 14,6%, com o0s maiores valores sendo observados na
associagdo com 0,1 mg.Zn.L ™,

Os experimentos sem bactérias evidenciaram baixas taxas de mortalidade

(porcentagens), com o maior valor sendo observado na associagdo com 0,1 mg.Zn.L™.

Tabela 10: Porcentagem de mortalidade (media + desvio padréo) dos talos de C. parvula
nos testes com concentracBes de nitrato e fosfato referentes a ambiente

eutréfico, associadas a concentragdes de zinco, com e sem a presenca de

bactérias.
NITRATO ; FOSFATO ZINCO MORTALIDADE (%)
(uM) (mg.L™)

1,0 26+23
Experimentos com Bactérias 500 ;31,25 0,5 6,6 +8,3
01 14,6 +£22

Controle 0

1,0 0

Experimentos sem Bactérias 500 ; 31,25 0,5 0
01 6,6 +4,6
Controle 1,3+2,3
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3.2.6 - Exposicdo dos talos de Champia parvula a concentracdo de nutrientes

correspondente ao nivel de trofia de um ambiente mesotrdéfico e trés niveis de zinco,

com e sem a presenca de bactérias.

3.2.6.1 - Taxa de crescimento do talo de Champia parvula

No ambiente mesotrofico, os experimentos com bactérias apresentaram nas
concentracdes associadas a 0,1 mg.L™* e 0,5 mg.L™ de zinco um aumento na taxa de
crescimento em relagdo ao controle de 3,65% e 35,55%, respectivamente (Tabela 11).

A taxa de crescimento do cultivo em meio padrdo (controle), nos experimentos com
bactérias, foi aproximadamente duas vezes inferior ao observado nos experimentos sem
bactérias, sendo a maior taxa de crescimento, nos dois experimentos, observado na
associacdo com 0,5 mg.Zn.L™* (Figura 11).

A maior diferenca percentual, em relagdo ao cultivo em meio padrdo (controle),
ocorreu na associacdo com 1,0 mg.Zn.L™ nos testes com bactérias e na associacdo com 0,1
mg.Zn.L™?, nos testes sem bactérias.

As taxas de crescimento obtidas nos experimentos sem bactérias foram
significativamente diferente do obtido no cultivo em meio padréo (controle) (p<0,01).

Os resultados obtidos neste nivel de eutrofizacdo, nos experimentos sem bactérias,
indicaram valores de taxa de crescimento de 3 a 14 vezes inferior ao observado nos
experimentos que continham bactérias (Figura 11). Os dados brutos estdo apresentados no

Anexo 9.
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Tabela 11: Taxa de crescimento (média + desvio padrdo) e diferenca percentual de
crescimento em relagdo ao cultivo em meio padrdo (controle), dos talos de
C. parvula submetidos a concentracdes de ambiente mesotrofico, com e sem a

presenca de bactérias.

MESOTROFICO

NOs =100 uM  PO4* = 6,25 uM
Experimentos com bactérias Experimentos sem bactérias
Zinco Taxa de crescimento Taxa de crescimento
mg.L* (%) % (%) %

1 237,5+0,014 -55,81 83,33 £ 0,008* -91,8
0,5 728,57 + 0,059 35,55 171,43 + 0,021* -82,67
0,1 557,14 + 0,056 3,65 33,33 £ 0,005* - 96,72

Controle 537,5 + 0,048 1.016,67 + 0,004
* significativamente diferente do controle (P < 0,01)
Mesotréfico
referéncia Zn -

1700 - _ - bactérias

1500 - _ - -
~ 1300 - _ XK
S -
o 1100 - -
é 900 A ~ -
E _
g 700 - >K’ © referéncia Zn
° - s/ bacterias
g 500 - O
3
L 300 -

100 - -—‘

-100 - >1< 8,% 8&

Concentragéo de Zn (mg/L)

— s/ bacterias
X referéncia NP - s/ bacterias

I Bactérias
—a— referéncia NP - bactérias

Figura 11: Valores médios da taxa decrescimento dos talos de Champia parvula submetidos a

concentracdes de nitrato e fosfato equivalentes a ambiente mesotréfico, com e sem a

presenca de bactérias.
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3.2.6.2 - Mortalidade do talo de Champia parvula

Nos experimentos com bactérias, a mortalidade variou de 5,3% a 20%, com o maior
valor sendo observado na associacdo com 0,1 mg.Zn.L™ (Tabela 12).

A porcentagem de mortalidade foi mais elevada nos experimentos sem bactérias,
variando de 46% a 62,6%.

No controle, apesar da mortalidade ter sido maior nos experimentos sem bactérias,

ndo chegou a ser significativa, com valor médio inferior a 2%.

Tabela 12: Porcentagem de mortalidade (média + desvio padrdo) dos talos de C. parvula
nos testes realizados sob concentracdes de nitrato e fosfato referentes a
ambiente mesotrofico, associadas a concentragdes de zinco, com e sem a

presenca de bactérias.

NITRATO ; FOSFATO | ZINCO (mg.L MORTALIDADE (%)
(BM) )
1,0 53+6,1
Experimentos com 100 ; 6,25 0,5 6,6 +8,3
Bactérias 0.1 20+ 14.4
Controle 0
1,0 46 + 20,5
Experimentos sem 100 ; 6,25 0,5 62,6 + 16,2
Bactérias 0,1 62.6 + 15.1
Controle 1,3+2,3
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3.2.7 - Exposicdo dos talos de Champia parvula a concentragdo de nutrientes

correspondente ao nivel de trofia de um ambiente oligotrdéfico e trés niveis de zinco,

com e sem a presenca de bactérias.

3.2.7.1 - Taxa de crescimento dos talos de Champia parvula

No ambiente oligotrofico, as taxas de crescimento dos talos de C. parvula foram
maiores nos experimentos sem bactérias, variando de 285,71% a 614,3% (Tabela 13). A
menor taxa de crescimento (142,86%) foi observada nos experimentos com bactérias
associados a 1 mg.L™.de zinco.

A maior diferenca percentual em relacdo ao cultivo em meio padrdo (controle), nos
dois tipos de experimentos, foi encontrada na associagdo com 1mg.Zn.L™, e as maiores
taxas de crescimento na associacdo com 0,5 mg.Zn.L™ (Figura 12).

A taxa de crescimento do controle dos experimentos com bactérias foi
aproximadamente duas vezes inferior aquela observada nos experimentos sem bactérias.

Os dados brutos estdo apresentados no Anexo 10.
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Tabela 13: Taxa de crescimento (média + desvio padrdo) e diferenca percentual de

crescimento em relacdo ao cultivo em meio padrdo (controle) dos talos de

C. parvula submetidos a concentracdes de ambiente oligotréfico, com e sem a

presenca de bactérias.

OLIGOTROFICO

NOs; =1 pM PO,* = 0,06 uM
Experimentos com bactérias | Experimentos sem bactérias
Zinco | Taxa de crescimento Taxa de crescimento
mg.L™ (%) % (%) %
1 142,86 + 0,012 -73,42 285,71 +£ 0,016 -71,9
0,5 228,57 £ 0,026 -57,48 614,3 +£ 0,035 -39,6
0,1 147.62 + 0,017 -72,54 471,440,027 -53,63
Controle 537,5+ 0,048 1.016,67 + 0,004
Oligotréfico
referéncia Zn -
1700 4 _ - -~ X bactérias
1500 | _ - -
~ 1300 P -l
S -
S 1100 { P
5 -
E 900 - ~
2 - o
N 0 " bacreres
< 500 - (@)
2
300 -

Concentracdo de Zn (mg/L)

mm Bactérias
—a— referéncia NP - bactérias

s/ bacterias

X referéncia NP - s/ bacterias

Figura 12: Valores médios da taxa de crescimento dos talos de Champia parvula submetidos a

concentracdes de nitrato e fosfato equivalentes a ambiente oligotréfico, com e sem a

presenca de bactérias.
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A mortalidade variou de 16 a 21,3%, nos experimentos com bactérias e de 20 a

34,6% nos experimentos sem bactérias.

A maior porcentagem de mortalidade (34,6%) foi observada na associacdo com a

concentracdo de 0,5 mg.Zn.L™, nos testes sem bactérias (Tabela 14).

Tabela 14: Porcentagem de mortalidade (média + desvio padrdo) dos talos de C. parvula

nos testes com concentracbes de nitrato e fosfato referentes a ambiente

oligotrofico, associadas a concentracGes de zinco, com e sem a presenca de

bactérias.

NITRATO ; FOSFATO

ZINCO (mg.L™)

MORTALIDADE

(uM) (%0)
1,0 16 £21,2
Experimentos com Bactérias 1;0,06 0,5 20+ 12
0,1 21,3+16,7
Controle 0
1,0 20,0 + 25
Experimentos sem Bactérias 10,06 0,5 34,6 +22
01 26,6 + 33,3
Controle 1,3+23
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A Figura 13 apresenta uma comparacao da taxa de crescimento do talo das algas
submetidos aos trés diferentes estados troficos nos experimentos com bactérias.

A maior reducdo na taxa de crescimento, em relacdo ao controle, ocorreu nos
experimentos que simularam um ambiente oligotrofico.

Nos trés niveis de estado trofico, a menor taxa de crescimento foi observada na
combinacdo com 1,0 mg.L™ de zinco.

As frondes submetidas ao ambiente mesotréfico, na presenca de bactérias, tiveram
as maiores taxas de crescimento em relacdo os demais ambientes, independente da
quantidade de zinco, com a combinagdo com 0,5 mg.L™ resultando em crescimento 1,3
vezes superior ao observado no cultivo em meio padrdo (controle).

Nos experimentos sem bactérias, o0 ambiente mesotréfico apresentou as menores
taxas de crescimento (Figura 14).

As frondes submetidas as concentracdes de ambiente eutrofico tiveram as maiores
taxas de crescimento, exceto na combinacdo com 0,1 mg.L™ de zinco onde o crescimento
das frondes foi proximo do observado no ambiente oligotrofico. A taxa de crescimento foi

superior a do controle na combinag&o com 0,5 mg.Zn.L™.
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Figura 13: Valores médios da taxa de crescimento dos talos de Champia parvula submetidos a trés
diferentes concentracfes de nitrato e fosfato equivalentes a ambientes eutréfico,

mesotrofico e oligotrofico, em combinagdo com zinco, com a presenca de bactérias.

1200+

1000
800-
600-
4001
200

Eutréfico Mesotréfico  Oligotréfico controle

Taxa de crescimento (%)

O1mg.l-1.Zzn @O05mg.L-1.Zn MWO,1mg.L-1.Zn

Figura 14: Valores médios da taxa de crescimento dos talos de Champia parvula submetidos a trés
diferentes concentracfes de nitrato e fosfato equivalentes a ambientes eutréficos,

mesotroficos e oligotréficos em combinagdo com zinco, sem a presenca de bactérias.
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Nestes trés ambientes (eutrofico, mesotrofico, oligotrofico), os talos de C. parvula
mostraram alteracdo na morfologia em funcdo da concentracdo de zinco adicionada no
teste, sendo observado tanto nos experimentos com bactérias, quanto nos experimentos sem
bactérias um menor nimero de ramificacdo quando as concentra¢des de nitrato e fosfato

estavam combinadas com a concentragdo de 1,0 mg.L™ de zinco.

3.2.8 - Exposicdo dos talos de Champia parvula em meios enriquecidos com nitrato e

fosfato, com e sem a presenca de bactérias (testes de referéncia).

3.2.8.1 - Taxa de crescimento dos talos de Champia parvula

A Tabela 15 apresenta os resultados das taxas de crescimento e porcentagens de
crescimento relativo, obtidas nos experimentos em que foram avaliadas apenas as diferentes
concentracdes de nitrato e fosfato, correspondentes a ambientes eutroficos, mesotréficos e
oligotroficos, sem a combinagdo com o zinco.

As taxas de crescimento foram significativamente diferente do cultivo em meio
padrédo (controle) tanto nos testes com bactérias (p < 0,05) quanto nos testes sem bactérias
(p < 0,01). Entretanto, a avaliacdo dos valores de crescimento de cada tratamento (com
bactérias e sem bactérias) separadamente, ndo indicou diferenca significativa entre sua
médias (p > 0,05).

Nos trés tratamentos (eutrofico, mesotrofico, oligotrofico), a taxa de crescimento
obtida nos testes com bactérias foi aproximadamente 2 vezes inferior aquela observada nos

testes sem bacterias (Figuras 15 e 16).
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A diferenca percentual em relacdo ao controle variou de -107,1 a -110,7% nos testes
com bactérias e de -103,7 a 104,8% nos testes sem bactérias. Os dados brutos estdo

apresentados no Anexo 11.

