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Resumo

As TEP (Transparent Exopolymer Particles) sdo encontradas em abundancia em
agua doce e oceanos e tém fungdes importantes na dinamica dos ecossistemas aquaticos,
como transporte de substidncias ao longo da cadeia tréfica, adsorsdo de compostos
dissolvidos e formagdo de agregados gelatinosos. Os carboidratos extracelulares liberados
pelo fitoplancton parecem ser a principal fonte de TEP. O objetivo deste trabalho foi
quantificar a producdo bidtica e abidtica de TEP em culturas das trés principais espécies,
em termos de biomassa fitoplanctonica, do reservatorio de Barra Bonita (rio Tieté/SP).
Também foram obtidas as concentracdes de carbono organico das fracdes “TEP”, “células”,
“coldides” e “dissolvido real” das culturas. A produgdo bidtica de TEP por Anabaena
spiroides ou Microcystis aeruginosa (Cyanophyceae) foi maior do que a produgdo por
Aulacoseira granulata (Bacillariophyceae). As TEP produzidas por processos bidticos
corresponderam a 37, 21 e 3,0 mgC L™ nas culturas de 4. spiroides, M. aeruginosa e A.
granulata respectivamente, representando quantidades significativas do carbono organico
total (72, 31, 24 %) durante o crescimento. Os dois processos bidticos de formagdo de TEP
observados e documentados para A. spiroides estdo relacionados a presenga de espesso
envoltério mucilaginoso. As trés espécies excretam polissacarideos coloidais com potencial
de formacdo abidtica de TEP por coagulacio na superficie de bolhas de espuma. A
producdo bidtica de TEP por estas trés espécies em ambiente de 4gua doce eutrofizado foi
mais significativa que a producdo abidtica e esta ultima deve ter importancia quantitativa
apenas em locais altamente poluidos, onde haja formagdo de espuma. Em ambientes
naturais onde sejam abundantes, as trés espécies contribuirdo com grandes quantidades de

matéria organica particulada, ndo somente celular mas também na forma de TEP.



Abstract

Transparent exopolymer particles (TEP) have recently been documented to be
abundant in ocean waters and in algal cultures. TEP play important roles in the ecology of
aquatic ecosystems since they might be a direct source of carbon for higher trophic levels
via protists and microzooplankton. They also adsorb dissolved compounds and compose
the matrix of marine snow. The extracellular carbohydrates released by phytoplankton are
supposed to be the main source of TEP. The aims of the present study were to quantify the
TEP produced by biotic and abiotic processes in cultures of the three most important algae
species, with regard to phytoplanktonic biomass, of the Barra Bonita Reservoir (Tieté
River/SP). The organic carbon content of distinct fractions (“cells”, “TEP”, “colloids” and
“dissolved”) of the cultures was also analysed. The biotic production of TEP by the species
Anabaena spiroides and Microcystis aeruginosa (Cyanophyceae) was higher than that of
Aulacoseira granulate (Bacillariophyceae). TEP biotically produced corresponded to 37
mgC L in the 4. spiroides culture, 21 mgC L™ in the M. aeruginosa culture and 3,0 mgC
L' in the 4. granulate culture, which represent significant quantities of the total organic
carbon (72, 31 and 24% respectively) during the growth of cultures. The two biotic
processes of TEP production which were observed and documented by photographs in the
A. spiroides culture are related to the presence of the wide envelope. The three species
release colloidal polysaccharides capable of abiotic transformation into TEP through the
abiotic process of bubble scavenging. The biotic production of TEP by these algae species
in hypereutrophic freshwater environments was more significant than the abiotic production
and the latter must have quantitative importance only in highly polluted waters where the
formation of foam may occur. Wherever abundant, these species contribute large quantities

of particulate organic matter in the non-living compartment, as TEP.
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1. Introducio

TEP (Transparent Exopolymer Particles) sdo particulas compostas por
polissacarideo transparente e gelatinoso, maiores que 0,45 um (Alldredge et al 1993,
Passow 2000) e muito abundantes em ambientes aquaticos em geral, principalmente em
oceanos onde representam uma fracdo significativa do carbono organico particulado
(Alldredge et al 1993, Mari & Kierboe 1996). As TEP s3o originadas nos corpos d’agua
como conseqiiéncia de diferentes processos, classificados como bidticos ou abidticos
(Figura 1). Os processos bioticos estdo relacionados a existéncia de envoltorios
mucilaginosos (capsulas e bainhas) das células ou colonias fitoplanctonicas, que sao
compostos por polissacarideos transparentes e gelatinosos. Morte celular, liberacdo de
parte dos envoltorios mucilaginosos de coldnias ou qualquer outro processo que tenha
como conseqiiéncia a separagdo completa entre os envoltorios e as células sdo os
mecanismos bidticos de producdo de TEP (Hong et al 1997). Isto por que estes envoltorios,
assim que separam-se das células, passam a ser particulas de polissacarideo livres, ou seja,
passam imediatamente a ser consideradas TEP. Por processos abidticos, as TEP sdo
formadas a partir de precursores polissacaridicos coloidais livres na coluna d’agua e
excretados principalmente pelo fitoplancton (Alldredge et al 1993, Passow et al 1994,
Passow 2000) que, devido a fatores fisicos, unem-se formando particulas. A formagao de
TEP a partir destes polissacarideos coloidais livres ocorre apenas quando condigdes
abioticas especiais se fazem presentes no ambiente, tais como movimentos das camadas de
agua causados pelo vento, correntes, turbuléncia e quebra das ondas no mar. Esta agitagao
tem como conseqiiéncias o aparecimento de grandes quantidades de espuma (Johnson &
Cooke 1980) e a formagdo de um gradiente de cisalhamento na coluna d’agua (Passow

2000), gerado quando camadas adjacentes de agua adquirem velocidades diferentes. A



presenca de bolhas e do gradiente de cisalhamento favorecem, respectivamente, a
coagulagdo e o choque (Mopper et al 1995, Zhou et al 1998) dos polissacarideos coloidais
precursores, condigdes que, independentemente uma da outra, sdo propicias a unido dos
coloides para formarem uma particula, ou seja, uma TEP. No processo de coagulacao,
polissacarideos coloidais que envolvem externamente cada bolha de espuma coagulam
apos a coalescéncia desta bolha e permanecem unidos formando uma particula (uma TEP).
Ja o gradiente de cisalhamento proporciona o choque dos polissacarideos coloidais
precursores que estdo no limite entre as duas camadas de dgua com velocidades diferentes,

choque que também faz com que estes polissacarideos se unam formando TEP.

PROCESSOS BIOTICOS
Espécies
fitoplanctonicas > Separacao do — > Envoltorio — TEP
com envoltorios envoltorio sem células
polissacaridicos |
Morte celular
Fragmentacgdo
PROCESSOS ABIOTICOS
Turbuléncia
Quebra de ondas
Fitoplancton Polissacarideos Coagulagdo TEP
p »  coloidais livres > >
Choque
Vento
Correnteza
Gradiente de cisalhamento

Figura 1. Apresentagdo esquematica dos processos bidticos e abidticos de produgdo de

TEP relacionados ao fitoplancton que ocorre nos ambientes aquaticos.



Na cadeia alimentar, TEP podem ser utilizadas diretamente como alimento por
protozodrios, zooplancton e outros organismos filtradores (Shimeta 1993, Tranvik et al
1993), como copépodos (Decho & Moriarty 1990, Ling & Alldredge 2003). Devido a sua
composi¢do, sua grande area superficial para reagdes de troca e sua grande capacidade de
formar ligagdes com compostos dissolvidos (Logan & Hunt 1987), as TEP podem formar
complexos metalicos e adsorver compostos organicos e inorganicos. Estas ligagdes com as
TEP podem representar uma rota alternativa de transferéncia destes compostos do pool
dissolvido para niveis troficos mais altos (Mari 1999). As TEP representam também
importante papel na ciclagem da matéria em ambientes aquaticos ja que podem ser
utilizadas como fonte de energia por bactérias, processo que torna os nutrientes novamente
disponiveis ao fitoplancton. Devido a estas caracteristicas, as TEP passam a realizar uma
importante fun¢do de transporte, tanto do pool dissolvido para o pool particulado como ao
longo da cadeia trofica, nos ecossistemas aquaticos. Por serem particulas grandes, as TEP
sdo utilizadas ainda como local de refigio e como substrato para diversas populagdes de
bactérias (Alldredge et al 1993, Mari & Kiorboe 1996). Esta estreita relagdo entre as TEP e
as atividades bacterianas talvez possa explicar a grande dificuldade de se obter culturas
axénicas de espécies que possuem espessos envoltorios de polissacarideo, como capsulas e
bainhas. Isto por que estes envoltérios podem ser o habitat de diversas populagdes de
bactérias e, neste caso, a relacdo entre bactérias e o polissacarideo dos envoltorios poderia
ser essencial ndo sé as bactérias, mas também as células algais.

Além do impacto na distribuicdo e nas atividades bacterianas, as TEP tém grande
importancia na formacdo de agregados gelatinosos, principalmente na marine snow
(agregados maiores que 0,5 mm em diametro) (Logan et al 1995), por serem um

componente que atua como matriz, facilitando a fixacdo dos demais componentes dos



agregados tanto de dguas naturais como daqueles produzidos em condi¢des laboratoriais
(Alldredge et al 1993). O fato de os agregados gelatinosos possuirem altas taxas de
afundamento, que podem chegar a centenas de metros por dia no oceano (Fowler &
Knauer 1986), faz com que eventualmente atinjam o fundo dos corpos d’agua. Desta
forma, os agregados, e conseqiientemente as TEP que os compdem, seriam caracterizados
como seqiiestradores das substancias agregadas (células e detritos) e, em ultima andlise, de
carbono da zona fotica da coluna d’agua para a zona afética (Fowler & Knauer 1986,
Engel 2002). Caracterizadas como possiveis “seqiiestradoras” de carbono quando
compdem os agregados gelatinosos, as TEP realizam uma fun¢do oposta a sua fungao, ja
citada, no transporte de compostos ao longo da cadeia trofica.

As TEP nao devem ser confundidas com os agregados gelatinosos. Com tamanho
variavel, os agregados gelatinosos sdo agrupamentos formados na agua pela unido de
células algais, vivas e mortas, bactérias e detritos, organicos e inorganicos. Em alguns
casos, sdo os envoltorios polissacaridicos das células vivas de microalgas que mantém
estes componentes (células e detritos) agrupados. Na maioria dos agregados, no entanto, a
unido dos componentes ocorre devido a presenga de um outro componente, uma TEP, que
funciona como matriz destes agregados, agindo como uma “cola” que facilita a agregacao
dos demais componentes. Portanto, as TEP podem funcionar como matriz de agregados
mas nao necessariamente realizardo este papel, ja que tém outros destinos e fungdes nos
ecossistemas aquaticos. As TEP se diferenciam dos agregados por serem particulas de
polissacarideo livre de células ou detritos agregados a elas. Obviamente em ambientes
naturais, as TEP ndo existem na forma completamente pura, ou seja, livre de bactérias; no
entanto, enquanto ndo houver agregacao de células algais vivas ou mortas ¢ de detritos e

enquanto a particula for predominantemente composta por polissacarideo, a despeito da



presenca de bactérias, ela serd considerada uma TEP. As TEP também ndo devem ser
confundidas com os polissacarideos coloidais livres na agua, compostos produzidos e
excretados pelo fitoplancton que estdo na forma coloidal e ndo na forma particulada e,
portanto, ndo se inserem na defini¢do de TEP. Os polissacarideos exudados somente se
transformardo em TEP apds submetidos a condigdes abioticas especificas descritas acima,
passando entdo para o pool particulado.

