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Resumo

Foi realizado o estudo inédito no pais sobre a formacao de agregados por duas espécies de
diatoméaceas isoladas do Reservatorio de Barra Bonita (Rio Tieté/ SP), Aulacoseira
granulata e Thalassiosira cf. duostra. Para tanto, utilizou-se um floculador Couette,
aparelho constituido por dois cilindros que, quando em rotagdo, promovem a formagao de
um gradiente de cisalhamento em que particulas movendo-se com diferentes velocidades de
deslocamento irao chocar-se. Tais particulas poderao permanecer aderidas ou nao,
dependendo de sua adesividade (stickiness). Foram determinados o coeficiente de
decaimento do niimero de particulas em suspensio (part - mL™) e o niimero de particulas
agregadas ao final do experimento.

Determinou-se que diferentes taxas de cisalhamento (G, s') afetam distintamente a
formagao de agregados em espécies diferentes de algas. 7. cf. duostra apresentou maior
agregacio quando submetida a G= 10 s™', apresentando coeficiente de decaimento e nimero
de particulas agregadas aproximadamente 1,5 vez maiores que a G=3 s™'. 4. granulata
agregou aproximadamente 1,5 vez mais particulas quando submetida a G=3s™' do que a
G=105s""

Os exopolissacarideos (EPS) produzidos por 7. cf. duostra aumentaram mais de duas vezes
o numero de particulas agregadas no final da fase exponencial de crescimento em relacao
ao mesmo processo na auséncia desses compostos. O EPS produzido por 4. granulata
aumentou em mais de uma vez a agregacao no final da fase exponencial e no inicio da fase
estacionaria

A adi¢do de EPS produzido por 4. granulata a 4gua do Reservatorio de Barra Bonita
aumentou area relativa dos agregados em relagao aos agregados formados sem a adigao
desses compostos, o que pode estar relacionado ao carater hidrofobico desse EPS. A adi¢ao
das células dessa diatomécea a agua do Reservatorio também aumentou a area dos
agregados formados. O aumento da area dos agregados provoca aumento das taxas de
afundamento dessas particulas e representa importantes implicagdes na ciclagem de matéria

no Reservatorio de Barra Bonita.



Abstract

This work presents original data about aggregate formation by two diatoms, Aulacoseira
granulata and Thalassiosira cf. duostra, isolated from Barra Bonita reservoir (Tieté river/
SP). Experiments were performed using a Couette floculator, a machine that promotes
laminar fluid shear rates (G, s™), in which particles in movement with several velocities
will shock. Depending on their stickiness, the particles may or may not form aggregates. It
was determined that different fluid shear rates can affect distinctly aggregate formation by
the two algal species. At shear rates of 10 s™, T. cf. duostra formed aggregates more
intensively than A. granulata. However, aggregate formation by A. granulata was greater at
a lower shear rate (3 s™).

The role of exopolysaccharides (EPS) produced by these species in aggregate formation by
their cells/chains was also studied. The results showed that these compounds enhanced
aggregation by both species.

The addition of A. granulata EPS in Barra Bonita water, leaded to the formation of
aggregates with larger relative surfaces (um”) when compared to aggregates formed in
Barra Bonita water in the absence of these compounds. This effect could be related to the
hydrofobic characteristics of A. granulata EPS, which is composed of large amounts of
terminal deoxy-sugars (fucose and rhamnose). When A. granulata chains were added to
Barra Bonita water, the formed aggregates presented also larger relative surfaces. This
increment leads to greater sinking rates and can promote important consequences for the

cycling of matter in Barra Bonita reservoir.



Introducao

Agregados gelatinosos sdo particulas ubiquas em todos os oceanos do mundo, de
composic¢do varidvel, amorfas, flocosas, de tamanho que varia de menos de 0,5 mm até
varios milimetros (Simon et al, 2002), mas podendo alcangar dimensdes surpreendentes, na
escala de metros, como aquelas que periodicamente ocorrem no Mar Adriatico (Alcoverro
et al, 2000). Na literatura, sdo conhecidas como "marine snow" nos oceanos e como "lake
snow" em agua doce. Estas particulas comegaram a ser observadas na década de 60 do
século passado e Riley (1963) foi, talvez, o primeiro autor a iniciar os estudos sistematicos
dos agregados, seguido por Silver et al (1978) e Alldredge (1979). Em 1967, Eppley et al,
ja descreviam o fato de diatoméceas marinhas afundarem mais rapidamente quando
formando agregados.

Tais particulas possuem uma matriz gelatinosa formada por polissacarideos
extracelulares de origem algal, mas também de bactérias (Heissenberger et al, 1996; Decho,
1990) e, possivelmente, de outros organismos. A essa matriz polimérica se agregam, em
concentracdes que podem ser 5 vezes maiores do que as encontradas na dgua circundante,
células algais vivas e mortas, bactérias, restos de organismos zooplanctonicos e outros
detritos organicos e componentes inorganicos, incluindo nutrientes (Shanks & Trent, 1979)
e até protozoarios (Caron et al, 1982). Essa diversidade de organismos dé-nos indicios da
variedade de processos metabolicos que podem ocorrer nos agregados. Obviamente, a
predominancia de uma determinada particula s6lida agregada ira depender da sua
concentragao na agua circundante. Assim, logo apds um florescimento de diatoméceas no
oceano, os agregados formados serdo ricos em diatomaceas, e uma regido com muitos
detritos em suspensao ird produzir agregados ricos em detritos (Alldredge & Gotschalk,
1990).

Na literatura sdo descritos alguns mecanismos basicos na formacao de agregados,
mas aparentemente uma outra categoria de particulas, os TEP (transparent exopolymer
particles), formados basicamente por polissacarideos, sdo freqiientes na sua formagao
(Passow et al, 2001). Os TEP, por sua vez, sdo formados a partir dos polissacarideos
coloidais livres na dgua através de sua "coagulacao", causada pelo colapso de bolhas e/ou

por choque entre coldides com diferentes velocidades em um gradiente de cisalhamento,



processo que tem sido chamado "formagao abidtica" (Mopper et al, 1995; Zhou et al,
1998). No entanto, essas particulas podem também ter origem bidtica, a partir de capsulas
de polissacarideos produzidas por microalgas (Bittar, 2005).

Os mecanismos bésicos na formacao de agregados sao o choque de células com
células ou com outras particulas como TEP, ou choques TEP/ TEP com posterior
agregacao de células, também por choques, em um gradiente de cisalhamento. O choque
entre diatomaceas marinhas recobertas por polissacarideos com alto poder adesivo pode,
também, iniciar a formacao de agregados, neste caso ricos em diatomaceas (Kiorboe &
Hansen, 1993).

Uma vez iniciada a formacao do agregado, este pode ir aumentando o tamanho
através da agregacdo continua de particulas s6lidas e de material polimérico, como coloides
e TEP. Em decorréncia do aumento do seu tamanho, as taxas de afundamento dos
agregados vao aumentando e acelerando a remogao de material particulado da coluna
d'agua, diminuindo sua concentracao (Eppley et al, 1967; Wassmann, 1983). Com taxas de
afundamento maiores do que qualquer célula ou filamento do fitoplancton, as implica¢des
ecoldgicas e biogeoquimicas associadas ao transporte de material em direcao ao fundo sdo
obvias.

Como ja foi dito, a presenca de agregados nos oceanos ¢ ubiqua e suas
concentracdes podem variar de algumas particulas por metro ciibico em regides pelagicas
oligotroficas (Alldredge & Youngbluth, 1985) até milhares por metro ctibico (Shanks &
Trent, 1980). Entretanto, os dados sobre concentragdes para lagos e reservatorios sdo muito
escassos e os disponiveis, majoritariamente, referem-se ao grande, mesotrofico e pré-alpino
lago Constance, na Alemanha (Grossart & Simon, 1993). Neste lago foram encontradas
concentracdes de 5 a 20 agregados por litro, com tamanhos que variaram de 3 a 10 mm
(Grossart & Simon, 1993, 1998; Weiss et al, 1996).

Sendo particulas razoavelmente grandes e com altas taxas de afundamento, um dos
importantes papéis dos agregados em ambientes marinhos, e provavelmente em lagos ou
reservatorios com grande profundidade, € o transporte de matéria para o sedimento. Em
ambientes marinhos, a importancia dos agregados, a "marine snow", como fonte de
nutricdo para comunidades batipelagicas e abissopelagicas ¢ considerada vital (Fowler &

Knauer, 1986). Durante o afundamento, os agregados vao sofrendo profundas



modificagdes, ocasionadas pela colonizagdo bacteriana, agregacao de novas particulas e
coldides e pela retirada de compostos organicos da agua circundante.

Os grandes agregados, com sua geometria fractal, t€m uma grande é4rea relativa de
superficie (Logan & Wilkinson, 1990) e, portanto, um grande potencial de adsorcao.
Conseqiientemente, durante sua queda, os agregados podem remover fosforo, nitrogénio,
metais, elementos- trago, aminoacidos e proteinas das aguas circundantes, o que os vai
enriquecendo em termos nutricionais (Fowler & Knauer, 1986; Grossart & Simon, 1998).

As bactérias podem modificar os agregados pelo menos de duas maneiras distintas:
pela decomposicao do substrato organico (Simon et al, 2002) e, através de sua excrecao de
matéria organica, adicionar novos coloides e outras moléculas nao glicidicas, como
compostos nitrogenados, por exemplo (Decho, 1990). Além disso, as bactérias podem
promover remineralizagdo, enriquecendo os agregados com fosforo e varias formas de
nitrogénio inorganico, o que faz destas particulas importantes sitios para a producgao
primaria, fato que representa, segundo Smetacek (1985), importante etapa nos ciclos
biologicos de diatomaceas marinhas planctonicas. Através dos agregados, as diatomaceas,
depois de um grande florescimento, podem efetuar migragdes na coluna d'agua, saindo da
superficie exaurida de nutrientes para regides mais profundas da zona eufotica. Para as
diatoméaceas neriticas, os agregados poderiam fornecer nutrientes necessarios para que as
células estruturem esporos de resisténcia rumo ao fundo, ou simplesmente aumentando a
velocidade de chegada ao fundo, o que evitaria a dispersao por advec¢do (Smetacek, 1985).
Em regides pelagicas, com colunas d'agua profundas, os agregados retirariam as
diatomaceas depletadas de nutrientes das regides superficiais, com aguas mais quentes €
com altas intensidades de luz, uma combinacao letal para células vegetativas desses
organismos depletados, além de ndo ser propicia a formagado de esporos de resisténcia, e as
arrastariam para regioes mais frias e escuras, onde tanto as células vegetativas quanto os
esporos de resisténcia podem subsistir e iniciarem recrutamentos posteriores (Hargraves &
French, 1983). Os agregados, além de retirarem rapidamente as células vegetativas das
regides superficiais, forneceriam os nutrientes necessarios para a formagao de esporos ou,
nas espécies que nao os produzem, divisdes celulares necessarias para o recrutamento

(Smetacek, 1985).



Entretanto, como foi citado, a grande maioria dos trabalhos envolvendo agregados ¢
referente a ambientes marinhos e, portanto, o papel dessas particulas em ambientes
lacustres ¢ ainda pouco documentado. Para ilustrar esse desconhecimento poderiam ser
feitas as seguintes perguntas. Em um lago ou reservatorio eutrofizado, com grande
producdo de biomassa fitoplanctonica e, portanto, com grande quantidade de matéria
organica particulada sendo sedimentada, que importancia teriam os agregados no fluxo de
matéria rumo ao sedimento? Que importancia teriam os agregados nas estratégias
reprodutivas de diatomaceas em um lago ou reservatdrio eutrofizado, polimitico e com
pequena profundidade? As diatomaceas de um reservatorio eutrofizado "utilizariam" os
agregados no seu ciclo bioldgico da mesma maneira que as marinhas? Que importancia
teriam os agregados na "imobilizagdo" de metais € compostos organicos téxicos, como
pesticidas e outras toxinas, de ocorréncia constante em reservatorios eutrofizados?

O fato de ndo haver estudos sobre a produgdo de agregados em culturas de espécies
tropicais de dgua doce, incluindo as diatomaceas, suscita uma outra importante questao. As
espécies dominantes no Reservatorio de Barra Bonita produzem agregados?

A presente proposta tem o intuito de iniciar trabalhos que fornegam subsidios para
formulagdo das respostas a essas questdes ¢ a melhor abordagem ¢ primeiro averiguar o
papel das mais importantes espécies da comunidade, em termos de produ¢do de biomassa,

na formagao de agregados gelatinosos.

Objetivos

O objetivo geral do trabalho ¢ estudar o potencial de formacao de agregados por
Aulacoseira granulata e Thalassiosira cf. duostra (Bacillariophyceae). A primeira espécie
tem sido descrita por formar densas populagdes no Reservatério de Barra Bonita e por se
apresentar com alta freqiiéncia nos agregados formados nesse reservatorio. 7. cf. duostra
forma populagdes pouco numerosas, porém freqiientes, nesse reservatorio, e foi utilizada
em estudos iniciais de agregacao devido a seu formato aproximadamente esférico.