Tabela 15: Taxa de crescimento (média + desvio padrdo) e diferenga percentual de
crescimento em relacdo ao cultivo em meio padrdo (controle), dos talos de
Champia parvula submetidos a trés diferentes concentracfes de nitrato, fosfato,

com e sem a presenca de bactérias.

Experimentos com Bacteérias Experimentos sem Bactérias

Taxa de crescimento (%) | % Taxa de Crescimento (%) %

EUTROFICO
NO; = 500uM -66,67 + 0,001* -110,7 -33,33 + 0,001* -103,7
PO,* =31,25 uM

MESOTROFICO

NO; = 100 uM -55,56 + 0,001* -108,9 -42,86 + 0,002** -104,8
PO,* = 6,25 uM
OLIGOTROFICO
NO; =1 uM -44.4 +0,001* -107,1 -33,33 £ 0,001* -103,7
PO,* = 0,06 uM
Controle 625,0 + 0,04 900,0 + 0,04

* Diferenca significativa em relacdo ao controle (p < 0,05)

**Diferenca significativa em relacao ao controle (p< 0,01)
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3.2.8.2 - Mortalidade dos talos de Champia parvula

As porcentagens de mortalidade foram elevadas tanto nos testes com bactérias como
nos testes sem bactérias (Tabela 16).

Os testes com bactérias resultaram em uma varia¢do na porcentagem de mortalidade
dos talos de 49,3% a 68%, com os maiores valores sendo observados no ambiente eutréfico
e 0s menores no ambiente oligotrofico.

As porcentagens de mortalidade, nos testes sem bactérias, variaram de 50,7% a
58,7%, com o0 menor menor valor ocorrendo no ambiente eutrofico.

No controle, apenas ocorreu mortalidade no testes sem bactérias, no entanto, esta

néo foi significante, atingindo apenas 8% das frondes de C. parvula.

Tabela 16: Porcentagem de mortalidade (média + desvio padrdo) dos talos de C. parvula
nos testes com concentragdes referentes a ambientes eutréficos, mesotroficos e

oligotroficos, sem o acréscimo de zinco, com e sem a presenca de bactérias.

MORTALIDADE (%)
NITRATO ; FOSFATO | Experimentos | Experimentos
(M) com Bactérias | sem Bactérias
Eutréfico 500; 31,25 68+0 50,7+2,3
Mesotréfico 100 ; 6,25 54,7+ 4,6 57,3+115
Oligotrofico 1;0,06 49,3+9,.2 58,7 £ 16
Controle 0 8+t4




58

Nos experimentos de referéncia, com a presenca de bactérias, ocorreu um aumento
gradativo na taxa de crescimento dos niveis mais altos de nitrato e fosfato para os niveis
mais baixos, ndo sendo observado, no entanto, diferenca significativa entre os valores
médios de crescimento dos trés ambientes (p > 0,05) (Figura 15).

Nos experimentos sem a presenca de bactérias, a taxa de crescimento foi semelhante

nos trés ambientes avaliados (eutréfico, mesotrofico, oligotrofico) (Figura 16).

700+
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300
200
100+

0 D B &

-100 ‘ ‘ ‘

Eutrofico Mesotrofico Oligotréfico Controle

Taxa de crescimento (%)

Figura 15: Valores médios da taxa de crescimento dos talos de Champia parvula
submetidos a trés diferentes concentracdes de nitrato e fosfato equivalentes a

ambientes eutréfico, mesotrofico e oligotrofico, com a presenca de bactérias.
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Figura 16: Valores médios da taxa de crescimento dos talos de Champia parvula
submetidos a trés diferentes concentracfes de nitrato e fosfato equivalentes a

ambientes eutrofico, mesotréfico e oligotrofico, sem a presenca de bactérias.

Nos experimentos, em que foram avaliadas apenas concentragcdes de nitrato e
fosfato, os talos de C. parvula apresentaram alteracdo na morfologia, nos trés diferentes
niveis de eutrofizacdo, quando estes estavam combinados a 1,0 mg.L™" de zinco. A

exposicao das algas a esta combinacéo levou a frondes menores e menos ramificadas .



60

3.2.9 - Exposicdo dos talos de Champia parvula em meios enriquecidos com zinco, com e

sem a presenca de bactérias (testes de referéncia).

3.2.9.1 - Taxa de crescimento de Champia parvula

Nos experimentos com bactérias, a maior taxa de crescimento foi observada na
concentracéo de 0,1mg.L™* e a menor na concentracéo de 1,0 mg.L™. Em relacéo ao cultivo
em meio padréo (controle), a taxa de crescimento nas concentracées de 0,1 mg.L™ e 0,5
mg.L™" apresentaram, respectivamente, um aumento de 105,1% e 58,46% (Tabela 17;
Figura 17).

Embora, nos testes com bactérias, o crescimento na concentracdo de 1,0 mg.L™
tenha sido 13,99% inferior ao observado no obtido no cultivo em meio padrdo (controle), a
diferenca entre as médias nao foi significativa (p > 0,05).

Nos testes sem bactérias, a maior taxa de crescimento foi observada na concentragdo
de 0,5 mg.L™ e a menor na concentracdo de 1,0 mg.L™. Os maiores aumentos na taxa de
crescimento em relagé@o ao cultivo em meio padrdo (controle), ocorreram nas concentragdes
de 0,5 mg.L?! (231,4%) e 0,1 mg.L? (155,0%), sendo observado para estas duas
concentracOes diferenca significativa em relagéo ao controle (p < 0,01; p < 0,05) (Tabela
17; Figura 18).

A taxa de crescimento obtida no cultivo em meio padréo (controle), nos testes com
bactérias, foi cerca de 3,5 vezes superior ao observado no controle dos testes sem bactérias.

Os dados brutos estéo apresentados no Anexo 12.



Tabela 17: Taxa de crescimento (média +
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desvio padréo) e diferenca percentual de

crescimento em relacdo ao controle, dos talos de Champia parvula submetidos

a trés diferentes concentragdes de zinco, com e sem a presenca de bacterias.

Experimentos com Bactérias Experimentos sem Bactérias
ZINCO Taxa de Crescimento Taxa de Crescimento
(mg.L™) (%) % (%) %
1,0 745,5 £ 0,055 -13,99 500,0 £ 0,013 100,0
0,5 1.370,0 £ 0,037 58,08 828,6 £ 0,007** 2314
0,1 1.777,8 £ 0,051 105,1 637,5 £ 0,016* 155,0
Controle 866,7 + 0,036 250,0 £ 0,01
Diferenca significativa em relagéo ao controle: * (p <0,05) **(p<0,01)
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Figura 17: Valores médios da taxa de crescimento dos talos de Champia parvula

submetidos a trés diferentes concentragcbes de zinco, com a presenca de

bactérias.
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Figura 18: Valores médios da taxa de crescimento dos talos de Champia parvula
submetidos a trés diferentes concentragcdes de zinco, sem a presenca de
bactérias.

Nos experimentos com bactérias a morfologia apresentou alteragdo em funcdo do
aumento da concentracéo de zinco, observando-se na concentracdo de 1,0 mg.L™ frondes
com crescimento reduzido e ramificagcBes mais curtas. Nos experimentos sem bactérias, a
morfologia se mostrou menos alterada, ndo sendo notada diferenca marcante entre as

frondes expostas as trés concentrac6es de zinco.
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3.2.9.2 - Mortalidade dos talos de Champia parvula

Nos experimentos com bactérias o percentual de mortalidade das frondes nas trés

concentracOes avaliadas foi inexpressivo, variando de 0 a 1,3% (Tabela 18).

Nos experimentos sem bactérias, a porcentagem de mortalidade variou de 5,3% a

18,3%, com o maior valor sendo observado nos experimentos com 0,1 mg.L™.

Tabela 18: Porcentagem de mortalidade (média + desvio padrdo) dos talos de Champia
parvula nos testes com diferentes concentragfes de zinco, com e sem a

presenca de bactérias.

MORTALIDADE (%)
ZINCO Experimentos | Experimentos
(mg.L™) com Bactérias | sem Bactérias
1,0 0 6,60
0,5 1,3£2,3 53+5,7
01 0 18,3+8,5
Controle 4+6,9 16 +5,7
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3.2.10 - Biomassa bacteriana

3.2.10.1 - Biomassa bacteriana adsorvida ao talo de Champia parvula

A biomassa bacteriana obtida nos talos de Champia parvula e nas diferentes
concentragcBes dos experimentos estd descrita no Anexo 13. Em todas as amostras

prevaleceram bactérias em forma de bastonetes, ndo sendo observado cocos ou espirilos.

3.2.10.1.1 - Ambiente eutrofico

No ambiente eutréfico ndo ocorreu diferenca significativa entre a média obtida no
cultivo em meio padréo (controle) e a observada nos testes com as trés variag0es de zinco
(p > 0,05) (Figura 19), ndo sendo também observada diferenga entre as médias dos trés

tipos de solugdes avaliadas no teste.
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Biomassa ugC.cm-3

Controle 1,0 mg/L Zn 0,5mg/L Zn 0,1 mg/L Zn

Figura 19: Variacdo da biomassa bacteriana nos talos de C. parvula submetidos as
concentracdes de nitrato e fosfato equivalentes a ambiente eutréfico, com as
diferentes combinages de zinco.

3.2.10.1.2 - Ambiente mesotréfico

No ambiente mesotréfico (Figura 20), a biomassa bacteriana média dos trés tipos de
solucdo variou de 0,03 a 0,04, ndo apresentando diferenca significativa em relacdo do
cultivo em meio padréo (controle) (p > 0,05).

As médias das biomassa bacterianas dos trés tratamentos também ndo apresentaram
diferenca significativa entre elas (p > 0,05), com o menor valor sendo observado na

associacdo com 1,0 mg.L™.
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Figura 20: Variacdo da biomassa bacteriana nos talos de C. parvula submetidos as

concentragdes de nitrato e fosfato equivalentes a ambiente mesotrofico, com as

diferentes combinacdes de zinco.

3.2.10.1.3 - Ambiente oligotrofico

No ambiente oligotrofico, a média da biomassa bacteriana ndo mostrou diferenca

significativa do controle (meio padrdo) em nenhuma das solucbes avaliadas, com o0s

maiores valores de biomassa (0,07 ugC.cm™) sendo observados na associacdo com 1,0

mg.L™ (Figura 21).
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Controle 1,0 mg/L Zn 0,5mg/L Zn 0,1 mg/L Zn

Figura 21: Variacdo da biomassa bacteriana nos talos de C. parvula submetidos as
concentracdes de nitrato e fosfato equivalentes a ambiente oligotrofico, com as

diferentes combinacdes de zinco.

3.2.10.1.4 - Experimentos com nitrato e fosfato (Testes de referéncia)

A biomassa bacteriana dos talos da macroalga, nos trés ambientes (eutréfico,
mesotrofico, oligotrofico) foi aproximadamente 3 vezes superior ao observado no controle
(p <0,001) (Figura 22).

Nos trés ambientes, a biomassa variou de 0,089 a 0,098 pgC.cm?, ndo havendo

diferenga significativa entre suas medias (p > 0,05).
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Figura 22: Variacdo da biomassa bacteriana, nos talos de C. parvula, submetidos as
concentracdes de nitrato e fosfato equivalentes a ambientes eutrofico,
mesotréfico e oligotrofico.

3.2.10.1.5 - Experimentos com zinco

Nos experimentos com zinco, ndo foi observada diferenca significativa entre o
controle e as diferentes concentracdes avaliadas, assim como entre as concentragdes, com

suas médias variando de 0,035 a 0,038 ugC.cm™ (p > 0,05) (Figura 23).
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Figura 23: Variacdo da biomassa bacteriana nos talos de C. parvula, submetidos as

diferentes concentracgdes de zinco.

3.2.10.2 - Biomassa bacteriana disponivel na coluna d'agua

3.2.10.2.1 - Ambiente eutrofico

A biomassa bacteriana quando exposta a ambiente eutréfico associado a 0,5 mg.L™
de zinco apresentou crescimento semelhante ao do controle (p > 0,05). No entanto, quando
as concentracdes de nitrato e fosfato estiveram associadas a 1,0 mg.L™ e a 0,1 mg.L™ de
zinco, a biomassa foi de 4 a 5 vezes inferior ao observado no controle (p < 0,001) (Figura

24).
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Figura 24: Variacdo da biomassa bacteriana na coluna d'agua, nos experimentos com

concentracdes equivalentes a ambiente eutrofico.

3.2.10.2.2 - Ambiente mesotréfico

No ambiente mesotréfico houve reducdo de 60 a 80% na biomassa em relacdo ao

controle (meio padréo), independente da concentracdo de zinco associada (p < 0,001)

(Figura 25). Entretanto, ndo foi observada diferenca entre as médias das trés solucgdes

avaliadas (p > 0,05).
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Figura 25: Variacdo da biomassa bacteriana na coluna d'dgua, nos experimentos com

concentracdes equivalentes a ambiente mesotroéfico.

