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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto do gds natural na
comunidade do zoopl&ncton marinho, como consequéncia de uma liberacdo
acidental (blowout) desse poluente em ecossistemas costeiros. A hipdtese a ser
testada postula que o gds natural causa um efeito tdxico na comunidade plancténica
marinha, refletida na alteracdo dos atributos ecoldgicos do zoopléncton marinho
costeiro (mudancas na biomassa, densidade, riqueza, diversidade e equitabilidade), e
no efeito agudo (alta taxa de mortalidade; diminuicdo na producdo de ovos e
sucesso de eclosdo) nas populacdes de copépodos plancténicos marinhos. Para
testar a hipdtese o projeto se dividiu em trés etapas. A primeira consistiu em determinar
as variacdes na estrutura das comunidades de zoopl@ncton marinho de uma regido
costeira do nordeste brasileiro (Suape) durante experimentos em campo de blowouts
subsuperficiais de gds natural. Como resultado foi observado uma tendéncia de
aumento de densidade durante a injecdo de gds natural em nduplios de Copepoda e
Chaetognatha em todas as campanhas e a presenca de organismos bentdnicos na
coluna de dagua como resposta ao efeito fisico da ascensdo das bolhas de gds,
denominado efeito de fonte. Estas duas respostas podem ser utilizadas como
indicadores ecolégicos de plumas gds em dreas de exploracdo. O efeito de fonte
acumulou e deslocou organismos causando mudancas tempordrias na estrutura
zooplancténica. O efeito do gds natural sobre a comunidade de zoopldncton em
campo foi mascarado pelas varidveis ambientais e o curto tempo de exposicdo ao
gds. A segunda etapa avaliou durante experimentos realizados no laboratério, a
sobrevivéncia e reproducdo (porcentagem de sobrevivéncia, producdo de ovos e
taxa de eclosdo de nduplios) de copépodos planctdnicos representativos da regido
fropical do Atlé@ntico ocidental para serem usados como potenciais organismos-teste
para ensaios ecotoxicologicos. As espécies Acartia lilieborgii Giesbrecht, 1889 e
Temora turbinata (Dana, 1849) foram estudadas definindo A. lillieborgii como a melhor
opcdo para a cultura em laboratério, devido ao seu potencial reprodutivo (maior
fecundidade) e sua ampla distribuicdo e densidades elevadas nas dguas estuarinas
do nordeste do Brasil. A terceira etapa permitiu o desenvolvimento de uma
metodologia utiizando a Cromatografia Gasosa para medicdo de gds metano
(principal componente do gds natural) dissolvido na dgua do mar e sua aplicacdo em
ensqios ecotoxicoldgicos para determinar o efeito nas populacdes de Acartia
lilieborgii. Este tfrabalho conseguiu tanto desenvolver e aplicar uma metodologia com
uma estrutura  experimental de laboratério simples, quanto obter resultados
ecotoxicolégicos em curto prazo que podem ser utilizados para avaliar o impacto
ecolégico do aumento da concentracdo do gds metano na dgua do mar. Esta
metodologia pode ser aplicada com gds natural em estudos futuros buscando avaliar
o impacto que vazamentos acidentais no mar podem causar sobre a fauna e flora
marinha e dessa forma estabelecer o risco real deste poluente. Embora este trabalho
tenha mostrado que efeitos ecoldgicos e ecotoxicoldgicos de poluentes gasosos nos
ecossistemas marinhos podem ser avaliados, o trabalho com gases e sua interacdo
com o ambiente é de grande complexidade e precisa de mais investimento e
continuidade para obter resultados definitivos.

Palavras-chave: Zooplancton, Copepoda, vazamento acidental, gds natural, gds
metano, impacto ambiental.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the impact of natural gas in marine
zooplankton communities as a result of an accidental blowout of this pollutant in
coastal ecosystems. The hypothesis to be tested postulates that natural gas will cause a
toxic effect on marine plankton community, reflected in the alteration of ecological
aftributes of coastal marine zooplankton (changes in biomass, density, richness, diversity
and evenness), and the acute effect (high mortality, decreased egg production and
hatching success) in planktonic marine copepod populations. To test the hypothesis the
project was divided into three stages. The first was to determine the variations in the
structure of communities of marine zooplankton in a coastal region of northeastern
Brazil (Suape) during field experiments of natural gas subsurface blowouts. As a result it
was observed a density increase of Copepoda naupli and Chaetognatha during
natural gas injections and the presence of benthic organisms in the water column in
response to the physical effect of the rise of gas bubbles, called fountain effect. These
two responses could be used as ecological indicators of gas plumes in exploration
areas. The accumulation and displacement of organisms by the fountain effect caused
temporary changes in zooplankton structure. The effect of nafural gas on the
zooplankton community in the field was masked by environmental variables and the
short fime of exposure to the gas. The second stage evaluated the survival and
reproduction (adult survival, egg production and hatching rate) of representative
planktonic copepods of the tropical western Atlanfic for use as potential
ecotoxicological test organisms in laboratory. The species Acartia lillieborgii Giesbrecht,
1889 and Temora turbinata (Dana, 1849) were studied defining A. lilljieborgii as the best
option for culture in the laboratory, due to their reproductive potential (higher fertility)
and its wide distribution and high densities in estuarine waters of northeastern Brazil. The
third stage enabled the development of a method using gas chromatography to
measure methane gas (main component of natural gas) dissolved in seawater and its
application in ecotoxicological assays to determine the effect on the populations of
Acartia lillieborgii. This work could both develop and implement a methodology with a
simple experimental structure of laboratory, as obtain ecotoxicological results in short
term that can be used as to evaluate the ecological impact of the increasing
concentration of methane gas in seawater. This methodology can be applied to
natural gas in future studies to assess the impact that accidental releases at sea can
cause on marine fauna and flora, and thus to establish the pollutant real risk of this
pollutant. Although this work has shown that ecological and ecotoxicological effects of
gaseous pollutants on marine ecosystems can be assessed, work with gases and their
interaction with the environment is very complex and needs more investment to
continuity to get definitive results.

Keywords: Zooplankton, Copepoda, accidental blowout, natural gas, methane gas,
environmental impact.
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O Problema

A indUstria mundial de petréleo e gds, e mais especificamente a
brasileira, vive um momento Unico, marcado pelo aumento nos precos de
venda e pela descoberta de gigantescos campos petroliferos no litoral
brasileiro, que vdo do estado do Espirito Santo ao estado de Santa Cataring,
na regido denominada Pré-Sal. A producdo nacional de petréleo cresceu
aproximadamente 26% de 2005 para 2010 (CNI, 2012). Porem € uma atividade
gue representa alto potencial de impacto para o ambiente marinho, podendo
gerar mudancas na estrutura das comunidades e efeitos (letais ou subletais)
nas populacdes (GOMES et al., 2000). Um dos maiores desafios da industria de
petrdleo e gds € lograr combinar o crescimento econdmico, a inclusdo social

e a conservacdo ambiental.

O contexto do presente trabalho estd relacionado com a atividade de
extracdo de petréleo e gds na determinacdo do efeito que uma liberacdo
(blowout) ou vazamento de gds natural no ambiente marinho poderia ter
sobre as comunidades aqudticas. A tfoxicidade de gases dissolvidos é
considerada baixa com relacdo a outros derivados do petrdleo (BROOKS e
SACKED, 1973; SACKED e BROOKS, 1975), justificando a falta de estudos
ambientais e ecotoxicolégicos nessa drea. No entanto, apesar de ser um
poluente invisivel, o gds natural e seus principais constituintes como, por
exemplo, o metano, podem ser os hidrocarbonetos mais abundantes liberados
durante um vazamento acidental em plataforma de extracdo no mar (KESSLER
etal., 2011).

Em contraste com os hidrocarbonetos oleosos (petrdleo e derivados), os
quais tfem sido objeto de amplos e detalhados estudos ecotoxicoldgicos no
mundo infeiro, o gds natural e seus componentes tém escassas andlises
ambientais, para o estabelecimento de controles e regulamento (PATIN, 1999).
O gds natural estd composto por hidrocarbonetos alifdticos saturados (metano
e seus homodlogos) e didxido de carbono, sulfatos de hidrogénio, nifrogénio e
hélio. A proporcdo dos compostos depende principalmente da origem, tipo,
génesis, local do depdsito, estrutura geoldgica da regido. O comportamento

biogeoquimico, a concentracdo e a distribuicdo do metano e seu derivados



no ambiente aqudtico depende de vdrios fatores. SGo gases pouco solUveis
em dAgua e em regides tropicais suas concentracdes na adgua do mar sdo
muito baixas (< 22mL L) (ATKINSON e RICHARDS, 1973). E por isto, que o
incremento nas concentracdes de hidrocarbonetos de baixo peso molecular
(principalmente metano e etano) indica locais impactados, muitas vezes
proximos a dreas de producdo de petroleo (BROOKS e SACKED, 1973; SACKED
e BROOKS, 1975). Embora, segundo esses autores, estes gases dissolvidos ndo
tenham um impacto considerdvel no ambiente marinho, sGdo considerados
indicadores da presenca de outros compostos mais téxicos, relacionados com

poluicdo por gds e petréleo.

Alguns ensaios de toxicidade tém sido realizados com copépodes
plancténicos, constatando que a sensibilidade a substéncias quimicas
dissolvidas na dgua varia dependendo da espécie e das caracteristicas
ecoldgicas do biotipo (DUSSART e DELAYE, 2001). A espécie Acartia tonsa
Dana, 1849, por exemplo, tem sido utilizada em estudos de avaliacdo de
efeitos causados por metais como cobre, prata e zinco (PEDROSO et al., 2007;
PINHO et al., 2007; IHARA et al., 2010), derivados de petrdleo, detergentes
(ROSSATO, 2008; AVILA et al., 2010) e organoclorados (HEINLE e BEAVEN, 1980).
O copépodo Calanus finmarchicus (Gunnerus, 1770) foi utfilizado como
organismo-teste em estudo com DDT (HARDING et al., 1981) e Dioxido de
Carbono (CAROTENUTO et al., 2007). As espécies Acartia lillieborgii Giesbrecht,
1889 e Temora stylifera (Dana, 1849) tem sido utilizadas no Brasil em ensaios de
toxicidade com Cobre, Cromo, Zinco e DSS (RESGALLA e LAITANO, 2002),
sendo espécies potenciais para serem certificadas em estudos de
ecotoxicidade devido a sensibilidade e ampla distribuicdo em ecossistemas

brasileiros.

No entanto, estudos com compostos gasosos sdo escassos € tém uma
logistica complexa o que dificulta a execucdo experimental. Com o aumento
na pesquisa relacionada com mudancas climdticas e acidificacdo dos
oceanos, alguns ensaios toxicoldégicos tém sido readlizados para avaliar o
incremento da concentracdo de Didxido de Carbono na sobrevivéncia,

reproducdo e comportamento dos copépodos Acartia steueri Smirnov, 1936



(KURIHARA et al., 2004), Calanus finmarchicus (CAROTENUTO et al., 2007) e
Acartia tonsa (DUPONT e THORNDYKE, 2010). Os Unicos estudos
ecotoxicoldégicos encontrados relacionados com toxicidade aguda e crénica
de gds natural em copépodes plancténicos foram os ensaios de gds natural
condensado utilizando como organismo-teste a espécie Acartia longiremis
(Lilieborg, 1853) e com hidratos de gds natural (rocha) utilizando a espécie
Idyaea furcata (Baird, 1837) (KOSHELEVA et al. 1994; KOSHELEVA et al. 1997).

Pouco se conhece sobre a biogequimica do gds natural (metano e seus
derivados) nos ecossistemas marinhos, € menos ainda, dos efeitos que estes
compostos podem causar a nivel subespecifico, populacional e de
comunidade. Esta lacuna de informacdo sé pode ser preenchida estudando a
bioclogia das espécies e realizando testes ecotoxicoldgicos que permitam
esclarecer o impacto dos poluentes com a finalidade de confribuir para a
conservacdo dos ambientes marinhos fropicais brasileiros. Estes resultados
podem contribuir com o fornecimento de uma metodologia de
gerenciamento emergencial e de contingéncia para andlise dos riscos de
uma eventual liberacdo de gds natural resultante de um evento de blowout

em ecossistemas costeiros.

A Substancia Problema: O Gas Natural

O gds natural (GN) é constituido por uma mistura de hidrocarbonetos
(compostos orgdnicos) e ndo hidrocarbonetos (compostos inorgdnicos). Os
principais constituintes do GN sdo os hidrocarbonetos parafinicos (Tabela - A).
Entre eles, o composto que apresenta uma participacdo predominante é o
metano (CH4) refletindo de forma geral as principais propriedades da mistura
gds natural (VAZ et al, 2008).

No Brasil, a composicdo fipica do gds natural € dominada pelo metano
em porcentagem volumétrica superior a 80%. A proporcdo € composicdo
dependem da localizagcdo do reservatério, e se o reservatdrio € associado ou

ndo a reservatorios de pefrdleo, do tipo de matéria orgdnica da qual foi



originado, da geologia do solo e do tipo de rocha que foi exiraido
(CAMACHO, 2005).

O Gas Metano: Principal Composto Do Gds Natural

A concentracdo de saturacdo do metano na dagua é de 23 mg L
sendo pouco comum enconfrar valores acima dessa concentracdo no
ambiente marinho. Altas concenfracdes de metano no oceano estdo
relacionadas com dreas de atividade hidrotermal (SCHMITT et al., 1991), no
entanto, também pode ser liberado naturalimente por infiltracdes de
hidrocarbonetos, decomposicdo de hidratos de clatratos, producdo
biogénica ou afravés de vazamentos na exploracdo de petrdleo e gds
(KESSLER et al., 2011).

O metano pode ser enconfrado nos oceanos basicamente em ftrés
formas: Hidratos, Solubilizado e livre. O Hidrato de gds ou clatrato € um
composto cristalino no qual as moléculas de adgua, associadas umas as outras
com ligacodes de hidrogénio, encapsulam moléculas de gds como o metano e
didéxido de carbono (CLENNELL, 2000). Os hidratos de gds sdo formados
quando uma quantidade de metano € produzida por bactérias (principal gds
biogénico nos oceanos) em pequenas profundidades (<1000m) e quando ha

desestruturacdo da matéria orgénica em zonas profundas (PAULL et al., 1994).

O gds livre e os clatratos representam o excesso de metano acima da
solubilidade no sistema. No caso de haver um baixo conteudo de metano no
sistema, ndo serdo encontradas na vizinhanca do limite de fase nem clatratos
ou gases livres: serd encontrado somente metano em solugcdo, em
concentracdo abaixo do nivel de saturacdo (CLENNELL, 2000). A solubilidade
do metano em dagua € baixa, e varia em funcdo da temperatura e da pressdo
hidrostatica (CLENNELL, 2000).



Tabela A - Composicdo do gds natural.

Composto Composicdo Propriedades % no GN
Cadeias de carbono Estdveis e
. com ligagdes simples quimicamente
/(T;!Z?;%sigggores (1-12C) inertes. Incolores, +90%
Ex: Metano, Etano, inodores, e
Propano, etc. inflamdaveis.
Cadeias fechadas em
forma de anel.
Alcanos ciclicos Comumente series de 3 a Est@veis
(nafténicos) 4 tomos de C
Ex: Ciclopropano
Tém como base o
HIDROCARBONETOS Benzeno (6 &tomos de
carbono em forma de
Compostos Aromdticos anel ligado por valéncias
orgdnicos (benzénicos) simples e duplas
constituidos por alternadas).
dtomos de carbono Ex: Benzeno, folueno
e hidrogénio
Hidrocarbonetos
insaturados (ligagdes
Olefinas duplas entre os dtomos Muito reativos
de carbono)
Ex: Eteno, propeno
Compostos de 0.1%-7%
enxofre
C.ompAos.Tos de 0.01-1%
nitrogénio
Compostos 0,06-0,4%
oxigenados
Derivados de Vanddio e
Compostos ;
- Niquel
organometdlicos
Nitrogénio (N2)
Diéxido de carbono (CO»)
Agua (H20)
Gdas sulfidrico (HaS),
Sulfeto de carbonila(COS),
NAO Dissulfeto de carbono (CS2) <10%

HIDROCARBONETOS

Mercaptans (R-SH)
Mercurio (Hg)
Hélio (He)

Argénio (Ar)
Oxigénio (O2)
Hidrogénio (H2)




A quantidade de metano armazenado nos clafratos estd estimada
entre 1 x 105 a 115 x 10'®* m?3 se constituindo em uma das maiores reservas de
hidrocarbonetos existentes e que podem ter um impacto importante no ciclo
de carbono global (HEESCHEN et al., 2005).

A toxicidade do metano é considerada do tipo asfixiante simples, que
estd dada a gases inertes que quando encontrados em altas concentfracdes
em ambientes confinados, reduzindo a disponibilidade do oxigénio. Anomalias
nas concentracdes de oxigénio dissolvido na dgua do mar por causa do
aumento nas concentragdes de metano ja foram registradas tanto no
laboratdério (KOSHELEVA et al., 2004) como em campo (KESSLER et al., 2011),
sendo entdo a hipdxia uma das principais causas de mortalidade em

organismo aqudticos.

Producdo e transporte de gdas natural na plataforma continental: possiveis vias

de vazamento.

A cadeia produtiva de petroleo e gas apresenta grande complexidade
e envolve um conjunto de eftapas cujos impactos ambientais potenciais
variam em natureza e magnitude conforme a atividade desenvolvida e o

local onde estd sendo executada (CNI, 2012).

O ponto de producdo é o lugar de onde o gds natural € extraido
associado a pocos de pefrdleo ou direfamente de pocos de gds ndo
associados. Quando a producdo de gds € na plataforma continental é
necessdrio de um tratamento primdrio para que este possa escoar até um
ponto mais proximo aos consumidores em condicdes seguras. Nas plataformas
maritimas o gds deve ser desidratado antes de ser enviado para terra, para
evitar a formacdo de hidratos, que s@o compostos sdlidos capazes de obstruir
os gasodutos. Em outras ocasides € necessdrio refirar compostos dacidos
contaminantes, como compostos de enxofre e gds carbdnico. Nesse caso, o
gds € tratado em uma unidade de dessulfurizacdo ou remogdo de COz2, na

qual esses contfaminantes sdo eliminados da corrente de gds (VAZ et al, 2008).



O gd&s natural condicionado € fransferido dos campos de producdo
para as unidades de processamento de gds (UPGNs). Em muitos dos sistemas
de producdo localizados na plataforma continental o escoamento do gds
produzido ocorre por dutos submarinos de grande extensdo. A especificacdo
do gd&s fransferido deve atender a requisitos técnicos que garantam essa
movimentacdo de forma segura e continuada, sem ocorréncia de hidratos ou
altas taxas de corrosdo. Aos dutos utilizados para essa movimentacdo dd-se o
nome de dutos de transferéncia de gds natural. Existe também a possibilidade
de transporte maritimo de gds natural na fase liquida (Gdas Natural Liquefeito
GNL). O GNL tem seu volume reduzido em cerca de 600 vezes, podendo ser
fransportado mais facilmente por meio de navios, barcacas ou caminhoes
criogénicos a uma temperatura de -160°C. Nesse caso, para ser utilizado, o
gds deve ser novamente vaporizado em equipamentos apropriados (VAZ et all,
2008). Embora sejam atividades cuidadosamente controladas, os riscos de
vazamento acidental de gds podem ocorrer tanto na etapa de producdo

como na etapa de fransporte da cadeia produtiva.

Os Organismos Teste: O Zooplancton e Os Copépodes

A sensibilidade das espécies marinhas a variacdes no ecossistema
podem ser refletidas nos diferentes niveis de organizacdo, desde sub-
organismico até de comunidade (UNDERWOOD e PETERSON, 1988). Os efeitos
nos niveis alfos de organizacdo sdo extrapolados de testes padrdo de
toxicidade. Estes testes identificam os efeitos nos individuos, tanto os efeitos
letais em curto prazo, como os efeitos crénicos em longo prazo. Porém,
extrapolar do individuo para o ecossistema é uma tarefa complexa, porque as
conexoes entre estes niveis sdo indiretas e as vezes enganosas. Incluir varios
niveis de organizacdo no estudo de avaliacdo permite uma melhor predicdo

dos efeitos e riscos no ecossistema.

O zoopl@ncton ocupa uma posicdo importante no ambiente peldgico
marinho agrupando uma grande variedade de organismos de diferentes filos

taxondmicos. Tem uma grande importéncia nas redes tréficas por controlar a



producdo fitoplanctébnica e ao mesmo tempo ser recurso alimentar para larvas
e adultos de organismos necténicos e benténicos (HARRIS et al., 2000).
Mudancas na comunidade plancténica ocasionam  modificacoes
significativas estfruturais em diferentes niveis fréficos do ecossistema marinho
(LONGHURST e PAULY, 2007). Pelo seu cardter dinGmico, com elevadas taxas
de reproducdo e perda, a comunidade plancténica responde rapidamente
as alteracoes fisico-quimicas do meio aqudtico (BRANDINI et al., 1997). De
forma geral, os representantes mais numerosos do zoopldncton marinho sdo os
copépodos, pequenos crustdceos que possuem um papel central na teia
alimentar peldgica. Por ser uma comunidade de importdncia ecolégica e de
rapida resposta as mudancas ambientais, este grupo foi escolhido para avaliar

os efeitos dos experimentos com gds natural.

A medicdo da abunddncia, diversidade e producdo zooplanctdnica é
uma otima ferramenta para caracterizar os ecossistemas marinhos. Tendo em
conta que Copepoda € uns dos grupos dominantes nestes ambientes, a
producdo de ovos € de grande interesse trofodindmico visto que muitos
organismos do sistema peldgico sdo consumidores diretos de ovos e nduplios
de copépodes (BRADFORD-GRIEVE et al., 1999). A taxa de producdo de ovos é
considerada como uma das principais referéncias da disponibilidade alimentar
para Copepoda, jd que tal producdo estd diretamente relacionada com a
ingestdo de alimento, tanto em termos quantitativos quanto qualitativos
(KLEPPEL et al., 1998). Por outro lado, os ovos e nduplios de copépodes sdo
fundamentais na primeira dieta de larvas de peixe e potencialmente
indicadores da disponibilidade alimentar para niveis tréficos mais elevados
(MCKINNON e DUGGAN, 2001).

Um dos principais fatores limitantes num processo de avaliacdo de
impactos estd associado d quantidade, qualidade e precisdo das informacdes
disponiveis para sua elaboracdo. De forma sintética, as principais informagcdes
que poderdo idealmente conftribuir para estd avaliacdo estdo ligadas &
compilacdo de dados bidticos, abidticos e soécio-econdmicos da regido
impactada, e aos conhecimentos sobre impactos de blowouts ocorridos e/ou

simulados em outras regides do mundo.
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No Brasil, a avaliacdo de impactos ambientais comecou a ser
infroduzida como um instrumento da Politica Nacional do Meio Ambiente com
a Lei 6.938/81. Pela primeira vez, uma Lei considerava o imperativo de se
conciliar o desenvolvimento econdbmico com a preservacdo ambiental e
qualidade de vida. Esta mesma Lei criou o Sistema Nacional de Meio
Ambiente, infegrado por um érgdo colegiado: o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA). Este 6rgdo, através da Resolucdo CONAMA N° 001/86
constituiu um marco da politica ambiental brasileira, através da instituicdo da
obrigatoriedade de Estudos de Impacto Ambiental (EIA) no Brasil. No Brasil, sGo
as resolucdes do CONAMA que estabelecem normas e padrdes que
pretfendem manter compatibilidade entre as atividades humanas de

desenvolvimento e o meio ambiente ecologicamente equilibrado.

Portanto, ndo pode restar divida quanto a necessidade de uma
Avaliacdo de Impactos Ambientais no contexto do processo de exploracdo
de gds natural, sendo uma condi¢cdo para a instalacdo ou continuacdo desta
afividade em qualguer ambiente. Especificamente no ambiente marinho,
onde existem ecossistemas muito frageis e ainda pouco estudados, este € um

instrumento de cardter preventivo de elevada importéncia.

Os Objetivos e A Hipotese

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o impacto do gas natural na
comunidade mesozooplancténica marinha (principalmente no  grupo
Copepoda), como consequéncia de uma eventual liberacdo (blowout) desse
poluente em ecossistemas costeiros e/ou ocednicos. A hipdtese sobre a qual
este trabalho foi desenvolvido afirma que o gds natural pode causar um efeito
negatfivo na comunidade zooplancténica (principalmente nos copépodes
plancténicos marinhos), refletido na modificacdo na estrutura da comunidade
(composicdo, abundancia, diversidade) e alteracdo na sobrevivéncia e
reproducdo das populacdes (alta taxa de mortalidade, diminuicdo na

producdo de ovo, diminuicdo na taxa de eclosdo).
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Os objetivos especificos propostos para desenvolver a pesquisa foram:

w» Determinar a estrutura na comunidade mesozooplancténica da regido
costeira de Suape (Pernambuco), a fravés da composicdo especifica e
andlise dos indices de diversidade durante marés de sizigia e quadratura de

um periodo seco e chuvoso;

X Acompanhar com arrastos de pldncton os experimentos em campo da
evolucdo de plumas de gds natural (GNV) criadas artificialmente, e verificar se
existe uma resposta na estrutura do mesozoopléncton causada pelo contato

com o poluente;

X Selecionar a espécie de copépode plancténico para ser utilizada nos
testes de toxicidade, usando como critérios sua representatividade na regido
costeira  do nordeste brasileiro e os antecedentes bibliograficos em

sensibilidade e facilidade de cultivo;

<> Determinar a producdo de ovos dos copépodes planctdnicos
selecionados e padronizar a metodologia de cultivo, procurando manter um

estoque das espécies para a posterior realizacdo dos testes de toxicidade;

X Realizar testes de toxicidade com diferentes concentracdes de gds
natural (gds metano) com a espécie de copépode planctdnico selecionada,

observando possiveis variacdes nos pardmetros bioldgicos: sobrevivéncia e

reproducdo;
X Determinar se existem concentracdes de gds natural (gds metano) que

causem toxicidade aguda na sobrevivéncia (mortalidade) e/ou na
reproducdo (reducdo na producdo de ovos e taxas de eclosdo) da espécie

de copépode plancténico selecionada;

<> Avaliar a sensibiidade da espécie selecionada de copépode

plancténico ao gds metano.
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Estd pesquisa se dividiu em trés etapas que correspondem aos trés
CAPITULOs expostos nesta tese. O primeiro capitulo apresenta os resultados
obtidos no estudo da estrutura da comunidade mesozooplanctdnica da
regido costeira de Suape, em diferentes momentos de uma serie de
vazamentos artificiais de gdas natural realizados em campo. Este trabalho fez
parte  do macroprojeto, aprovado pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq): “Transporte e Dispersdo de
uma Pluma de Gds Natural no Oceano: Caracterizacdo Experimental,
Modelagem Matemdtica e Avaliacdo de Impactos”, executado pelas equipes
de Fisica e Zooplancton da Universidade Federal de Pernambuco. O segundo
capitulo avaliou a sobrevivéncia e reproducdo em laboratério de duas
espécies de copépodes planctdnicos representativos do nordeste brasileiro,
Temora turbinata e Acartia liljeborgii, para serem usadas como potenciais
organismos-teste em ensaios ecotoxicoldgicos. Por Ultimo, o terceiro capitulo
trata da padronizacdo e aplicacdo de uma metodologia para avaliacdo de
toxicidade de gases dissolvidos na adgua do mar, utilizando como organismo-
teste o copépode plancténico Acartia lilljeborgii e como subst@ncia-teste o
gds metano. Esta Ultima fase foi realizada em cooperacdo com o Laboratério
de Automacdo e Instrumentacdo em Quimica Analitica/ Quimiometria (LAQA)

da Universidade Federal da Paraiba.
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O EFEITO DE “BLOWOUTS” DE GAS NATURAL NA ABUNDANCIA E COMPOSICAO
DO ZOOPLANCTON EM AMBIENTES TROPICAIS MARINHOS

Resumo

Vazamentos acidentais durante as atividades de exploracdo de gds natural
(GN) em plataforma continental representam riscos potenciais para as comunidades
marinhas. A fim de estudar possiveis mudancas na abunddncia e composicdo da
comunidade zooplancténica causadas pelo efeito fisico de vazamentos de GN,
experimentos em campo foram acompanhados por coletas de pladncton. Quatro
campanhas foram realizadas na regido costeira em frente a Baia de Suape
(Pernambuco, nordeste do Brasil), durante as marés de sizigia e quadratura, nas
estacdes seca e chuvosa de 2007 e 2008. Arrastos horizontais na superficie e obliquos
na coluna de dgua com redes de pldncton de 120 e 300 micrometros de abertura de
malha foram realizados antes, durante e depois (momentos) de plumas artificiais de
GN injetadas a 30 m de profundidade (totalizando 56 amostras). Ndo foram
observadas diferencas significativas na composicdo, abunddncia e biomassa do
zooplancton entre os momentos de fluxo. No entanto, diferencas significativas na
abunddncia de grupos especificos do mesozoopldncton foram encontradas. Uma
tendéncia por abundéncias baixas antes e depois da injecdo de gds natural e maior
abunddncia durante o fluxo de GN foi observada em nduplios de Copepoda e
Chaetognatha em todas as campanhas. Este padrdo foi registrado nos dois grupos em
amostras coletadas na superficie com rede de 120 um. Adicionalmente, organismos
ficoplancténicos (juvenis de Gastropoda bentdnicos) foram registrados em amostras
coletadas exclusivamente durante a injecdo de GN. O fluxo de GN acumulou e
deslocou organismos pelo efeito de fonte das plumas de gds natural causando
mudancas nas associacoes zooplanctdnicas. O efeito observado foi exclusivamente
mecdénico e tempordrio, constatado pelo deslocamento e acumulacdo de espécies
mesozooplanctdnicas nas camadas superficiais e pelo deslocamento de espécies de
ambientes benténicos para o ambiente peldgico exclusivamente durante os
momentos da vazdo. O grau do impacto relacionado com o efeito de fonte causado
por descargas acidentais de gds natural seria dependente da distGncia de alcance
da pluma, da velocidade de expansdo e da turbuléncia desenvolvida no momento

da vazdo.