Os objetivos especificos foram estudar, para Aulacoseira granulata e Thalassiosira
cf. duostra, os efeitos das taxas de cisalhamento, da idade da cultura e dos EPS produzidos

por essas espécies na formacao de agregados em culturas. Para 4. granulata, estudar os



efeitos das células e do EPS dessa espécie na formacao de agregados na agua do

Reservatorio de Barra Bonita.

Material e métodos
1. Organismos e condi¢oes de cultivo

Aulacoseira granulata var. granulata (Ehrenberg) Simonsen e Thalassiosira cf.
duostra (Pienaar) foram isoladas do reservatorio de Barra Bonita, estado de S3o Paulo (22’
29°S, 48" 34’W) e estdo agora inseridas no acervo da colegio de culturas do Departamento
de Botanica da UFSCar (WCDM), com os cddigos BB001 e BB028, respectivamente. As
culturas experimentais foram efetuadas em meio WC (Guillard & Lorenzen, 1972)
modificado pela adicdo de mais 50 uM Na,SiO;3 - 9 H,O (WC silica plus) apH 7,0 e
mantidas sob irradiancias (E) de 100 -120 umol fétons - m™ - s, em fotoperiodo
claro/escuro de 12:12 horas e temperatura de 21" + 1" C. A irradiéncia escalar (E) foi
medida com um sensor quantameter esférico (Biospherical Instruments™ QSL-100) em
frascos de cultivo de vidro (1 L) preenchidos com agua destilada. As culturas de 7. cf.
duostra e A. granulata foram efetuadas em garrafoes Pirex de 9 litros de capacidade com 7
litros de meio ou em garrafoes Pirex de 20 litros de capacidade com 16 litros de meio.
Todas as culturas experimentais foram mantidas sob as mesmas condi¢des descritas
anteriormente e foram borbulhadas suavemente com ar filtrado apenas para sua

homogeneizacao.

2. Amostragens

O crescimento de A. granulata e de Thalassiosira cf. duostra foi periodicamente (a
cada 3-5 dias) monitorado por contagens de células (em seis réplicas) em camara Palmer-
Maloney e hemocitdometro Fuchs-Rosenthal, respectivamente, para se determinar as fases
de crescimento nas quais seriam realizados os experimentos. Aliquotas foram retiradas para
executar os experimentos de agregacdo em quatro diferentes idades da cultura de 4.
granulata (inicio, meio e final da fase exponencial de crescimento e inicio da fase
estacionaria de crescimento). 7. cf. duostra teve aliquotas retiradas no inicio e final da fase

exponencial de crescimento e na fase estaciondria. Foram coletadas amostras para



quantificacdo, em HPLC- PAD, da concentra¢ao dos polissacarideos extracelulares
produzidos por essas espécies em cada idade de cultivo antes de cada experimento no
floculador Couette. Os filmes de EPS presentes na superficie das células de 4. granulata
foram observados em cada idade descrita anteriormente utilizando microscépio Zeiss
Axioplan 2 acoplado a camera fotografica Zeiss MC 200. Células e agregados foram
corados negativamente com Nankin ou corados com Alcian Blue 0.06% (corante especifico
para polissacarideos que apresentam grupos carboxila (-COOH), ou seja, polissacarideos

acidos), examinados e fotografados.

3. Quantificagdo dos polissacarideos

As aliquotas (20 mL) das culturas de A. granulata e da agua da represa de Barra
Bonita foram filtradas por filtragdo tangencial em cartucho de fibra oca com poro 0,65 um
(A/G Technology, Amersham, UK) e as de 7. duostra filtradas em filtros de fibra de vidro
GF/ 52C (Schleicher & Schiill®) de poro 1,2 um. O filtrado foi separado em duas aliquotas.
Uma delas foi hidrolisada segundo Gremm & Kaplan (1997) (12h in 6 M HCl a 120’ O),
correspondendo a fragao dos carboidratos totais. A outra aliquota, ndo hidrolisada, foi
utilizada para se determinar a concentracdo de monossacarideos livres, sendo a diferenga
entre essas duas fracdes a concentragcdo de exopolissacarideos (EPS). As andlises foram
feitas por detecg¢do de pulso amperométrico em cromatografia liquida de alta performance
(HPLC-PAD) (Gremm & Kaplan 1997). As analises em HPLC-PAD foram realizadas em
Dionex™ (Sunnyvalle, California) DX500, que consiste de uma versao com modulo de
gradiente PEEK GP40, um detector eletroquimico ED40, e um injetor manual LC5 com
uma valvula Rheodyne 9125 e um loop amostral de 25 pL. A ED40 ¢ equipada com uma
célula de fluxo amperométrico, um eletrodo-trabalho de ouro, e um eletrodo de referéncia
Ag/AgCl . Uma coluna analitica de troca ionica PA-10 (4 x 250 mm; Dionex™,
Sunnyvalle, California), equipada com apropriada pré-coluna (4 x 50 mm), foi usada para
separar os monossacarideos. O eluente utilizado para a separacao foi 18 mM NaOH, e para

regeneracio da coluna foi 200 mM NaOH a um fluxo de 1 mL - min™.



4. Formagdo de agregados
4.1. Floculador de Couette

O floculador Couette (figura 1) utilizado foi construido nas oficinas da UFSCar,
segundo descricao de van Duuren (1968), e consiste em um cilindro externo rotatério, com
velocidade variavel, com didmetro de 11,30 cm e um cilindro interno fixo, com diametro de
8,70 cm, ambos de acrilico e com altura de 24,9 cm. A distancia entre os dois cilindros,
onde ¢ colocada a amostra a ser estudada, ¢ de 1,3 cm, o que significa um volume de
aproximadamente 1,0 litro. Entre os dois cilindros, quando o externo esta em rotacao, ¢
criado um gradiente de cisalhamento laminar. A taxa de cisalhamento pode ser variada
modificando-se a velocidade de rotagdo do cilindro externo, por intermédio de um motor
cuja rotagdo (rpm) pode ser variada através de um potenciometro. Essa taxa média de

cisalhamento laminar (G,s™) pode ser calculada segundo a equagdo de van Duuren (1968):

G =4nNR Ry(R,* - R%) !

Onde: R = raio do cilindro interno; R, = raio do cilindro externo; N = velocidade

do cilindro externo (rotagdes - s).
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Figura 1: Floculador Couette construido na oficina mecanica da UFSCar. (A) Vista

lateral. (B) Vista dos cilindros entre os quais a amostra em estudo ¢ inserida.



Em um ambiente de cisalhamento, onde as particulas movem-se em diferentes
velocidades, as células irdo se chocar umas com as outras e poderao formar agregados, o
que dependera do grau de adesao (stickiness) dos polissacarideos extracelulares que
recobrem as células, na forma de bainhas, capsulas ou simples filmes, e dos polissacarideos
extracelulares livres no meio. Alguns géneros como Chaetoceros (marinho), que
apresentam cerdas recurvadas em suas frustulas, a formagao de agregados pode ser
facilitada por essas estruturas que se engancham umas as outras. Nos experimentos
realizados com a espécie Thalassiosira cf. duostra, conforme sera discutido
posteriormente, fibras de quitina (n-acetil-glicosamina), sintetizadas por esta alga, também
poderiam ter contribuido para o processo de agregacao, um mecanismo apenas descrito

superficialmente na literatura (ver figura 25, Discussao).

4.2. Formagao de agregados em culturas de T. cf. duostra e A. granulata
4.2.1. Quantificagdo da agrega¢do

Com a formacado de agregados em uma cultura unialgal, a concentragdo de
particulas em suspensdo tende a diminuir, enquanto seu tamanho médio aumenta em fungao
do tempo de experimento (Kierboe et al, 1990; Kierboe & Hansen, 1993). Considerou-se
uma particula como sendo uma célula solitaria e/ou um filamento, bem como um agregado
de células.

A agregacao foi quantificada pela retirada cautelosa de sub-amostras (3-5 mL, com
pipeta de Pasteur de boca larga) a cada 15 minutos e contagem da concentragdo de
particulas por mililitro (part - mL™") em cAmara Palmer-Malloney em trés ou quatro
réplicas. A cada amostragem, o volume retirado foi reposto com a suspensao
fitoplanctonica. Um teste piloto foi realizado com Nankin, mostrando que durante a
floculagdo as particulas distribuem-se de maneira homogénea dentro do floculador em
tempo inferior a 15 minutos, garantindo uma amostragem segura.

O decaimento na concentragdo de particulas em suspensdo foi descrito por modelos
matematicos, que foram escolhidos de acordo com o tipo de comportamento das particulas
durante o processo de agregacdo. Assim, no caso de 7. cf. duostra, aplicou-se um modelo
linear de primeira ordem, pois as particulas descreveram um decaimento linear:

C =kt + Cy,
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onde C = concentra¢ao de particulas no tempo t, Cy = concentracado inicial de particulas; ¢ =
tempo de experimento e k = coeficiente de decaimento do nimero de particulas em
suspensao.

Nos experimentos com A. granulata, foram aplicados dois modelos diferentes, pois
o processo de agregacao pode ser interpretado de duas maneiras. As parametrizagdes foram
obtidas por regressoes ndo-lineares (algoritmo iterativo de Levemberg-Marguardt, descrito
em Press et al, 1993):

a) O primeiro modelo, modelo bifédsico, considera que o processo de agregacao ocorre em
duas etapas, sendo a primeira mais rapida, seguida de uma segunda etapa mais lenta:

Ci= Coe™/' + ey,
onde C/= concentragdo de particulas em suspensao no tempo t; Cy= concentragao inicial de
particulas envolvidas no processo de agregacao na primeira etapa; k;= coeficiente de
decaimento de particulas na primeira etapa do processo de agregacao; Cy’= concentragdo
inicial de particulas envolvidas no processo de agregacdo na segunda etapa, k,= coeficiente
de decaimento de particulas na segunda etapa do processo de agregacao, /= tempo de
experimento;
b) O segundo modelo utilizado, modelo exponencial, assume que a agrega¢ao ocorre em
apenas uma etapa exponencial:

C,=Cop+Ce",

onde C;= concentragdo de particulas em suspensao no tempo t; Cp = limite minimo tedrico
da concentragao de particulas, C'= concentragdo de particulas envolvidas na agregacao; k =
coeficiente de decaimento de particulas no processo de agregacao e = tempo de
experimento.

A quantificacdo da agregacao de células foi obtida pela comparagao dos
coeficientes de decaimento e o respectivo nimero de particulas envolvido na agregagao
durante o tempo total de experimento (120-210 minutos). O niimero de particulas
envolvido foi calculado como a média do nimero de particulas inicial + desvio padrao

subtraida da média do ntimero de particulas final em suspensao + desvio padrao.



11

4.2.2. Efeito das taxas de cisalhamento na agregacdo

A taxa de cisalhamento influi diretamente na agregacao, ja que determina o padrao
de movimento e a velocidade das particulas em suspensao e, portanto, as colisdes entre elas
no ambiente aquatico natural. Portanto, os estudos foram iniciados tendo como foco
principal determinar o papel da taxa média de cisalhamento (G,s™") na agregacio das duas
espécies de diatomaceas.

Como em ensaios prévios obteve-se formacao de agregados com a dgua da represa
de Barra Bonita, decidiu-se utilizar a concentracdo de particulas proxima a encontrada
comumente na represa (Dellamano-Oliveira, comunicacao pessoal). Desse modo, de
culturas de 7. cf. duostra e A. granulata na metade final da fase exponencial de
crescimento, retirou-se uma aliquota e esta foi diluida, utilizando-se meio WC pH 7,0 sem
adi¢ao de fosfato, nitrato e micronutrientes (tampao WC), a uma concentracao final de 1,0
x 10* part - mL™". Essas suspensdes de células foram submetidas a trés diferentes
velocidades de cisalhamento (3 s, 10 s'e 30 s™) durante 180 minutos nos experimentos
com T. cf. duostra e durante 120 minutos com 4. granulata. Nos experimentos realizados
com A. granulata, o tampao WC foi filtrado em cartucho de fibra oca com poro 0,65 pm

(A/G Technology, Amersham, UK) para reter possiveis precipitados do meio.

4.2.3. Efeito dos precipitados do meio WC na agregagdo

Para estudar se os precipitados do meio WC influem no processo de formagao de
agregados, foi utilizada uma cultura de A. granulata na fase final do crescimento
exponencial, como descrito a seguir. A cultura foi submetida a filtragdo tangencial em
cartucho de fibra oca com poro 0,65 um para separar as células e o EPS a serem
empregados no experimento. O filtrado contendo o EPS da diatomacea foi concentrado (20
X) por filtracdo tangencial em cartucho de fibra oca com poro 10000 D (massa molecular).
2 L de tampao WC pH 7,0 foram divididos em duas fragdes de 1L, sendo uma delas filtrada
em filtro de fibra de vidro GF/ 52C (Schleicher & Schiill®) de poro 1,2 um e a outra fragao
filtrada em filtro de fibra vidro 0,45 pum, para retirar os precipitados. Em seguida, as células

foram ressuspendidas (1,0 x 10* Part - mL™") em cada fragdo de meio WC, com adigio do
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EPS obtido em concentracdo igual a originalmente encontrada na cultura (medida pelo

método fenol-sulfurico de Dubois, 1956).

