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1 RESUMO

Derrames de 6leo sao fontes pontuais que introduzem grandes quantidades
de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) nos ambientes marinhos, que
possuem potencial mutagénico e carcinogénico, causando danos a estrutura
celular e populacional dos produtores primarios marinhos, o fitoplancton.
Espécies de fitoplancton que vivem em ambientes oligotroficos tendem a ser
menos resistentes do que as de ambientes eutroficos. Assim, este trabalho tem
como objetivo avaliar e comparar a capacidade de tolerancia de uma espécie de
ambiente oligotrofico (Durusdinium glynnii) e uma espécie de ambiente eutrofico
(Isochrysis galbana) durante e apos contaminagdo por oOleo, mediante 3
experimentos, um de contaminagédo por HPAs, um de recuperagao e outro de
estresse a salinidade. As microalgas foram cultivadas em 6 diluicbes da fracédo
soluvel em agua do 6leo com monitoramento da densidade populacional e taxas
de crescimento, além da assinatura isotépica do &'3C das culturas. As culturas
foram submetidas a condi¢des fora do seu crescimento 6timo (i.e. salinidade 15)
para avaliar a capacidade de tolerancia a estressores pds contaminagao por
6leo. O aumento da concentragcdo de HPAs causou uma diminui¢cdo da taxa de
crescimento nas duas espécies. A diminuicido de 50% na taxa de crescimento
(ECs0) de D. glynnii foi registrado como ECso = 536,26 ng L', enquanto uma
estimativa do ECso de /. galbana resultou em uma concentragédo de 669 ng L.
As assinaturas isotopicas do 5'3C das duas espécies foram menos enriquecidas
e proximas a assinatura do 6leo (-27.13 %.), indicando um acumulo dos
compostos organicos do 6leo nas células, sendo de forma ativa, devido as
razdes estaveis de C:N, visto que valores maiores de razdes C:N indicam
adsorgao nas paredes celulares. |. galbana apresentou uma recuperagao total
das suas taxas de crescimento e das assinaturas isotdpicas de '3C apods a
contaminagdo em 7 geragdes, apesar das assinaturas de 3C se tornarem mais
positivas do que as do tratamento controle, o que pode indicar atividade
enzimatica para biodegradacgao/biotransformacao de HPAs. O aumento da
concentracdo de HPAs ndo causou mudancas na aptiddo competitiva de /.
galbana, que permaneceu com uma alta tolerancia a variagao de salinidade. Os
valores de ECso obtidos neste trabalho fazem jus as afirmagdes de que

microalgas que vivem em ambientes eutréficos sdo mais resistentes do que a de



ambientes oligotroficos. Dados deste e outro estudo com experimentos nas
mesmas condi¢des de cultivo (i.e. temperatura, salinidade e iluminagao) indicam
que as duas espécies possuem capacidade de recuperagdo aos impactos
causados pelos HPAs em taxas diferentes, sendo . galbana a espécie que
possui a recuperacao mais rapida. Os resultados apresentados fornecem uma
contribuicdo significativa no entendimento da resisténcia e resiliéncia entre
espécies de ambientes oligotroficos e eutréficos. A diminuigdo no crescimento de
ambas pode sugerir vulnerabilidade dos dois ambientes a efeitos bottom-up na
cadeia trofica local. Em um cenario global de crescente pressdo sobre os
oceanos, compreender como diferentes espécies respondem fisiologicamente
ao oleo pode ser crucial para estratégias de conservagao e para a preservagao

da biodiversidade marinha.

Palavras-chave: Derrame de oleo; HPAs; dinoflagelados; microalgas; corais.



ABSTRACT

Oil spills are point sources for large amounts of polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) into marine environment. These compounds have mutagenic and
carcinogenic potential, causing significant damage to the cellular and population
structure of marine primary producers, such as phytoplankton. Phytoplankton
species living in oligotrophic environments tend to be less resistant to abrupt
changes of environmental conditions than those in eutrophic environments. This
study evaluated and compared the tolerance of two species, one from an
oligotrophic environment (Durusdinium glynnii) and one from a eutrophic
environment (/sochrysis galbana) during and after oil contamination. To achieve
this, 3 experiments were conducted: one of contamination by PAHs, one of
recovery and one of salinity stress. The microalgae were grown in 6 dilutions of
the water-soluble fraction of the oil and the population density, growth rates, as
well as the 8'3C isotopic signature of the cultures, were monitored. Cultures were
exposed to conditions outside their optimal growth conditions (i.e. salinity 15) to
assess their ability to tolerate stressors following oil contamination. Increasing the
concentration of PAHs caused a decrease in the growth rate of both species. The
50% reduction in growth rate (ECso) of D. glynnii was recorded as ECso = 536.26
ng L', while an estimate of the ECso of /. galbana resulted in a concentration of
669 ng L-'. The 3'3C isotopic signatures of the two species were less enriched
and closer to the oil signature (-27.13 %), indicating an accumulation of the
organic carbon compounds of the oil in the cells, in an active metabolic way,
indicated by concomitant stable cellular C:N ratios, since higher values of C:N
ratios would indicate adsorption of oil compounds on the cell walls. I. galbana had
a full recovery of its growth rates and '3C isotopic signatures after contamination
after 7 generations, although the '3C signatures was more positive than those of
the control treatment, which may indicate enzymatic activity for
biodegradation/biotransformation of PAHs. The increase in the concentration of
HPAs did not induce changes in the competitive fitness of /. galbana, which
remained highly tolerant to salinity variation. The ECso values obtained in this
study support the assertion that microalgae living in eutrophic environments are
more resistant than those living in oligotrophic environments. Results from this
and another study with experiments under the same culture conditions (i.e.

temperature, salinity and light intensity) indicate that the two species can recover
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from the effects caused by PAHs, even at different rates, with |. galbana being
the species that recovers at a higher rate. The results presented make a
significant contribution to the understanding of resistance and resilience between
species from oligotrophic and eutrophic environments. The decline in growth of
both species may indicate the vulnerability of both environments to bottom-up
effects in the local trophic chain. In a global scenario of increasing pressure on
the oceans, understanding how different species respond physiologically to oil
could be crucial for conservation strategies and the preservation of marine

biodiversity.

Key-words: Oil spill; PAHs; dinoflagellates; microalgae; corals.
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2 INTRODUGAO
21 O fitoplancton

As microalgas fotossintetizantes, ou simplesmente o fitoplancton (origem
grega ‘phyton’ e ‘planktos’), sdo seres unicelulares microscopicos que n&o
possuem capacidade natatoria suficiente para superar a forca dos movimentos
das massas de agua, estando assim ao sabor das correntes (Chen; Zhang;
Guan, 2017; Mai et al., 2021). O oceano possui uma vasta diversidade de
microalgas, com estimativas entre 4 e 5 mil espécies de fitoplancton marinho
descritas (Sournia, 1994; Tett; Barton, 1995) distribuidas em diversos filos, como
Bacillariophyta, Haptophyta e Dinophyta. Apesar de representarem apenas 1%
da biomassa fotossintética da Terra, esses organismos microscopicos séo
responsaveis por pelo menos 50% da produgdo primaria global (Carvalho;
Schulz; Eyre, 2017; Hader; Gao, 2015; Karlusich; Ibarbalz; Bowler, 2020), além
de produzirem mais de 50% do oxigénio (Oz) atmosférico, com estimativas que
alcangam os 80% (Witman, 2017). Além disso, o fitoplancton participa dos ciclos
biogeoquimicos do carbono (C), nitrogénio (N), fosforo (P) e silicio (Si) como
elemento chave na reciclagem dos nutrientes na al¢ga microbiana (Reynolds,
2006). Por meio da fotossintese, produzem a sua energia quimica necessaria
para realizacao de reagdes metabdlicas, utilizando agua e gas carbdnico (CO2),
convertendo-os em moléculas organicas (e.g. glicose) e O2 (Johnson, 2016),
resultando assim no sequestro do carbono atmosférico (CO2), em taxas de
aproximadamente 1 mg C mg Chl a' h', que podem ser ainda maiores em
ambientes com altas concentragdes de nitrato, por exemplo, levando assim a
taxas de assimilagdo de 6 mg C mg Chl a™' h”'(Palmer et al., 2013). Em uma
escala de tempo maior, estima-se que o fitoplancton marinho fixe
aproximadamente 50 Gt C ano™' (Falkowski et al., 2000; Field et al., 1998), que
se torna disponivel para o consumo de organismos dos niveis troficos superiores,

como o zooplancton e peixes planctonéfagos (Karlusich; Ibarbalz; Bowler, 2020).

2.2 Formacgao do 6leo e impactos nos ecossistemas e organismos

Com o aumento populacional e a constante necessidade de obtencgéo de
recursos, alguns ecossistemas marinhos acabam sendo impactados (e.g.
descarga de esgotos, remogao de florestas riparias, sobrepesca e degradagéo

de recursos), assim como 0s organismos que os habitam (Arruda-Santos et al.,
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2023; Bi et al., 2023; Blowes et al., 2019; Lobon-Cervia; Mazzoni; Rezende,
2016; McCann, 2000). Os principais impactos antrépicos identificados que
alteram a diversidade e a produtividade fitoplanctbnica séo as variagdes de
temperatura associadas as mudancgas climaticas (Lin et al., 2023), acidificacao
oceanica (Monsalve; Rafael, 2014), modificagdo de habitat (Liashenko;
Pedchenko; Susloparova, 2020), eutrofizacéo (Lee et al., 2023) e polui¢cao (Lee
et al., 2023), seja ela por metais pesados (Ismail; El Zokm, 2023), microplasticos

(Hitchcock, 2022) ou outros contaminantes, como o odleo.

Formado ao longo de milhdes de anos na crosta terrestre, a partir da
decomposicao de matéria organica derivada principalmente do plancton marinho
e outros organismos microscopicos (Landais, 1997), o petréleo é composto
principalmente por hidrocarbonetos, mas também pode conter enxofre,
nitrogénio e oxigénio em baixas concentragbes (Borazjani et al., 2018). Cada
O0leo possui a sua assinatura geoquimica especifica, servindo como uma
‘impressao digital” para identificar a bacia sedimentar na qual foi originado,
mediante compostos presentes nos lipidios, ceras e no material polimérico das
paredes celulares, que acabam sendo incorporados na matriz de querogénio
durante a formacéao do petréleo apds a perda de grupos funcionais ( e.g. alcool
(-OH) e acido carboxilico (-COOH); Hsu et al., 2003). Tais compostos sao
chamados de biomarcadores do petréleo. Além deles, os hidrocarbonetos (i.e.
compostos formados por carbono e hidrogénio) compdem entre 50% a 98% do
Oleo, (Medeiros; Caruso Bicego, 2004). Os hidrocarbonetos alifaticos (e.g. n-
alcanos, isoalcanos e cicloalcanos) sdo os mais abundantes no 6leo, sendo
caracterizados por uma estrutura linear ou ramificada de cadeia aberta (Macaya
et al., 2019). Alguns deles podem ser sintetizados por organismos vivos (e.g.
Rhizophora mangle) ou encontrados no 6leo (Neto; Wallner-Kersanach;
Patchineelam, 2008; Veiga, 2003; Victorio et al., 2025). Os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos com dois ou mais anéis
benzénicos condensados. Os HPAs s&o introduzidos no ambiente por fontes
cronicas (i.e. fontes que langam constantemente HPAs no ambiente) como a
queima de combustiveis fosseis, efluentes domésticos e industriais (Arruda-
Santos et al., 2017; de Oliveira Alves et al., 2015; Ding et al., 2012; Gaurav et

al., 2021; Lakhani, 2012; Wang et al., 2014), e fontes pontuais, como o derrame
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de o6leo, que libera grandes quantidades de HPAs no ambiente (Reddy; Quinn,
1999).

Os HPAs possuem alta capacidade de dispersdo, além de serem
potenciais agentes mutagénicos e carcinogénicos (Black; Maccubbin; Johnston,
1988; Hendricks et al., 1985; Thuy; Loan; Phuong, 2018; Toth, 1980), causando
alteracdes no DNA e cancer no pulmé&o em adultos e criangas (Sarigiannis et al.,
2015; Teixeira et al., 2012). A agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados
Unidos definiu 16 HPAs como prioritarios devido ao seu risco a saude humana e
dos ambientes, persisténcia no ambiente e capacidade de bioacumulagao
(Bojes; Pope, 2007). Os HPAs dissolvidos na agua podem causar inibigao na
fotossintese de comunidades naturais fitoplancténicas (Marwood et al., 1999),
aumentando a vulnerabilidade de espécies a misturas de HPAs (Oliveira Dos
Anjos et al., 2024; Softcheck, 2021) e a estressores ambientais (Muller et al.,
2021). Mas além dos impactos de misturas de HPAs, ha também estudos que
realizaram analises sobre os efeitos de um s6 composto sobre as microalgas.
Por exemplo, o antraceno foi responsavel por causar alteracdes na fluorescéncia
de Chlamydomonas reinhardti (Aksmann; Tukaj, 2008), enquanto fluoreno e
fenantreno causaram até 75% de redugdo do crescimento em Phaeodactylum

tricornutum (Kusk, 1981).

2.3 O uso do fitoplancton como um organismo modelo
A descrigao de processos biolégicos permite a pesquisadores entender

desde interagdes moleculares a dindmica de ocupacado das espécies de um
ecossistema (Danish Ahmad et al., 2024; Lamonica; Pagel; Schurr, 2021). Para
isso, diversos métodos podem ser empregados (Astashev; Serov; Gudkov, 2023;
Krishnamoorthy, 2003; Lejon; Samaey, 2016; Riccardi et al., 2006). Dentre eles,
0 uso de espécies/organismos modelo, que sao espécies escolhidas para
realizacdo de experimentos que possam descrever fendbmenos bioldgicos
aplicaveis a outras espécies (Ankeny; Leonelli, 2011), como por exemplo a
bactéria Escherichia coli, o nematodo Caenorhabditis elegans e a planta
Arabidopsis thaliana (Kimmelman, 2014). Na teoria, todo organismo que serve
de material experimental deveria ser considerado um organismo modelo. Porém,
na pratica, um organismo modelo precisa de alguns requisitos para ser

considerado como tal e representar algum processo. Ankeny e Leonelli (2021)
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citam alguns fatores que podem descrever um organismo, dividindo-os em
caracteristicas intrinsecas (e.g. facilidade de manutengdo em laboratério, altas
taxas de fertilidade, ciclo de vida curto e alta variabilidade genética natural) e
caracteristicas atribuidas pelos pesquisadores (e.g. capacidade de se adequar
em experimentos de diferentes linhas de pesquisa, quantidade processos que o
organismo pode auxiliar a descrever e ampla representagcao de outras espécies).
O grau de utilizacdo de um organismo modelo pode ser definido pelo numero de
caracteristicas em que ele se encaixa. As microalgas marinhas séo utilizadas
para representar diversos processos, possuindo aplicagbes em estudos desde a
genética até a ecologia e biogeoquimica (Irion; Nusslein-Volhard, 2022; Pradhan;
Ki, 2022). Por exemplo, Alfred C. Redfield, autor do modelo de Redfield utilizou
a composigcao de carbono, nitrogénio e fésforo do fitoplancton marinho para
descrever a proporgédo desses mesmos elementos na agua do mar, chegando a
uma proporgao de C1o06:N16:P1 (Redfield; Ketchum; Richards, 1963). A proporgao
média entre esses elementos no oceano é de C1o04:N16:P1(Millero, 2013), fazendo
com que o modelo proposto por ele seja uma boa aproximagéo das proporgdes
encontradas nos oceanos, auxiliando os pesquisadores na descricdao de
processos biogeoquimicos marinhos. Um outro exemplo € a descricdo da
acumulacao do carbono organico particulado (COP) presentes no 6leo em
células de Durusdinium glynnii (D. glynnii) quando submetidas a diferentes
concentracdes de HPAs da fragdo acomodada em agua do 6leo (FAA), que foi
descrito por Mdller et al., (2021). Uma outra ideia seria descrever a capacidade
de resistir, se adaptar e de se recuperar a contaminantes organicos e estressores

ambientais, por exemplo

2.4 Resisténcia e resiliéncia

Resisténcia e resiliéncia sao dois termos discutidos na ecologia, no
entendimento de como organismos respondem a estressores ambientais em
meios aquaticos e terrestres. A resisténcia se refere a capacidade de um sistema
ou organismo nao sofrer mudancas significativas durante um estresse em curto
prazo (De Keersmaecker et al., 2015). A capacidade de tolerar estressores &
uma caracteristica particular de cada célula, podendo ser influenciada pelo meio
no qual vive. Por conta da dindmica do ambiente estuarino e sua constante troca

entre agua doce e salgada, levando assim a mudangas de salinidade e
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concentracdes de nutrientes, espécies de fitoplancton que vivem nele podem
desenvolver adaptagdes especificas para tolerar mudangas diarias nos
parametros fisicos e quimicos da agua (Firdaus; Pin; Supriatna, 2020). Em
contrapartida, espécies de fitoplancton que vivem em ambientes estaveis (e.g.
oceano aberto) em teoria podem ser mais sensiveis, fisiologicamente falando,
devido a menor necessidade de adaptagdo a flutuagbes nas condigbes
ambientais (Mdller; Trull; Hallegraeff, 2015). Porém, essas espécies podem exibir
mecanismos de resisténcia, como metabdlitos secundarios para evitar predacao
e adaptacdes para evitar a limitacdo de nutrientes. Assim, apesar das células
que vivem nas duas condi¢gdes possuirem adaptagdes, geralmente se assume
que as que vivem no ambiente estuarino sdo mais resistentes devido a
necessidade de adaptacdo a uma série de condicdes diarias. A avaliagcado da
resisténcia de comunidades fitoplanctdnicas e monoculturas € bastante comum
de ser encontrada na literatura. Estudos envolvendo contaminantes emergentes
como farmacos (e.g. aspirina, sulfametoxazol e diclofenaco) indicam que o nivel
de resisténcia varia com as espécies, causando reducio na diversidade, riqueza
e abundancia (Akinyemi; Ojuawo, 2024; Duarte et al., 2023).

A resiliéncia remete a capacidade das populagdes fitoplancténicas de se
recuperarem apos perturbacdées no meio em que vivem, com base na velocidade
e extensdo da capacidade de recuperagao (Xu; Yu; Guo, 2024). Alguns dos
principais pontos para o sucesso da resiliéncia de uma populagdo sao as
interacdes entre as comunidades (e.g. competicdo entre espécies), mecanismos
de adaptagdo e as taxas de variagdo genética. A resiliéncia, diferente da
resisténcia, depende da populagcdo. As comunidades fitoplanctbnicas sao
conhecidas por serem mais resilientes do que resistentes, por conta dos seus
baixos tempos de geragao e rapido crescimento, levando assim a uma maior
recombinagcdo genémica, que faz com que mesmo com uma perturbacgao, as
comunidades possam voltar a um estado de equilibrio (Baert et al., 2016; Pei et
al., 2021). Estudos indicam a forte capacidade de resiliéncia de Chaetoceros
gelidus em condi¢cdes de mudanga de concentragdes de CO: e intensidade de
luz, por conta da sua alta plasticidade fisiologica (Biswas, 2022). Além disso, um
outro exemplo se da pela manutencao de culturas de simbiontes de corais por

longo prazo em temperaturas altas, podendo assim criar uma situagcao de
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evolugao assistida. Isso torna as microalgas mais tolerantes a temperatura e faz
com que ceélulas termotolerantes possam habitar os corais, diminuindo assim a
possibilidade de branqueamento (van Oppen et al., 2015). Porém, a resiliéncia
pode diminuir por meio de efeitos potencializados pela jungdo de estressores
ambientais de qualquer carater (Carpenter; Pace; Wilkinson, 2022).
Experimentos realizados por Michaels (1979) compararam duas espécies
marinhas, uma alga verde (Dunaliella tertiolecta) e uma diatomacea
(Thalassiosira pseudonana), frente a concentragdes de bifenilas policloradas
(PCBs), notando-se que as células de D. tertiolecta possuem uma maior
resisténcia a esses compostos, que foi avaliada a partir do crescimento e da
fotossintese. Porém, quando submetidas a condigdes de estresse (e.g. baixa
concentracdo de nutrientes) a capacidade de tolerancia diminui, fazendo com
que os efeitos gerados pela adigdo dos PCBs no meio de cultura fossem

agravados.