3.2.10.2.3 - Ambiente oligotrofico

As concentracBes de ambiente oligotrofico apresentaram reducdo de 78,65% na
biomassa bacteriana em relagdo ao meio de cultivo padrdo (controle), quando associada a
1,0 mg.Zn.L™* (p < 0,001) e de 42,69% quando associada a 0,1 mg.Zn.L™" (p < 0,001). A
associagdo com a concentracdo de 0,5 mg.Zn.L™ ndo mostrou diferenca do controle (p >

0,05) (Figura 26).
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No entanto, a biomassa bacteriana média apresentou diferenca significativa (p <
0,001) em relacdo as diferentes associagfes do ambiente oligotréfico com zinco, com a

maior média sendo observada na associagdo com 0,5 mg.Zn.L™ (0,0079 ngC.cm™).
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Controle 1,0 mg/L Zn 0,5 mg/L Zn 0,1 mg/L Zn

Figura 26: Variacdo da biomassa bacteriana na coluna d'agua, nos experimentos com

concentragfes equivalentes a ambiente oligotréfico.

3.2.10.2.4 - Experimentos com nitrato e fosfato (Testes de referéncia)

Nestes experimentos, os valores de biomassa variaram de 0,0096 a 0,012 pgC.cm™,

ndo sendo observada diferenca significativa entre os trés niveis de eutrofizacdo avaliados.
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No entanto, foi observada diferenca significativa entre o controle e os ambientes

mesotrofico e oligotrofico (p < 0,05) (Figura 27).
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Figura 27: Variacdo da biomassa bacteriana na coluna d'dgua, nos experimentos com
concentragdes de nitrato e fosfato equivalentes a ambiente eutrofico,

mesotrofico e oligotrofico.

3.2.10.2.5 - Experimentos com zinco

A biomassa bacteriana, nestes experimentos, variou de 0,005 a 0,01pgC.cm?, sendo

observado na concentracdo de 0,5 mg.L™".Zn um valor de biomassa 79,59% superior ao
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observado no cultivo em meio padrdo (controle) (p < 0,001). A biomassa média, desta
concentracdo, foi de 4 a 8 vezes superior as concentragdes de 0,1 e 1,0 mg.L™, sendo
observada diferenca significativa entre elas (p < 0,001).

As concentragdes de 0,1 e 1,0 mg.L™" ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao controle (p > 0,05), embora tenha sido observado um aumento de 12,4% e uma
reducdo de 43,8%, respectivamente em comparagcdo com o controle (meio padrdo) (Figura

28). Os dados brutos estdo apresentados no Anexo 14.
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Figura 28: Variacdo da biomassa bacteriana na coluna d'agua, nos experimentos com

diferentes concentracdes de zinco.
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3.2.11 - Variaveis fisicas e quimicas

Os valores das variaveis medidas (OD, pH e salinidade) em todos os testes
estiveram dentro dos limites aceitaveis (Anexo 15).

1 sendo no

O valor de oxigénio dissolvido esteve sempre acima de 4,0 mgO,.L
geral observado um aumento no oxigénio nas amostras apos 72 horas de teste, 0 pH variou

de 7,0 a 8,0, e a salinidade de 31 a 36 %.
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4 - DISCUSSAO

4.1 - Avaliacéo da biomassa bacteriana adsorvida ao talo de algas marinhas na Praia da

Baleia (area controle) e na Praia de Boa Viagem (area impactada).

No ecossistema marinho, as bactérias assumem um importante papel, servindo,
muitas vezes como indicador do estado tr6fico do ambiente. Na anélise de diferentes
estratos do ambiente marinho, 0 maior nimero de bactérias esta geralmente adsorvido ao
sedimento (Epstein & Rossel, 1995). No entanto, este nimero sofre variagdo entre 0s
ambientes, tanto pelo aporte de matéria organica, quanto pelo consumo dos heterétrofos
(Bispo et al, 2001), sendo a concentragdo bacteriana e sua atividade usualmente mais
elevadas em ambientes impactados, sujeitos a eutrofizacdo (Barbosa, 1991; Cavari &
Colwell, 1988; Kiinnis, 1991).

No presente estudo a maior densidade e biomassa bacteriana foram encontradas nas
amostras de sedimento das duas areas estudadas, quando comparadas com 0S
compartimentos &gua e talo das macroalgas. Também, similar ao padrdo descrito na
literatura e corroborado pelo presente trabalho, é o fato da biomassa bacteriana nas areas
impactadas, mais eutroficas, serem mais elevadas, uma ordem de grandeza superior a da
area controle. Um padrdo semelhante foi observado nas amostras da coluna d"agua, com o
valor de biomassa bacteriana da area impactada (Praia de Boa viagem) sendo cerca de 28
vezes superior ao observado na area controle (Praia da Baleia).

A biomassa bacteriana observada no sedimento (1,29 pgC.cm®) e na coluna

d'agua (0,198 ugC.cm™), refletiram a influéncia do aporte de esgoto doméstico na Praia
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de Boa Viagem, mostrando ser a biomassa bacteriana uma ferramenta eficaz na avaliacéo
do estado trofico dos diferentes compartimentos do ambiente marinho.

Bispo (2001), avaliando o numero de bactérias no sedimento da Praia de Boa
Viagem registrou uma variacdo de densidade de 4,9 x 10° bactérias g™ no inverno para 7,0
x 10® bactérias g™ no verdo. Segundo o autor, a diferenca da ordem de 10° células nesta
regido durante o verdo, deve-se & somatoria das bactérias autdctones heterétrofas a elevada
densidade de coliformes fecais, proveniente do aporte de esgoto in natura.

Um outro tipo de interacdo que ocorre com as bactérias e parece ser de grande
importancia ecoldgica, é sua agregacdo a superficie dos tecidos animais e vegetais. Esta
agregacdo pode ser essencial para os organismos de ambientes marinhos e dulcicolas,
tornando-os menos vulneraveis a microrganismos patogénicos e beneficiando o
desenvolvimento de grupos especificos de bactérias (Gil-Turnes et al, 1989; Johnson, et al,

1991; Provasoli & Pintner, 1980).

Neste estudo, a avaliacdo da biomassa bacteriana aderida as diferentes espécies,
indicou a existéncia de diferenca significativa apenas entre as espécies U. fasciata e C.
parvula da éarea controle, sugerindo que a adsor¢cdo das bactérias ndo depende
primariamente da morfologia e da estrutura do talo, podendo estar tanto diretamente
relacionada a densidade bacteriana disponivel na coluna d"agua como ao ciclo vital da alga.

A diferenga de uma ordem de grandeza observada, entre a biomassa bacteriana
média aderida aos talos das espécies de macroalgas avaliadas da area controle (0,0065
ngC.cm™) e na éarea impactada (0,038 pgC.cm™) sugere haver uma relacéo direta com a

densidade bacteriana disponivel na coluna d'agua.
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Estes resultados corroboram com aqueles obtidos por Corre & Prieur (1990) que
sugerem que 0 numero de bactérias da fronde da macroalga Laminaria digitata, seria
controlada pelas condi¢des ambientais, pela densidade bacteriana na coluna dagua e por
aspectos relacionados a biologia algacea e ao estagio do ciclo vital.

O alto valor de biomassa bacteriana aderida ao talo de C. parvula oriunda de cultivo
(0,0568 pgC.cm™) pode ser explicado por ser este um sistema fechado, onde ndo ocorre
predacdo, sendo portanto maior a disponibilidade de fontes de carbono para as bactérias na
coluna d'agua.

No presente estudo, na area impactada nao foi observada uma relacdo direta entre a
densidade bacteriana disponivel na coluna d'agua e aquela aderida aos talos das macroalgas.
O valor de biomassa observado na amostra de agua foi aproximadamente cinco vezes
superior a média do valor observado nas amostras de macroalgas. Na Praia da Boa
Viagem, a biomassa bacteriana esta concentrada no material particulado, seja no sedimento
ou na coluna d'agua com alta incidéncia de floculacdo marinha (Crapez, 2002), criando um
nicho propicio a manutencdo da biomassa bacteriana. Este resultado também pode sugerir
que deve haver um ponto de saturacdo na densidade de bactérias aderidas por unidade de
superficie no talo das macroalgas, e que embora a adsorcdo tenha sido superior nesta area,
ela ndo refletiu o real estado trofico do ambiente.

As algas marinhas, em funcdo das interacbes que ocorrem quando as bactérias as
utilizam como substrato para fixacdo, podem ser utilizadas como uma ferramenta na
avaliacdo de efeitos de poluentes no ambiente marinho. Corre & Prieur (1990), verificaram

qgue Laminaria digitata era colonizada pela comunidade bacteriana resultando em
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incrementos de densidade, diversidade e atividade metabolica a medida que os tecidos

jovens se tornavam maturos ou envelheciam.

A biomassa bacteriana média aderida aos talos das macroalgas da Praia da Baleia
(0,0065 + 0,001pgC.cm™) foi significativamente diferente (p = < 0,0001; F = 4364,9) da
biomassa bacteriana média observada na Praia de Boa Viagem (0,038 + 0,006 pgC.cm™),
sendo o valor médio de biomassa bacteriana aderida aos talos das macroalgas da Praia da
Baleia uma ordem de grandeza inferior aquele obtido para as macroalgas da Praia de Boa
Viagem.

Os resultados relativos a biomassa bacteriana do sedimento (p= 0,000012; F=
763,88) e da agua (p= 0,000005; F= 632,91) das duas areas, separadamente, também
indicaram diferencas significativas, observando-se, tanto na &gua quanto no sedimento,
uma maior biomassa bacteriana nas amostras da Praia de Boa Viagem.

Os testes estatisticos confirmam diferencga significativa entre as areas controle e
impactada, sustentando que o emprego de nimero e biomassa bacterianos sdo avaliacGes
relevantes e consistentes para evidenciar o estado trofico do ambiente, utilizando distintos

substratos marinhos.



80

4.2 - Exposicdo de Champia parvula a diferentes combinacdes de fatores:
concentracOes de nitrato e fosfato, trés niveis de zinco e presenca ou auséncia de

bactérias.

4.2.1 - Crescimento dos talos de Champia parvula expostos a trés niveis
concentracGes de ambiente oligotrofico e trés niveis de zinco, com a

presenca de bactérias.

A atividade humana tem causado impactos profundos nos ciclos biogeoquimicos
globais, afetando profundamente a qualidade da &gua e alterando os ecossistemas marinhos
(Smith et al, 1999).

Durante a ultima década, um aumento na quantidade de nutrientes, particularmente
nitrogénio e fésforo tem levado a mudangas nas comunidade de macroalgas, influenciando
no seu crescimento, biomassa e composicao especifica (Magnusson et al, 1994; Smith et
al,1999).

As espécies de macroalgas tém apresentado em funcdo da concentragdo de
nutrientes a que estdo expostas, resposta diferenciada em relagdo ao crescimento, indicando
a existéncia de uma faixa limite para a absorcdo, e que concentracfes superiores ou
inferiores aos limites estabelecidos nesta faixa podem provocar efeito adverso no
crescimento (Peckol & Rivers, 1995).

Amado et al, 1994, citam que a deficiéncia de elementos essenciais abaixo de uma
determinada concentracdo Gtima para o crescimento pode constituir em um fator limitante

para o desenvolvimento das macroalgas.
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Neste estudo, a reducdo drastica da taxa de crescimento dos talos que foram
submetidos as concentragdes mais baixas de nitrato (0,016 uM) e fosfato (0,0006uM),
indica que as concentragdes de nutrientes utilizadas no teste atuaram como um fator
limitante, influenciando no crescimento de C. parvula.

O fato do crescimento das macroalgas ser diferenciado em funcdo da espécie e da
concentracdo de nutrientes a que sdo expostas, indica que a determinacdo, no presente
trabalho, de valores considerados médios para as faixas de nutrientes estabelecidas para 0s
diferentes niveis de eutrofizacdo foi o procedimento mais coerente.

A literatura cita que, mudancas na composicao bioquimica sob diferentes regimes
de nutrientes pode resultar em diferentes potenciais de bioacumulacdo de metais pesados
em macroalgas. Em relacdo ao zinco, ocorre uma menor acumulacdo quando as macroalgas
estdo expostas a baixas concentracdes de nitrato (Lee & Wang, 2001).

No presente estudo, as maiores taxas de crescimento nas concentraces de nitrato
(1,61 e 0,8 uM) e fosfato (0,065 e 0,032 uM) quando combinadas a 1,0 mg.L™
de zinco, indicam a ocorréncia de uma menor absorcdo do zinco devido aos baixos niveis
de nutriente, reduzindo o efeito toxico que esta concentracdo de zinco poderia causar,
confirmando assim, a influéncia de macronutrientes na concentracdo de metais em
macroalgas.