Palavras chave: Nduplios de Copepoda, Chaetognatha, Ticoplancton, Baia de

Suape, Atlantico tropical, Nordeste Brasileiro.
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1.1 Introdugdo

A Avaliacdo de Risco Ecolégico analisa a probabilidade da ocorréncia
de efeitos ecoldgicos adversos como resultado da exposicdo a um ou mais
estressores (U.S. EPA, 1998). A ligacdo entre o estressor e a resposta do
organismo ou associacdo de organismos € acessivel principalmente por
inferéncia, na auséncia de conhecimento completo e detalhado. Muito
utilizado em ciéncias econdmicas e de saude, a avaliagcdo de risco tem um
curto histérico de aplicacdo em sistemas ecoldgicos e até ainda mais curto

para sistemas estuarinos e costeiros (PASTOROK et al., 2002).

A extracdo de petrdleo e gds em dreas costeiras e de plataforma é
uma industria dominante e em crescimento contfinuo na producdo de energia.
Enquanto as reservas de petrdleo puderem ser extraidas e outras fontes de
energia limpa ainda ndo sejam rentdveis, a indUstria do petréleo continuard
avancando cada vez mais. Em paises como o Brasil, a descoberta de novas
reservas de petréleo no mar profundo representa um aumento de atividades
em ambientes marinhos, e consequentemente, um aumento nos riscos de

acidentes.

A sustentabilidade nas atividades de exploracdo de petrdleo em
ecossistemmas marinhos € um dos maiores desafios dessa industria. Os
programas de monitoramento de qualidade ambiental durante as atividades
de exploracdo, comumente procuram detectar mudancas nos componentes
abidticos e/ou bidticos para avaliar o grau de impacto denfro de limites
permitidos, sem comprometer o funcionamento natural dos ecossistemas. No
entanto, uma das maiores dificuldades € a determinacdo dos fatores naturais
e/ou anfropogénicos que estdo provocando respostas nos sistemas bioldgicos
(BEAUGRAND, 2005). Muitas vezes, em dreas costeiras, processos de
deterioracdo ambiental (ex: hipoxia e acUmulo de subst@ncias toxicas) e
outros impactos antropogénicos (por exemplo, assoreamento, entrada de
pesticidas, derrames de petrdleo) se sobrepdem (ATCHISON et al., 1996),
tornando dificil relacionar diretamente o impacto com suas respectivas

CAusdas.
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O gds natural (GN) € um combustivel féssii encontrado em rochas
porosas no subsolo, composto por gases inorgdnicos e hidrocarbonetos
saturados, principalmente o metano (CAMACHO, 2005). Os estudos sobre o
efeito desses hidrocarbonetos gasosos no campo e, especialmente, os
impactos sobre organismos, populacdes e ecossistemas aqudticos sdo muito
limitados (PATIN, 1999). Para avaliar os riscos potenciais da exploracdo de gds
natural, alguns estudos tém sido realizados para simular vazamentos de gds
natural e plumas em dguas profundas (DASANAYAKA e YAPA, 2009; CHEN e
YAPA, 2004a; CHEN e YAPA, 2004b; YAPA et al., 2004; JOHANSEN, 2003; YAPA et
al, 2001). Poucos estudos ecotoxicolégicos avaliando o efeito do gds natural
na biota marinha tém sido realizados e, ainda assim, com acesso muito restrito
(KOSHELEVA et al., 1994;. 1997). Por essa razdo, um vazamento acidental deste
poluente em dreas costeiras e ocednicas ainda tem consequéncias

ecoldgicas desconhecidas para as comunidades marinhas.

Estudos de simulacdo envolvendo componentes bidticos e abidticos
fornecem uma visdo geral da resposta de uma atividade antropogénica e
muitas vezes prevéem o que pode acontecer em situacdes extremas. A coleta
de dados e informacdes que permitam a diferenciacdo de mudancas
naturais, de alteracdes ou mudancas resultantes da atividade humana é
fundamental para identificar as "causas e efeitos" na avaliacdo ambiental dos
ecossistemas marinhos (MOZETO e ZAGATTO, 2006).

A andlise dos padrdes de diversidade a nivel regional e em escala
global € moftivada pela necessidade de um planejamento sistemdatico de
conservacdo, mas fambém contribuem dando robustez as informacodes
bdsicas para estudos de simulacdo de impactos antropogénicos (MARGULES e
PRESSEY, 2000). Considerando que os padroes de diversidade continental e
seus preditores s@o conhecidos pelo nUmero de taxa, nossa compreensdo da
diversidade marinha global tem sido mais limitada (RUTHERFORD et al., 1999).
Entre as comunidades marinhas, o zoopl&ncton abrange um grande nUmero
de grupos taxondmicos e tem sido utilizado como indicador de mudancas
ambientais (BEAUGRAND, 2005). A estrutura do zoopldncton pode definir as

caracteristicas do ambiente que os seus organismos habitam (por exemplo,
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dguas ocednicas ou neriticas; eutrdficas ou oligotréficas) (NEUMANN-LEITAO et
al., 1999; 2008) e seu monitoramento pode esclarecer as causas das suas

mudancas.

No presente estudo, os experimentos realizados em campo sob
condigcoes naturais e inserindo como agente estressor a pluma de gds natural,
buscaram determinar se haveria modificacdes na abundancia e composicdo
da comunidade zooplanctdnica por causa da exposicdo a esse poluente.
Com este experimento pode-se definir se entre os grupos zooplancténicos hd
grupos que possam ser mais sensiveis d presenca do poluente e possivelmente
serem uftilizados como indicadores bioldgicos de vazamentos de gds natural

em dreas adjacentes a exploracdo de petrdleo e gds.

1.2. Materiais e Métodos

A regido de Suape estd localizada 40 km ao sul da cidade de Recife
(Nordeste brasileiro, Oceano Afléntico tropical) (Figura 1.1). Nesta drea, um
complexo portudrio foi construido em 1979/1980. Desde entdo, centenas de
indUstrias foram instaladas, incluindo uma refinaria de petréleo e gds. O clima
da regido é quente-Umido, pseudo-tropical (Koppen Am'), com uma média
anual de temperatura de 24 °C e precipitacdes de 1500 a 2000 mm ano'
concentradas entre marco e agosto. A umidade € superior a 80%. Os ventos

predominantes sdo de sudeste.

Quatro campanhas foram conduzidas na drea externa da Baia de
Suape, em uma estacdo localizada a 11 km da costa (8° 24'S - 34° 51' W)
(Figura 1.1) e com 30 m de profundidade. Cada uma das quatro campanhas
de campo caracterizou forcantes hidrodindmicas diferentes que poderiam
influenciar a evolucdo de uma pluma de gds natural (GN) no caso de um
vazamento acidental originado no fundo do mar (Tabela 1.1). Estas forcantes
hidrodindmicas foram definidas pelas estacdes seca e chuvosa (efeito da
sazonalidade, maior/menor intensidade de ventos e os diferentes niveis de
estratificacdo vertical da coluna de dagua) e pelas marés de sizigia e

quadratura.
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Figura 1.1 - Local de estudo na drea externa da Baia de Suape (Nordeste

Brasileiro, Oceano Atlé@ntico Tropical).

Tabela 1.1 - Dados de campo dos experimentos de simulacdo de plumas de

gds natural com a informacdo de fluxo de vazdo de gds,

momento da

realizacdo dos arrastos de pléncton com relacdo a injecdo de GN (b=Antes,

GN=Durante a injecdo de gds natural, a=depois) e maré no momento dos

arrastos (PM = preamar, VZ = vazante, BM = baixa mar, EN= enchente).

- Tempo NUmero

Estacdo Camp. Data  Maré Hora V?Lzseo _?)N vaz&o |r';{‘grginéo|\l de
9 (min) Iec amostras

) 1712 PM  09:15 - - b 4

/2007 Quad. VI 11:58 67 8 N )

seca VZ 1310 - - 4

B 2312 RM  09:01 - 4

/2007 Sizigia  EN  09:44 33 8 GN ¢

EN__ 11:30 . 4

BM  11:22 - 4

c 05/07 .
1ZIgI

/2008 9 BM  12:30 2.5 10 GN 4

EN _ 13:45 - 4

Chuvosa PM 937 - 4

) 10/07 VI 10:24 3.3 16 GN 4

/2008 quog. VI 1235 - a 4

VI 12:48 3.3 14 GN 4

VZ 1313 - a 4
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Trés navios foram utilizados. Um para executar as injecdes de gds
natural, oufro para registrar as variaveis fisicas da coluna de dgua (intensidade
e direcdo das correntes, temperatura e salinidade) e o Ultimo para realizacdo
dos arrastos de pladncton. Em cada campanha, o primeiro navio conduziu as
injecoes de gds natural, com o auxilio de equipamento de compressdo (mod.
Douat CD2V280) e uma mangueira flexivel posicionada no fundo da estacdo

(Figura 1.2).

Uma vazdo de GN foi realizada nas frés primeiras campanhas (A, B e C)
e duas na Ultima campanha (D). Cada vazdo incluiu fluxos diferentes (0,8, 1,7
e/ou 2,5 L s7), com intervalos entre si, somando fluxos diferentes em cada
campanha (Tabela 1.1). O tempo de exposicdo ao GN na coluna de dagua foi
o tempo correspondente a cada vazdo (Tabela 1). Dados de salinidade e
temperatura na coluna de adgua foram simultaneamente registrados com CTD
(mod. SBE-19 plus Seacat Profiler) e as informacdes de correntes foram
registrados com ADCP (Workhorse mod. Rio Grande 600 Khz).

Para determinar a composicdo e abunddncia do zoopldncton antes,
durante e depois da injecdo de GN, amostras de plancton foram coletadas
nos frés momentos (Figura 1.2). Arrastos horizontais foram realizados na
superficie a uma velocidade de trés (3) nds durante cinco (5) minutos. Arrastos
obliquos (de 10 m de profundidade até a superficie) foram realizados
simultfaneamente na coluna de agua. Duas redes padrdo de plancton foram
utilizadas, ambas com 30 centfimetros de didmetro de boca, sendo uma com
120 um (menor fracdo do mesozoopldncton) e a outra com 300 um (maior
fracdo do mesozoopldncton) de abertura da malha. Um total de 56 amostras
foram coletadas. Na boca de cada rede foi adaptado um fluxbmetro para
determinar o volume de dgua filtrada. As amostras foram fixadas com
formaldeido a 4%, neutralizado com tetraborato de sédio. As campanhas de A
e D foram realizadas durante a maré vazante (VZ), a campanha B durante a

maré enchente (EN) e a campanha C durante a maré baixa (BM) (Tabela 1.1).
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~ Antes Durantea injegiode GN  Depois
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i1 Arrastos de pldncion =120 pm e 300 pm

Figura 1.2 - Desenho experimental de campo descrevendo os momentos dos
arrastos de plédncton (b = antes da injecdo de gds natural, GN = durante a
injecdo de gds natural, a = apds a injecdo) e o tipo de arrasto (H= Horizontal

superficial; O = Obliquo na coluna de agua).

No laboratdrio, foi obtida a biomassa sestbnica Umida (mg m=3) de
acordo com a metodologia de Omori e lkeda (1984) e a abunddncia (Ind. m-3)
com base na meédia aritmética de trés sub-amostras de 5 ml retiradas da
amostra completa (250 mL). A diversidade (Shannon, 1948) e equitabilidade
(Pielou, 1967) foram calculadas a partir do grupo Copepoda, para estimar a
diversidade da comunidade (Shannon, 1948). Foi aplicado o teste ndo
parameétrico Mann-Witney para determinar diferencas significativas (p < 0,05)
na comunidade zooplancténica entre as fracdes de tamanho (120 um =
menor; 300 um = maior), entre os tipos de arrastos (Superficial e coluna da
dgua), entfre as estacdes (seca - chuvosa), entre as campanhas (A, B, Ce D) e
entre os momentos de arrasto com relacdo d injecdo de gds natural (b=antes;
GN=durante; a = apds a injecdo de gds). Foi realizada uma andlise de
ordenacdo multivariada de escala multidimensional ndo-paramétrica (MDS)
com a abunddncia da totalidade dos taxa registrados (transformacdo a Ln)
da totalidade das amostras (o estresse indica a qualidade do ajuste variando
entre 0.05 muito bom e 0.2 satisfatério). Os indices e as andlises estatisticas

foram realizados com auxilio do software PRIMER 5.2.8. Adicionalmente foi
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aplicado o teste de Wilcoxon (p < 0,05) para identificar os grupos que
poderiam descrever tendéncias entre o momento do arrasto com relacdo a
injecdo de gds natural (b=antes; GN=durante; a = apds a injecdo de gds)

utilizando o programa BIOESTAT 5.0.

1.3. Resultados

1.3.1. Condicdes Ambientais

Nas quatro campanhas foram observadas pequenas diferencas nas
varidveis fisicas. Na estacdo seca (Campanhas A e B), a temperatura média
da superficie foi de 26,6 £ 0,82 °C e a salinidade foi de 37,1 £ 0,13. Durante a
estacdo chuvosa (campanhas C e D) a temperatura (26,3 = 0,06 °C) e

salinidade (36,7 £ 0,33) foram ligeiramente menores (Figura 1.3).

A salinidade foi homogénea na coluna de dgua refletindo o carater
exclusivamente marinho da estacdo. As chuvas foram altas durante a
campanha C, que se refletiu na baixa salinidade registrada na superficie. A
temperatura na coluna de dgua mostrou diferencas entre as estacdoes seca e
chuvosa. A estacdo seca apresentou uma coluna estratificada com uma
temperatura superficial de 27,5°C e uma profundidade média da termoclina
de 14 m na campanha A e de 20 m na campanha B (Figura 1.3). Durante a
estacdo chuvosa, as temperaturas foram mais baixas do que na estacdo seca
e homogéneas na coluna de dagua. Apenas a campanha C mostrou uma
diminuicdo pequena da temperatura na superficie devido as chuvas (Figura
1.3).

Durante a estacdo seca a direcdo das correntes prevaleceu em sentido
S-SW quando os ventos Alisios do nordeste estdo presentes. De forma contrdria,
durante o periodo chuvoso as correntes tiveram predominantemente direcdo
NE, provavelmente por efeito dos ventos Alisios do sudeste, comuns durante
este periodo. A maior Intensidade das correntes foi de 0,8 m s na superficie e

foi observada durante a maré baixa na estacdo chuvosa (campanha C).
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Figura 1.3 - Perfil de salinidade e temperatura na coluna de dgua para cada

campanha realizada nas dguas costeiras de drea externa da Baia de Suape

(Nordeste Brasileiro) durante os experimentos de simulacdo de plumas de gds

natural.
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1.3.2. Associacdes Zooplanctdnicas

Um total de 203 taxa foram identificados nas amostras de pléncton.
Diferencas significativas foram observadas entre os grupos coletados com rede
de 120 e 300 micrémetros de abertura de malha nos arrastos horizontal na
superficie e obliquos na coluna de dgua (Tabela 1.2). Nas amostras coletadas
com rede de 120 um foram capturados organismos da menor fracdo do
mesozoopl&ncton, sendo Crustacea o grupo dominante (abunddncia relativa
de 70%) em todas as amostras. Individuos adultos de Copepoda dominaram
na superficie (arrastos superficiais horizontais) e os nduplios de Copepoda na
coluna de dgua (arrastos obliquos). A maior fracdo do mesozoopldncton na
superficie manteve o dominio de Copepoda, com uma menor abundéncia de
larvas de decdpodes durante a estacdo seca e jovens de Gastropoda e larvas
de Teleostei durante a estacdo chuvosa (Figura 4). Na coluna de dgua o
dominio de Copepoda diminuiu e foi observada uma maior abundéncia de
foraminiferos (Tetromphalus bulloides (d Orbigny, 1839)) na estacdo seca e
jovens Gastropoda e larvas de Teleostei durante a estacdo chuvosa (Figura
1.4).

Duas espécies de Copepoda foram frequentes e dominantes em todas
as amostras. Estas espécies foram Undinula vulgaris (Dana, 1849) e
Clausocalanus furcatus (Brady, 1883), representados principalmente por
copepoditos (jovens) na menor fracdo do mesozoopldncton e por individuos
adultos na maior fracdo. Na menor fracdo do mesozoopléncton, tanto na
superficie como na coluna de dgua, foram enconfradas as espécies de
Copepoda Oithona nana Giesbrecht, 1893, Calocalanus pavo (Dana, 1852),
Corycaeus giesbretchi Dahl F., 1894 e Farranula gracilis (Dana, 1849) e o
Appendicularia Oikopleura longicauda (Vogt, 1854). Ndauplios de Copepoda
foram também encontradas com abundéncias elevadas (> 10 ind. m3) e alta
frequéncia (> 70%). J& na maior fragcdo do mesozoopldncton, os organismos
representados com maior abunddancia (> 10 ind. m3) e frequéncias (> 70%)
foram Temora stylifera (Dana, 1849), Acrocalanus longicornis Giesbrecht, 1888,

larvas zoea de Brachyura, Oikopleura longicauda e ovos de Teleostei.
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Tabela 1.2 - Resultados do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney mostrando

as diferencas significativas (p < 0,05) na abundé&ncia e biomassa sesténica

entre fracdes do mesozoopladncton (120-300 um), tipo de arrasto (superficie e

coluna de dagua), periodos climdaticos (seco-chuvoso), marés (Quadratura e

Sizigia), momentos dos arrastos com relacdo a injecdo de gds natural (antes,

durante e depois a injecdo) e campanhas (A,B,C e D).

Abunddncia

Biomassa sesténica

Varidveis
U VA p-value U VA p-value
Estacdo Seca/Chuvosa |260.5 2.0447  0.0204* 178 3.4107  0.0003*
Maré Quad. / Sizigia | 256 2.1193  0.017* 280 1.7219  0.0425*
Arrasto Sup. / Coluna 278 1.8681 0.0309* 187 3.3593 0.0004*
r':‘;gg’zggg 120um /300 um | 94 4.8833 <0.0001* | 281 1.8189  0.0345*
b/GN 146 0.4457  0.3279 133  0.8596 0.195
Momento b/a 144 0.5094 0.3052 150 0.3184  0.3751
GN/a 162 1.0279 0.152 161 1.055 0.1457
120-C / 120-S 64 1.5622 0.0591 46 23893  0.0084*
120-C / 300-C 24  3.4001  0.0003* 65 1.5163 0.0647
Fracdo- 120-C / 300-S 10 4.0434 <0.0001* | 25 3.3542 0.0004*
Arrasto 120-S / 300-C 38 27569 0.0029* 71 12406 0.1074
120-S / 300-S 22 3.492 0.0002* 66 1.4703 0.0707
300-C / 300-S 46 23893 0.0084* 45 24352  0.0074*
A-B 63 05196 0.3017 61 0.6351 0.2627
A-C 13 3.4064 0.0003* 5 3.8682 <0.0001*
A-D 106 0.5449  0.2929 62 22576 0.012*
Campanha
B-C 20 3.0022 0.0013* 15 3.2909 0.0005*
B-D 119 0.0389 0.4845 96 0.9342  0.1751
C-D 21 3.8536 <0.0001* 4 45153 <0.0001*
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Figura 1.4 - Abundd&ncia dos principais grupos zooplancténicos registrados nas

quatro campanhas (A-D) de simulacdo de vazamentos de Gdas Natural em

dguas costeiras da Baia de Suape (Nordeste do Brasil).

Relacdo entre

abunddncia e os frés momentos de injecdo de gds natural (b = Antes; GN

Durante a vazdo de gds natural fluxo; a = depois).



29

Diferencas significativas na abundéncia e biomassa entre o tamanho
da malha, tipo de arrasto, as marés e estacdes foram encontradas (Tabela
1.2). As abunddncias entre as dois tamanhos de malha foram maiores na
fracdo menor (1376 £ 808 ind. m3) do que na fracdo maior (263 + 449 ind. m3)
do mesozoopldncton. A abundéncia foi menor em superficie (595 + 950 ind. m-
3) e maior na coluna de agua (1043 + 1220 ind. m3). Durante a maré de
quadratura as abundéncias foram maiores do que na maré de sizigia, com
valores de 1283 + 1391 ind m3e 471 = 668 ind. m=3, respectivamente. A estacdo
chuvosa apresentou abunddncias superiores do que na estacdo seca, com

valores de 1035 £ 1256 ind m=3 e 530 £ 808 ind m3, respectivamente.

Embora tenham sido observadas semelhangcas na composicdo
especifica entre as quatro campanhas, foram observadas diferencas
significativas entre a campanha C, a primeira da estacdo chuvosa, e as outras
trés campanhas (Tabela 1.2). Foi evidente um aumento na composicdo
especifica, na abunddncia e biomassa durante essa campanha. As menores
femperaturas e salinidades caracterizaram esta campanha na camada
superficial (5 m) (Figura 3), devido as chuvas durante o periodo de coleta. As
espécies com abundéncias elevadas em todas as amostras desta campanha
foram Subeucalanus pileatus (Giesbrecht, 1888), Centropages velificatus
(Dana, 1849), Temora turbinata (Dana, 1849), Eupronoe minuta Claus, 1879,
Penilia avirostris Dana, 1849 e Lucifer faxoni Borradaile, 1215. As abunddncias
apresentaram a mesma tendéncia que a biomassa sesténica, observando
uma correlacdo direta entre as duas varidveis (R2 = 0,79). As menores
abunddncias foram registradas durante a estacdo seca na Campanha A e
maior durante a estacdo chuvosa na Campanha C (Figura 1.4). A Biomassa
sesténica foi maior durante a estacdo chuvosa (Campanha C), variando entre

1.54 mg m=3 e 287,2 mg m=3 (Figura 1.4).

Os indices ecoldgicos tiveram valores predominantemente médios, com
diversidades entre 0,98 e 3,41 bits ind' e equitabilidades entre 0,3 e 0,9. Tanto
os valores minimos como os mdaximos de diversidade e equitabilidade foram
encontrados na maior fracdo do mesozoopldncton. A menor diversidade e

equitabilidade foram registradas na Campanha B (estacdo seca) na coluna



30

de dgua devido as altas densidades de Undinula vulgaris antes da injecdo de
gds natural. A maior diversidade foi registrada na campanha D (estacdo
chuvosa) e maior equitabilidade na campanha A, ambas durante a injecdo

de gds natural e em superficie.

1.3.3. Zoopl&ncton vs. gas natural

Entre os trés momentos relacionados coma injecdo de gds (antes,
durante e depois), ndo foram encontradas diferencas significativas na
abunddancia total do mesozoopldncton ou na biomassa sesténica (Tabela 1.2).
No entanto, foram registradas diferencas na abundancia dos principais grupos
zooplancténicos (Tabela 1.3). Nauplios de Copepoda e Chaetognatha foram
0s Unicos grupos de zoopldncton que apresentaram o mesmo padrdo em
todas as campanhas: abunddncias baixas antes e apds a injecdo, € mais
abundantes durante a injecdo de gds natural (Figura 1.4). O padrdo
observado em Chaetognatha foi uma resposta multi-especifica, ndo sendo
registrado este mesmo padrdo separadamente para cada uma das espécies
deste grupo (Pterosagitta draco (Krohn, 1853), Sagitta hexaptera d'Orbigny,
1836, Sagitta enflata Grassi, 1881, Sagitta tenuis Conant, 1896, Sagitta friderici
Ritter-Zahony, 1911, Sagitta hispida Conant, 1895, Sagitta serratodentata Krohn,
1853 e Krohnitta pacifica (Aida, 1897)).

Individuos presentes exclusivamente durante a injecdo de gds natural
foram encontrados com baixas abundéncias. O principal tdxon foi
Gastropoda, representado por 10 jovens de espécies bentbnicas. Outros
taxons encontrados foram Foraminifera, Siphonophora (Abylopsis tefrdgona
(Otto, 1823), Bassia bassensis Quoy & Gaimard, 1827 e Sulculeolaria spp.),
Anellida (Traviopsis sp. e Larvas), Brachyura (zoeas e megalopa) e Urochordata
(Doliolum denticulatum Quoy & Gaimard, 1834). A presenca de Ticoplancton
em amostras de superficie e na coluna de dgua durante a injecdo de gds
natural, principalmente de individuos bentbnicos, pode indicar um

deslocamento tempordrio das espécies para a superficie.
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Figura 1.5 - Ordenacdo MDS (Similaridade de Bray-Curtis) da abundéncia de

espécies coletadas nas dguas costeiras da Baia de Suape (Nordeste do Brasil)

em quatro campanhas (A, B, C e D) nos trés momentos com relacdo a injecdo

de gds natural (Antes=b, Durante=GN e depois=a). Fracdo menor (120 um) e

(0).

maior (300um) do mesozooplé&ncton em superficie (H) e na coluna de ‘agua

No entanto, a injecdo de GN ndo foi o principal fator para o

agrupamento de amostras e espécies. O MDS mostrou semelhancas entre as

amostras da mesma campanha (Figura 1.5). Diferencas significativas entre as

campanhas mostraram que a combinacdo entre as marés e periodos sazonais

estudo.

foi o fator explicativo das associacdes de amostras e espécies na drea de
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Tabela 1.3 - Resumo dos resultados do teste Wilcoxon (signed rank test) das
abunddncias dos principais grupos identificados nas amostras de pléncton
comparando os momentos de coleta com relagcdo a injecdo de gds natural
(b=antes; GN=durante; a=apds). A tabela indica a relagcdo entre as
abunddncias pela direcdo do simbolo (< = menor que; > = maior que) e o nivel

de signific@ncia (p<0,05*; p<0,01**).