O reconhecimento das TEP ¢ relativamente recente (Alldredge et al 1993) e estudos
acerca de suas fungdes, propriedades e importincia s3o escassos no que se refere a
ambientes de agua doce. No entanto, estes estudos sdo importantes para o entendimento da
ecologia e biogeoquimica do carbono, fato ja demonstrado em ambientes marinhos onde
estas particulas sdo abundantes, chegando a 5.10* mL" (Mari & Burd 1998). No oceano,
altas concentracoes de TEP estdo normalmente associadas ao periodo de senescéncia de
grandes florescimentos de diatomaceas (Mari 1999, Corzo et al 2000), grupo que é muito
significativo em ambientes marinhos. Em ambientes eutrofizados de 4dgua doce, porém,
freqlientemente ha dominancia de outros grupos de microalgas.

O reservatério eutrofizado de Barra Bonita, de onde foram isoladas as espécies de
microalgas estudadas neste trabalho, é caracteristico por grandes florescimentos periodicos
da espécie de diatomacea planctdnica Aulacoseira granulata Ehrenberg (Simonsen)
(Bacillariophyceae). Estes florescimentos sao identificados como parte de um longo ciclo
sazonal de dominancia, caracteristico por um revezamento entre esta espécie ¢ outras duas
da classe Cyanophyceae, Microcystis aeruginosa (Kiitzing) e Anabaena spiroides
(Klebahn). Estas trés espécies sdo responsaveis por 96 % da producdao da biomassa
fitoplanctonica no reservatorio de Barra Bonita durante o ano inteiro, embora representem

juntas apenas 2,4 % do nimero total de taxons de microalgas identificados (Jati 1998). As



células da diatomécea Aulacoseira granulata sao cilindricas, mais longas do que largas e
unidas umas as outras pela superficie valvar, formando filamentos longos, simples e
unisseriais (Bourrelly 1968). A frastula de silica externa a membrana celular ¢ recoberta
por um fino filme de polissacarideo. Microcystis aeruginosa € Anabaena spiroides sao
espécies procariontes, ambas coloniais € que apresentam importancia sanitaria devido ao
seu potencial de formagdo de blooms toxicos. As células pequenas e esféricas de M.
aeruginosa sdo envoltas por mucilagem polissacaridica formando coldnias sem forma
definida que podem chegar a mais de 500 um em ambiente natural. As células de A.
spiroides formam tricomas, colonias em que as células se unem formando um filamento
unisseriado em forma de espiral coberto externamente por um espesso envoltorio de
polissacarideo.

Considerando que a produg¢do de TEP por espécies de agua doce € pouco
documentada, experimentos com culturas do tipo batch de espécies fitoplanctonicas
abundantes em reservatorios eutrofizados, que tenham como objetivo a quantificagdo e o
estudo de TEP, podem revelar informac¢des importantes sobre a ecofisiologia do
fitoplancton e sobre o fluxo de carbono fixado por estas espécies, sendo fundamentais para

futuras investigacdes do papel das TEP em ecossistemas aquaticos dulcicolas.



2. Objetivos

Em culturas wunialgais das espécies fitoplanctonicas Anabaena spiroides,
Microcystis aeruginosa € Aulacoseira granulata, os objetivos principais deste trabalho
foram quantificar a produgdo biotica e abidtica de TEP, quantificar o contetido de carbono
organico de cada fragdo das culturas e verificar, mais especificamente, o fluxo de carbono
organico proveniente da produtividade primaria liquida (carbono organico liquido total)
revertido para a formagdo de TEP, durante o crescimento destas culturas. Paralelamente,
observar e documentar por fotografias os processos bioticos responsaveis pela produgao de
TEP a partir do envoltério mucilaginoso de 4. spiroides.

A expressdo carbono organico liquido total se refere a concentragdo de carbono
organico da cultura integral, ou seja, antes do fracionamento enquanto a palavra “liquido”
se refere ao carbono orgénico proveniente da produtividade primaria liquida, ou seja, ja

descontado o carbono utilizado na respiracao e perdido na forma de CO,.



3. Materiais e Métodos

3.1 Organismos

As espécies Anabaena spiroides (Klebahn) (clone BB007), Microcystis aeruginosa
(Kiitzing) (clone BB00S) e Aulacoseira granulata (Ehrenberg) Simonsen (clone BB0O01)
foram isoladas do reservatério de Barra Bonita (22° 32° S, 48° 29° W), um lago artificial
eutrofizado localizado na por¢do média do rio Tieté (Estado de Sdo Paulo, Brasil). Estas
espécies sdo mantidas em cultivos unialgais e/ou axénicos na Cole¢do de Culturas de
Microalgas de Agua Doce do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sio
Carlos (WDCM: CC 835).

3.2 Condicoes gerais de cultivo

Para a montagem das culturas experimentais do tipo batch de cada uma das trés
espécies estudadas foi realizada uma lavagem por centrifugacao dos indculos para retirar as
TEP e os polissacarideos coloidais ja liberados. Os inoculos lavados foram entdo
adicionados aos meios de cultura adequados para o cultivo de cada espécie, sendo ASM 1
(Gorham et al 1964) para os cultivos de 4. spiroides e M. aeruginosa e WC (Guillard &
Lorenzen 1972) modificado pela adi¢do do dobro da concentragdo original de Na,SiO;
9H,O0 para o cultivo de A. granulata, ambos em pH 7 e autoclavados. As culturas das trés
espécies estudadas foram mantidas sob condi¢des controladas de laboratério, em
temperatura de 23 + 1°C e fotoperiodo de 12:12 horas controlado por timer. As espécies A.

spiroides ¢ M. aeruginosa foram mantidas sob 150 + 5 pmol photons m™ s (PAR) e A.

granulata sob 100 + 5 pmol photons m™ s™', luz proveniente de lampadas fluorescentes de

40 W.



3.2.1 Cultivo de Anabaena spiroides

A espécie A. spiroides foi cultivada em 13 frascos iguais de 500 mL com 300 mL
de cultura cada, aeradas por agitacdo manual feita de duas a trés vezes ao dia. Durante o
tempo do cultivo, aproximadamente 35 dias, foram feitas 6 amostragens utilizando-se 2
dos frascos integralmente em cada uma delas, como réplicas. O 13° frasco foi utilizado
para retirar pequenas amostras a fim de registrar por fotografias os processos biodticos de
formac¢ao de TEP durante todo o periodo do experimento.

3.2.2 Cultivo de Microcystis aeruginosa

Para o cultivo de M. aeruginosa foram montadas duas culturas de 1,5 L cada,
consideradas réplicas. Durante todo o tempo de cultivo, 46 dias, as duas culturas foram
amostradas nos mesmos dias, totalizando 7 amostragens de cada réplica de cultura.
Pequenas amostras para documentagdo fotografica foram retiradas ao longo do tempo de
cultivo.

3.2.3 Cultivo de Aulacoseira granulata

A espécie A. granulata foi cultivada da mesma forma que M. aeruginosa, durante
42 dias. Pequenas amostras foram retiradas para documentacio fotografica ao longo do
tempo de cultivo.

3.3 Concentracao de clorofila a

Medidas de concentragdo de clorofila a foram utilizadas para identificar as fases do
crescimento das culturas e foram obtidas durante todo o tempo dos cultivos, pelo método
descrito por Talling & Driver (1963). Segundo esta metodologia, filtragdes a vacuo de
volumes conhecidos das culturas utilizando membranas de fibra de vidro com poros de 1,2
um sdo empregadas para separar as cé€lulas. A extragdo do pigmento foi feita pela adigdo

de 10 mL de acetona 90 % aos filtros. Para a extra¢do da clorofila a de M. aeruginosa
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foram utilizados 5 mL da solug@o de acetona 90 % + 5 mL de DMSO (dimetilsulfoxido)
puro (v/v). Para completa extracao, os filtros foram mantidos com o solvente por 24 horas
no freezer, a -8°C. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas para evitar
interferéncia dos filtros e a absorbancia dos sobrenadantes foi medida em
espectrofotometro, em comprimentos de onda de 665 ¢ 750 nm. Os dados de absorbancia
foram transformados em mg de clorofila por L de cultura pelas equagdes descritas a seguir:

E = Abs 665nm — AbS 750nm

X=E.11,9

onde X ¢ a concentragdo de clorofila, em pg mL”, em 1 mL de solvente e 11,9 é o
coeficiente calculado para o solvente utilizado (acetona);

tendo sido utilizados 10 mL de solvente:

Y=X.10

onde Y ¢ a concentragio de clorofila, em pg mL™ em 10 mL de solvente;

considerando que esta concentragdo de clorofila a é correspondente ao volume de
cultura que foi filtrado:

Y . volume filtrado de cultura” = concentracio de clorofila a na cultura, em mg L™

3.4 Producao bidtica e abiotica de TEP

3.4.1 Fracionamento das culturas

Para quantificar a producdo bidtica e abidtica de TEP, as culturas foram
fracionadas. Aliquotas da cultura foram filtradas tangencialmente em cartuchos de fibra
oca com poros de 0,45 um acoplados ao aparelho de filtragdo tangencial Mid Gee (A/G
Technology Corporation, Needham, MA, USA). Esta filtracdo teve como objetivo separar
a fracdo particulada da cultura, que compreende TEP e células, da fracdo dissolvida. A

porosidade dos filtros (0,45 um) foi escolhida por reter de forma eficiente apenas células e
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TEP ja que filtros de porosidade menor (0,2 um) poderiam reter polissacarideos coloidais,
ndo particulados. Parte do volume, 30 mL, da fragdo particulada resultante desta primeira
filtracdo foi fracionada para separagdo de seus componentes, ou seja, para separar as
células das TEP. Este segundo fracionamento foi feito por meio de centrifugacao, devido a
qual as células foram decantadas e os TEP permaneceram no sobrenadante. O
sobrenadante foi entdo separado e as células foram ressuspensas em meio de cultura. Desta
forma, a fragdo particulada deu origem a mais duas fragdes, que serdo aqui chamadas de
fragdo “TEP” e fracdo “células”. Diferentes forcas de centrifugacdo (RCF — Relative
Centrifugal Force) foram testadas para cada espécie tendo sido mais eficientes na
separacdo as combinacdes 2570 x g durante 10 min para 4. spiroides e M. aeruginosa e
1313 x g durante 05 min para 4. granulata.
O parametro RCF foi obtido pela equacdo descrita abaixo (Cooper 1977):
RCF = {[(n rpm)* / (30%)] r} 980" = (1,119 10™) rpm’ r

onde, © = 3,14;

rpm (rota¢des por minuto) € a velocidade de centrifugagao;

r ¢ a medida do raio do rotor da centrifuga, em cm.