Os resultados, obtidos nos testes onde se avaliou o efeito das concentracGes de
nitrato e fosfato correspondendo a trés diferentes niveis de ambiente oligotrofico, sugere

que nutrientes abaixo de uma determinada concentracdo passa a ser um fator limitante,
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uma vez que quando avaliadas isoladamente estas concentracfes resultaram em baixas
taxas de crescimento.

No entanto, nos experimentos de referéncia, onde as frondes foram expostas as
concentracfes de nitrato e fosfato sem a combinagdo com zinco, ocorreu um aumento
gradual de 6% a 30% na mortalidade dos talos em funcdo da maior disponibilidade destes
nutrientes. Segundo Amado et al (1994), as algas necessitam de metais-tragcos, como o
zinco, para o seu metabolismo e crescimento. Portanto, os baixos niveis de nitrato e fosfato
disponiveis podem ter sido limitantes para o0 metabolismo e crescimento do talos, levando a
uma resposta diferenciada daquelas observadas nos experimentos em que estas

concentragdes estiveram associadas ao zinco.

4.2.2 - Crescimento dos talos de Champia parvula expostos concentragdes de
nutrientes correspondentes a trés niveis de trofia (eutrdfico, mesotrofico,

oligotrdfico) e trés niveis de zinco, com e sem presenca de bactérias.

A quantidade de nitrogénio e fésforo disponiveis no ambiente aquético influenciam
fortemente o crescimento das macroalgas, com alguns estudos atribuindo o aumento na
biomassa a altas quantidades de nutrientes provenientes de efluentes domésticos (Tewari &
Joshi, 1988).

No presente trabalho, a maior redugdo na taxa de crescimento das frondes, nos
experimentos com a presenca de bactérias, ocorreu no ambiente oligotréfico (N = 1,0 uM e
P = 0,06 uM), indicando que a disponibilidade de nutrientes foi um fator limitante para o

crescimento de C. parvula. O efeito no crescimento das macroalgas dos niveis de
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nutrientes representando diferentes graus de eutrofizacéo, avaliado nestes experimentos, em
ordem crescente, foi 0 seguinte: ambiente mesotrofico > ambiente eutréfico > ambiente
oligotrofico. Tewari & Joshi (1988) em estudos realizados in situ, para avaliar o efeito de
efluentes industriais e domésticos em macroalgas, obtiveram resultado semelhante, com o0s
maiores valores de biomassa das espécies de rodoficeas ocorrendo no ambiente
mesotrofico.

Nos experimentos sem bactérias, a resposta obtida foi inversa, com o ambiente
mesotrofico apresentando os menores valores de taxa de crescimento. O efeito dos
diferentes niveis de eutrofizacdo, nestes experimentos, foi em ordem crescente o seguinte:
ambiente eutr6fico > ambiente oligotrofico > ambiente mesotréfico. Thusby & Steele
(1984), observaram que Champia parvula foi menos sensivel ao As (V) sobre condicdes
eutrdficas, apresentando crescimento semelhante ao observado no controle quando exposta
a concentracdes de As (V) combinadas a 4,5 puM de fosfato.

As macroalgas assumem um importante papel na distribuicdo de nutrientes no
ecossistema, uma vez que durante o crescimento, devido a sua alta taxa de absorcéo, elas
funcionam como filtro retendo grande quantidades de nutrientes (Martins et al, 1999).

Os resultados referentes ao crescimento das macroalgas, obtidos nos experimentos
sem bactérias, no presente estudo, revelaram valores de taxa de crescimento duas a trés
vezes superior aquela observada nos experimentos com bactérias, mostrando que a
absorcdo de nutrientes foi maior nestes experimentos. No entanto, essa maior absorcéo
pode ter levado a uma saturacdo de nutrientes, uma vez que, as maiores porcentagens de

mortalidade foram observadas nos experimentos sem a presenca de bactérias.
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Observou-se assim, que a presenca de bactérias pode controlar as quantidades de
nutrientes e de substancias interferentes ou nocivas que estejam disponiveis na coluna
d'agua para absorcao pelas macroalgas.

As algas necessitam de metais para 0 seu metabolismo e crescimento, sendo
consideradas um bom indicador na avaliacdo de metais pesados em areas costeiras devido a
sua capacidade de acumulacdo (Haritonidis & Malea, 1999; Lozano et al , 2003). No
entanto, a partir de determinado limite de concentragéo, estas substancias podem produzir
efeitos tdxicos. Segundo Lobban et al (1985), o zinco pode limitar o crescimento da fronde
de macroalgas, em baixas concentragdes, e ser toxico em altas concentrages.

Estudos mostram que o crescimento de Sargassum filipendula foi reduzido em 50%
ap6s 30 dias de contaminacdo por 10pg.L™ de zinco, ndo havendo qualquer crescimento
quando esta espécie foi exposta a concentracéo de 1.000pg.L™ (Amado et al, 1994).

Lee et al (2001), citam que a espécie Ulva fasciata quando submetida as
concentracfes de 100puM de nitrato apresentaram uma acumulagdo de zinco cerca de 1,2
vezes maior que o observado em 10uM de nitrato.

No presente estudo, 0s experimentos com bactérias, independente do nivel de
eutrofizacdo, resultaram nas menores taxas de crescimento na combinacéo com 1,0 mg.L™
de zinco, comprovando a predominancia do efeito tdéxico do zinco no crescimento das
macroalgas e, ndo ocorrendo portanto uma reducdo na acumulacdo do zinco quando as
algas estiveram expostas a niveis baixos de eutrofizacao.

Alguns trabalhos mostram que o biofilme bacteriano pode absorver os metais

pesados, com varias bactérias sendo citadas como organismos tolerantes e capazes de
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acumular metal na celula (Correa et al, 1999). Baseado na sua capacidade de acumulacao,
as bactérias podem agir como filtro, diminuindo a quantidade de metal que atinge a
macroalga (Riquelme et al, 1997).

No entanto, nos experimentos realizados neste estudo, as bactérias ndo atuaram
como filtro, ndo protegendo a macroalga da concentracdo mais elevada de zinco a que esta
foi submetida, contribuindo para ampliar o efeito toxico da associa¢do de nutrientes com
metais pesados.

Assim, o melhor desenvolvimento dos talos esteve relacionado ao ambiente
mesotréfico, que sugere que as concentragBes de nutrientes ndo eram limitantes, ou seja,
concentragfes que ndo correspondem nem a valores extremos, nem a valores muito
reduzidos.

Estudos realizados por Holmes et al (1991), mostraram que as bactérias epifitas em
Gracilaria sordida estavam envolvidas na absorcdo de zinco e contribuiram para o valor
total de zinco acumulado pela macroalga. O grau em que a bactéria contribui para a
concentracdo de metal depende da espécie de macroalga e do ion metélico (Johnson, 1991).

Estes resultados explicam o observado, neste estudo, nos experimentos sem
bactérias onde, o efeito do zinco no crescimento da macroalga ndo foi muito acentuado,
com a combinacdodos nutrientes com os valores mais elevados de zinco (0,5 e 1,0 mg.L™),
na maior parte dos experimentos, resultando em altas taxas de crescimento.

Riquelme et al (1997), em estudos realizados com amostras de Enteromorpha
compressa sem a camada de bactérias, observaram uma diminui¢do significativa na

absorc¢do do cobre em relacdo as amostra em que a cobertura de bactérias foi mantida.
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Comparando os niveis de eutrofizacdo das duas variages dos experimentos (com
bactérias e sem bacterias), quanto a influéncia da concentracdo de zinco utilizada, observa-
se que as concentracdo de nitrato e fosfato combinadas a 0,5 mg.L™ de zinco resultaram nas
maiores taxas de crescimento, com excecdo do resultado obtido no ambiente eutrofico, em
que a maior taxa foi observada na combinacdo com 0,1 mg.L™.

Em relacdo a morfologia observa-se que, as concentracdes de nitrato e fosfato
combinadas a 1,0 mg.L™" de zinco resultaram nas maiores alteracbes, com as algas
apresentando ramificacfes mais curtas e em menor nimero. Resultado semelhante foi
citado por Maurat (1996), que observou efeito no crescimento de C. parvula a partir da
concentracdo d 1,04 mg.L™.

Estes resultados, referentes a toxicidade do zinco, ressaltam a importancia da
realizacdo de estudos para determinacdo dos limites de substancias a serem langadas no
ambiente aquatico, pois indica que o valor de 1,0 mg.L™ de zinco determinado pela NT-
202.R-10, Deliberagdo CECA n°® 1007 de 04 de dezembro de 1986 (FEEMA, 1986), para
lancamento de efluentes liquidos para o Estado do Rio de Janeiro, pode ndo estar levando a
protecdo dos organismos presentes no ambiente aquético.

Nos testes de referéncia com concentracGes de nitrato e fosfato combinadas a
bactérias, ocorreu um efeito semelhante ao obtido nos testes onde apenas foram testados
concentracBes de ambiente oligotréfico, com um aumento gradativo na taxa de crescimento
dos niveis mais altos de nitrato e fosfato para os niveis mais baixos, comprovando o efeito
da quantidade excessiva de nutrientes no crescimento das algas.

Nos experimentos de referéncia sem a presenca de bactérias, o efeito das diferentes
concentragOes de nitrato e fosfato no crescimento do talo da macroalga foi semelhante.

Pela comparagdo dos valores de taxa de crescimento obtidos, nestes dois tipos de
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experimentos, observamos que o menor efeito no crescimento ocorreu nos experimentos
sem bactérias, comprovando mais uma vez, que a presenca de bactérias e seus polimeros
extracelulares acaba ampliando o efeito dos nutrientes sobre as algas, devido a uma maior
absorcéo.

Com relacdo a mortalidade, observaram-se valores elevados nos dois tipos de teste
(com bactérias e sem bactérias), no entanto, enquanto nos experimentos com bactérias
ocorreu um aumento gradual na mortalidade dos talos de 10 a 20%, do ambiente
oligotrofico para o ambiente eutréfico, nos experimentos sem bactérias os valores de
mortalidade ndo apresentaram grande diferenca, com a menor porcentagem sendo
observada no ambiente eutréfico

Nos experimentos de referéncia com zinco, tanto nos experimentos com bactérias
guanto nos experimentos sem bactérias, a concentracdo de 1,0 mg.L™ foi a que mais afetou
o crescimento de C. parvula, com a média de crescimento das frondes submetidas a esta
concentracdo sendo aproximadamente duas vezes inferior ao observado nas demais
concentragoes.

A taxa de crescimento teve um aumento expressivo em relagdo ao controle nas
concentracdes de 0,5 mg.Zn.L™ e 0,1 mg.Zn.L™, para os dois tipos de experimentos,
indicando que estas quantidades de zinco ndo chegaram a ser limitantes, atuando como
nutriente, impulsionando assim o crescimento dos talos.

A comparacdo entre 0s experimentos com presenca e auséncia de bactérias, em
relacdo as taxas médias de crescimento, mostra resultado oposto ao obtido nos
experimentos com nitrato e fosfato. Nestes experimentos, as taxas médias de crescimento,
onde ndo havia presenca de bactérias, foram de 2 a 3 vezes inferiores ao observado nos

experimentos com bactérias. Em relacdo a mortalidade, embora as porcentagens, nos
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experimentos sem bactérias, possam ser consideradas baixas, elas foram de 4 a 18 vezes

superiores ao observado nos experimentos com bactérias.

4.2.3 - Biomassa bacteriana

As bactérias crescem em quase todos 0s habitats marinhos e sdo importantes
componentes estruturais nos processos biogeoquimicos (Riquelme et al, 1997).

No presente estudo, a biomassa bacteriana adsorvida ao talo de C. parvula, nos trés
ambientes avaliados (eutr6fico, mesotrofico e oligotréfico) em combinagdo com zinco, nao
teve diferenca significativa. Resultado semelhante foi observado nos experimentos de
referéncia com zinco.

Observa-se portanto, que a associacdo dos nutrientes com o zinco levou a
estabilizacdo da biomassa bacteriana, ndo interferindo no desenvolvimento da biomassa
bacteriana aderida ao talo da macroalga.

As bactérias heterotrofas reciclam todas as formas de nitrogénio ambientais,
utilizando tanto a respiracdo aerdébia quanto a anaerdbia, com todas as formas fixadas de
nitrogénio inorgénico, nos oceanos, sendo oxidadas a nitrato por bactérias (Falkowski,
1997; Codispoti, 1997; Crapez, 2000).

Nos testes de referéncia com nitrato e fosfato, realizados no presente estudo, a
biomassa bacteriana triplicou em relacdo ao controle, indicando que as bactérias utilizaram
0 nitrato e o fosfato como nutrientes.