Todo Menor Fracdo | Maior Fracdo Coluna Superficie
GRUPOS z o} z o z o} z o} z o}

olz| 210zl 2|l0o|Zz|2|0|z|2l0|2z]|7¢%

alo|QlalolQlalOo|2|lalOo|Qlalo|®
Foraminifera S I - N P . ) ) ]
Cnidaria - SHk Sk - <* - >* - >* - S* > _ _ -
Plathyhelmintha - - - - - - - - - - - - - - -
Nematoda - - - - - - - - - - - _ - _ _
Annelida - - - - - - - - - - - R - - <*
Mollusca - - - - - - - - - - - _ _ _ -
Copepoda (nduplios) - >k - o> - - - - - - <k L -
Copepoda
(copepoditos jovens e <t > o< - . - . N P
adultos)
Crustacea (n&o- ) ) ) ) i i i i i o i o i ) )
copepoda)
Briozoa - - - - - - - - - - - _ - _ _
Echinodermatha - >* - - - - - - - S - - -
Chaetognatha <* >* - <R oEE - - - - - - <FE Sk -
Rotifera - - - - - - - - - - - - - - -
Appendicularia - - - - - - - - - - - _ - - -
Thaliacea - - - - - - - - - - - - - <* -
Teleostei (larvas e ovos) - - >k | >* - - - - S* [ >* - - - - -

1.4. Discussao

A crescente pressdo para atender as demandas de energia através da
exploracdo de petrdleo e gds tem aumentado significativamente o
desenvolvimento de atividades na zona costeira e de plataforma no Brasil.
Novas indUstrias estdo sendo criadas, ameacando o fragil e j& impactado

ecossistema costeiro. A producdo e transporte de petrdleo e gds representa
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um risco constante de vazamentos acidentais e operacionais, tornando
necessaria a simulacdo de diversos cendrios de vazamentos acidentais para

tentar avaliar o possivel efeito nas comunidades marinhas.

As caracteristicas das massas de dgua da plataforma leste brasileira
est@o refletidas na composicdo e biomassa zooplancténica (EKAU e
KNOPPERS, 1999). As dguas da Corrente Sul Equatorial (SEC) no leste brasileiro
sdo oligofréficas e caracterizadas por uma baixa produtividade primdria (< 0,2
g C m2 d') (EKAU e KNOPPERS, 1999) e baixas biomassas zooplancténicas
(BOLTOVSKQY, 1999). No nordeste brasileiro, a biomassa mesozooplanctdnica
diminui da drea neritica para a drea ocednica. A biomassa apresenta valores
superiores a 100 mg m=3 em dreas neriticas e inferior a 15 mg m=3 em dreas
ocednicas (NEUMANN-LEITAO et al., 1999; NEUMANN-LEITAO et al., 2008). Em
Pernambuco (nordeste do Brasil), o valor médio registrado de biomassa
zooplancténica é de 15,84 mg m3 (GUSMAO, 2000). No presente estudo,
realizado em uma regido costeira de Pernambuco, os valores estiveram dentro
do esperado para a regido (média de 60,48 mg m3), com uma importante
confribuicdo de organismos holoplancténicos e uma importacdo de biomassa
possivelmente pela deriva passiva e a migracdo ativa de espécies necténicas

e bentbnicas.

As variacoes hidroldgicas causadas por periodos sazonais influenciaram
a abunddncia do mesozoopldncton. Durante a estacdo chuvosa
(principalmente na campanha C) foram observadas as maiores abundancias.
O aumento da produtividade primdria causado pelo aumento de nutrientes
nas camadas superficiais (EKAU e KNOPPERS, 1999) acontece geralmente
durante periodos chuvosos e promove o aumento da produtividade
secundaria. Por outro lado, durante a estacdo seca, as abunddncias menores
provavelmente foram causadas pela estratificacdo térmica da coluna de
dgua que impede a mistura das dguas de profundidade com maior
concentracdo de nutrientes com as camadas da superficie (EKAU e
KNOPPERS, 1999). Estudos sobre a matéria em suspensdo e a produtividade
primdria em daguas costeiras do estado de Pernambuco (PASSAVANTE e
FEITOSA, 1995; ESKINAZI-LECA et al., 1989; GOMES, 1989) verificaram esta
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variacdo sazonal. A enfrada de nufrientes pelos rios durante a estacdo
chuvosa pode ir além das zonas costeiras (EKAU e KNOPPERS, 1999)
enriguecendo daguas proximas e favorecendo a producdo secunddria. No
entanto, devido a implantacdo do complexo industrial no porto de Suape, a
hidrodindmica local foi alterada, impedindo a entrada de dguas de baixa
salinidade na drea costeira e aumentando a presenca de espécies marinhas
na drea estuarina (SILVA et al., 2004). A baixa variacdo dos valores de
salinidade na drea de estudo e a predominGncia de individuos
holoplancténicas mostrou o cardter marinho do local de estudo. A reducdo da
salinidade superficial na campanha C foi causada pela chuva forte durante a

campanha e ndo pela influéncia confinental.

O holoplédncton dominou as comunidades estudadas. Copepoda foi o
grupo dominante como tem sido registrado em outros estudos realizados na
regido (GUSMAO, 2000; NEUMANN-LEITAO et al., 1999, NEUMANN-LEITAO et al.,
2008). Undinula vulgaris e Clausocalanus furcatus foram representados nas
duas fracdes do mesozoopldncton com altas abunddncias e frequéncias,
mostrando diferencas apenas na fase de desenvolvimento (nduplios e
copepoditos jovens na fracdo menor e copepoditos adultos na maior fracdo).
Undinula vulgaris e Clausocalanus furcatus sdo copépodes epipeldgicos muito
comuns em dguas de plataforma no Brasil (BJORNBERG, 1981; VALENTIN e
MONTEIRO-RIBAS, 1993) e em dguas tropicais e subfropicais do mundo
(BJORNBERG, 1981. BRADFORD-GRIEVE et al, 1999; SAMEOTO, 198¢;
FRAGOPOULU e LYKAKIS, 1990) sendo também abundantes e frequentes

durante o presente estudo.

Uma tendéncia por abunddncias baixas antes e depois da injecdo de
gds natural e maior abundéncia durante o fluxo de GN foi observada em
nduplios de Copepoda e Chaetognatha em todas as campanhas. As fases
iniciais de vida sdo as formas mais vulnerdveis a alteracdes ambientais
(MEDINA et al., 2002). Copepoda foi o grupo dominante, mas apenas o
padrdo de abunddncia dos nduplios permitiv detectar uma tendéncia em
resposta ao fluxo de GN, indicando maior sensibilidade e menor resisténcia a

ressuspensdo do que copepoditos jovens e adultos. Por outro lado, as espécies
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de Chaetognatha sdo comumente usadas como bioindicadores devido d
relacdo entre a sua abunddncia e distribuicdo com as massas de dgua e
correntes  (PIERROT-BULTS e CHIDGEY, 1988). Espécies estenotipicas de
Chaetognatha podem refletir as caracteristicas da dgua em que estdo
imersas. A resposta desta associacdo multi-especifica de quetognatos e
nduplios de copépodes pode ser um indicador do fluxo ascendente causado
pela pluma de gds. A presenca de espécies ticoplanctdnicas (jovens de
Gastropoda bentdnicos) exclusivamente durante o momento da injecdo de
GN comprovou o deslocamento de espécies bentbnicas para o ambiente
peldgico, sustentando a idéia de acumulo e/ou deslocamento de espécies
como indicador ecoldgico de plumas de gas. O efeito de fonte, j& observado
como resultado da ascensdo das bolhas de gds natural (FRIEDL e FANNELOP,
2000), exerce uma forca mecdnica que pode causar o deslocamento e
acumulacdo de espécies na superficie. O deslocamento e acumulacdo de
espécies podem fter efeitos ecoldgicos nos ambientes marinhos. Os efeitos
indiretos (ou secunddrios) podem causar mudancas funcionais e estruturais na
comunidade, como dalteracdes no comportamento das populagcdes,
mudanca nas taxas de concorréncia por predacdo e pastagem, mascarando
os efeitos reais do poluente (FLEEGER et al., 2003). Podem ocorrer efeitos
indiretos do tipo "bottom-up", como mudancas na captacdo de presas pelo
zoopldncton e "top-down" quando a abunddncia e composicdo das principaqis
consumidores sdo modificados (FLOEGER et al.,, 2003; HJORTH, 2005). Essas
alteracdes na estrutura das comunidades podem impactar positivamente ou

negativamente, podendo gerar alteracdes de relevancia ecoldgica.

Estudos de modelagem simulando plumas de gds natural descrevem o
fluxo ascendente e sua interacdo com a dgua de superficie quando o gds é
liberado em dguas profundas (FRIEDL e FANNELOP, 2000; YAPA et al., 2001). O
comportamento das plumas de gds €& controlado por condicoes
termodindmicas e cinéticas e, de uma forma geral, depende da temperatura,
profundidade e salinidade (YAPA et al., 2001). Neste trabalho, a pouca
profundidade (baixa pressdo), a dgua da superficie equatorial (temperatura
estdvel) e o cardter marinho do local (salinidade estdvel) ndo influenciaram o

comportamento da pluma de gds e transferiram as possiveis variagcdes para
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outras caracteristicas tais como o tempo de duracdo da vazdo e o volume de
gds injetado. Se a intensidade do fluxo é baixa, muitos dos organismos
zooplancténicos com boa capacidade natatdria podem se afastar da pluma
de gds. Além disso, o rapido processo de evaporacdo de GN quando o fluxo é
pequeno, de curta duracdo e com alta turbuléncia facilita a saida do
poluente em forma de gds e diminui o efeito toxico que poderia exercer na

forma dissolvida.

A resposta de um organismo a um evento de estresse causado por
poluentes pode ser muito diferente no ambiente natural em comparacdo com
a resposta em condicdes laboratoriais padronizados, tais como as testadas em
toxicologia aqudtica (HJORTH, 2005). Experimentos ecotoxicoldgicos com
organismos zooplancténicos mostraram que a Clso de GN (concenfracdo que
causou a morte de 50% da populacdo) durante uma exposicdo de 96 horas foi
de 5,5 mg L7, sem aeracdo e de 1,75 mg L' com aeracdo (UMORIN et al.,,
1991). Alguns outros estudos registram valores similares de Clso (96 horas) de
gds natural para o zoopl&ncton, zoobentos e alevinos de peixes marinhos (0,6-
1.8 mg L) (BORISOV et al., 1994; KOSHELEVA et al., 1997). No presente estudo
ndo foi medida a concenfracdo de gds natural dissolvida na dgua do mar
durante as injecdes, impossibilifando fazer inferéncias sobre a toxicidade da

GN durante os experimentos.

Vazamentos acidentais de gds natural ocorridos nos Ultimos 30 anos
(Uniacke em 1984, o vazamento de gds na india em 1999, o vazamento de gds
no Mar de Asov em 1982 e 1985; o vazamento na P-40 em novembro de 2011
na costa de Rio de Janeiro no Brasil e o vazamento na plataforma Elgin em
marco de 2012 no Mar do Norte na Europa, entre outros) mantem a alerta de
posiveis novos acidentes enquanto confinuarem as atividades de exploracdo
em ambientes marinhos de dguas rasas e profundas. Os efeitos crénicos na
produtividade e/ou nas taxas reprodutivas dos organismos marinhos apds a
exposicdo a altas concentracdes de gds natural dissolvido na dgua tém sido
pouco estudados (Lincoln, 2002). Existe a necessidade de incentivar a
realizacdo de Investigacdes ecoldgicas e toxicoldgicas sobre os efeitos do gds

natural em ambientes tropicais para entender melhor o risco que este
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poluente pode oferecer ao ecossistema marinho e reforcar as medidas de
prevencdo e agcdo no caso de um vazamento acidental de gds durante as

atividades de exploracdo.

1.5. Conclusoes

Este frabalho permitiv verificar a mudanca na abunddncia e
composicdo da comunidade mesozooplanctdnica causada pela pluma de
gds natural. O efeito observado foi exclusivamente mecénico e tempordrio,
constatado pelo deslocamento e acumulacdo de espécies das duas fracdes
mesozooplancténicas estudadas (nduplios de Copepoda e Chaetognathal)
da coluna de dagua para as camadas superficiais e pelo deslocamento de
espécies de ambientes bentdnicos para o ambiente peldgico (juvenis de
gastropoda) exclusivamente durante os momentos da vazdo. A relevdancia
ecolégica do deslocamento e acumulacdo de espécies aldéctonas

dependeria da intensidade e permanéncia do estressor no ambiente.
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CAPITULO 2

CULTIVO DE CQPEPODES PLANCTONICOS CALANOIDEOS PARA TESTES
ECOTOXICOLOGICOS: Acartia lillieborgii Giesbrecht, 1889 e Temora
turbinata (Dana, 1849)
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PARTE 1.,AVALIACAO DE DIFERENTES DIETAS DE MICROALGAS PARA O CULTIVO
DO COPEPODE CALANOIDEO Temora turbinata (Dana, 1849) EM LABORATORIO.

DIAZ, X.F.G.; BARKOKEBAS, B.; CAMPELO, R.P.S.; KOENING, M.L.; SCHWAMBORN, R.;
NEUMANN-LEITAO, S. 2012. An evaluation of different microalgal diets for the culture of
the calanoid copepod Temora turbinata (dana, 1849) in the laboratory. Tropical
Oceanography, 40(1): 133-142.

Resumo

Temora turbinata (Dana, 1849) € uma espécie de copépode plancténico
exdtico de ampla distribuicdo no Nordeste brasileiro, com potencial para ser usado em
testes ecotoxicoldégicos e como recurso de alimento vivo na aquicultura. Com o
objetivo de determinar a melhor dieta para a manutencdo dessa espécie em
laboratério foi realizado um experimento no periodo de 8 dias. Foram avaliadas a
sobrevivéncia dos adultos, a taxa de producdo didria de ovos e a taxa de eclosdo dos
ovos dessa espécie. Copépodes adultos de Temora turbinata foram alimentados com
trés dietas diferentes, duas monoalgais (Thalassiosira weissflogii (Grunow) Fryxell & Hasle
e Tetraselmis chuii (Butcher)) e uma mista combinando as duas espécies de
microalgas. As dietas monoalgais e mista foram ofertadas aos copépodes na mesma
proporcdo de biomassa (1 mg C L! dia). Entre as trés dietas analisadas, o tratamento
com T. weiisflogii foi considerado a melhor opcdo por manter maiores taxas de
producdo de ovos e maiores porcentagens de sobrevivéncia dos adultos de Temora
turbinata. Apesar do maior recrutamento de nduplios nos organismos alimentados
com T. chuii, esta microalga diminuiu a producdo de ovos e a sobrevivéncia dos

adultos quando adicionada na dieta.

Palavras chave: Copépode exdtico, sobrevivéncia, taxa de producdo didria de

ovos, taxa de eclosdo dos nduplios, Thalassiosira weissflogii, Tetraselmis chuii.
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2.1.1. Infrodugao

Temora turbinata (Dana, 1849) é uma espécie epiplancténica de ampla
distribuicdo, encontrada em dreas tanto costeiras como ocednicas, em Aguas
tropicais e subtropicais dos oceanos Aflantico, indico e Pacifico, exceto na
regido leste do Pacifico (BRADFORD-GRIEVE et al., 1999). No Brasil, apresenta
uma ampla distribuicdo e abundd@ncia em dguas estuarinas e costeiras (SILVA,
et al., 2004; ARAUJO et al., 2008; CAVALCANTI et al., 2008; SANTOS et al., 2009;
PESSOA et al., 2009). T. turbinata € uma espécie exdtica, infroduzida no Brasil a
partir da década de 90 provavelmente através de dguas de lastro (ARAUJO E
MONTU, 1993). Esta espécie é encontrada conjuntamente com a espécie
nativa Temora stylifera, existindo registros do afastamento da populacdo
nativa para fora da plataforma continental e a substituicdo em alguns locais
pela espécie exdtica (ARA, 2002; CEPAN, 2009).

Temora turbinata € uma espécie onivora, que se alimenta basicamente
de microalgas e deftritos (ESKINAZI-SANT'ANNA, 2000). Como a maioria dos
calandideos, T. turbinata gera correntes na adgua para facilitar a ingestdo das
particulas em suspensdo (HWANG E TURNER, 1995; HWANG et al., 1998; TURNER
et al, 1998). No entanto, a ingestdo dessas particulas € realizada
seletivamente, demonstrada pelo registro predominante de fristulas de
diatomdceas nas pelotas fecais desta espécie (ESKINAZI-SANT'ANNA, Op cit.).
Definir a dieta certa que favoreca o crescimento e reproducdo desta espécie

é fundamental para o seu cultivo.

Sdo poucos os copépodes calandideos que possuem protocolos de
cultivo definidos. O copépode planctdénico Acartia tonsa (Dana, 1849) € um
dos mais cultivados no Brasil para readlizacdo de testes toxicoldégicos, no
entanto, esta espécie ndo estd amplamente distribuida em dreas tropicais
dificultando sua obtencdo nesta regido. Temora turbinata pode ser uma boa
espécie para cultivo devido a sua ampla distribuicdo e densidades elevadas
nas daguas costeiras do nordeste do Brasil. A identificacdo das melhores
condicdoes de cultivo para esta espécie ird facilitar a criacdo de um protocolo

para a sua manutencdo em laboratdrio.
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O objetivo do experimento foi comparar a producdo didria de ovos, a
taxa de eclosdo e a sobrevivéncia do copépoda planctbénico Temora
furbinata, com f1rés diferentes dietas de microalgas (Tratamentos), duas
monoalgais e uma mista. Foi utilizada uma dieta monoalgal de diatomdaceas
(Thalassiosira  weissflogii = T.w.), uma dieta monoalgal de cloroficeas
(Tetraselmis chuii = T.c.) € uma mista incluindo as duas microalgas (T.w.+T.c.). A
hipdtese a ser testada postula que o fipo de dieta (microalgas) afeta a
producdo didria de ovos, a taxa de eclosdo e a sobrevivéncia de T. turbinata,
sabendo que dietas mistas de microalgas favorecem a reproducdo e
desenvolvimento dos adultos (BUTTINO et al., 2009) e que as diatomdceas sdo
desfavordveis para o sucesso de ovos para incubacdo (MIRALTO et al., 1999;
IANORA, 2005).

2.1.2. Material e Métodos

2.1.2.1. Cultivo de microalgas

As espécies fitoplanctdnicas usadas como recurso alimentar para os
copépodes foram Thalassiosira weissflogii (Bacillarioficea) e Tetraselmis chuii
(Cloroficea). Trés dietas foram testadas (Tratamentos), duas monoalgais
(Tratamento 1 = T. weissflogii (T.w.), Tratamento 2 = T.chuii (T.c.)) € uma mista
(Tratamento 3 = T. weissflogii e T.chuii (T.w.+T.c.)). Os cultivos foram mantidos
em erlenmeyers de 500 mL com meio F/2 (GUILLARD, 1975) preparado com
dgua do mar com 36 de salinidade, uma temperatura média de +21°C e um
ciclo de 24h de luz (l@Gmpadas fluorescentes de 20W). Os cultivos foram
mantidos na fase exponencial por diluicdo com meio F/2 Guillard a cada dois
dias. A concenfracdo célular oferecida aos copépodes foi ajustada em cada
dieta para obter uma concentracdo aproximada de 0.98ug C cop.’ mL! = 98
ugC cop.! dia' (BUTTINO et al., 2009). A densidade didria de cada microalga
foi calculada a partir do biovolume e seu equivalente em conteddo de
carbono (HILLEBRAND et al., 1999; MENDEN-DEUER E LESSARD, 2000). Foram
determinados o biovolume (BV) e a biomassa (BM) a partir da média do

diémetro (d) e a altura (h) de 30 células de T. weissflogii e do di@Gmetro maior
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(h) e menor (d) de T.chuii (Tabela 2.1.1). A dieta mista (Tratamento 3) foi
estimada considerando um aporte de carbono de 50% de cada microalga. A
densidade do cultivo foi estimada diariamente a partir de uma sub-amostra de
1 mL e confagem em cdmara de Neubauer em microscopio éptico com

auxilio de um contador manual.

Tabela 2.1.1 - Densidades microalgais usadas para determinar a producdo
didria de ovos, a taxa de eclosdo e a sobrevivéncia dos adultos do copépode

Temora turbinata.

Tamanho (um) Densidade microalgal

Dieta de Biovolume Carbono
microalgas m3 105 C
° Didmetro Altura (rm?) ( Ho C) 103 cél. mL! lﬁ_c]:
T. weissflogii (T.w.) 12.5 12.5 1534.0 11.04 9.06 1
T. chuii (T.c.) 7.5 12.5 552.2 9.05 11.05 ]
T. weissflogii (T.w.) 4.53 0.5
T. chuii (T.c.) 5.52 0.5

2.1.2.2. Coleta dos copépodes

Os copépodes foram coletados na regido costeira da praia de Boa
Viagem na cidade de Recife (Nordeste brasileiro). Foram realizados arrastos
verticais sucessivos com uma rede conica de pléncton com abertura de
malha de 300 ym. Para diminuir o estresse dos organismos, foi adaptado um
copo coletor cego no extremo da rede. Os organismos acumulados Nno copo
foram vertidos cuidadosamente em sacolas pretas (5L) previamente
colocadas em baldes com tampa. Em cada balde foi adaptada uma
mangueira conectada a uma bomba aeradora (bateria), para permitir a
oxigenacdo dos individuos durante o percurso ao Laboratério de Cultivo do
Departamento de Oceanografia da UFPE. Adicionalmente foi coletada dgua

do mar e foram aferidas a temperatura e salinidade do local.
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2.1.2.3. Cultivo dos copépodes

No laboratério, foram triados adultos sauddveis de T. furbinata (antenas
completas, boa movimentacdo), e foram inseridos separadamente machos e
fémeas em béquers de 200 mL para aclimatacdo durante 24 horas. Em cada
béquer foi colocado agua do local fitrada com uma rede de abertura de
malha de 45 um para evitar a presenca de protozodrios. A salinidade (36),
temperatura de coleta (25°C) e aeracdo suave foram mantidas constantes

durante o experimento.

Depois do periodo de aclimatagcdo (dia 0) foi realizado um experimento
de 8 dias de duracdo para determinar o efeito da dieta de microalgas na
reproducdo e na sobrevivéncia de Temora turbinata. Em béquers de 100 mL
foram adicionados 50 mL de dgua do mar com a dieta de microalgas
correspondente a cada tratamento. Posteriormente, foram infroduzidos 2
fémeas e 2 machos em cada béquer constituindo a unidade experimental. As
unidades experimentais foram levadas a uma incubadora com conftrole de

temperatura e fotoperiodo. Cada tratamento teve 5 réplicas.

Diariamente, os individuos foram transferidos a um novo béguer com a
dieta de cada fratamento pronta. As unidades experimentais, jG sem 0s
individuos adultos, foram analisadas sob estereomicroscépio para realizar a
contagem de ovos e determinar a taxa didria de producdo de ovos. Os ovos
foram transferidos para placas de Petri pequenas e incubados por mais 48
horas. Apds o tempo de incubacdo, as placas foram observadas no
estereomicroscopio para contar os nduplios eclodidos e determinar a taxa de
eclosdo de ovos. A sobrevivéncia de fémeas e machos foi registrada
diariamente durante o experimento. Quando algum dos individuos (um macho
ou uma fémea) morria, era substituido por um individuo novo retirado do
cultivo estoque. Se as duas fémeas morriam, essa unidade experimental era

finalizada (metodologia de Buttino et al., 2009).
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2.1.2.4. Andlise dos dados

Os pré-requisitos para aplicacdo de testes paramétricos foram
realizados (ex: Distribuicdo normal, homogeneidade de variGncia,
independéncia dos fratamentos e aleatoriedade dos dados). O efeito da
dieta e o tempo de cultivo na producdo didria de ovos, a taxa de eclosdo e a
sobrevivéncia de adultos de Temora turbinata foram analisados usando uma
ANOVA de dois fatores (com interacdo). Para a realizacdo das andlises foi

utilizado o programa Bioestat 5.0.

2.1.3. Resultados

2.1.3.1. Producdo didria de ovos (PDO)

Variacdes significativas na producdo didria de ovos (PDO) de T.
furbinata foram observadas entre as dietas administradas e entfre os dias de
cultivo, além de confirmar interacdes entre as duas varidveis (Tabela 2.1.2;
Figura 2.1.1). O valor médio da PDO foi maior quando alimentados com T.
weissflogii que quando alimentados exclusivamente com T. chuii ou com @
dieta mista (Tabela 2.1.2). Os copépodes alimentados com T. weissflogii
apresentaram o maior valor de PDO, no terceiro dia do experimento, com um
valor médio de 12.4+6.3 ovos fem.! dia! (Figura 2.1.1). Os valores maximos de
PDO com as dietas de T. chuii e a dieta mista foram de 4.6x£7.0 ovos fem.! dia!
e 7.6£88.8 ovos fem.! dia! no quinto e quarfo dia do experimento,
respectivamente (Figura 2.1.1). Ndo houve producdo de ovos nos trés ultimos

dias de cultivo nas unidades experimentais mantidas com T. chuii (Figura 2.1.1).

2.1.3.2. Taxa de eclosdo

A porcentagem da taxa de eclosdo dos ovos de T. turbinata, foi baixa e

instavel para as trés dietas testadas (Figura 2.1.2). A maior porcentagem de

taxa de eclosdo foi obtida com T. chuii € a menor com a dieta mista (Tabela
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2.1.2). Dos cinco dias nos quais se observou uma producdo didria de ovos nos
copépodes dalimentados com T. chuii, foram registrados nduplios
exclusivamente no segundo e quarto dia do experimento, obtendo um taxa
de eclosdo de 92,3% e 73.,7%, respectivamente (Figura 2.1.2). A producdo e
eclosdo de ovos foram mais frequentes com T. weissflogii, mas a porcentagem
de eclosdo foi menor que a obtida com T. chuii, com valores méximos de 50%
(Figura 2.1.2). A dieta mista mostrou a menor taxa de eclosdo do experimento
(Tabela 2.1.2; Figura 2.1.2). NGo houve variacdoes significativas entre os

tfratamentos e nem entre os dias de cultivo (Tabela 2.1.3).