2.5 Durusdinium glynnii e sua importancia para os recifes de corais

O sucesso evolutivo dos corais tem sido atribuido a simbiose com
pequenas células que se alojam nos seus tecidos (Muller-Parker; D’Elia; Cook,
2015; Stat; Carter; Hoegh-Guldberg, 2006) em forma de cisto vegetativo de cor
marrom amarelada (Fay; Weber; Lipps, 2009; Stat; Carter; Hoegh-Guldberg,
2006). Evidéncias coletadas no Mar de Tétis afirmam que essa relagéo
mutualistica dos corais e simbiontes surgiu aproximadamente 240 milhdes de
anos antes do presente (AP), no periodo Triassico (Stanley; Swart, 1995). O
fracionamento isotopico do carbono de 13 espécies de corais escleractineos
(i.e., corais verdadeiros, com capacidade de deposigdo calcarea) indica
semelhanga dos corais de aguas rasas do Mar de Tétis com os corais
construtores de recifes modernos. Do periodo Triassico até os dias atuais, essa
associacdo foi crucial para o desenvolvimento e adaptagcdo dos recifes,
permitindo que os corais utilizassem os produtos fotossintéticos das zooxantelas
(i.e. microalgas fotossintéticas que vivem em simbiose com os corais), que vivem
em grandes densidades nos seus tecidos (~10% cm) e produzem cerca de 90%
dos requisitos nutricionais dos corais (Muscatine; Porter, 1977). Zooxantela é um
apelido dado comumente para células da familia Symbiodiniacea, que € a mais

conhecida familia de endossimbiontes dinoflagelados (Stat; Carter; Hoegh-

19



Guldberg, 2006). O surgimento da familia Symbiodiniacea € datado do periodo
Jurassico, aproximadamente 160 milhbes de anos AP (Bouckaert et al., 2014;
LaJeunesse et al., 2018), com posterior desenvolvimento e sucesso no periodo
Cretaceo (cerca de 100 milhées de anos AP), que coincide com um dos periodos
de maior desenvolvimento e sucesso dos corais escleractineos (Cretaceo
Inferior) (Birkeland, 1997; LaJeunesse et al., 2018). A familia Symbiodiniacea é
bastante diversa, com grande potencial de divergéncia genémica e diversificagao
(Gonzalez-Pech et al., 2021). LaJeunesse et al. (2018) realizou uma revisao
sistematica desta familia e separou o género Symbiodinium em nove clados
distintos, criando nomenclaturas com letras (A-l). Essa divisédo foi realizada por
meio de aspectos ecoldgicos e genéticos das ceélulas. Posteriormente, os clados
foram tendo suas nomenclaturas alteradas (e.g. Cladocopium, clado C e
Durusdinium, clado D). Cada clado é composto por diferentes linhagens com
caracteristicas evolucionarias distintas (Rowan; Powers, 1991). Células dessa
familia podem viver em simbiose com diversos organismos, desde cnidarios,
foraminiferos, tridacnas, moluscos e esponjas (Carlos et al., 1999), assumindo
uma forma arredondada e imovel denominada cocéide (Blank; Huss, 1989). Mas,
além de estar em simbiose, espécies dessa familia podem viver em vida livre,
sendo encontradas em aguas do Oceano indico (Yang et al., 2012), Atlantico Sul
(Rabelo et al., 2014), Caribe (LaJeunesse et al., 2010) e Oceano Pacifico (Baker
et al., 2004; Ladeunesse et al., 2004; Rowan, 1998). Quando em vida livre,
possui uma mudancga de forma celular, alterando entre a forma imovel cocoide e
uma forma com mobilidade, denominada mastigote (Granados-Cifuentes et al.,
2015; Yamashita; Koike, 2013; Zhou et al., 2012). Estudos que focam em corais
do Indo-Pacifico indicam que as comunidades das zooxantelas podem variar
entre as espécies de corais, € que os clados mais prevalentes sao Cladocopium
e Durusdinium (Leveque et al., 2019). Além disso, os clados possuem diferencas
na tolerancia fotofisioloégica e térmica entre eles, podendo haver respostas
variaveis nas mesmas condi¢des de temperatura e incidéncia de luz (Russnak;
Rodriguez-Lanetty; Karsten, 2021). Durusdinium glynnii (D. glynni, clado D) é
geralmente tido como uma espécie naturalmente termotolerante e com alta
abundancia em corais que vivem em ambientes com flutuagdes das condicoes
ambientais, ou entdo apds eventos de branqueamento em massa (Quigley et al.,

2022; Thinesh et al., 2019). Corais que hospedam essa espécie possuem maior
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termotolerancia, apesar de possuirem menores taxas de deposi¢ao calcarea,
ovos menores e diminuicdo da quantidade de lipidios armazenados
(Berkelmans; van Oppen, 2006). Apesar de nos dias de hoje a termotolerancia
parecer mais vantajosa, corais com baixas taxas de crescimento podem ser
considerados fracos competidores por espaco no recife, implicando assim em
um maior tempo para atingir a maturidade reprodutiva da espécie (Randall et al.,
2020). Apesar disso, € vantajoso para os corais associar-se com zooxantelas,
que conferem a eles aquisicdo de nutrientes, aumento das taxas de calcificacédo

e fotoautotrofia como meio de nutricdo (Z.T. et al., 2022).

2.6 Isochrysis galbana

Isochrysis galbana é uma microalga da familia /sochrysidaceae e filo
Haptophyta (Parke, 1949). As células dessa espécie geralmente tem 4-6 um de
diametro, formato oval ou arredondado e possuem uma coloragdo marrom
amarelada, devido a presenga de pigmentos acessorios, como os carotenoides
(Wang; Lan, 2018). Essa € uma espécie bem conhecida por industrias de
biorefinaria, devido a alta quantidade de lipidios armazenados para produgao de
biocombustivel. Além disso, podem servir para extracdo de compostos
antioxidantes em alimentos e suplementos alimentares, como o acido docosa-
hexanoico, fucoxantina e xantofilas (Sun; Wang; Liu, 2019). Industrias do ramo
da aquicultura também utilizam essa espécie como ragao para os seus cultivos,
devido ao seu beneficio nutricional e 6tima capacidade de crescimento, que leva
a producdées em massa dessa espécie (Bustamam et al., 2022; Camacho-
Rodriguez et al., 2020; Thu et al., 2015), podendo servir como alimento para
ostras, ameijoas, rotiferos, camardes, larvas de peixe, copépodes e outros
organismos filtradores como esponjas e pepinos do mar (Bustamam et al., 2022;
Camacho-Rodriguez et al., 2020; Galindo et al., 2024; Madhu et al., 2018).
Isochrysis. galbana pode habitar aguas costeiras quentes e ricas em nutrientes,
em condi¢cdes de variacao de salinidade, podendo habitar estuarios e areas
adjacentes marinhas, principalmente nas regides tropicais e subtropicais
(Alkhamis; Qin, 2013). Por ser uma microalga de facil manutencdo em
laboratério, pode ser cultivada em modo fototréfico, heterotrofico e mixotrofico,
além de aceitar diversos tipos de meio de cultura e uma alta variacéo de

salinidade, com tolerancia entre 5 e 60 (Alkhamis; Qin, 2013; Boussiba et al.,
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1988; Camacho-Rodriguez et al., 2021; Mishra; Prasad; Mishra, 2019). A
reproducao dessa espécie € por meio de fissdo binaria, onde uma célula se
divide em duas células geneticamente idénticas. A eficiéncia reprodutiva pode
ser influenciada por fatores como a intensidade de luz, salinidade e composicéo

de nutrientes na agua (Hotos; Bekiari, 2023).

2.7 Derrames de 6leo no Brasil: O caso de 2019

Derrames de 6leo ocasionados por atividades humanas podem causar
efeitos devastadores em ecossistemas marinhos, na biodiversidade e em
comunidades costeiras. O Brasil possui um litoral extenso (7637 km) que abriga
grandes cidades, varias areas de conservagao e comunidades de pescadores
artesanais. No Brasil, os primeiros registros dos principais derrames de 0leo
aconteceram em meados dos anos 1960 a 70, coincidindo com o periodo de
desenvolvimento industrial do pais (Zacharias et al., 2024). No total, desde 1960
até os dias atuais, houveram 40 eventos principais de derrame de 6leo no Brasil.
No inicio a principal causa eram acidentes com navios petroleiros e
posteriormente casos de rompimento de tubulagao e acidentes na transferéncia
do dleo se tornaram mais comuns (Zacharias et al., 2024). Em 1996, apés um
derrame de 6leo na Baia de Guanabara, no Rio de Janeiro, foi instaurada a lei
do oleo (lei N° 9.966), que estabelece medidas preventivas, regulatorias e
monitoramento da poluigdo no territério nacional. Além disso, esse desastre foi
um grande precursor da criagao de leis nacionais de prote¢do marinha para os
ambientes (Ortiz Neto; Costa, 2007; Zacharias et al., 2024).

Décadas depois, no ano de 2019, outro desastre de grandes propor¢des trouxe
a tona a necessidade de um reforgo nas politicas de protecdo ambiental. No dia
30 de agosto de 2019, o inicio do aparecimento de pelotas de 6leo nas praias de
Tambaba e Jacuma, no municipio de Conde, na Paraiba, foi documentado. Cerca
de duas semanas depois, seis estados brasileiros possuiam registros de 6leo em
suas praias, levando mais trés semanas para atingir todos os estados do
Nordeste. O desastre foi nomeado o maior em extensdo no Atlantico sudoeste,
chegando a atingir 3000 km de costa, com um total entre 5 a 12,500 toneladas
de dleo (Silva et al., 2022; Zacharias et al., 2024). Como as manchas de 6leo
depositadas nas praias eram uma fonte de poluicédo visual, afastando assim os

turistas, os préprios residentes e comerciantes locais, junto a organizagdes nao
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governamentais, iniciaram mutirdes de limpezas das praias, contando com
doacgdes de equipamentos de protecao individual, reflexo da lentidao de resposta
do governo a chegada das manchas de 6leo no litoral brasileiro. Além do esforgo
bracal nas praias, cientistas trabalhavam em modelos de disperséo para tentar
entender a proveniéncia do 6leo (Lemos et al., 2024). Com o tempo, foi nomeado
um poluidor suspeito, o Bouboulina, uma navio tanque grego que transportava
Oleo da Venezuela para a Malasia (Escobar, 2019). O 6leo derramado chegou
ao Brasil por meio do ramo sul da corrente Sul Equatorial, que se bifurca na costa
brasileira e acabou distribuindo o 6leo nas diregdes norte e sul (Zacharias et al.,
2021). Analises dos biomarcadores do petroleo foram realizadas, indicando que,
além do 6leo derramado pelo navio, ainda havia pequenas pelotas de outro éleo
que ndo era relacionado com o evento de 2019, provavelmente advindo de
derrames ndo descritos ou outras fontes (Santos et al., 2023), que atingiram 44
areas de protecdo ambiental marinhas do pais (Nunes et al., 2023). O 6leo que
chegou ao Brasil possuia um aspecto mais pastoso, com aparéncia solida e
densa, e era visivelmente limpo devido ao seu transporte em subsuperficie (de
Oliveira et al., 2020; Lourenco et al., 2020). Ele causou diversos impactos
ambientais e socioecondmicos. Por exemplo, houve uma redugao de cerca de
50% no consumo de pescado, impactando diretamente a economia de
comunidades de pescadores artesanais. Cerca de 870 mil pessoas que vivem
de pesca e turismo foram impactadas (Araujo; Ramalho; Melo, 2020; Magris;
Giarrizzo, 2020). Diversos ambientes foram danificados e impactados, assim
como houve mudanca na estrutura de comunidades bem estabelecidas e
possiveis mudancas nas teias troficas locais, e isso tem sido bem documentado
ao longo dos anos (Bontempo Filho et al., 2022; Costa et al., 2023; Gusmao et
al., 2021; Magris; Giarrizzo, 2020; Muller et al., 2024; Soares et al., 2021; Viana
et al., 2022).

Assim, neste trabalho, foi realizada uma avaliacdo das capacidades de tolerancia
a contaminagdo por HPAs de duas espécies modelo: uma de ambiente
oligotréfico (D. glynnii) e uma de ambiente eutrdfico (I. galbana).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar e comparar a capacidade de tolerancia de uma espécie de
ambiente oligotrofico (Durusdinium glynnii) e uma espécie de ambiente

eutrofico (Isochrysis galbana) durante e apds contaminagéao por éleo.

3.2 Objetivos especificos
e Determinar e comparar a concentracdo de HPAs que induz uma
reducdo de 50% (ErC50) da taxa de crescimento em [sochrysis
galbana. e Durusdinium glynnii;
e Determinar o tempo (i.e. geragdes) de recuperagao dos impactos
causados pelo 6leo em ambas as espécies;
e Determinar e comparar a tolerancia das duas espécies a estresse

ambiental sob condi¢gdes de contaminagao por oOleo.

4 METODOLOGIA

Para atingir os objetivos supracitados, o trabalho foi dividido em quatro
experimentos para cada espécie de microalga. O experimento 1 (Exp. 1) foi o de
contaminagdo, onde as microalgas foram submetidas a um gradiente de
concentragbes dos compostos presentes na fracdo soluvel do 6leo na agua
(FSA). O experimento 2 (Exp. 2) foi realizado para avaliar a capacidade de
recuperacao das microalgas, sendo executado simultaneamente com o
experimento 3 (Exp. 3) de avaliagdo da capacidade de tolerancia a estressores
logo apds a contaminagéo por HPAs. Os tratamentos foram nomeados com
codigos que incluem o numero do experimento (E1, E2 ou E3), assim como a
legenda do experimento (e.g. FSA, REC e SAL) e a diluicdo na qual as células
esta/estavam inseridas (0%, 50%; Fig. 1). Apesar do cdédigo das amostras
expressarem valores de diluigdo (e.g. 50% e 100%), € importante ressaltar que
nao ha HPAs nos meios de cultivo dos experimentos 2 e 3, e essa nomenclatura
se da por que a cultura E2-REC-50% foi originada a partir da cultura E1-FSA-
50%, por exemplo, sendo o0 mesmo valido para o tratamento de 100%.
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Figura 1: Esquema com detalhes dos trés experimentos realizados neste trabalho. Abaixo dos
baldes estdo os codigos das amostras, compostos pelo numero do experimento (e.g. E1),
legenda do experimento (e.g. FSA) e a diluigdo da cultura (e.g. 0%). As setas indicam as culturas
do experimento 1 que serviram como inéculo para as culturas do experimento 2 e 3, e os
retdngulos embaixo indicam numero de réplicas, as concentragées de salinidade de cada
experimento e se ha ou nao HPAs nos meios de cultura.

Experimento 1

Experimento 2 Experimento 3

E1-FSA-0%

E2-REC-0% é é é 5 E3-SAL-0%

E1-FSA-3% E1-FSA-6% E1-FSA-12% E1-FSA-25%

(""-u-...-.., R4
E2-REC-50% & E3-SAL-50%

E1-FSA-50%
e, EE >
E2-REC-100% E3-SAL-100%
E1-FSA-100%
Salinidade = 35 salinidade = 35 Salinidade = 15
Sem HPAs Inoculagdo em meio com HPAs Sem HPAs
n° de réplicas = 4 n° de réplicas = 4 n® de réplicas = 4

Fonte: o autor (2025)

4.1 Esterilizagao da vidraria para cultivo

Para que ndo houvesse contaminagéo biolégica nos cultivos, as vidrarias
passaram por um rigoroso processo de limpeza e esterilizagdo. Primeiro, foi
realizada uma lavagem com agua da torneira e microdetergente Extran MA 01
alcalino para remogao de gorduras, Oleos e contaminantes biolégicos. Em
seguida houve a imersao das vidrarias em um banho de agua sanitaria (Clorito,
Grupo sabara, Brasil) diluido a 20% com agua destilada por 24h, para
desinfeccao, por conta da sua propriedade oxidativa e amplo espectro de eficacia
contra microrganismos (Fast et al., 2017). As vidrarias foram retiradas do banho
e enxaguadas com agua destilada a fim de retirar qualquer residuo da agua
sanitaria. Apos isso, houve uma etapa de lavagem com uma solugao de 1,2 M
de acido cloridrico (HCI) para remogéao dos resquicios de biofilmes de microalgas
que se incrustam nas paredes das vidrarias. Apos isso, houve um enxague de

no minimo cinco vezes com agua destilada. Ja secas, as vidrarias foram
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embaladas de forma que o seu interior ndo entrasse em contato com o exterior.
Feito isso, as vidrarias foram autoclavadas (Modelo AV- 18, marca Phoenix,
Brasil) por 20 minutos em uma temperatura de aproximadamente 120 °C e em

uma pressao de 1,2 bar (1,18 atm).

4.2 Cultivo fototréfico da espécie

Para manutengcdo das microalgas e realizacdo dos experimentos, foi
montado um sistema de estantes com |lampadas frias do tipo diodo emissor de
luz (LED, 9W, 6000 K) posicionadas na parte de tras da estante e fixadas nas
paredes. Os experimentos foram realizados na sala de cultivo do Laboratério de
Fitoplancton, localizado no Museu de Oceanografia Prof. Petrénio Alves Coelho
— UFPE. A sala de realizacdo do experimento possui fluxo de pessoas
controlado, preservando assim a integridade dos experimentos e diminuindo as
trocas de calor. O fluxo foténico utilizado foi de 115 pmol fétons m=2 s,
mensurado com o auxilio de um luxémetro, tendo seu valor convertido utilizando
uma constante para o tipo de lampada, com valor de 0,018 (ldampada LED 6000
K). O fotoperiodo utilizado foi de 12:12 h (claro:escuro). A temperatura da sala
foi mantida constante em 25 + 1 °C utilizando um ar condicionado do tipo split.
Para fornecer os nutrientes necessarios para o crescimento das espécies, foi
utilizado um meio de cultura semi-definido preparado com agua do mar natural
enriquecida de acordo com o meio F/2 descrito por Guillard (1975), com os
respectivos macronutrientes, metais trago, vitaminas e as suas concentragdes
elucidadas na Tabela 1. Para evitar a limitagdo de nutrientes, as culturas foram
mantidas sempre em crescimento exponencial, sendo regularmente diluidas com
meio de cultura recém preparado, evitando assim limitacbes e alteracdes

fisiolégicas associadas.
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Tabela 1: Compostos, massas utilizadas nas solugdes estoque e concentragdes finais dos
nutrientes no meio F/2 (Guillard, 1975).