Polissacarideos coloidais e outros compostos (moléculas menores que 0,45 pum)
excretados pelas algas para o meio, ou seja, a fracao “dissolvida” das culturas resultante da
primeira filtragdo tangencial, também foi fracionada. Por meio de uma segunda filtracao
tangencial em cartuchos de fibra oca com poros de 3 KD, a fragdo “dissolvida” foi dividida
em duas fragdes, uma maior e a outra menor que 3 KD. Estas duas fragdes serdo chamadas
aqui de fracdo “coloidal” ou EPS (extracellular polysaccharides) e fragao “dissolvido

real”, respectivamente. Os coldides foram definidos com critério operacional como
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moléculas de tamanho menor que 0,45 um e maior que 3 KD (Sigleo 1996) e a fragdo

“dissolvido real” corresponde a moléculas menores do que 3 KD (Tabela I).

Tabela I. Nome atribuido, composicao e forma de obtenc¢do das fragdes das culturas do tipo

batch das espécies fitoplanctonicas A. spiroides, M. aeruginosa e A. granulata.

Nome da Fragao O que contém Como foi obtida

Fragao Particulada Células e TEP Filtragdo tangencial

(fragdo maior que 0,45 pum)

Fragao “células” Células Centrifugag¢do da fragdo

particulada (precipitado)

Fracao “TEP” TEP Centrifugagao da fracao
particulada (sobrenadante)
Fracdo “coloidal” Polissacarideos extracelulares Filtragdes tangenciais
ou EPS coloidais (fragdo menor que 0,45 pm

e maior que 3 KD)

Fracao “dissolvido Moléculas menores Filtracao tangencial

real” (fracdo menor que 3 KD)

3.4.2 Quantificacdo da produgdo biodtica de TEP pelo método do alcian blue

As TEP formadas por processos biodticos correspondem a fragmentos de parte dos
envoltorios polissacaridicos das coldnias liberados para o meio e/ou a envoltdrios intactos
que ficaram vazios, sem cé¢lulas.

As TEP produzidas nas culturas por processos bidticos foram quantificadas em
cada amostragem usando o método do alcian blue (Fatibello et al 2004). Segundo esta
metodologia, as TEP reagem com o alcian blue 8 GX (C.I. 74240), Polyscience
(Warrington, PA, USA) ndo s6 tornando-se visiveis pela colora¢do que adquirem, mas

também formando com o corante um par i6nico precipitavel. Desta forma, as TEP retiram
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o corante da solu¢do; quanto maior for a quantidade de TEP, menos corante ir4d sobrar
dissolvido na solugdo. Apods centrifugagdo, a quantidade de corante que ndo foi
complexada pelas TEP, ou seja, a quantidade de corante que “sobrou” na forma dissolvida,
¢ medida em espectrofotometro, em 602 nm. Estas medidas de absorbancia sao
posteriormente transformadas em medidas de concentracdo de TEP utilizando uma curva
de calibragdo feita com o polissacarideo padrao goma de xantana (Amersham/GE).

Para utilizagdo desta metodologia, faz-se necessario a retirada da fra¢do coloidal
devido ao fato de o EPS reagir com alcian blue da mesma forma que as TEP. Foram
utilizadas, portanto, amostras da fragdo particulada e da fracdo “TEP”, ou seja, as medidas
de TEP foram feitas, respectivamente, na presenca e na auséncia das células. Vale ressaltar
que na metodologia descrita por Fatibello et al (2004), apenas amostras da fragao
particulada sdo utilizadas para as medidas de TEP, sendo tanto a separacdo entre células e
TEP, quanto as medidas utilizando as amostras da fracdo “TEP”, uma iniciativa de
modificar ligeiramente o método para comparacdes. Desta forma, comparacdes entre as
medidas de TEP na fracdo particulada e na fragdo “TEP” (respectivamente, na presenca e
na auséncia de células vivas) foram feitas para verificar se os envoltorios das células vivas
de A. spiroides, M. aeruginosa ¢ A. granulata também teriam sido corados pelo alcian blue
a ponto de superestimar a quantidade de TEP na fragdo particulada. Medidas da produgao
bidtica de TEP foram realizadas em todas as amostragens feitas nas diferentes fases de
cultivo das trés espécies.

3.4.3 Quantificacao de TEP produzidas por processos abidticos

A producdo ¢ considerada abidtica se a formacdo de TEP ocorre quando
precursores polissacaridicos coloidais presentes na superficie de bolhas de espuma

coagulam apo6s a coalescéncia destas bolhas. Este processo ocorre quando os
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polissacarideos coloidais sdo submetidos a condi¢des de turbuléncia e formagao de espuma
e bolhas, ou seja, sob condigdes abioticas especificas.

Para detectar o potencial de producao abidtica de TEP a partir de precursores
polissacaridicos extracelulares coloidais (EPS), cerca de 120 mL de amostra da fragdo
“coloidal” obtida na ultima amostragem de cada cultivo foram borbulhados em um aparato
conhecido como “Torre de Espuma” (Zhou et al 1998). A “Torre de Espuma” ¢ uma
coluna de vidro com a base formada por uma placa de vidro sinterizado com poros de
aproximadamente 50 um por onde ¢ forgado ar purificado utilizando-se uma bomba. Ela
simula as condigdes abidticas de formacdo de espuma e micro bolhas necessarias a
produgdo abidtica de TEP. Estas condi¢des sdo caracteristicas do ambiente marinho para o
qual este aparato foi desenvolvido. A fragdo “coloidal” concentrada de cada espécie
estudada foi colocada nesta coluna e borbulhada por 3 horas de maneira a tentar reproduzir
o processo fisico que leva a formagao de TEP, segundo metodologia descrita por Zhou et
al (1998).

Sabendo-se que em ambientes de 4gua doce a quantidade de espuma é normalmente
muito menor que a encontrada em ambientes marinhos, o procedimento acima descrito foi
repetido com uma modifica¢do. Foram adicionados 30 pL do detergente neutro Extran®
MA (Merck) a 120 mL de amostra da fracdo “coloidal”, obtida na Gltima amostragem de
cada cultivo, a fim de aumentar a quantidade de espuma produzida na “Torre”. Esta
modifica¢do visou simular de forma mais efetiva as condi¢des conhecidas como mais
propicias a producao abiodtica de TEP, ou seja, induzindo maior forma¢do de espuma. Em
ultima anélise, a adi¢do do detergente teve como objetivo revelar se a auséncia de grandes
quantidades de espuma poderia “mascarar” a existéncia do potencial do EPS excretado por

estas espécies para formacgao abiodtica de TEP.



15

Apo6s o periodo de trés horas de borbulhamento na “Torre de Espuma”, as amostras
da fracdo “coloidal” borbulhadas com e sem Extran” foram filtradas tangencialmente em
cartuchos de fibra oca de poros de 0,45 um para separar as TEP, possivelmente formadas
por coagulacdo na “Torre”, do EPS restante, que ndo coagulou. Em seguida, a produgao de
TEP foi quantificada pelo método do alcian blue. E importante ressaltar que o Extran”™ néo
reagiu com o alcian blue, como foi verificado em testes prévios.

3.5 Documentacio fotografica dos processos bioticos de producio de TEP por
A. spiroides

As amostras de A. spiroides para observagdo ao microscopio e documentacio
fotografica foram retiradas durante o tempo de cultivo desta espécie. Foi utilizada camera
fotografica MC 200 acoplada a um microscopio 6tico Zeiss Axioplan 2. As laminas com o
material foi adicionada tinta tipo Nanquim, para evidenciar o envoltério mucilaginoso e os
processos de formacdo bidtica de TEP relacionados a ele. A documentacdo fotografica
feita com amostras das culturas de M. aeruginosa e A. granulata teve finalidade ilustrativa.

3.6 Determinacao do contetido de carbono orgéanico das fracdes das culturas

O contetdo de carbono organico foi medido em cada uma das fracdes das culturas
nas vdrias fases de crescimento das trés espécies estudadas. As fracdes das culturas foram
obtidas pelos mesmos procedimentos descritos no item 3.4.1. Valores de carbono organico
do meio de cultura utilizado para ressuspensao das células apos a centrifugacdo da fragao
particulada foram obtidos e, posteriormente, descontados dos valores de concentragdo de
carbono organico da fragdo células. Também foram obtidas as medidas de carbono
organico liquido total das culturas, utilizando amostras ndo fracionadas das culturas. Todas
as medidas foram feitas diretamente por meio do analisador de carbono de alta resolug¢ao

TOC-CV cph Shimadzu.
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4. Resultados

4.1 Crescimento das culturas

4.1.1 Concentragao de clorofila a

A concentragao de clorofila a obtida durante o tempo de cultivo de cada espécie foi
um dos parametros utilizados para representar o crescimento em biomassa das culturas.

As curvas de crescimento obtidas pela concentragdo de clorofila a para a espécie A.
spiroides foram caracteristicas pela auséncia aparente de fase lag e evidente fase
exponencial. O inicio da fase estacionaria foi marcado por uma pequena queda na
concentragdo de clorofila a seguida de uma estabilizagdo no crescimento que se manteve
até o final do cultivo (figura 2). Devido ao experimento ter sido montado com 13 frascos de
culturas, cada dois sendo utilizados integralmente como amostras (réplicas) durante o
periodo de tempo dos cultivos, todos os dados referente a esta espécie foram representados
pelas médias das réplicas.

A curva de crescimento em biomassa de ambas as réplicas de cultura de M.
aeruginosa mostrou-se exponencial ao longo de todo o periodo do cultivo, estando ausentes
as fases lag e estaciondria (figura 3). Foi observada alta correlagdo entre os valores de
concentragdo de clorofila a das duas réplicas (r = 0.9105).

Os valores de clorofila ¢ mostraram que houve crescimento exponencial das
culturas de A. granulata até o 21° dia do experimento seguido de fase de senescéncia
pronunciada. As fases de crescimento foram coincidentes nas duas réplicas de cultura desta

espécie (figura 4).
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Figura 2. Média dos valores de concentragdo de clorofila a, em mg L' de cultura, obtidos
em fun¢do do tempo de cultivo de A. spiroides. Barras de erro representam o

desvio padrao, n=4.
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Figura 3. Média dos valores de concentracdo de clorofila @, em mg L' de cultura, de cada
réplica (0 R1 ¢ A R2) de cultura de M. aeruginosa em fungdao do tempo de

cultivo, n=2.
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Figura 4. Média dos valores de concentragdo de clorofila a, em mg L' de cultura, de cada
réplica (0 R1 e A R2) de cultura de 4. granulata em fun¢ao do tempo de cultivo,

n=2.

4.1.2 Medidas de carbono organico da fragdo “células”

A concentra¢do de carbono organico da fracdo “células”, obtida durante todo o
tempo de cultivo das espécies, foi outro parametro utilizado para avaliar o crescimento das
culturas. Este parametro representou a biomassa celular (em mg de carbono organico por
litro de cultura), ou seja, quanto do carbono organico fotoassimilado foi utilizado para a
producao das células.

Pelos valores de carbono organico das células de A. spiroides é possivel observar
uma fase de crescimento exponencial da biomassa celular das culturas, seguida da fase
estacionaria que se manteve até o final do cultivo (figura 5). As medidas de carbono
organico das células de M. aeruginosa mostraram um crescimento exponencial da cultura
do inicio ao final do cultivo (figura 6). Pode ser observada na figura 7, a existéncia de fase

lag nos primeiros dias de cultivo, seguida de crescimento exponencial da biomassa celular
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das culturas de A. granulata. As medidas de carbono organico das células indicaram ainda

que o crescimento da cultura tornou-se estavel por alguns dias, diminuindo em seguida.
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Figura 5. Média dos valores de carbono organico (C. org.) da fragao “células” ou biomassa

celular, em mgC L™ de cultura, em fun¢do do tempo de cultivo de 4. spiroides.
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Figura 6. Valores de carbono orgénico (C. org.) da fracao “células” ou biomassa celular, em
mgC L™ de cultura, de cada réplica de cultura (o R1 ¢ A R2) de M. aeruginosa

em func¢do do tempo de cultivo.
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Figura 7. Valores de carbono organico (C. org.) da fracao “células” ou biomassa celular, em
mgC L cultura, de cada réplica de cultura (o R1 ¢ A R2) de 4. granulata em

func¢do do tempo de cultivo.