A biomassa bacteriana disponivel na coluna d'agua, ao contrario do observado no
talo das macroalgas, mostrou diferenca na distribuicdo nos trés niveis de eutrofizacao

avaliados.
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Nos ambientes eutrofico e oligotrdfico, a biomassa bacteriana obtida no controle foi
proxima da observada na combinagdo com 0,5 mg.L™ de zinco. Holmes et al (1991),
também observou elevada biomassa bacteriana associada a superficie de macroalgas,
mesmo quando estas estavam submetidas a elevadas concentragdes de zinco (5mg.L™).

No entanto, no ambiente mesotrofico, o efeito sobre a biomassa bacteriana foi
maior, ocorrendo reducdo de 60 a 80% na biomassa, independente da concentracdo de
zinco avaliada.

Nos testes de referéncia com nitrato e fosfato, ndo houve diferenca entre a biomassa
bacteriana dos trés ambientes.

Nos testes de referéncia com zinco, observou-se na concentragdo de 0,5 mg.L™* uma
biomassa 79,59% superior a do controle (meio padrdo), provavelmente em funcdo das
bactérias da coluna d'agua bem como do biofilme do talo algaceo, terem sequestrado o
zinco, disponibilizando-o para o vegetal.

Microrganismos podem remover os metais de solos, sedimentos e coluna d'agua,
pois desenvolveram mecanismos de resisténcia, tornando-os indcuos. Eles utilizam
diferentes sistemas de defesa como a exclusdo, compartimentalizacdo ou formacdo de
complexos como as metalotioneinas, podendo absorver, acumular, bem como torna-los
biodisponiveis para outros niveis troficos. O mecanismo envolvendo a resisténcia
bacteriana aos metais envolve a sua transformacdo quimica intracelular e posterior
transporte ativo para fora da célula, bem como a detoxificacdo enzimatica convertendo-os
em menos toxicos ou menos disponiveis no ambiente (Mejare & Bulow, 2001).

Por essas razdes, a associacdo bactéria-macroalga é de grande relevancia nos

ambientes marinhos, e necessita ainda ser investigada com maior profundidade.
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5- CONCLUSAO

A adsor¢do das bactérias ndo depende da morfologia e da estrutura do talo, estando

diretamente relacionada a densidade bacteriana disponivel na coluna d” agua.

As bactérias, similarmente ao que se verifica para 0os compartimentos agua e sedimento,
ocorrem em maior densidade e em maior biomassa nos talos das algas de ambientes

impactados do que naqueles de ambientes ndo impactados.

O emprego de numero e biomassa bacterianos sdo avaliacfes relevantes e consistentes

para evidenciar o estado trofico do ambiente, utilizando distintos substratos marinhos.

A influéncia de nutrientes ambientais na concentracdo de metais deve ser considerado

em estudos de avaliacdo ambiental utilizando macroalgas.

A influéncia dos macronutrientes, na acumulacdo de metais pode ter implicacbes na
transferéncia trofica do metal em ecossistemas impactados por metais pesados e matéria

organica.

A interferéncia dos macronutrientes na concentra¢do de metais em macroalgas também

pode ser mostrada por sua influéncia na taxa de crescimento de macroalgas.
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As bactérias marinhas epifitas, sdo responsaveis pelo acimulo de metais pesados nos
talos das macroalgas. Havendo, portanto, a necessidade da interagdo de estudos

multidisciplinares para avaliar o seu papel como biofiltro.

A concentracdo de 1,0 mg.L™ de zinco limitou o crescimento dos talos de Champia
parvula, independente da presenca ou auséncia de bactérias, mostrando a necessidade
da reavaliacdo dos valores estabelecidos na NT-202.R-10, Deliberagdo CECA no. 1007
de 04 de dezembro de 1986, para langamento de efluentes liquidos para o Estado do Rio

de Janeiro.

ConcentracGes de Nitrato (0,016, 0,8 e 1,61 uM) e fosfato (0,065, 0,032, 0,0006 puM)
mostraram ser limitantes para o crescimento de Champia parvula quando avaliadas

isoladamente.
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Anexo 1: Valores de biomassa e numero de células bacterianas adsorvida as macroalgas da

Praia da Baleia.

Enteromorpha flexuosa

Total
547839,5188
466820,9984
640432,1135

Numero de células
5,4 x 10°
4,6 x 10°
6,4 x 10°

Biomassa pgC.cm™

0,00648
0,00552
0,00768

Ulva fasciata

Total NUmero de células Biomassa ugC.cm™
551697,5435 5,5x 10° 0,0066
733024,7082 7,3x 10° 0,00876
671296,3117 6,7 x 10° 0,00804

Cladophora vagabunda

Total Numero de células Biomassa pgC.cm™

520833,3453 5,2 x 10° 0,00624
543981,494 54 x10° 0,00648
567129,6427 5,6 x 10° 0,00672
Champia parvula

Total Numero de células Biomassa pgC.cm™
389660,5028 3,8x10° 0,00456
455246,924 4,5x 10° 0,0054
416666,6762 4,1x10° 0,00492
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Anexo 2: Valores de biomassa e numero de células bacterianas na coluna d'agua e no

sedimento da Praia da Baleia.

Coluna d'agua

Total Ndmero de celulas Biomassa pugC.cm™
532407,4196 5,3 x 10° 0,00636
632716,0639 6,3 x 10° 0,00756
601851,8657 6,0 x 10° 0,0072

Sedimento

Total Numero de células Biomassa pgC.cm™
10262345,91 1,0 x 107 0,12
10725308,89 1,0 x 107 0,12

9413580,463 9,4 x 106 0,1128
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Anexo 3: Valores de biomassa e numero de células bacterianas adsorvida as macroalgas da

Praia de Boa Viagem.

Enteromorpha flexuosa

Total NUmero de células Biomassa pgC.cm™
3105710 (média) (média)
2816358
3202161 3,0 x 10° 0,036
4243827
2681327
2739198
3105710
3028549
3414352
2932099

Ulva fasciata

Total Numero de células Biomassa pgC.cm™
2777778 (média) (média)
2449846
2391975 3,0 x 10° 0,036
4417438
2854938
2932099
3337191
2854938
3144290
3298611




106

Cladophora vagabunda

Total
2739198
3838735
3452932
3722994
2970679
3009259
2835648
3877315
2739198
3009259

Numero de células

2.8x10°

Biomassa pgC.cm™

0,033

Gymnogongrus griffthisiae

Total
4205247
4552469
3915895
3549383
3356482
3202161
3800154
2932099
3761574
2893519

Numero de células

3,5 x 106

Biomassa pgC.cm™

0,042
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Codium decorticatum

Total
2912809
3240741
3260031
3317901
2719907
2700617
3472222
3645833
3317901
3337191

NuUmero de células

3,1x10°

Biomassa pgC.cm™

0,037




108

Anexo 4: Valores de biomassa e numero de células bacterianas na coluna d'agua e no

sedimento da Praia de Boa Viagem.

Coluna d'agua

Numero de células Biomassa pgC.cm™
1,5x 10’ 0,18
1,7x 10’ 0,204
1,8x 10’ 0,216
1,6 x 107 0,192
Sedimento
Numero de células Biomassa pgC.cm™
1,0 x 10° 1,2
1,0 x 10° 1,2
1,2 x 108 1,44

1,1 x 108 1,32
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Anexo 5: Valores de biomassa e nimero de células bacterianas adsorvida aos talos de

Champia parvula proveniente do cultivo em laboratério.

Champia parvula

Total Numero de células Biomassa pgC.cm™
5285493,949 5,2 x 10° 0,0624
4629629,736 4,6 x 10° 0,0552

4475308,745 4.4 % 10° 0,0528
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Anexo 6: Valores de biomassa dos talos de Champia parvula submetidos a condicdes de
oligotrofia em combinagdo com zinco, com a presenca de bactérias.

Biomassa final (15 dias de teste)

Nitrato = 1,61 uM Fosfato = 0,065 uM

1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn

Testes controle
1 0,0119 0,0261 0,0146 0,0107

1 0,0137 0,0149 0,0187 0,024

1 0,0252 0,0220 0,0165 0,0105

1 0,0168 0,0226 0,0221 0,0129

1 0,0136 0,0222 0,0190 0,021

2 0,0135 0,0103 0,0125 0,0156

2 0,0124 0,0128 0,0154 0,0136

2 0,0140 0,0164 0,0060 0,0162

2 0,0095 0,0104 0,0204 0,0126

2 0,0110 0,0093 0,0051 0,0121

3 0,0073 0,0067 0,0076 0,0201

3 0,0059 0,0104 0,0012 0,0215

3 0,0126 0,0103 0,0250 0,014

3 0,0066 0,0023 0,0062 0,0216

3 0,0069 0,0071 0,0025 0,0271

soma 0,181 0,204 0,193 0,254

média 0,012 0,014 0,013 0,017

DP 0,005 0,007 0,008 0,005

Biomassa inicial

Nitrato = 1,61 uM Fosfato = 0,065 uM

1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,0109 0,0126 0,0175 0,0086
1 0,0127 0,0162 0,0139 0,0144
1 0,0162 0,0187 0,0136 0,0098
1 0,0184 0,0179 0,0156 0,0127
1 0,0143 0,0165 0,0179 0,0127



W W wWwwwmMNhPNDDDNDDNDN

soma
média
DP

0,0107
0,0101
0,0106
0,0111
0,0103
0,0105
0,0131
0,0097
0,0097
0,0088

0,177
0,012
0,003

0,0085
0,0092
0,014
0,0146
0,0151
0,0092
0,0098
0,0102
0,0087
0,0102

0,191
0,013
0,004

0,0125
0,0147
0,0122
0,0182
0,0144
0,0119
0,0105
0,0117
0,0105
0,0102

0,205
0,014
0,003
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0,0166
0,009
0,0109
0,0116
0,0099
0,0118
0,0109
0,0078
0,011
0,0101

0,168
0,011
0,002
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Anexo 6 (cont.)
Biomassa final (15 dias de teste)

Nitrato = 0,016 uM Fosfato = 0,0006 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes
controle
1 0,0115 0,0134 0,0141 0,0107
1 0,0130 0,0139 0,0128 0,024
1 0,0138 0,0140 0,0078 0,0105
1 0,0100 0,0105 0,0129 0,0129
1 0,0101 0,0131 0,0103 0,021
2 0,0225 0,0169 0,0026 0,0156
2 0,0282 0,0230 0,0173 0,0136
2 0,0210 0,0249 0,0177 0,0162
2 0,0305 0,0185 0,0188 0,0126
2 0,0083 0,0083 0,0234 0,0121
3 0,0049 0,0039 0,0017 0,0201
3 0,0008 0,0068 0,0088 0,0215
3 0,0074 0,0008 0,014
3 0,0087 0,0032 0,0216
3 0,0048 0,0271
soma 0,196 0,171 0,148 0,254
média 0,013 0,012 0,012 0,017
DP 0,009 0,007 0,007 0,005
Biomassa inicial
Nitrato = 0,016 uM Fosfato = 0,0006 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,0173 0,0176 0,021 0,0086
1 0,0215 0,0178 0,0225 0,0144
1 0,0171 0,0184 0,0126 0,0098
1 0,0188 0,0176 0,015 0,0127
1 0,018 0,0165 0,0206 0,0127
2 0,0167 0,0134 0,015 0,0166
2 0,0186 0,0159 0,0157 0,009



W W wWwwwmMNnhpNDDN

soma
média
DP

0,0132
0,0168
0,0149
0,0076
0,0122
0,0073

0,008
0,0078

0,216
0,014
0,005

0,0164
0,0163
0,013
0,0082
0,0103
0,0078
0,0071
0,0117

0,208
0,014
0,004

0,0162
0,0163
0,0192
0,0113
0,0125
0,0083
0,0129
0,0117

0,231
0,015
0,004
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0,0109
0,0116
0,0099
0,0118
0,0109
0,0078

0,011
0,0101

0,168
0,011
0,002



Anexo 7: Valores de biomassa dos talos de Champia parvula submetidos a trés diferentes

concentracdes de nitrato e fosfato, com bactérias (Teste de referéncia)

Biomassa final (15 dias de teste)