4.2.4. Efeito da idade da cultura e do EPS na agregagdo

Adotando a concentracio inicial de particulas como 1,0 x 10* part - mL, seguiu-se
para a determinagao do potencial de agregacdo em diferentes idades da cultura de ambas as
espécies para se observar se a agregagao seria influenciada pela idade de cultivo e pelo EPS
excretado.

O aumento da concentragdo ¢ a modificagdo, em fungdo do tempo de cultivo (ou
idade celular), da composicao e das propriedades fisicas e quimicas dos exopolissacarideos
(EPS) pode aumentar a adesividade das células. Para a averiguacdo desse efeito, foram
montadas culturas de 7. cf. duostra e A. granulata, e, nas diferentes idades, as suspensoes
de células foram submetidas a floculagdo. O tempo de exposicao a floculagdo foi de 3 horas
e 30 minutos (210 minutos) e taxa de cisalhamento de G= 10 s™ para T. cf. duostra e G=13
s durante 180 minutos para A. granulata. Foram escolhidas as taxas de cisalhamento
Otimas para cada espécie, determinadas previamente com o estudo do efeito de G na
agregacdo. As idades de cultivo utilizadas para 7. duostra foram: inicio e final da fase
exponencial e fase estacionaria (8, 27 e 34 dias de cultivo, respectivamente). Os
experimentos com A. granulata foram realizados no inicio, meio, final da fase exponencial
e inicio da fase estacionaria (8, 18, 28 e 34 dias de cultivo, respectivamente).

Os experimentos foram executados como descrito a seguir: em cada idade, foi
retirada uma aliquota de cada cultura. As células foram separadas do meio de cultura
(incluindo o EPS) por filtragdo em filtros de fibra de vidro GF/ 52C (Schleicher &
Schiill®) de poro 1,2 pm para os experimentos com 7. cf. duostra; e por filtragdo em
cartucho de fibra oca com poro 0,65 pm para os experimentos realizados com A. granulata.
Ambas porosidades ndo retém os polissacarideos coloidais excretados. Para retirar o EPS,
as células foram lavadas por centrifugacdo com tampao WC. Apos a centrifugagdo, cada
aliquota de células foi dividida em duas aliquotas iguais. Umas delas foi ressuspendida em
tampao WC novo e a outra aliquota foi ressuspendida no filtrado, contendo o EPS da
cultura. Desse modo, a influéncia da idade na agregagdo de ambas espécies pode ser

estudada na auséncia e na presenga do EPS.
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4.3. Papel de Aulacoseira granulata na formagdo de agregados na agua de Barra Bonita
4.3.1. Efeito do EPS de A. granulata na agregacao

Para se estudar o efeito do EPS dissolvido de A. granulata na formagao de
agregados na agua integral de Barra Bonita, extrairam-se os polissacarideos de uma cultura
de 16 L da diatomacea, cultivada nas mesmas condi¢des descritas anteriormente,
utilizando-se o seguinte método: quando a cultura atingiu o final da fase exponencial de
crescimento, foi filtrada tangencialmente em cartucho de fibra oca com poro 0,65 pum para
se retirar as células. Em seguida, isolou-se o EPS por filtragdo tangencial em cartucho de
fibra oca com poro 10000 D. Os polissacarideos da agua de Barra Bonita (entre 0,65 pm e
10000 D) foram extraidos pelo mesmo processo de filtragao tangencial e o EPS de 4.
granulata foi entdo adicionado a 4gua da represa no lugar dessa fragao.

Foram realizados, em duplicata, dois experimentos de agregacao utilizando-se o
floculador Couette (G=3 s'1, durante 3 horas): (a) agua integral de Barra Bonita (controle);
(b) 4gua de Barra Bonita com o EPS de 4. granulata. A concentracdo de EPS adicionada
foi igual aquela presente na dgua de Barra Bonita, que foi determinada pelo método fenol-

sulfarico como igual a 2,335 + 0,063 mg - L.

4.3.2. Efeito da densidade de células de A. granulata na agregagdo

Para se estudar o efeito das células de A. granulata na formacao de agregados na
agua integral de Barra Bonita, adicionou-se células da diatomacea no final da fase
exponencial de crescimento da cultura a uma concentragao final de 1,0 x 10* filamentos por
mililitro (fil - mL™") (cerca de 4,0 x 10" Cel - mL) , simulando um bloom da espécie no
reservatorio (Jati, 1998 e Calijuri et al, 2002 descreveram densidades superiores a 10* fil -
mL™). As células foram obtidas por filtragdo tangencial da cultura utilizada na extracio do
EPS (item anterior) em cartucho de fibra oca com poro 0,65 um e lavadas uma vez por
centrifugacdo com tampao WC para a retirada do EPS remanescente.

A agua de Barra Bonita com adicao das células de 4. granulata foi entdo floculada

em duplicata em floculador Couette a taxa de cisalhamento G=3s™', durante 3 horas.

4.3.3. Quantificag¢do da formacdo de agregados na dgua de Barra Bonita
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Contagens da concentracao de células de Aulacoseira granulata livres em
suspensao foram feitas a partir de aliquotas retiradas antes e imediatamente apos 3 horas de
experimento para se determinar a participacao dessa diatomdcea nos agregados. Uma
cultura de 4. granulata, cultivada sob as mesmas condi¢gdes descritas anteriormente, foi
utilizada para se obter uma curva-padrao montada com vérias concentracdes celulares (Cel -
mL™") em relagio ao contetido celular de carbono (mg - L") em diferentes idades (inicio,
meio e final da fase exponencial e fase estacionéria). As células foram lavadas por
centrifugacdo em tampao WC para retirada do EPS, ressuspendidas em diferentes
concentracdes conhecidas em tampao WC e tiveram seu teor de carbono (celular)
determinado (TOC-Vcph, Shimadzu). Dessa maneira, pode-se transformar concentracao de
células em concentragdo de carbono celular (foi descontado o teor de carbono do tampao
WC). As curvas relativas a cada idade (regressdes lineares, com R*> 0,90) foram integradas
em uma Unica curva-padrdo apds teste de analise de variancia (Coeficiente de variagao
<15% e teste ANOVA, p>0,1).

Os agregados formados foram coletados com pipeta de Pasteur de boca larga,
contados e tiveram as areas medidas em camara de sedimentacao (volume= 0,628 mL,
diametro= 2 cm e altura= 0,2 cm) utilizando microscopio Olympus BX41 com equipamento
de captura de imagem. As medidas de area foram realizadas com o Software Image Pro-

Plus, Microsoft®.

Resultados
1. Curvas de crescimento
Thalassiosira cf. duostra

A figura 2 mostra a curva de crescimento de 7. cf. duostra na cultura utilizada nos
experimentos de floculagdo na presenca e auséncia de EPS. O padrao de crescimento
correspondeu a uma fase lag inicial, seguida de uma fase exponencial até¢ aproximadamente
29 dias, quando o crescimento declinou, iniciando-se a fase estacionaria. A densidade

celular méxima atingida foi de cerca de 2,7 x 10° Cel - mL™' no inicio da fase estacionaria.
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Aulacoseira granulata

A figura 3 apresenta as curvas de crescimento das culturas de 4. granulata
utilizadas nos experimentos do efeito da idade na formacao de agregados pela espécie na
presenca de EPS e auséncia de EPS. As culturas apresentaram o padrao de crescimento de
uma fase lag, seguida de uma fase exponencial e, apos declinio do crescimento, fase

estaciondria inicial.
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Figura 2: Curva de crescimento de Thalassiosira cf. duostra. Variagdo na
densidade celular (Cel - mL™) da cultura durante 34 dias de cultivo. As barras de
erro correspondem ao desvio padrdo (n= 6). As setas correspondem aos dias de

experimentos de floculagao.
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Figura 3: Curva de crescimento de Aulacoseira granulata. Variagdo na
densidade celular (Cel - mL™) da cultura durante 36 dias (R1 e R2 sdo réplicas). As
barras de erro correspondem ao desvio padrao (n= 6). As setas correspondem aos

dias de experimentos de floculagdo.

2. Concentracgdo de EPS
Thalassiosira cf. duostra

A figura 4 mostra a concentracdo de EPS excretado por 7. cf. duostra durante seu
ciclo de crescimento. A concentragdo desses compostos no meio aumenta desde 0,013 mg -

L até atingir o maximo de 1,45 + 0,34 mg - L na fase estacionaria.

Aulacoseira granulata

A figura 5 mostra a concentracao de EPS produzido por A. granulata durante seu
ciclo de crescimento, utilizada nos experimentos de floculacdo em presenca e auséncia de
EPS. Observa-se que a concentragdo de EPS aumenta com o tempo de cultivo, alcangando
as maiores concentragdes no final da fase exponencial (0,358 + 0,03 mg - L) e inicio da fase

estacionaria (0,79 £ 0,03 mg * L).
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Figura 4: Thalassiosira cf. duostra. Concentragdo do EPS excretado (mg - L™)

durante 34 dias de cultivo. As barras de erro correspondem ao erro médio (n=2).
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Figura 5: Aulacoseira granulata. Concentragio do EPS (mg - L") produzido (A)

durante 34 dias de cultivo. As barras de erro correspondem ao erro médio (n=2).
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3. Formagdo de agregados em culturas
3.1 Efeito das taxas de cisalhamento na agregagdo

Nesse experimento, aliquotas de culturas de T. cf. duostra e A. granulata no final da
fase exponencial de crescimento foram diluidas a concentragdo de 1,0x 10* part - mL"' e
submetidas a floculacdo sob 3 diferentes taxas de cisalhamento (G=3s", G=10s"" e G= 30
s'l).
Thalassiosira cf. duostra

Como pode ser observado na tabela 1 e figura 6, as amostragens periddicas
permitem que se detecte a diminui¢ao na concentracdo de particulas de 7. cf. duostra em
suspensao ao longo do tempo de experimento. A concentragdo de particulas em suspensdo
declinou em fung¢do do tempo de exposi¢do a floculagdo em G= 3s'e G=10s", mas ndo em
G=30s"". O namero de particulas envolvidas na agrega¢io com G = 3s™ foi 3838,37 +
74,09 part - mL™" (37,29%). Em taxa de G=10s™', 0 nimero de particulas agregadas foi de
6805,14 £ 456,41 part mL™ (65,25%). Em G= 30s™, ndo houve agregacao significativa
apos 3 horas de experimento (teste “t” de Student, p=0,2778). O maior coeficiente de
decaimento do niimero de particulas por mililitro (part - mL™") ocorreu quando a suspensio
da diatomacea foi submetida a G= 105'1, com k= 23,796, contra k= 13,487, em G= 3 s'e
k= 8,917 em G= 30s. O coeficiente de decaimento em G=10s" é 1,7 vez maior que
aquele encontrado em G=3 s™, indicando que o processo de agregacio em 10 s™ ocorre

. . -1
mais rapidamente que em 3 s~ .
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Tabela 1: Thalassiosira cf. duostra. Variagdo da concentragdo de particulas em

suspensdo (part * mL"') ao longo do tempo de floculagdo (min.) e porcentagem de

agregacao (% agreg) ao final do experimento em trés gradientes de cisalhamento. O erro

corresponde ao erro médio (n= 3).

Tempo de
Floculac¢ao

(min.)

Concentracao de Particulas (part - mL'l)

G=3s"

G=10s"

G=30s"!

0
15

30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180
% agreg

10293,37 £ 123,30 10428,9 + 636,10

7993,86 + 170,44
9125,13 + 85,45
9818,70 + 32,48
8504,97 £ 274,67
9270,84 + 394,89
8286,37 £ 687,21
7847,95 + 273,39
8322,92 + 738,90
8394,81 + 396,60
8059,60 + 252,07
7300,29 + 117,47
6454,99 +£ 49,21
37,29

7933,79 + 78,57
7814,66 = 89,89
7815,38 £ 590,91
6581,68 94,74
7214,09 + 156,86
7503,04 + 293,12
6127,83 £417,16
6209,67 = 350,90
6613,38 + 230,41
5950,46 + 438,06
5686,07 + 369,07
3623,80 = 179,69
65,25

10560,08 + 855,40
10318,98 + 745,23

9846,86 + 539,15
10544,05 + 234,72
10253,49 + 883,41
10425,22 + 203,80
10283,54 £ 695,10
9368,14 + 239,82
8476,98 + 258,18
9269,23 + 379,70
8691,64 + 299,74
9143,91 + 376,93
9657,96 + 121,60
8,54
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Figura 6: Thalassiosira cf. duostra. Concentracao de particulas em suspensao (part

-mL™") em fungdo do tempo de floculagdo, em diferentes gradientes de cisalhamento: (A)

G=3s";(B)G=105s";(C) G=30s". As barras de erro correspondem ao erro médio (n=

3).
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Aulacoseira granulata

A figura 7 e a tabelas 2, 3 e 4 mostram que a agregagao por 4. granulata foi
dependente das taxas de cisalhamento no intervalo entre 3-30 s™'. A mais baixa taxa de
cisalhamento (3 s™') proporcionou o maior coeficiente de decaimento = 0,118 + 0,036 no
primeiro estagio do processo de agregacao (tabela 4), quando comparada a k= 0,0201 £
0,005 ocorrido 4 taxa de 10 s™ (teste “t” de Student, p=0,0359) e k= 0,0084 £ 0,0009 a taxa
de 30 s (teste “t” de Student, p= 0,0446). Além disso, a figura 7 mostra que houve
formagao de agregados ap6s 80 minutos de experimento apenas quando as células de A.
granulata foram submetidas a floculagio a uma taxa de 3 s™ (k= 0,0053 £ 0,001). O teste
ANOVA (p=0,0081, teste Tukey, 3 s <10 s =30 s™) determinou que o numero de
particulas envolvidas na agregacdo ao final de duas horas de floculagdo (tabela 2) foi maior
ataxa de 3 s (6226,66 + 306,66 part - mL™), quando comparado a 10 s™ (3553,33 +
576,66 part - mL™") e 30 s (1726,66 + 70 part - mL™).