Quando comparados, os dois pardmetros utilizados para verificar o crescimento das

culturas mostraram resultados de modo geral bastante semelhantes.

4.2 Producio bidtica de TEP pelas culturas

4.2.1. Medidas de TEP pelo método do alcian blue

As espécies A. spiroides (figura 8) e M. aeruginosa (figura 9) produziram grandes
quantidades de TEP. O aumento na producdo deu-se em funcdo do crescimento destas
culturas, atingindo valores maximos no final da fase exponencial e, no caso de 4. spiroides,
tornando-se estavel quando a cultura entrou na fase estacionaria. As medidas de TEP
produzidas por estas duas espécies e apresentadas nas figuras 8 ¢ 9 foram feitas com as
amostras da fracdo “TEP”. Comparacdes com as medidas de TEP feitas na fracdo

particulada (células + TEP) estdo apresentadas na tabela II e mostram que a interferéncia
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das células vivas nas medidas de TEP foi maior nas fases inicias dos cultivos de A.
spiroides € M. aeruginosa.

Nas culturas de A. granulata, a produgdo bidtica de TEP foi muito menor quando
comparada a producao de cada cianoficea e s6 foi observada ap6s cada réplica ter atingido
seu rendimento maximo de crescimento (28° dia na réplica 1 e 35° dia na réplica 2), tendo
estado abaixo do limite de detec¢ao do método durante toda a fase exponencial (figura 10).
As medidas de TEP produzidas por A. granulata apresentadas na figura 10 foram feitas
utilizando amostras da fragao particulada (células + TEP). As medidas feitas com amostras
da fragdo “TEP” ndo indicaram presenga destas particulas. Isto significa que o
polissacarideo que reagiu com o alcian blue deve ser correspondente ao envoltdrio do

filamento, mais espesso no final da fase exponencial.

TEP
eq. xantana

0O= \ \ I |

0 10 20 30 40
Tempo (dias)

Figura 8. Médias das concentragdes de TEP, em equivalentes de xantana (mg L), medidas
na fragdo “TEP” em fun¢do do tempo de cultivo de 4. spiroides. Barras de erros

representam o desvio padrdo, n=6.



22

20
P
< 15 A o]
g y
=5 10
[T o 2
= z * P
(D] 5 |
O ® & T T T !
0 10 20 30 40 50
Tempo (dias)

Figura 9. Médias das concentragdes de TEP, em equivalentes de xantana (mg L), medidas
na fragdo “TEP” de cada réplica (0 R1 ¢ A R2) de cultura de M. aeruginosa em

funcao do tempo de cultivo. Barras de erro representam o desvio padrao, n=3.
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Figura 10. Médias das concentragdes de TEP, em equivalentes de xantana (mg L),
medidas na fragdo particulada de cada réplica (o R1 e A R2) de cultura de A.
granulata em fun¢ao do tempo de cultivo. Barras de erro representam o desvio

padrdo, n=3.
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Tabela II. Medidas de TEP, em equivalentes de xantana (mg L), feitas na fracdo
particulada (células + TEP) e na fracdo “TEP” e (D) diferenga entre as medidas
das duas fragdes, obtidas durante o periodo dos cultivos. (A) Média dos valores
obtidos para a espécie A. spiroides ¢ (B) médias dos valores de cada réplica de

cultura da espécie M. aeruginosa.

(A)
Tempo de Fracao Fracgao D
Cultivo (dias) Particulada “TEP”
0 0 0 0
7 -- 1,2 +0,7 --
14 13,2 45,0 9,0 £3,6 4,2
21 20,4 £0,5 20,2 +£0,9 0,3
29 18,6 +£0,8 18,2 +2,1 0,4
34 17,2 £0,2 16,8 £0,4 0,4
(B)
Tempo de Fracao Fracdo D
Cultivo (dias) Particulada "TEP"
0 0,0 0,0 0,0
0 0,0 0,0 0,0
7 2,2 40,1 0,0 2,2
7 2,2 +0,5 0,0 2,2
17 11,3 £0,1 7,1 +£0,3 4,3
17 11,7+0,4 7,0 £0,3 4,7
22 14,6 +0,2 8,9 +0,6 5,7
22 14,1 £0,4 7,6 £0,2 6,5
30 15,0 0,4 9,7 +£0,6 5,4
30 15,2 +0,1 7,4 £0,2 7,7
36 17,8 0,1 15,1 £0,6 2,7
36 18,1 +0,1 12,4 +£0,8 5.8
43 15,8 0,8 18,5 +0,2 -2,7
43 17,0 +£0,4 18,5 +0,1 -1,6

As figuras 11 e 12 apresentam, respectivamente, colonias de M. aeruginosa
evidenciando sua matriz polissacaridica e a presenca de TEP junto destas coldnias. As
figuras 13 e 14 apresentam os filamentos de 4. granulata, respectivamente, no inicio e no

final da fase exponencial.
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Figura 11. Colonia de Microcystis aeruginosa com envoltério polissacaridico evidenciado.
Coloracao negativa obtida com tinta Nanquim. Aumento 400 x, barra de escala =

10 pm.
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Figura 12. Células de Microcystis aeruginosa e TEP formadas na cultura (setas). Coloragao

negativa obtida com tinta Nanquim. Aumento 400 x, barra de escala = 10 pm.
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Figura 13. Vista pleural de filamento de Aulacoseira granulata sem envoltorio
polissacaridico, observado no inicio da fase exponencial do crescimento da

cultura. Coloragdo negativa obtida com tinta Nanquim. Aumento 400 x, barra

de escala =10 pm.
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Figura 14. Vista pleural de filamento de Aulacoseira granulata com envoltorio
polissacaridico evidenciado, observado no final da fase exponencial do

crescimento da cultura. Coloragdo negativa obtida com tinta Nanquim.

Aumento 400 x, barra de escala =10 um.
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4.2.2 TEP quantificadas por conteudo de carbono organico

As medidas de conteudo de carbono organico da fragao “TEP” foram consideradas
como outra forma de quantificacdo destas particulas. Estas medidas indicaram que o
conteudo de carbono organico das TEP bidticas das culturas de 4. spiroides foi crescente
durante todo o tempo de cultivo, mesmo durante a fase estacionaria, quando passou de 19
mgC L' no inicio desta fase para 37 mgC L™ no final dela (aumento de 94 %) (figura 15).
No entanto, quando as TEP foram quantificadas pelo método do alcian blue, sua
concentragdo na fase estacionaria se manteve estavel e demonstrou uma pequena queda,
passando de 20,2 eq xantana (mg L) para 16,8 eq xantana (mg L™).

Para a outra cianoficea estudada, M. aeruginosa, as medidas de conteudo de
carbono organico de TEP também mostraram um aumento paralelo ao crescimento
exponencial da cultura, como pode ser observado na figura 16. Para esta espécie, o aumento
nas medidas de TEP por seu contetido de carbono organico foi acompanhado também pelas
medidas feitas pelo método do alcian blue. Quantificadas por ambos os métodos, as
medidas de concentragdo de TEP alcangaram seus valores maximos no final do cultivo, 21
mgC L e 18,5 eq de xantana (mg L™).

Para a espécie A. granulata, as concentragdes de TEP, em conteudo de carbono
organico (figura 17), foram correspondentes ao crescimento em biomassa da cultura,
aumentando durante a fase exponencial de crescimento, atingindo seu valor maximo de 3,0
mgC L™ ¢ estabilizando-se em seguida em torno de 2,8 mgC L. Esta correspondéncia com
o crescimento ¢ ainda mais clara quando as medidas de carbono organico celular sdo
tomadas como pardmetro de crescimento. No entanto, como foi mencionado no tdpico
anterior, TEP ndo foram detectadas na cultura de A. granulata em amostras da fracio

“TEP” quando o método do alcian blue foi utilizado. A deteccdo s6 ocorreu quando a
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fracdo particulada foi amostrada e apenas no inicio da fase de senescéncia. Nestas
condi¢des, as concentracdes maximas de TEP foram de 3,5 eq de xantana (mg L") ¢ 1,9 eq
de xantana (mg L), respectivamente para as réplicas 1 e 2.

As pequenas discrepancias entre os dois parametros de quantificagdo de TEP serao

discutidas posteriormente.
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Figura 15. Média dos valores de contetido de carbono (C. org.), em mg L™, da fracdo

“TEP” da cultura de A4. spiroides em fung¢ao do tempo de cultivo.
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Figura 16. Média dos valores de contetido de carbono (C. org.), em mg L™, da fracio
“TEP” de cada réplica (o R1 ¢ A R2) de cultura de M. aeruginosa em fungao

do tempo de cultivo.
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Figura 17. Média dos valores de contetido de carbono (C. org.), em mg L™, da fracdo
“TEP” de cada réplica (0 R1 ¢ A R2) de cultura de A. granulata em fungao do

tempo de cultivo.

4.3 Processos de formacao biotica de TEP por A. spiroides

As observagdes ao microscopio feitas para acompanhar e documentar os processos
de formagao bidtica de TEP nas culturas de 4. spiroides mostraram que ha pelo menos dois
processos bioticos de formagao de TEP por esta espécie.

4.3.1 Fragmentacao ¢ liberacao de partes do envoltério mucilaginoso

Este primeiro processo de formagao de TEP consiste na fragmentagao e liberacdo de
partes do envoltério que recobre os tricomas. Tal processo tem como conseqiiéncia a
formac¢ao de TEP pequenas, ja que a composi¢do do envoltério ¢ fundamentalmente a
mesma descrita para as TEP, ou seja, consiste em polissacarideos transparentes e
gelatinosos. Pela figura 18, é possivel observar que porgdes do envoltério dos filamentos
vivos se soltam, ficando livres na forma de TEP pequenas, que se acumulam no meio de

cultura. Este processo foi observado a partir do 7° dia de cultivo e continuou ocorrendo até o



31

final do experimento, tendo sido especialmente intenso durante a fase exponencial do
crescimento da cultura. Pela figura 18 também ¢ possivel observar que a fase exponencial do
cultivo ¢ caracterizada por filamentos longos.

4.3.2 Morte celular

A partir do 21° dia do cultivo, foi possivel observar o segundo processo de formagao
bidtica de TEP identificado para esta espécie. A partir do final da fase exponencial do
crescimento, células de filamentos inteiros estouraram, como conseqiiéncia das condig¢des
finais do crescimento da cultura. Pela figura 19 ¢ possivel observar os vestigios celulares
dentro do envoltério mucilaginoso logo apds a morte das células. O processo de morte
celular desta cianoficea tem como conseqiiéncia a formag¢do de TEP maiores, que sdo os
envoltoérios vazios, sem as células, como mostrado na figura 20. Estas TEP maiores foram
visiveis a partir do final da fase exponencial até o final do cultivo. Na figura 20 também ¢
possivel observar o acimulo de pequenas TEP formadas pelo processo de fragmentacdo do
envoltério mucilaginoso dos filamentos vivos durante a fase exponencial.