Para comparar a producdo de T. turbinata com as diferentes dietas
durante o periodo total do experimento, foi calculado o nUmero total de
nduplios recrutados (nUmero total de ovos por fémea durante o experimento
multiplicado pela porcentagem da taxa de eclosdo). Os resultados mostraram
taxas baixas de recrutamentos de nduplios durante o periodo do experimento
com as trés dietas (Tabela 2.1.2). A dieta com T. chuii mostrou os melhores
resultados com uma taxa de 20,3 nduplios fem! e a dieta mista mostrou os

piores resultados com uma taxa de 7,6 nauplios fem! (Tabela 2.1.2).

2.1.3.3. Sobrevivéncia de Adultos

A maior porcentagem de sobrevivéncia dos adultos de T. turbinata foi
encontrada com T. weissflogii (Tabela 2.1.2). Foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos e entre os dias do experimento (Tabela
2.1.3). Com T. weissflogii a sobrevivéncia de adultos foi diminuindo
paulatinamente, com um decréscimo no quinto dia, até obter no final do
experimento uma sobrevivéncia de 75% (Figura 2.1.3). Com a dieta mista, foi
observada uma diminuicdo paulatina, com um decréscimo no terceiro dia, e
posteriormente se manteve aproximadamente constante chegando a uma
sobrevivéncia de adultos de 70% no final do experimento (Figura 2.1.3). Com T.
chuii foram registradas as menores taxas, observando uma sobrevivéncia
estavel até o quinto dia do experimento e posteriormente uma diminuicdo na

sobrevivéncia com um valor final de 35% (Figura 2.1.3).
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Tabela 2.1.2 - Médias e desvios padrdo de cada parédmetro calculado para
Temora turbinata alimentados com diferentes dietas de microalgas (T.

weissflogii (T.w.), T.chuii (T.c.) e T. weissflogii + T.chuii (T.w.+T.c.)).

. ) Taxa de eclosdo  Recrutamento de  Sobrevivéncia
Dieta Ovos fem. dia’!

(%) nduplios fem. de adultos (%)
T.w. 3.6+50 12.3+0,2 15.6 83.3+0,2
T.c. 1.5+42 33.2+0,5 20.3 69.4+0,3
Tw.+T.c. 1.8+3.,6 11.5+£0,1 7.6 79.4+0,1

Tabela 2.1.3 - Resultados do teste ANOVA de duas vias (com interacdes) para
comparar a influéncia das dietas de microalgas e dias do experimento sobre a
producdo de ovos, a taxa de eclosdo e sobrevivéncia de adultos do

copépoda Temora turbinata. *Diferencas significativas, p < 0.05.

Taxa de Sobrevivéncia de
Ovos fem.-! dia-!
eclosdo (%) adultos (%)
Dieta 2.96 58275 0.0044* 0.2211 0.8044 1.0531 0.3539
Dias 7.96 3.6427 0.0019* 0.6716 0.6975 28148 0.0105*

Interagoes 14.96 3.2578 0.0005*  1.122 0.3488 09114  0.5496
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(ovos fem! dia'1)

Figura 2.1.1 - Producdo didria de ovos por fémea do copépoda plancténico
Temora turbinata alimentado com diferentes dietas de microalgas (T.

weissflogii (T.w.); T. chuii (T.c.) e T. weissflogii + T. chuii (T.w.+T1.c.)).
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Figura 2.1.2 - Taxa de eclosdo dos ovos (%) do copépoda plancténico Temora
furbinata alimentado com diferentes dietas de microalgas (T. weissflogii (T.w.);

T. chuii (T.c.) e T. weissflogii + T. chuii (T.w.+T1.c.)).
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Figura 2.1.3 - Taxa de sobrevivéncia de adultos do copépoda plancténico

Temora turbinata alimentado com diferentes dietas de microalgas (T.

weissflogii (T.w.); T. chuii (T.c.) e T. weissflogii + T. chuii (T.w.+T.c.)).

2.1.4. Discussao

No ambiente natural, os copépodes podem incluir uma grande
variedade de itens alimentares em sua dieta bdsica, composta principalmente
por diatfomdceas, dinoflagelados, protozodrios, bactérias e detritos (ESKINAZI-
SANT'ANNA e BJORNBERG, 2000). Perante uma alta disponibiidade e
diversidade de alimento, muitos copépodes tém a capacidade de selecionar
os itens a serem ingeridos (COWLESS, 1979). No entanto, as diatomdceas sdo a
base do modelo cldssico das cadeias alimentares envolvendo os copépodes
como consumidor primdrio e os peixes como consumidor final (MIRALTO et al.,
1999; IRIGOIEN et al., 2002). Estd comprovado que o tfipo e a qualidade do
alimento modificam fortemente os processos de desenvolvimento e a
fecundidade dos copépodes (IANORA, 2005). O alimento deve fornecer
metabdlitos primdrios tais como proteinas, acidos graxos e vitaminas para o
bom desenvolvimento dos individuos. Dietas monoalgais podem conter
deficiéncias em nutrientes essenciais (JONASDOTTIR e KIGRBE, 1996; JONES E
FLYNN, 2005), minerais (URABE e WATANABE, 1992), dcidos graxos insaturados
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(MULLER-NAVARRA et al.,, 2000), esterdis (KLEIN BRETELER et al., 1999) ou
aminodcidos (KLEPPEL et al., 1998). Por isso, existem diversos estudos utilizando
dietas plurialgais para favorecer as taxas de fecundidade e de
desenvolvimento dos copépodes (MAUCHLINE, 1998). Por outro lado, dietas
plurialgais podem incrementar os custos de producdo e o tempo-efetivo de

cultivo para propdsitos de aquicultura (BUTTINO et al., 2009).

A dieta monoalgal de T. weissflogii foi a que apresentou os melhores
resultados quanto aos valores de fecundidade de Temora turbinata, em
comparacdo com as dietas monoalgal de T. chuii e a mista (T.w.+T.c.). De
forma geral, em estudos realizados tanto em campo como em laboratdrio,
existe uma relacdo diretfamente positiva entre a producdo de ovos dos
copépodes e a concenfracdo de diatomdceas (BAN et al., 1997; IRIGOIEN et
al., 2000). Em experimentos realizados com Temora stylifera alimentada com
uma dieta monoalgal de T. weissflogii foram observados altos valores de
fecundidade, mas baixas taxas de eclosdo (CEBALLOS e IANORA, 2003). O uso
de diatomdceas tem sido evitado em alguns estudos devido ao seu
reconhecido efeito negativo na taxa de eclosdo de ovos (MIRALTO et al, 1999;
IANORA, 2005). Nos copépodes Acartia stueri e Cenfropages hamatus foram
observadas tanto baixas fecundidades como taxa de eclosdo quando
alimentados exclusivamente com esta microalga (BAN et al., 1997). Dietas
monoalgais de Criptoficeas (Rhodomonas baltica Karsten) e dinoflagelados
(Prorocenfrum minimum (Pavillard)) tém mostrado bons resultados tanto na
faxa de producdo de ovos como na taxa de eclosdo em Temora stylifera

(BUTTINO et al., 2009) sendo uma boa alternativa para o uso de diatomdceas.

Embora obtendo melhores resultados com a dieta monoalgal de T.
weissflogii, os valores de fecundidade de T. turbinata foram semelhantes (valor
maximo de 12,4 ovos fem ! dia') com relacdo a outros estudos realizados com
a mesma espécie em campo (HOPCROFT e ROFF, 1998) e em laboratério
(KAMINSKI e MONTU, 2005; MELO JUNIOR, 2009). Em experimentos realizados
em dguas tropicais (~28°C) foram registrados valores médios entre 8 e 18 ovos
fém.! dia' (HOPCROFT e ROFF, 1998). Em d&guas subtropicais brasileiras (~ 20

°C), a producdo da populacdo de T. turbinata foi menor do que a obtida



54

neste estudo, com valores médios de 2,6 + 2,4 ovos fem-! dia' (MELO JUNIOR,
2009). Esses valores ndo foram muito diferentes dos valores meédios
enconfrados em experimentos em laboratério com temperaturas menores
(~20°C), registrados entre 5 a 21 ovos fém.! dia! (KAMINSKI e MONTU, 2005).
Esta espécie apresenta baixas taxas de fecundidade, se comparada com
outros copépodes calandideos de dguas tropicais (ex: Acartia tonsa, 99 ovos
fém.1 dia') (HOPCROFT e ROFF, 1998). Provavelmente, as menores taxas de
producdo de ovos foram causadas pelo tipo de diatomdcea oferecida, sendo
gue melhores taxas foram obtidas a partir de dietas com Nannochloropsis
oculata e Chaetoceros calcitrans (KAMINSKI E MONTU, 2005). O conteudo
nufricional é especifico para cada microalga, sendo descrito, por exemplo,
gue dependendo do tipo e a quantidade dos compostos antimitdticos, os
efeitos negativos de algumas diatomdceas na reproducdo dos copépodes
podem ser diferentes (CEBALLOS e IANORA, 2003).

O taxa de eclosdo de T. turbinata foi muito baixa, observando uma taxa
de producdo descontinua com inferrupcdes na eclosdo dos ovos durante
todo o experimento, com as trés dietas testadas. A taxa de eclosdo foi maior
com T. chuii, provavelmente pela auséncia dos metabolitos antimitdticos
encontrados nas diatomdceas. As diatomdceas possuem aldeidos insaturados
produzidos como uma atividade quimica de defesa ante a predacdo,
produzindo em alguns copépodes baixa viabiidade de ovos, malformacdes
nos nduplios e taxas baixas de desenvolvimento (IANORA, 2005). Altas
fecundidades e baixas taxas de eclosdo, ja foram registradas em numerosos
estudos de copépodes alimentados com dietas de diatomdceas,
comprovando o efeito negativo deste grupo nos embrides, mas ndo nos
individuos adultos (MIRALTO et al., 1999). A utilizacdo de T. chuii neste estudo
foi proposta como dieta alternativa para evitar o efeito deletério das
diatomdceas na taxa de eclosdo e devido a registros prévios de preferéncia
alimentar de organismos zooplanctdénicos pelas cloroficeas (TAVARES E
MATSUMURA-TUNDISI, 1984; SIPAUBA-TAVARES, 1988). As cloroficeas tém sido
consideradas adequadas como fonte alimentar em cultivos de organismos
zooplanctbénicos por apresentar paredes célulares finas, o que implica num

baixo conteudo de cinzas e uma alta relagcdo entre o carbono orgdnico e o
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peso seco (SIPAUBA-TAVARES E ROCHA, 1994). No entanto, apesar da
aparente maior taxa de eclosdo e de recrutamento de nduplios com T. chuii,

ndo foram observadas diferencas significativas entre os tfratamentos.

A porcentagem de sobrevivéncia de T. turbinata foi muito baixa com T.
chuii e, de forma contrdria, foi observado que na dieta mista, a porcentagem
de sobrevivéncia se incrementou tanto quanto com a dieta monoalgal de T.
weissflogii. Estes resulfados mostram que a cloroficea T.chuii ndo favoreceu a
producdo de ovos nem a sobrevivéncia dos adultos de T. turbinata e que
apesar da baixa viabilidade dos ovos, a dieta monoalgal de T. weissflogii
favoreceu a producdo de ovos e a sobrevivéncia dos adultos. Uma dieta
monoalgal pode favorecer a reproducdo e desenvolvimento dos copépodes,
desde que possua os requerimentos nutricionais essenciais para cada espécie.
Oufras dietas monoalgais de diatomdceas (ex: Thalassiosira spp.) e
dinoflagelados, que mostraram bons resultados em experimentos prévios em
laboratério (CEBALLOS e IANORA, 2003; IANORA, 2005), podem ser utilizadas
em futuros experimentos com T. turbinata para favorecer o recrutamento da
populacdo. Desta forma, €& necessdrio testar outras dietas que possam
incrementar a taxa de eclosdo de ovos para melhorar as taxas de

fecundidade e a sobrevivéncia da espécie em condicdes de laboratério.
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PARTE 2. AVALIACAO DE DIFERENTES DENSIDADES DE DIATOMACEAS PARA O
CULTIVO EM LABORATORIO DO COPEPODE CALANOIDEO Acartia lillieborgii
Giesbrecht, 1889

Resumo

Acartia lilieborgii € um copépode mesoplancténico estuarino dominante no Nordeste
Brasileiro, podendo ser utilizado como organismo-teste para estudos de impacto ambiental
nesta regido. Ensaios de regime alimentar permitem conhecer a biologia da espécie e facilitam
a sua manutencdo em laboratério. O objetivo do presente estudo foi analisar o efeito de quatro
densidades equivalentes em concentracdo de Carbono (0,25; 0,5; 1; 2 ug C mL') de duas
espécies de diatomdceas (Thalassiosira weissflogii (Grunow) Fryxell & Hasle e Chaetoceros
gracilis Schitt) na sobrevivéncia e reproducdo de Acartia lillieborgii. Durante o experimento (8
dias), mantiveram-se os cultivos de microalgas na fase exponencial (£21°C; 24h luz). Os
copépodes foram coletados no estudrio da Bacia do Pina (Recife, Pernambuco) e
fransportados ao laboratério onde procedeu-se a selecdo de adultos sauddveis, posteriormente
aclimatados durante 24 horas (Salinidade 36; 25°C; fotoperiodo 12I:12e). Apds aclimatacdo, 2
fémeas e 2 machos foram introduzidos em béquers (50 mL) com a dieta de microalgas
correspondente a cada fratamento (5 réplicas). Foi determinada a sobrevivéncia de adultos,
producdo didria de ovos, taxa de eclosdo e recrutamento total de nduplios. Os dados foram
fratados com o teste ANOVA fatorial (Teste a posteriori Tukey, p< 0,05). Houve influéncia da
densidade e da espécie de diatomdcea nas varidveis analisadas. Uma relacdo diretamente
proporcional entre as densidades e as varidveis foi observada nos copépodes alimentados com
Chaetoceros gracilis e inversamente proporcional nos copépodes alimentados com Thalassiosira
weissflogii. As porcentagens de sobrevivéncia variaram entre 59,7 e 90,6%, apresentando o valor
mais alto com a menor densidade de Thalassiosira weissflogii. Uma sobrevivéncia semelhante foi
obtida com a maior densidade de Chaetoceros gracilis (85,4 = 6,6%). Os maiores valores nas
varidveis reprodutivas (producdo didria de ovos: 17,6 + 2,3 ovos fémea dia-1, taxa de eclosdo:
76,3 £ 3,3% e recrutamento total de nduplios: 280) foram obtidos com Chaetoceros gracilis.
Concentracdes superiores a 1 ug C mL! desta diatomdcea, favoreceram a sobrevivéncia e
reproducdo de Acartia lilljieborgii. Embora com sobrevivéncias e taxas reprodutivas mais baixas,
Thalassiosira weissflogii gerou resultados semelhantes aos obtidos com Chaetoceros gracilis, mas
com densidades 4 vezes menores. Os resulfados sugerem que diferentes concentracdes de
carbono sdo necessdrias quando diferentes fontes de alimento sdo fornecidas para Acartia

lillieborgii.

Palavras Chave: Thalassiosira weissflogii; Chaetoceros gracilis; dieta.
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2.2.1. Introdugao

O copépode planctdénico Acartia lillieborgii Giesbrecht 1892 estd
amplamente distribuido ao longo da costa da America cenfral e sul no
oceano Aflantico (GONZALEZ e BOWMAN, 1965; BJORNBERG, 1981; ALMEIDA
PRADO-POR e LANSAC-TOHA, 1984). No Brasil, A. liljeborgii € considerada uma
espécie frequente e dominante nas comunidades mesozooplanctdnicas de
daguas estuarinas (e.g. TUNDISI et al., 1973; NASCIMENTO-VIEIRA e ESKINAZI
SANT'ANNA, 1989; GAETA et al., 1990; WANDENESS et al., 1997; DIAS, 1999). Esta
espécie foi registrada como dominante em diversos estudrios do nordeste
brasileiro, entre os quais se encontram o Canal de Santa Cruz (PORTO NETO et
al., 1999), Porto de Suape (SILVA et al., 2004), estudrio do rio Anil (MARTINS et
al., 2006), porto do Pecém (GARCIA et al., 2007), estudrio do rio Sergipe
(ARAUJO et al., 2008), estudrio de Barra das Jangadas (CAVALCANTI et al.,
2008), estudrios dos rio Carrapicho e Botafogo (SANTOS et al., 2009) e estudrio
do rio Coruripe (CAVALCANTI et al, 2011). Na bacia do Pina (Recife,
Pernambuco), os trabalhos que citam esta espécie estdo relacionados com
estudos de diversidade e abunddncia zooplancténica e estudos de
indicadores biolodgicos (OLIVEIRA et al., 2007; SANTOS, 2008; OLIVEIRA et al.,
2009; PESSOA, 2009). Pouco se sabe sobre a biologia desta espécie dominante

e seu papel na produtividade deste ecossistema.

As espécies de Acartia sdo consideradas de facil cultivo em pequena e
grande escala, para ser usadas como alimento alternativo na aquicultura
marinha (KLEPPEL et al., 2005) e como organismo-teste em ecotoxicologia
(GRETCHEN et al., 2006; IHARA et al., 2010). SGo copépodes onivoros, que se
adaptam a diferentes dietas mantendo altas taxas de sobrevivéncia e
reproducdo (SAIZ et al., 2007). Embora esteja comprovado que os copépodes
se adlimentam de uma ampla variedade de particulas (KLEPPEL, 1993), as
diatomdceas sdo consideradas, hd muito tempo, um dos principais itens
alimentares destes microcrustdceos na natfureza (FLEMING, 1939). No
laboratdrio, as diatomdceas sdo amplamente utilizadas nos cultivos de
copépodes, por sua faciidade de cultivo e seu rdpido crescimento. Com

estudos de dieta pode ser avaliado o potencial de cultivo de A. lilljeborgii no
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laboratdrio e possam ser adaptados protocolos de cultivo de outras espécies

(ex: A. fonsa).

O objetivo do presente estudo foi comparar a sobrevivéncia de adultos,
a producdo didria de ovos, a taxa de eclosdo e o recrutamentos de nduplios
do copépoda plancténico Acartia lillieborgii, alimentado com diferentes
densidades das diatomdceas Thalassiosira weissflogii € Chaetoceros gracilis. A
hipotese testada postula que as diferentes concentracdes de diatomdceas
(tanto em qualidade como em quantidade da dieta) afetam a sobrevivéncia

e reproducdo de Acartia lillieborgii em condi¢cdes de laboratdrio.

2.2.2. Materiais e Métodos

2.2.2.1. Cultivo de microalgas

As espécies fitoplanctonicas usadas como recurso alimentar para os
copépodes foram as diatomdaceas Thalassiosira weissflogii (T.w.) e Chaetoceros
gracilis (C.g.). Quatro densidades célulares foram testadas (Tratamentos),
baseadas em estudos prévios que afiimam que entre 0.5 e 0.98 uyg C mL' se
encontra a concentracdo de carbono considerada otima para copépodes
calandideos (BUTTINO et al.,, 2009). Concenfracdes de carbono maiores e
menores que a concentracdo otima foram dispostas em quatro (4)
tfratamentos: Densidade 1 (D1) = 0.25 uyg C mL!, Densidade 2 (D2) = 0.5 ug C
mL', Densidade 3 (D3) =1 ug C mL' e Densidade 4 (D4) =2 ug C mL".

A densidade célular de cada tratamento foi calculada a partir do

biovolume (BV) de cada diatomdacea afravés das seguintes equacoes:

Chaetoceros (forma prisma eliptico): BV= (1/4)*a*b*c  (HILLEBRAND et al., 1999)
Thalassiosira (forma cilindrica): BV= (11/4)*(d2)*h (HILLEBRAND et al., 1999)

O biovolume (BV) de Chaetoceros gracilis (um3) foi determinado pela

média da medicdo do diémetro (d) e a altura (h) de 30 células (Tabela 2.2.1).
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O biovolume (BV) de Thalassiosira weissflogii (um3) foi determinado pela média
da medicdo da seccdo apical (a), seccdo transapical (b) e altura da valva
(c) de 30 células (Tabela 2.2.1). As células independentes foram medidas no
microscopio composto utilizando uma régua adaptada a ocular previamente

calibrada.

A biomassa célular (BM) em pg de carbono das diatomdceas foi
determinada pela seguinte relacdo, estabelecida para microalgas

pertencentes  ordem Bacillariophyceae (Tabela 2.2.1):

BM=(0,288*BV0811) /106 (MENDEN-DEUER E LESSARD, 2000)

Com o valor de biomassa célular das duas diatomdceas foram
definidas as densidades célulares necessdrias para fornecer o conteldo de
carbono desejado por copépode (Tabela 2.2.1). Durante o experimento,
realizou-se diariamente a contagem das microalgas para calcular o volume
de cada tratamento a ser adicionado de acordo com o crescimento das

populacdes.

Tabela 2.2.1 - Dados do biovolume (BV) e biomassa célular (BM) de
Thalassiosira weissflogii (T.w.) e Chaetoceros gracilis (C.g.) para determinacdo

da densidade célular de cada tfratamento.

T.w C.a.
BV (ums3)= 1533,98 471,79 Equivaléncia em
. _ Concentracdo de
BM (10 = 11,04 4,02
(10° ugC) 0 0 Carbono (ug C mL1)
Tratamentos Densidade célular (103 cél mL)
D1 2,3 6,2 0.25
D2 4,5 12,4 0.50
D3 9.1 24,9 1,00

D4 18,1 49,7 2,00
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As microalgas foram mantidas em erlenmeyers de 500 mL com meio F/2
Guillard preparado com dgua do mar com 36 de salinidade, temperatura
média de +21°C e um ciclo de 24h de luz (IGmpadas fluorescentes de 20W).
Durante o experimento, os culfivos foram mantidos na fase exponencial,

repicando a cada dois dias.

2.2.2.2. Coleta dos copépodes

Os organismos foram coletados no estudrio da Bacia do Pina na cidade
de Recife (Nordeste brasileiro). Foram realizados arrastos verticais sucessivos
com uma rede coénica de pléncton de abertura de malha de 300 um. Para
diminuir o estresse dos organismos, foi adaptado um copo coletor cego no
extremo da rede. Os organismos acumulados no copo foram vertidos
cuidadosamente em baldes de 20 L com tampa e acondicionados em
sacolas pretas. Em cada balde foi colocado uma bomba aeradora (bateria),
para permitir a oxigenacdo dos individuos durante o percurso ao Laboratdério
de Cultivo da UFPE. Adicionalmente, coletou-se dgua do mar e foram aferidas

a temperatura e salinidade do local.

2.2.2.3. Experimento de dieta

No laboratério, foram retirados sob estereomicroscopio adultos
sauddveis de A. lillieborgii (antenas completas, boa movimentacdo) dos
baldes de coleta, e foram inseridos separadamente machos e fémeas em
béqguers de 200 mL para aclimatacdo durante 24 horas. Nos béquers foi
colocada previamente dgua do local filfrada com uma rede de abertura de
malha de 45 um para evitar a presenca de protozodrios. As condicoes
ambientais foram controladas em laboratério, mantendo a salinidade (36) e
temperatura de coleta (25°C), fotoperiodo 12:12 (luz:escuriddo) e aeracdo

suave.

Depois do periodo de aclimatagdo (dia 0) foi realizado um experimento
de 8 dias de duracdo. Em cada béquer foram colocados 50 mL de aguado

mar filfrada com a dieta de microalgas correspondente a cada tratamento
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(Tabela 2.2.1). Posteriormente, foram introduzidas 2 fémeas e 2 machos em
cada béquer constituindo a unidade experimental. As unidades experimentais
foram levadas a uma incubadora com confrole de temperatura e

fotoperiodo. Para cada tratamento foram realizadas 5 réplicas.

Diariamente, os individuos foram transferidos a um novo béquer com a
dieta de cada fratamento pronta. As unidades experimentais, jG sem 0s
individuos adultos, foram analisadas sob estereomicroscépio para realizar a
contagem de ovos (incluindo as cascas vazias) e determinar a tfaxa didria de
producdo de ovos (PDO= Média do numero total de ovos / 2 fémeas). Os ovos
foram fransferidos a placas de pefri pequenas e incubados por mais 24 horas.
Apds o tempo de incubacdo, as placas foram observadas no
estereomicroscoépio para contar os nduplios eclodidos, determinar a taxa de
eclosdo de ovos (%TEO = Média do numero total de nduplios / Média niumero
do total de ovos * 100) e de nduplios recrutados no final do experimento
(NUmero total de ovos por fémea * %IEO). A sobrevivéncia de fémeas e
machos foi registrada diariamente durante o experimento (%SA = — nUmero
total de adultos vivos por dia / NUmero total de copépodes adultos no inicio
do experimento * 100). Quando algum dos individuos (um macho ou uma
fémea) morria, era substituido por um individuo novo retfirado do cultivo
estoque. Se as duas fémeas morriam, essa unidade experimental finalizava

(metodologia de Buttino et al., 2009).

2.2.2.4. Andlise dos dados

Os pré-requisitos para aplicacdo de testes paramétricos foram testados
(Distribuicdo normal e homogeneidade de variGncia). Os dados foram
transformados para Ln. Diferencas significativas entre as dietas (diatomdceas e
densidades; densidades e dias de cultivo) na sobrevivéncia de adultos,
producdo didria de ovos e sucesso de eclosdo de A. lillieborgii foram
analisados usando uma ANOVA de dois fatores (Feritico < Fealculado; P < 0,05). As
diferencas significativas detectadas (p<0.05) foram analisadas com um teste a
posteriori Tukey. Para a realizacdo das andlises foi utilizado o programa Bioestat
5.0.
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2.2.3. Resultados

2.2.3.1. Sobrevivéncia de Adultos

Os adultos de A. lillieborgii apresentaram maiores sobrevivéncias
quando alimentados com a menor densidade de T. weissflogii e a maior de C.
gracilis (Figura 2.2.1; Tabela 2.2.2). Os valores foram predominantemente
maiores do que 60% e sem diferencas significativas entre as duas diatomdaceas
(Tabela 2.2.3.A.).

A porcentagem de sobrevivéncia de adultos alimentados com T.
weissflogii variou entre 67,2 e 90,6% (Tabela 2.2.2), obtendo-se os melhores
resulfados com a menor densidade da microalga (0,25 ug C dia'). Houve
diferencas significativas entre os fratamentos e os dias de cultivo na
sobrevivéncia dos copépodes alimentados com T. weissflogii (Tabela 2.2.3.B.).
A sobrevivéncia foi significativamente maior com a menor densidade (0,25 ug
C dia') do que com os outros frés tfratamentos. Durante o experimento, a

sobrevivéncia no dia 2 foi significativamente maior do que no dia 6.

Caso conftrdrio foi observado com a diatomdcea C. gracilis, sendo a
maior densidade (2 uyg C dia') a que favoreceu a sobrevivéncia de A.
lillieborgii, com porcentagens que variaram entre 59,7 e 85,4%. A sobrevivéncia
foi significativamente menor no tratamento com a menor densidade (0,25 ug
C dia') que nos dois tratamentos com as maiores densidades (1 e 2 ug C dia-
). Também foram encontradas diferencas significativas entre os dias do
experimento, observando uma diminuicdo gradual na sobrevivéncia com o
aumento do fempo e uma diminuicdo marcadamente significativa no Ultimo

dia do cultivo com relacdo aos dias anteriores.

2.2.3.2. Producdo didria de ovos (PDO)

A producdo didria de ovos (PDO) apresentou a mesma ftendéncia

observada na sobrevivéncia dos copépodes. Adultos alimentados com T.

weissflogii tfiveram maior PDO com a menor densidade da microalga e adultos
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alimentados com C. gracilis tiveram maior PDO com a maior densidade (Figura
2.2.2; Tabela 2.2.2).