De acordo com o modelo exponencial (figura 8, tabela 4), o coeficiente de decaimento
do numero de particulas em suspenso k= 0,0256 + 0,009 apresentado em G=3 s™ foi igual
ao coeficiente &= 0,0201 + 0,006, apresentado em G= 10 s (teste “t” de Student, p=
0,2902). O coeficiente descrito nos experimentos com G= 30 s foi k= 0,0084 + 0,0009,
significativamente menor que os coeficientes as taxas 3 s™' (teste “t” de Student, p= 0,0472)
e 10 s (teste “t” de Student, p= 0,0470). Como os coeficientes de decaimento em 3 s™' ¢ 10
s foram iguais e 0 namero de particulas agregadas foi maior na mais baixa taxa de
cisalhamento, o processo de agregacao ocorreu mais rapidamente quando 4. granulata foi
submetida a G=3 5.

A comparacgao entre os modelos bifasico e exponencial (tabela 4) mostra que a
diferenca entre os coeficientes de decaimento (k) apresentados por cada modelo foi
significante (teste “t” de Student, p= 0,0450) apenas quando o modelo bifasico detectou que

o processo de agregacio ocorreu em duas etapas (G=3 s™).
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Tabela 2: Aulacoseira granulata réplica 1 (R1). Variacdo da concentragdo de
particulas em suspensdo (part * mL"') ao longo do tempo de floculagio (min.) e
porcentagem de agregacdo (% agreg) ao final do experimento em trés gradientes de

cisalhamento (3 s™, 10 s™ ¢ 30 s™). O erro corresponde ao erro médio (n=3).

Tempo de Concentracio de Particulas (part - mL™)
Floculacao 1 1 1
G=3s G=10s G=30s
(min.)
0 10470.00 £ 200,00 10096.66 +402.22 10386.66 + 88.89
15 7773,33 £142,22  9040,00 +213,33 9720,00 + 146,66
30 6740,00 £ 173,33  8336,66 £ 164,44 9386,66 + 108,88
45 6226,66 + 204,44  8000,00 +273,33 9890,00 + 133,00
60 5606,66 £ 202,22  7736,66 + 242,33 9243,33 +£357,70
75 5320,00 £ 106,66  7170,00 £413,33 8860,00 + 300,00
920 5463,33 £217,77  7040,00 + 73,33  8450,00 + 146,66
105 4563,33 £ 168,00  7036,66 + 188,88 8433,33 +£295,55
120 4550,00 £ 166,60  7140,00 £226,66 8730,00 + 353,33
% agreg 56,54 29,28 15,94

Tabela 3: Aulacoseira granulata réplica 2 (R2). Variagdo da concentragdo de
particulas em suspensio (part - mL") ao longo do tempo de floculagio (min.) e
porcentagem de agregacdo (% agreg) ao final do experimento em trés gradientes de

cisalhamento (3 s™', 10 s™ € 30 s™). O erro corresponde ao erro médio (n= 3).

Tempo de Concentracao de Particulas (part - mL'l)
Floculagdo G=3s" G=10s" G=30s"
(min.)
0 10636.66 + 137,77 10720 +293.33 10276.66 + 115.55
15 8203,33 £195,50  9586,66 £297,70 9606,66 + 131,11
30 6986,66 + 97,77 8956,66 +302,22 10036,66 + 308,80
45 6766,66 + 162,22 8356,66 £262,22 9346,66 + 188,89
60 6176,66 + 235,50 7406,66 + 395,55 9086,66 + 124,44
75 4920,00 £ 173,33 6606,66 + 302,30 8580,00 + 313,33
920 4776,66 + 184,44 6430,00 + 233,33 9023,33 + 197,70
105 4173,33 £ 164,44 6180,00 + 253,33 8486,66 + 288,88
120 4103,33 + 142,00 6610,00 + 280,00 8480,00 + 326,66
% agreg 61,42 38,34 17,48
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Tabela 4: Aulacoseira granulata, modelos bifasico e exponencial.
Coeficientes de decaimento e niimero de particulas (part * mL™") envolvidas na
agregacdo apos 120 min de floculagio a diferentes taxas de cisalhamento (3 s, 10 s

e30s™).

G (s'l) Particulas (part - mL™") Coeficiente de decaimento (k)
Bifasico Exponencial
3 6226,66 £ 306,66 0,118 £ 0,036 0,0256 + 0,009
10 3533,33 £ 576,66 0,0201 £ 0,005 0,0201 £ 0,006

30 1726,33 £ 70,00 0,0084 + 0,0009  0,0084 £ 0,0009
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Figura 7: Aulacoseira granulata, modelo bifasico. Concentracao de particulas em

suspensdo (part - mL™") em fungdo do tempo em diferentes taxas de cisalhamento (3 s, 10

s e305s™). RI e R2 sdo réplicas. As barras de erro correspondem ao erro médio (n= 3).
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Figura 8: Aulacoseira granulata, modelo exponencial. Concentragdo de particulas

em suspensio (part - mL™") em funcdo do tempo em diferentes taxas de cisalhamento (3 s™,

105" €30s™). R1 e R2 sdo réplicas. As barras de erro correspondem ao erro médio (n=3).
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3.2. Efeito dos precipitados do meio WC na agregagdo

A figura 9 e a tabela 5 mostram os resultados das floculagdes de A. granulata na
presenca e na auséncia de precipitados do meio WC. O ntimero de particulas agregadas ao
final do experimento na presenca dos precipitados foi 7160 + 429,37 part - mL™ (68,29 %),
consideravelmente maior que na sua auséncia (5096,66 + 154,75 part - mL™'; 49,73%). De
acordo com o modelo exponencial, o coeficiente de decaimento na presenga dos
precipitados (k= 0,026 £ 0,005) foi proximo ao obtido em sua auséncia (k= 0,024 £ 0,004).

Os coeficientes de decaimento obtidos com o modelo bifasico (figura 10) foram os

mesmos apresentados pelo modelo exponencial.

Tabela S: Aulacoseira granulata. Variagdo da concentragao de
particulas em suspensdo (part * mL™) ao longo do tempo de floculagio
(min.) e porcentagem de agregacdo (% agreg) ao final do experimento na
presenca e auséncia de precipitados (G= 3 s, t= 150 min). O erro

corresponde ao erro médio (n=3).

Tempo de Concentracio de Particulas (part - mL'l)

Floculagao Com precipitado Sem precipitado
(min.)
0 10483,33 £ 328,68 10246,66 + 274,65
30 6883,33 £ 631,37 7646,66 = 227,22
60 4640 + 494,87 5803,33 + 240,06
90 3623,33 +£ 365,28 5336,66 + 508,46
120 4200 + 320,46 4843,33 + 320,36
150 3323,33 +£ 250,06 5150 £ 165,22

% agreg 68,29 49,73
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Model: bifasico
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Figura 9: Aulacoseira granulata. Modelo bifasico. Concentracdo de particulas em

suspensdo (part - mL™') em fun¢do do tempo. (A) com os precipitados ¢ (B) sem os

precipitados. (G = 3 s, t = 150 minutos). As barras de erro correspondem ao erro médio

(n=23).
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Figura 10: Aulacoseira granulata. Modelo exponencial. Concentracdo de

particulas em suspensdo (part - mL™") em funcdo do tempo. (A) com os precipitados e (B)

sem os precipitados. (G =3 s, t = 150 minutos). As barras de erro correspondem ao erro

médio (n= 3).
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3.3. Efeito da idade de cultivo na agregagdo

As idades de cultivo utilizadas para 7. duostra foram : inicio e final da fase
exponencial e fase estaciondria (8, 27 e 34 dias, respectivamente). Os experimentos com A.
granulata foram realizados no inicio, meio, final da fase exponencial e inicio da fase
estacionaria (8, 18, 28 e 34 dias, respectivamente). A partir deste ponto, as fases de
crescimento serdo chamadas, por motivo de clareza, pelo numero de dias de cultivo (por
exemplo, inicio da fase exponencial sera referido como fase 8 dias ¢ assim
sucessivamente).
3.3.1. Floculacdo na auséncia de EPS
Thalassiosira cf. duostra

Como se pode observar na tabela 6 e figura 11, a floculagao de células de 7. cf.
duostra na auséncia de EPS forma agregados significativamente apenas na fase 27 dias.
Nessa idade, o coeficiente de agregacao descrito pelo modelo linear foi k= 3,74. Na fase 8
dias, o coeficiente de decaimento (k) foi calculado como igual a 1,69, apesar de a agregacio
nao ter sido significativa ap6s 210 minutos de experimento (teste “t” de Student, p=
0,1443). Na fase 34 dias, nao houve agregacdo, como mostrado pelo valor positivo de £ e
pelo teste “t” de Student (p= 0,2274) entre os nimeros inicial e final de particulas em
suspensao. Apds 210 minutos de experimento com a cultura na fase 27 dias, a floculagao
envolve 1247,5 + 131,73 part - mL™, tendo sido agregadas 12,69% das particulas em
suspensao(teste “t” de Student, p= 0,0067).



Tabela 6: Thalassiosira cf. duostra. Concentragio de particulas (part - mL™") em

funcdo do tempo de floculagdo e porcentagem de agregacao (% agreg) ao final do
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experimento, na auséncia de EPS (G= 105", t=210 min) O erro corresponde ao erro médio

(n=3).

Tempo de
Floculacao

(min.)

Concentracio de Particulas (part - mL'l)

Fase 8 dias

Fase 27 dias

Fase 34 dias

0
15

30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180
195
210
% agreg

10445,0 + 354,26
10010,60 + 624,89

9567,66 + 896,48
9874,58 £ 632,11
10654,15 £ 452,88
10530,60 + 447,95
10152,66 £ 554,60
9642,30 + 199,34
10402,50 £ 229,55
10000,55 + 547,25
10358,60 £+ 336,57
9245,00 + 487,33
9568,30 + 745,22
10115,22 £ 610,20
9875,00 + 579,45
5,45

9827,50 + 364,72
8779,24 + 845,69

9000,55 + 452,10
8623,14 + 289,70
8244,70 +234,11
9110,55 + 124,10
8746,95 + 412,92
8598,47 + 398,67
8345,66 + 201,60
8725,66 + 199,55
8425,11 £ 305,31
8914,77 + 504,60
8147,82 +£ 368,40
8235,21 + 258,90
8580,00 = 496,45
12,69

10447,50 +£ 337,47
9566,70 + 211,88

10059,32 + 333,21
10248,79 + 548,70
9875,58 £ 471,26
9542,00 +£655,30
10056,90 + 239,44
10448,60 + 198,46
9810,74 + 235,68
10166,54 + 548,91
9744,56 + 132,90
10248,40 £ 369,77
9988,51 + 403,85
10412,85 £ 315,69
10180,32 +£210,37
2,56
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Figura 11: Thalassiosira cf. duostra. Concentragdo de particulas em suspensao
(part - mL™"), na auséncia de EPS, em fungio do tempo de floculagio. (A) fase 8 dias; (B)
fase 27 dias; (C) fase 34 dias (G= 10 s, t= 210 min). As barras de erro correspondem ao

erro médio (n= 3).
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Aulacoseira granulata

A figura 12 e tabelas 7, 8 e 9 mostram que ndo houve agregacao significativa das
células na fase 8 dias na auséncia de EPS. Em contraste, houve formag¢ao de agregados nas
fases 18 dias, 28 dias e 34 dias, mostrando que nessas idades os filamentos de A. granulata
aderem-se uns aos outros (adesdo filamento-filamento).

De acordo com o modelo bifésico, a formagao de agregados apenas foi continua até
o final do experimento na flocula¢do das células da fase 18 dias. O coeficiente de
decaimento da concentracao de particulas em suspensdo da primeira etapa do processo de
agregacao (k= 0,057 + 0,009), foi cerca de uma ordem de magnitude maior que o
coeficiente da segunda etapa. O processo de agregacgdo das células da fase 28 dias (tabela 9)
apresentou coeficiente de decaimento k= 0,043 + 0,015, ndo diferindo significativamente do
coeficiente descrito na primeira etapa da idade anterior (teste “t” de Student, p= 0,3754).
Mas, ap6s 2,5 horas de experimento, o nimero total de particulas envolvidas na agregacao
da fase 28 dias foi 4534,33 + 45,5 part - mL™, significativamente maior que 3373,33 + 310
part - mL™' agregadas na fase 18 dias (teste “t” de student, p= 0,0329). Na fase 8 dias no
houve agregacgdo ao final do experimento (teste “t” de Student, p>0,1). Embora a agregacao
na fase 34 dias tenha apresentado coeficiente & cerca de uma ordem de grandeza menor que
o coeficiente obtido na fase 18 dias, o nimero de particulas envolvidas na agregacao ao
final do experimento (tabela 9) foi 0 mesmo em ambas idades (teste “t” de Student p=
0,1026), mostrando que a agregagao foi mais efetiva na fase 34 dias (tabela 9).