Embora as TEP originadas pela fragmentagao e liberagdo de parte dos envoltorios de
filamentos vivos fossem menores do que as TEP formadas apds a morte celular, estas
ultimas ndo eram tdo grandes quanto os filamentos vivos observados no inicio do cultivo.
Suas dimensdes estavam mais proximas daquelas encontradas para filamentos menores,
caracteristicos do final do cultivo (figura 21). TEP maiores, correspondentes aos filamentos

grandes, caracteristicos do inicio do cultivo, ndo foram observadas.
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Figura 18. Filamento longos de Anabaena spiroides, caracteristicos da fase exponencial do

crescimento da cultura. (a) Por¢des do envoltério mucilaginoso sendo liberadas
(aumento 200 x, barra de escala = 50 um) e (b) pequenas TEP recém formadas
comecando a se acumular no meio de cultura (aumento 400 x, barra de escala =

10 pm). Coloracao negativa obtida com tinta Nanquim.
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Figura 19. Morte das células de Anabaena spiroides. (a) Vestigios celulares dentro dos
envoltérios mucilaginosos e (b) heterocisto ainda intacto apds a morte das
outras células do tricoma, cujos vestigios ainda sdo visiveis. Coloragdo negativa

obtida com tinta Nanquim. Aumento 400 x, barra de escala = 10 pm.



Figura 20. TEP correspondentes aos envoltorios mucilaginosos vazios de Anabaena
spiroides formadas apds a morte das células e acimulo de pequenas TEP
formadas por fragmentacdo destes envoltorios durante a fase exponencial.
Coloragdo negativa obtida com tinta Nanquim. (a) Aumento 200 x, barra de

escala = 50 um e (b) aumento 400 x, barra de escala = 10 pm.
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Figura 21. Filamentos curtos observados na fase estaciondria do cultivo de Anabaena
spiroides. Coloragdo negativa obtida com tinta Nanquim. (a) Aumento 200 x,

barra de escala = 50 um e (b) aumento 400 x, barra de escala = 10 um.
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4.4 Contetdo de carbono organico das culturas e de suas fracées

As concentragdes de carbono organico liquido total da cultura de A4. spiroides
(figura 22a) aumentaram durante toda a fase exponencial e também durante a fase
estaciondria do crescimento, atingindo o valor maximo de 52 mgC L. Para a espécie M.
aeruginosa, as medidas de carbono orgénico total da cultura aumentaram progressivamente
durante todo o cultivo (figura 23a) acompanhando o crescimento. Esta cultura mostrou
valores bastante altos de carbono orgénico liquido total, com méximo de 175 mgC L. A
mesma correspondéncia com as fases do crescimento ocorreu para A. granulata (figura
24a), cujas medidas de carbono organico liquido total mostraram aumento progressivo
seguido por estabilizagdo. No entanto, o valor maximo de carbono orgénico liquido total
para esta cultura, 12,8 mgC L, foi bem inferior quanto comparado com as demais
espécies.

4.4.1 Fracao “TEP”

As medidas de carbono organico desta fragdo ja foram apresentadas no item 4.2.2 ¢
analisadas quanto a sua condi¢cdo de parametro de quantificagdo de TEP, além de terem
sido comparadas com o método do alcian blue.

As concentragdes de carbono organico da fracdo “TEP” mostraram visivel
correspondéncia com o carbono organico liquido total das culturas ao longo do tempo de
cultivo das trés espécies. Na cultura de 4. spiroides, esta foi a fragdo mais significativa,
chegando a representar 72 % do carbono organico liquido total. Para M. aeruginosa e
A.granulata, os valores maximos que esta fragdo representou foram 31 e 24 %,

respectivamente (tabelas III, IV e V).
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4.4.2 Fracao “células”

As mudangas na concentragao de carbono organico da fragdo “células” em fungao
do tempo de cultivo mostraram boa correspondéncia com as medidas de clorofila a das
culturas de A. spiroides (figura 22¢), M. aeruginosa (figura 23c) e A. granulata (figura
24¢). O contetido de carbono desta fragdo da cultura de A. spiroides chegou a 9,6 mgC L™,
representando 38% do carbono organico liquido total no final da fase exponencial. Para os
cultivos de M. aeruginosa e A. granulata, esta fragao foi a mais significativa durante todo o
periodo do experimento, chegando a atingir, respectivamente, 122 mgC L™ ¢ 4,7 mgC L™,
equivalente a 70 e 53 % do carbono organico liquido total da cultura, no final do
crescimento exponencial dos cultivos (tabelas III, IV e V).

4.4.3 Fracao “coloides”

As concentracdes de carbono orgénico da fragdo “coloides”, onde estdo presentes os
polissacarideos extracelulares livres (precursores das TEP na formagdo abidtica), também
aumentaram com o crescimento das culturas atingindo valores maximos de 4,3 mgC L
8,4 mgC L' ¢ 2,5 mgC L', respectivamente, no final dos cultivos de A. spiroides (figura
22d), M. aeruginosa (figura 23d) e 4. granulata (figura 24d). No entanto, este aumento nao
mostrou corresponder de forma exatamente paralela as mudangas no carbono organico
liquido total. Além disso, os valores percentuais que esta fragao representou em relagdo ao
carbono organico total das culturas diminuiram ao longo do tempo passando de 29 para 8,3
%, de 23,6 para 4,8% e de 47 para 19,5% nas culturas de 4. spiroides, M. aeruginosa e A.
granulata, respectivamente.

4.4.4 Fracao “dissolvido real”

A concentragdo de carbono organico desta fracdo variou de forma mais proxima a

variagdo da fracdo “coldides”, ou seja, aumentou ao longo do tempo de cultivo, atingindo
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valores maximos de 14 mgC L e 2,2 mgC L, respectivamente, no final dos cultivos de

M. aeruginosa (figura 23e) e A. granulata (figura 24¢). O percentual em relacao ao carbono

organico liquido total que estas fragcdes representaram também diminuiu durante o tempo de

cultivo, passando de 22 para 8% na cultura de M. aeruginosa e de 29 para 19% no inicio da

fase de senescéncia da cultura de 4. granulata.
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Figura 22. Médias dos valores, em mgC L, de conteudo de carbono organico liquido

(C.org.) total (a) e das fragcdes “TEP” (b), “células” (c) e “coldides” (d) da

cultura de A. spiroides em fungdo do tempo de cultivo.
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Figura 23. Valores, em mgC L, de conteudo de carbono organico liquido (C.org.) total (a)
e das fragdes “TEP” (b), “células” (c), “coloides” (d) e “dissolvido real” (e) de
cada réplica (o R1 e A R2) de cultura de M. aeruginosa em fungdo do tempo

de cultivo.
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Figura 24. Valores, em mgC L, de conteudo de carbono organico liquido (C.org.) total (a)
e das fragdes “TEP” (b), “células” (c), “coloides” (d) e “dissolvido real” (e) de
cada réplica (o R1 ¢ A R2) de cultura de 4. granulata em fungdo do tempo de

cultivo.
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Tabela III. Representagdo, em porcentagem (%), do conteudo de carbono orgénico de cada
fracdo em relagdo ao conteudo de carbono organico liquido total da cultura de

A. spiroides em funcdo do tempo de cultivo.

Dias Total Fracao “TEP” Fragdo “células”  Fragdo “coloides”
0 100 32,4 9,9 29,1
7 100 32,8 23,6 15,7
14 100 40,1 38,4 10,0
21 100 60,6 13,3 13,9
29 100 55,9 10,9 9,9
34 100 72,0 8,8 8,3

Tabela IV. Representacdo, em porcentagem (%), do contetido de carbono orgéanico de cada
fracdo em relagdo ao conteudo de carbono organico liquido total de cada réplica

de cultura de M. aeruginosa em funcao do tempo de cultivo.

Dias Total Fragao Fragao Fracao Fracgao
“TEP” “células” “coloides” “dissolvido real”

0 100 8,6 48,9 26,0 -

0 100 7,7 45,8 21,1 -

7 100 6,9 58,6 15,8 19,1
7 100 9,0 68,4 16,9 24,7
17 100 29,3 343 12,9 17,7
17 100 32,0 34,6 12,4 20,4
22 100 27,7 51,2 10,9 14,4
22 100 21,4 45,4 9,0 17,9
30 100 11,7 59,6 7,1 11,8
30 100 9,6 59,5 6,7 12,8
36 100 14,0 66,5 6,1 9,1
36 100 12,5 69,1 5,8 9,7
43 100 11,3 70,3 4,6 7,4

43 100 13,0 69,2 3,0 8,4
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Tabela V. Representagdo, em porcentagem (%), do conteudo de carbono organico de cada
fracdo em relagdo ao conteudo de carbono organico liquido total de cada réplica

de cultura de 4. granulata em fungao do tempo de cultivo.

Dias Total Fracgao Fragao Fracao Fragao
“TEP” “células” “coloides” “dissolvido real”

0 100 14,3 34,7 48,2 -

0 100 13,7 33,8 46,0 -

7 100 17,1 27,8 28,0 32,4
7 100 16,7 28,6 31,5 25,3
14 100 19,0 42,2 26,5 20,4
14 100 19,1 42,1 27,4 20,8
21 100 15,7 50,7 17,5 15,4
21 100 14,1 55,5 16,7 16,6
28 100 18,0 45,1 18,4 12,8
28 100 18,0 48,3 16,4 11,6
35 100 234 47,6 15,3 17,3
35 100 22,9 47,7 24,9 -

42 100 24,3 33,5 20,3 21,1
42 100 23,5 38,1 18,7 16,7

4.5 Producio abiotica de TEP em “Torre de Espuma”

O EPS coloidal das trés espécies estudadas apresentou potencial de formacao de
TEP pelo processo abiotico de coagulagdo na superficie de bolhas de espuma. No entanto, a
producio de TEP foi verificada apenas quando foi adicionado Extran®” (0,25 uL mL™) ao
EPS antes do borbulhamento em Torre de Espuma. Nao houve produgdo significativa de
TEP por nenhuma das trés espécies quando somente o EPS foi submetido ao

borbulhamento. Estes resultados estdo apresentados na tabela VI.
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Tabela VI. Producdo de TEP, em equivalentes de xantana (mg L), a partir de
polissacarideos extracelulares (EPS) liberados pelas trés espécies de microalgas
estudadas, borbulhados em Torre de Espuma. (A) borbulhamento de EPS; (B)
borbulhamento de EPS adicionado de Extran® (0,25 pL mL™); (C) controle —

complexagdo entre Extran” e alcian blue.