Os adultos alimentados com T. weissflogii apresentaram PDO’s que
variaram entre 6,2 e 10,1 ovos fem. dia’l. Houve diferencas significativas tanto
entre os fratamentos como entre os dias de cultivo (Tabela 2.2.3.B). Enfre os
tfratamentos, a menor densidade da microalga (0,25 ug C dia) apresentou
PDOQO'’s significativamente maiores que as obtidas com as densidades de 1 e 2
mg C dia'. Com relacdo aos dias de cultivo, foi observado um pico de PDO
no dia 5 (maiores PDO’s obtidas com a DI1: 18,4+3,6 e a D2: 20,4+5,7)
significativamente maior que os resultados obtidos no primeiro € nos Ultimos

dias do experimento (dia 1,7 e 8).

Os copépodes alimentados com C. gracilis alcancaram maiores PDO’s
que os alimentados com T. weissflogii. Os valores médios variaram entre 2,0 e
17.6 ovos fem. dia’!. Diferencas foram detectadas entre os fratamentos, sendo
as densidades de 0,25 e 0,5 ug C dia'! significativamente menores que 0s
outros dois tratamentos. Nado houve diferencas significativas entre os dias do

experimento (Tabela 2.2.3.B.).

2.2.3.3. Taxa de eclosdo

Da mesma forma que na sobrevivéncia de adultos e na PDO, as
menores densidades de T. weissflogii € as maiores de C. gracilis favoreceram a

taxa de eclosdo dos copépodes (Figura 2.2.3; Tabela 2.2.2).

Os adultos alimentados com T. weissflogii apresentaram taxas de
eclosédo entre 38,5 e 57,0% obtendo a maior porcentagem quando
alimentados com a segunda menor densidade (0,5 ug C dia'). NGo houve
diferencas significativas na taxa de eclosdo enfre as densidades de T.

weissflogii e nem entre os dias de cultivo (Tabela 2.2.3.B.).
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Os copépodes alimentados com C. gracilis tiveram taxas de eclosdo
que variaram entre 27,5 e 76,3%. A maior taxa foi obtida com a terceira
densidade desta microalga (1,0 ug C dia'). Houve diferencas significativas
enfre os fratamentos, sendo a taxa de eclosdo dos copépodes alimentados
com a menor densidade de C. gracilis (0,25 pg C dia’) significativamente
menor do que as taxas obtidas com os outros fratamentos. A taxa obtida com
a terceira densidade (1,0 ug C dia') foi significativamente maior que a
alcancada com a maior densidade (2,0 ug C dia'). Nado houve diferencas

significativas entre os dias do experimento (Tabela 2.2.3.B.).

2.2.3.4. Recrutamento de nduplios

O recrutamento total de nduplios variou entre 96 e 206 em todo o
experimento, nos copépodes alimentados com T. weissflogii (Tabela 2.2.2). O
maior recrutamento de nduplios por dia foi alcancado no dia 5 com um valor
de 64 nduplios (Figura 2.2.4). A segunda densidade microalgal (0,5 ug C dia)
favoreceu o recrutamento de nduplios, obtendo um valor médio de 27,5£19,8
(Figura 2.2.4). As menores densidades (D1 e D2) apresentaram recrutamentos
de nduplios significativamente maiores do que os obtidos com os outros
tfratamentos (Tabela 2.2.3). Quanto aos dias do experimento, o primeiro e os
Ultimos dias (d1, d7 e d8) apresentaram recrutamentos significativamente

menores que os outros dias do ensaio (Tabela 2.2.3).

A quantfidade total de nauplios recrutados durante o experimento nos
copépodes alimentados com C. gracilis variaram enfre 12 e 208 individuos,
obtendo recrutamentos significativamente maiores com as duas maiores
densidades (1,0 e 2,0 ug C dia') (Tabela 2.2.3). O terceiro tratamento (1,0 ug C
dia') apresentou médias didrias altas de recrutamento (39,6£12,5),
principalmente depois do terceiro dia do experimento (Figura 2.2.4). NGo

houve diferencas entre os dias do experimento (Tabela 2.2.3).
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Thalassiosira weissflogii
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100% -

80% -

60% -

40%

Sobrevivéncia de Adultos (%)

20% -

O% T T T T T T T T 1

Figura 2.2.1 - Sobrevivéncia (%) dos adultos de Acartia lillieborgii
alimentados com diferentes densidades célulares das diatomdceas

Thalassiosira weissflogii e Chaetoceros gracilis.
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Thalassiosira weissflogii
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Figura 2.2.2 - Producdo de ovos (ovos fem-! dia') dos copépodes de
Acartia lilieborgii alimentados com diferentes densidades célulares das

diatomdceas Thalassiosira weissflogii e Chaetoceros gracilis.
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Figura 2.2.3 - Taxa de eclosdo dos ovos (%) dos copépodes de Acartia
lilieborgii alimentados com diferentes densidades célulares das diatomdceas

Thalassiosira weissflogii e Chaetoceros gracilis.
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Thalassiosira weissflogii
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Figura 2.2.4 - Recrutamento didrio de nduplios (Total nduplios dia') dos

copépodes de Acartia lilieborgii alimentados com diferentes densidades

célulares das diatomdceas Thalassiosira weissflogii e Chaetoceros gracilis.
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Tabela 2.2.2 - Média = desvio padrdo dos par@metros avaliados em Acartia

lilieborgii alimentados durante 8 dias com diferentes densidades

diatomdceas Thalassiosira weissflogii (T.w.) e Chaetoceros gracilis (C.g.).

das

T.w. C.g.
Tratamento Sobrevivéncia de adultos (%) Sobrevivéncia de adultos (%)
D1=025C 90,6 +2,3 59,7+8.3
D2=05C 76,137 72,283
D3=1C 728+ 4,3 74,382
D4=2C 67,2%58 85,4+ 6,6
T.w. C.g.
Tratamento Producdo de ovos Producdo de ovos
(Ovos fem.! dia) (Ovos fem.! dia)
D1=025C 10,1 1,6 20+£03
D2=0.5C 8918 5503
D3=1C 5908 130+£1,9
D4=2C 62+%1,1 17,6 £2,3
T.w. C.0.
Tratamento Taxa de eclosdo Taxa de eclosdo
(%) (%)
D1=025C 51,7+5,2 27.5£6,2
D2=05C 562+7.8 64,1 7,5
D3=1C 43,6 £ 4,2 76,333
D4=2C 43,9+ 4.8 57,026
T.w. C.g.
Total de nduplios Total de nduplios
Tratamento
recrutados recrutados
D1=025C 206 12
D2=05C 204 89
D3=1C 114 277
D4=2C 926 280
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Tabela 2.2.3 - Resumo da ANOVA de dois fatores e o teste a posteriori Tukey

comparando: A. Espécie de diatomdcea e densidade microalgal; B.

Densidade microalgal (D) e Dias do experimento (d) para cada diatomdcea

fornecida como recurso alimentar. * indica diferencas significativas.

ANOVA-Dois fatores

Resposta Bioldgica

Diatomdaceas (F;= 5.99)

Densidades (Fi1= 6.59)

Fi1.6005) P F3.4005) P
Taxa de sobrevivéncia 0.1372 0.7316 0.0140 0.9973
Producdo de ovos 0.1498 0.7210 0.3272 0.8084
Taxa de eclosdo 0.3905 0.5781 0.6812 0.6206
Recrutamento de nauplios 0.0100 0.9237 0.1747 0.9066
ANOVA-Dois fatores - Thalassiosira weissflogii
oL Densidades (Feit=2,99) dias (Fei = 2,43)
Resposta Bioldgica Teste Tukey Teste Tukey
Fia:28:005) p F7:24005) p
Taxa de sobrevivéncia 17.5729 <0.0001* D1>D2,D3 e D4 2.8438 0.0296* d2>dé
Producdo de ovos 43108 0.0160* D1 >D3 6.2382 0.0007* d5>dl1,d7ed8
Taxa de eclosdo 1.2221 0.3264 1.6045 0.1885
dl<d3, d4,d5edé/
Recrutamento de nauplios 62192 0.0037* It 9.5283 <0.0001* B <d2 d3 d4,d5e dé/
d7 <d4,d5edé
ANOVA-Dois fatores - Chaetoceros gracilis
o Densidades (F.;:=3,01) dias (Feii = 2.,49)
Resposta Biologica Teste Tukey Teste Tukey
Fa24:005) p Fiz.21:008) p
Taxa de sobrevivéncia 8.7184 0.0008* D1<D3 eD4 12.7365 <0.0001* d8 < Todos os dias
_ D1<D2 D3eD4/
Producdo de ovos 51.4205 <0.0001* D2<D3 e D4 2.3934 0.0572
Taxa de eclosdo 16.3957 <0.0001* D1<D2, D3 e D4 1.2376 0.3333
Recrutamento de nauplios 442050 <0.0001* D1 <D2 D3eD4/ 0.6621 0.6825

D2 < D3 e D4
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2.2.4. Discussao

2.2.4.1. Influéncia da dieta na sobrevivéncia de adultos

Altas porcentagens de sobrevivéncia em copépodes calandideos
planctdnicos alimentados com T. weissflogii j& foram registradas em estudos
previos (CEBALLOS e IANORA, 2003; OHS et al., 2010). Uma sobrevivéncia de
100% foi observada nas fémeas de Temora stylifera quando alimentadas com
esta microalga (CEBALLOS e IANORA, 2003). Pelo confrario, com outras
diatomdceas (Thalassiosira rotula Meunier, Skeletonema costatum (Greville)
Cleve, e Phaeodactylum tricornutum Bohlin) foi observado uma reducdo na
sobrevivéncia depois do sexto dia do experimento (CEBALLOS e IANORA,
2003). A sobrevivéncia do copépode Pseudodiaptomus pelagicus Herrick
alimentado com T. weissflogii foi significativamente maior que quando
alimentado com dietas monoalgais de C. gracilis, Rhodomonas lens Pascher &
Ruttner e Tefraselmis suecica (Kylin) Butcher (OHS et al., 2010). Estes resultados
indicaram que o fornecimento de T. weissflogii favorece a sobrevivéncia desta

espécie em condicoes de laboratoério.

As porcentagens de sobrevivéncia de copépodes de A. lillieborgii
alimentados com C. gracilis também foram altas quando comparadas com os
resultados obtidos com T. weissflogii, no entanto, no oitavo dia do experimento
foi registrado uma diminuicdo drdstica na sobrevivéncia da espécie. A causa
desta mortalidade ndo pode ser atfribuida & concenfracdo de carbono, jd que
o efeito foi observado nos quatro tratamentos. Este efeito indesejado
provavelmente foi causado pela falta de ressuspensdo das particulas de
alimento nas unidades experimentais. Durante as 24 horas antes da troca do
novo meio (experimento semi-estdtico), se formava um biofime! de C. gracilis
no fundo dos béquers. Foi observado que quando os copépodes se

alimentavam no fundo do béquer, arrastavam pedacos do biofilme ficando

1 Definicdo de Biofime: matriz polimérica de aspecto gelatinoso, aderida a uma superficie sélida, quase sempre imersa em meio
liquido, constituida essencialmente por microrganismos, pelas subst@ncias poliméricas extracélulares que estes excretam e por dgua. Estas
células aderidas crescem, reproduzem-se e produzem substéncias poliméricas extracélulares, que se estendem para além da superficie das
células, formando um emaranhado polimérico que envolve toda a biomassa aderida, assumindo ao conjunto a designagdo de biofime
(Characklis e Wilderer, 1989).



76

aderidos nas cerdas das antenas e da rama caudal, dificultando com o
tempo a natacdo até impedir sua movimentacdo. A deposicdo das células no
fundo sem ressuspensdo e a capacidade das micralgas do género
Chaetoceros pela formacdo de particulas exopoliméricas transparentes (TEP)
formadoras do biofime (PASSOW, 2002) afetaram negativamente a
sobrevivéncia dos adultos. A formacdo de biofilme ndo foi observada nas
unidades experimentais com adicGdo de T. weissflogii, mostrando a
necessidade de manter um sistema de ressuspensdo no cultivo quando os

organismos forem alimentados com microalgas formadoras de TEPs.

2.2.4.2. Influéncia da dieta na fecundidade

Os copépodes do género Acarfia apresentam um alto potencial
reprodutivo, devido aos registros de altas PDO’s em ecossistemas marinhos. Em
regides tropicais (T > 20°C), foram registradas PDO’s mdximas para A. lillieborgii
de 88 ovos fém ! dia' e para A. tonsa de 69,8 £ 7,4 ovos fém-! dia™
(HOPCROFT e ROFF, 1998). J& em regides subtropicais, a temperatura e
concenfracdo de fitopl@ncton sdo os fatores determinantes das flutuacdes da
PDO (ARA, 2001), registrando valores de PDO para A. lillieborgii (Lagoa de
Cananeiaq, Brasil) de 66,8 £ 15,1 ovos fém-1 dia-1 (ARA, 2001); para A. grani Sars
G.0O., 1904 (Baia de Malaga, Espanha) de 27,3 ovos fém. dia' (RODRIGUEZ et
al., 1995); para A. hongi Soh & Suh, 2000 (mar Amarelo, Coréia) de 23,2 ovos
fém. dia’ (YOUN e CHOI, 2006) e para A. lillieborgiii (Ubatuba, Brasil) de 2,2 +
1,2 ovos fém-! dia~! (MELO, 2009).

Em estudos de dieta sob condicdes controladas, os copépodes do
género Acartia apresentam menores PDO’s que as registradas em campo.
Neste estudo, A. lillieborgii apresentou maiores € mais estaveis PDO’s (49,7 x 108
cél mL! =17,6 £ 2,3 ovos fém~! dia™') quando alimentada com C. gracilis e,
PDO’s menores (2,3 x 103 cél mL! = 10,1 =+ 1,6 ovos fém~' dia!) com alguns
picos de maior producdo com T. weissflogii (Figura 2.2.2), sugerindo o
favorecimento de C. gracilis na PDO desta espécie. Em ensaios realizados com
Acartia tonsa foram observados resultados opostos e contrastantes com os

observados neste estudo, encontrando a maior PDO (60 x 103 cél mL' = 28 +
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0,5 ovos fém~1 dia™') em organismos alimentados com T. weissflogii € menores
PDO’s (840 x 10% cél mL' = 20,1 = 1,0 ovos fém~! dia™') quando alimentadas
com C. gracilis (TEIXEIRA et al., 2010). De acordo com os dados obtidos para o
copépoda A. fonsa, T. weissflogii foi considerada a melhor opcdo para
alcancar atas taxas de PDO (TEIXEIRA et al., 2010). No entanto, o presente
estudo e ensaios readlizados com o copépode A. steueri Smirnov, 1936
mostraram que baixas fecundidades e taxas de eclosdo foram obtidas

quando alimentados exclusivamente com T. weissflogii (BAN et al., 1997).

Embora alguns estudos considerem que a producdo de ovos aumenta
com o incremento nas concentracdes de diatomdceas tanto no laboratdrio
como em campo (IRIGOIEN et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2010), no presente
estudo foi observado que a PDO de A. lillieborgiii diminuiu quando com o
incremento na densidade célular de T. weissflogii. Desta forma, o excesso de
alimento no experimento foi prejudicial para as taxas reprodutivas da espécie.
De forma conftrdria, a PDO de A. lillieborgii aumentou com o aumento da
densidade célular de C. gracilis, seguindo o padrdo observado na maioria dos
estudos de dieta. O tamanho da microalga fornecida é importante na
eficiéncia de captura do copépode (IRIGOIEN et al., 2003) e nas quantidades
de biomassa necessdria para alcancar os requerimentos nutricionais dos
copépodes (TEIXEIRA et al.,, 2010). Microalgas de maior tamanho, como T.
weissflogii, scdo de mais facil captura e suprem com menor biomassa o0s
requerimentos nutricionais e, pequenas microalgas, como C. gracilis, exigem
um esforco de captura maior, sendo preciso maiores quantidades para
alcancar os requerimentos nutricionais da espécie. Adicionalmente, alguns
trabalhos afirmam que os copépodes respondem favoravelmente ao
conteldo nutricional fornecido em particulas maiores (KLEPPEL et al., 2005).
Essa relacdo enfre o tamanho da microalga, a eficiéncia de captura e a
disponibilidade nutricional para o copépode, explica a melhor PDO obtida
com menores densidades de T. weissflogii € maiores de C. gracilis, indicando
que diferentes concentracdes de carbono sdo requeridas dependendo do

recurso alimentar fornecido para obter uma estabilizacdo na PDO. Os
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resulfados obtidos tfambém sugerem que maiores densidades de C. gracilis e

menores densidades de T. weissflogii poderiam gerar melhores PDO'’s.

2.2.4.3. Influéncia da dieta na taxa de eclosdo e recrutamento de nduplios

A densidade e a espécie de diatomdcea tiveram influéncia sobre a
taxa de eclos@o e recrutamento de nduplios de A. lillieborgii. A maior taxa de
eclosdo de ovos (76,3%) e o maior recrutamento de nduplios (277) durante o
experimento foram obtidos com a terceira maior densidade (24,9 x 103 cél mL-
) de C. gracilis. Por outro lado, com T. weissflogii os resultados foram menores,
apresentando a melhor taxa de eclosGdo de ovos (56,2%) e o maior
recrutamento de nduplios (204 individuos) com a segunda maior densidade
(4,5 x 103 cél mL") desta microalga. Taxas reprodutivas maiores e mais estaveis
nos copépodes alimentados com C. gracilis, indicaram esta microalga como a
melhor opcdo de recurso alimentar para A. lillieborgii em condicdes de
laboratdério. No entanto, com baixas densidades de T. weissflogii foram obtidas
taxas reprodutivas menores mais semelhantes as registradas com C. gracilis e
maiores sobrevivéncias de adultos. O custo-beneficio na escolha do recurso
alimentar tem que ser avaliado, principalmente para fins de cultivo de A.

lillieborgii em mediana e grande escala.

Em algumas espécies de copépodes calandideos como Acartia steueri
e Cenfropages hamatus (Liljeborg, 1853), a alimentacdo com T. weissflogii
diminuiu a fecundidade e a taxa de eclosdo, mais em outras como Calanus
helgolandicus (Claus, 1863), C. Pacificus Brodsky, 1948 e Temora stylifera (Dana,
1849), inibiu unicamente a taxa de eclosdo dos nduplios (BAN et al., 1997;
CEBALLOS e IANORA, 2003). No presente estudo ndo foram observadas
variagcoes drdsticas na taxa de eclosdo nos copépodes alimentados com T.
weissflogii e C. gracilis, e de forma contraria, os valores foram estdveis ao longo
do experimento principalmente quando alimentados com a maior densidade
de C. gracilis. O efeito negativo das diatomdceas na taxa de eclosdo, de
copépodes cultivados em laboratério tem sido amplamente documentado
(MIRALTO et al., 1999). As duas principais hipdteses para esse efeito deletério

estdo relacionadas, primeiro com deficiéncias nufricionais de dietas
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monoalgais de diatomdceas e segundo, com a presenca de aldeidos
insaturados toxicos nas diatomdceas que bloqueiam a embriogénese
(IRIGOIEN et al., 2002; CEBALLOS e IANORA, 2003). Este efeito deletério das
diatomdceas estd diretamente refletido na taxa de eclosdo e
desenvolvimento dos nduplios, o que ndo foi observado no presente estudo.
Algumas diatomdceas ndo afetam o recrutamento de nduplios de copépodes
em curtos periodos de fempo (IRIGOIEN et al., 2002) pelo que estudos de maior
duracdo (> 8 dias) sdo necessdrios para verificar essa relacdo (CEBALLOS e
IANORA, 2003). Também tem sido observado que o efeito deletério das
diatomdceas e a resposta dos copépodes sdo especificos (POHNERT et al.,
2002; CEBALLOS e IANORA, 2003), impossibilitando a extrapolacdo de
resultados especificos para o grupo todo e fazendo necessdrios testes

diretamente com as espécies de interesse.

As tentativas de manutencdo dos nduplios de Acartia lilljeborgii em
laboratério para dar inicio ao cultivo estoque, ndo foram bem sucedidas. O
tamanho das microalgas disponiveis (Thalassiosira weissflogii; Chaetoceros
gracilis e Tetraselmis chuii) foi maior do que o requerido para alimentacdo dos
nduplios desta espécie. Tentativas posteriores foram realizadas com a
microalga Nannochloropsis sp. obtendo bons resultados de sobrevivéncia
(aprox. duas semanas) mas ndo foram ainda padronizados. Ensaios de dieta
durante os diferentes estdgios de desenvolvimento desta espécie sdo
necessarios para a padronizacdo do cultivo em condi¢cdes de laboratério. O
cultivo estoque é fundamental para dar continuvidade a ensaios tanto de dieta
como ecofoxicoldgicos. Dessa forma, serdo evitados esforcos de campo
muitas vezes falidos na coleta, como foi enfrentado no presente trabalho, pela
captura insuficiente do nUmero de organismos requeridos para os testes e pela
coleta de organismos em diferentes idades (provenientes de diferentes
ninhadas) e em diferentes condicdes de saude (parasitados ou com

deformidades).
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2.2.5. Conclusoes

De acordo com os resultados deste estudo, A. lillieborgii € uma opgdo
interessante para cultivo em laboratério devido ao seu alto potencial
reprodutivo e sua alta sobrevivéncia. No laboratdério, o tipo de microalga e a
densidade de fornecimento afetaram a sobrevivéncia dos adultos, a taxa de
producdo de ovos, a taxa de eclosdo e o recrutamento de nduplios de A.
lillieborgii. A microalga que favoreceu a sobrevivéncia dos adultos (90,6%) foi T.
weissflogii fornecida na menor densidade testada equivalente a uma
concentracdo de 0,25 pg de carbono por mL. As taxas reprodutivas
alcancadas com T. weissflogii foram menores que as alcancadas com C.
gracilis, mas menores densidades foram necessdrias para alcancar valores
semelhantes . A microalga que favoreceu a reproducdo de A. lillieborgii foi C.
gracilis fornecida nas maiores densidade testadas (24,9 e 49,7 x 103 cél mL7)
equivalentes a 1 e 2 ug de carbono por mL respectivamente. A sobrevivéncia
dos adultos de A. lillieborgii alimentados com C. gracilis pode ser melhorada
mantendo um sistema de ressuspensdo das células que se depositam no fundo
e gue criam um biofime que se adere as cerdas dos copépodes afetando a

movimentagdo e sobrevivéncia da espécie.
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PARTE 3. COMPARACAO DA SOBREVIVENCIA E FECUNDIDADE DOS COPEPODES
PLANCTONICOS Temora turbinata (Dana, 1849) E Acartia lillieborgii Giesbrecht,
1892 ALIMENTADOS COM Thalassiosira weissflogii (Grunow) Fryxell & Hasle EM
CONDIGOES DE LABORATORIO.

Resumo

Temora turbinata (Tt) e Acartia lillieborgii (Al) sGo copépodes epiplancténicos
comumente encontrados em dguas estuarinas e costeiras do estado de Pernambuco
(nordeste do Brasil). O objetivo deste estudo foi comparar a producdo didria de ovos,
sucesso de eclos@o de ovos e sobrevivéncia de adultos dos copépodes T. turbinata e
A. lillieborgii no laboratério com fins ecotoxicoldgicos. Individuos de T. turbinata foram
coletados na regido costeira da praia de Boa Viagem (temperatura: 25 °C ; salinidade:
36), e os individuos de A. lillieborgii no estudrio da Bacia do Pina (temperatura: 27 °C;
salinidade: 30), ambos na cidade do Recife. Apds aclimatacdo (24 horas), quatro
individuos (2 fémeas e 2 machos) foram introduzidos em cada recipiente e foram
mantidas em estufa com temperatura controlada (idéntica & in situ) e fotoperiodo
(12:12). No laboratério, os individuos foram alimentados durante 8 dias com a
microalga Thalassiosira weissflogii  (Grunow) Fryxell & Hasle fornecida em uma
concentracdo de 1 pg C L' dial. Todas as médias das varidveis analisadas
comparando as duas espécies foram significativamente diferentes (Teste t: t(0.0514);
feac™> ttap). O maior percentual de sobrevivéncia de adultos alimentados com T.
weissflogii foi encontrado em T. turbinata. No entanto, a producdo didria de ovos e
taxa de eclosdo foram maiores em A. liljeborgii. Além disso, o recrutamento de
nduplios durante o experimento foi significativamente maior em A. lillieborgii . De
acordo com os resultados, A. lillieborgii pode ser a melhor opcdo para a cultura em
laboratério, devido ao seu potencial reprodutivo (maior fecundidade) e sua ampla
distribuicGo e densidades elevadas nas dguas costeiras do nordeste do Brasil. T.
turbinata € uma espécie introduzida em daguas brasileiras e em comparagcdo com
outras espécies de copépodes planctbnicos calanoides, tem baixas taxas de
fertiidade. No caso do género Acartia, outras espécies mais comuns em dAguas
subtropicais brasileiras j& tém protocolos de cultivo para efeitos toxicoldégicos. A
identificacdo das melhores condicdes de cultivo para A. lillieborgii ird facilitar a

elaboracdo de um protocolo para a sua manutencdo em laboratério.

Palavras chave: Taxa de producdo didria de ovos, taxa de eclosdo de ovos,

recrutamento de nduplios.
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2.3.1. Introdugao

Acartia lilieborgii € Temora turbinata sdo copépodes calanoides
mesozooplancténicos dominantes nas dguas estuarinas e costeiras do estado
de Pernambuco (Brasil). T. turbinata € uma espécie de aguas ocednicas e
costeiras presente em massas de dgua tropical e subtropical na margem oeste
do Oceano Aflé@ntico Sul (BOLTOVSKOY, 1999). A. lilljeborgii pode ser
encontrada em regides costeiras e em estudrios desde a Argentina e ao longo
da costa Brasileira (SABATINI e MARTOS, 2002). De acordo com suas
distribuicoes espaciais, estas duas espécies sdo consideradas eurihalinas e

euritérmicas.

No ambiente natural, a fecundidade das espécies determina
diretamente o recrutamento e a dindmica da populacdo dos copépodes
(ARA, 2001). Em aquicultura, espécies com maior fecundidade aumentam a
producdo. A escolha de espécies nativas para cultivo facilita a capturg,
manutencdo e renovacdo dos estoques, fanto com o infuito de serem
utilizadas como recurso alimentar no cultivo de peixes marinhos como para fins
ecotoxicolégicos. A comparacdo da producdo didria de ovos, a taxa de
eclosdo e a sobrevivéncia destas duas espécies mantidas com uma dieta de T.
weissflogii permitiram determinar a melhor opcdo para cultivo em pequena

escala com fins ecotoxicoldgicos.