Composto Concentragcdao Concentragao
da solugao final
estoque (M)
(g 100 mL™)
NaNOs 7,50 882,40
Macronutrientes - H2POs - H20 0,50 36,23
Na2EDTA* 4,36/900 mL 11,7
FeCls - 6H20 3,15/900 mL 11,7
CuSO4-5H20 0,98 0,03
Metais trago ZnS0s - 7H20 2,20 0,07
CoClz2-6H20 1,00 0,04
MnClz2- 7H20 18,0 0,91
NazMoOs4 - 4H20 0,63 0,02
Tiamina HCI 0,10 0,29
Vitaminas Biotina 5x 10+ 2,05 x 102
Cobalamina 5x10* 3,69 x 10

Fonte: Adaptado de Guillard; Ryther, (1962).

Para preparar o meio de cultivo, em um litro de agua do mar, adicionou-
se 1 ml das solugdes estoque de NaNOs e NaH2PO4 - H20, 0,5 ml da solugao
contendo os metais tragcos e 0,5 ml da solugdo contendo as vitaminas. Além
disso, foi adicionado 2 mi de uma solucao tampao
(Tris(hidroximetil)aminometano, CAS: 77-86-1), que tem como fungdo manter o
pH na faixa entre 7 e 9. Vale ressaltar que o composto que contém silicato nao
foi adicionado, visto que este € um nutriente ndo essencial para o crescimento
das duas espécies. A esterilizacdo do meio de cultivo foi realizada mediante um

método fisico (filtragdo). Para isso, o meio foi pré-filtrado utilizando filtros com
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0,7 pym de retengdo nominal (GF/F, Whatman), eliminando assim particulas e
organismos > 0,7 um. Apods isso, a agua foi novamente filtrada em um filtro de
politetrafluoretileno (PTFE ou Teflon) hidrofilico de porosidade 0,22 um
(responsavel pela remogéo de bactérias) com o auxilio de uma bomba a vacuo.
E comum a esterilizacdo de meios de cultivo utilizando métodos fisicos como o
aquecimento e pressurizacdo em autoclaves. Porém, este tipo de esterilizagao
acarreta em mudangas na composi¢cao do carbono inorganico dissolvido (CID)
na agua do mar, fazendo com que haja a diminuigdo do crescimento dos
organismos cultivados (Andersson et al., 2018). E importante salientar que os
nutrientes foram esterilizados duas vezes por filtragdo estéril, visto que as
solugdes estoque dos compostos sao submetidas a filtragdo em filtros de seringa
de 0,22 ym antes de serem misturadas com a agua do mar que sera filtrada. A
agua do mar utilizada no meio de cultivo foi coletada em expedi¢cdes
oceanograficas (fevereiro de 2024, a bordo do N/Oc. Ciéncias do Mar IV) em
regides proximas a quebra da plataforma continental. Ela vem tendo os seus
parametros (i.e. salinidade e pHnss) monitorados e ajustados desde entdo. Caso
houvesse mudancga nos parametros, antes de se realizar o enriquecimento com
o meio F/2, era realizado o ajuste dos valores. A salinidade e o pHnss da agua
do mar foram mantidos em 35 e 8,0-8,1 para D. glynnii e I. galbana,
respectivamente. Caso necessario, o pHnss da agua era ajustado com a adi¢ao
acido cloridrico (HCI) ou hidréxido de sédio (NaOH), ambos 0,1 M. Em torno de
duas semanas antes da realizagdo dos experimentos, as espécies foram
transferidas para recipientes maiores, garantindo assim um maior volume das

culturas que serviriam como a cultura indculo nas diferentes réplicas.

4.3 Preparagdo do meio f/2 contaminado

A norma 15469 da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
publicada em 2021, especifica a metodologia de preparacédo da fragao
acomodada em agua do d6leo (FAA) e da fragcédo soluvel em agua do éleo (FSA).
Essas técnicas de preparo sao diferenciadas apenas pela etapa de filtracdo da
solugao, que ocorre apenas no preparo da FSA (ABNT, 2021). Para o preparo da
solucao, foi utilizada uma proporgao de 1:9, sendo uma parte de dleo e 9 partes
de agua do mar. No caso deste trabalho, aproximadamente 200 g de éleo para
1,8 litros de agua do mar foram utilizados. As pelotas de 6leo foram fatiadas para
que a area superficial de contato do 6leo com a agua fosse maior durante o
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procedimento de preparagao da FSA. O sistema de agitagdo foi montado em
béqueres de 2 litros previamente limpos e muflados. Apés montado e realizada
a adicdo da agua e do 6leo, o sistema foi mantido sob agitacdo constante em
uma temperatura de 25 + 1 °C no escuro, em um equipamento do tipo jar test
(Quimis, modelo Q-305D26), também conhecido como ensaio de floculagéo ou
teste de reatores estaticos. O numero de rotagdes por minuto foi mantido em 50,
de forma que o vortice formado n&o atingisse um tamanho maior que 25% da
coluna de agua do recipiente. Apos 24h de agitagao, o equipamento foi desligado
e o sistema foi mantido em repouso durante 1 h para que a retirada apenas da
fracdo aquosa se tornasse mais facil. Com a solugdo em repouso, as pelotas de
Oleo foram retiradas cuidadosamente, restando assim apenas a fragao liquida e
as particulas menores. Posteriormente, a solug¢ao foi submetida a filtragcao por
meio de um sistema de filtragdo com bomba a vacuo isenta de 6leo (Tecnal,
modelo TE-0581). A primeira filtracdo foi realizada em filtros do tipo GF/F
(Whatman, microfibra de vidro, 0,7 ym de retencdo nominal, 47 mm de didametro
da membrana). A segunda filtragédo foi realizada em membranas de PTFE com
0,22 um de porosidade. Em cada experimento foram preparados 4 litros de FSA,
divididos em 2 béqueres de 2 litros. O conteudo dos dois béqueres foi misturado
em um unico recipiente de 4 litros, sendo que 1 litro dessa solucéao foi reservado

para extragdo e analise de compostos organicos.

4.4 Extracao dos hidrocarbonetos dissolvidos na agua, purificagdo do
extrato organico e controle de qualidade
A vidraria utilizada na analise dos compostos organicos foi limpa de acordo com
o protocolo descrito por (Moura; Yogui, 2012). O material foi imerso em uma
solugao de 5% de microdetergente (Extran MA 01 alcalino) por 24 horas. Apos
isso, foi feito um primeiro enxague com agua da torneira e depois com agua
destilada. Vidrarias comuns foram secas na estufa durante 24 h em temperaturas
de 60 °C, enquanto vidrarias volumétricas foram secas em temperatura
ambiente, evitando assim dilatacdo do material. Depois de secas, as vidrarias
comuns foram embaladas em papel aluminio e mufladas a 450 °C durante 4
horas. Antes de ser usada na extracdo dos compostos organicos do éleo, a
vidraria foi lavada duas vezes com trés solventes organicos: metanol,

diclorometano e n-hexano (nesta ordem).
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Para realizar a extragdo dos hidrocarbonetos dissolvidos ou dispersos na agua
do mar, foi utilizado um método descrito por (Arruda-Santos et al., 2017). Um
total de 20 mL de n-hexano (grau pesticida) foram adicionados em um litro de
agua do mar dentro de uma garrafa ambar, junto com 100 pL dos padrdes
internos (PI) para HPAs (fluoreno-D1o e benzo(a)antraceno-D12) (AccuStandard,
1000 ng mL-"). Ja para os hidrocarbonetos alifaticos foi adicionado 100 uL da
solugéo de padrao interno contendo 1-hexadeceno ([C1eH32] = 800 ug ml') e 1-
eicoseno ([C20H40] = 700 pug ml-"). Apos isso, a extragdo foi feita por meio de uma
intensa agitacdo manual de cerca de 2 minutos, seguido de um repouso de 5
minutos para que a fragdo agua fosse separada do solvente, gerando assim um
extrato hexanico. Tal extrato foi separado da agua do mar por um sistema de
separacao liquido-liquido (funil de separagéo), sendo reservado em um baldo de
fundo chato. Sulfato de sédio anidro (Na2S0s4) foi adicionado ao extrato para a
remogao de tracos de agua. Apds a separagao, o extrato foi concentrado em
cerca de 1 mL utilizando um sistema de evaporagao rotativa a vacuo para a
remocao do solvente. Para eliminagdo de possiveis interferentes que pudessem
prejudicar a analise cromatografica, foi realizada a purificagdo do extrato
mediante cromatografia por adsor¢cdo em coluna, utilizando uma coluna
cromatografica de vidro previamente lavada sequencialmente com metanol,
diclorometano e n-hexano. A fase estacionaria foi composta por silica gel e
alumina (ambas 5% desativadas) imersas em n-hexano. Na2SOz4 foi adicionado
no topo da coluna para remocgao de residuos de agua da amostra. A coluna
cromatografica foi eluida com 10 ml de n-hexano (para recolhimento da fracéo
com os hidrocarbonetos alifaticos) seguido por 15 ml de uma solugao contendo
n-hexano e diclorometano (7:3, viv) (para recolhimento da fragdo dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos). As duas fracbes do extrato foram
novamente concentradas seguindo o método supracitado. A concentracéao final
dos extratos foi feita em um fluxo suave de nitrogénio (FlexiVap, Glas-Col,
modelo 109A YH-2412). Por fim, foram adicionados 100 uL de solugbes contendo
padrées internos cromatograficos (= padrbes de recuperagdo) de HPAs
(AccuStandard, 1000 ng mL') e hidrocarbonetos alifaticos (1-tetradeceno
([C1aH28] = 700 pg ml'). A recuperagdo média dos padroes internos
cromatograficos foi de 72,5 + 14,24%, que € considerada aceitavel segundo
Lauenstein; Cantillo (1998).
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4.5 Parametros do sistema cromatografico para analise de
hidrocarbonetos

A anadlise dos hidrocarbonetos alifaticos foi realizada em um sistema de
cromatografia a gas (7820A GC System, Agilent Technologies, Estados Unidos)
equipado com um detector de ionizagcdo em chama (flame ionization detector,
FID) e uma coluna cromatografica modelo DB-5ms (Agilent J&W, Estados
Unidos) cujas dimensdes sdo 25 m de comprimento x 250 ym de didmetro interno
x 0,25 ym de espessura da fase estacionaria de fenilmetilarilenopolisiloxano. Ao
todo, 1 pl do extrato foi injetado em modo de divisdo de fluxo (split 3:1) a partir
de um amostrador automatico. A temperatura do injetor foi programada para 300
°C e pressao de 13,029 psi. O gas de arraste utilizado foi o hélio (grau de pureza:
99,999%), com um fluxo constante de 1,4 ml min-! na coluna. Os gases de
sustentacao da chama do detector foram o hidrogénio (grau de pureza: 99,999%)
e o ar sintético (grau de pureza: 99,999%), com fluxos de 40 ml min-! e 400 ml
min ', respectivamente. A temperatura do detector foi mantida em 320 °C, e o
gas auxiliar utilizado foi o nitrogénio (grau de pureza: 99,999%), mantido sob um
fluxo constante de 25 ml min-'. A programagéo de temperatura do forno (Fig. 1a)
se deu da seguinte forma: temperatura inicial de 40 °C, aquecimento de 20 °C
min-! até 60 °C, aquecimento de 5 °C min-! até 290 °C (mantido isotérmico por 5
minutos) e seguido por um aquecimento de 10°C min-! até 300 °C (temperatura
mantida por 15 min), totalizando um tempo de corrida de 68 minutos.

A analise dos hidrocarbonetos aromaticos foi realizada no mesmo
cromatografo a gas (7820A GC System, Agilent Technologies, Estados Unidos)
acoplado a um espectdmetro de massas (Agilent Technologies 5975 series
MSD). O forno do cromatdgrafo foi equipado com uma coluna capilar modelo HP-
5ms com 30 m de comprimento, 0,250 mm de didmetro interno e 0,25 ym de
espessura da fase estacionaria (fenilmetilarilenopolisiloxano). Seguindo o
método descrito por Santos (2017), 1 ul do extrato foi injetado por meio de um
amostrador automatico. A injegao foi feita sem divisdo de fluxo (splitless) e a
temperatura do injetor foi mantida em 300 °C. A pressédo do gas de arraste na
entrada na coluna foi 8,2 psi. O gas de arraste utilizado foi o hélio (grau de
pureza: 99,999%), com um fluxo constante de 1,2 mL min-' dentro da coluna
capilar. O fluxo do gas de arraste na purga do septo foi de 0,7 ml min-', enquanto
o fluxo do mesmo gas na purga do divisor foi de 20 mL min-'. Esta foi aberta
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depois de 2 minutos do inicio da corrida, tempo mais do que suficiente para
passar um volume do gas de arraste correspondente a 1,5 vezes o volume do
liner (Agilent 5181-3316). A programacao da rampa de temperatura do forno (Fig.
1b) foi definida da seguinte forma: temperatura inicial de 60 °C, aquecimento de
15 ° C min " até 150 °C, seguido de um aquecimento de 5 °C min-! até 220 °C,
tendo por fim um aquecimento de 10 °C min' até 300 °C (mantida por 10

minutos), totalizando um tempo de corrida de 38 minutos.

Figura 2: Rampas de temperatura do forno do cromatégrafo para analise de hidrocarbonetos
alifaticos (a) e aromaticos (b).
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Fonte: o autor (2025)
A interface entre o cromatografo a gas e o espectrémetro de massas foi

mantida a 300 °C, enquanto a fonte de ions (do tipo ionizacdo por elétrons)
permaneceu a 230 °C. A energia de elétrons da fonte de ions foi de 70 eV, e a
corrente de emissao do filamento foi de 34,6 uA. A temperatura do analisador de
massas (do tipo quadrupolo) foi mantida em 150 °C e ele foi operado no modo
de monitoramento de ions selecionados (SIM, selected ion monitoring). Quatro
m/z relevantes no espectro de massas de cada analito foi monitorado durante a
corrida, sendo um quantitativo e trés qualitativos. No total, 112 ions m/z foram
monitorados durante a analise dos HPAs, sendo divididos em 10 janelas
conforme a eluicdo dos analitos na coluna capilar do cromatografo. O tempo de

permanéncia escaneando cada m/z foi de 10 milisegundos (Tabela 2).
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Tabela 2: Programag&o do modo de monitoramento de ions selecionados, com o nimero de

janelas, ions monitorados, ions m/z monitorados e o tempo de inicio de cada janela.

Janela Ne de ions ions m/z monitorados Tempo de
monitorados inicio (min)

1 12 108, 126, 127, 128, 129, 134, 136, 137, 5
139, 141, 142, 143

2 13 141, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 9.2
160, 162, 163, 164, 170

3 12 155, 163, 165, 166, 167, 169, 170, 174, 12
175, 176, 177, 184

4 12 165, 169, 176, 177, 178, 179, 180, 184, 13.6
186, 188, 189, 194

5 11 179, 191, 192, 193, 194, 200, 201, 202, 17.3
203, 206, 208

6 12 200, 201, 202, 203, 205, 215, 216, 219, 20.9
220, 229, 230, 234

7 14 226, 227, 228, 229, 230, 236, 238, 239, 24
240, 241, 242, 244, 256, 257

8 10 241,242, 250, 251, 252, 253, 255, 256, 27
257,270

9 10 250, 251, 252, 253, 255, 260, 263, 264, 27.8
265, 270

10 6 274,275, 276, 277, 278, 279 29.2

Fonte: o autor (2025)

4.6 Experimentos de contaminagao, recuperagao e estresse

Os experimentos 1, 2 e 3 foram realizados em quadruplicatas. No exp. 1, as

microalgas foram inoculadas em baldes volumétricos de borosilicato de 50 mL,

em sete diluicbes com diferentes concentragdes de HPAs, de forma que o

volume final fosse sempre de 50 mL (Tabela 3).
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Tabela 3: Diluicbes da FSA e os volumes utilizados de meio de cultivo com e sem FSA para a
preparagao.

Amostra Meio /2 Meio com
(mL) FSA (mL)
0% 50 0
3% 48.5 15
6% 47 3
12% 44 6
25% 375 125
50 % 25 25
100 % 0 50

Fonte: O autor (2025)

Antes da inoculacdo, a densidade populacional da cultura in6culo foi
determinada, a fim de realizar-se a padronizagao do numero de células inicial em
cada réplica. Para isso, foi calculado o volume de inéculo necessario para que
houvesse uma densidade inicial de 400 células ml-' em cada cultura, por meio

da expressao:
Np* Vg

Vi -
Nj

(1)

Onde Vi é o volume em ml a ser adicionado do in6culo, Nr € a densidade
populacional final desejada em cada cultura (nesse caso, 400 células ml'), Vr é
o volume final da cultura experimental (50 ml) e Ni é a densidade populacional
do indculo.

Antes de se realizar o monitoramento do numero de células, as culturas
foram mantidas durante 4 dias no laboratério com homogeneizagao diaria,
fazendo assim com que as células se aclimatassem com o novo ambiente no
qual foram inseridas, a chamada Lag phase. Apds isso, a densidade

populacional foi monitorada mediante contagem diaria de células, durante 5 a 7
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dias, dependendo do crescimento e densidade populacional. Para realizar a
contagem, as culturas eram homogeneizadas e cerca de 2 mL eram retirados,
sendo posteriormente fixados com uma solugédo de lugol 2%. Apos fixadas, as
células foram contadas com o auxilio de um analisador de particulas em fluxo do
tipo FlowCam (Modelo VS2 com seringa, Estados Unidos), equipado com uma
célula de fluxo do tipo FC 80-7FV (80 um x 700 pm x 0,16 cm). Apds a contagem,
os dados foram filtrados no préprio equipamento (Software Visual Spreadsheet),
eliminando assim possiveis particulas que modificassem a densidade
populacional. Obtendo o numero de células em cada dia de contagem, pode-se
calcular a taxa de crescimento por meio de um método de regressao exponencial
(Oliveira, 2007).No experimento 2, as células foram transferidas do meio de
cultivo contaminado para um meio de cultivo ndo contaminado. Os tratamentos
utilizados como indculo para o experimento 2 foram os tratamentos E1-FSA-0%,
E1-FSA-50% e E1-FSA-100%. No exp. 3, as espécies foram transferidas para
meios de cultivo com valores de salinidade nao utilizadas durante o seu
crescimento em condigdes 6timas. Tanto D. glynnii quanto . galbana, espécies

marinhas, foram submetidas a concentracdes de salinidade de 15..

4.7 Parametros de analise do flow cam

O flowcam €& um equipamento que combina técnicas de fotografia,
microscopia, citometria de fluxo e detecg¢ao de fluorescéncia de forma integrada
por meio de seus componentes o6ticos (e.g. objetivas e espelhos), eletrénicos
(e.g. camera e laser) e de fluidos (e.g. seringa e célula de fluxo), tornando a
analise e processamento das propriedades de particulas mais simples e rapida,
assim como a identificagdo das mesmas (Owen et al., 2022). Neste estudo, foi
utilizado um flowcam modelo VS2 equipado com seringa de 1ml (C70 syringe),
camera (Sony SX90) e uma objetiva de 10x. Amostras de monocultura fixadas
com lugol 2% foram analisadas sem concentracdo, diluicdo ou pré-filtracdo. O
flowcam foi operado no modo autoimage. As imagens do fluido em movimento
foram capturadas em um intervalo definido de 13 frames por segundo (FPS). Um
volume de cerca de 0,600 ml de amostra foi analisado em um tempo maximo de
3 minutos e um fluxo de 0,200 ml min~'. O processamento das imagens foi
realizado de modo semiautomatico no software Visual Spreadsheet (verséo
3.2.3). O maximo possivel de particulas de sujeira ou nao pertencentes ao
objetivo do estudo foram selecionadas, fazendo com que o software identificasse
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as propriedades morfologicas daquelas particulas e filtrasse as imagens
tomando como base os valores das particulas selecionadas, retirando todas as
similares do grupo de imagens. ApdOs isso, as imagens retiradas foram
conferidas, garantindo assim que nenhuma célula fosse removida do conjunto
de dados.