Espécie A B C
A. spiroides 0 3,1 0
M. aeruginosa 0 3,2 0
A. granulata 0 3,1 0

5. Discussio

5.1 Consideracoes sobre o método do alcian blue

As dificuldades de quantificagdo das TEP estdo relacionadas a sua natureza
particulada, sendo particulas operacionalmente descritas como maiores que 0,45 um e que
podem chegar a 1 mm em comprimento (Fatibello et al/ 2004). Estas dimensdes tornam
impossivel separar por filtracdo as TEP das células do fitoplancton e de outras particulas,
pois seus tamanhos se sobrepdoem. Os métodos atualmente disponiveis para quantificacao
das TEP estao baseados em uma forma de coloragao seletiva destas particulas feita com um
corante cationico, o alcian blue. Embora a escolha deste corante (Hewes & Holm-Hansen
1983) esteja de acordo com o fato de a maior parte das TEP ser constituida por
polissacarideos acidos (anionicos), que contém grupos reativos como carboxilas e sulfatos
(Ramus 1977), a quantificacdo das TEP pode ndo ser completa se houver polissacarideos
neutros em sua composicao. Entre os dois métodos conhecidos de quantificagdao de TEP, o

protocolo descrito por Fatibello et al (2004) foi determinado como mais adequado para o
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desenvolvimento deste trabalho. Esta escolha foi feita, ndo somente pelo fato deste método
ter sido desenvolvido para quantificagdo de TEP em amostras de agua doce, mas também
por eliminar uma série de procedimentos existentes no método descrito por Passow e
Alldredge (1995a) que aumentavam a probabilidade de erros sistematicos, como pesagem
de filtros e extracdo do corante por acido sulfurico 80 %. Embora livre destes erros por
eliminar o extensivo tratamento preliminar das amostras, trata-se de um procedimento que
também apresenta limitagdes, como a instabilidade inerente ao corante alcian blue,
deficiéncia em ndo detectar polissacarideos neutros, ndo separagdo entre células e TEP e
limites de deteccdo ndo muito amplos. Considerando a tentativa de separar as TEP das
células por centrifugacdo e as medidas de conteido de carbono das TEP, o presente
trabalho também pode ser visto como contendo testes preliminares para o desenvolvimento
de uma metodologia de quantificagdo de TEP baseada na concentragdo de carbono organico
destas particulas. Esta metodologia seria mais precisa por isolar as TEP das células e de
demais particulas, quantificar todos os tipos de polissacarideos independentemente de sua
carga e por apresentar limites de detec¢do bastante amplos. A despeito das dificuldades
atuais de quantificacdo de TEP, conhecer a concentracdo destas particulas ¢ de fundamental
importancia para determinar a relevancia de suas fung¢des. Portanto, a utilizagdo do método
determinado como mais adequado entre os disponiveis foi levada adiante neste trabalho, o
que acabou por permitir a constru¢do de alguns apontamentos que podem ser uteis para
aplicagdes futuras do método.

O alcian blue, corante envolvido no método descrito por Fatibello et a/ (2004) para
quantificagdo de TEP, forma pares idnicos com os radicais acidos dos polissacarideos
presentes em particulas, que podem ser vivas ou nao, ¢ no EPS coloidal. Isto faz com que

os envoltdrios celulares polissacaridicos de células vivas também sejam corados pelo alcian
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blue. Embora em ambientes naturais este fato seja insignificante em comparacdo com as
concentragdes de TEP (Passow & Alldredge 1994, Corzo et al 2000), o mesmo poderia nao
ocorrer em culturas de espécies que atinjam alta densidade celular e que tenham como
caracteristica marcante a existéncia de espessos envoltorios polissacaridicos. Neste
trabalho, as centrifuga¢des realizadas na fracdo particulada das culturas visaram a
separagdo entre células e TEP a fim de verificar se os envoltorios das células vivas, que
também complexam com o corante, estariam superestimando as medidas de TEP das
culturas feitas na presenga de células. Os resultados mostraram que apenas nas fases iniciais
os envoltérios das células vivas interferem nas medidas de TEP feitas na fragdo particulada
(células + TEP), indicando uma quantidade maior do que a concentracdo real de TEP. Esta
influéncia € significativa nas fases iniciais por este ser um periodo do crescimento
caracterizado por baixas quantidades de TEP. No entanto, as fases iniciais do crescimento
sdo caracterizadas também por colonias maiores, menos resistentes a precipitagdo quando,
consequentemente, a separagdo entre as células e as TEP por centrifugagdo ¢ facilitada.
Quando a cultura atinge as fases de maior producdo de TEP, a presenca dos envoltorios das
células vivas e sua complexagdo com o alcian blue passa a ser pouco significativa em
comparagdo com a concentragdo real de TEP.

Uma segunda consideracdo deve ser feita devido ao fato de, pelo método do alcian
blue, a concentracdo de TEP ter se tornado estavel na fase estacionaria do crescimento de
A. spiroides enquanto os valores de conteudo de carbono destas particulas continuaram
aumentando até o final do cultivo. Algumas caracteristicas relacionadas aos limites do
método do alcian blue poderiam explicar esta discrepancia. A curva de calibragdo descrita
por este método ¢ feita com solucdes de xantana em concentragdes de 0 a 8 mg L. Nesta

faixa, quanto maior a concentracdo de xantana, maior sera a formagdo de complexos
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polissacarideo-alcian blue. Quanto maior a formagdo destes complexos, menores serdao a
quantidade de corante que permanece dissolvido e os valores de absorbancia da solu¢ao. No
entanto, valores de absorbancia de solugdes de xantana em concentragdes acima de 10 mg
L' passam a aumentar, ao invés de continuarem diminuindo ou de se tornarem constantes e
préximos de zero devido a utilizacdo de todo o corante disponivel. Uma possivel explicagdo
para este fenomeno seria a ocorréncia de um processo de agregacdo das moléculas de
xantana, em concentragdes superiores a este limite. A unido entre as moléculas de xantana
ocorreria de forma a “ocupar” o mesmo sitio de ligagdo com o qual o alcian blue formaria o
par i6nico com o polissacarideo. Nestas condig¢des, o nimero de moléculas de xantana com
sitios de ligagdo disponiveis ao alcian blue seria menor e, consequentemente, a
concentragdo do corante que permanece em solu¢do aumentaria (comunicagdes pessoais de
A. A. S. Curvelo e E. Frollini, Instituto de Quimica de Sao Carlos, USP).
Consequentemente, ¢ possivel supor que em amostras com concentragdo de TEP acima do
limite de 10 mg L™ (em equivalentes de xantana) a quantidade de TEP calculada com base
em seus valores de absorbancia seria menor do que a quantidade real de TEP, caso o
processo de agregacdo realmente ocorra. Por meio da figura 25 ¢ possivel verificar que a
concentragdo de TEP poderia estar aumentando durante a fase estacionaria do crescimento
de A4. spiroides, como indicaram as medidas de contetido de carbono organico das TEP,

porém este aumento ndo teria sido detectado pelo método do alcian blue.
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Figura 25. Valores de absorbancia (em 602 nm) (a) das amostras de TEP produzidas
durante o crescimento de A. spiroides (m) e (b) de solu¢des de xantana em
concentragdes iguais (©) e maiores (@) do que aquelas utilizadas na curva de

calibragdo descrita pelo método do alcian blue, em mg L™.

Para A. granulata, as medidas de TEP feitas pelo método do alcian blue na fragao
“TEP”, indicaram auséncia destas particulas. No entanto, medidas de conteudo de carbono
organico desta fracdo demonstraram existéncia de TEP, ainda que em concentragdes muito
baixas (< 3,0 mgC L™). Considerando esta discrepancia, sugerimos que, em concentragdes
muito baixas de TEP, os poucos complexos polisscarideo-alcian blue formados seriam
muito pequenos e, logo, muito resistentes a precipitagdo por centrifugacdo, o que explicaria

o insucesso do método do alcian blue nestas condigoes.
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5.2 Crescimento das culturas

A espécie A. spiroides em cultura forma filamentos helicoidais longos na fase
exponencial do crescimento. Em seguida, na fase estacionaria e de senescéncia, estes
filamentos se ‘“quebram” originando espiras isoladas e, posteriormente, as células
“estouram” dentro dos envoltdrios, deixando apenas vestigios. Embora a fase estacionaria
seja caracteristica por diminui¢do na concentragao de clorofila a por célula e por auséncia
de divisdo celular devido a falta de nutrientes ou a outras condigdes caracteristicas do final
do cultivo (Fogg 1975), a fotossintese ainda ¢ funcional.

O crescimento exponencial tipicamente longo e lento de culturas do tipo batch da
espécie M. aeruginosa, pode ser conseqiiéncia da alta concentracdo de células, muito
pequenas. A alta densidade celular levaria a ocorréncia do efeito de auto-sombreamento,
condi¢do de limitagdo de luz ou “escuro virtual” em que se encontra a grande parte das
células que esta longe da superficie do frasco voltada para a fonte de luz (Fogg 1975).

A espécie A. granulata em cultura apresentou padrio de crescimento tipico de
diatomaceas em culturas do tipo batch: fase lag relativamente longa, seguida de acentuado
crescimento exponencial e curta fase estacionaria.

E importante levar em consideragdo que nem sempre as curvas de crescimento
obtidas pela contagem das células coincidem com aquelas obtidas pelos valores de clorofila
a. Por exemplo, a diminuicdo na concentragdo de clorofila a por célula na fase de
senescéncia dos cultivos indica que a atividade celular estd diminuindo ainda que o niimero
de células continue constante. Levando em conta que o fitoplancton ¢ a principal fonte de
formagao bidtica e abiotica de TEP (Passow & Alldredge 1994), a formagdo destas
particulas estd muito mais ligada a atividade fitoplanctonica do que ao numero de células

(Schuster & Herndl 1995). Por este motivo, medidas de concentragdo de clorofila a tém
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sido um parametro freqiientemente utilizado quando investiga-se a produ¢ao de TEP em
ambientes naturais (Jdhmlich et al 1998, Passow 2000, Beauvais et a/ 2003).

5.3 Producao bidtica de TEP

A producao biotica de TEP tem sido pouco documentada (Hong ef al 1997, Corzo et
al 2000) quando comparada a produgdo abidtica (Johnson & Cooke 1980, Johnson et al
1986, Chin et al 1998, Zhou et al 1998, Passow 2000) o que pode ser devido as
dificuldades de cultivo das espécies propicias para as observagdes dos processos bidticos de
formagao destas particulas.

Os dois processos de formagao bidtica de TEP observados ¢ documentados tém
relacdo direta com o espesso envoltério mucilaginoso de A. spiroides. O processo de
fragmentacdo e liberagdo de partes do envoltorio dos filamentos vivos pode ser semelhante
a continua renovagdo dos componentes da capsula de bactérias heterotroficas, talvez por
alguns pontos da membrana celular perderem sua habilidade de fixar as fibrilas de
polissacarideos da capsula, observada por Heissenberger et al (1996). As espécies de
cianoficeas tém aparato fisiologico e funcdo ecoldgica de organismo autédtrofo, porém sua
estrutura celular ¢ muito parecida com a estrutura das bactérias heterotroficas, o que faz
com que elas sejam conhecidas também como cianobactérias. Assim, a continua renovagao
do espesso envoltdrio polissacaridico também parece ser uma caracteristica de A. spiroides.
Uma das conseqiiéncias deste processo constante de renovag¢ao do envoltério € a formagao
e liberagdo de TEP pequenas, que se acumulam na 4gua ou no meio de cultura
circundantes.

A producao de TEP correspondente ao envoltorio vazio apos a morte celular, mostra
que A. spiroides deve ser uma fonte importante de TEP em ambientes onde esteja presente

em grandes quantidades, principalmente onde forma blooms periddicos, como no
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reservatorio de Barra Bonita. Embora as TEP formadas em conseqiiéncia da morte celular
sejam maiores do que aquelas resultantes de fragmentacao do envoltério, ndo € possivel
afirmar que a elas se aplica a relacdo inversamente proporcional existente entre
concentracdo de carbono e tamanho das TEP, descrita para TEP de natureza fractal
formadas por processos abioticos em ambientes marinhos (Mari & Kiarboe 1996). No caso
das particulas formadas pelos processos biodticos descritos neste trabalho, as TEP maiores
sdo correspondentes aos envoltorios vazios inteiros de A. spiroides e ndo sao formadas pela
unido de TEP menores.