Segundo o modelo exponencial (figura 13), na fase 8 dias ndo ocorre agregacao.
Nos experimentos realizados na fase 18 dias, o valor de & foi 0,036 £ 0,011, considerado
igual ao apresentado na fase 28 dias, k&= 0,037 + 0,0077 (teste “t” de Student, p=0,8914).
Na fase 34 dias, o coeficiente de decaimento do nimero de particulas em suspensao foi k=
0,0080 £ 0,0002, significativamente menor que os obtidos na fase 18 dias (teste “t” de
Student, p=0,0363) ¢ na fase 28 dias (teste “t” de Student, p= 0,0330).

Como os coeficientes de decaimento obtidos nas fases 18 dias e 28 dias foram
iguais e o numero de particulas envolvidas na agregagao apds 150 minutos de experimento
foi maior na fase 28 dias, a formacao de agregados ocorreu mais rapidamente nessa idade.

A comparagao entre os modelos bifasico e exponencial (tabela 9) mostra que os

coeficientes ndo foram significativamente diferentes nas fases 18 dias (teste “t” de Student,
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p=0,2233) e 28 dias (teste “t” de Student, p=0,7065). Na fase 34 dias, o valor dos

coeficientes foi idéntico.

Tabela 7: Aulacoseira granulata réplica 1 (R1). Variacdo da concentracdo de

particulas em suspensdo (part

- mL") ao longo do tempo de floculagio (min.) e

porcentagem de agregacio (% agreg) no final do experimento (G=3 s™, t= 150 min), na

auséncia de EPS, em diferentes idades (fases 8 dias, 18 dias, 28 dias e 34 dias). O erro

corresponde ao erro médio (n= 3).

Tempo de
Floculacao

(min.)

Fase 8 dias

Concentrac¢ao de Particulas (part - mL™")

Fase 18 dias

Fase 28 dias

Fase 34 dias

0
15

30
45
60
75
90
105
120
135
150
% agreg

10246,66 £ 157,77
9330 + 206,66,00

9206,66 + 137,77
8810,00 + 180,00
8653,33 £ 111,11
9500,00 £ 306,66
9656,66 + 224,44
9790,00 + 166,66
9780,00 + 397,77
9613,33 + 195,55
9520,00 + 286,66

10440 + 133,33
8686,66 =208

8276,66 = 215,55
8183,33 +£215,55
7920,00 £ 380,00
6956,66 = 184,44
7316,66 + 88,88

6820,00 £ 140,00
7053,33 £ 155,55
7263,33 + 248,00
6756,66 = 157,77

35,28

10326,66 + 197,77
7733,33 + 208,88

6700,00 = 166,00
6140,00 = 133,00
5650,00 = 193,33
5945,33 + 264,44
5716,66 = 314,44
5376,00 = 224,00
4839,33 + 171,11
4876,66 + 183,55
5838,00 + 308,88
43,46

9876,66 £ 271,11
8946,66 = 162,22

8750,00 £ 175,55
7910,00 + 233,33
8350,00 = 137,77
7010,00 £+ 180,00
7390,00 £ 211,11
6153,33 £ 171,11
6223,33 £ 217,77
6093,33 + 164,44
6226,66 + 308,88
36,95
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Tabela 8: Aulacoseira granulata réplica 2 (R2). Variagdo da concentragdo de

particulas em suspensdo (part

- mL") ao longo do tempo de floculagio (min.) e

porcentagem de agregagio (% agreg) no final do experimento (G= 3 s™', t= 150 min), na

auséncia de EPS, em diferentes idades (fases 8 dias, 18 dias, 28 dias e 34 dias). O erro

corresponde ao erro médio (n= 3).

Tempo de
Floculag¢ao

(min.)

Fase 8 dias

Concentracio de Particulas (part - mL™)

Fase 18 dias

Fase 28 dias

Fase 34 dias

0
15

30
45
60
75
920
105
120
135
150
% agreg

9823,33 + 131,00
9583,33 + 122,22

9446,66 = 291,11
9396,66 + 237,77
8583,33 £ 115,55
9523,33 £ 215,00
9066,66 + 477,77
9546,66 + 235,55
9486,66 + 102,22
9443,33 + 268,88
9493,33 + 188,88

10103,33 £231,00
8363,33 + 268,88

8116,66 = 191,11
7586,66 + 242,22
7130,00 £+ 146,60
7223,33 +£ 224,44
7003,33 +£211,00
7286,66 = 237,78
7256,66 = 91,11

6920,00 = 133,33
7040,00 £+ 186,66

30,32

10026,66 + 162,22
7880,00 = 293,00

6896,66 = 137,77
7486,66 + 115,55
5786,66 = 197,77
5492,66 + 161,77
5828,66 + 211,55
5376,00 + 224,00
5441,33 £ 199,11
5791,33 £ 351,55
5446,00 = 196,00
45,68

10326,66 £ 131,11
9466,66 = 171,11

9320,00 = 200,00
8490,00 + 233,33
9000,00 £+ 166,66
6800,00 = 306,66
7206,66 + 331,00
6093,33 + 211,11
6266,66 + 191,11
6466,66 + 182,00
6266,66 + 315,55
39,31

Tabela 9: Aulacoseira granulata, modelos bifasico e exponencial. Coeficientes de

decaimento (k) e namero de particulas (part - mL™") envolvidas na agregagio (G=3s" e t=

150 min) de floculag@o na auséncia de EPS em diferentes fases de crescimento.

Idade Particulas (part * mL'l) Coeficiente de decaimento (k)
Bifasico Exponencial
Fase 8 dias - - -
Fase 18 dias 3373,33 £ 310 0,057 +£ 0,009 0,036 £ 0,011
Fase 28 dias 4534,33 £ 45,66 0,043 + 0,015 0,037 £0,0077
Fase 34 dias 3875,33 £ 224,66 0,0080 +0,0002  0,0080 + 0,0002
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Figura 12: Aulacoseira granulata, modelo bifasico. Concentragdo de particulas em

suspensao (part - mL'l), em funcao do tempo (G= 3 st et=150 min), na auséncia de EPS.

R1 e R2 sdo réplicas. As barras de erro correspondem ao erro médio (n= 3).
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Figura 13: Aulacoseira granulata, modelo exponencial. Concentracao de particulas

em suspensdo (part - mL™"), em fun¢do do tempo (G=3 s™ e t= 150 min), na auséncia de

EPS. R1 e R2 sdo réplicas. As barras de erro correspondem ao erro médio (n=3).
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3.3.2. Formagdo de agregados na presenga de EPS
Thalassiosira ct. duostra

A figura 14 e a tabela 10 mostram os resultados da formagao de agregados nas fases
8 dias, 27 dias e 34 dias de T. cf. duostra. Pode-se observar que o maior coeficiente de
declinio da concentragdo de particulas ocorreu na fase 27 dias (k= 10,449), quase 3 vezes
maior do que na fase 8 dias (k= 3,89) e cerca de 37 vezes maior que o coeficiente na fase 34
dias (k= 0,279).

Ao término dos 210 minutos de experimento, a concentragdo de particulas
envolvidas na agregacao na fase 27 dias foi 2835 + 237,34 part mL™ (27,22 % das
particulas em suspensdo) (teste “t” de Student, p< 0.0001). Na fase 8 dias, o nlimero de
particulas em suspensdo envolvidas na agregacio foi de 1073,75 + 206,18 part - mL™, o que
significou declinio de 9,9 % das particulas (teste “t” de Student, p= 0,008). Ja na fase 34
dias, o niimero de particulas agregadas foi de 670 + 128,41 part - mL™, o que mostra uma
agregac¢ao significativa de 6,8% das particulas em suspensao(teste “t” de Student, p=

0,0024).



37

Tabela 10: Thalassiosira cf. duostra. Concentragdo de particulas (part - mL™) ao

longo do tempo de floculacdo (min) e porcentagem de agregacdo (% agreg) no final do

experimento (G= 10 s e t= 210 min), na presenca de EPS, em trés idades (fases 8 dias, 27

dias e 34 dias). O erro corresponde ao erro médio.

Tempo de
Floculac¢ao

(min.)

Concentracio de Particulas (part - mL'l)

Fase 8 dias

Fase 27 dias

Fase 34 dias

0
15

30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

195
210
% agreg

10841,25 £272,45
10582,50 £ 415,72
10472,50 £ 369,71
9977,50 = 325,51
10132,50 + 253,29
10605,00 + 384,05
10282,5 + 683,24
10465,00 + 729,40
9352,50 + 525,69
10120,00 £ 467,83
9887,50 £ 617,27
10167,50 + 405,57
9587,50 £ 211,71

10157,50 £ 429,13
9767,50 + 478,63
9,90

10412,5 + 311,91
8437,50 + 295,78
9567,50 + 535,62
8577,50 + 350,46
9262,50 + 344,51
8432,50 + 321,18
7707,50 + 460,96
7455,00 + 381,61
8112,50 + 766,61
8057,50 + 548,11
7807,50 + 422,64
7682,50 + 342,38
7605,00 + 687,43

7447,50 + 274,30
7577,50 = 479,74
27,22

9850,0 + 137,35
9010,00 + 258,58
9360,00 + 244,67
9075,00 + 473,46
9300,00 + 414,97
9332,50 + 358,46
9143,33 £ 92,91
9190,75 + 350,64
9450,00 + 261,40
9465,00 + 179,35
9435,00 + 294,90
9352,50 + 339,84
9292,50 + 189,27

9430,00 + 213,38
9180,00 + 227,59
6,80
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(part mL'l), em funcao do tempo de flocula¢do (min), na presenga de EPS (G= 10 stet=

210 min). (A) fase 8 dias; (B) fase 27 dias; (C) fase 34 dias. As barras de erro

correspondem ao erro médio.
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Aulacoseira granulata

A figura 15 e a tabelas 11, 12 e 13 mostram os resultados obtidos na floculacao de
A. granulata em presenca do EPS. Pode-se observar que na fase 8 dias houve principio de
agregacao no inicio do experimento. ApoOs esse processo inicial, entretanto, o nimero de
particulas em suspensdo aumentou gradativamente, indicando que os agregados
inicialmente formados se romperam e o teste “t” de Student confirmou que ao final de 2,5
horas de experimento ndo houve agregagao significativa de células (p> 0,1).

A floculagdo de células na fase 18 dias apresentou padrdes distintos de agregacao de
células em cada réplica. A figura 15 mostra que a réplica 1 (R1) apresentou coeficiente k=
0,058 £ 0,034. A réplica 2 (R2) apresentou coeficiente &= 0,017 £ 0,0032. Apesar desse
comportamento diferenciado, ambas réplicas envolveram o mesmo numero de particulas ao
final de 2,5 horas de experimento (4495,16 £+ 328,16 part - mL'l; teste “t” de Student, p>
0,05). Devido a esse fato, apenas o numero total de particulas agregadas foi considerado em
nossas analises.

Apo6s 150 minutos de experimento, o processo de agregagdo na fase 28 dias
envolveu numero significativamente maior de particulas se comparado as demais idades
(ANOVA p=0,010 e teste Tukey: 8 dias <<< 18 dias = 34 dias < 28 dias).

De acordo com o modelo exponencial (figura 16), o coeficiente de decaimento do
numero de particulas em suspensao na fase 18 dias (k= 0,017 £ 6,4 E-05) foi

“t”

significativamente menor (teste “t” de Student, p=0,0287) que o coeficiente obtido na fase
28 dias (k= 0,025 + 0,002). Este, por sua vez, foi significativamente maior que o coeficiente
descrito na fase 34 dias, k= 0,0154 £ 0,0039 (teste “t” de Student, p= 0,0178).

A fase 28 dias, portanto, apresentou um coeficiente de decaimento do nimero de
particulas em suspensao superior ao obtido nas demais idades, assim como o foi maior o

numero de particulas envolvidas no processo de agregagao ainda em relagao as outras

idades.
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Tabela 11: Aulacoseira granulata réplica 1 (R1). Variagdo da concentracdo de

particulas em suspensdo (part -

mL™") ao longo do tempo de floculagdo (min.) e

porcentagem de agregacdo (% agreg) no final do experimento (G=3 s e t= 150 min), na

presenca de EPS, em diferentes idades (fases 8 dias, 18 dias, 28 dias e 34 dias). O erro

corresponde ao erro médio.

Tempo de
Floculagao

(min.)