2.3.2. Material e Métodos

A sobrevivéncia e reproducdo de Temora furbinata e Acartia lillieborgii
foram comparadas a partir dos resultados obtidos na Parte 1 e 2 do presente
capitulo. Os resultados de sobrevivéncia de adultos (%), producdo didria de
ovos (ovos fem.! dial), taxa de eclosdo de ovos (%) e recrutamento de
nduplios de copépodes adultos alimentados com a diatomdcea T. weissflogii
na proporcdo de biomassa de 1 mg C L' dia! foram comparados durante
experimentos de 8 dias. Foi utilizado o teste t-student para comparacdo de
médias das duas espécies para todas as varidveis analisadas (verificando

igualdade de variancias).
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2.3.3. Resultados

A sobrevivéncia de adultos das duas espécies foi semelhante até o dia
5 do experimento. A sobrevivéncia de T. turbinata caiu significativamente até
50% e voltou a valores acima de 75% nos trés Ultimos dias, enquanto que em A.
lillieborgii se manteve sem variacoes significativas acima de 60% (Figura 2.3.1).
Embora a média da sobrevivéncia entre as duas espécies tenha sido proximas
(Tabela 2.3.1), a queda marcante na sobrevivéncia de A. lillieborgii determinou

a diferenca significativa enfre as duas espécies.

A média da producdo didria de ovos foi predominantemente maior em
A. lillieborgii durante todo o experimento que a obtida em T. turbinata (Figura
2.3.2). A média da producdo didria de ovos de A. lilieborgii no dia 6 do

experimento foi duas vezes maior que a de T. turbinata (Tabela 2.3.1).

A taxa de eclosdo de ovos foi a varidvel que apresentou a diferenca
mais acenfuada (Tabela 2.3.1). Em A. lillieborgii a média de eclosdo se
manteve aproximadamente em 40%, com um aumento no dia 5 do
experimento (Figura 2.3.3) que elevou a média de eclosdo para 55,4% (Tabela
2.3.1). De forma contrdria, a taxa de eclosdo de T. turbinata foi diminuindo
paulatinamente com o tempo até ndo registrar mais nduplios a partir do dia 6
do experimento (Figura 2.3.3). Esta diminuicdo se viu refletida no recrutamento
de nduplios por fémea no final do experimento, sendo significativamente

maior para A. lillieborgii do que para T. turbinata (Tabela 2.3.1 e 2.3.2).
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Figura 2.3.1 - Taxa de sobrevivéncia de adultos dos copépodes plancténicos
Temora turbinata e Acartia liljeborgii alimentados com a microalga T.

weissflogii em condicdes de laboratdrio.
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Figura 2.3.2 - Média (£ D.P.) da Producdo didria de ovos por fémea de adultos
dos copépodes planctdénicos Temora turbinata e Acartia lilljeborgii

alimentados com a microalga T. weissflogii em condicdes de laboratério.
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Figura 2.3.3 - Taxa de eclosdo dos ovos (%) de adultos dos copépodes
plancténicos Temora turbinata e Acartia liljieborgii alimentados com a

microalga T. weissflogii em condi¢cdes de laboratoério.

Tabela 2.3.1 - Médias e desvios padrdo de cada parédmetro calculado para

Temora turbinata e Acartia lillieborgii alimentados com T. weissflogii.

Producdo didria de Taxa de
Sobrevivéncia ovos por fémea eclosdo de Nduplios
Espécies de Adultos (%) (ovo fem.! dia-) ovos (%) recrutados f!
T. turbinata 83.3%15 34129 12.3 £20 15.6
A. lillieborgii 76.11 = 31 7.3+4.0 55.4 £20 131.6

Tabela 2.3.2 - Resumo dos resultados do teste-t comparando a sobrevivéncia e

reproducdo de Temora turbinata e Acartia lillieborgii alimentados com T.

weissflogi.
Sobrevivéncia de Producdo didria de ovos por  Taxa de eclosdo de
Teste t Adultos (%) fémea (ovo fem.! dia-) ovos (%)
Tab (0.05,14) 2,14 -2,14 -2,14

Jfcoﬂc 3,] 3 -1 8,45 -21 ,62
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2.3.5. Discussao

Uma maior porcentagem de sobrevivéncia de adultos foi observada em
T. turbinata (Tt: 83,3% = 15; Al: 76,11% + 31). Ensaios prévios analisando a
sobrevivéncia desta espécie quando alimentada com dietas monoalgais de T.
weissflogii (Bacillariophyceae) e Tetraselmis chuii (Prasinophyceae) mostraram
melhores valores quando alimentada com a diatomdcea (DIAZ et al., 2012).
De forma conftrdria, os ensaios de dieta analisando a sobrevivéncia de A.
lilieborgii realizados com diferentes diatomdceas e diferentes densidades
mostraram que a densidade que favoreceu a sobrevivéncia desta espécie foi
quatro vezes menor a 1 mg C L' dia'! (Capitulo 1, parte 2). Estes resultados
comprovam gque a resposta do copépode ao recurso alimentar é especifica
(IANORA et al., 2003), sendo necessdria a experimentacdo com diversas dietas

para estabelecer protocolos ideais de cultivo para cada espécie.

As taxas de fecundidade de T. turbinata (valor maximo 12,4 ovos fem'!
dia') foram semelhantes a dados registrados no ambiente natural (HOPCROFT
e ROFF, 1998; MELO, 2009) e no laboratério (KAMINSKI e MONTU, 2005) para
esta espécie. As baixas taxas de producdo de ovos podem ser causadas pelo
tipo de diatomdcea fornecida. Melhores resultados foram obtidos em
copépodes alimentados com Nannochloropsis oculata (Droop) Hibberd e
Chaetoceros calcitrans (Paulsen) Takano (KAMINSKI e MONTU, 2005). O
conteldo nutricional é especifico em cada microalga e o tipo e quantidade
de componentes antimitéticos em algumas diatomdceas podem causar
efeitos negativos nas taxas reprodutivas (CEBALLOS e IANORA, 2003),
indicando que apesar das altas sobrevivéncias com T.  weissflogii,
provavelmente outras microalgas podem gerar melhores taxas de

fecundidade para T. turbinata.

A producdo de ovos foi maior para A. liljeborgii. Entre estas duas
espécies, ja foi registrado um nUmero maior de ovos por postura em A.
lillieborgii (A. lilljeborgii: 2-4 ovos, T. turbinata: 1-2 ovos) (MELO, 2009) sugerindo
uma maior producdo desta espécie em condi¢cdes naturais. Uma maior taxa

de reproducdo em condicoes de laboratdrio foi obtida em copépodes desta
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espécie alimentados com densidades de T. weissflogii quatro vezes menores a
1 mg C L' dia' (Capitulo 1, parte 2). Em outras espécies do género Acartia
(Acartia stueri), baixa fecundidade e taxas de eclosdo foram observadas
quando foram exclusivamente alimentados com T. weissflogii (BAN et al., 1997).
Uma alta taxa de fecundidade é fundamental para manter uma alta
producdo em cultivos mantidos em condicdes de laboratério, sendo
necessario testar outras dietas (mono ou plurialgais) a fim de se obter melhores

resultados.

A taxa de eclosdo de ovos de T. turbinata foi baixa. Ensaios anteriores
realizados com a mesma espécie mostraram melhores resultados quando
fornecida a microalga Tetraselmis chuii como recurso alimentar (DIAZ et al.,
2012), devido provavelmente a auséncia dos metabolitos antimitéticos das
diatomdceas (CEBALLOS e IANORA, 2003). No entanto, os resultados obtidos
para A. lillieborgii foram significativamente maiores quando alimentadas com
a densidade de 1 mg C L' dia! de T. weissflogii e comprovadamente maiores
quando alimentadas com densidades menores desta mesma microalga
(Capitulo 1, parte 2). A melhor producdo de ovos e taxas de eclosdo geraram
maiores recrutamentos de nduplios em A. lillieborgii (Tt: 15,6 nduplios fem.'; Al:
131,6 nduplios fem. '), indicando esta espécie como a melhor opgdo com fins
de cultivo no laboratério. Outras espécies do género Acartia, mais comuns em
dguas subtropicais brasileiras, j&d tém protocolos de cultura em laboratdério para
fins ecotoxicolégicos. A espécie Acartia tonsa &€ um dos copépodes
plancténicos mais frequentemente cultivados para ulilizacdo de festes
toxicoldgicos, no entanto A. tonsa ndo estd amplamente distribuida em dreas
tropicais, sendo de dificil coleta nesta regido. A identificacdo das melhores
condi¢coes de cultura para A. lillieborgii ird facilitar a criacdo de um protocolo

para a sua manutencdo em laboratoério.
Conclusao
Acartia lillieborgii € a melhor opcdo para cultivo em laboratério devido

a0 seu potencial reprodutivo (maior fecundidade) e sua ampla distribuicdo e

densidades elevadas nas adguas costeiras do nordeste do Brasil.
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EFEITO AGUDO DO GAS METANO EM Acartia lillieborgii
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PARTE 1. SENSIBILIDADE DE Acartia lillieborgii AO SULFATO DE ZINCO.

Resumo

O objetivo do presente frabalho foi avaliar a sensibilidade de A.
lilieborgii utilizando como poluente de referéncia o zinco (ZnSOs4), para padronizar o
seu Uso como organismo-teste em estudos toxicoldgicos no nordeste brasileiro. As
concentracoes testadas de ZnSO4 foram 2, 4, 6, 8 e 10 mg L. Os organismos foram
coletados em campo (Bacia do Pina, Recife) e aclimatados no laboratério durante 24
horas mantendo as condicdes de coleta (Tem: 27+0,7 °C; Sal: 30,5+0,7) e com
fornecimento de alimento (Thalassiosira weissflogii e Chaetoceros gracilis). No inicio de
cada ensaio (n=3), adultos sauddveis (fémeas e machos) foram colocados em
béqguers com 50 mL da solucdo-teste. Para cada concentracdo foram realizadas 3-5
réplicas. O tempo de duracdo dos ensaios foi de 48 horas. Os valores de Clso (IC 95%)
foram obtidos pelo programa estatistico Timmed Spearman-Karber. Uma ANOVA de
dois fatores foi utilizada para determinar diferencas entre o controle e as solugcdes-teste
e entre o tempo de exposicdo. Os resultados mostraram uma evidente relacdo dose-
resposta em 24 e 48 horas, registrando um aumento gradual na mortalidade com o
aumento nas concentragcdes do sulfato de zinco. Da mesma forma, foi observada uma
relacdo enfre o aumento da mortalidade e o maior tempo de exposicdo. A taxa
média de mortalidade no controle foi de 13% apds 48 horas, validando os resultados
dos testes. A mortalidade no controle e na concenfracdo de 2 mg L' foi
significativamente menor do que a observada nas concentracdes de 6, 8 e 10 mg L
de ZnSO4.. A Clso foi de 2,94 mg.L' InSOs (IC95%=2,44-4,26) apds 48 horas de
exposicdo sendo o equivalente em zinco de 0,67 mg.L! (IC925%=0,56-0,97). Os machos
se mostraram mais sensiveis do que as fémeas a exposicdo ao Zn, no entanto, ndo
foram detectadas diferencas significativas. Outros estudos realizados com A. lilljeborgii
como organismo-teste e zinco como substéncia de referéncia, obtiveram valores de
Clso apds 48 horas semelhantes aos obtidos neste estudo (0,64 - 0,89 mg L'). Outras
espécies de copépodes plancténicos utilizadas no Brasil mostraram Clso maiores que
as enconfradas no presente estudo, indicando a Acartia lilljeborgii como uma espécie

com alto potencial para ser utilizada em testes ecotoxicoldgicos.

Palavras Chave: Copepoda, Toxicologia marinha, efeito agudo.
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3.1.1. Introducdo

O uso de substéncias de referéncia avalia a sensibilidade do lote de
organismos usado nos testes ecotoxicoldgicos. Fatores como a idade dos
organismos, condi¢cdes de cultivo, sexo, origem, estabilidade genética, estado
imunoldgico, funcionamento digestivo, equilibrio hormonal, entre outros,
afetam estes testes. Também sdo usadas as substéncias de referéncia para
avaliar a precisdo dos métodos utilizados em cada laboratério e a habilidade
do pessoal na execucdo dos ensaios. O uso dessa substéncia contribui para
garantir a repetibilidade e reprodutibilidade dos testes como requerimento
fundamental do controle de qualidade dos laboratérios de ecotoxicologia
(ZAGATTO, 2006).

Uma substancia de referéncia deve seguir certos critérios para sua
selecdo: Ser um contaminante ambiental; ser facil de analisar quimicamente;
estar disponivel no mercado com pureza consistente; ser solUvel e estdvel em
dgua; fer alta toxicidade; fer toxicidade consistente, ndo varidvel e ndo
especifica para os diferentes grupos de organismos e ter dados
ecotoxicolégicos bdsicos estabelecidos. O ideal seria utilizar mais de uma
subst@ncia de referéncia, no entanto, os custos das andlises tornam esta
pratica invidvel. Assim, a melhor solucdo é escolher a substdncia de referéncia
em funcdo do objetivo do estudo (ZAGATTO, 2006).

O Sulfato de zinco € um composto ndo carcinogénico, pelo qual ndo
precisa de cuidados especiais durante sua manipulacdo, a diferenca de
outras subst@ncias de referéncia (ex: Dicromato de Potdssio). No entanto, tem
como limitacdo que a toxicidade do Zinco varia significativamente
dependendo do pH, alcalinidade, dureza, dcidos humicos, matéria orgénica e
outros quelantes orgénicos das dguas naturais (ZAGATTO, 2006). Em
crustdceos, a toxicidade do zinco estd relacionada com a inibicdo de reacdes
enzimdticas. Isto afeta a base das funcdes bioldgicas como respiracdo e
osmorregulacdo. O efeito agudo do zinco tem sido avaliado para vdarias

espécies e determinadas as doses letais respectivas. Doses subletais de zinco
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afetam as funcodes fisiologicas e o comportamento dos organismos marinhos
sem causar diretamente a morte (VERRIOPOULOS e HARDOUVELIS, 1988).

Poucas espécies marinhas e estuarinas (ourico-do-mar Lytechinus
variegatus (Lamarck, 1816) e Echinomefra lucunter (Linnaeus, 1758), os
misiddceos Mysidopsis juniae da Silva, 1979 e Mysidium gracile (Dana, 1852) e a
bactéria Vibrio fisheri (Beijerinck, 1889)) apresentam ensaios ecotoxicoldgicos
normalizados pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT 2005, 2006
a,b). Existe uma necessidade de ampliar as opg¢des de organismos-teste
utilizando espécies nativas representativas, para facilitar a obtencdo e
manutencdo dos individuos e refletir nos ensaios as condicdes ambientais reais
de cada local. Os copépodes sdo organismos representativos dos
ecossistemas estuarinos e marinhos, chegando muitas vezes a constituir 0%
das comunidades plancténicas (BOLVTOSKQOY, 1999) e sdo considerados
organismos-teste muito sensiveis a poluentes orgdnicos e inorg&nicos no
laboratério (NIPPER et al., 1993; RESGALLA e LAITANO, 2002). No Brasil t€m sido
realizados alguns ensaios agudos e cronicos ufiizando copépodes
plancténicos como organismos-teste alternativos. Entre as espécies avaliadas
se encontram Acartia lillieborgii Giesbrecht, 1889, Acarfia tonsa Dana, 1849,
Temora stilyfera Dana, 1849 e Eurytemora affinis (Poppe, 1880) (NIPPER et al.,
1993; RESGALLA e LAITANO, 2002; IHARA et al., 2010). Entre elas, Acartia tonsa

tem sido a mais amplamente usada em testes ecotoxicoldgicos.

As espécies potenciais para serem usadas em ecotoxicologia devem
reunir uma série de critérios para serem utilizadas rotineiramente como
organismo-teste, tais como: curto ciclo de vida, faciidade de cultivo e/ou
representatividade ecoldgica. Os copépodes além de serem considerados
organismos abundantes nos ambientes plancténicos marinhos, sdo
considerados espécies sensiveis a poluentes orgdnicos e inorgdnicos (NIPPER et
al., 1993). Estas duas caracteristicas sédo fundamentais para a escolha de uma
espécie como potencial organismo-teste em ensaios ecotoxicoldgicos. Estudos
utilizando Acartia lilieborgii como potencial organismo-teste j& foram
realizados no sul e sudeste Brasileiro (NIPPER et al., 1990; NIPPER et al., 1993). No

entanto, até agora ndo foi estabelecido um protocolo para sua utilizagdo em
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bioensaios para estudos de impacto ambiental. No Brasil, o copépode Acartia
fonsa tem sido estudado como organismo-teste e é coletado e cultivado com
sucesso no sul do Brasil (GRETCHEN et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2010; IHARA et
al.,, 2010), mas ndo € uma espécie abundante no norte e nordeste brasileiro
dificultando sua coleta com fins de cultivo. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a sensibilidade de A. liljeborgii ao sulfato de zinco, como um dos
critérios para estabelecer o uso deste copépode planctbnico como

organismo-teste em ensaios ecotoxicoldgicos para a regido.

3.1.2. Materiais e Métodos

3.1.2.1. Preparacdo das Solucdes

A Solucdo estoque de Sulfato de zinco (ZnSQOs4) foi preparada em um
baldo aforado de 500 mL colocando 500 mg de ZnSO4 em 0.5 Litros de dgua
do mar (Salinidade de 35) previomente filfrada (0,45um) e esterilizada (UV). A
partir da solucdo estoque foram preparadas as concentracdes das solucoes-
teste de 2, 4, 6, 8 e 10 mg L. Em béqueres de 100 mL (unidade experimental)
foram colocados 50mL das solucdes-teste. Cinco repeticdes do experimento
foram realizadas. Para cada concentragcdo e para o controle foram realizadas
de 3-5 réplicas. Foram medidos no comeco e no final do experimento os
pardmetros fisico-quimicos oxigénio dissolvido (mg L), Salinidade, Temperatura

(°C) e pH, para registrar possiveis variacdes entre os tratamentos.

3.1.2.2. Coleta dos organismos-teste

Os individuos de Acartia lilieborgii utilizados durante o experimento
foram coletados na Bacia do Pina, drea estuarina urbana da cidade de Recife
(Nordeste brasileiro). As coletas foram realizadas com uma rede padrdo de
plédncton de 200 um de abertura de malha e um copo cego adaptado no
final da rede. Os arrastos foram verticais em intervalos curtos de tempo (+2
minutos) e repetidos vdrias vezes. O plé@ncton coletado foi vertido

cuidadosamente em um balde com dgua do local e mantido com aeracdo
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moderada. Foram aferidas a temperatura e salinidade local (Temperatura:
27+0,7 °C; Sdalinidade: 34,5+0,7). Os organismos foram fransportados
rapidamente para o Laboratério de Cultivo do Departamento de
Oceanografia da UFPE. Posteriormente foram selecionados adultos sauddaveis
de A. lillieborgii e colocados separadamente machos e fémeas em recipientes
de 1 L para aclimatacdo durante 24 horas. Durante a aclimatacdo, os
organismos foram mantidos nas condicdes do local de coleta (temperatura e
dgua do local filtrada) com areacdo moderada e fornecimento de
microalgas cultivadas no laboratério (Thalassiosira weissflogii e Chaetoceros

gracilis) em excesso.

3.1.2.3. Ensaios de toxicidade aguda com Acartia lillieborgii

Em cada unidade experimental foram colocadas na mesma
quantidade fémeas (4) e machos (4) em boas condicdes de saude (antenas
completas e movimentacdo réapida). O tempo de duracdo do experimento foi
de 48 horas, sendo registrada diariamente a mortalidade de machos e fémeas
separadamente. O critério para determinar se o individuo estava vivo ou morto
foi baseado na imobilidade (nenhum movimento apds contato leve com a
ponta da pipeta Pasteur). Os individuos mortos foram retirados de cada
unidade experimental para evitar formacdo de detritos e proliferacdo de
bactérias. No final do experimento, foram contados tanto os individuos mortos
como os Vivos. O experimento foi realizado sem fornecimento de alimentacdo.

Este procedimento foi repetido 5 vezes.

3.1.2.4. Andlise estatistica

Os valores de Clso (concentracdo letal que mata 50% dos organismos
da populagcdo) e os intervalos de confianca de 95% (IC 95%) foram obtidos
pelo programa estatistico Timmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977).
Posteriormente foi aplicada uma andlise de vari@ncia (ANOVA) com dois
fatores para determinar diferencas significativas entre a mortalidade

acumulada dos copépodes no confrole e nas solucdes-teste (Tratamentos) e
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enfre o tempo de exposicGo aos fratamentos (24 e 48 horas) utilizando o

programa estatistico BioEstat 5.0.

3.1.3. Resultados

Os par@metros fisico-quimicos medidos no comeco e no final do
experimento ndo apresentaram variacoes significativas (Tabela 3.1.1). A taxa
média de mortalidade no controle inferior a 20% apds 48 horas necessdria para
validacdo dos resultados do teste (ZAGATTO, 2006), foi alcancada apenas em
3 das 5 repeticoes realizadas, provavelmente devido a erros na manipulacdo
no laboratdrio ou a salde da populacdo estudada. As duas repeticoes com

resultados invalidados foram excluidos das andlises.

Uma evidente relacdo dose-resposta foi observada desde as primeiras
24 horas, registrando um aumento gradual na mortalidade dos individuos com
o aumento nas concentracdes de sulfato de zinco (Figura 3.1.1). A média de
porcentagem de mortalidade nas fémeas, nos machos, € agrupando a
totalidade dos organismos (sem distincdo de sexos) foi significativamente
menor no controle e na concentracdo de 2 mg L' do que na concentracdo
de 6, 8 e 10 mg L! (Tabela 3.1.2). Unicamente nas fémeas, foi observado
também que a mortalidade na concenfracdo de 4 mg L' foi

significativamente menor do que na concentracdo de 10 mg L' (Tabela 3.1.2).

Da mesma forma, foi observada uma relacdo diretamente proporcional
enfre a mortalidade e o tempo de exposicdo (Figura 3.1.1). Tanto para as
fémeas como para os machos, os resultados obtidos as 24 horas foram
significativamente menores que os registrados as 48 horas (Tabela 3.1.2). Uma
mortalidade de 100% dos individuos expostos & concentragdo de 10 mg L' foi
registrada as 24 horas e, superior a 90% quando expostos As concentracdes de

6 e 8 mg L-1 as 48 horas (Figura 3.1.1).
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Tabela 3.1.1. Valores médios + desvio padrdo dos par@metros fisioquimicos

medidos no comeco e final do teste de sensibilidade de Acartia lilljeborgii ao

sulfato de zinco (n=3).

ENSAIO PARAMETROS OD (mg L) Salinidade Temp. (°C) pH
INICIO Controle 6,931,229 3500+0,00 2593+0,09 7,93+0,26
INICIO 10 mg ZnSO4 L' 717 £1,29 35,00+0,00 25730464 7,97+0,10
FINAL Controle 7,00+ 1,23 34,67 £0,58 2500000 7,99+0,08
FINAL 10 mg ZnSO4 L' 7,00 £ 1,21 34,33£0,58 2500+0,00 8,04+0,01

Tabela 3.1.2 - Resumo do teste ANOVA (Dois fatores) comparando a

mortalidade de adultos de Acartia lillieborgii as 24 e 48 horas (Tempo) e nos

diferentes tfratamentos (Concentracdes) . *Diferencas significativas: Ferit<Fcalc; p

<0,05.
Sexo Tempo (Ferit=4,75) Concentracoes (Feit = 3,11)
F(1:12:0,05) o} T. Tukey F(5:12:0,05) p T. Tukey
~ Coe2mgl! <6,8e10mglL";
FEémeas 6,60 0,049*  24h < 48h 21,76 0,003* 4mgl' <10mgL-1
Machos 7.57 0,040* 24h < 48h 15,50 0.006* Coe2mgl! <6,8e10mgL!
Sem
distincdo 7.43 0,041*  24h < 48h 20,21 0,004* Coe2mgl! <é6,8e10mgL’

de sexo
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Para efeitos comparativos com outros experimentos de sensibilidade
realizados tanto com A. lilljeborgii como com outras espécies marinhas, além
de analisar os resultados de 24 horas e 48 horas com sulfato de zinco, também
foram calculadas as CL50 expressas em termos de zinco (Tabela 3.1.3). Os
valores de CL50 diminuiram com o aumento do tempo de exposicdo ao
poluente (Tabela 3). Uma CL50 média de 4,86 de sulfato de zinco (equivalente
a 1,10 mg L-1 de zinco) foi obtida as 24 horas e de 2,94 mg L-1 (equivalente a
0,67 mg L-1 de zinco) as 48 horas de exposicdo (Tabela 3.1.3). Os valores de
CL50 foram menores nos machos do que nas fémeas, indicando maior
sensibilidade dos machos a este poluente (Tabela 3.1.3). No entanto, o
resultado da ANOVA comparando a mortalidade de machos e fémeas apds

24 e 48 horas ndo indicou diferencas significativas.

Foi elaborado um grdfico-controle para estabelecer a faixa de
aceitacdo dos resultados de sensibilidade de Acartia lillieborgii ao sulfato de
zinco (Figura 3.1.2). O grdfico para as populacdes avaliadas (sem distincdo de
sexos) e diferenciando fémeas e machos foi elaborado com a média dos 3
ensaios validos apds 24 e 48 horas e o limite inferior e superior da faixa de
aceitacdo foram estabelecidos com + duas vezes o desvio padrdo dos dados.
Os resultados mostraram uma faixa mais ampla para fémeas e uma faixa mais
estreita para machos, principalmente, apds 48 horas (Figura 3.1.2). Esse grafico
controle deve ser incrementado para futura padronizacdo do uso de Acartia
lilljeborgii como organismo-teste e o teste agudo de sensibilidade deve ser
redlizado paralelamente com cada ensaio ecotoxicoldgico proposto no

laboratdrio.
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Tabela 3.1.3. Resultados de Clso (IC 95%) nos ensaios de sensibilidade (n=3) de

A. lillieborgii ao sulfato de zinco e sua equivaléncia em Zinco.

ENSAIO TEMPO SEXO Clso ZnSO4 (IC95%) Clso Zn (IC95%)
Sem distincdo 5,70 (5,07 - 6,40) 1,30 (1,15-1,46)
24h Fémeas 6,72 (5,20 - 7,66) 1,53 (1,18-1,74)
! Machos 5,53 (4,40 - 6,34) 1,26 (1,00-1,44)
Sem distingcdo 3,92 (3,30 - 4,67) 0,89 (0,75-1,06)
48h FEémeas 4,76 (4,40 - 5,14) 1,08 (1,00-1,17)
Machos 3,02 (2,12 - 4,29) 0,69 (0,48-0,98)
Sem distingcdo 6,44 (5,95 - 6,97) 1,46 (1,35-1,59)
24h FEémeas 6,64 (5,96 -7,39) 1,51 (1,36-1,68)
o Machos 5,10 (4,22 - 6,18) 1,16 (0,96-1,41)
Sem distincdo 5,30 (5,00 - 5,62) 1,21 (1,14-1,28)
48h Fémeas 5,54 (5,07 - 6,07) 1,26 (1,15-1,38)
Machos 4,66 1,06
Sem distingcdo 4,36 (3,68 -5,16) 0,99 (0,84-1,17)
24h FEémeas 4,57 (3,07 - 6,80) 1,04 (0,70-1,55)
3 Machos 3.93 (3,16 - 4,90) 0,89 (0,72-1,11)
Sem distincdo 2,44 0,56
48h FEémeas 2,00 0,45
Machos 2,83 0,64
Sem distingcdo 4,86 1,10
Média - 24h Fémeas 5,29 1,20
Machos 4,68 1,06
L Sem distingcdo 2,94 0,67
Media - 48h Fémeas 2,98 0,68
Machos 3,13 0,71
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Figura 3.1.1 - Valores médios da porcentagem de mortalidade (xD.P.) de
Acartia lilljeborgii ao final de 24 e 48 horas de exposicdo ao sulfato de zinco
(n=3). Resultados apresentando separadamente a mortalidade para fémeas,

machos e sem distincdo de sexos.
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Figura 3.1.2 - Controle da sensibilidade das populacdes de Acartia lilljeborgii

substGncia de referéncia Sulfato de Zinco em 24 e 48 horas.