4.8 Analise isotopica celular e razao C:N

Para realizagdo da analise da composigao isotopica celular e da razao
elementar C:N, inicialmente, as culturas foram filtradas com o auxilio de uma
bomba a vacuo em filtros de microfibra de vidro com porosidade de 0,6 um
(UNIFIL, modelo GF-3, 25mm). A pressdao da bomba foi mantida em
aproximadamente 200 mbar, evitando o rompimento das células. Caso o filtro
estivesse com pouco material, as culturas continuavam sendo filtradas.

O material necessario (i.e. filtros e tubos de ensaio) para a analise foi
previamente muflado a 450 °C durante 4 horas para retirada do carbono
organico. Os filtros com biomassa foram colocados na estufa a 60 °C durante 24
h. Finalizado esse procedimento, foi feita a descarbonatagdo dos filtros,
utilizando o método proposto por Lorrain et al. (2003), que utiliza vapores de
acido cloridrico concentrado (12 M) durante 4 h em um dessecador. Apods a
descarbonatacao, os filtros foram levados a estufa por 24 h a 60 °C, a fim de
retirar o excesso do acido. Seguindo o método proposto por Yogui; Schwamborn,
(2019), o filtro de 25 mm foi partido ao meio, e cada metade foi embalada em
um disco de estanho (Elemental Microanalysis, Inglaterra). Ja embalados, a
composicao elementar e isotopica dos filtros foi feita por meio de um analisador
elementar (EuroVector, modelo EA3000 Single) acoplado a um espectrometro de
massas de razao isotdpica (Thermo Scientific, modelo Delta V Advantage). A
temperatura da fornalha de combustao das amostras no analisador elementar foi
mantida em 980 °C. Um reator com 18 mm de didmetro foi preenchido da base
para o topo com 6xido de cobalto envelopado com prata (20 mm), cobre reduzido
(70 mm) e 6xido de cromo (55 mm). O hélio (pureza: 99,999 %) foi utilizado como
gas de arraste, sendo mantido em um fluxo constante de 93 mL min-'. Os gases
gerados na combustdo foram separados em uma coluna cromatografica
empacotada, sendo transferidos em seguida para o espectrdbmetro de massas
de razao isotépica. Foram feitas analises de branco de filtro, branco de disco e
do material de referéncia certificado, que nesse caso foi a microalga Spirulina. A
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razao elementar entre carbono e nitrogénio foi calculada de acordo com o

método descrito por Hedges e Stern (1984), seguindo a equacgao:

(€0
ﬁ o * 1167 )

Onde CO é a porcentagem de carbono organico na amostra e NT & a
porcentagem de nitrogénio organico na amostra. A constante tem como fungao
corrigir os percentuais de carbono e nitrogénio da amostra para uma base

estequiométrica, utilizando a massa molar do carbono e do nitrogénio.

Os resultados da assinatura isotdpica foram expressos na notagao 0,
sendo calculados pela diferenga da razao isotdpica entre a amostra e o padrao

de referéncia internacional, como descrito por Fry (2006):

SE = [(R“m"m) 1]*1000 (3)

Rpadrao

Onde 6E é o is6topo do elemento expresso, Ramostra € @ razdo entre as
quantidades do is6topo pesado e leve na amostra e Rpadrzo € a razdo entre as
quantidades do is6topo pesado e o leve no padrao de referéncia internacional

(Vienna Peedee Belemnite (VPDB) para o 8 '3C e o ar atmosférico para o & '°N).

4.9 Calculo do tempo de geracgao

Foi realizado o calculo do tempo de geracgéo (G2), também chamado de
tempo de duplicacdo, que corresponde ao tempo necessario para a cultura
duplicar totalmente a sua densidade, formando assim uma nova geragéo
(Oliveira, 2007; Wood; Everroad; Wingard, 2005). O G2 pode ser calculado da

seguinte forma:
0,6931

T

GZ=

(4)

Onde r equivale a taxa de crescimento exponencial intrinseca da cultura.

4.10 Analise estatistica e apresentagao dos dados
Foi utilizado um teste de significancia de regressao linear para determinar se

a relacao entre dois parametros foi significativa ou ndo. O teste foi realizado no
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software GraphPad, e o nivel de significancia adotado foi p < 0,05. Os resultados
com uma regressao significativa foram apresentados com a equagéao e a linha
de tendéncia da regresséo linear, assim como o intervalo de confianga de 95%.
Caso a regressao nao seja significativa, apenas os valores dos dados sé&o

apresentados no grafico.

5 RESULTADOS

A analise de HPAs nas FSAs utilizadas para as duas espécies gerou um
somatorio total de 536,26 ngL' e 263,76 ngL"' dos 16 HPAs tidos como
prioritarios para a FSA utilizada no experimento 1 de D. glynnii e |. galbana,
respectivamente. Na tabela abaixo (Tabela 4), estdo descritos os 16 HPAs
prioritarios, assim como seus respectivos numeros de anéis, concentragdes no

primeiro experimento das duas espécies e a solubilidade em agua de cada um.

Tabela 4: Composicdo de HPAs no meio de cultivo utilizado como 100% da concentragédo de FSA. Estéo
listados na tabela os 16 HPAs tidos como prioritarios, assim como suas concentragdes no meio, nimero de
anéis aromaticos e suas respectivas solubilidades em agua. nd = N&o detectado e <LQ = detectado em
concentragdes menores que o limite de quantificagdo do equipamento.

FSAD. FSA L Solubilidade
Analito N° de anéis conggr?trrlggéo cor??éz?rgiéo emzz;goga i

(ng LY (ng LY (mg L)
Naftaleno Dois 26,78 2,23 31,6
Acenatftileno Trés nd nd 16
Acenafteno Trés 43,83 25,45 45
Fluoreno Trés 205,31 120,07 1,8
Fenantreno Trés 285,84 89,78 13
Antraceno Trés 29,83 4,57 0,07
Fluoranteno Quatro 1,09 <LQ 0,24
Pireno Quatro 3,55 5,39 0,14
Benzo[a]antraceno Quatro <LQ <LQ 0,01
Criseno Quatro 5,81 13,12 0,003
Benzo[b]fluoranteno Cinco nd 1,71 <0,001
Benzo[K]fluoranteno Cinco nd <LQ <0,001
Benzo[a]pireno Cinco nd 1,44 <0,001
Dibenzo[a,h]antraceno Cinco nd <LQ <0,001
Indeno[1,2,3-cd]pireno Seis nd Nd <0,001
Benzo[ghi]perileno Seis nd <LQ <0,001
Total 536,26 263,76

Fonte: o autor (2025)

Os compostos predominantes e com concentragdes mais representativas

nas amostras foram os mais leves, com trés anéis aromaticos (Figura 3), como
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o acenafteno, fluoreno e fenantreno. Na FSA utilizada no cultivo de D. glynnii, o

fenantreno foi o analito com maior concentragcdo, com valor de 285,84 nglL?

representando 53,30% da concentragéo total dos 16 HPAs prioritarios na

amostra. Ja para a FSA utilizada no cultivo de I. galbana, o composto com maior

concentragdo foi o fluoreno, com 120,07 ngL?, representando 45,52% da

concentracédo total. As concentracdes dos HPAs e suas fracdes alquiladas séo

apresentadas no anexo 1.
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1 Experimento 1

5.

Figura 3: Perfil de HPAs e seus respectivos numeros de anéis nas FSAs utilizadas nos

experimentos 1 de D. glynnii (a) e |. galbana (b).

Numero de anéis

. Dois
. Trés
. Quatro
. Cinco

Seis

Durante o experimento 1 de D. glynnii, as réplicas apresentaram

crescimentos semelhantes, e se mantiveram em crescimento exponencial

durante o tempo de amostragem, representado pela Figura 4, apresentada

abaixo.
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Figura 4: Curvas de crescimento no experimento 1 das diferentes diluicdes de FSA para D.
glynnii.
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Assim como no experimento com D. glynnii, as curvas de crescimento de
I. galbana nao destoaram entre as réplicas (Figura 5), e as culturas também se
mantiveram no crescimento exponencial durante o periodo de amostragem do

experimento 1.

Figura 5: Curvas de crescimento no experimento 1 das diferentes diluicbes de FSA para |.
galbana.
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Fonte: o autor (2025)

A concentragao total de HPAs no exp. 1 de D. glynnii causou um efeito
negativo significativo no crescimento, confirmado pelo teste de regressao linear
(p < 0,05), com uma redugéo da taxa de crescimento de 0,640 + 0,06d" para
0,315

crescimento nas culturas afetadas. Assim, a concentragédo de HPAs que diminui

+

0,09 d' (Figura 6), caracterizando uma reducdo de 50,80% do
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a taxa de crescimento de D. glynnii em 50% (ErCso) é de aproximadamente
536,26 ngL".

O aumento da concentracdo de HPAs ndo causou um efeito negativo
significante (p > 0.05) nas taxas de crescimento de /. galbana (Figura 6). A taxa
de crescimento média no tratamento controle (E1-FSA-0%) foi de 0,942 + 0.02d"
', enquanto a taxa de crescimento média no tratamento E1-FSA-50% foi de 0,924
+0,05d". Os valores das taxas de crescimento nas diluicbes de E1-FSA-3%, 6%
e 25% foram maiores que as do controle (E1-FSA-0%), com valores de 0.980 +
0.02d", 0.993 + 0,02d"" e 0,948 + 0,01d"", respectivamente. A cultura inoculada
no tratamento E1-FSA-100% FSA apresentou precipitagdo organica de
particulas com tamanho suficiente para entupir a célula de fluxo do flowcam (>
100 um), fazendo com que sua quantificagdo fosse pausada. A precipitagéo foi
acompanhada de uma aparente auséncia/lentidao no crescimento, visto que as
outras culturas rapidamente apresentaram coloragdo advinda do crescimento
das microalgas. Entretanto, as culturas ndo foram descartadas, e serviram de
in6culo para os tratamentos E2-REC-100% e E3-SAL-100%.

Figura 6: Taxas de crescimento de D. glynii e I. galbana em resposta ao aumento da concentragao
de HPAs. A cor vermelha indica os valores de crescimento de /. galbana, enquanto a preta indica
o crescimento de D. glynnii. As linhas tracejadas vermelha e preta indicam as regressdes lineares
de crescimento das espécies, enquanto o sombreado cinza representa o intervalo de confianga
de 95%.
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5.2 Experimento 2
Os experimentos 2 e 3 foram realizados apenas com a espécie /. galbana,

pois as cepas de D. glynnii sofreram contaminagao bioldgica (discutido no tépico
6.1.2). Apesar da concentracédo de FSA nao surtir efeito nas células de I. galbana
(i.e. auséncia diminuicdo no crescimento), os tratamentos E2-REC-50% e E2-
REC-100% foram submetidos a meio de cultura ndo contaminado apods o exp. 1,
mesmo com a ndo quantificacdo do tratamento E1-FSA-100%, no experimento
anterior. As culturas e suas réplicas possuiram curvas de crescimento
semelhantes, indicando que nao ha diferenca no crescimento resultante da

concentracdo de FSA em que foram submetidas anteriormente.

Figura 7: Curvas de crescimento no experimento 2 dos diferentes tratamentos para /. galbana.
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Fonte: o autor (2025)

Nao houve diferenga significativa no crescimento entre os tratamentos,
confirmado pelo teste de regressao linear (Figura 8; p > 0,05) no experimento 2,
no qual as células foram reinoculadas em meio ndo contaminado. O valor da taxa
de crescimento no controle (E2-REC-0%) foi 1,020 + 0,04d-', enquanto nos
tratamentos E2-REC-50% e E2-REC-100%, as taxas foram 0,994 + 0,04d"' e
0,9737 + 0,02d", respectivamente, indicando assim que ndo houveram efeitos

prolongados dos HPAs nas células.
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Figura 8: Taxas de crescimento de /. galbana no experimento 2.
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As células inoculadas em um meio de cultivo contendo um parametro

estressor (S = 15) possuiram curvas de crescimento similares e com menor

inclinacdo em relagdo aos outros experimentos (Figura 9).

Figura 9: Curvas de crescimento no experimento 3 dos diferentes tratamentos para /. galbana.

Estresse 0%

Estresse 50%

Estresse 100%

1000000 1000000 1000000
2 750000 2 750000 ¢ 750000
P P P - @ - Reéplica 1
= El E X
€ 500000 } € 500000 ,': € 500000 o — @ - Réplica 2
. o
P p P A 2 o
8 *.7 | 8 e | 8 .| - @ Replicas
n - = b, z ¢
2 A 2 2 & ool
S 250000 s S 250000 o S 250000 oG - @ - Réplica4
[a] PR o R o o
P P - ¥
e Pt R
e RS R
0 0¥ o{®
2 3 4 5 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Fonte: o autor (2025)

Apesar da salinidade ser um potencial estressor nessas concentragoes
para a espécie, o crescimento se manteve em valores similares com os do
experimento 2, quando as células foram submetidas a salinidade 35. Aregresséo
linear do crescimento foi ndo significativa (Figura 10), ndo havendo dessa forma
diferenca no crescimento dos tratamentos. A maior taxa de crescimento média
foi a do tratamento E3-SAL-50%, com valor de 0,931 + 0,03d"', enquanto os
tratamentos E3-SAL-0% e E3-SAL-100% tiveram médias de 0,886 + 0,03d" e
0,783 + 0.05d", respectivamente.
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Figura 10: Taxas de crescimento de I. galbana no experimento 3
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5.4 Assinatura isotopica de '3C e razido C:N
5.4.1 Experimento 1

O resultado da analise isotopica indicou um empobrecimento na
assinatura do 8'3C das duas espécies, quando comparado com o tratamento
controle. Os valores da assinatura das duas partes do filtro de cada tratamento
estao ilustrados na figura abaixo (Figura 11). Em resumo, pode-se notar que nao
houve uma discrepancia entre as duas assinaturas de cada tratamento, indicada
pela sobreposigcao dos pontos no grafico. As regressdes lineares entre o 3'3C e
a porcentagem de FSA das duas espécies foram significantes (p<0.05),
resultando em mudanca significativa na assinatura isotopica das espécies, que
se tornam mais empobrecidas, aproximando-se dos valores da assinatura do
oleo (-27,13 %0). Os valores médios da assinatura do d'3C e da razdo C:N das

duas espécies no experimento 1 estdo descritos na tabela 5.
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Figura 11: Assinaturas isotopicas (8'3C) de D. glynni (a) e I. galbana (b). A linha preta tracejada
representa a regressdo linear da assinatura média de &'3C nas culturas. A linha vermelha
tracejada representa a assinatura isotopica média de &'3C do 6leo utilizado na preparagao das
FSAs.
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Fonte: o autor (2025)

A assinatura média das duas espécies diminuiu com o aumento da
concentragcédo da FSA. No caso de D. glynnii, a assinatura no tratamento controle
(E1-FSA-0%) foi de -23,94%., enquanto a assinatura no tratamento E1-FSA-
100% foi de -25,17%o. Os valores da razdo C:N de D. glynnii se mantiveram
similares durante o exp. 1, ndo havendo uma diminuicdo ou aumento
significativo, levando em conta o teste de regressdo da razdo C:N média em
relacdo a diluicdo da FSA. Os dados de C:N de D. glynnii sdo apresentados na
na Figura 12, junto com a curva de |. galbana. A assinatura isotopica do 5'3C de
I. galbana teve uma diminuigdo gradativa da diluigdo controle até o tratamento
com maxima concentragdo de HPAs (Figura 11), com um valor médio de -19.83
%o no tratamento E1-FSA-0% e -25,37 %o no tratamento E1-FSA-50%. O
tratamento E1-FSA-100% possuiu um valor médio de 3'3C foi mais enriquecido,
chegando a -23,53 %.. Entre as diluicbes de E-FSA-0% e E1-FSA-50%, os
valores médios de C:N permaneceram similares, variando entre 8,14 e 7,54.
Porém, o tratamento E1-FSA-100% possuiu um valor médio de 5,28, fazendo
com que o teste de regressdo do C:N de |. galbana tivesse uma diferenca
significativa. A reta da regresséo dos valores de C:N estao ilustrados na Figura

12.
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Tabela 5: Valores das assinaturas médias de 8'3C e da razdo C:N de D. glynnii, I. galbana e do dleo para
0 experimento 1.

Espécie Diluicio FSA (%) (C:N) 5'3Cvpos (%)
0 8,00 -23,94
3 7,79 -22,80
6 7,71 -22,91
Durusdinium glynnii 12 7,88 -23,14
25 8,21 -23,40
50 8,33 -24,71
100 7,23 -25,12
0 8,08 -19,83
3 8,05 -19,84
6 8,14 -20,08
Isochrysis galbana 12 7,90 -20,68
25 8,20 -22,23
50 7,54 -25,37
100 5,28 -23,53
Oleo -27,13

Fonte: o autor (2025)

Figura 12: Valores da razao C:N para D. glynnii (a) e I. galbana (b). A linha tracejada preta
representa a regressao linear entre a razao C:N e a concentragdo de HPAs, e o sombreado cinza
representa o intervalo de confianga de 95%.
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Fonte: o autor (2025)

5.4.1 Experimento 2
Apos a contaminagao, no final do experimento 2, foi realizada outra
anadlise isotépica nas culturas de . galbana. Passados 7 dias apds o fim do
experimento 1, a mudanga na assinatura do 8'3C sofreu altera¢des, passando a
ter agora valores mais enriquecidos e menos proximos a assinatura do 6leo. O
aumento da assinatura isotopica foi significante (p < 0,05), e os valores das duas

assinaturas de cada filtro ndo destoaram muito (Figura 13a). Os valores médios
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de 3'3C para os tratamentos E2-REC-0%, E2-REC-50% e E2-REC-100% foram
de -20,42 %o, -18,37%0 e -15,98%o, respectivamente. Assim, pode-se notar que
ha um enriquecimento no valor de 8'3C em todas as culturas. Os valores médios
da razdo C:N se mantiveram entre 8,14 e 8,65, sendo o maior valor encontrado
no tratamento E2-REC-50%, e o menor no E2-REC-0% (Figura 13b). A
regressdo entre a razdo C:N e o tratamento nao foi significante (p>0,05). Os
valores médios da razdo C:N e da assinatura do 5'3C estdo descritos na tabela
6

Figura 13: Graficos com os valores da assinatura isotopica de 8'3C das culturas de /. galbana
do experimento 2 (a) e da razao C:N das das culturas (b). A linha tracejada preta representa a
regressao linear entre a assinatura isotépica de 673C e a concentragdo de HPAs, Alinha vermelha
tracejada representa a assinatura isotopica média de &'3C do 6leo utilizado na preparacgdo das
FSAs, e 0 sombreado cinza representa o intervalo de confianga de 95%.
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Fonte: o autor (2025)

Tabela 6: Valores médios da assinatura isotopica do 613C e da razao C:N nos
diferentes tratamentos de I. galbana no experimento 2.