Fase 8 dias

Fase 18 dias

Concentracio de Particulas (part - mL™)

Fase 28 dias

Fase 34 dias

0
15

30
45
60
75
90
105
120
135
150
% agreg

10110 £ 93,33
9046,66 + 264,44

9490 + 353,33
8816,66 + 131,10
8666,66 + 164,40
8553,33 £ 137,77
8493,33 £262,22
8906,66 + 331,11

8680 + 220
9303,33 £202,22
9723,33 £ 115,55

10230 + 66,66
8693,33 + 204,44

8300 £ 260
7530 + 80
7100 + 126,66
7373,33 £264,40
6733,33 £ 177,77
6346,66 + 151,11
5903,33 + 108,89
6053,33 £ 355,55
6063,33 + 164,44
40,72

10420 + 106,67
7520 + 60

6443,33 £ 155,56
5253,33 +£ 108,89
4450 £ 220
3613,33 £ 137,78
3363,33 £ 168,88
3083 £ 306,66
3326,66 + 137,77
2996,66 + 71,11
3100 + 146,66
70,25

10036,67 + 144,44
8496,67 + 117,77

7513,33 + 175,55
7256,66 + 122,22
6476,66 + 137,77
5756,66 + 157,77
5420 + 180
4830 = 133,33
5333,33 202,22
519333 + 122,22
4753,33 + 244,44
52,64
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Tabela 12: Aulacoseira granulata réplica 2 (R2). Variagdo da concentracdo de

particulas em suspensdo (part

- mL") ao longo do tempo de floculagio (min.) e

porcentagem de agregacio (% agreg) no final do experimento (G=3 s e t= 150 min), na

presenca de EPS, em diferentes idades (fases 8 dias, 18 dias, 28 dias e 34 dias). O erro

corresponde ao erro médio.

Tempo de
Floculagao

(min.)

Fase 8 dias

Concentracao de Particulas (part - mL™")

Fase 18 dias

Fase 28 dias

Fase 34 dias

0
15

30
45
60
75
90
105
120
135
150
% agreg

10086,67 + 164,44
9006,66 + 257,77

8670 + 433,33
8460 + 226,66
8286,66 + 391,11
8450 + 260
8386,66 + 191,11
8106,66 + 148,88
8750 + 233,33
8883,33 + 248,88
9130 + 340

10510 + 186,66
9313,33 + 368,88

8436,66 + 124,44
7720 + 106,66
7106,66 + 262,22
6306,66 + 182,22
5493,33 + 204,44
5473,33 + 248,88
5440 + 133,33
5580 + 80
5686,66 + 202,22
45,90

10153,33 + 175,55
7293,33+ 124,44

6266,66 + 75,55
5490 + 180
4190 + 133,33
4326,66 + 91,11
3010 + 193,33
3030 + 140
2526,66 + 111,11
2763,33 + 188,88
3330 + 80
67,20

10510 + 113,33
9546,66 + 77,77
8350 + 233,33
7606,66 + 144,44
7806,66 + 251,11
6506,66 + 257,77
5673,33 + 175,55
5380 + 140
5216,66 + 104,44
5346,66 + 137,77
5210 £ 220
50,42
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Figura 15: Aulacoseira granulata, modelo bifasico. Concentragdo de particulas em
suspensdo (part - mL™") em fungdo do tempo (G=3 s ¢ t= 150 min), na presenca de EPS
(fases 8 dias, 18 dias, 28 dias e 34 dias). R1 e R2 sdo réplicas. As barras de erro

correspondem ao erro médio (n= 3).
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Figura 16: Aulacoseira granulata, modelo exponencial. Concentracao de particulas

em suspensdo (part - mL™") em funcio do tempo (G=3 s e t= 150 min), na presenga de

EPS (fases 8 dias, 18 dias, 28 dias ¢ 34 dias). R1 e R2 sdo réplicas. As barras de erro

correspondem ao erro médio (n= 3).
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Tabela 13: Aulacoseira granulata, modelos bifasico e exponencial. Coeficientes de
decaimento (k) e namero de particulas (part - mL™) envolvidas na agregagio (3 s™, t= 150

min) na presenca de EPS (fases 8 dias, 18 dias, 28 dias e 34 dias).

Idade Particulas (part'mL'l) Coeficiente de decaimento (k)
Bifasico Exponencial
Fase 8 dias - - -
Fase 18 dias 4495,16 £ 328,16 T 0,017 £ 6,4 E-05
Fase 28 dias 7071,66 + 248,33 0,038 £ 0,002 0,025 + 0,002
Fase 34 dias 5291,66 + 8,33 0,015+ 0,003 0,0154 £ 0,0039

+ Replicas apresentaram k extremamente diferentes (R1 &= 0,058; R2 /= 0,017)

3.3.3. Influéncia do EPS na formacdo de agregados
Thalassiosira cf. duostra

A tabela 14 mostra que a agregacao nos experimentos realizados com EPS
produzido por T. cf. duostra apresentou maiores coeficientes de decaimento do numero de
particulas em relagdo as floculacdes na auséncia desses compostos. Na fase 8 dias, na
presenca de EPS, o coeficiente de decaimento (k= 3,89) foi cerca de 2,3 vezes maior que o
coeficiente descrito nos experimentos sem EPS (k= 1,69). Na fase 27 dias, na presenca de
EPS, o coeficiente de decaimento (k= 10,449) foi quase trés vezes maior que o coeficiente
obtido no experimento sem EPS ( k= 3,74). Na fase 34 dias, o coeficiente de decaimento na
presenca de EPS foi &= 0,2791 e, no entanto, sem EPS foi zero.

Na fase 27 dias, na presenga de EPS, a agregacdo ap6s 210 minutos de experimento
(27,22%) foi mais de duas vezes maior que na auséncia de EPS (12,69%). Na fase 8 dias e
na fase 34 dias, a agregacao foi significativa ao final do experimento apenas na presenga de
EPS.

A andlise qualitativa dos agregados corados com Alcian Blue mostrou maior

participacao de polissacarideos acidos nas particulas formadas na fase 27 dias (figura 17).
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Tabela 14: Thalassiosira cf. duostra. Coeficientes de decaimento (k) das floculagdes (10 s

!, t=210 min), na presenca e na auséncia de EPS (fases 8 dias, 27 dias e 34 dias).

Idade Coeficiente de decaimento (K) Taxa de agregagao (%)
Com EPS  Sem EPS com EPS  sem EPS
Fase 8 dias 3,8967 1,6933% 9,9 -
Fase 27 dias 10,449 3,7437 27,22 12,69
Fase 34 dias 0,2791 - 6,8 -

* concentragio média final de particulas em suspensdo ndo significantemente menor que a inicial (teste “t” de
student).

Figura 17: Agregado de Thalassiosira cf. duostra na fase 27 dias formado na

presenga de EPS, corado com Alcian Blue 0,06%.
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Aulacoseira granulata

A presenca de EPS ndo afetou a agregacao de células na fase 8 dias. Na fase 34
dias, segundo o modelo bifasico, o coeficiente de decaimento da concentragdo de particulas
foi 1,93 vez maior na presenca do EPS (teste “t” de Student, p= 0,0467) quando comparada
a floculagdo na auséncia desses compostos (tabela 15). O coeficiente de decaimento obtido
na auséncia de EPS na fase 28 dias € cerca de 5,3 vezes maior que o coeficiente
apresentado na fase 34 dias. Quando os experimentos foram realizados na presenga de EPS,
entretanto, a diferenca entre os coeficientes obtidos em cada fase do crescimento diminui,
sendo £ na fase 28 dias cerca de 2,5 vezes maior que o mesmo coeficiente descrito na fase
34 dias.

Apo6s 150 minutos de experimento, o numero de particulas envolvidas na agregagao
na presenca de EPS foi significativamente maior que na sua auséncia apenas nas duas
idades mais avangadas. Na fase 28 dias, na presenga de EPS, a agregagao envolveu 7071,66
+ 248,33 part - mL™" contra 4534,33 + 45,66 part - mL™' na auséncia desses compostos
(teste “t” de Student, p= 0.0098). Na fase 34 dias, a formagao de agregados envolveu
5291,66 * 8,33 part - mL"! na presenca de EPS, enquanto em sua auséncia esse numero foi
de 3875,33 £ 224,66 part mL™! (teste “t” de Student, p=0,0243).

De acordo com o modelo exponencial (tabela 16), os coeficientes de decaimento do
numero de particulas em suspensdo foram significativamente maiores na presenca de EPS
do que na auséncia desses compostos nos experimentos realizados na fase 18 dias (teste “t”
de Student, p=0,0263) na fase 28 dias (teste “t” de Student, p= 0,0329) e na fase 34 dias
(teste “t” de Student, p=0,0401).

O coeficiente & obtido na auséncia de EPS na fase 28 dias é cerca de 4,6 vezes maior
que o coeficiente apresentado na fase 34 dias. Na presenga de EPS, entretanto, esse
coeficiente ¢ apenas cerca de 1,6 vez maior.

As figuras 18 e 19 mostram, respectivamente agregados formados por células de 4.
granulata na fase 28 dias na auséncia de EPS e na presenca de EPS, evidenciando a

participacao desses compostos na composicao dos agregados.
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Tabela 15: Aulacoseira granulata, modelo bifasico. Coeficientes de decaimento (k) das
floculagdes (G= 3 s-1, t= 150 min) e namero de particulas agregadas (part - mL™), na

presenca e na auséncia de EPS (fases 8 dias, 18 dias, 28 dias e 34 dias).

Idade Particulas agregadas (part - mL™) Coeficientes de decaimento (K)
Com EPS Sem EPS Com EPS Sem EPS
Fase 8 dias - - - -
Fase 18 dias 4495,16 £328,16  3373,33 £310,0 T 0,057 + 0,009
Fase 28 dias 7071,66 £ 248,33  4534,33 £ 45,66 0,038 £ 0,002 0,043 + 0,015
Fase 34 dias 5291,66 + 8,3300 3875,33 £224,66  0,015+0,003 0,0080 + 0,0002

1 As réplicas apresentaram coeficientes distintos e por isso ndo puderam ser comparadas.

Tabela 16: Aulacoseira granulata, modelo exponencial. Coeficientes de decaimento (k) das
floculagdes (G= 3 s-1, t= 150 min) e niimero de particulas agregadas (part - mL™), na presenga e na

auséncia de EPS (fases 8 dias, 18 dias, 28 dias e 34 dias).

Idade Particulas agregadas (part - mL'l) Coeficientes de decaimento (K)
Com EPS Sem EPS Com EPS Sem EPS
Fase 8 dias - - - -
Fase 18 dias 4495,16 £328,16  3373,33 +310,0 0,017+6,4E-05 0,036 +0,011
Fase 28 dias 7071,66 £ 248,33  4534,33 + 45,66 0,025 £0,002 0,037 £ 0,0077

Fase 34 dias 5291,66 +8,3300 3875,33 £224,66 0,0154 +£0,0039 0,0080 +0,0002
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Figura 18: Agregado de Aulacoseira granulata na fase 28 dias formado na

auséncia de EPS, corado com Alcian Blue 0,06%



Figura 19: Agregados de Aulacoseira granulata (A) na fase 28 dias e

(B) na fase 34 dias formados na presenga de EPS, corados com Alcian Blue

0,06%. Os polissacarideos 4cidos aparecem corados em azul.
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4. Papel de Aulacoseira granulata na formagdo de agregados na agua de Barra Bonita
4.1. Efeito do EPS de A. granulata na agregacao

A concentracdo de polissacarideos (>10 kda e < 0,65 pm) medida na 4gua integral
de Barra Bonita na data da coleta realizada para execucdo dos experimentos com EPS de 4.
granulata foi 2,335 + 0,063 mg - L. O EPS da diatomécea foi adicionado a 4gua da
represa, apos a retirada dos polissacarideos nela presentes originalmente. A concentragao
final de EPS na nova suspensao (aqui chamada de agua de Barra Bonita com adicao de
EPS) foi 2,162 + 0,18 mg - L', igual a concentragdo medida na agua da represa (teste “t” de
Student, p= 0,3304).

A tabela 17 mostra que na floculagdo da agua integral do Reservatorio de Barra
Bonita a concentracdo de células da populagdo natural de A. granulata em suspensao antes
do inicio da floculagdo era de 388,65 + 64,68 Cel - mL™". Apos 3 horas de experimento,
com a formacao de agregados, essa concentracao foi reduzida significativamente (teste “t”
de Student, p< 0,0001) a 212,50 + 62,50 Cel - mL™, o que significa que 45,34 % das
células dessa diatomacea foram envolvidas na agregacgao.

Quando o EPS de 4. granulata foi adicionado a agua do Reservatodrio, cerca de 66%
das células dessa diatomacea foram envolvidas na formagdo de agregados (tabela 17), o que
significa uma redugdo de 277,08 + 18,88 Cel * mL™" (teste “t” de Student, p< 0,0001).

A partir dos resultados apresentados na tabela 17, temos que a agregacao de células
de A. granulata foi mais de 1,5 vez maior na presencga de EPS dessa diatomacea do que na
agua da represa integral (teste “t” de Student, p= 0,0089).