Devido a estes dois processos de formagdo, as maiores concentracdes de TEP foram
encontradas durante a fase estacionaria do crescimento de A. spiroides e, portanto, foram
coincidentes com valores baixos de carbono organico celular e de clorofila a, relacio
freqlientemente observada em culturas (Waite et al 1995, Hong et al 1997). O acimulo de
pequenas TEP formadas por fragmentagdo do envoltorio mucilaginoso durante a fase
exponencial contribuiu com os valores altos de concentracdo de TEP encontrados na fase
estacionaria do cultivo desta espécie. No entanto, os baixos valores de carbono organico
celular e de concentragdo de clorofila a nesta fase tornam evidente que a produgdo de TEP
em culturas de A. spiroides esta fortemente relacionada com a morte celular, que tem como
conseqiiéncia direta a formagdo de TEP, que sdo os envoltorios vazios. A relagdo entre
morte celular e aumento na concentracdo de TEP, descrita neste trabalho, ndo é tdo 6bvia
quanto poderia parecer. Os envoltorios poderiam se dissolver completamente, logo apds a
morte das células, ndo permanecendo na forma de TEP, como ocorre com os envoltérios de
desmididceas filamentosas, como Mougeotia ¢ Spirogyra (Vieira, A. A. H. comunicacao
pessoal). Nossos resultados mostram que os envoltérios vazios de A. spiroides permanecem

como TEP por um periodo de tempo minimo necessario para que, em ambientes naturais,
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sejam colonizadas por bactérias, utilizadas como alimento ou envolvidas nos processos de
formacgdo dos agregados gelatinosos, destinos tipicos de uma TEP. Em culturas da espécie
Ankistrodesmus densus (Vieira & Myklestad 1986) também foi observado que os
envoltorios das células permanecem insoluveis por longo periodo apos a morte das células.

Somado ao que ja foi discutido acerca dos limites de detec¢do do método do alcian
blue no item 5.1, a discrepancia entre as medidas de concentragdo de TEP feitas por seu
conteudo de carbono organico e pelo método do alcian blue na fase estacionaria do
crescimento de 4. spiroides poderia ser explicada também pela presenga de bactérias, que
embora ndo tenham sido quantificadas, mostraram-se visiveis nesta fase do cultivo. As
bactérias teriam sido retidas na fra¢do particulada pela filtragdo em 0,45 um e teriam
permanecido na fragdo “TEP” ap6s a centrifugagdo. Nesta fragdo no final do cultivo, a
presenga das bactérias unidas as TEP significaria uma quantia extra tanto de carbono
organico como de polissacarideo acido proveniente de suas capsulas, caso esta fosse sua
composi¢ao.

Entretanto, uma explicacdo também plausivel para o aumento constante da
concentragdo de carbono organico da fragdo “TEP” da cultura de A. spiroides seria a
ocorréncia de fluxo de carbono orgénico da fragdo “células” para a fracdo “TEP”. Esta
hipdtese sugere que, apés a morte das células parte do carbono organico celular produzido
durante a fase exponencial, agora correspondente aos detritos celulares, teria se mantido na
fragdo particulada durante a fase estaciondria, porém em um compartimento nao vivo, as
TEP. Este fluxo de carbono entre as fragoes “células” e “TEP” foi observado também em
culturas de Chaetoceros gracilis (Corzo et al 2000).

A producdo de TEP por esta espécie foi alta quando comparada com as demais e

consideravel quantidade do carbono organico oriundo da produtividade primaria liquida foi



52

desviada para a produgdo destas particulas. Este fluxo de carbono e as TEP individualizadas
como compartimento ndo vivo da fragdo particulada nao sao normalmente considerados nas
abordagens rotineiras de fluxo de carbono em ambientes aquaticos.

A espécie M. aeruginosa também produziu grandes quantidades de TEP por
processos bidticos. Como a cultura ndo apresentou fase estacionaria e de senescéncia, nao
foi possivel sugerir a morte das células como processo bidtico de produgdo de TEP. Houve,
no entanto, uma correspondéncia entre o crescimento exponencial em biomassa, medida em
concentragdo de clorofila @, e o aumento também exponencial da quantidade de TEP
produzidas por processo bidtico na cultura de M. aeruginosa. Isto pode significar que parte
da mucilagem produzida pelas células tenha se desprendido das coldnias, formado TEP. As
colonias de M. aeruginosa em cultura sdo menores e menos coesas do que aquelas
encontradas na natureza e sdo desfeitas facilmente pela aeragdo ou agitacao do frasco. Esta
agitacdo, além de separar as células entre si, pode também té-las separado de sua
mucilagem, que ficaria na forma de TEP (figura 12). Hong et al (1997) observaram que em
um bloom dominado por Phaeocystis antarctica, o “descarte” e a desintegracdo da matriz
da colonia ¢ uma importante fonte de TEP, observagdo feita também por Passow &
Wassmann (1994). Nas culturas de M. aeruginosa, as medidas de contetido de carbono
organico das TEP acompanharam as quantifica¢des destas particulas feitas pelo método do
alcian blue.

Para a espécie A. granulata, a produgao biotica de TEP foi menor do que nas outras
espécies, embora inimeros trabalhos descrevam as diatomaceas como produtoras de
grandes quantidades destas particulas em oceanos (Kiorboe & Hansen 1993, Passow &
Alldredge 1994, Passow et al 1994, Passow & Alldredge 1995b, Waite et al 1995, Grossart

et al 1997, Mari & Burd 1998). Na cultura de A. granulata, pelo método do alcian blue, a
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producao de TEP foi detectada apenas na fracao particulada (células + TEP). Isto significa
que as TEP que reagiram com o corante estavam de alguma forma aderidas aos filamentos,
e nao livres no meio de cultura. Pode-se dizer, portanto, que em nossas culturas de A.
granulata, a produ¢ao de TEP estd fortemente relacionada ao filme polissacaridico que
recobre as células e que a liberagdo destas particulas para o meio de cultura ocorre em
baixas quantidades. A presenga de um fino filme polissacaridico que recobre as células de
A. granulata externamente foi observada também em outras espécies de diatomaceas como
Skeletonema costatum. Trata-se de um envoltério cuja producdo pelas células tem inicio
durante a fase exponencial do crescimento das culturas (Kierboe & Hansen 1993) devendo
ser, portanto, mais espesso no final desta fase. De fato, Waite et al (1995), por meio de um
método de quantificacdo destes filmes aderidos as células, observaram que a quantidade de
polissacarideo ¢ maior quando a taxa de crescimento comega a declinar, ou seja, no final da
fase exponencial, que corresponde a maior concentragdo de clorofila @ medida na cultura. A
maior quantidade de filme polissacarideo envolvendo os filamentos de A. granulata no
final da fase exponencial do crescimento em comparacdo com o inicio da fase exponencial
também foi evidenciada neste trabalho (figuras 13 e 14). Passow et al (1994) e Passow &
Alldredge (1995b) verificaram que concentragdes maximas de clorofila a precedem altas
concentragdes de TEP em blooms de diatomaceas em ambientes naturais. Esta observacao
esta de acordo com nossos resultados ja que foram encontradas TEP apenas no final da fase
exponencial do crescimento, logo apds o rendimento maximo de biomassa medido por
clorofila a. A auséncia de TEP na fragdo particulada nas fases iniciais do crescimento
exponencial de 4. granulata indicada pelo método do alcian blue pode ser justificada pelas
altas concentragdes de nitrato e outros nutrientes no meio de cultura e pelas condig¢des

Otimas para a citocinese, caracteristicas destas fases que teriam como conseqiiéncia a menor
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producdo do filme externo a célula (Waite et al 1995). Estas condi¢des podem ser
comparadas ao inicio da formac¢do de um bloom dominado por diatomdaceas, que ¢
caracterizado também por Otimas concentracdes de nitrato e outros nutrientes e pela
auséncia de TEP (Passow et al 2001). O filme polissacaridico que reagiu com alcian blue
ndo estd rigorosamente de acordo com a definicdo de TEP adotada neste trabalho por se
tratar de um envoltorio de células e filamentos vivos. No entanto, ¢ valido considerar que
mesmo apds a morte das células de A. granulata o filme de polissacarideo continuaria
unido as frustulas de silica ja que estas ndo se dissolvem ou desaparecem como ocorre com
a membrana celular das cianoficeas estudadas. Além disso, a presenga deste filme
polissacaridico ¢ de fundamental importancia para a alta aderéncia (stickness) das células
de A. granulata (Smetacek 1985, Alldredge & Gotschalk 1989, Riebesell 1991). A alta
aderéncia torna maior a probabilidade de duas células de 4. granulata (uma célula e uma
TEP ou outra particula qualquer) que se chocam pela agitagao do meio continuarem unidas.
Isto pode levar a formagdo de um agregado gelatinoso caso outras particulas, vivas ou
mortas, juntem-se a elas (Waite et al 1995, Ortolano em prep.). Talvez esta seja uma das
razdes pelas quais as diatomdaceas estdo quase sempre presentes nos agregados gelatinosos,
em grandes quantidades quando comparadas com sua abundancia relativa na &agua
circundante (Fanuko et al 1989, Revelante & Gilmartin 1991, Riebesell et al 1991,
Dellamano-Oliveira ef al em prep.).

De modo geral, a producdo bidtica de TEP aumenta conforme aumentam as
concentragdes de clorofila @ durante a fase exponencial do crescimento das culturas.
Concentracdes de clorofila a crescentes podem significar que as coldnias estdo aumentando
€ que, consequentemente, seus envoltorios polissacaridicos estdo sendo constantemente

produzidos ¢ liberados. A correlagdo positiva observada entre concentragdes de TEP e de
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clorofila a, ou entre producdo bidtica de TEP e crescimento exponencial da cultura, pode
ser explicada pelo fato de que as TEP, quando formadas pelo processo de fragmentagao dos
envoltorios, estdo proximas temporalmente de sua fonte (Beauvais et al 2003) — por
exemplo, os filamentos vivos de 4. spiroides — e terao sua concentragdo aumentada, quanto
maior for a concentragdo de coldnias que estejam sofrendo o processo de fragmentagdo.
Correlagdo positiva entre o numero de TEP pequenas (< 2 um) e concentragdo de clorofila
a também ja foi observada in situ por Beauvais et al (2003). Com o avango da fase de
senescéncia, a producdo de TEP por fragmentacdo dos envoltorios de filamentos vivos sera
menos intensa, mas sua concentracdo manter-se-a alta devido ao resultante acumulo destas
particulas no meio circundante.

Por outro lado, na fase de senescéncia de cultivos de espécies que possuem espessos
envoltorios polissacaridicos, a diminui¢do na concentracdo de nutrientes disponiveis e a
queda consideravel na concentracdo de clorofila a podem significar que pelo menos parte
das células ja tenha morrido. Neste caso, baixas concentragdes de clorofila a estdo
relacionadas a altas concentracdes de TEP produzidas pelo processo bidtico de morte
celular. Engel ef al (2002) também verificaram um grande fluxo de carbono para a fragdo
“TEP” e elevacdo da taxa C:N particulado apos deplecdo de nitrato. Devido a este processo,
portanto, a relagdo entre clorofila a e produg¢do de TEP durante a fase de senescéncia passa
a ser inversamente proporcional.