Tratamento (CIN)a 8Cvrpe (%o)
E2-REC-0% 8,14 -20,42
E2-REC-50% 8,65 -18,37
E2-REC-100% 8,27 -15,98

Fonte: o autor (2025).
5.4.2 Experimento 3
No experimento 3, os tratamentos E3-SAL-0% e E3-SAL-50% de |.
galbana tiveram valores da assinatura isotépica de 613C proximos. As duas
assinaturas do filtro do tratamento E3-SAL-100% tiveram valores um pouco
diferentes (Figura 14a). A primeira analise resultou em uma assinatura de -15,97
%o, enquanto a segunda analise gerou uma assinatura de -17,13%.. Em relacdo

as médias das assinaturas, houve um leve enriguecimento com o aumento da
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concentracdo do tratamento. Porém, esse aumento ndo foi significante quando
aplicado o teste da regressao (p > 0.05). Os valores médios da assinatura de
013C para os tratamentos de E3-SAL-0%, 50% e 100% foram de -16,91%o, -
16,64%o e -16,55%o, respectivamente. A regresséo dos valores médios da razédo
C:N também né&o foi significante, visto que a razdo se manteve com valores
similares entre os tratamentos (Figura 14b). O maior valor da razdo C:N foi de
8,55 no tratamento de 100%, enquanto o menor foi de 8,37 para o tratamento de
50%. O tratamento de 0% teve uma razdo C:N intermediaria, com valor de 8,43
(Tabela 7). Os dados detalhados com os valores das duas analises em cada filtro

estdo descritos na tabela no material suplementar.

Figura 14: Graficos da assinatura isotopica de d'3C das culturas de /. galbana do experimento 3
(a) e da razdo C:N das das culturas (b). A linha vermelha tracejada representa a assinatura
isotépica média de &'3C do dleo utilizado na preparagio das FSAs.
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Fonte: o autor (2025)

Tabela 7: Valores médios da assinatura isotépica do 613C e da razdo C:N nos diferentes tratamentos de /.
galbana no experimento 3.

Tratamento (C/N)a 0'3Cvpps (%e0)
E2-SAL-0% 8,43 -16,91
E2-SAL-50% 8,37 -16,64
E2-SAL-100 8,55 -16,55

6 DISCUSSAO

6.1 Discussao metodolégica
Em experimentos de laboratério, seja com culturas fitoplanctonicas ou

nao, obstaculos podem ser contornados por alteracbes metodoldgicas ou
realizacdo de pequenos experimentos para elucidagdo do causador dos
empecilhos. Quando se trata de experimentos suscetiveis a contaminacao
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biolégica e quimica, muitas vezes o verdadeiro problema reside em detalhes
sutis que sdo esquecidos ou ndo cumpridos durante a realizagao do protocolo.
Porém, obstaculos inesperados sdo capazes de causar beneficios futuros em
experimentos por meio de mudangas metodolégicas. Diante disso, ha a
necessidade da flexibilizagdo metodoldégica na ciéncia, a capacidade de
pequenas adaptacbes em meétodos ja consolidados, permitindo assim a
realizacdo de experimentos mais eficazes e confiaveis, gerando melhores
resultados. Durante a realizacdo dos experimentos deste estudo, houveram
alguns imprevistos que fizeram com que novas etapas fossem adicionadas no
meétodo utilizado. Nesta primeira parte, serdo discutidos os obstaculos
encontrados durante a realizagao do estudo, as implicagdes de cada um para os

experimentos e as estratégias adotadas para contorna-los.

6.1.1 Precipitacao de parafinas nas culturas fitoplanctonicas
Durante o inicio dos experimentos, no laboratério de cultivo do Museu de
Oceanografia da UFPE, houveram danos no sistema de climatizagcdo da sala de
cultivo, o que acabou temporariamente impossibilitando a realizagcdo dos
mesmos. Diante disso, as cepas de microalgas foram transferidas para uma
camara de germinacao a 25 °C, porém de tamanho insuficiente para a realizagéo
dos experimentos propostos. Assim, a camara teve como funcdo apenas a
manutencao das culturas. Com o passar do tempo, as cepas das espécies foram
transferidas para o Laboratério de Producdao de Alimento Vivo (LAPAVI), na
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), onde as culturas eram
mantidas em temperaturas em torno de 20 + 2 °C. No geral, os fatores limitantes
da produtividade fitoplancténica sao a disponibilidade de nutrientes, quantidade
de radiagao luminosa e temperatura (Cunha; Calijuri, 2011; Fernandez-Gonzalez
et al., 2022). Assim, o primeiro impacto dessa mudancga de temperatura se daria
no metabolismo dos individuos, visto que ha uma diminuicdo dos processos
metabodlicos de espécies de fitoplancton tropical com a diminuicdo da
temperatura (Soulié et al., 2022). Porém, como as culturas submetidas a
contaminagdo sdo comparadas com o controle, ndo haveria problema na
realizacao do experimento, pois todos os tratamentos ainda estariam sob as
mesmas condigbes de cultivo. Com o andar do experimento na UFRPE,

percebeu-se a precipitacdo de particulas brancas e de aparéncia dura. Analises
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visuais n&o constataram a presenga de microorganismos além das microalgas,
fazendo com que a suspeita fosse direcionada a precipitacao de parafinas nas
culturas. As parafinas presentes no 6leo, que sao precipitadas em forma de
macro cristais, consistem de compostos com cadeias carbbnicas longas
variando entre 15 e 75 atomos de carbono (Kok; Varfolomeev; Nurgaliev, 2018).
Cada oleo possui um perfil especifico de compostos (e.g. propor¢cao de
aromaticos, alifaticos e asfaltenos), fazendo com que suas propriedades (i.e.
densidade) sejam diferentes (Correa Pabdn; Souza Filho, 2019; Douglas et al.,
2016). Dentre essas propriedades, pode-se citar o ponto de névoa (cloud point
ou wax appearence temperature), que € a temperatura na qual os cristais de
parafina comegam a precipitar, fazendo com que o fluido tenha um aspecto de
névoa (Lois; Keating; Gupta, 2003; Verma; Sharma; Dwivedi, 2016). Quando ha
uma diminuicdo na temperatura, hidrocarbonetos mais pesados podem precipitar
em forma de cristais de parafina (Lira-Galeana; Hammami, 2000), processo bem
documentado e estudado na industria petrolifera, por conta do entupimento de
tubulagdes, filtros de combustivel e injetores de equipamentos (Jones, 2015;
Kiyingi et al., 2022; Lira-Galeana; Hammami, 2000). A concentrac&o de cristais
de parafinas precipitados aparentemente apresentou uma relagao direta com a
diluicao, fazendo com que a turbidez da agua aumentasse com o aumento da
concentracdo da FSA nos tratamentos. A presenca desses cristais impossibilitou
a continuidade do experimento por dois motivos. O primeiro é que a passagem
da amostra pela célula de fluxo do flowcam causaria seu entupimento (tamanho
maximo 100 ym, ou 0,01 cm) e danos ao equipamento, impossibilitando assim a
realizacdo da analise de outras amostras. O segundo motivo € que ha um
aumento na turbidez porque o fluido passa a ter um aspecto de névoa,
diminuindo assim a penetracdo da luz e consequentemente reduzindo de
maneira desigual as taxas fotossintéticas das culturas, assim como a produgao
de biomassa (Cloern, 1987; Ge et al., 2020; Nunes et al., 2022; Wang et al.,
2019). A fragcado dos hidrocarbonetos alifaticos foi analisada no tratamento E1-
FSA-100% de D. glynii, e o seu resultado esta representado na Figura 15. As
concentragdes individuais e a total dos n-alcanos estao representados em uma

tabela no Anexo 1.
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Figura 15: Perfil de n-alcanos e suas respectivas concentragées na FSA 100% utilizada nos
experimentos.
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A analise da fracdo dos hidrocarbonetos alifaticos gerou uma
concentragdo total de 24.36 ng L-'. Dentre os 29 compostos analisados, apenas
dois ndo foram detectados na amostra, o octatriacontano (Css) e o tetracontano
(Ca0). Pode-se notar no perfil apresentado (Figura 15) que compostos que
possuem cadeias carbdnicas menores apresentaram uma maior contribuicdo
para a concentracao total dos alifaticos na amostra, sendo o eicosano (Czo) € 0
tetradecano (C14) 0s compostos com maiores concentracdes, com 1.97 ng Lt e
1,93 ng L1, respectivamente. Isso é reflexo da menor solubilidade em agua de
compostos com menor cadeia carbbnica (i.e. mais leves) em relacdo a
compostos com cadeia carbdnica maior (i.e. mais pesados). No anexo 1 ha uma

tabela com as solubilidades dos compostos discutidos neste trabalho.

Apesar da concentracdo total dos n-alcanos ser baixa comparado a
concentragdes encontradas em tubulagdes e ambientes estuarinos (Colombo et
al., 1989; Kiyingi et al., 2022; Lima et al., 2024), é importante ressaltar que a
solubilidade desses compostos é muito menor do que a dos HPAs, por exemplo.
Compostos com cadeias que contém 18 moléculas de carbono ou mais,
geralmente possuem solubilidade muito baixa, com valores menores que 0.01
mg L a 25 °C (Kiyingi et al., 2022; Tarantino et al., 2016), enquanto alguns HPAs

possuem valores de solubilidade em torno de 31 mg L%, como o naftaleno
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(Pearlman; Yalkowsky; Banerjee, 1984). Ademais, a temperatura na qual os
experimentos foram realizados € menor do que temperaturas descritas para
pontos de névoa de outros 0leos, que podem chegar a 37,4 °C (Tarantino et al.,
2016). O perfil de n-alcanos no 6leo utilizado nos experimentos também € rico n-
alcanos com mais de 20 carbonos, que sdo mais comumente precipitados
(Kiyingi et al., 2022; Lourenco et al., 2020).

Para evitar a precipitacdo das parafinas, foi realizado um experimento em
uma camara de germinagdo, no qual a FSA concentrada foi submetida a
temperaturas acima e abaixo de 25 °C. Todos os dias eram realizadas analises
visuais para determinagao se havia ou nao precipitagao que pudesse atrapalhar
o0 andamento do experimento. O resultado foi que, a partir da temperatura de 25
°C o meio de cultivo com a FSA era totalmente translucido, fazendo com que
experimento pudesse ser realizado em temperaturas iguais ou superiores a 25
°C. Apesar do aumento da temperatura ajudar a solubilizar os compostos, o uso
de um dleo que nao foi devidamente armazenado logo apds a coleta pode ter
também feito com que a precipitacao cessasse. Durante as primeiras tentativas
de realizar o experimento 1 (incluindo o da precipitagdo de parafinas), o 6leo
utilizado estava armazenado em um freezer desde a coleta, em 2019, mas em
pouca quantidade. Como a quantidade necessaria de 6leo para o preparo de 2
litros de FSA é relativamente alta (190-200g), e diversos testes foram
necessarios, houve a necessidade da obtengdo de uma nova remessa de 6leo,
que estava armazenada em um barril de ferro em uma area aberta. As partes
superficiais foram descartadas, e apenas o 6leo que se encontrava no meio foi
coletado. Este 6leo aparentemente estava menos degradado. Porém, devido ao
mau armazenamento, pode-se inferir que o 6leo ja se encontrava em processo
de degradacao, o que pode ser reflexo das baixas concentracdes de n-alcanos
na FSA, quando comparadas a amostras ambientais (Hassaan et al., 2023). Para
tentar confirmar isso, uma razdo que indica degradacao proposta por Colombo
et al. (1989) foi utilizada, e a razdo das concentragdes de octadecano (C1s) e
fitano foi calculada. A concentragdo de C1s foi de 1,60 ng L', enquanto a de fitano
foi de 1,17 ng L -', gerando assim uma razdo de 1.3. Uma razdo maior que 1
indica um 6leo que foi aportado recentemente, enquanto uma razao com valor

menor que 1 indica um 6leo degradado. Apesar da razao ser maior que 1, o valor
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se aproxima do limite entre o Oleo recente e o 6leo degradado, podendo ser
reflexo de processos de degradacao ao longo do tempo. Talvez a escolha de
coletar apenas o Oleo localizado no meio do barril tenha ajudado a obter um éleo
com menor degradagdo. Para experimentos futuros, € necessario a criagao de
um protocolo de armazenamento de oleo, afim de diminuir a degradacéao,

possibilitando a preparagcao de FSAs com maior concentragdo de HPAs.

6.1.2 Contaminagao biolégica nas culturas fitoplancténicas

Durante o cultivo de microalgas, podem ocorrer contaminag¢des quimicias e
bioldgicas, seja por organismos predadores das microalgas ou algum tipo de
patdgeno (Lincoln; Gabridge, 1998). Durante os experimentos com D. glynnii,
notou-se a presenga de um filme branco de aspecto flexivel depositado no fundo
dos baldes no qual se encontravam as culturas. Assim como nas parafinas, as
particulas eram muito grandes para que se pudesse aliquotar uma amostra e
realizar a analise no Flowcam. Foram realizadas analises visuais utilizando
microscopia e constatou-se a presenga de um protozoario ciliado cuja espécie
nao foi identificada. A principal caracteristica do organismo era a presencga de
cilios distribuidos aparentemente de maneira uniforme pelo corpo, com destaque
para o alongamento do cilio localizado na parte caudal do organismo. Levando
em consideragao a magnificagdo da ocular do microscépio e a objetiva usada, o
tamanho maximo do organismo era de 20um. Protozoarios podem secretar
compostos produzidos no meio extracelular para facilitar a aderéncia em
superficies ou a formacdo de complexos biofilmes com populagdes ou
comunidades de protozoarios (Diaz Villanueva et al., 2011). Quando visualizado
no microscopio, o biofilme era composto por varios destes organismos vivos e
agregados (imagens apresentadas no material suplementar). A presenca deste
protozoario nas culturas certamente gerou um impacto no crescimento, visto que
estes organismos poderiam estar se alimentando das células de D. glynnii. A
principio, esperava-se que o organismo pudesse estar associado com o 6leo.
Porém, a presenca deles nas amostras controle anulava esta hipotese, a nao ser
que houvesse algum tipo de contaminacdo cruzada. Foi realizado um
experimento para determinar a origem deste organismo, isto €, em qual etapa da
preparacao da FSA e inoculagcdo das células ele poderia estar sendo inserido
nos experimentos. Para isso, foram utilizadas 4 amostras contendo diferentes

53



solugdes para que, por eliminagdo, pudesse ser determinado em qual etapa
estava ocorrendo a contaminagéo. Assim, o experimento foi realizado com 4
balbes que possuiam diferentes conteudos. O baldo 1 foi preenchido apenas
com FSA, o baldo 2 com agua do mar enriquecida com F/2, o baldo 3 continha
agua do mar com células de D. glynnii, e o baldo 4 continha tudo o que foi citado
nos baldes 2, 3 e 4. Com o passar dos dias, os biofilmes se formaram nos baldes
2 e 4, levando assim a conclusao de que os organismos eram transferidos das
solucdes estoque de nutrientes para as culturas, visto que a presencga dos
biofilmes foi constatada apenas nos baldes 2 e 4. Nao se sabe de qual das quatro
solugdes estoque dos nutrientes o protozoario foi transferido, e nem como ele foi
inserido nas solugdes, visto que ha um rigoroso protocolo de esterilizagdo no
momento da preparacao das solugdes estoque e durante o enriquecimento da
agua do mar. Uma hipotese € que os protozoarios poderiam estar na forma de
cistos (i.e. estagio da vida de um protozoario que os permite sobreviverem em
condicbes desfavoraveis ou até extremas (Radchenko et al., 1997), e quando
inoculados novamente em &agua salgada, os organismos voltariam a suas
atividades fisioldgicas normais. Porém, isso nao seria possivel devido a etapa de
filtracdo com filtros de 0,22 ym de porosidade, visto que geralmente os cistos de
protozoarios conhecidos variam entre 10 e 50 um, e o menor conhecido até hoje
possui entre 3 e 5 um (Chin et al., 2011; Shyrobokov et al., 2020; Tungyurek et
al., 2013). Desse modo, ndo se sabe como o protozoario poderia se manter nas
culturas mesmo apos rigorosos protocolos de filtragado do meio de cultivo. Apds
descobrir a origem, foi realizado um rigoroso processo de limpeza com extran,
HCI 12M e posterior autoclavagem das vidrarias das solugbes estoque. Apés
isso, o experimento 1 com D. glynnii teve continuidade normalmente, sem
reaparicdes destes organismos. A introducdo de protozoarios e outros
organismos indesejados em culturas de microalgas pode ocorrer por meio de
equipamentos e vidrarias mal esterilizadas, cepas de microalgas ou meio de
cultivos sujos, que podem conter os organismos vivos ou em forma de cistos
(Bagatini et al., 2013; EI-Tohamy et al., 2024; He et al., 2022). Os protozoarios
sao organismos que desenvolvem-se bem em ambientes ricos em carbono
organico dissolvido e compostos nitrogenados (Bagatini et al., 2013). Assim, com
o constante crescimento das microalgas e sua morte e decomposigao, cria-se

um ambiente favoravel ao crescimento dos protozoarios, com disponibilidade de
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alimento, condi¢cdes “ambientais” controladas e auséncia de predadores que
possam realizar o controle populacional desses organismos.(Stone, 1990). Uma
vez inseridos nas culturas, a dindmica de crescimento das microalgas pode ser
alterada, causando assim a diminuicdo das taxas de crescimento das culturas,
além da predacéo direta (He et al., 2022), visto que os protozoarios sdo um dos
principais consumidores do fitoplancton, podendo consumir até metade da
producao fitoplancténica nos ambientes marinhos (Tillmann, 2004). Desta forma,
em um laboratério de cultivo, necessita-se de rigorosos protocolos de
esterilizacdo e inoculagao, além da realizagcdo do controle de qualidade do meio
de cultivo utilizado e o monitoramento regular das cepas de microalgas.