A figura 20 mostra o teor de carbono celular em diferentes concentragdes de células
de uma cultura de A. granulata (Cel - mL™). Considerando que na represa de Barra Bonita
essa espécie esta presente em diferentes idades celulares, as analises de teor celular de
carbono foram realizadas em diferentes idades de cultivo (inicio, metade e final da fase
exponencial e fase estacionaria de crescimento) e integradas na figura 20, apos analise de
variancia (descrita em Material e métodos). Assim pdde-se calcular, a partir de uma relagao
direta célula- carbono (mg * L™), o contetido de carbono de A. granulata seqiiestrado pela

formacao de agregados na represa (tabela 17).
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A formacao de agregados pela floculacdo da agua integral da represa de Barra
Bonita, envolveu 176,25 + 3,07 Cel - mL'l, 0 que corresponderia a captura de 0,0123 £
0,001 mg de carbono * L na forma de células de A. granulata.

Nos experimentos com adi¢do de EPS, foram agregadas 277,08 + 18,88 Cel - mL'l,
o que corresponderia a 0,0194 + 0,002 mg de carbono * L™ Esse teor de carbono foi cerca
de 1,5 vez maior que o envolvido na formagao de agregados na dgua integral de Barra
Bonita.

A tabela 18 ¢ a figura 21 apresentam as diferencas nas distribui¢des (%) por classes
de tamanho (4rea, pm?) e na densidade (agr - L") dos agregados formados nos
experimentos de agregacdo na dgua integral de Barra Bonita, 4gua de Barra Bonita com
adi¢do de EPS e 4gua integral com adic¢ao de células de 4. granulata.

E interessante notar que nos experimentos com adi¢io de EPS houve formagdo de
menor densidade de agregados por litro (aggr - L"), quando comparada a densidade de
agregados formados na dgua integral de Barra Bonita (teste “t” de Student, p=0,0307),
entretanto, as particulas formadas sdo maiores.

Na floculag@o da agua integral de Barra Bonita 84,41% dos agregados formados
apresentaram areas menores que 10000 pm®, enquanto esse valor foi de 61,05% na
presenca do EPS de A. granulata (teste “t” de Student, p= 0,0002). J& os agregados maiores
que 30000 um2 compuseram apenas 2% do total de particulas formadas na agua integral de
Barra Bonita, valor significativamente inferior aos 10,80% formados com adi¢ao de EPS
(teste “t” de Student, p=0,0009). Nas classes intermediarias de tamanho, os agregados
possuiram também abundancias relativas significativamente maiores quando da adigdo de
EPS, comprovadas pelo teste “t” de Student (p=0,0133 entre 10000 ¢ 20000 pm* e p=
0,0099 entre 20000 ¢ 30000 wm?).

4.2. Efeito da densidade de células de A. granulata na agregagao

Ao simular um bloom populacional dessa diatomacea na represa de Barra Bonita,
observamos (tabela 17) que 20500 + 2689,80 Cel * mL™ (51,6% das células em suspensio)
de A. granulata foram agregadas.

A formacao de agregados envolveu 20500 + 2689,80 Cel - mL'l, ou seja, 1,435 +

0,190 mg de carbono * L™ na forma de células dessa diatomacea. Esse valor é mais de 100
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vezes maior que o carbono envolvido na formagao de agregados no experimento com a
agua integral de Barra Bonita.

Com adi¢ao de células de 4. granulata houve formagao do mesmo numero de
agregados por litro (teste “t” de Student, p= 0,3948) em comparacgdo a floculacdo da dgua
integral de Barra Bonita (tabela 18). Porém, os agregados formados foram maiores quando
as células da diatomacea foram adicionadas (tabela 18 e figura 21). Nesses experimentos,
64,22% dos agregados formados encerraram areas menores que 10000 wm?, niimero
significativamente inferior ao apresentado nos experimentos com a agua integral de Barra
Bonita. Por outro lado, 10,34% dos agregados formados na 4gua de Barra Bonita com
adicdo de células da diatomacea alcangaram areas maiores que 30000 pm?, nimero
consideravelmente maior que o obtido na agua integral (teste Mann-Whitney, p= 0,0317).
Nas classes intermediarias de tamanho, os agregados possuiram também abundancias
relativas significativamente maiores quando da adi¢do de células de 4. granulata,
comprovadas pelo teste Mann-Whitney (p= 0,0317 entre 10000 e 20000 e p= 0,0159 entre
20000 e 30000).

Tabela 17: Aulacoseira granulata. Concentragdo de células antes (Inicial) e depois
(Final) da floculagdo (G= 3 s-1, t= 180 min), porcentagem de agregacdo de células e
seqiiestro de carbono na forma de células. da agua integral de Barra Bonita; agua com adigdo

de EPS e 4gua integral com adi¢ao de células. O erro corresponde ao desvio padrao (n= 8).

Amostra Concentracio de células de 4. granulata  Agregacgao Carbono
1 o Seqiiestrado
(Cel . mL ) (/o) (mg . L-1)
Inicial Final
Agua Integral 388,65 £ 64,68 212,50 £ 62,50 45,34 0,0123 £ 0,001
Agua + EPS 413,75 £ 59,50 136,66 + 40,62 66,97 0,0194 £ 0,002

Agua + Células  39738,12+351725 19238,12+1615,28 51,60 1,435 + 0,190
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Figura 20: Aulacoseira granulata. Relagao entre a concentragdo de carbono celular mg

-1 ~ . . .
- L™ e concentragdo de células em diferentes fases de crescimento . As barras de erro

correspondem ao erro médio (n= 3).

Tabela 18: Freqiiéncia de ocorréncia em classes de tamanho (4rea, pm?®) e

densidade (agreg * mL™") dos agregados formados nos experimentos de floculagio (G= 3

s-1, t= 180 min) na agua integral de Barra Bonita (BB Integral); 4gua de Barra Bonita

com adi¢ao de EPS (BB + Poliss); agua integral de Barra Bonita com adi¢ao de células

(BB + C¢lulas). O erro corresponde ao desvio padrao (n= 6). Os asteriscos indicam que

houve diferenca significativa em relagdo aos agregados formados na agua integral de

Barra Bonita.

Classe de Freqiiéncia de ocorréncia (%)
tamanho

5 BB Integral BB + Poliss BB + Células
(4rea, um”)
<10000 84,41 +£4,70 61,05+ 7,34%* 64,22 +£3,72*
10000-20000 11,25+2,79 19,47 + 5,29%* 20,34 +£4,99*
20000-30000 2,49+ 1,14 8,66 £4,30* 722+2,11*
>30000 2,02+ 1,95 10,80 + 3,65%* 10,34 + 4,38*

(agreg - L")  20700,63 +2498,78 15605,09 = 2029,86*

22730,89 +2498,78
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Figura 21: Distribuicio (%) em classes de tamanho (4rea, pm?) dos agregados
formados nos experimentos de floculagdao (G= 3 s-1, t= 180 min) na agua integral de Barra
Bonita (1); a4gua de Barra Bonita com adigdo de EPS (2); agua integral de Barra Bonita com
adi¢do de células (3). As setas indicam diferenca significativa entre o numero de agregados
da classe apontada em relacdo a classe correspondente na floculagdo da dgua integral de

Barra Bonita.

As figuras 22, 23 e 24 mostram, respectivamente, agregados formados na floculacao
da agua integral de Barra Bonita, agua de Barra Bonita com adi¢do do EPS de A. granulata
e agua de Barra Bonita com adi¢ao dos filamentos da diatomacea.

Além dos filamentos de A. granulata, células de outras espécies fitoplanctonicas
foram observadas como constituintes dos agregados formados nos experimentos realizados.
Entre elas, as espécies mais freqiientemente observadas foram: Anabaena sp., Microcystis
aeruginosa, Planctothrix sp. (Cyanophyceae); Aulacoseira spiralis, Cyclotela sp.,
Thalassiosira cf. duostra (Bacillariophyceae); Cryptomonas tetrapirenoidosa
(Cryptophyceae) e Staurastrum sp. (Desmidiaceae). Em adicao, particulas como argilas,

fragmentos de zooplancton e TEP também compuseram os agregados formados.
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Figura 22: Agregado formado no experimento de agregacdo na agua integral de Barra

Bonita, corado com Alcian Blue 0,06 %. Os polissacarideos acidos estdo corados em azul.



Figura 23: Agregados formados no experimento de agregacdo na agua

de Barra Bonita com adi¢do de EPS de Aulacoseira granulata, corado com
Alcian Blue 0,06%. (A) Nota-se um filamento dessa espécie no agregado e (A

e B) grande quantidade de polissacarideos acidos, corados em azul.
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Figura 24: Agregado formado no experimento de agregagdo na agua integral de

Barra Bonita com adicdo de filamentos de Aulacoseira granulata. Nota-se que os

filamentos dessa espécie compuseram abundantemente o agregado.
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Discussio e conclusdes
1. Floculador Couette

O aparelho mostrou-se extremamente util para os propositos deste trabalho pois,
com ele pdde-se variar e calcular as taxas médias do gradiente de cisalhamento, ao
contrario de garrafas em rotacdo. Entretanto, devido a sua constituicao de acrilico e
retentores de borracha, mostra-se improprio para analises de carbono por medigdes
diretas em TOC-Vcph (Shimadzu) das amostras retiradas do aparelho.

Além disso, outra desvantagem do aparelho ¢ o volume amostral necessario para
preenché-lo, que € cerca de 1 litro. Essa quantia dificultou a obtencao de solugdes de
células em concentragdes de 10* part - mL™" nas fases iniciais do cultivo, nas quais sdo
encontrados cerca 10° filamentos por mililitro, no caso de 4. granulata.

Entretanto, o floculador Couette possibilitou a obtencao de resultados
importantes sobre o processo de agregagao em culturas de espécies fitoplanctonicas de
agua doce, campo de estudo ainda pouco explorado. Obtiveram-se dados sobre o efeito
das taxas de cisalhamento, o efeito da idade de cultivo e do EPS produzido por duas
espécies isoladas do reservatdrio de Barra Bonita sobre o processo de agregagao. Dados
estes que estdo abrindo novos caminhos para futuros estudos. Além disso, um novo
floculador, dessa vez de vidro e com volume menor, esta sendo projetado para
possibilitar analises de carbono sem contaminagdes provenientes do acrilico. No novo
projeto, os problemas detectados neste trabalho serdo sanados, garantindo maior

praticidade e eficiéncia.

2. Modelos matematicos

O emprego dos modelos matematicos nos estudos com as culturas de microalgas
determinou os coeficientes de decaimento do nimero de particulas em suspensao,
parametro que, associado ao ntimero final de particulas envolvidas na agregagao,
promoveu um estudo mais aprofundado do processo de formacao de agregados. As
modelagens apresentaram boa adequagao aos resultados, comprovada pelos altos
valores de R%. Além disso, os modelos descrevem o comportamento da formagio de

agregados pelas particulas em suspensao durante todo o tempo de experimento.
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Embora no estudo com 7. cf. duostra o decaimento do nimero de particulas
tenha sido linear, descrevendo uma reta, presume-se que ele deveria tornar-se mais
lento até se estabilizar com tempos de experimento mais longos, ja que a probabilidade
de as células se chocarem diminuiria a menores concentragdes de particulas em
suspensdo (part - mL™). Se isso acontecesse, a agregacio deveria descrever o padrio
apresentado em A4. granulata. Entretanto, embora a agregacao tenha sido discreta, ela
ocorreu continuamente até o final dos experimentos. Talvez esse padrao tenha sido
proporcionado pela presenca das fibras de quitina, que foram encontradas como
constituintes dos agregados, e que poderiam atuar como uma rede entre as células,
aumentando a possibilidade de elas se agregarem (figura 25).

Nos experimentos com A. granulata, a comparagao entre os coeficientes
descritos pelos modelos bifasico e exponencial, mostrou que os valores de & foram
significativamente diferentes apenas quando o modelo bifasico descreveu o processo de
agregacao como composto por duas etapas. Apesar dessa variagdo, ambos os modelos
poderiam ser aplicados para descrever os processos de agregacdo aqui apresentados, ja
que ambos apresentaram altos valores de R* (superiores a 0,90 na quase totalidade dos
casos) e nao levaram a interpretagdes contraditorias dos resultados.

Entretanto, o modelo exponencial demonstrou promover menor variagao e
menores erros entre réplicas, como no caso do experimento com 4. granulata na
metade da fase exponencial de crescimento, na presenga de EPS. Nesse caso, embora o
numero final de particulas tenha sido o mesmo nas duas réplicas, o modelo bifasico
apresenta o processo de agregacao de apenas uma das réplicas como composto por duas
etapas. Na outra réplica, esse modelo descreve a agregacdo como composta por uma
unica etapa. Essa abordagem impossibilitou, desse modo, o estabelecimento de um

coeficiente médio entre essas réplicas, segundo o modelo bifasico.
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Figura 25: Thalassiosira cf. duostra. Célula associada a
fibras de quitina (n-acetil-glicosamina) evidenciadas por corante
especifico (Chlorazol Black-E 0,2% em etanol 70%). Aumento
1000 x.