Testes

W W WWWMNDMNMDNNDNNNNDNEPE R PRFP PR

soma
média
DP

Nitrato= 1,61 uM
Fosfato = 0,065 uM

0,0035
0,0014
0,0035
0,0042

0,0025
0,0034
0,0042
0,0016

0,0026
0,0072
0,0031
0,0025
0,0051

0,045
0,003
0,002

Biomassa inicial

Testes

e

Nitrato= 1,61 uM
Fosfato = 0,065 uM

0,0111
0,0103
0,0123
0,0099
0,0122

Nitrato = 0,8 uM
Fosfato = 0,032 uM

0,0015
0,002
0,0022
0,003

0,0038
0,0041
0,0026
0,0032

0,0041
0,0063
0,0055
0,0025
0,0032

0,044
0,003
0,001

Nitrato = 0,8 uM
Fosfato = 0,032 uM

0,0107
0,0075
0,0085
0,0096
0,0112

Nitrato = 0,016 uM
Fosfato = 0,0006 uM

0,0091
0,0065
0,0025
0,0072
0,0086
0,007
0,0031
0,0028
0,0079
0,0087
0,0047
0,0026
0,0059
0,0071
0,0056

0,089
0,006
0,002

Nitrato = 0,016 uM
Fosfato = 0,0006 uM

0,011
0,0105
0,0111
0,0113
0,0107
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controle
0,0201
0,0215
0,014
0,0216
0,0271
0,0533
0,0361
0,0326
0,0428
0,0445
0,0331
0,0201
0,0233
0,0245
0,016

0,431
0,029
0,011

controle
0,0118
0,0109
0,0078
0,011
0,0101



W W W wwmNhPNDDDNDDNDN

soma
média
DP

0,0074
0,0116
0,0092
0,0081
0,0086
0,0086
0,0095
0,0077
0,0091
0,0082

0,144
0,010
0,002

0,0092
0,011
0,0112
0,0085
0,0099
0,0097
0,0102
0,0084
0,0079
0,0075

0,141
0,009
0,001

0,0091
0,0072
0,0066
0,0098
0,0113
0,0091
0,0085
0,0097
0,011
0,0083

0,145
0,010
0,002
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0,0067
0,0065
0,0052
0,0056
0,0071
0,0077
0,0075
0,0064
0,0094
0,0092

0,123
0,008
0,002
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Anexo 8: Valores de biomassa dos talos de Champia parvula submetidos a condic¢des de
ambientes eutroficos em combinacdo com zinco, com e sem bactérias

Biomassa final (15 dias de teste) - com bactérias

Nitrato = 500 uM Fosfato = 31,25 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,0416 0,0827 0,1637 0,0533
1 0,0483 0,0933 0,089 0,0361
1 0,0443 0,096 0,0899 0,0326
1 0,0633 0,0908 0,1362 0,0428
1 0,0736 0,0825 0,1243 0,0445
2 0,0155 0,0127 0,0075 0,0331
2 0,0149 0,0153 0,0098 0,0201
2 0,0107 0,0014 0,0105 0,0233
2 0,008 0,0089 0,0062 0,0245
2 0,014 0,0152 0,0124 0,016
3 0,0152 0,0194 0,0173 0,0331
3 0,0209 0,0193 0,0109 0,0201
3 0,0086 0,0231 0,016 0,0233
3 0,0274 0,0363 0,0137 0,0245
3 0,0247 0,0339 0,016
soma 0,431 0,631 0,707 0,443
média 0,029 0,042 0,051 0,030
DP 0,021 0,036 0,057 0,011

Biomassa inicial

Nitrato = 500 uM Fosfato = 31,25 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,012 0,0136 0,0121 0,0067
1 0,0176 0,0158 0,0144 0,0065
1 0,0105 0,0126 0,0127 0,0052
1 0,0155 0,0111 0,0098 0,0056
1 0,012 0,0143 0,012 0,0071
2 0,0058 0,0049 0,0064 0,0077



soma
média
DP
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0,0037
0,0048
0,0042
0,0057
0,0096
0,0085
0,006
0,0076
0,0089

0,132
0,009
0,004

0,005
0,0053
0,0054
0,0075
0,0062
0,0069
0,0099
0,0097
0,0085

0,137
0,009
0,004

0,0048
0,0078
0,0077
0,0065
0,0076
0,0071
0,0068
0,0084
0,0075

0,132
0,009
0,003
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0,0075
0,0064
0,0094
0,0092
0,0077
0,0075
0,0064
0,0094
0,0092

0,112
0,007
0,001
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Anexo 8 (cont.)
Biomassa final (ap6s 15 dias de teste) - sem bactérias

Nitrato = 500
uM Fosfato = 31,25 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,0834 0,0837 0,0137 0,1298
1 0,0712 0,0807 0,0201 0,0257
1 0,1038 0,0368 0,0261 0,0447
1 0,0501 0,1022 0,0426 0,0642
1 0,1244 0,1501 0,0234 0,0842
2 0,036 0,1559 0,0105 0,1298
2 0,0358 0,1001 0,0688 0,0257
2 0,0365 0,0448 0,0651 0,0447
2 0,0493 0,0851 0,0447 0,0642
2 0,0385 0,1834 0,0204 0,0842
3 0,0333 0,0398 0,0388 0,1298
3 0,028 0,043 0,0417 0,0257
3 0,0668 0,0444 0,024 0,0447
3 0,0277 0,0298 0,0252 0,0642
3 0,0337 0,0409 0,0223 0,0842
soma 0,819 1,180 0,487 1,046
média 0,055 0,084 0,032 0,070
DP 0,030 0,050 0,017 0,037
Biomassa inicial - sem
bactérias
Nitrato = 500
uM Fosfato = 31,25 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,0072 0,0071 0,0065 0,0057
1 0,0058 0,0065 0,0064 0,0051
1 0,0062 0,0099 0,0104 0,0103
1 0,005 0,0067 0,0069 0,0055
1 0,0069 0,0082 0,0072 0,007
2 0,005 0,0069 0,0054 0,0057
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soma
média
DP

0,0047
0,0085
0,0075
0,0056
0,0085
0,0054
0,0088
0,0061
0,0083

0,100
0,007
0,001

0,0076
0,006
0,0049
0,0093
0,0076
0,0065
0,0108
0,0071
0,0062

0,111
0,007
0,002

0,006
0,0079
0,0059
0,0058
0,0058
0,0077
0,0034
0,0075
0,0046

0,097
0,006
0,002
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0,0051
0,0103
0,0055
0,007
0,0057
0,0051
0,0103
0,0055
0,007

0,101
0,007
0,002
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Anexo 9: Valores de biomassa dos talos de Champia parvula submetidos a condigdes
de ambiente mesotr6fico em combinacdo com zinco, com e sem bactérias.

Biomassa final (apds 15 dias de teste) - com bactérias

Nitrato = 100 uM Fosfato = 6,25 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,0428 0,0928 0,2461 0,0533
1 0,0246 0,0851 0,0863 0,0361
1 0,0524 0,1352 0,0793 0,0326
1 0,0534 0,157 0,0611 0,0428
1 0,0419 0,1675 0,0872 0,0445
2 0,0203 0,0093 0,0156 0,0331
2 0,0133 0,0437 0,0115 0,0201
2 0,0256 0,0133 0,0141 0,0233
2 0,0256 0,0219 0,01 0,0245
2 0,0147 0,0111 0,0066 0,016
3 0,0279 0,048 0,0191 0,0331
3 0,0077 0,0141 0,0038 0,0201
3 0,011 0,024 0,0041 0,0233
3 0,0112 0,0243 0,0127 0,0245
3 0,012 0,0331 0,0087 0,016
soma 0,384 0,880 0,666 0,443
média 0,026 0,059 0,044 0,030
DP 0,015 0,055 0,064 0,011

Biomassa inicial

Nitrato = 100 uM Fosfato = 6,25 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes
controle
1 0,0075 0,0088 0,0103 0,0067
1 0,0064 0,0061 0,0076 0,0065
1 0,0099 0,0072 0,0084 0,0052
1 0,0093 0,0074 0,0058 0,0056
1 0,0086 0,0087 0,0072 0,0071
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soma
média
DP

0,007
0,0059
0,0067
0,0082
0,0066
0,0083
0,0087

0,007
0,0079
0,0077

0,116
0,008
0,001

0,0053
0,0054
0,006
0,0059
0,0062
0,0059
0,0109
0,0083
0,0077
0,0091

0,109
0,007
0,002

0,0061
0,0043
0,0052
0,0058
0,0048
0,0076
0,0076
0,0059
0,0074
0,0072

0,101
0,007
0,002
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0,0077
0,0075
0,0064
0,0094
0,0092
0,0077
0,0075
0,0064
0,0094
0,0092

0,112
0,007
0,001
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Anexo 9 (cont.)
Biomassa final (ap6s 15 dias de teste) - sem bactérias

Nitrato = 100
uM Fosfato = 6,25 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,0178 0,0561 0,0064 0,0029
1 0,0111 0,0352 0,0073 0,0007
1 0,0243 0,0193 0,0033 0,0071
1 0,0142 0,0567 0,026 0,0023
1 0,0327 0,0025 0,0135 0,0061
2 0,0084 0,0015 0,0011 0,0029
2 0,0032 0,0107 0,0047 0,0007
2 0,0065 0,0146 0,0145 0,0071
2 0,0061 0,0044 0,0034 0,0023
2 0,0139 0,0461 0,0061
3 0,0036 0,0039 0,0025 0,0029
3 0,0069 0,006 0,0031 0,0007
3 0,0146 0,0034 0,0009 0,0071
3 0,0011 0,0031 0,0054 0,0023
3 0,0126 0,0065 0,0061
soma 0,163 0,231 0,145 0,057
média 0,012 0,017 0,010 0,004
DP 0,009 0,019 0,012 0,002
Biomassa inicial - sem
bactérias
Nitrato = 100
uM Fosfato = 6,25 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,0074 0,0064 0,0068 0,0061
1 0,005 0,0061 0,006 0,0057
1 0,0062 0,0059 0,0062 0,0073
1 0,0063 0,0063 0,0068 0,006
1 0,0072 0,007 0,0091 0,0074
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soma
média
DP

0,0054
0,0059
0,0064
0,0079
0,0043
0,0049
0,0051
0,0066
0,0062
0,0059

0,091
0,006
0,001

0,0068
0,0075
0,0054
0,0055
0,0071
0,0064
0,0063
0,0086
0,0067
0,0065

0,099
0,007
0,001

0,0066
0,006
0,0057
0,0054
0,0068
0,0059
0,0071
0,0038
0,0057
0,0061

0,094
0,006
0,001
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0,0061
0,0057
0,0073
0,006

0,0074
0,0061
0,0057
0,0073
0,006

0,0074

0,098
0,007
0,001
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Anexo 10: Valores de biomassa dos talos de Champia parvula submetidos
a condicdes de ambiente oligotréfico em combinagdo com zinco, com e sem bactérias.

Biomassa final (apds 15 dias de teste) - com bactérias

Nitrato =1 uM Fosfato = 0,06 uM

1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes
controle
1 0,0268 0,0579 0,0182 0,0533
1 0,0194 0,0447 0,0305 0,0361
1 0,0307 0,0859 0,0331 0,0326
1 0,0321 0,0389 0,0745 0,0428
1 0,0349 0,0399 0,0282 0,0445
2 0,0135 0,0113 0,0069 0,0331
2 0,0159 0,0117 0,0028 0,0201
2 0,0117 0,0067 0,004 0,0233
2 0,0089 0,0036 0,0045 0,0245
2 0,0113 0,005 0,0049 0,016
3 0,0035 0,007 0,0096 0,0993
3 0,0073 0,0103 0,0117 0,1335
3 0,0066 0,0084 0,0102 0,093
3 0,003 0,0096 0,0099 0,1127
3 0,0082 0,0051 0,0091 0,1023
soma 0,234 0,346 0,258 0,867
média 0,016 0,023 0,017 0,058
DP 0,011 0,025 0,019 0,039
Biomassa inicial
Nitrato = 1 uM Fosfato = 0,06 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,0061 0,0064 0,0059 0,0067

1 0,0075 0,0058 0,0061 0,0065
1 0,0074 0,0093 0,0063 0,0052
1 0,0065 0,0063 0,0071 0,0056
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soma
média
DP

0,0086
0,0056
0,0048
0,0052
0,0055
0,0048
0,0096
0,0069
0,008
0,0081
0,0078

0,1024
0,0068
0,0015

0,0051
0,0063
0,0073
0,0043
0,0051
0,0055
0,007
0,0077
0,0116
0,008
0,0079

0,1036
0,0069
0,0019

0,0082
0,0067
0,0068
0,004
0,0052
0,0051
0,0069
0,0069
0,0087
0,0088
0,0082

0,1009
0,0067
0,0014
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0,0071
0,0077
0,0075
0,0064
0,0094
0,0092
0,0066
0,0097
0,009
0,0094
0,0109

0,1169
0,0078
0,0017
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Anexo 10 (cont.)
Biomassa final (apds 15 dias de teste) - sem bactérias

Nitrato=1
uM Fosfato = 0,06 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,0374 0,0293 0,0149 0,0143
1 0,0152 0,0163 0,0375 0,0131
1 0,064 0,068 0,042 0,0341
1 0,0387 0,1499 0,0732 0,0208
1 0,0367 0,0935 0,0158
2 0,0184 0,0437 0,0489 0,0505
2 0,0373 0,1105 0,0421 0,0183
2 0,0639 0,1403 0,1124 0,1052
2 0,0375 0,026 0,0324 0,0649
2 0,0223 0,0218 0,1055 0,0783
3 0,0031 0,0083 0,01 0,0029
3 0,0079 0,0129 0,0284 0,0007
3 0,0077 0,0072 0,0059 0,0071
3 0,0047 0,0085 0,0023
3 0,018 0,0061
soma 0,413 0,736 0,569 0,419
média 0,028 0,053 0,044 0,030
DP 0,020 0,051 0,034 0,033
Biomassa inicial - sem
bactérias
Nitrato=1
uM Fosfato = 0,06 uM
1 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
Testes controle
1 0,006 0,0046 0,0044 0,0044
1 0,0081 0,0069 0,0053 0,0061
1 0,011 0,0055 0,0068 0,0071
1 0,0056 0,0083 0,005 0,0062
1 0,0091 0,0078 0,0114 0,007
2 0,0071 0,0071 0,0068 0,0061
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soma
média
DP

0,008
0,007
0,0069
0,0059
0,0075
0,0072
0,0068
0,0074
0,0077

0,111
0,007
0,001

0,0089
0,0074
0,007
0,0079
0,0066
0,0062
0,0061
0,0052
0,0055

0,101
0,007
0,001

0,0074
0,0064
0,0067
0,0071
0,0051
0,0084
0,0068
0,0071
0,0087

0,103
0,007
0,002
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0,0057
0,0073
0,006
0,0074
0,0061
0,0057
0,0073
0,006
0,0074

0,096
0,006
0,001
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Anexo 11:Valores de biomassa dos talos de Champia parvula submetidos a trés
diferentes concentracdes de nitrato e fosfato, com e sem bactéria.