A ideia original deste trabalho era comparar duas espécies de ambientes
distintos (e.g. eutrdéfico e oligotrofico) utilizando duas microalgas do mesmo filo,
como os Dinophyta. Essa comparagéo iria ser realizada utilizando as microalgas
D. glynnii e Karlodinium sp. Porém, no inicio dos exp. 2 e 3 com D. glynnii, houve
uma suspeita de contaminacgao das culturas com bactérias. Isso também afetou
as culturas de Karlodinium sp., que tiveram o seu crescimento mais reduzido por
conta da sua menor resisténcia, refletida pela maior dificuldade de cultivo e
manutengao de espécies deste género em laboratério (Adolf; Bachvaroff; Place,
2009; Place et al., 2012). A presenga de bactérias em culturas de microalgas
pode ser constatada de diversas formas, utilizando por exemplo técnicas
moleculares (Lee et al., 2022; Na et al., 2024), assim como bioinformatica e
sequenciamento (Wang et al., 2022). Apds a inoculagdo das microalgas para
realizagao do experimento, notou-se uma auséncia de crescimento, um aumento
na turbidez e uma coloragao mais esbranquicada, além de um forte odor similar
ao de decomposicao, que foi percebido ao abrir os recipientes de cultivo para
realizacdo do descarte das culturas. Uma outra forma de iniciar a investigacao
da presencga de bactérias € a percepg¢ao de mudancga na coloragao e no odor das
culturas, havendo um nitido incremento na turbidez e um cheiro indesejado,
causado muitas vezes pelos produtos metabdlicos das bactérias, que podem
incluir gases contendo enxofre e outras substancias organicas volateis (Paluszak
et al., 2024; Thorn; Greenman, 2012). Apesar da auséncia de analises
bacteriolégicas, foi utilizado um antibidtico de amplo espectro, a tetraciclina,
visando assim controlar o crescimento das bactérias nas cultuas. A tetraciclina

geralmente é usada em baixas concentragdes (Agostini et al., 2019), evitando
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assim a inibigdo do crescimento das microalgas no meio de cultivo (Amangelsin
et al., 2023). Tomando como exemplo a cultura de Karlodinium sp., houve a
inoculagdo das microalgas em um meio com concentragdo de 0,1 mg L' de
tetraciclina. Durante o primeiro dia, a cultura apresentou coloracido normal. No
segundo dia, constatou-se a presenga de um leve precipitado e a coloragao da
agua tinha um aspecto roseado. No terceiro dia a cultura toda (50 mL) foi
transferida para uma garrafa com 1 litro de agua do mar enriquecida com meio
F/2, garantindo assim uma boa diluigdo do antibiético. Porém, o monitoramento
do crescimento de Karlodinium sp. constatou que as microalgas ndo estavam
mais se replicando, causando assim a morte da cultura. Devido a isso, os
experimentos que seriam realizados com Karlodinium sp foram realizados com

I. galbana.

6.2 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Dentre os 16 HPAs listados como prioritarios (Bojes; Pope, 2007), apenas
nove foram detectados na FSA de D. glynnii, sendo um deles com concentragao
abaixo do limite de quantificagdo. Ja na FSAde I. galbana, 14 dos 16 HPAs foram
detectados, sendo que cinco apresentaram concentragdes abaixo do limite de
quantificacado. A concentracdo de HPAs na FSA do exp.1 de D. glynnii foi duas
vezes maior do que a concentragdo na FSA na qual /. galbana cresceu. Isso pode
ter ocorrido por conta do motivo ja mencionado na discussdo metodoldgica. A
diferenga da concentragcao de HPAs na FSA pode estar relacionada com a forma
e o0 tempo de armazenamento do 6leo. Jannuzzi (2023) e Mdller et al., (2021)
utilizaram o mesmo 6leo em seus experimentos com D. glynnii e obtiveram perfis
parecidos, com predomindncia do fenantreno e fluoreno, mas com
concentracdes totais dos 16 HPAs diferentes. Mdller et al., (2021) utilizou um
método de fragcdo acomodada do 6leo em agua (FAA) para obter a sua mistura
de HPAs, resultando em uma concentragcao total dos 16 HPAs prioritarios de
2315 ng L. O método é diferenciado por apenas uma etapa, a de filtragao, que
€ realizada apenas no método da FSA, que pode acabar diminuindo a
concentragao de HPAs. Jannuzzi (2023) utilizou 0 mesmo método deste trabalho
e obteve uma concentragéo total dos 16 HPAs prioritarios de 1704,75 ng L-'. As
solucdes de FSA deste trabalho foram preparadas cerca de dois anos apés o

trabalho de Jannuzzi (2023) e elas reduziram pela metade em relacdo ao
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trabalho citado. Assim, ha possivelmente uma degradagdo com o passar do
tempo, mesmo o 6leo sendo armazenado em baixas temperaturas. Isso teria
resultado nas concentracbes de HPAs menores nos experimentos desta
dissertacdo. Uma forma de contornar isso seria aumentar a massa de oleo
utilizada na preparagéo da FSA ou aumentar a area de contato do 6leo com a
agua durante a sua preparagao, o que faria a concentracdo de HPAs ser maior
na solugcdo de FSA. Apesar disso, as concentragdes encontradas nas duas
solucdes de FSA deste trabalho representam concentragdes encontradas no
ambiente, seja em locais com derramamento de 6leo, ou locais com fontes
crénicas. Por exemplo, concentragbes de HPAs de 58 ng L' foram mensuradas
em areas sem derramamento de 6leo na China (Wu et al., 2011), enquanto niveis
tipicamente abaixo de 10 ng L' foram detectados nas praias de Pernambuco
mais de um ano apdés o derramamento do oleo (Moreira et al., 2024). Tais
concentracbes sao pelo menos 10 vezes menores do que a obtida neste
trabalho. Locais com derrame de 6leo apresentaram concentragdes de HPAs
menores que 1000 ng L', como por exemplo nos arredores do navio petroleiro
Exxon Valdez, que naufragou em 1989 no Alasca (Neff; Stubblefield, 1995).
Porém, as concentragdes obtidas nesse experimento sdo mais baixas quando
comparadas com a maioria das concentracbes encontradas em areas de
derrame de ¢6leo, que podem chegar a 115.000 ng L' (Boehm; Murray; Cook,
2016; Gonzalez et al., 2006; Reddy; Quinn, 1999)..

Como o fenantreno e o fluoreno juntos compuseram 91% e 79% das
concentragdes totais nas FSAs de D. glynnii e I. galbana, respectivamente, a
discussao tera um foco maior no efeito desses dois compostos sobre as
microalgas, sem ignorar os efeitos da mistura de HPAs. O fenantreno em
individual ndo possui um risco elevado para seres humanos, mas pode ser toxico
para peixes e algas (Moody et al., 2001), podendo exercer papéis antagbnicos
dependendo da concentragdo (Xue, 2014). Por exemplo, experimentos
realizados apenas com fenantreno indicaram que em baixas concentragdes (2-
10 mg L") ele pode aumentar as taxas fotossintéticas, densidades celulares e o
peso seco da microalga Chlorella vulgaris (Asghari et al., 2020). Ele também
aumentou o conteudo de pigmentos carotenoides de Heterosigma akashiwo,

Skeletonema costatum e Alexandrium tamarense (Yun, 2007). Porém, quando
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em concentragdes maiores (e.g. 50 mg L"), os impactos variam desde inibigao
fotossintética, mudangas na estrutura celular, degradacéo de carotendides e
producao de espécies reativas de oxigénio. Assim como o fenantreno, o fluoreno
em concentragdes menores (< 25 mg L"), pode favorecer o crescimento e o
aumento de biomassa. Porém, com concentragdes acima da supracitada, pode
causas estresse oxidativo, reducao do conteudo de clorofila e danos estruturais
nas células (Asghari et al., 2020). Em uma revisao realizada por Othman et al.,
(2023) a partir de 12 valores de ECso do fluoreno, a concentragdo de impacto
média do fluoreno para as microalgas foi de 76.800 ng L. Os valores de ECso
do fenantreno para microalgas descritos na literatura variam entre 20.800ug L™’
a 945.000 ng L', sendo que a concentragdo de impacto média calculada foi de
24.300 ng L' (Ben Othman et al., 2023; Echeveste; Agusti; Dachs, 2010;
Hutchinson et al., 1980). As concentragdes médias de impacto supracitadas do
fluoreno sao 382 vezes superiores as maiores concentracoes registradas na FSA
deste estudo, enquanto as do fenantreno ultrapassam em 83 vezes os valores

maximos observados.

6.2.1 Experimento 1
Como as microalgas estavam crescendo em ambiente controlado e com
as condicdes necessarias para o crescimento, os efeitos causados no
crescimento sao atribuidos a mistura de HPAs e suas diferentes concentragdes

no meio de cultivo das espécies.

6.2.1.1 Durusdinium glynnii

Mesmo em concentracdes baixas, o aumento da concentragao da mistura
de HPAs causou uma reducdo gradativa significativa no crescimento de D.
glynnii, gerando um ECso de 536,26 ng L', que é menor do que outros descritos
na literatura. Jannuzzi (2023), utilizando o mesmo 6leo, obteve um valor de ECso
de 1704,75 ng L', concentragédo cerca de trés vezes menor do que o deste
trabalho. Além disso, esse valor foi menor quando em comparagao ao descrito
por Muller et al., (2021), chegando a um ECso de aproximadamente 2.800 ng L-
1. Jannuzzi (2023) cogitou a possibilidade de essa diferenga de valores ser
resultado da presenga de compostos com maior peso molecular, como o
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno e o benzo[a]pireno, visto que HPAs

com maior peso molecular e consequentemente uma menor solubilidade,
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possuem maior toxicidade para as microalgas (Ben Othman et al., 2023). Este
mesmo autor ranqueou 9 dos 16 HPAs prioritarios com base na sua
concentragdo média de impacto no fitoplancton, chegando a seguinte sequéncia
(da maior para a menor toxicidade): benzo[a]pireno, antraceno,
benzo(a)antraceno, pireno, fluoranteno, fenantreno, fluoreno, acenafteno e
naftaleno. Na composicdo da FSA utilizada no experimento de D. glynnii, o
método analitico ndo foi capaz de detectar compostos com 5 ou 6 anéis
aromaticos, o que nao quer dizer que eles ndo estejam presentes na FSA. Assim,
atualmente, ndo se sabe ainda o motivo dessa diferenca entre os valores de
ECso. Uma hipotese a ser levantada é a de que o uso de agua do mar coletada
em diferentes locais cause uma diferenga no crescimento, resultando assim em
diferentes valores de ECso. O meio de cultivo F/2 é um meio de cultivo
semidefinido (Guillard, 1975; Oliveira, 2007), ou seja, possui as concentragdes
de nutrientes do enriquecimento bem definidas, mas ha uma incerteza sobre a

composi¢ao desses nutrientes na agua do mar utilizada.

Mesmo em baixas concentracdes, os HPAs podem causar efeitos como a
diminuicdo da capacidade fotossintetizante, alteracbes genéticas, alteragcao na
divisdo celular e producdo de espécies reativas de oxigénio (Pérez, P;
Fernandez; Beiras, 2010; Roseth et al., 1996; Subashchandrabose et al., 2017).
Assim, um desses efeitos, ou até mesmo mais de um efeito combinado pode
atuar na diminuic&do da taxa de crescimento, levando assim a um menor valor de
ECso.

6.2.1.2 Isochrysis galbana

Como nao foi possivel quantificar o tratamento E1-FSA-100%, os
resultados com as diluicbes de 0% até 50% nao tiveram uma diminuigéo
significativa no crescimento. Porém, devido a auséncia/lentiddo no crescimento,
pode-se inferir que houve sim uma diferenga no crescimento, que sera discutida
mais adiante. Alguns estudos realizaram experimentos para testar efeitos
isolados dos HPAs em I. galbana (e.g. Othman et al., 2012), encontrando valores
de ECso de 255.000 ng L' e 144.000 ng L' para benzo[a]antraceno e fluoranteno,
respectivamente. Ja para naftaleno, pireno e fenantreno, a concentragao na qual
houve uma diferenga significativa em relagdo ao controle foi 2.220.000 ng L
(Pérez, Patricia; Fernandez; Beiras, 2010). Essas concentragdes sdo muito
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maiores do que a concentragdo total na qual /. galbana foi submetida neste
trabalho (263,76 ng L*'). Porém, as concentragdes supracitadas sao
relacionadas a efeitos de um unico composto, e ndo considera efeitos aditivos e
sinérgicos de misturas de HPAs. Quando o crescimento de [. galbana é
relacionado com uma mistura de HPAs, o ECso pode ser alterado. Por exemplo,
Silva (2023) obteve um ECso de 669 ng L', valor quase 3 vezes maior que o
deste estudo. O autor mostrou que o crescimento de /. galbana segue um efeito
hormese (i.e. comportamento estimulado por baixas concentracées de um
composto, mas inibido por altas concentragdes). S6 a partir da concentragao de
669 ng L' é que efeitos significativos surgiram em relagéo ao controle. Esse tipo
de efeito é descrito em outros estudos semelhantes, utilizando outras espécies
de microalgas (Asghari et al., 2018, 2020; Ben Othman et al., 2018; EI-Sheekh
et al., 2000).

Durante o experimento com /. galbana, nao foi possivel quantificar a
densidade populacional do tratamento de FSA 100% por conta de um precipitado
branco que acabou entupindo o equipamento. Esse precipitado tornou-se visivel
a olho nu no segundo dia de contagem. Além das células, no primeiro dia foram
identificadas particulas no software do flowcam. Uma hipotese é de que essas
particulas tenham surgido a partir da morte das células, devido ao choque da
transicao de um meio ndo contaminado para outro contaminado. Ja é conhecido
que, em casos extremos, a concentragdo de HPAs pode desencadear o inicio do
processo de morte celular programada (i.e. apoptose), que também pode ser
desencadeada por outros fatores além dos HPAs, como nutrientes, iluminacao e
regulagdo osmatica (Bidle, 2016; Subashchandrabose et al., 2017). Assim, para
testar a influéncia direta dos HPAs na morte das células durante a transi¢cao de
meios de cultura, foi calculado o numero tedrico de células no dia da inoculagao,
utilizando a equacgao do crescimento exponencial (Equacgao 5; Krebs; Eggleston,
1940; Monod, 1949), até os dias atuais (Jones et al., 2023; Rohim et al., 2020;
Ughy et al., 2023). Nessa equacgao, a taxa de adigdo de células no meio é
proporcional ao numero de células anterior, caracterizando um crescimento
exponencial, que se da em uma determinada taxa, chamada taxa intrinseca de
crescimento, ou simplesmente r (Oliveira, 2007). Sabe-se que os experimentos

de I. galbana foram teoricamente iniciados com uma densidade celular de 1000
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células mL". Com a equagao de crescimento exponencial (Equagao 5), pode-se
calcular o numero tedrico de células no dia da inoculagdo. Na equacéo, N € o
numero de células no tempo t, No o numero de células no dia do inéculoer é a

taxa de crescimento.
N(t) = No x et (5)

Rearranjando esta equagao, podemos encontrar o valor de No:

Ny = =2 ©)

ert

Assim, com a taxa de crescimento das culturas e o numero de células no
dia 1, obteve-se que a densidade populacional tedrica no dia do indculo caiu de
3777 + 172 células mL™" para 1578 + 275 células mL™". Apesar de haver uma
reducdo na densidade tedrica de células no dia do inéculo (Figura 16), essa
diminuicado n&o é significativa quando o teste de regressao € aplicado (p > 0.05).
Caso a regressao fosse significativa, utilizando a equacgao da regressao linear,
seria possivel calcular esse valor para a amostra de 100% FSA. Dessa forma,
nao se pode afirmar se ha um impacto direto dos HPAs nas células durante a
transferéncia da cultura inéculo para a cultura experimental. Os valores

detalhados e os seus respectivos desvios estao descritos na tabela 8.
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Figura 16: densidade média de células no dia da inoculagdo em relagdo a concentragdo de FSA
no experimento 1 de /. galbana.
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Os valores obtidos ficaram acima do valor tedrico calculado no dia da

inoculagao (1000 células mL™"). Isso pode ocorrer por diversas causas, desde

erros de calculo na inoculagédo, medicdes imprecisas da densidade populacional

nas culturas inéculo, ma homogeneizagao na hora da transferéncia das células,

ou até mesmo erros de pipetagem, caso o equipamento nao esteja calibrado ou

o usuario utilize de forma errada. Assim, para os experimentos futuros, afim de

evitar isso, as células serdo inoculadas e a densidade populacional sera

quantificada no mesmo dia.

Tabela 8: densidade média de células no dia da inoculagdo e seus desvios nas diferentes diluicdes de FSA para o

experimento 1 de /. galbana.

FSA (%) Densidade de células (Células mL™)
0 3777 £172
3 2442 +363
6 2112 +486
12 2022 +191
25 2263 +296
50 1578 £275
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Como a densidade populacional do tratamento E1-FSA-100% nao foi
quantificada, nao foi possivel calcular a taxa de crescimento. Porém, utilizando
as estimativas acima, podemos calcular a taxa de crescimento maxima tedrica
que essa cultura poderia atingir, por meio da equagdo do crescimento
exponencial (Monod, 1949; Oliveira, 2007). Para obter o Nodo E1-FSA-100% (no
dia da inoculagao), pode-se utilizar a média dos valores de células no dia inicial,
que nesse caso seria No = 2366. O valor de N (no dia de amostragem) foi obtido
a partir de uma relacado da densidade das culturas dos outros tratamentos e suas
coloragdes. No terceiro dia do experimento, ja era possivel observar a coloragéo
resultante do crescimento celular. No tratamento E1-FSA-100%, entretanto, essa
coloragao nao era visivel até o quinto dia do experimento. Dessa forma, a média
das densidades populacionais dos tratamentos E1-FSA-0% a E1-FSA-50% no
terceiro dia foi considerada como Ngmax, representando o valor maximo da
concentragao celular que poderia ser alcangado no tratamento E1-FSA-100% no
quinto dia. Esse valor foi de 117.582 células mL™. Rearranjando a equagao do
crescimento exponencial (Equacao 5) para encontrarmos o valor de r (Equacéao
7), obtemos que:

r= In (N(t))_ In (Ng)
At

(7)

Realizando a aplicagao do valor médio da densidade das outras culturas
como N =s5)= 117.582 células mL" no tratamento de E1-FSA-100%, obtém-se
um valor da taxa de crescimento intriseca (r) teérica maxima de 0,781 d-'. Esse
valor foi plotado na Figura 16 junto com os resultados do exp. 1 de I. galbana.
Pode-se notar claramente a sua influéncia nos resultados, visto que o menor
valor da taxa de crescimento no tratamento E1-FSA-100% faz com que haja uma
diminuicao significativa no crescimento de /. galbana (Figura 17, linha tracejada
preta). A linha tracejada vermelha representa a regressao linear originalmente
calculada, que nao apresentou uma diminuigdo significativa (p > 0.05). Esse
valor de crescimento (0,781 d') representa uma diminuigdo de 17% no
crescimento em relagdo ao tratamento controle. Ademais, o crescimento pode
ser ainda menor, visto que 0,781 d-' representa a taxa maxima de crescimento
estimada para o tratamento de 100%, o que explicaria o crescimento tao lento

das microalgas durante esse experimento.
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Figura 17:Regressdes lineares da taxa de crescimento de I. galbana com o valor de E1-FSA-
100% maximo (linha tracejada preta) e sem o valor de E1-FSA-100% (linha tracejada vermelha.
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Como a regressao entre a taxa de crescimento e a concentragédo de HPAs
é significativa e possui um alto coeficiente de determinagao (r?), pode-se estimar
um ECso tedrico, utilizando a equagéo da regresséo linear apresentada na figura
12, estima-se que o valor de ECso seria de aproximadamente 636 ng L', valor
préximo ao descrito por Silva, (2023), de 669 ng L.