3. Efeito das taxas de cisalhamento na agrega¢do

T. cf. duostra apresentou maior formacao de agregados quando submetida a taxa
de cisalhamento G=10s™, ao contrario dos experimentos com A. granulata, em que
houve maior agregagio a 3 s

Em linhas gerais, os resultados mostraram, em conformidade a Kierboe &
Hansen (1993) em trabalho com a diatomacea marinha Skeletonema costatum, que altas
taxas de cisalhamento reduzem a formagao de agregados. Esse fato pode ser causado
pela quebra dos agregados formados a altas taxas ou entdo pelo fato de as células
chocarem-se a velocidades muito altas, a ponto de nao permanecem aderidas apos o
choque. Por outro lado, Passow et al (1994) encontraram em experimentos com culturas
de outra diatomacea marinha, Chaetoceros gracilis, que a formacao de agregados
ocorre em menor escala a menores taxas de cisalhamento (G= 5 s™'), enquanto a

~ J4 . . -1
agregacao ¢ maior a taxas mais elevadas (30 s™).



Esse fato torna-se dificil de ser explicado devido a escassa literatura referente ao
assunto, mas demonstra que as taxas de cisalhamento produzem efeitos distintos em
espécies diferentes, sendo que a morfologia celular pode influir no processo. O género
Chaetoceros, por exemplo, apresenta um par de espinhos de silica nas extremidades de
cada epivalva, que facilitam a formag¢ao de agregados apos o choque entre as células.
Em adi¢do, T. cf. duostra produz fibras de quitina, que podem fornecer suporte
mecanico para a agregacdo, como citado anteriormente, facilitando também a formagao
de agregados. S. costatum e A. granulata, por sua vez, apresentam morfologia
semelhante entre si, sendo os individuos de ambas espécies filamentosos e cilindricos, o
que pode explicar o mesmo padrao de agregacao das duas espécies em relagdo as taxas
de cisalhamento.

Grossart & Simon (1993, 1998) encontraram correlagdo positiva entre o
aumento da velocidade do vento e a formagdo de agregados no mesotrofico e pré-alpino
lago Constance, sendo a velocidade maxima atingida entre 15 ¢ 20 m - . Essas
velocidades, segundo Jackson (1990), podem gerar taxas de cisalhamento proximas de
3 5" a 2 metros de profundidade. Embora nio tenhamos dados disponiveis sobre o
gradiente de cisalhamento e a velocidade do vento no Reservatorio de Barra Bonita, as
taxas de cisalhamento em que houve formagao de agregados em nossos experimentos
estdo proximas as encontradas nos ambientes naturais. Os resultados obtidos nesse
sentido poderao ser utilizados em futuros estudos de hidrodindmica e sua influéncia no

comportamento das particulas em suspensdo no Reservatorio de Barra Bonita.

4. Efeito da idade e do EPS na formagdo de agregados

A idade foi um fator de suma importancia na formagao de agregados tanto em
culturas de 7. cf. duostra como de A. granulata. Para ambas espécies a formagao de
agregados foi maior no final da fase exponencial em comparacdo as demais idades de
cultivo.

Kierboe et al (1990), em experimentos com tanques giratorios, obtiveram que a
formagao de agregados por culturas da diatomacea marinha Thalassiosira pseudonana
foi cerca de uma ordem de magnitude maior na fase estacionaria, quando comparada a

outras idades. Entretanto, Kierboe & Hansen (1993) obtiveram que para Skeletonema
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costatum, espécie marinha, o potencial de formagao de agregados por suas células
diminui com a idade de cultivo. Os autores atribuem esse comportamento a excregao de
uma substancia que suprimiria a agregacao.

Passow et al (1994) descreveram que Chaetoceros gracilis apresentou maior
potencial de agregacdo na fase estaciondria em relagdo a fase exponencial de
crescimento e relacionaram esse aumento da formagao de agregados a maior
concentracao de TEP e coldides presentes nas culturas quando as células cessaram seu
crescimento. As TEP sdo particulas que tém como precursores exopolissacarideos
coloidais produzidos por algas e bactérias (Alldredge et al, 1993) e tém sido
reconhecidas como importantes para a formacao de agregados em ambientes naturais e
culturas (Passow, 2000, Simon et al, 2002) e, normalmente, tém sua concentragao
aumentada com o tempo de cultivo.

Em nossos experimentos de floculagdo com culturas, a formagao de agregados
foi mais pronunciada na presenca de EPS tanto para 7. cf. duostra como para A.
granulata. A agregacao de T. cf. duostra na auséncia de EPS apenas ocorreu
significativamente no final da fase exponencial de crescimento. Para 4. granulata, a
maxima formagao de agregados ocorreu no final da fase exponencial, porém na metade
dessa fase de crescimento e na fase estaciondria também houve formacao significativa
de agregados. Essa adesividade das células entre si pode estar relacionada a presenga de
“filmes” de polissacarideos que envolvem as células e, no caso de 7. cf. duostra, ainda
estar relacionada a presenga de fibras de quitina. Essas fibras, além servirem como uma
rede que facilita o choque e a adesdo entre as células, ainda pode servir de base para a
adesdo de coldides e TEP sobre sua superficie, fato que aumentaria ainda mais o
potencial de agregacao dessa espécie.

Por outro lado, observagao qualitativa das células de 4. granulata ao longo do
tempo de cultivo, negativamente coradas com Nankin (figura 26. A-D), mostrou que no
final da fase exponencial de crescimento os “filmes” de polissacarideo sdo mais
abundantes em relacdo a fase estacionaria. E esses resultados corroboram a maior
agregacao naquela fase do crescimento e talvez essa seja a causa dos resultados obtidos

por Kiorboe ¢ Hansen (1993) para S. costatum.

62



Esses autores também obtiveram que a agregagdo em S. costatum foi superior na
fase exponencial de crescimento em relagdo a estacionaria. Eles relacionaram esse fato
ao proposto por Decho (1990) de que uma camada mais densa de polissacarideos se
formaria em volta das células de diatoméceas na fase exponencial de crescimento. J& na
fase estacionaria, essa camada passaria a se desprender da parede celular, tornando-se
menos viscosa e reduzindo a adesividade das células. Essas modificagdes ocorrem
devido a mudangas das propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos produzidos
nas diferentes fases de crescimento. Entretanto, em nossos estudos, analises quimicas
quantitativas e qualitativas (em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massa) desses filmes de EPS seriam necessérias para comprovar as nossas observacoes.
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Figura 26: Aulacoseira granulata, negativamente corada com Nankin. Filmes
de EPS em volta de células: (A) fase 8 dias; (B) fase 18 dias; (C) fase 28 dias e (D) fase
34 dias. Escala 20 pm.

Como citado anteriormente, a presenga de EPS promoveu o aumento da
formagao de agregados em ambas as espécies estudadas. No caso de 7. cf. duostra , a
presenca de EPS aumentou o nimero de particulas envolvidas na agregacdo, além de
ter tornado o processo de agregagdo mais rapido (ja que houve aumento do valor de k).

Nos experimentos com A. granulata, além da presenca de EPS, o aumento da
concentracao desses compostos com o tempo de cultivo também promoveu maior

formagdo de agregados tendo esta ocorrido mais rapidamente. Este fato pode ser
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observado quando o coeficiente k obtido na auséncia de EPS no final da fase
exponencial, e que era cerca de 4,6 vezes maior que o coeficiente apresentado no inicio
da fase estaciondria, foi apenas cerca de 1,6 vez maior nos experimentos realizados na
presenca de EPS.

Kierboe & Hansen (1993), por outro lado, obtiveram que a adi¢do dos
compostos excretados pela diatomacea Coscinodiscus sp (filtrados em poro 1,2 pm) em
experimentos de agregagdo com S. costatum ndo tiveram efeito significativo na
formacao de agregados. Esse fato mostra novamente que espécies diferentes
desempenham papéis distintos no processo de agregagao, seja devido a adesividade de
suas células ou as propriedades fisicas e quimicas de seu polissacarideo ou mesmo

devido a sua morfologia.

5. Formagdo de agregados na agua de Barra Bonita

A substitui¢@o dos polissacarideos naturais da dgua do reservatorio pelo EPS
produzido por A. granulata notavelmente promoveu a formacao de menor nimero de
agregados, porém os agregados formados apresentaram areas superiores aqueles
formados nos experimentos com a agua do reservatério integral. O aumento do
tamanho dos agregados, poderia aumentar suas taxas de afundamento, dependendo do
tipo de particulas que foram adicionadas a eles. Carcagas de copépodos, particulas
inorganicas e principalmente diatoméceas sdo reconhecidos por aumentar as taxas de
afundamento de agregados formados em ambientes naturais (Grossart & Simon, 1993).
E nossos resultados mostraram que, na presenga do EPS de 4. granulata houve maior
incorporagdo de células dessa espécie aos agregados formados. Por outro lado,
agregados com maiores propor¢des de TEP e cianoficeas podem ter suas taxas de
afundamento reduzidas (Beaulieu, 2003). Mas fato incontestavel ¢ que o aumento da
area dos agregados promove o aumento de sua superficie relativa, devido a geometria
fractal dessas particulas (Logan & Wilkinson, 1990). E esse incremento superficial, por
sua vez, aumenta o potencial de adsor¢ao de novas particulas, nutrientes e bactérias,
tornando os agregados sitios ainda mais ricos nutricionalmente (Shanks & Trent, 1979)

e metabolicamente mais ativos (Simon et al, 2002).



A adicao de células de A. granulata, simulando um bloom populacional dessa
espécie, proporcionou o aumento da area dos agregados formados, sem porém, diminuir
o nimero de particulas formadas. Alldredge & Silver (1988) e Grossart & Simon
(1993), entre outros trabalhos, demonstram que as taxas de afundamento, que variam
entre <5 a 200 m - d”', sdo positivamente relacionadas ao tamanho dos agregados. A
grande quantidade de células dessa diatomacea que foram acrescidas aos agregados,
mostra que essas particulas tornar-se-iam indubitavelmente mais pesadas e, portanto,
com taxas de afundamento elevadas. Embora a agrega¢ao seja um processo complexo,
dependente de muitas variaveis bioticas e abidticas (Grossart et al, 1997), nossos
resultados mostram que elevadas densidades populacionais de A. granulata no
reservatorio de Barra Bonita podem aumentar sensivelmente a formagao de agregados
gelatinosos e que, nesse caso, o fluxo de matéria para o fundo seria também aumentado.
De acordo com nossos calculos, apenas considerando as células de 4. granulata,
valores entorno de 1 mg de carbono - L™ estariam potencialmente sujeitos a serem
transportados para o fundo na forma de agregados. Desde que os agregados sdo sitios
ricos em matéria organica viva e em decomposi¢ao e densamente colonizados por
bactérias e outros organismos heterotréficos (Simon, 2002), podemos imaginar que esse

fenomeno levaria a modificag¢des na ciclagem do carbono na represa.

6. Caracteristicas fisico-quimicas dos polissacarideos e agregagdo

Nesse trabalho foram apresentadas apenas as concentragdes totais dos EPS
produzidos por 4. granulata e T. cf. duostra e quantificados por cromatografia liquida
(HPLC). Giroldo et al (em preparagdo) caracterizaram os polissacarideos produzidos
por A. granulata por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, obtendo
que dentre os 27.1% das unidades terminais desse EPS, 56.7% sao representados pelos
acgucares metilados fucose e ramnose, reconhecidos por suas propriedades hidrofobicas
devido a presen¢a de um grupo metil no carbono 6. Se consideradas ainda as unidades
terminais de acido glicurdnico, cuja reatividade ¢ também reconhecida, a porcentagem
de monossacarideos terminais com significado no processo de agregacdo atingiria
74,5%. A analise do EPS de T. cf. duostra mostrou que esses compostos somados

compdem apenas 20% dos monossacarideos terminais.
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Polimeros hidrofobicos sdo conhecidos por serem moléculas importantes na adesao
e colonizacdo de muitas espécies de bactérias e cianobactérias (Fattom & Shilo, 1984).
Wustman et al (1997) descreveram os polissacarideos como os principais elementos
constituintes de compostos produzidos para a adesdo de diatomaceas. Esses autores
sugerem ainda que polimeros ricos em fucose em posigdes terminais desempenham papéis
importantes na adesdo desses organismos. Passow (2002) descreveu a hidrofobicidade
como um aspecto importante para a formag¢do de TEP e agregados e em 1994, com
colaboradores, ja demonstrara a formag¢do de TEP em floculador tipo Couette a partir de
precursores coloidais.

Por outro lado, a presenca de acidos urdnicos no EPS confere carga negativa a
esses compostos € aumenta sua reatividade (Decho, 1990). Residuos de 4acidos urénicos
nos polissacarideos podem formar pontes catidnicas com metais encontrados na agua de
reservatorios e no meio de cultura, (principalmente Ca®*, Na*", Mg*"), e fazendo com
que o EPS adquira estrutura coloidal fibrilar, o que aumentaria a agregagao por captura
de particulas (Leppard, 1995, Passow, 2002). Além disso, Fletcher & Floodgate (1973)
descreveram os polissacarideos carboxilados (ou acidos) como elementos tipicamente
envolvidos na adesdo permanente de bactérias a superficies.

Essas caracteristicas poderiam ajudar a explicar a maior formag¢ao de agregados
na presenca de EPS de T. cf. duostra e A. granulata, bem como as diferencas entre a
agregacao de ambas as espécies e também poderia explicar a ocorréncia freqiiente deste

ultimo taxa nos agregados encontrados na agua de Barra Bonita.
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