Biomassa final (apds 15 dias de teste) - com bactérias

Nitrato = 500 uM Nitrato = 100 uM Nitrato = 1 uM
Fosfato = 31,25 uM Fosfato = 6,25 uM Fosfato = 0,06 uM
Testes controle

1 0,0032 0,0012 0,0081 0,0533

1 0,0027 0,0057 0,0076 0,0361

1 0,0049 0,0033 0,0051 0,0326

1 0,0036 0,0016 0,0035 0,0428

1 0,0021 0,0042 0,0029 0,0445

2 0,0035 0,0021 0,0035 0,0331

2 0,0056 0,0038 0,0027 0,0201

2 0,0032 0,005 0,0048 0,0233

2 0,0027 0,0019 0,0025 0,0245

2 0,0042 0,0045 0,016

3 0,0031 0,0028 0,0025 0,0993

3 0,0023 0,0045 0,0047 0,1335

3 0,0018 0,0032 0,0035 0,093

3 0,0051 0,0027 0,0051 0,1127

3 0,0046 0,0062 0,1023
soma 0,044 0,051 0,067 0,867
média 0,003 0,003 0,004 0,058
DP 0,001 0,001 0,002 0,039

Biomassa inicial

Nitrato = 500 uM Nitrato = 100 uM Nitarto =1 uM
Fosfato = 31,25 uM Fosfato = 6,25 uM Fosfato = 0,06 uM
Testes controle

1 0,0097 0,0089 0,0113 0,0067
1 0,0082 0,0095 0,0093 0,0065
1 0,0113 0,0079 0,0086 0,0052
1 0,0085 0,0077 0,0094 0,0056
1 0,0079 0,0091 0,0087 0,0071
2 0,0092 0,0079 0,0072 0,0077



W W wWwwwhNhNDDNDDN

soma
média
DP

0,0089
0,0111
0,0087
0,0095
0,0095
0,0087
0,0078
0,0101
0,0092

0,138
0,009
0,001

0,0086
0,0092
0,0097
0,0088
0,0086
0,009
0,0095
0,0098
0,01

0,134
0,009
0,001

0,0081
0,0095
0,0093
0,0091
0,0078
0,0092
0,0087
0,0075
0,0094

0,133
0,009
0,001
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0,0075
0,0064
0,0094
0,0092
0,0066
0,0097

0,009
0,0094
0,0109

0,117
0,008
0,002
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Anexo 11 (cont.)
Biomassa final (apds 15 dias de teste) - sem bactérias

Nitrato = 500 uM Nitrato = 100 uM Nitrato = 1 uM
Fosfato = 31,25 uM Fosfato= 6,25 uM Fosfato = 0,06 uM
Testes 1,0 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn controle

1 0,0032 0,0029 0,0067 0,1298

1 0,0025 0,0032 0,0074 0,0257

1 0,0045 0,0043 0,0052 0,0447

1 0,0036 0,0025 0,0041 0,0642

1 0,0029 0,0018 0,0031 0,0842

2 0,0042 0,0056 0,0029 0,1298

2 0,0031 0,0051 0,0035 0,0257

2 0,0054 0,0032 0,0026 0,0447

2 0,0027 0,0048 0,0019 0,0642

2 0,0036 0,0029 0,0052 0,0842

3 0,0054 0,0031 0,0041 0,1298

3 0,0038 0,0051 0,0032 0,0257

3 0,0042 0,006 0,0028 0,0447

3 0,0051 0,0027 0,0052 0,0642

3 0,0037 0,0042 0,0036 0,0842
soma 0,058 0,057 0,062 1,046
média 0,004 0,004 0,004 0,070
DP 0,001 0,001 0,002 0,037

Biomassa inicial

Nitrato = 500 uM Nitrato = 100 uM Nitrato =1 uM
Fésforo = 31,25 uM Fosforo = 6,25 uM Fosforo = 0,06 uM

1,0 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn controle
1 0,0081 0,0074 0,0066 0,0057
1 0,0062 0,0068 0,0084 0,0051
1 0,0054 0,0094 0,0081 0,0103
1 0,0042 0,0092 0,0059 0,0055
1 0,0056 0,0085 0,0039 0,007
2 0,0042 0,0049 0,0048 0,0057
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soma
média
DP

0,0047
0,0065
0,0062
0,0084
0,0062
0,0058
0,0074
0,0069
0,007

0,093
0,006
0,001

0,0057
0,0063
0,0057
0,0082
0,0064
0,0039
0,0051
0,0062
0,0057

0,099
0,007
0,002

0,0052
0,0061
0,0037
0,0091
0,0067
0,0058
0,0049
0,0082
0,0091

0,097
0,006
0,002
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0,0051
0,0103
0,0055
0,007
0,0057
0,0051
0,0103
0,0055
0,007

0,101
0,007
0,002
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Anexo 12: Valores de biomassa dos talos de Champia parvula submetidos
a diferentes concentrac6es de zinco, com e sem bactérias.

Biomassa final (15 dias de teste) - com bactérias

Testes 1,0 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn controle

1 0,0269 0,0839 0,0715 0,0533

1 0,0223 0,1147 0,0976 0,0361

1 0,0315 0,1453 0,1202 0,0326

1 0,0323 0,138 0,0919 0,0428

1 0,0289 0,0403 0,1055 0,0445

2 0,1716 0,1728 0,1572 0,0993

2 0,1234 0,1389 0,1609 0,1335

2 0,116 0,2186 0,1502 0,0930

2 0,1411 0,1656 0,1882 0,1127

2 0,1208 0,0951 0,1157 0,1023

3 0,0763 0,1917 0,2596 0,0993

3 0,1254 0,1568 0,2853 0,1335

3 0,1221 0,1708 0,1463 0,0930

3 0,1436 0,2022 0,2287 0,1127

3 0,1157 0,1865 0,1679 0,1023
soma 1,398 2,221 2,347 1,291
média 0,093 0,148 0,156 0,086
DP 0,051 0,048 0,062 0,035

Biomassa inicial

Testes 1,0 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn controle

1 0,0065 0,0071 0,0086 0,0067
1 0,0099 0,0088 0,0105 0,0065
1 0,0083 0,0078 0,0078 0,0052
1 0,0124 0,0076 0,0074 0,0056
1 0,0078 0,0086 0,0094 0,0071
2 0,0128 0,0108 0,0117 0,0066
2 0,0104 0,01 0,0114 0,0097
2 0,016 0,0135 0,0137 0,009

2 0,0134 0,0115 0,0082 0,0094
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soma
média
DP

0,0122
0,0104
0,0127
0,0112
0,0151
0,0091

0,168
0,011
0,003

0,0117
0,0134
0,0145
0,0125
0,0114
0,0118

0,161
0,011
0,002

0,0086
0,0152
0,0112
0,0083
0,0128
0,0128

0,158
0,011
0,002

0,0109
0,0066
0,0097
0,009
0,0094
0,0109

0,122
0,008
0,002
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Anexo 12 (cont.)
Biomassa final (ap6s 15 dias de teste) - sem bactérias

Testes controle 1,0 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
1 0,0044 0,0074 0,0084 0,007
1 0,0061 0,0059 0,0077 0,007
1 0,0071 0,007 0,0081 0,0068
1 0,0062 0,0057 0,0072 0,0074
1 0,007 0,0066 0,0061 0,0087
2 0,0044 0,0098 0,0071 0,0058
2 0,0061 0,0050 0,0078 0,0068
2 0,0071 0,0084 0,0058 0,0067
2 0,0062 0,01 0,0071 0,009
2 0,007 0,0089 0,0065 0,0108
3 0,0044 0,0069 0,0076 0,0075
3 0,0061 0,0062 0,007 0,0081
3 0,0071 0,0066 0,0078 0,0084
3 0,0062 0,0062 0,0075 0,0098
3 0,007 0,0057 0,0085 0,007
soma 0,092 0,106 0,110 0,117
média 0,006 0,007 0,007 0,008
DP 0,001 0,002 0,001 0,001
Biomassa
inicial
Testes controle 1,0 mg/L.Zn 0,5 mg/L.Zn 0,1 mg/L.Zn
1 0,0143 0,0672 0,0955 0,0234
1 0,0131 0,0131 0,0504 0,0493
1 0,0341 0,0464 0,0261 0,0721
1 0,0208 0,0579 0,0966 0,052
1 0,0458 0,0921 0,0332
2 0,0143 0,0249 0,0874 0,0434
2 0,0131 0,0391 0,0707 0,0650
2 0,0341 0,0165 0,0731 0,0701
2 0,0208 0,0262 0,0661 0,0722
2 0,0097 0,0283 0,0961
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3
soma
média

DP

0,0143
0,0131
0,0341
0,0208

0,247
0,021
0,009

0,0654
0,0403
0,0237
0,0853
0,0367
0,598
0,040
0,022

0,0552
0,0572
0,0145
0,0784
0,0893
0,981
0,065
0,026

0,0303
0,0013
0,0096
0,0082
0,0074
0,634
0,042
0,029
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Anexo 13: Valores de biomassa e nimero de células bacterianas aderidas aos talos de

Champia parvula dos testes de laboratério.

CONTROLE
Numero de células Biomassa (HgC.cm™®)
31,59 x 10° 0,037917
25,94 x 10° 0,031134
33,66 x 10° 0,040394

EXPERIMENTOS DE REFERENCIA: NITRATO E FOSFATO

Numero de células Biomassa (HgC.cm™)
Eutroéfico 71,18 x 10° 0,085417
80,82 x 10° 0,096991
94,85 x 10° 0,113831
Mesotrofico 75,27 x 10° 0,090336
68,81 x 10° 0,082581
79,33 x 10° 0,095197
Oligotréfico 76,96 x 10° 0,092361
82,46 x 10° 0,098958

75,13 x 10°

0,090162
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Anexo 13 (cont.)

EXPERIMENTOS DE REFERENCIA: ZINCO

Numero de células Biomassa (HgC.cm™)
1,0 mg.L™? 32,09 x 10° 0,038519
29,20 x 10° 0,035046
28,89 x 10° 0,034676
0,5mg.L™ 28,74 x 10° 0,034491
29,37 x 10° 0,035255
30,03 x 10° 0,036042
0,1 mg.L™ 30,99 x 10° 0,037199
33,89 x 10° 0,040671

30,15 x 10° 0,036181
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Anexo 13 (cont.)

EUTROFICO
Numero de células Biomassa (HgC.cm™)
1,0 mg.L™? 8,44 x 10° 0,010139
13,9 x 10° 0,016736
30,9 x 10° 0,03713
0,5mg.L™ 10,12 x 10° 0,012153
13,04 x 10° 0,015648
15,43 x 10° 0,018519
0,1 mg.L™ 17,07 x 10° 0,020486
30,78 x 10° 0,036944

12,61 x 10° 0,015139
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Anexo 13 (cont.)