5.4 Balanco do contetido de carbono organico entre as fracoes da cultura

A concentracdo de carbono orgéanico celular mostrou variagdes que acompanharam
as concentracdes de clorofila a das trés espécies, o que nos levou a utilizar este parametro
como uma forma alternativa de determinar o crescimento das culturas e representar suas

fases, compensando, em parte, a auséncia dos dados relativos ao numero de células em



56

fungdo do tempo dos cultivos. Nas culturas de M. aeruginosa e A. granulata a fragao
“células” foi a mais significativa em termos de concentracdo de carbono organico em
relagdo ao carbono organico total oriundo da producao primaria liquida. Sabendo-se que o
meio de cultura e as condi¢des laboratoriais sdo as mais propicias para o crescimento das
culturas, é esperado que haja uma alta taxa de divisdo celular e que a biomassa celular
atinja valores altos.

Por outro lado, para a espécie A. spiroides, a quantidade de carbono organico
liquido desviada para a producdo de TEP foi muito maior do que aquela desviada para
qualquer outra fracdo, inclusive a fragdo “células’, mesmo na fase exponencial do
crescimento. Este fato é explicado pela existéncia do espesso envoltorio mucilaginoso que
recobre os filamentos e por sua continua renovagdo. Em experimentos realizados no Mar
Mediterraneo por Beauvais et al (2003), a concentragdo de carbono organico das TEP
também mostrou ser maior do que a concentragdo de carbono orgéanico das células durante
quase o ano todo.

A porcentagem de carbono organico oriundo da produgdo primaria liquida realizada
pelas microalgas que foi desviada para a producdo de TEP foi considerada alta para as trés
espécies. Estes valores mostram que a produ¢cdo de TEP por processos bidticos pode ser
mais importante que a produgdo abiotica (Passow 2000) em ambientes de agua doce.

No que se refere as concentracdes de carbono organico das fragdes “coldides e
“dissolvido real” o aumento nos valores absolutos estd de acordo com o conhecido aumento
na excre¢do de produtos ricos em carbono descrito em muitos trabalhos (Myklestad &
Haug 1972, Fogg 1975, Vieira & Myklestad 1986). Na fracdo “coldides”, embora a
porcentagem de polissacarideos seja tipicamente alta para varias espécies de algas (Vieira

& Myklestad 1986), podem existir outros compostos excretados e/ou liberados por morte
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das células como proteinas, lipidios, enzimas, DNA, RNA, entre outros (Fogg 1975) que
nao estdo quantificados separadamente neste trabalho.

5.5 Producao abidtica de TEP

O fitoplancton excreta uma grande quantidade e diversidade de compostos (Decho
1990) que podem variar dependendo do estado fisiologico das células (Nalwajko & Lean
1972, Hellebust 1974). Sabe-se que os polissacarideos podem representar mais de 87 % do
carboidrato total excretado na fase estacionaria das culturas de microalgas (Guillard &
Wangersky 1958, Vieira & Myklestad 1986). As TEP produzidas por fatores abiodticos tém
como precursores os polissacarideos coloidais liberados diretamente para o meio
principalmente pelo fitoplancton (Alldredge et al 1993). A concentragdo destes
polissacarideos aumenta em funcdo do crescimento exponencial da cultura até a fase
estacionaria. Nesta fase, que é caracterizada pela diminuicdo dos nutrientes disponiveis,
principalmente fosfato e nitrato, a divisdo celular fica interrompida mas a fotossintese
continua ativa. Nestas condi¢des, o fluxo de carbono fixado na fotossintese desviado da
sintese de proteinas (mais intensa nas fases de crescimento ativo) para a sintese de
carboidrato (Fogg 1975) e a conseqiiente diminui¢do na razdo proteina:carboidrato no final
do cultivo (Myklestad 1995) fazem com que os produtos da sintese celular passem a ser
compostos ricos em carbono e pobres em nitrogénio e fosforo, como sio os polissacarideos
(Vieira & Myklestad 1986) precursores das TEP. Sendo assim, no caso da produgdo
abidtica de TEP, o aumento progressivo das concentracdes de clorofila a (ou seja, alta
atividade fotossintética) e a diminui¢do das concentragdes de nutrientes podem indicar que
a producdo e liberagdo dos polissacaridicos coloidais precursores das TEP também estejam
aumentando progressivamente. Com o avango da fase de senescéncia da cultura,

concentragdes muito baixas de clorofila a por célula significardo queda na atividade celular
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e na produgao dos precursores das TEP, consequentemente. No caso da producao abiotica
de TEP, portanto, ha uma relagdo direta entre concentragdes de clorofila a e liberagcdo dos
precursores das TEP e, consequentemente, producao de TEP, quando as condigdes abioticas
forem adequadas.

O destino dos compostos excretados pelo fitoplancton tem sido o cerne de muitos
estudos (Wood & Van Valen 1990, Hoagland et a/ 1993) mas a forma com que se
distribuem entre as fragdes particulada e dissolvida ainda é pouco entendida (Waite et al
1995). O fato de ter havido producdo de TEP por processos abidticos a partir do EPS
coloidal apenas quando o detergente neutro Extran” foi adicionado a “Torre de Espuma”
demonstra que as trés espécies produzem e liberam polissacarideos coloidais com potencial
de formagdao de TEP. Porém indica também que esta formagdo ocorrera apenas em
condi¢des abioticas especificas. Como observado por Johnson et al (1986), bolhas grandes,
tipicamente formadas durante a quebra das ondas no mar, s3o mais efetivas do que as
pequenas na produgdo de TEP por coagulagdao. As TEP se formam pela coagulacdo do EPS
que envolve as bolhas, apés o colapso destas (Zhou et al 1998). A adicdo de Extran® ao
EPS resultou em bolhas e em produgdo de espuma muito maiores do que aquelas formadas
quando apenas o EPS foi borbulhado. Desta forma, podemos concluir que tanto em
ambientes marinhos como em ambientes de agua doce, a presenca de espuma em
quantidades relativamente grandes ¢ um dos fatores de fundamental importancia para o
processo abidtico de formagao de TEP por coagulacao do EPS.

Estes resultados mostram que a ocorréncia de transformagdes abidticas do pool de
matéria organica dissolvida para o pool particulado ocorrem ndo somente nos oceanos
(Alldredge et al 1993) mas também podem ocorrer em ambientes de agua doce. A

conversao abiotica de EPS, produzido pelo fitoplancton, em TEP pode contribuir para o
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entendimento do balanco entre os pools de matéria organica dissolvida e particulada
(Kepkay et al 1990). Esta conversdao mostra também que a transformacdo da matéria
organica dissolvida em particulada realizada por bactérias nao seria a unica forma de
transformagado entre estes dois pools € que o papel das bactérias nesta fun¢do, no oceano,
talvez ndo seja tdo importante como se acreditava (Kepkay & Wells 1992, Wells &
Goldberg 1993). A excrecdo de EPS por microalgas ¢ a conversao da matéria organica
dissolvida em particulada via produ¢do de TEP podem representar uma importante rota que
estd ausente nos modelos atuais de balango de carbono no oceano (Passow ef al 1994) e em
ambientes de dgua doce.

O ambiente marinho, para o qual a “Torre de Espuma” foi criada, apresenta
quantidades muito maiores de espuma, devido as caracteristicas da agua do mar e a
constante quebra das ondas, do que os ambientes de agua doce em condigdes normais.
Porém, também nos ambientes de dgua doce, a conversdo abiotica de matéria organica
dissolvida em particulada pode ser significativamente incrementada se houver condi¢des
fisicas que aumentem os processos de coagulagcdo, como a formagdo de espuma (Leppard et
al 1990, Leppard 1992) gerada pelo langamento de residuos detergentes em rios, lagos e
reservatorios. Nestas condi¢des abidticas, o EPS excretado pelas microalgas passaria, a uma
alta proporcdo, da fracdo dissolvida para a fracdo particulada, na forma de TEP. Nao foi
encontrada na literatura nenhuma referéncia acerca da produgdo abiodtica de TEP por
coagulacdo na superficie de bolhas em ambientes de dgua doce. Também nao é possivel
determinar em quais dimensdes os resultados obtidos para as culturas apresentados neste
trabalho podem ser extrapolados para ambientes naturais. Embora, coincidentemente, as

trés espécies estudadas neste trabalho ndo se caracterizem como produtoras de grandes
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quantidades de EPS coloidal livre, podemos afirmar que o EPS excretado por elas possui
potencial de formagao de TEP, formagao que ocorrera em condigdes abioticas propicias.

O processo abiotico de transformagdo entre os pools dissolvido e particulado pode
ser uma importante conseqliéncia da poluicdo quimica de ecossistemas aquaticos. Um
exemplo da ocorréncia de condigdes que favorecem a transformacgao abidtica de matéria
organica dissolvida em particulada em ambientes naturais de agua doce foi a grande
quantidade de espuma formada no trecho em que o rio Tieté atravessa a cidade de Pirapora
do Bom Jesus, localizada a 54 Km da capital Sao Paulo, devido ao langamento excessivo de

detergentes, em maio de 2003 (figuras 26 e 27).
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Figura 26. Grande quantidade de espuma formada no rio Tieté invadindo a ponte “Arcilio
C. da Cruz” na cidade de Pirapora do Bom Jesus (SP). Fonte:

www.webcentral.com.br.

Figura 27. Espuma formada no rio Tieté devido a poluicdo. (a) Acumulo no trecho em que

o rio atravessa a cidade de Pirapora do Bom Jesus (SP) e (b) visivel em uma

grande extensdo do rio. Fonte: www.webcentral.com.br.
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6. Conclusoes

As cianoficeas Anabaena spiroides € Microcystis aeruginosa em cultura produzem
e liberam grandes quantidades de TEP, enquanto a producdao de TEP pela diatomacea
Aulacoseira granulata em cultura esta relacionada principalmente ao filme polissacaridico
que se mantém unido a frastula das células. As trés espécies estudadas devem produzir
grandes quantidades de TEP por processos bidticos no reservatorio de Barra Bonita, de
onde foram isoladas, por formarem blooms periddicos e por serem responsaveis pela maior
parte da biomassa fitoplanctonica do reservatdrio. A produgdo biotica de TEP por estas trés
espécies ¢ mais significativa do que a produg¢ao abiotica.

Os dois processos bioticos de formagao de TEP pela espécie A. spiroides que foram
identificados mostraram que as TEP s3o provenientes do envoltorio polissacaridico que
recobre os filamentos, sugerindo que outras espécies com espessas capsulas ou bainhas
polissacaridicas também produzam TEP em grandes quantidades.

Quantidades significativas do carbono orgénico proveniente da produgdo primaria
liquida sdo destinadas a produgdo de TEP pelas trés espécies estudadas, rota que
normalmente ndo ¢ considerada nas abordagens de fluxo de carbono em ambientes
aquaticos de agua doce.

Os polissacarideos coloidais excretados pelas trés espécies apresentam o potencial
de formagdo abidtica de TEP pelo processo de coagulagdo na superficie de bolhas de
espuma. A produgdo abiotica de TEP a partir do polissacarideo excretado é incrementada
em ambientes de agua doce onde venha a ocorrer formacdo de grandes quantidades de

espuma.
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