6.2.2 Experimento 2

Como ja foi discutido, os experimentos 2 e 3 foram realizados apenas com
I. galbana, devido a contaminagcdo bioldgica nas culturas de D. glynnii.
Inicialmente, acreditava-se que o tratamento E1-FSA-100% n&o havia crescido,
e as células estavam mortas. O experimento 2 foi realizado a partir de indculos
dos tratamentos de FSA E1-FSA-0%, 50% e 100% provenientes do experimento
1. Durante o monitoramento da densidade populacional no exp. 2, percebeu-se
que as células oriundas do tratamento de 100% do experimento 1 estavam vivas
e crescendo bem, indicando assim que uma parte delas sobreviveu e estava
crescendo lentamente no exp. 1. Como nao houve diferenga no crescimento
ocasionado pelo aumento da concentragcdo de HPAs no tratamento E1-FSA-
50% no experimento 1, ja se esperava que os valores do crescimento no exp. 2
nao apresentassem uma variagao significativa. Em contrapartida, pode-se levar

em conta um outro cenario, no qual o valor maximo da taxa de crescimento &
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levado em consideracdo e ha uma diferengca significativa dos HPAs no
crescimento. Assim, como houve uma diferenga de crescimento no exp. 1 e nao
houve diferenga de crescimento no exp. 2, pode-se inferir espécie I. galbana
possui uma boa capacidade de recuperacdo aos danos causados pelos HPAs.
Para determinar o numero de geragdes do tratamento de 100% no exp. 2 foi
utilizada a equacéo do tempo de geracédo (Gz2), ja descrita na metodologia
(Oliveira, 2007; Wood; Everroad; Wingard, 2005). No experimento 1, ao longo
dos 5 dias, o tempo de geragao foi de 0,88 d-'. Considerando um dia (24 h) como
G2=1.0d", pode-se afirmar que durante o experimento 1, o tratamento E1-FSA-
100% com uma taxa maxima de crescimento de 0,781 d' realizou uma
duplicagcdo completa da sua densidade em cerca de 21h. Ja que o experimento
durou 5 dias, ou 120 horas, durante o exp. 1, o tratamento E1-FSA-100% realizou
cerca de cinco duplicagdes da sua densidade, totalizando cinco geragdes.
Aplicando o mesmo raciocinio para o exp. 2, pode-se estimar um total de sete
geragcdes ao longo dos cinco dias de experimento, com uma duplicagao
populacional completa a cada 17 h (G2 = 0,73 d'). Dessa forma, I. galbana
levaria em torno de sete geragdes para se recuperar dos impactos causados pelo
6leo no crescimento. Um ciclo completo de diminuicdo do crescimento e
recuperacao populacional levaria em torno de 12 geragdes. Isso nao leva em
consideragao os dias da fase /ag, onde quase nao ha divisdo celular quando os
meios de cultura sdo diferentes (Collos, 1986). Organismos fitoplancténicos
possuem um tempo de geragdo em escala de dias ou semanas, que € menor
quando comparado a outros organismos, como as plantas, que podem ter
escalas de tempo de geragado na ordem de 100 anos (Dokulil; Teubner, 2024). O
menor tempo de geragao associado a maiores taxas de crescimento proporciona
a esses organismos uma recombinagao genémica maior, fazendo com que eles
se adaptem mais facilmente a estressores ambientais (Baert et al., 2016; Pei et
al., 2021; Sjoqvist, 2022). A baixa concentracdo de HPAs no meio de cultura
pode ter diminuido o choque das células entre um meio contaminado e outro ndo
contaminado, favorecendo assim a recuperagao de I. galbana. A auséncia de
diferengas significativas no numero de células inicial de cada tratamento pode
corroborar essa afirmacdo. Quando submetidas a mudancas bruscas de
concentracbes de HPAs, espécies de fitoplancton podem diminuir a sua

capacidade de recuperagao, como observado no trabalho de Muller et al.,(2021).
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Nele, a aptiddo competitiva de D. glynnii estava comprometida mesmo apés 8
geracgoes, por conta dos impactos gerados pelos HPAs. No experimento descrito
em Jannuzzi (2023), com os dados de crescimento descritos pelo autor, pode-se
notar que as culturas em recuperagao apresentavam um tempo de geracgéo alto
(cerca de 47 h) e as culturas de D. glynnii ndo haviam se recuperado totalmente
apos 3 geragdes. Estudos destacam a capacidade de adaptagao de I. galbana a
estresses hidrodinamicos como velocidade superficial de gases na agua e
velocidade de borbulhamento no meio de cultura (Falinski, 2009), além de fluxos
de CO2 (Mohamed Abdoul-Latif et al., 2024). O menor tamanho de célula de |.
galbana (Wang; Lan, 2018) pode conferir a essa espécie taxas de crescimento
maiores em comparagao a especies com celulas maiores. Isso porque o
tamanho das células pode ser relacionado ao seu crescimento. Células menores
possuem uma absorgcao mais eficiente dos nutrientes, além de taxas metabdlicas
maiores. Isso faz com que seu crescimento aumente (Baho et al., 2020;

Hillebrand et al., 2022) e leve a menores tempos de geragao e maior adaptagao.

6.2.3 Experimento 3

Assim como no experimento 2, uma diferenca nao significativa dos valores
de crescimento no experimento 3 ja era esperada, por conta da auséncia do
impacto dos HPAs nas culturas no exp. 1. Caso houvesse uma diferenca no
crescimento, seria possivel afirmar que os HPAs podem interferir na capacidade
de tolerancia de I. galbana a estressores ambientais (no caso, a salinidade),
diminuindo assim a aptiddo competitiva da espécie. Isso ja foi descrito
anteriormente para a espécie D. glynnii (Muller et al. (2021). O mais interessante
aqui € a pequena diferenca nos valores de crescimento entre os experimentos 2
e 3. Mesmo com uma salinidade bem abaixo das condi¢cbes 6timas para a
especie, . galbana conseguiu se reproduzir muito bem, apresentando um tempo
de geragao médio de 0,80 + 0,07 d-" nos trés tratamentos do experimento 3. Isso
representa mais de uma duplicagdo por dia ou, mais precisamente, uma
duplicagcdo completa a cada 19 h, levando assim a uma média de seis geragoes
ao longo de todo o experimento 3, para todos os tratamentos. Outros estudos
apontam que /. galbana é resistente a variagbes de salinidade, sendo capaz de
sobreviver em salinidades entre 5 e 60 (Alkhamis; Qin, 2013; Boussiba et al.,
1988; Camacho-Rodriguez et al., 2021; Mishra; Prasad; Mishra, 2019). Outros
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trabalhos descrevem a capacidade de tolerancia dessa espécie, que pode elevar
a atividade de enzimas antioxidantes (e.g. peroxidase e superéxido dismutase)
para suportar efeitos da contaminagao por cromo (Jin et al., 2020). I. galbana
também apresenta toleréncia a outros estressores como temperatura, nutrientes,
farmacos e compostos poliméricos presentes nos microplasticos (Roopnarain;
Gray; Sym, 2014; Xiao et al., 2023; Yuan et al., 2019; Zhang et al., 2020).

6.2.4 Analise isotopica

O valor de 8'3C no dleo foi de -27,15%o, uma assinatura isotopica que esta
de acordo com o valor obtido por Miller et al. (2021) para o0 mesmo dleo (-
26,89%o). Os valores de 8'3C em diferentes 6leos sdo comumente empobrecidos
em 13C, variando entre -27.6 e -34.6%o (Becker; Hirner, 1998; Yeh; Epstein, 1981).
Tal variagdo é diretamente influenciada pela bacia sedimentar de origem,
processos de fracionamento isotépico na biossintese da matéria organica
precursora e variaveis ambientais durante o processo de diagénese (Becker;
Hirner, 1998; Clayton, 1991; Hayes, 1993; Whiticar, 2020; Yeh; Epstein, 1981).
No fitoplancton, o valor de &'C ¢é influenciado por processos como
bioacumulagcdo de compostos organicos, assimilacdo e liberagdo de CO:
(Bentaleb et al., 1996; Laws et al., 1995; Mller et al., 2021; Relitti et al., 2020;
Tuerena et al., 2019).

6.2.4.1 Experimento 1
6.2.4.1.1 D. glynnii

Neste trabalho, pode-se notar uma mudanca na assinatura isotdpica
induzida pela concentragdo de HPAs no meio de cultivo, que fez com que os
valores de 3'3C em D. glynnii se tornassem mais empobrecidos em '3C,
aproximando-se do valor encontrado no oleo utilizado. Um fato interessante
nessas analises foi o valor da assinatura do 8'3C no controle (E1-FSA-0%) de D.
glynnii. Diferente do valor descrito por Muller et al. (2021) (-12,27%o), o valor do
0'3C no tratamento E1-FSA-0% (controle) deste trabalho foi de -23,94%., ndo
condizendo com dados publicados na literatura (Kirkels et al., 2022; Muller et al.,
2021; Raven; Suggett; Giordano, 2020). Para D. glynnii, esperava-se uma
assinatura na faixa entre -10 e -16%o., conforme descrito para plantas e algas com
fotossintese do tipo C4 (e.g. cana de agucar, arroz e alguns dinoflagelados;
Chartrand; Mester, 2019; Jahren et al., 2006; Raven; Suggett; Giordano, 2020),
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que é diferente da faixa encontrada em plantas e algas que realizam fotossintese
do tipo C3 (-20 a -37%o) (Kirkels et al., 2022; Kohn, 2010; Wang et al., 2024). Isso
acontece porque as diferentes vias metabdlicas fotossintéticas fracionam os
isétopos de carbono de formas diferentes, gerando assim diferentes assinaturas
isotopicas (Berry, 1989; Kirkels et al., 2022; Vogel, 2012). Alguns fatores podem
ocasionar na variagédo da assinatura do &'3C. Por exemplo, o 8'3C em D. glynnii
pode ser menor em condi¢des de pouca iluminacdo (associada a maiores
profundidades) devido as menores taxas de fixagdo de carbono, fazendo com
que o d'3C se aproxime dos valores tipicamente encontrados nas plantas C3
(Wall et al., 2020). Além disso, os valores de &'3C de D. glynnii podem ser
influenciados pelas propriedades dos tecidos coralineos e as fontes de carbono
disponibilizadas para a célula (Stanley; Swart, 1995). Porém, como nenhuma
dessas condigdes supracitadas se encaixam nas condigdes dos experimentos
realizados neste trabalho, ndo se sabe ainda o motivo da diminuicdo da
assinatura isotépica do '3C no controle, e experimentos adicionais sdo
necessarios. Os outros tratamentos seguem uma diminui¢&o dos valores de §'3C
nas células de D. glynnii, revelando um possivel acumulo dos compostos
presentes no 6leo utilizado no experimento. Isso ja havia sido observado nos
experimentos conduzidos por Miller et al. (2021). Um acumulo desses
compostos nas células pode causar danos tanto as células das microalgas
quanto aos corais em que elas habitam. Mudancas no crescimento/taxas
fotossintéticas das células em simbiose causam uma diminui¢cao dos beneficios
nutricionais aos corais, impactando assim no desenvolvimento e
consequentemente na sobrevivéncia dos organismos coralineos (Wall et al.,
2020). Além disso, assinaturas isotopicas dos corais que se alimentaram de
células com acumulo de fenantreno podem refletir a presenga desses compostos
em sua assinatura isotépica (Ashok et al., 2020), indicando assim que, se a
microalga ndo possui uma capacidade de recuperagao/desintoxicagao rapida,
esses efeitos podem ser levados para os niveis troficos superiores, assim como
descrito por (Silva, 2023).

Arazao C:N das culturas se manteve estavel, em um valor de aproximadamente
8, indicando assim que o carbono presente no 6leo foi incorporado de forma ativa

pelas células. Caso esses compostos fossem acumulados de forma passiva,
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haveria um aumento na razdo C:N, visto que o 6leo possui uma concentracao
muito maior de carbono em relagcédo a de nitrogénio (Jones, 2015; Muller et al.,
2021; Speight, 2016).
6.2.4.1.2 I. galbana

Assim como em D. glynnii, houve uma tendéncia de diminuigao
significativa da assinatura isotépica do d'3C nas culturas de /. galbana,
confirmada pelo teste de regresséo linear. A assinatura da cultura controle (E1-
FSA-0%) foi de -19,83 %eo., valor similar a espécies que realizam fotossintese do
tipo C3 (Kirkels et al., 2022). Trabalhos descreverem a principal via fotossintética
dessa microalga como C4 (Gonzalez-Olalla et al., 2021). Porém, através da
assinatura isotopica e atividades enzimaticas, Descolas-Gros e Fontugne (1985)
descrevem a principal via metabdlica desta espécie como C3, fazendo assim
com que ndo haja uma conclusdo sobre o assunto. E possivel que algumas
especies possuam as caracteristicas principais de uma via metabdlica, mas
sejam capazes de alternar para outra (Allakhverdiev, 2020; Raven; Glidewell,
1978), como a alga Hydrodictyon africanum. Uma das vantagens de microalgas
realizarem fotossintese do tipo C4 é a capacidade de manter altas taxas
fotossintéticas, mesmo em temperaturas elevadas, condigdes que as vias
metabdlicas fotossintéticas do tipo C3 podem ser prejudicadas devido a
fotorrespiracdo (Osborne; Beerling, 2006; Ubeda, 2018). Assim, as taxas
fotossintéticas em ambientes com muita iluminagdo e com altas temperaturas
seria mantida, fazendo com que as espécies tenham uma vantagem competitiva
em relacao as outras com fotossintese do tipo C3. Isso também é descrito para
ambientes oligotréficos, ja que as espécies possuem flexibilidade no uso da fonte
de carbono, podendo utilizar tanto CO2 como bicarbonato (HCOs-; Roberts et al.,
2007; Sage, 2004). Assim, a capacidade de tolerancia de /. galbana a diversos
estressores e condigdes ambientais pode ser um indicio do reflexo das
caracteristicas da fotossintese C4, apesar que, apenas essa caracteristica néo
confere a célula uma boa resisténcia, necessitando assim de outros fatores (Pei
et al., 2021). O valor da assinatura isotopica de &'3C para /. galbana descrito na
literatura pode variar significativamente de acordo com varios fatores (Brutemark
et al., 2009; Descolas-Gros; Fontugne, 1985; Klein Breteler et al., 2002;
Leboulanger et al., 1995; Park et al., 2021; Wong; Sackett, 1978). Por exempilo,

células cultivadas em meios de cultura artificiais enriquecidos com diferentes
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fontes de carbono apresentaram assinaturas isotopicas muito distintas (Wong;
Sackett, 1978). Em um meio de cultivo enriquecido com HCO3 como fonte de
carbono principal, as culturas de . galbana apresentaram uma assinatura
isotdpica de -35,5 %o, enquanto as células cultivadas com CO2 como principal
fonte de carbono tiveram uma assinatura de -26.4 %.. Por outro lado, quando
cultivada em um regime de fotoperiodicidade de 14:10h entre claro:escuro, com
meio de cultivo F/2 e temperatura de 20 °C, a assinatura isotopica média das
culturas de I. galbana foi de -15.7 %o, (Park et al., 2021). A configuragdo do
fotoperiodo pode influenciar de maneira severa na assinatura isotdpica do §'3C,
assim como descrito por Leboulanger et al. (1995), que obteve 3 assinaturas
isotopicas distintas de acordo com o fotoperiodo. No primeiro cenario, a
iluminagao era constante, enquanto no segundo havia um fotoperiodo de 12:12h
(claro:escuro) e o terceiro cenario, um fotoperiodo de 2:2h. No cenario de
iluminagao constante, a assinatura isotopica foi a mais negativa (~-27%o), € um
aumento foi registrado nos cenarios com fotoperiodo de 2:2h (~-25,5%0) e de
12:12h (~-25%0). Assim, o autor justifica que essa diferenca pode ser causada
pelo efeito dos ciclos entre claro e escuro na biossintese da enzima carboxilase
(responsavel pela formacao de novas ligagdes de carbono utilizando HCO3 e
COg; Valle, 2017), e pela incapacidade de fixagdo do carbono da enzima
RuBisCO (Leboulanger et al., 1995; Mortain-Bertrand, 1988). Além das
condigdes de cultivo, ha também influéncia do tamanho das células na assinatura
isotopica das espécies (Burkhardt; Riebesell; Zondervan, 1999b, 1999a; Korb et
al., 1996). Em resumo, espécies fitoplancténicas com células menores e rapido
crescimento, como no caso de /. galbana podem utilizar o CO2 do meio de forma
muito rapida, alterando assim o fracionamento isotépico, resultando em valores
da assinatura de 8'3C maiores (Brutemark et al., 2009; Burkhardt; Riebesell;
Zondervan, 1999a). Dessa forma, existem diversos registros de assinaturas
isotépicas do d'3C para I. galbana, variando entre os valores descritos para as
vias fotossintéticas C3 e C4 (Kirkels et al., 2022). O valor da assinatura do 8'3C
do tratamento controle (E1-FSA-0%) se encaixa na faixa descrita na literatura
para esta espécie (-15,7 %o a -35,5 %o; Park et al., 2021; Wong; Sackett, 1978).
A assinatura isotépica no tratamento E1-FSA-50% foi a mais baixa, com um valor
de -25,37 %o, ficando mais proximo da assinatura do éleo do que D. glynnii,

apesar da pouca diferenga. Assim, é possivel que haja uma acumulagéo dos
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compostos do o6leo nas células de [. galbana, levando em consideragao a
mudanca na assinatura. Estudos descrevem a acumulacdo de HPAs como o
benzo(a)pireno em I. galbana e sua transferéncia aos niveis tréficos superiores,
impactando organismos como o mexilhdo Mytilus edulis, causando uma
acumulagao nos tecidos do organismo e alteragdes na atividade enzimatica
(Okay et al., 2000).

O valor da assinatura isotopica no tratamento E1-FSA-100% foi maior do
que o do tratamento E1-FSA-50%, contradizendo assim outros trabalhos que
descrevem a diminuicdo da assinatura isotopica de acordo com a acumulagao
dos compostos presentes no 6leo (Jannuzzi, 2023; Mller et al., 2021). Levando
em consideragéo a baixa taxa de crescimento maxima do tratamento de 100%,
essa assinatura isotépica pode estar superestimada. A taxa de crescimento pode
exercer influéncia na composi¢ao quimica do fitoplancton marinho (Goldman;
McCarthy; Peavey, 1979), e culturas com maiores taxas de crescimento
possuiram uma composicdo quimica parecida com a descrita por Redfield
(1934), de C106:N16:P1. Como os tratamentos de 3% a 50% FSA nao tiveram
diferenca significativa, e altas taxas de crescimento, conseguiram assimilar
rapidamente os compostos do 6leo presentes na agua. Por outro lado, com um
crescimento menor, o tratamento E1-FSA-100% possui um maior tempo de
geragao, resultando em menores duplicagdées da densidade das culturas. Assim,
células com assinaturas isotdpicas maiores, similares as das condigdes iniciais
podem exercer uma influéncia na assinatura final do tratamento E1-FSA-100%,
elevando assim o valor de 5'3C, e tornando-o mais préximo do valor original no
momento da inoculagédo (0% FSA). Apesar do célculo do tempo de geragéo do
tratamento de 100% ter resultado em um numero de geragdes de 5 no exp. 1,
deve-se lembrar que essa taxa de crescimento € a maxima que as culturas

poderiam ter, e que esse valor pode estar superestimado.

Associado a isso, o tratamento de 100% apresentou uma razdo C:N
diferente das outras, com um valor médio de 5,28, enquanto os outros
tratamentos tiveram valores similares, de aproximadamente 8. Incluindo a razdo
C:N de E1-FSA-100% no conjunto amostral, obtém-se uma diminuigéo
significativa da razao. Porém, como este valor destoa dos outros, e ndo condiz

com a razao descrita para o fitoplancton marinho (~6,64; Redfield; Ketchum;
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Richards (1963), o valor foi retirado do conjunto amostral. Retirando a razdo C:N
do conjunto amostral, a regressao passa a ser nao significativa (Figura 18),
assim como a de D. glynnii, indicando assim uma acumulagao ativa do carbono

organico presente no 6leo (Muller et al., 2021).

Figura 18:Valores da razdo C:N sem levar em consideracdo o tratamento E1-FSA-100% de |.
galbana
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Fonte: o autor (2025)

Analises da razado C:N de células de I. galbana indicaram que durante o
crescimento exponencial, quando as taxas de crescimento sao
intermediarias/altas (0,58 d-'), ha uma diminuigdo gradual da razéo C:N ao longo
dos dias(Pérez-Morales; A.; Camalich, 2015), com valores iniciais e finais de
aproximadamente 10 e 3, respectivamente, em um experimento realizado em 5
dias. Essa diminuicdo da razao C:N associada a taxas de crescimento altas pode
estar relacionada com o aumento na proporgao de proteinas(Rios et al., 1998),

que contém uma média de 16% de nitrogénio em sua composigao.