MESOTROFICO

Numero de células Biomassa (HgC.cm™)
1,0 mg.L*? 30,84 x 10° 0,037014
43,47 x 10° 0,052176
30,82 x 10° 0,036991
0,5mg.L? 20,69 x 10° 0,024838
30,16 x 10° 0,036204
24,90 x 10° 0,029884
0,1 mg.L? 28,41 x 10° 0,034097
33,17 x 10° 0,039815

15,41 x 10° 0,018495
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Anexo 13 (cont.)

OLIGOTROFICO

Numero de células Biomassa (HgC.cm™)
1,0 mg.L*? 80,34, x 10° 0,096412
79,57 x 10° 0,095486
25,51 x 10° 0,030613
0,5mg.L? 28,76 x 10° 0,034514
33,48 x 10° 0,040185
30,32 x 10° 0,036389
0,1 mg.L? 27,50 x 10° 0,033009
31,67 x 10° 0,038009

34,14 x 10° 0,040972
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Anexo 14: Valores de biomassa e nimero de células bacterianas das amostras de agua dos

testes de laboratorio.

Controle
NUmero de células Biomassa (ugC.cm™)
6,8 x 10° 0,008171
7,56 x 10° 0,009074
7,88 x 10° 0,009468

EXPERIMENTOS DE REFERENCIA: NITRATO E FOSFATO

Numero de células Biomassa (ugC.cm™)
Eutréfico 1,01 x 10° 0,012199
6,50 x 10° 0,007917
7.42 x 10° 0,008912
Mesotréfico 1,08 x 10° 0,013009
1,01 x 10° 0,012222
1,07 x 10° 0,012847
Oligotréfico 10,12 x 10° 0,012153
1,02 x 10° 0,012245

10,35 x 10° 0,012431
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Anexo 14 (cont.)

EXPERIMENTOS DE REFERENCIA: ZINCO

Namero de células Biomassa (ugC.cm™)
1,0 mg.L™? 3,12 x 10° 0,00375
4,18 x 10° 0,005023
5,36 x 10° 0,006435
0,5 mg.L? 4,01 x 10° 0,048148
3,70 x 10° 0,044444
3,18 x 10° 0,038241
0,1 mg.L™ 1,02 x 10° 0,012245
7,71 x 10° 0,009259

7.38 x 10° 0,008866
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EUTROFICO

Numero de células

1,0 mg.L™ 1,25 x 10°
1,15 x 10°
1,35 x 10°

0,5 mg.L™ 7,52 x 10°
10,35 x 10°
7,34 x 10°

0,1 mg.L™ 1,83 x 10°
2,35 x 10°
2,23 x10°

Biomassa (ugC.cm™)

0,001505
0,001389
0,00162

0,009028
0,012431
0,008819

0,002199
0,002824
0,002685
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Anexo 14 (cont.)

MESOTROFICO

Namero de células Biomassa (ugC.cm™)
1,0 mg.L™ 1,35 x 10° 0,00162
1,42 x 10° 0,001713
1,90 x 10° 0,002292
0,5 mg.L™ 2,25 x 10° 0,002708
4,20 x 10° 0,005046
2,77 x 10° 0,003333
0,1 mg.L™ 2,39 x 10° 0,00287
9,06 x 10° 0,001088

2.60 x 10° 0,003125
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Anexo 14 (cont.)

OLIGOTROFICO

NUmero de células Biomassa (ugC.cm™)
1,0 mg.L™? 1,67 x 10° 0,002014
1,65 x 10° 0,001991
1,60 x 10° 0,001921
0,5mg.L™ 7,00 x 10° 0,008403
5,90 x 10° 0,007083
7,07 x 10° 0,008495
0,1 mg.L? 4,45 x 10° 0,005347
4,35 x 10° 0,005231

3,93 x 10° 0,004722




Anexo 15: Variaveis fisicas e quimicas

Controle - testes com bactérias

Controle S% oD pH
Oh 35 6,31 8,52
inicio término inicio término inicio término
72h 35 35 6,51 6,47 8,45 8,41
144h 34 35 6,08 5,49 8,66 8,48
216h 34 35 5,86 6,99 8,05 8,08
288h 34 34 4,84 5,68 8,19 8,24
360h 36 6,69 8,14
Controle S% oD pH
Oh 34 5,72 8,42
inicio término inicio término inicio término
72h 34 34 4,80 5,98 8,44 8,48
144h 34 34 6,09 5,84 8,68 8,69
216h 35 34 7,06 6,92 8,10 8,06
288h 34 34 4,10 5,48 8,56 8,44
360h 35 5,04 8,63
Controle S% oD pH
Oh 34 6,71 8,53
inicio término inicio término inicio término
72h 34 35 5,26 6,42 8,84 8,86
144h 34 35 4,73 5,74 8,72 8,64
216h 35 35 4,00 4,69 8,38 8,40
288h 35 35 3,96 4,85 8,48 8,52
360h 35 5,73 8,63
Controle S% OoD pH
Oh 34 4,95 8,44
inicio término inicio término inicio término
72h 34 34 5,17 5,52 8,72 8,63
144h 34 34 4,64 4,91 8,58 8,69
216h 34 34 4,72 5,21 8,00 8,33
288h 34 34 4,43 5,07 8,42 8,26
360h 34 4,69 8,53
Controle S% oD pH
Oh 33 3,96 8,35
inicio término inicio término inicio término
72h 33 33 4,42 4,85 8,42 8,55
144h 33 34 4,56 4,89 8,32 8,06
216h 33 33 5,25 4,95 8,40 8,30
288h 34 34 4,98 5,41 8,34 8,35
360h 35 5,21 8,36
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Zinco 1 com bactérias

Zinco 2 com bactérias

Zinco 3 com bactérias

0,5 0,1 0,5 0,1
Img/L | 0,5 mg/L 0,1 mg/L Img/L | mg/L | mg/L | Img/L | mg/L mg/L

S% 34 34 34 31 32 32 31 32 32

Inicio oD 4,99 5,05 4,91 6,61 6,62 5,92 6,61 6,62 5,92
pH 8,44 8,42 8,40 8,47| 8,49 8,37 8,47 8,49 8,37

72h S% 37 35 35 31 32 32 32 32 32
Saida oD 4,82 5,04 4,89 518| 531 5,33 5,27 5,82 5,57
pH 8,64 8,56 8,74 8,2| 8,26 8,25 8,21 8,27 8,31

72h S% 34 35 35 30 30 30 30 30 30
Entrada| OD 5,69 513 5,23 4,22 4,48 4,39 5,8 4,46 4,52
pH 8,69 8,71 8,65 8,33 8,3 8,13 8,39 8,39 8,36

144h S% 34 35 35 31 31 31 31 31 31
Saida oD 5,10 541 5,02 574 571 5,74 577 5,7 5,70
pH 8,59 8,74 8,69 8,32| 8,15 8,24 8,23 8,31 8,36

144h S% 34 34 34 31 31 31 31 31 31
Entrada| OD 4,44 4,50 4,54 5,74| 5,74 5,75 5,65 5,71 5,7
pH 8,46 8,52 8,52 8,21 8,19 8,32 8,36 8,42 8,32

216h S% 34 34 36 32 31 31 31 31 32
Saida oD 4,69 4,85 4,85 521| 5,26 5,19 5,36 5,48 5,45
pH 8,28 8,35 8,42 8,57 8,5 8,6 8,65 8,6 8,68

216h S% 34 34 34 32 32 32 31 31 31
Entrada | OD 4,72 4,81 4,86 523| 5,26 5,32 5,32 531 531
pH 8,22 8,22 8,19 8,48| 8,51 8,41 8,37 8,44 8,39

288h S% 35 34 35 33 32 32 32 32 32
Saida oD 4,81 4,79 4,99 537 531 53 5,32 55 5,9
pH 8,16 8,23 8,31 8,62 8,71 8,62 8,68 8,79 8,92

288h S% 34 34 34 31 32 32 32 32 32
Entrada| OD 4,62 4,87 4,92 498| 5,13 4,93 4,81 4,98 4,92
pH 8,34 8,42 8,79 8,48| 8,45 8,41 8,52 8,46 8,53

360h S% 34 35 34 31 33 32 33 33 32
Término| OD 4,83 5,27 4,74 6,36| 5,66 5,35 5,94 6,76 518
pH 8,54 8,52 8,51 8,7 8,69 8,95 8,75 8,84 8,99
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Teste 1 com bactérias Teste 2 com bactérias Teste 3 com bactérias
NO; =1,61uM NO3 =1,61uM NO3 =1,61uM
PO, = 0,065 PO4 = 0,065 PO4 = 0,065
0,5 0,5
Img/L.Zn | mg/L.Zn | 0,Img/L.Zn| Img/L.Zn | 0,5mg/L.Zn |0,Amg/L.Zn| 1mg/L.Zn |mg/L.Zn|0,1mg/L.Zn
S% 35 35 35 34 34 34 34 34 34
Inicio |OD 6,31 6,27 6,19 5,94 5,87 6,02 6,23 5,67 5,91
pH 8,38 8,34 8,30 8,51 8,49 8,47 8,61 8,62 8,62
72h S% 34 34 36 34 34 34 35 35 35
Saida |OD 6,19 6,43 6,39 5,95 5,91 6,01 6,31 5,83 5,94
pH 8,45 8,42 8,34 8,45 8,37 8,40 8,77 8,75 8,66
2h [S% 34 34 34 34 34 34 35 35 35
Entrada | OD 6,36 6,37 6,46 5,67 511 5,27 4,03 4,18 4,51
pH 8,40 8,39 8,41 8,37 8,40 8,44 8,65 8,66 8,64
144h | S% 35 35 36 34 34 34 35 35 35
Saida |OD 4,88 4,95 4,39 6,65 5,54 6,06 4,06 4,22 4,73
pH 8,51 8,52 8,43 8,58 8,62 8,71 8,54 8,41 8,57
144h | S% 35 34 34 34 34 34 34 34 34
Entrada | OD 5,59 5,60 5,46 6,09 6,21 6,09 5,65 5,06 4,72
pH 8,53 8,57 8,37 8,77 8,77 8,61 8,66 8,62 8,65
216h | S% 35 35 35 35 35 35 35 35 35
Saida |OD 6,56 6,65 6,39 5,27 5,45 5,38 5,43 4,53 4,67
pH 8,07 8,02 7,93 7,94 7,94 7,96 8,34 8,38 8,30
216h | S% 34 34 34 34 34 34 35 35 35
Entrada | OD 5,88 5,79 5,84 6,60 5,66 6,02 4,43 4,79 6,59
pH 8,09 8,10 8,05 8,07 8,01 8,05 8,35 8,31 8,36
288h | S% 35 35 35 35 35 35 35 35 35
Saida |OD 5,58 5,82 5,62 5,74 4,72 5,81 5,58 4,57 5,01
pH 8,29 8,29 8,19 8,51 8,59 8,63 8,43 8,49 8,47
288h | S% 34 34 34 34 34 34 34 34 34
Entrada | OD 5,20 5,20 5,34 4,49 4,32 452 4,30 4,48 441
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pH 8,18 8,20 8,17 8,49 8,48 8,56 8,43 8,49 8,57

360h | S% 35 35 35 35 35 35 34 34 34
Término | OD 5,13 4,85 5,14 5,38 5,43 5,51 5,43 5,22 5,45
pH 8,03 8,11 8,06 8,32 8,42 8,56 8,39 8,50 8,65
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Anexo 16: Formulacdo do meio de cultura (PES) utilizado nos teste.

Provasoli, 1968 (PES)

H.0 100 mL
NaNO; 350 mg
Na; glicerofosfato.5H,0 50 mg
Fe (como EDTA; 1:1 molar (1) 2,5mg
P 1l metais (2) 25 mL
Vitamina B, 10pg

Tiamina 0,5mg
Biotina 5 ug

Tampéo - Tris (Sigma Co) 500 mg

(1) Dissolver 351 mg de Fe (NH,); (SO4),.6H-0 e 330 mg de Na,=°™ em 500 mL de H,O.

1 mL desta solucdo = 0,1 mg Fe.

(2) P Il - mistura de metais

Quantidades adicionadas a 100 mL

H3BO3
FeCls.6H,0
MnS0O,.4H,0
ZnS0,4.7H,0

C0S04.7H20
Na,EPTA

0,114 ¢
4,9 mg
16,4 mg
2,2 mg
0,48 mg
100 mg




Anexo 17: Formulacéo do meio de cultura (PES) utilizado nos testes.

Provasoli, 1968 (PES)

H,O

NaNO;

Na2 glicerofosfato.5H,0

Fe (como EDTA; 1:1 molar (1)
P Il metais (2)

Vitamina B,

Tiamina

Biotina

Tampéo — Tris (Sigma Co)

100 mL
350 mg
50 mg
2,5mg
25 mL
10 pg
0,5 mg

5 Hg
500 mg
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