Resultados

discriminando fémeas, machos e sem distincdo de sexos.
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3.1.4. Discussdo

O Sulfato de Zinco € uma substé@ncia que estd sendo amplamente
utilizada como referéncia na realizacdo de ensaios ecotoxicoldgicos crénicos
e agudos com organismos marinhos (RESGALLA e LAITANO, 2002). Embora o
uso de uma Unica substéncia para avaliar a resposta de uma populacdo ndo
reflita fotalmente a complexidade das condicdes reais, permite avaliar
laboratorialmente a sensibiidade do lote de organismos utilizado

conjuntamente com o teste executado (ZAGATTO, 2006).

Alguns ensaios prévios de sensibilidade tém sido realizados com esta
espécie, indicando-a como uma opcdo interessante para ser utilizada como
organismo-teste. Ensaios agudos de sensibiidade ao zinco realizados
previomente com A. lillieborgii obtiveram valores menores de Clso do que 0s
encontrados no presente estudo (Tabela 3.1.4). A resposta de Acartia lillieborgii
ao sulfato de zinco no presente estudo foi proxima & observada em outros
copépodes planctdnicos marinhos como Acartia tonsa, Acartia simplex Sars
G.0O., 1905, Temora stylifera e Paracalanus parvus (Claus, 1863) (Tabela 3.1.4).
Individuos adultos de A. lillieborgii j& foram utilizados em ensaios toxicolégicos
com outros poluentes, enconfrando valores de CEs=0,24 mg L' para Cobre
(CETESB,1991) e de CEso=1,40 - 2,60 para DSS (CETESB,1991; NIPPER et al.,1993).

Tabela 3.1.4 - Comparacdo da sensibilidade de copépodes planctdnicos

estuarinos e marinhos ao Zinco.

Espécie (Cr:r:_éo LZ?) Sal Ioe(r:T)w Tempo Referéncia
Acartia lillieborgii 1,10 34-35 | 25+0,5 24h Presente estudo
Acartia lillieborgii 0,67 34-35 | 25+0,5 48h Presente estudo
Acartia lillieborgii 0,37 32-35 2512 48h Nipper et al., 1993
Temora stylifera 0,04 32-35 252 48h Nipper et al., 1993
Acartia tosa 0,86 30 24 48h lhara et al., 2010
Acartia simplex 1,86 35+£0,5 | 17#1 24h Arnott e Ahsanullah, 1979
Paracalanus parvus 1,38 35+£0,5 | 17#1 24h Arnott e Ahsanullah, 1979
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A Clso determinada para esta espécie (2,94 mg L' de ZnSO4) foi menor
que a observada em Acatia tonsa (3,80 mg.L!) (IHARA et al., 2010), ao final de
48 horas de exposicdo ao sulfato de zinco. Acartia tonsa € um organismo
recomendado internacionalmente para ensaios ecotfoxicoldgicos agudos
(ISSO 14669) e possui caracteristicas ecoldgicas e fisioldgicas compardaveis ds
de Acartia lilieborgii. As duas espécies sdo estuarinas e costeiras, sdo
epiplanctdénicas e os organismos adultos apresentam tamanhos semelhantes
(0,9-1,5 mm) (BRADFORD-GRIEVE et al., 1999). Por serem copépodes que
liberam os ovos diretamente na dgua (ndo formam sacos ovigeros), os ovos
podem ser armazenados (4°C na escuriddo) (BARATA et al., 2002) e eclodidos
posteriormente para testes crénicos utilizando individuos nos primeiros estagios
de vida, comumente mais sensiveis a diversos poluentes (ANDERSEN et al.,
2001; MEDINA et al., 2002). Apresentam um ciclo de vida curto (10 a 14 dias
desde o ovo ate o organismo adulto) (MAUCHINE, 1998), facilitando a
obtencdo de respostas rapidas a agentes quimicos. No entanto, Acartia tonsa
ao contrdrio de Acartia liljeborgii, apresenta protocolos de cultivo
padronizados que permitem a manutencdo e disponibilidade permanente de
organismos em laboratério. Embora Acartia lilieborgii seja uma espécie
abundante no norte e nordeste brasileiro facilitando sua coleta nessa regido, a
variabilidade natural na abunddancia da espécie pode dificultar a coleta em
quantidades suficientes de organismos para realizacdo de ensqios
ecotoxicoldgicos, precisando muitas vezes de grandes esforcos de campo.
Adicionalmente, a manutencdo de organismos no laboratério permite definir a
idade dos lotes e ter um maior controle sobre o grupo de organismos utilizado

Nno ensaio ecotoxicoldgico.

Existe a necessidade de utilizar organismos-teste de maior ocorréncia na
drea onde se pretende realizar o estudo de impacto ambiental e onde ndo
ocorrem as espécies protocoladas (RESGALLA e LAITANO, 2002). A elaboracdo
de um protocolo de cultivo é fundamental para a viabilidade desta espécie
como organismo-teste. A alta sensibilidade de Acartia lilljeborgii a metais
como o zinco, destaca esta espécie como uma opcdo de alto interesse na

regido para avaliar toxicidade aqudtica.
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3.1.5. Conclusoes

Acartia lilljeborgii se mostrou uma espécie com alto potencial para ser
utilizada em testes ecotoxicoldgicos. A mortalidade desta espécie exposta a
diferentes concentracoes de sulfato de zinco durante um ensaio agudo de 48
horas mostrou uma alta sensibilidade a este poluente, quando comparada
com outras espécies de copépodes plancténicos utilizadas como organismo-
teste no Brasil (Acartia tonsa Clso=0,86; Acartia simplex Clso=1,86; Paracalanus

parvus ClLso=1,38)
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Parte 2. TOXICIDADE DE GASSES DISSOLVIDOS NA AGUA DO MAR:

Implementacdo de uma metodologia ecotoxicolégica com gas metano.

Resumo

O presente estudo teve como objetivo a implementacdo de uma metodologia
de avaliacdo de toxicidade de gds metano dissolvido relacionados com a industria de
exploracdo de gds e petréleo em ambientes marinhos. A hipdtese testada afirma que
o0 gds metano pode causar um efeito agudo na sobrevivéncia e reproducdo de
copépodes plancténicos marinhos. Foi selecionado como substéncia-teste o gds
metano e como organismo-teste o copépode plancténico Acartia lillieborgii. Para
determinar as concentracdes de metano dissolvido foi adaptado o procedimento de
Head-space Estdtico. Foi avaliada a mortalidade, producdo didria de ovos e taxa de
eclosdo de copépodes adultos submetidos a cinco concentracdes de metano
dissolvido na dgua do mar (0,08; 0,18; 0,38; 1,02; 2,00 mg L) em um teste semi-estatico
de 96 horas de duracdo. A mortalidade dos individuos adultos de A. lillieborgii foi
significativamente maior na maior concentracdo de gds metano (2 mg L'). Também
foi observada uma diferenca significativa na producdo didria de ovos entre os
tfratamentos. O presente estudo permitiu desenvolver um método eficiente ndo
apenas para determinacdo de gds metano dissolvido na dgua do mar com uma
estrutura experimental de laboratério simples, mas também para realizacdo de testes
ecotoxicoldégicos em curto prazo. O aprimoramento da metodologia pode ser utilizada

para avaliar o impacto deste poluente nas comunidades marinhas.

Palavras chave: Acartia lillieborgii, Ensaio agudo, Head-space estatico, cromatografia

gasosa.
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Lista de siglas

Gds A no estado gasoso

Gds A em uma solucdo aquosa.

Analito no Head-space

Analito na dgua do mar

Cromatégrafo Gasoso; Cromatografia gasosa

Concentragdo de solubilidade mdxima do gds na dgua no sistema em
equilibrio

Concentracdo total do gds na amostra de dgua do mar

Densidade

Head-space

Head-space estdtico

Constante de equilibrio da troca gasosa entre a fase liquida e gasosa quando
o equilibrio termodinémico é alcancado.

Constante de Henry

Massa do tubo e seu respectivo retirando com uma pipeta automdatica o
volume correspondente ao Head-space

Massa molar do gds

Peso molecular do gds

Massa do recipiente de amostragem

Massa do tubo com seu respectivo septo totalmente preenchida com dagua
deionizada

Quantidade de matéria, mols

Pressdo

Pressdo parcial do gds

Constante dos gases ideais

Recipiente de amostragem

Recipiente de fortificacdo

Salinidade

Temperatura

Temperatura da amostra

Teste Ecotoxicologico

Volume ocupado pelo gds A

Volume do Head-space no recipiente de amostragem do sistema fechado
Volume do liquido no recipiente de amostragem do sistema fechado.

Volume total do recipiente de amostragem no sistema fechado

Fracdo molar do gds

Coeficiente de solubilidade de Bunsen
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3.2.1. Introducdo

Vazamentos acidentais durante as atividades de exploracdo de gds
natural e petréleo na plataforma continental apresentam riscos potenciais
para as comunidades marinhas. A P-40 em novembro de 2011 na costa de Rio
de Janeiro (Brasil) e a plataforma Elgin em marco de 2012 no Mar do Norte
(Europa) sdo exemplos de acidentes recentes de vazamentos de gds em
plataformas maritimas. Adicionalmente, durante vazamentos de petrdleo,
diversos gases também sdo liberados. O gds metano foi o hidrocarboneto mais
abundante lancado durante o deramamento de 6leo da plataforma
Deepwater Horizon no Golfo do México em 2010 (KESSLER et al., 2011). A
duracdo desse vazamento foi de 83 dias e foi estimado um vazamento
aproximado total de metano de 1,25x10'° mols equivalente a 3,06x10'" Litros
(VALENTINE et al., 2010). A distribuicdo e destino dos hidrocarbonetos gasosos
abundantes durante um vazamento sdo também importantes na
determinacdo do impacto do acidente, mas ndo sdo aqinda bem
compreendidas (VALENTINE et al., 2010). Em d&reas costeiras e ocednicas
fropicais, um lancamento deste poluente durante um vazamento acidental
ainda tem consequéncias ecoldégicas desconhecidas. Para avaliar os riscos
potenciais de vazamentos de gds, tém sido realizados alguns estudos para
simular plumas de gds natural em daguas profundas (YAPA et al., 2001;
JOHANSEN, 2003; CHEN e YAPA, 2004; DASANAYAKA e YAPA, 2009) e existem
alguns poucos estudos sobre os efeitos ecotoxicoldgicos do gds natural em
organismos marinhos (KOSHELEVA et al., 1994; 1997).

O metano (CH4) é um hidrocarboneto parafinico que tem uma
participacdo predominante no gds natural (maior de 80%). Foi selecionado
como substancia-teste porque reflete de forma geral as principais
propriedades do gds natural (VAZ et al., 2008) e porque facilita a obtencdo de
um resultado direto e quantificavel na aplicacdo da metodologia avaliada. O
metano presente na adgua do mar possui diversas fontes, entre as quais se
encontram a degradacdo anaerdbia da matéria orgdnica pela atividade
microbiana, reducdo de hidrocarbonetos clorados, combustdo incompleta de

combustiveis fosseis, a entrada na dgua de poluentes presentes no ar, fontes
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hidrotermais e, vazamentos acidentais de petfréleo e gads (LOMOND e TONG,
2011). Existe uma troca de metano oceano-atmosfera o que tém motivando
numerosos estudos sobre o efeito deste gds estufa nas mudancas climaticas
(HEESCHEN et al., 2005; KESSLER et al., 2011).

Para determinar as concenfragdes de metano dissolvido na dgua do mar
foi adaptado o procedimento de Head-space Estdtico, uma das técnicas
cromatogrdficas atualmente utilizadas para determinacdo de gases
dissolvidos. Com esta técnica, uma aliguota de dgua é removida de um
recipiente de amostra selado para criar um volume de Head-space definido.
Quando as fases liquida e gasosa, denfro do sistema fechado, enfram em
equilibrio, uma pequena fracdo do Head-space é retirada com uma seringa e
é injetada no cromatografo para andlise (LOMOND e TONG, 2011). Esta
técnica tem sido usada para analisar hidrocarbonetos gasosos dissolvidos em
dguas naturais continentais, estuarinas e marinhas (JOHNSON et al., 1990;
KAMPBELL e VANDEGRIFT, 1998; LOMOND e TONG, 2011).

O organismo-teste escolhido foi o copépode plancténico Acartia
lilieborgii Giesbrecht 1892. Embora ndo se encontra entre as espécies marinhas
e estuarinas normatizadas para uso em ensaios ecotoxicologicos pela
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT 2005, 2006a.,b), A. lillieborgii
reune os critérios bdsicos para ser utilizada como organismo-teste. Esses
critérios sdo: curto ciclo de vida, facilidade de cultivo e/ou representatividade
ecoldgica. No Brasil, A. lilieborgii € considerada uma espécie frequente e
dominante nas comunidades mesozooplancténicas de dguas estuarinas
(NEUMANN-LEITAO, 1995; SILVA et al., 2004; MARTINS et al., 2006; ARAUJO et al.,
2008; CAVALCANTI et al., 2008; DIAS et al., 2009; SANTOS et al., 2009). De forma
geral, os copépodes sdo organismos representativos dos ecossistemas
estuarinos € marinhos (BOLVTOSKQY, 1999) e sdo considerados organismos-
teste muito sensiveis a poluentes orgénicos e inorgdnicos testados em
laboratdrio (NIPPER et al., 1993; RESGALLA e LAITANO, 2002).

O objetivo da presente pesquisa foi a implementacdo de uma

metodologia de avaliagdo de toxicidade de gds metano dissolvido
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relacionados com a indUstria de exploracdo de gds e petrdleo em alto mar
como uma ferramenta ecotoxicoldgica. A hipdtese a ser testada postula que
0 gds metano pode causar um efeito agudo na sobrevivéncia e reproducdo

de copépodes marinhos.

3.2.2. Materias e Métodos

O experimento foi desenvolvido através de dois procedimentos.
O primeiro procedimento (Procedimento 1) envolveu a padronizacdo das
solucdes-teste com as diferentes concentracdes de gds metano dissolvido na
dgua do mar e a determinacdo dos niveis de exposicdo (fortificacdo). O
segundo procedimento (Procedimento 2) correspondeu Qo ensaio

ecotoxicolégico agudo do gds metano em Acartia lillieborgii.

3.2.2.1. Procedimento 1. Determinacdo das concenfracdes de gds metano

dissolvido na dgua do mar.

A preparacdo e determinacdo das concentracdes de gds metano
dissolvido na dgua do mar para serem utilizadas no teste ecotoxicoldgico
foram realizadas no Laboratdério de Automacdo e Instrumentacdo em Quimica
Analitica/ Quimiometria (LAQA) da UFPB. A padronizacdo das concenfracdes
e das técnicas foi realizada abrangendo as seguintes fases: Fortificacdo de
dgua marinha com gds metano; extracdo do gds metano dissolvido na dgua
do mar através da técnica de Head-space estdtico (HSE); elaboracdo da
curva de calibracdo e determinacdo das concentracdes de gds metano

através de cromatografia gasosa.

As concentracdes de gds metano dissolvidas na dgua do mar foram
escolhidas utilizando como referéncia a Clso (0,72 mg L) encontrada para o
copépode plancténico Idyaea furcata (Baird, 1837) (ordem Copepoda, sub-
ordem Harpacticoida) exposto a diferentes concentracdes de gds natural
(KOSHELEVA et. al., 1994). Foram selecionadas duas concentracdes inferiores e

duas superiores a Clso tedrica (Tabela 3.2.1).
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Tabela 3.2.1 - Concentracdes de CH4 utilizadas para preparacdo das solucoes-

feste.
Concentracdo de CHgy Concentracdo
Tratamentos Injetada no Head-space do  Desejada de CH4 dissolvido na dgua
RF (ml L) do mar (mg L)
BR 0 0
N1 2.4 0.18
N2 4,4 0.33
N3 (ClLso tedrico) 8.2 0,72
N4 15,9 1,44
N5 31,3 2,88
3.2.2.1.1. Fortificacdo da dgua do mar com gds metano.

O processo de fortificacdo consistiu na adicdo do gds metano a dgua
do mar visando a mdxima dissolucdo do gds (Figura 3.2.1). Para cada
concentracdo (Tabela 3.2.1) foi utilizada uma (1) garrafa de vidro @mbar de 1L
(RF) e um septo de silicone adaptado a boca da garrafa (Figura 3.2.2.A.). Em
cada garrafa foi colocado um litro (1L) de dgua do mar (35 de salinidade)
previomente filtrada por poro de 5 micrometros e tratamento com UV. A
garrafa foi fechada usando o septo de silicone com boa vedacdo. Através de
uma mangueira foi fransferido gds metano puro (99.8% mol/mol) de um cilindro
(Figura 3.2.2.E.) para um baldo de Iadtex. O baldo com gds (pressdo interna
entre 30 e 20 mbar) foi fechado com um septo de silicone adaptado a boca
do baldo mantendo boa vedacdo. A fortificacdo de metano foi realizada
retrando com uma seringa a quantfidade de gds metano (previamente
definida para cada concentracdo) através do septo de silicone adaptado ao
baldo de latex e injetando no Head-space do recipiente de fortificacdo
(Tabela 3.2.1). Os seis RF foram agitados simult@nea e vigorosamente por 5
minutos para dissolucdo mdaxima do gds na dgua do mar. Apds a agitacdo, os
recipientes foram mantidos emborcados em repouso durante 24 horas para

atingir o equilibrio termodiné&mico entre as duas fases (liquido e head-space).
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3.2.1.1.2.  Andlise do gds metano dissolvido na dgua do mar através da

técnica de Head-space Estdtico (HSE)

3.2.1.1.2.1. Determinacdo do volume do Head-space.

Os recipientes de amostragem (RA) utilizados foram tubos de ensaio de
vidro com capacidade de 70 mL (Figura 3.2.2.C.). Setenta e dois (72) tubos
com seus respectivos septos de silicone foram marcados. O volume do Head-
space e da dagua do mar foram determinados gravimetricamente. As
medicdoes foram realizadas em uma balanca analiica marca Shimadzu

modelo AY220 com capacidade de 120 g e precisdo de 0,0001g.

As formulas utilizadas para calcular os volumes foram as seguintes:

V1= (Miotal - Mra)/0,0996 )
Vhs = (Miotal - M1ks) /0,0996 2
VL = (Wiotal - (Mtotal - Mtrs) ) /0,0996  (3)

Onde, Vrna Equacdo 1 é o volume total do recipiente de amostragem
no sistema fechado (mL); Miota € a massa do tubo com seu respectivo septo
totalmente preenchida com dagua deionizada (mg) e Mra € a massa (mg) do

recipiente de amostragem (tubo e septo secos).

Vis na Equacdo 2 é o volume do Head-space no recipiente de
amostragem do sistema fechado (mL); M.us € a massa (mg) do tubo e seu
respectivo septo retirando com uma pipeta automdtica o volume

correspondente ao Head-space

VL na Equacdo 3 é o volume do liquido no recipiente de amostragem

do sistema fechado.

Pela relacdo de densidade (0,996 mg de dgua = 1 mL de dagua) as
unidades de massa foram transformadas em unidades de volume. Todas as
medicoes foram realizadas em triplicata e utilizados os valores médios para o

cdlculo das concentracdes de metano dissolvido.
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Figura 3.2.1. Fortificacdo da dgua do mar com diferentes concentracdes de
gds metano (CH4) para andlise mediante Cromatografia Gasosa (CG) e para

uso no Teste ecotoxicoldgico (TET).
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Figura 3.2.2. Equipamentos e materiais utilizados durante o Procedimento 1. A.
Garrafas de vidro de fortificacdo (RF); B. Manémetro digital; C. Recipientes de
amostragem (RA); D. Armazenamento dos RA em caixa de isopor; E. Cilindro

de gds metano; F. Cromatografo Gasoso.
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3.2.2.1.2.2. Preparacdo das amostras

As amostras analisadas pela técnica HSE, foram preparadas da mesma
forma que no procedimento de determinacdo do volume do Head-space, sé
que com a mesma agua do mar utilizada para o teste ecotoxicoldgico (TET).
Para isso, todo o volume do tubo foi preenchido com a amostra. Dez mililitros
(10 mL) da amostra foram retirados com a pipeta automdatica e foi colocado o
septo com a agulha de seringa fixa (Figura 3.2.3). A pressdo foi aferida com um
mandmetro digital marca Kimo Modelo MP112 (faixa de medi¢cdo: 0 até + 2000
mbar; resolucdo: 1 mBar; precisdo: + 2 mbar) (Figura 3.2.2.B). A agulha foi
mantida no septo até equilibrio da pressdo interna do RA com a atmosférica
(zero mBar). A agulha foi refirada e o tubo foi armazenado emborcado em

caixa de isopor (T aprox. 23°C) até andlise pela técnica HSE (Figura 3.2.2.D.).

3.2.2.1.2.3. Técnica do Head-space Estatico (HSE)

O gds metano dissolvido na dgua do mar foi analisado pela técnica de
Head-space Estatico (HSE). A técnica e os cdlculos foram realizados seguindo

a metodologia de Kampbell e Vandergrift (1998).

A equacdo da regressdo linear da curva de calibracdo foi usada para
determinar a pressdo parcial do gas (Pa). A curva de calibracdo foi realizada
utilizando a mesma preparacdo da amostra explicada no item 2.1.2.1. mas
com dagua do mar sintética (salinidade 35). A pressdo inferna de todos os RA
foi equilbbrada com a pressédo atmosférica (zero mBar) e aferida com o
mandmetro digital. Do cilindro (Figura 3.2.2.E.), gds metano puro foi colocado
em um baldo de Iadtex e adaptado um septo de silicone d boca do baldo com
boa vedacdo. Com uma seringa foi retirado o gds metano e injetado nos RA
em diferentes pressdes (Entre 0 e 50 mbar). Os RA foram agitados
vigorosamente durante 4 minutos e posteriormente deixados emborcados em
repouso durante 10 minutos. Uma aliquota de 1 mL foi retirada do RA e
injefada no cromatégrafo gasoso (CG) na mesma pressdo do Head-space no
momento da coleta. Para fazer a curva de calibracdo foi relacionada a

pressdo parcial versus a drea do pico obtida no CG (Figura 3.2.2.F.).
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Figura 3.2.3. Preparacdo das amostras para determinacdo do metano

dissolvido na dgua usando Cromatografia Gasosa (CG).

Em um recipiente fechado, a fase gasosa diretamente acima e em
contato com o liguido e denominada de Head-space. A técnica de Head-
space estatico consiste em retirar uma aliquota do Head-space e transferi-la
ao cromatégrafo gasoso para separacdo, deteccdo e quantificacdo (Snow e
Bullock, 2010). Esta técnica estd fundamentada nas leis de solubilidade dos
gases e equilibrio gasoso (Libes, 2009) como descrito na continuacdo. O

equilibrio gasoso pode ser expresso pela seguinte equacdo:
Alg) <« Ay (4)
Onde A representa o gds A no estado gasoso e Ay representa o gds A

em uma solucdo aquosa. Para uma solucdo diluida na qual as concentracoes

sdo aproximadamente iguais, a constante de equilibrio termodindmico para o
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equilibrio de troca gasosa entre as fases liquida e gasosa esta expressa pela

seguinte equacado:

Kea = [Aw] / [Ag] (5)

A € geralmente expressa em pressdo parcial (Pa). Aplicando a
equacdo de estado dos gases ideais Pa.Va = naRT, entdo Pa estd relacionada

com A(g) da seguinte forma:

[Ag)] = Na/Va = Pa/RT (6)

Substituindo Pa/RT na equacdo 5:

[A] =( Keq/RT ). Pa (7)

Estd relacdo € denominada lei de Henry que postula que: “a
solubilidade de um gds dissolvido em um liquido € proporcional a pressdo
parcial do gds acima do liquido” e usualmente &€ conhecida pela seguinte

expressqo:

[Ay] = Kh * Pa 8)

A Constante de Henry (Ky) na equacdo 8 pode ser expressa em funcdo

do coeficiente de solubilidade de Bunsen (pa) da seguinte forma:

Kn=1/Pa 9)

O coeficiente de Bunsen € especifico para cada gds e varia
dependendo da salinidade (S), temperatura (T) e pressdo (P) (Yamamoto,
1976). Para o gds metano dissolvido em dgua do mar, o coeficiente de Bunsen
estd expresso nas unidades de 1 mL de CH4siy dissolvido em 1L de dgua
qguando o equilibrio € alcancado e a pressdo € de 1 atm (LIBES, 2009). J& que
a Ku na deducdo de Kampbell e Vandergrift (1998) deve ser expressa em mol

de dagua dividido por mol do gds (mol H20/mol CH4) a equacdo 9 deve ser
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multiplicada por (55,5 * 24,45), sabendo que 1 L de dagua tem 555 mol
(KAMPBELL € VANDERGRIFT,1998) e o volume molar do gds € 24,45 mL nas
condicoes padrdo (Temperatura: 25°C; pressdo: 1 atm). Dessa forma, foram
calculadas as Ky correspondentes aos B4 24 °c; 1 atm) € P(3s; 24 °c; 1 atm) € Obtida a
média das duas constantes. A constante de Henry entdo utilizada no presente
trabalho para ser aplicada na deducdo de Kampbell e Vandergrift (1998) foi
de 52344,5435; 24°c; 1 atm).

A deducdo de Kampbell e Vandergrift (1998) utilizada para calcular a
concentracdo de metano nas amostras de dgua de mar fortificada, comeca
admitindo que o sistema liquido-gds estd em equilibrio, podendo considerar
que:

Xa=Pa/ Kn (10)

Onde na Equacdo 10, Xa é a fracdo molar do gds A, Pa a pressdo

parcial do gdas A e Ky a Constante de Henry.

Para o cdlculo da fracdo molar do gds, a relacdo entre o nUmero de

mols do gds na fase gasosa (na) e do liquido (ni) estd dada pela Equagdo 11:

Xa=na/ (natnp) (1)

Sabendo que 1 L de dgua tém 55,5 mols, e considerando a densidade

igual a 1,0 g L1, a equacdo é organizada na Equacdo 12 da seguinte maneira:

na= Xa (na + 55,5) (12)

Kampbell e Vandergrift (1998) consideram que na = Xa < na, podendo

ajustar a Equacdo 13 da seguinte forma:

Na = 555 Xa ou na = (55,5*Pa) / Kn (13)

Assim, na € o nuUmero de mols do gds em 1,0 L de agua.
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Para a concentragcdo de solubilidade mdxima do gds na dgua no

sistema em equilibrio (Ct) em g L', temos que:
Ci=na* MM * (1000 mg/g) (14)

Onde na Equacdo 14, MM corresponde a Massa molar do gds (g mol)

A densidade (D) deve ser corrigida em g L' em virtude da variagcdo da
temperatura da amostra. Na Equacdo 15 a temperatura deve ser colocada
em °K:

D= (MM / 22,4) / (Tomosfro/ 273,]5) (15)

Posteriormente, calcula-se o volume em mL do analito no Head-space
(Ans) utilizando a pressdo parcial (Pa) obfida com a equacdo da regressdo
linear da curva cromatogrdafica de calibracdo como na Equacdo 16:

Ans= (Vis) * (Pa) (16)
Onde Axs corresponde aos mililitros do analito no head-space.
AL= (Ans / VL)*(D)*(1000 mg/gr)*(1 L / 1000 mL) (17)

A concenfracdo do analito na dgua do mar estd expressa como na

equacdo 17, onde, D é a densidade (g.L") calculada na equacdo 15e VL é o

Volume de adgua no RA (L).