6.2.4.2 Experimento 2

Com a reinoculacdo das células em meio de cultivo ndo contaminado,
houve uma recuperacado das taxas de crescimento na cultura E2-REC-100%.
Associado a isso, apds 7 geracdes dos tratamentos E2-REC050% e E2-REC-
100% (tempo de geragédo igual para os dois no exp. 2), foi possivel notar um
aumento significativo na assinatura isotdpica do 3'3C. Porém, os valores nao

foram tao similares ao controle (-20,42%o), sendo &'3Cso% = -18,37 %o € 5'3C100%
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=-15,98 %o. Esses valores se tornaram mais enriquecidos, indicando assim um
menor fracionamento isotopico nas culturas (Descolas-Gros; Fontugne, 1985).
Possa ser que as microalgas conseguiram biodegradar e/ou biotransformar
esses compostos, fazendo com que o valor da assinatura isotopica delas fosse
mais positivo, se afastando do valor do 6leo. Células de microalgas possuem
capacidade de degradacao e biotransformagdo de compostos emergentes (e.g.
farmacos, pesticidas e os per/polifluoroalquil; Mehariya et al., 2024), realizando
assim a transformacdo de uma molécula complexa em uma mais simples, por
meio de reagdes catabdlicas ou metabdlicas, que podem ser no meio intracelular
e/ou extracelular(Tiwari et al., 2017; Touliabah et al., 2022; Xiong et al., 2016).
As microalgas podem biodegradar também compostos organicos como
hidrocarbonetos, compostos organometalicos, herbicidas e corantes,
transformando-os em moléculas menores e atoxicas. (Touliabah et al., 2022).
Diversos trabalhos apontam a capacidade de espécies de microalgas de
biodegradar e biotransformar HPAs (Cerniglia; Baalen; Gibson, 1980; Cerniglia;
Gibson; Van Baalen, 1980; Dell’ Anno et al., 2021; Ghosal et al., 2016; Lei; Wong;
Tam, 2002; Patel; J.I.; Tiwari, 2014; Semple; Cain; Schmidt, 1999; Warshawsky
et al., 1995) e as suas formas de realizar isto. A transformag¢ao de compostos
organicos toxicos em moléculas atoxicas (e.g. CO2) pode se dar por meio de
reacbes enzimaticas de oxi-redu¢cdo, onde enzimas como carboxilases e
hidroxilases adicionam um um grupo hidroxila, aumentando assim a solubilidade
dos compostos (Mona; Kaushik; Kaushik, 2011; Pflugmacher; Sandermann,
1998; Satpati et al., 2023; Touliabah et al., 2022; Xiong; Kurade; Jeon, 2018). A
atividade enzimatica nas células causa mudancas nas assinaturas isotdpicas
(Burkhardt; Riebesell; Zondervan, 1999a), e um aumento na atividade da enzima
3-carboxilase resulta em uma diminuicdo do fracionamento isotdpico, levando
assim a assinaturas maiores, podendo chegar a -14,9 %o em espécies de
diatomacea (Descolas-Gros; Fontugne, 1985; Descolas-Gros; Fontungne,
1990). Assim, baseado nas informagbes acima, talvez fosse possivel que um
aumento na assinatura isotopica seja resultado de um incremento na atividade
enzimatica das células, afim de transformar esses compostos em atdxicos. O
valor da assinatura no tratamento controle pode dar suporte a essa inferéncia,
visto que apenas os valores das culturas que tiveram contato com compostos

organicos presentes no 6leo que sofreram uma alteragdo nas assinaturas para
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mais positiva, enquanto a assinatura do controle se manteve similar a assinatura
no experimento 1. Entretanto, isso s&o so hipoteses baseadas na literatura, e
para confimar isso, uma série de analises e experimentos sao necessarios. A
razao C:N se manteve similar ao experimento 1, com valores ainda constantes,
que se mantiveram em aproximadamente 8. Talvez, a mesma explicacéo

utilizada no experimento 1 possa se aplicar aqui.

6.2.4.2.1 Experimento 3

Quando inoculadas em meio de cultivo com uma salinidade menor que 2x as
que sao habitualmente cultivadas, as microalgas possuiram uma assinatura
isotépica mais positiva, com valores de 3'3C dos tratamentos de E3-SAL-0%,
50% e 100% de -16,91 %o, -16,64 %o € -16,55 %o, respectivamente. Um detalhe
importante é que o experimento 3 ocorreu simultaneamente com o 2. Assim, as
células sairam diretamente de um meio contaminado com HPAs para um meio
nao contaminado, mas com estresse de salinidade. Relacionando o experimento
3 com o 2, as assinaturas isotdpicas dos tratamentos E3-SAL-50% e E3-SAL-
100% foram similares. Porém, a assinatura do controle apresenta agora um valor
parecido com a dos outros tratamentos previamente contaminados. Talvez possa
ser um efeito da salinidade, visto que as assinaturas isotépicas podem ser
alteradas com variagdes de salinidade, e cada espécie reage de uma forma, néo
havendo assim uma relagéo linear entre essas variaveis(Leboulanger et al.,
1995). Como os valores da assinatura isotdpica dos tratamentos E3-SAL-50% e
E3-SAL-100% sao parecidas com o do experimento 2 (Figura 13), e eles foram
realizados de forma simultanea, talvez os mesmos fatores discutidos no
experimento anterior possam ser aplicados aqui, ja que ndo houve uma diferenga
significativa no crescimento, e os parametros mensurados neste trabalho para

as duas culturas se comportam de maneira similar.

6.3 DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho foi discutida a tolerancia de uma espécie de microalga que
habita ambientes oligotroficos (D. glynnii), e outra que habita ambientes
eutroficos (I. galbana). No geral, pode-se notar uma maior capacidade de
resisténcia de I. galbana em relagdo a D. glynii, baseado nos valores de ECso
das duas espécies, o que entra em concordancia com a afirmacado de que
espécies de fitoplancton costeiras sao mais resistentes do que as espécies
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oceanicas (Firdaus; Pin; Supriatna, 2020; Muller; Trull; Hallegraeff, 2015). Uma
comparagao mais “justa” é necessaria, devido a diferenga na concentragao e
composi¢ao dos perfis de HPAs nos quais as espécies foram submetidas. Nas
condigbes controle, I. galbana possui uma taxa de crescimento quase o dobro
da de D. glynnii, o que pode ser reflexo da relagédo crescimento e tamanho celular
ja discutida anteriormente (Brutemark et al., 2009). Como o experimento 2 n&o
foram realizados com D. glynnii, os resultados do crescimento de I. galbana
foram relacionados com os dados descritos em Jannuzzi (2023), visto que foi
utilizado o mesmo 6leo e as mesmas condi¢cdes de cultivo. Utilizando o valor
maximo teorico da taxa de crescimento proposto no exp. 1 de [ galbana, o
experimento 2 demonstrou que essa espécie possui uma rapida capacidade de
recuperacao, e que em 7 geragdes ndo ha mais impactos resultantes dos HPAs,
enquanto no experimento realizado por Jannuzzi (2023), culturas de D. glynnii
possuiram um crescimento muito baixo na recuperagao, e em 3 geragdes foram
capazes de se recuperar parcialmente. As duas espécies apresentaram
mudangas na assinatura isotdpica do 3'3C, resultante da possivel acumulagéo
dos compostos do 6leo nas células, assim como descrito por Muller et al. (2021).
Apos 7 geragdes, |. galbana teve o0 seu valor da assinatura isotdépica mais
positivo, indicando uma possivel biodegradagdo ou biotransformacao dos
compostos do 6leo. No experimento realizado por Jannuzzi (2023), as células de
D. glynnii ainda possuiam assinaturas isotopicas proximas as descritas pro 6leo,
mas um pouco mais positivas quando comparadas ao primeiro experimento,
indicando que mesmo lentamente ha uma capacidade de recuperagdo. Assim,
pode-se dizer que as duas espécies possuem uma capacidade de recuperacao
dos impactos causados pelo oOleo. Porém, as taxas de recuperagao sao
diferentes, que podem ser reflexo das diferentes concentragdes de HPAs e das

fisiologias distintas das duas espécies.

Os resultados obtidos e inferéncias realizadas neste trabalho ndo podem ser
aplicadas diretamente no ambiente, devido a sua complexidade e alta
variabilidade genémica do fitoplancton marinho(Chimetto et al., 2009;
LaJeunesse et al.,, 2010, 2018). Porém, entender as respostas fisioldgicas
dessas espécies permite-nos afirmar que, em um derrame de 6leo, a composicao

quimica das microalgas pode mudar (Fiori et al., 2016; Overton et al., 2020), e 0
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impacto no crescimento de D. glynnii por substancias mutagénicas e/ou
carcinogénicas pode acabar desbalanceando a relagdo entre os corais e as
zooxantelas, causando branqueamento, e consequentemente um efeito cascata
para os ecossistemas recifais (Muller et al., 2021). Além disso, o aporte de HPAs
no ambiente pode alterar a estrutura da comunidade fitoplancténica, além de
causar diminuicdo de taxas fotossintéticas, o que altera a produgao primaria
marinha (Ben Othman et al., 2018, 2023; Echeveste; Agusti; Dachs, 2011),
causando assim um efeitos bottom-up na cadeia alimentar, induzido pela

toxicidade dos HPAs, que acaba desbalanceando o ecossistema (Li et al., 2020).

7 CONCLUSAO

A presenca de compostos organicos mutagénicos/carcinogénicos no meio
de cultivo ocasiona em diferencas no crescimento do dinoflagelado D. glynnii e
da haptofita I. galbana, associado a mudangas nas assinaturas isotépicas do
5'3C das células, sendo reflexo de uma possivel bioacumulagéo dos compostos.
Uma maior capacidade de tolerancia a esses compostos foi conferida a /.
galbana, baseado no valor de ECso das duas espécies. As espécies possuem
uma capacidade de recuperacdo dos impactos causados pelos HPAs, mesmo
que em taxas diferentes. I. galbana mostrou-se com uma maior capacidade de
recuperagao, com uma total normalizagdo das taxas de crescimento e
assinaturas isotépicas em 7 geragdes populacionais. Dessa forma, conclui-se
que dentre essas duas espécies, . galbana possui uma maior capacidade de
tolerancia e recuperagao aos impactos dos HPAs nas condi¢des criadas neste
trabalho, sendo reflexo das afirmacgdes que microalgas que vivem em ambientes

oligotréficos sdo mais sensiveis a variagdes ambientais.
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ANEXO 1

Tabela A1: Concentragdes individuais e total dos hirdrocarbonetos alifaticos presentes na FSA

100%.
Analito Conc. (ng L)
Octano (CgHis) 0.56
Nonano (CoH20) 0.11
Decano (CioH22) <LQ
Undecano (Ci1H24) <LQ
Dodecano (Ciz2Hz6) 0.32
Tridecano (Ci3Has) 0.43
Tetradecano (C14H30) 1.93
Pentadecano (CisHsz) 1.40
Hexadecano (CisH34) 1.57
Heptadecano (Ci7Hzs) 1.60
Octadecano (CigHas) 1.60
Nonadecano (CigHao) 1.13
Eicosano (CzoHa2) 1.97
Henicosano (C21Haa4) 0.98
Docosano (CzzHae) 0.90
Tricosano (CazsHasg) 0.88
Tetracosano (Cz4Hso) 0.93
Pentacosano (CazsHsz) 0.80
Hexacosano (CaeHsa) 0.78
Heptacosano (Cz7Hse) 0.60
Octacosano (CzsHsg) 0.57
Nonacosano (CzgHeo) 0.73
Triacontano (CsoHe2) 0.60
Hentriacontano (CsiHea) 0.64
Dotriacontano (CszHss) 0.53
Tritriacontano (CssHes) 0.76
Tetratriacontano (CzaHqo) 0.65
Pentatriacontano (CssH72) 0.47
Hexatriacontano (CzsHva) 0.47
Heptatriacontano (Cs7Hzs) 0.43
Octatriacontano (CssHrs) nd
Nonatriacontano (CssHso) 0.69
Tetracontano (CaoHs2) nd
Pristano (C19Ha0) 0.64
Fitano (Con42) 1.17
Total 26.84
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Tabela A2: Registro CAS e valores de solubilidade em agua dos n-alcanos e dos HPAs

identificados na FSA nos experimentos

Solubilidade

Registro em agua a

CAS Analito 25°C (mg)
111-65-9 Octano (CgHis) 0.3
111-84-2 Nonano (CoHazo) ~0.10
124-18-5 Decano (CioH2) ~0.10
112-42-5 Undecano (Ci1H24) ~0.10
112-40-3 Dodecano (Ci2Hzs) ~0.10
629-50-5 Tridecano (Ci3Has) ~0.10
629-59-4 Tetradecano (Ci4Hso) ~0.10
629-62-9 Pentadecano (CisHsz) <0.10
544-76-3 Hexadecano (CieHza) <0.10
629-78-7 Heptadecano (Ci7Hazs) <0.10
593-45-3 Octadecano (CisHss) <0.10
629-92-5 Nonadecano (Ci9Ha0) <0.10
112-95-8 Eicosano (CzoHa42) <0.10
629-94-7 Henicosano (Cz1Haa) <0.10
629-97-0 Docosano (CzzHas) <0.10
638-67-5 Tricosano (C23Has) <0.10
_ 646-31-1 Tetracosano (Cz4Hso) <0.10
Hldr;)l(i:%;&%r;etos 629-99-2 Pentacosano (CazsHsy) <0.10
630-01-3 Hexacosano (CzeHsa) <0.10
593-49-7 Heptacosano (Cz7Hse) <0.10
630-02-4 Octacosano (CasHss) <0.10
630-03-5 Nonacosano (Cz9Heo) <0.10
638-68-6 Triacontano (CsoHe2) <0.10
630-04-6 Hentriacontano (Cs1Hea) <0.10
544-85-4 Dotriacontano (Csz2Hes) <0.10
630-05-7 Tritriacontano (CssHes) <0.10
14167-59-0 Tetratriacontano (CazsHvo) <0.10
630-07-9 Pentatriacontano (CssH72) <0.10
630-06-8 Hexatriacontano (CssH74) <0.10
7194-84-5  Heptatriacontano (Cs7H7s) <0.10
7194-85-6 Octatriacontano (CssHys) <0.10
7194-86-7  Nonatriacontano (CsgHgo) <0.10
4181-95-7  Tetracontano (CaoHs2) <0.10
1921-70-6 Pristano (Ci9Ha0) <0.10
638-36-8 Fitano (CzoHa2) <0.10
91-20-3 Naftaleno (CioHs) 31.60
208-96-8 Acenatftileno (ci2Hs) 16.00
HPAS 83-32-9 Acenafteno (Ci2H10) 4.50
86-73-7 Fluoreno (C13H1o0) 1.80
85-01-8 Fenantreno (Ci14H10) 13.00
120-12-7 Antraceno (C14H10) 0.07
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206-44-0
129-00-0
56-55-3

218-01-9
205-99-2
207-08-9
50-32-8

193-39-5
53-70-3

191-24-2

Fluoranteno (CisH1o)

Pireno (CisH10)
Benzo[a]antraceno (CisH12)
Criseno (CigH12)
Benzolb]fluoranteno (CzoH12)
Benzo[K]fluoranteno (CzoH12)
Benzo[a]pireno (CzoH12)
Indeno[1,2,3-cd]pireno (Cz2H12)
Dibenzo[a,.h]antraceno (Cz2H14)
Benzo[ghi]perileno (Cz2H12)

0.24
0.14
0.01
0.003
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

Tabela A3: Concentra¢des dos HPAs totais nas FSAs 100% de D. glynnii e I. galbana

FSA D. glynnii FSA I. galbana
Analito Concentracéo (ng L)
Naftaleno 5.53 2.23
C1-Naftalenos 1039.47 611.89
C2-Naftalenos 2640.70 2059.07
C3-Naftalenos 1446.61 966.16
C4-Naftalenos 233.87 124.52
Acenatftileno nd nd
Acenafteno 45.70 25.45
Fluoreno 201.93 120.07
C1-Fluorenos 465.39 199.00
C2-Fluorenos 220.87 89.30
C3-Fluorenos 83.13 74.69
Fenantreno 282.62 89.78
Antraceno 19.04 4.57
Cl-Fenantrenos + C1-
Antracenos 271.70 95.29
C2-Fenantrenos + C2-
Antracenos 83.28 117.83
C3-Fenantrenos + C3-
Antracenos 36.68 70.34
C4-Fenantrenos + C4-
Antracenos 13.94 27.59
Fluoranteno <1,00 < 1,00
Pireno 3.41 5.39
C1-Fluorantenos + C1-Pirenos 7.47 14.69
C2-Fluorantenos + C2-Pirenos 10.62 20.38
C3-Fluorantenos + C3-Pirenos 10.93 20.65
Benzo[a]antraceno <1,00 <1,00
Criseno 5.03 13.12
C1-Benzo[a]antracenos + C1-
Crisenos 9.57 21.27
C2-Benzo[a]antracenos + C2-
Crisenos 10.87 22.54
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C3-Benzo[a]antracenos + C3-

Crisenos 6.59 13.61
Benzolb]fluoranteno nd 1.71
Benzo[Kk]fluoranteno <1,00 <1,00
Benzo[a]pireno nd 1.44
Dibenzo[a,h]antraceno nd <1,00
Indeno[1,2,3-cd]pireno nd nd
Benzo[ghi]perileno nd <1,00
Total (16 HPAS) 563.26 263.76
Total (33 HPAS) 7154.95 4812.58

Tabela A4: Dados de assinatura isotopica do 3C e das razées C:N para todas os tratamentos

das duas espécies.

O'3CvprpB
Espécie Tratamento  (C/N)a (%0)

E1-FSA-0% 2.07 -23.95
E1-FSA-0% 8.00 -23.94
E1-FSA-3% 7.79 -22.78
E1-FSA-3% 1.98 -22.82
E1-FSA-6% 7.57 -22.86
E1-FSA-6% 7.84 -22.96
Durisdinium  E1-FSA-12% 7.85 -23.11
glynnii E1-FSA-12% 7.91 -23.18
E1-FSA-25% 8.40 -23.51
E1-FSA-25% 8.02 -23.29
E1-FSA-50% 8.12 -24.70
E1-FSA-50% 8.54 -24.73
E1-FSA-100% 7.24 -25.17
E1-FSA-100% 7.22 -25.07
E1-FSA-0% 8.06 -19.80
E1-FSA-0% 8.10 -19.87
E1-FSA-3% 7.98 -19.83
E1-FSA-3% 8.12 -19.85
E1-FSA-6% 8.20 -20.05
E1-FSA-6% 8.07 -20.11
E1-FSA-12% 7.90 -20.74
E1-FSA-12% -20.61
Isochrysis E1-FSA-25% 8.26 -22.13
galbana E1-FSA-25% 8.14 -22.33
E1-FSA-50% 7.75 -25.52
E1-FSA-50% 7.33 -25.22
E1-FSA-100% 5.31 -23.46
E1-FSA-100% 5.25 -23.60
E1-REC-0% 8.09 -20.32
E1-REC-0% 8.18 -20.51
E1-REC-50% 8.59 -18.35
E1-REC-50% 8.72 -18.40
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E1-REC-100%
E1-REC-100%
E1-SAL-0%
E1-SAL-0%
E1-SAL-50%
E1-SAL-50%
E1-SAL-100%
E1-SAL-100%

8.29
8.25
8.15
8.71
8.09
8.66
8.44
8.66

-16.15
-15.81
-16.78
-17.05
-16.56
-16.71
-15.97
-17.13

Figura A1: Espécie de ciliado desconhecida presente nas culturas de microalgas. a) e b): foto individual. c)

aglomerado de ciliados no biofilme

107