Finalmente, a concentracdo total do gds na amostra de dgua do mar

(Cr1) é calculada pela Equacdo 18:

Ci=At+CL (18)
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3.2.1.1.2.4. Andlise de Cromatografia Gasosa

A aliguota gasosa retirada do Head-space € injetada dentfro da coluna
do cromatoégrafo e quantificada através de um detector de ionizagcdo de
chama (FID). Foi usado um cromatégrafo gasoso (Shimadzu GC 2014) com
uma coluna capilar CG-GasPro de 30 metros (0.32 um) (Figura 3.2.2.F.). O gds
de arraste foi hélio de alta pureza com um fluxo na coluna de 1,40 mL.min-'.
Todas as andlises foram realizadas no modo isotérmico, mantida a
temperatura da coluna em 90 °C. O tempo de andlise total por corrida foi de 4

minutos.

O principio bdsico da quantificacdo se baseia na relacdo proporcional
entre a drea dos picos registradas no cromatograma e a pressdo parcial do
gds em andlise. Assim, € fundamental para a confiabilidade da andlise que a

drea dos picos seja medida o mais exato e reprodutivel possivel.

3.2.1.2. Procedimento 2. Avaliacdo do efeito agudo do gds metano em

Acartia lillieborgii.

3.2.1.2.1. Coleta dos organismos-teste

Os individuos de Acartia lilieborgii utilizados durante o experimento
foram coletados na Bacia do Pina, drea estuarina urbana da cidade de Recife
(Nordeste brasileiro). As coletas foram realizadas com uma rede padrdo de
pldncton de 200 um de abertura de malha e um copo cego adaptado no
final da rede. Os arrastos foram verticais em intervalos curtos de tempo (+2
minutos) e repetidos vdrias vezes. O plé@ncton coletado foi vertido
cuidadosamente em um balde com dgua do local e mantido com aeracdo
moderada. Foram aferidas a temperatura e salinidade local (Temperatura:
27°C; Salinidade: 35). Os organismos foram transportados rapidamente para o
Laboratério de Cultivo de Pléncton do Departamento de Oceanografia da

UFPE. Posteriormente foram selecionados adultos sauddveis de A. lillieborgii e
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colocados separadamente machos e fémeas para aclimatacdo durante 24
horas. Durante a aclimatacdo, os organismos foram mantidos nas condicoes
do local de coleta (temperatura e dgua do local) com areacdo moderada e

fornecimento de microalgas cultivadas no laboratério (Thalassiosira weissflogii).

3.2.1.2.2. Ensaios de toxicidade aguda com Acartia lillieborgii

Para determinar a concentracdo de CHs que causa letalidade a 50%
dos individuos (Clso) do copépode planctdénico A. lillieborgii foram testadas
diferentes concentracdes de gds metano dissolvido na dgua do mar. O
experimento foi realizado simultfaneamente com o teste de sensibilidade ao
Sulfato de Zinco (Resultados do Ensaio 3 descrito na Parte 1, CAPITULO 2).
Todos os tratamentos foram realizados com 3 réplicas (Figura 3.2.4; Tabela
3.2.2).

De cada RF forfificado diaricomente com as diferentes concentracdes
de CH4 dissolvido na dgua do mar (como descrito no item 2.1.1.) foram vertidos
80 mL de solucdo-teste em cada béquer. Posteriormente em cada unidade
experimental foram colocados 8 individuos (4 fémeas € 4 machos) de A.
lilieborgii em boas condicdes de salde e previamente alimentados e
aclimatados. O experimento foi mantido em uma cdmera de germinacdo
(com alternGncia de temperatura B.D.O. Marca Marconi — M402) com
condicdes confroladas de temperatura e fotoperiodo (12 horas luz : 12 horas

escuriddo).

Apss 24 horas foram contados os individuos mortos. Os individuos vivos
foram fransferidos a um novo béquer com solucdo-teste (teste semi-estatico).
As novas unidades experimentais foram levadas para incubacdo por mais 24
horas. Posteriormente foi realizada a contagem de ovos para determinacdo
de producdo didria de ovos por dia. Depois da contagem, os ovos foram
incubados durante mais 24 horas. Apds 24 horas foi registrado o nUmero de
nduplios presentes para calcular a Taxa de eclosdo. Este procedimento foi

redlizado diariamente durante 26 horas.
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Tabela 3.2.2 - Resumo das condicdes do ensaio ecotoxicoldgico

Espécie-teste

Acartia lillieborgii

Organismos

Alimento

Tipo de teste

Periodo de exposicdo
Frasco teste

Réplicas

Volume da solucdo-teste

Controle

Salinidade
Temperatura
Fotoperiodo
Aeracdo

Pardmetros analisados

Observacoes

Aceitabilidade do Teste

Fémeas e machos adultos em boas condicdes de salde

Thalassiosira weiisflogii em concentracdo de 0.25 uygC mL!
por copépode.

Agudo, semi-estdtico

96 horas

Béqguers de 100 mL

3 por tratamento, 4 femeas e 4 machos
80 mL

Agua do mar filtrada por poro de 5 micrémetros e
fratamento UV

35

127 °C

12 horas luz : 12 horas escurid@o

Ndo

Mortalidade 24, 48, 72 e 96h

Producdo de ovos dia': 24, 48, 72 e 96h

Taxa de eclosdo dia': 24, 48, 72 e 96h

Contagem e remocdo de copépodes mortos a cada 24

horas

Medicdo de Salinidade, Temperatura, OD e pH em uma
réplica de cada tratamento (incluindo o controle) no inicio
e final do teste.

A mortalidade média do confrole deve ser inferior a 20%
(Zagatto, 2006).

A Clso da subst@ncia de Referéncia (Sulfato de Zinco) Deve
estar dentro dos limites aceitdveis jad determinados
previamente.
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Figura 3.2.4 - Niveis de gds metano utilizados no Teste Ecotoxicoldgico (TET).
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Figura 3.2.5 - Ensaio agudo do gds metano no copépode plancténico Acartia

lilieborgii
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3.2.1.2.3. Andlise dos dados

Os pré-requisitos para aplicacdo de testes paramétricos foram testados
(Distribuicdo normal e homogeneidade de vari@ncia). Os dados foram
transformados para Ln. Diferencas significativas entre os niveis de fortificacdo
da dgua do mar com gds metano e as réplicas foram analisados usando uma
ANOVA de dois fatores. Adicionalmente, as diferencas significativas entre os
niveis de fortificacdo e o tempo de exposicdo ao poluente na sobrevivéncia
de adultos, producdo didria de ovos a taxa de eclosdo de A. lilljeborgii foram
analisados usando uma ANOVA de dois fatores. As diferencas significativas
detectadas (Feritico < Fealculado; P < 0,05) foram analisadas com o teste a
posteriori Tukey. Para a realizacdo das andlises foi utilizado o programa Bioestat
5.0.

3.2.3. Resultados

3.2.3.1. Procedimento 1

A metodologia implementada para fortificacdo de dgua do mar com
gds metano mostrou resultados reprodutiveis em todos os niveis de fortificacdo
testados (Tabela 3.2.3). Isso foi constatado ao ndo encontrar diferencas
significativas entre as fortfificacdes realizadas durante as 96 horas do TET
(Tabela 3.2.4). Somente foi registrado um resultado fora da média das réplicas
(RF: N5 — 96H), sinalizando um possivel erro na preparacdo da amostra (Tabela
3.2.3; Figura 3.2.6.A.). Excluindo esse resultado (Figura 3.2.6.B.) o desvio padrdo
dos dados se manteve baixo (x 0,14) confiirmando a reprodutibilidade na
preparacdo das solucdes. Entre os valores esperados (Tabela 3.2.1) e os valores
alcancados na fortificacdo (Tabela 3.2.3) houve diferencas significativas (teste
t pareadoprso0s) = 4,28), mostrando a grande dificuldade de trabalho com
compostos gasosos e a necessidade de uma calibracdo e preparacdo das
amostras muito cuidadosa. No enftanto, as concenfracdes estiveram dentro

dos limites propostos.
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Tabela 3.2.3 - Resultado da andlise da concenfracdo de metano (mg L)
dissolvido na dgua do mar (salinidade 35) em diferentes niveis de
concentracdo (BR e N1 a N5) nas 4 réplicas de fortificacdo com CHs
correspondentes aos tempos de exposicdo do TET (0 a 926 horas) e nos dois
momentos de contato com atmosfera das solucdes teste fortificadas (0 e 24

horas). * Valor fora da media.

Recipiente Nivel Concentracdo Total CH4 (mg L)
24H 48H 72H  96H | MEDIA DP
BR | 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00 dod
N1 | 006 009 011 006 0,08 0,03 Cﬁj: d‘;pgs

_— N2 | 020 0,17 022 012 0,18 0,04 o o
N3 | 0,19 040 042 0,52 0,38 0,14 noras

N4 | 092 082 097 137 1,02 0,24

.| 200 0,99

NS | 254 221 270 055" | om0

BR | 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00
Béquer-24H | N1 | 001 000 000 0,00 0,01 0,00 93,46%
SEM N2 | 0,02 001 001 00] 0,01 0,01 92,70%
COPEPODOS | N3 | 003 002 002 003 0,02 0,01 94,15%
N4 | 006 004 004 005 0,05 0,01 95,02%
N5 | 013 014 014 030 0,18 0,08 91,00%
Média | 93.26%

BR | 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00
Béquer-24H | N1 [ 001 000 001 000 0,00 0,00 94,82%
COM N2 | 001 000 000 00] 0,01 0,00 96,29%
COPEPODOS | N3 | 001 001 002 002 0,01 0,01 96,37%
N4 | 003 001 004 003 0,03 0,01 97,20%
N5 | 0,06 003 008 0,11 0,07 0,03 96,56%
Média | 96,25%

Tabela 3.2.4 - Resumo do teste ANOVA (Dois fatores) comparando os niveis de
fortificacdo da agua do mar com gds metano e as réplicas de fortificacdo.

*Diferencas significativas: Feit<Fcaic; p < 0,05.

Fortificacdo Feale P T. Tukey

NT e N2<N4eNS5

Niveis (Feit= 3,26) F(4.12.0,05 = 150,9 0,0003* N3 < N5

Réplicas (Ferit = 3,49) Fz120.05) = 0,4384 0,7325 -
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Figura 3.2.6 - A. Relacdo da concentracdo de metano (mg L7) dissolvido em
funcdo do tempo (Horas) de contato para cada nivel de concentracdo
(N1:N5); B. Acréscimo da concenfracdo de metano (mg L') em cada nivel
(N1:N5) para as réplicas consecutivas de acordo com as horas de exposicdo
do TET.
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Como esperado, houve perda de metano nas unidades experimentais
depois de 24 horas de contato com a atmosfera, na mesma proporcdo
independente dos niveis de fortificacdo (Tabela 3.2.3). A perda de metano
depois de 24 horas, nas unidades experimentais sem copépodes foi menor em
3% do que a perda de metano nas unidades experimentais com copépodes
(Tabela 3.2.3).

3.2.3.2. Procedimento 2

Os par@dmetros quimicos aferidos durante o TET (pH e OD) ndo
apresentaram diferencas entre os niveis de fortificacdo (Fs:50,5=0,3012; p=0,89).
Foi observada uma diferenca significativa na concenfracdo de oxigénio nas
solucoes teste antes de colocar os organismos (0h) e depois de 24 horas com
0s organismos € em contato com a atmosfera (Fss05=93,76; p=0,0006). Os
valores de OD as 0 horas foram significativamente maiores (5,80 £ 0,48 mg L)
do que as 24 horas (3,80 £ 0,11 mg L).

Os resultados do TET mostraram diferencas significativas na
sobrevivéncia e reproducdo de individuos de A. lillieborgii (Figura 5; Tabela
3.2.5 e 3.2.6). A mortalidade dos individuos adultos de A. lilieborgii foi
significativamente maior na maior concentracdo de gds metano dissolvido na
dgua (2,5 mg L) do que no controle e nos niveis de fortificacdo N1 e N2.
Também foi observada uma diferenca significativa na producdo didria de
ovos, encontrando quantidades significativamente menores no nivel N4 do
qgue nos niveis N2 e N3 (Tabela 6). Ndo foram observadas diferencas

significativas na taxa de eclosdo entre os tratamentos (Tabela 3.2.6).

Da mesma forma, foram observadas diferencas significativas ao longo
do tempo de ensaio, encontrando um aumento gradual na mortalidade com
o aumento do tempo de exposicdo e, ao contrdrio, uma maior producdo
didria de ovos e taxa de eclosdo nos primeiras 24 e 48 horas do ensaio (Tabela
3.2.6). Apesar das diferencas observadas, ndo foi possivel calcular a Cls j&
gue a sobrevivéncia da populacdo se manteve acima de 50% até o final do
ensaio de 96 horas (Figura 3.2.5.A.; Tabela 3.2.5).
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Tabela 3.2.5 - Média * erro padrdo dos parémetros avaliados nos copépodes

plancténicos Acartia lilieborgii durante o ensaio agudo do gds metano (96

horas).
Producdo de
C oA Taxa de L
Sobrevivéncia OVOs - Total de nduplios
Tratamento i eclosdo
de adultos (%) (Ovos fem. recrutados
dia) (%)
Branco 892+ 1.8 7.7 £ 20 60,4 + 7,6 56
N1 842 + 1,9 80 £ 1,7 59,7 £ 18,7 58
N2 86,7 £ 2,2 9.1 £ 1,2 59,7 £ 15,5 65
N3 91,7 £ 1,6 9.5+ 22 768 + 11,7 88
N4 86,7 + 1,9 43 £ 04 53,5 + 18,6 28
N5 80.0 + 2,6 82 + 22 65,5 £ 204 65

Tabela 3.2.6 - Resumo da ANOVA de dois fatores (teste a posteriori Tukey)
comparando os tratamentos (concentracdes de gds metano) e o tempo do
teste (96 horas).

R ' Niveis de CHa4 Hora
esposta (Ferit=2,62) Teste Tukey (Ferit=3,01) Teste Tukey
Biologica
F(5:24:0,05) P F(3:24:0,05) P
24n> 48, 726
Toxade 008 00001 NSSBRNSE  gos 08 <0.0001%  96h; 48h> 726
sobrevivéncia N4; NT<N3 96h
Producdode 44 450 00313* Na<N2eN3 103,849 00008 <4872
OVOoS 96h
Taxa de 08457  0,5394 : 151,01 00002+  4h<48.72e
eclosdo 96h

3.2.4. Discussdo

A implementacdo da metodologia de fortificacdo e extracdo de gds
metano demonstrou eficiéncia e robustez frente a uma maftriz que sempre fraz
desafios em aplicacdes analiticas, principalmente envolvendo andlises
ambientais reais. A partir do planejamento experimental foram obtidos os
resulfados esperados de concentracdo de metano (mg L) dissolvido em dgua
do mar (salinidade 35) para os cinco niveis de concentracdo (Tabela 3.2.3).
Independente da presenca dos copépodes esperava-se diminuicdo na

concentracdo do metano no intervalo de 0 a 24 horas por causa da perda
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natural do metano dissolvido, proporcional a concentracdo da fortificacdo.
Contudo, a presenca dos copépodes afetou ainda mais a perda de metano
ao longo do experimento (Tabela 3.2.3). O metano foi conservado nos RA
sendo esta outra caracteristica importante nos resultados metodoldgicos, que
demonstra sua robustez e a sua coeréncia nos niveis de concentracdo e horas

de exposicdo testadas.

Uma etapa critica desse experimento foi o armazenamento das
amostras para serem analisadas no final do TET. Contudo foi observada uma
sincronia nos dados (Figura 3.2.6.A e 3.2.6.B.) ao longo do tempo de
procedimentos e independente do tempo de armazenamento (5 dias) sem
observar variacoes tendenciosas de perdas de metano. Uma réplica do nivel 5
(N5) apresentou um dado espurio que pode-se atribuir a erros operacionais

durante a preparacdo da amostra.

Anomalias nas concentracdes de oxigénio dissolvido por causa do
aumento nas concenfracdes de metano j& foram registradas tanto no
laboratdério (KOSHELEVA et al., 2004) como em campo (KESSLER et al., 2011).
Um complexo estudo ecotoxicoldgico para determinar os efeitos de diversos
compostos relacionados com a exploragcdo de petréleo e gds foi realizado na
Russia, e entre os compostos estudados estava o gas natural (KOSHELEVA et
al., 2004). Nesse experimento foi avaliado o efeito do gds natural em vdrios
par@metros fisico-quimicos, encontrando-se um efeito negativo no oxigénio
dissolvido com concentracdes superiores a 3,1 mg L' de gds natural dissolvido
(KOSHELEVA et al., 2004). A queda mdxima do conteudo de oxigénio dissolvido
(30% com relacdo ao controle) foi observada no primeiro dia do teste e
posteriormente as concentracdes foram se equilibbrando até ndo observar
diferencas com o controle (KOSHELEVA et al., 2004). O estudo atribuiu a
restauracdo das concentracdes de oxigénio a volatilizacdo rdpida do gds da
dgua para o ambiente (KOSHELEVA et al., 2004). No monitoramento do
acidente do golfo do México, também foi constatada a relacdo inversa entre
as concenfracdes do gds metano e de oxigénio dissolvido (KESSLER et al.,
2011). O estudo constatou que a perda de metano para a atmosfera foi

pequena (<0.01%) devido aos fortes ventos durante o vazamento e que a
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presenca de grandes concenfracdes de metano na dgua favoreceu a
proliferacdo de bactérias metanotroficas que consumiram a maioria do gds
(KESSLER et al., 2011). Esse trabalho sugeriu que um grande vazamento de gds
metano no mar pode promover uma resposta rapida metanotréfica levando a
completa oxidacdo do metano para CO2 em questdo de meses (KESSLER et
al., 2011).

No presente estudo ndo foi constatada a relacdo inversa entre metano
e oxigénio provavelmente pela rdpida volatilizacdo do gds metano da dgua
para o ambiente nas unidades experimentais. A diminuicdo do oxigénio
observado depois de 24 horas, possivelmente esteve relacionada unicamente
com a respiracdo dos copépodes. Provavelmente a implementacdo de um
sistema que impeca a perda do gds para a atmosfera, simulando com maior
veracidade um acidente de vazamento de longa duracdo, poderiam levar a
uma deficiéncia de oxigénio e/ou um aumento na acidez da dagua

produzindo um efeito negativo na biota aqudtica.

Um ensaio croénico realizado com solucdes de gds natural e o
copépode plancténico Idyaea furcata mostrou mortalidade completa depois
de 9 dias de exposicdo ao poluente (KOSHELEVA et al., 2004). No mesmo
estudo, foram realizados testes com gds condensado (mistura liquida de
hidrocarbonetos) e enfre vdrios grupos, os crustdceos planctdénicos foram
considerados 0s mais sensiveis a exposicdo a este poluente. Para o
zooplé@ncton, foi encontrada uma ClLso em um experimento de 96 horas de 5,5
mg L' de gds metano sem aeracdo e de 1,75 mg L' com aeracdo (UMORIN et
al., 1991). Existem algumas evidencias de hidratos de gds se acumular em
organismos zooplancténicos, podendo afetar a capacidade de migracdo e
de se alimentar ativamente (NOVOSELOV et al., 1992). No presente estudo foi
observado o incremento na mortalidade com o aumento do tempo de
exposicdo, o que indica que provavelmente a realizacdo de um ensaio com
maior tfempo de exposicdo ao gds metano dissolvido possa aumentar a
mortalidade de A. lillieborgii. Também deve ser considerado que o gas natural,
0 gds condensado e os hidratos de gds, diferentemente do gds metano, tém

na sua composicdo parafinas, naftenos e compostos aromdticos em
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quantidades baixas que podem exercer um efeito toxico maior para a biota
aqudtica (PATIN, 1999). A metodoldégia implementada no presente estudo
mostrou bons resultados, no entanto, se faz necessdrio a realizacdo de réplicas
do ensaio para garantir a repetibilidade. Estd metodologia também pode ser
testada com outros gases dissolvidos, como por exemplo, com gds natural,
para poder avaliara os efeitos diretos deste poluente nos organismos

aquadticos, sendo estd uma proposta interessante para futuras pesquisas.

Embora seja considerado que gases de baixo peso molecular dissolvidos
na dgua do mar (metano e etano) ndo exercem um impacto tdo significativo
no ambiente marinho quanto outros compostos relacionados com a industria
de peftrdleo e gds (SACKED e BROOKS, 1975), o aumento nas concentfracoes
naturais podem causar efeitos na sobrevivéncia dos organismos a longo prazo
e efeitos negativos nas cadeias fréficas. Em contraste com os hidrocarbonetos
oleosos (pefréleo e derivados), os quais tém sido objetos de amplos e
detalhados estudos ecotoxicoldgicos, o gds natural e seus componentes tém
escassas andlises ambientais, para o estabelecimento de politicas regulatoérias.
O pouco conhecimento da evolucdo de hidrocarbonetos gasosos introduzidos
no ambiente natural e especialmente dos seus impactos em organismos
aqudticos, populacdes e ecossistemas limitam a possibiidade do
entendimento, evolucdo e prevencdo dos efeitos ambientais de liberacdes
(blowout) e vazamentos acidentais causados por atividades antropicas de

producdo, fransporte, processamento e uso do gds natural (PATIN, 1999).

3.2.5. Conclusoes

Estudos com compostos gasosos sGo escassos € requerem uma logistica
complexa. O presente estudo conseguiu tanto desenvolver e aplicar uma
metodologia com uma estrutura experimental de laboratério simples, quanto
obter resultados ecotoxicolégicos em curto prazo que podem ser utilizados
para avaliar o impacto do aumento nas concentracdes do gds metano nas

comunidades marinahs.
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Este estudo conseguiu determinar efeitos tanto na estrutura da
comunidade mesozooplanctdénica como nas populacdes de copépodes
planctdnicos relacionados com a presenca de gds natural no ambiente
marinho causado por possiveis vazamentos durante o processo de extracdo e

fransporte em plataforma.

Foi possivel determinar variagcdes na abunddncia e composicdo da
comunidade mesozooplanctdnica durante esses vazamentos As plumas de
gds natural modificaram a abunddncia de dois grupos importantes do
mesozooplancton: Copepoda e Chaetognatha. O efeito foi caracterizado por
baixas densidades antes e depois da pluma e altas densidades durante a
pluma. Esta variacdo na abunddncia foi decorrente de um processo fisico de
deslocamento e acumulacdo de organismos sensiveis na coluna e superficie
da agua causado pela ascensdo das bolhas de gds durante o tempo de
duracdo da vazdo (efeito de fonte). Os nduplios de Copepoda (estagio inicial
de desenvolvimento) e Chetognatha (reconhecidos como bons indicadores
de massas de dgua) apresentaram o mesmo comportamento durante todos
0s experimentos em campo, podendo ser considerados Como grupos sensiveis
e possiveis tracadores de plumas de gds. Conjuntamente, foi observada uma
mudanca tempordria na estrutura da comunidade mesozooplancténica pela
presenca de espécies ticoplancténicas (principalmente jovens de gastropodes
bentbnicos) exclusivamente durante a liberacdo de gds, que estaria
indicando o deslocamento de comunidades aléctonas dentro do ambiente
pelagico. O grau do impacto ecoldgico que o deslocamento de espécies
(autéctonas ou aldctonas) pudesse ter no ambiente marinho, seria
dependente do tempo de exposicdo ao poluente, da composicdo gquimica
do poluente e da quantidade do poluente vertido ao mar.

Os copépodes planctdnicos foram considerados entdo organismos que
podem dar uma resposta mensurdvel para um evento de vazamento
acidental no mar. O cultivo de copépodes plancténicos sob condigcdes
confroladas pode ser uma ferramenta Util para determinar os efeitos quimicos
de poluentes gasosos dissolvidos na dgua do mar. Com o objetivo de

padronizar dietas para manutencdo de espécies potenciais para serem
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usadas como organismos-teste foram realizados vdrios ensaios comparando a
sobrevivéncia e reproducdo de Temora turbinata e Acartia lilieborgii. Estas
duas espécies estuarino-costeiras sdo abundantes no norte e nordeste
brasileiro, cumprindo um dos requerimentos para serem usadas como
organismo-teste na regido. Comparando os pardmetros de sobrevivéncia e
reproducdo das duas espécies foi determinado que Acartia lillieborgii
apresentou as maiores faxas de sobrevivéncia, producdo de ovos por fémeaq,
taxas de eclosdo e de producdo total de nduplios em experimentos de 8 dias
de duracdo. Resultados semelhantes na sobrevivéncia e reproducdo de
Acartia lillieborgii foram obtidos quando a diatomdcea Thalassiosira weissflogii
(0,25-0,5 ug C mL1) foi fornecida em baixas densidades e Chatoceros gracilis
foi fornecida em densidades maiores (1-2 uyg C mL7'). A ressuspencdo de
Chatoceros gracilis € necessdria para manter altas as taxas de sobrevivéncia
dos copépodes. Redlizacdo de ensaios de dietas mistas em adultos e de
micralgas de menor tamanho de particulas para os estdgios iniciais de
desenvolvimento sdo necessdrios para a padronizacdo do cultivo no

laboratdrio.

A espécie Acartia lillieborgiii € sugerida como organismo-teste em
ensaios ecotoxicologicos. Estd espécie respondeu a testes de referéncia com
sulfato de zinco com sensibilidade semelhante & registrada em outras espécies

de copépodes plancténicos usados mais amplamente em ecotoxicologia.

Para determinar o efeito toxico do gds metano em copepodes
plancténicos foi desenvolvida uma metodologia robusta e simples para ser
utilizada em ensaios ecotoxicoldgicos com gases dissolvidos na dgua do mar.
O organismo-teste foi Acartia lilljeborgii € a substéncia-teste foi o gds metano.
A metodologia foi desenvolvida em trés etapas bdsicas: Forfificacdo da dgua
do mar com gd&s metano, aplicacdo do teste ecotoxicoldégico semi-estdtico e
leitura das concentracdes de gds metano dissolvido utilizando a técnica de

head-space estdtico através de cromatografia gasosa.

Durante a readlizacdo do teste agudo semi-estdtico (96 horas) foi

comprovada a influéncia de altas concentracdes de gds metano dissolvido na
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sobrevivéncia de Acartia lillieborgii. A mortalidade dos individuos adultos de A.
lilieborgii foi significativamente maior na maior concentragcdo de gds metano
dissolvido na dgua (2,5 mg L') do que no confrole e nas menores
concentracoes testadas. No entanto, ndo foi possivel calcular a Clso jG que a
sobrevivéncia da populacdo se manteve acima de 50% até o final do ensaio.
Também foi observado o incremento significativo na mortalidade com o
aumento do tempo de exposicdo ao gds metano dissolvido, indicando que o
efeito toxico do gds s6 poderd ser observado com um tempo maior de
exposicdo. O gds metano € o principal componente do gds natural, sendo
este resultado um sinalizador inicial do efeito que este poluente pode ter nas

comunidades de copépodes plancténicos.



