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1 RESUMO 

Derrames de óleo são fontes pontuais que introduzem grandes quantidades 

de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) nos ambientes marinhos, que 

possuem potencial mutagênico e carcinogênico, causando danos a estrutura 

celular e populacional dos produtores primários marinhos, o fitoplâncton. 

Espécies de fitoplâncton que vivem em ambientes oligotróficos tendem a ser 

menos resistentes do que as de ambientes eutróficos. Assim, este trabalho tem 

como objetivo avaliar e comparar a capacidade de tolerância de uma espécie de 

ambiente oligotrófico (Durusdinium glynnii) e uma espécie de ambiente eutrófico 

(Isochrysis galbana) durante e após contaminação por óleo, mediante 3 

experimentos, um de contaminação por HPAs, um de recuperação e outro de 

estresse a salinidade. As microalgas foram cultivadas em 6 diluições da fração 

solúvel em água do óleo com monitoramento da densidade populacional e taxas 

de crescimento, além da assinatura isotópica do δ13C das culturas. As culturas 

foram submetidas a condições fora do seu crescimento ótimo (i.e. salinidade 15) 

para avaliar a capacidade de tolerância a estressores pós contaminação por 

óleo. O aumento da concentração de HPAs causou uma diminuição da taxa de 

crescimento nas duas espécies. A diminuição de 50% na taxa de crescimento 

(EC50) de D. glynnii foi registrado como EC50 = 536,26 ng L-1, enquanto uma 

estimativa do EC50 de I. galbana resultou em uma concentração de 669 ng L-1. 

As assinaturas isotópicas do δ13C das duas espécies foram menos enriquecidas 

e próximas a assinatura do óleo (-27.13 ‰), indicando um acúmulo dos 

compostos orgânicos do óleo nas células, sendo de forma ativa, devido as 

razões estáveis de C:N, visto que valores maiores de razões C:N indicam 

adsorção nas paredes celulares. I. galbana apresentou uma recuperação total 

das suas taxas de crescimento e das assinaturas isotópicas de 13C após a 

contaminação em 7 gerações, apesar das assinaturas de 13C se tornarem mais 

positivas do que as do tratamento controle, o que pode indicar atividade 

enzimática para biodegradação/biotransformação de HPAs. O aumento da 

concentração de HPAs não causou mudanças na aptidão competitiva de I. 

galbana, que permaneceu com uma alta tolerância a variação de salinidade. Os 

valores de EC50 obtidos neste trabalho fazem jus as afirmações de que 

microalgas que vivem em ambientes eutróficos são mais resistentes do que a de 
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ambientes oligotróficos. Dados deste e outro estudo com experimentos nas 

mesmas condições de cultivo (i.e. temperatura, salinidade e iluminação) indicam 

que as duas espécies possuem capacidade de recuperação aos impactos 

causados pelos HPAs em taxas diferentes, sendo I. galbana a espécie que 

possui a recuperação mais rápida. Os resultados apresentados fornecem uma 

contribuição significativa no entendimento da resistência e resiliência entre 

espécies de ambientes oligotróficos e eutróficos. A diminuição no crescimento de 

ambas pode sugerir vulnerabilidade dos dois ambientes a efeitos bottom-up na 

cadeia trófica local. Em um cenário global de crescente pressão sobre os 

oceanos, compreender como diferentes espécies respondem fisiologicamente 

ao óleo pode ser crucial para estratégias de conservação e para a preservação 

da biodiversidade marinha. 

 

Palavras-chave: Derrame de óleo; HPAs; dinoflagelados; microalgas; corais.  
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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 (Isochrysis 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 δ13C 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 (EC50) of D. glynnii was recorded as EC50 = 536.26 

ng L-1, while an estimate of the EC50 of I. galbana resulted in a concentration of 

669 ng L-1. The δ13C 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 13C isotopic signatures after contamination 

after 7 generations, although the 13C 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 I. galbana, which 

remained highly tolerant to salinity variation. The EC50 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 I. 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 INTRODUÇÃO 

2.1   O fitoplâncton 

As microalgas fotossintetizantes, ou simplesmente o fitoplâncton (origem 

grega ‘phyton’ e ‘planktos’), são seres unicelulares microscópicos que não 

possuem capacidade natatória suficiente para superar a força dos movimentos 

das massas de água, 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 fitoplâncton marinho 

descritas (Sournia, 1994; Tett; Barton, 1995) distribuídas em diversos filos, como 

Bacillariophyta, Haptophyta e Dinophyta. Apesar de representarem apenas 1% 

da biomassa fotossintética da Terra, esses organismos microscópicos são 

responsáveis por pelo menos 50% da produção primária global (Carvalho; 

Schulz; Eyre, 2017; Häder; Gao, 2015; Karlusich; Ibarbalz; Bowler, 2020), além 

de produzirem mais de 50% do oxigênio (O2) atmosférico, com estimativas que 

alcançam os 80% (Witman, 2017). Além disso, o fitoplâncton participa dos ciclos 

biogeoquímicos do carbono (C), nitrogênio (N), fósforo (P) e silício (Si) como 

elemento chave na reciclagem dos nutrientes na alça microbiana (Reynolds, 

2006). Por meio da fotossíntese, produzem a sua energia química necessária 

para realização de reações metabólicas, utilizando água e gás carbônico (CO2), 

convertendo-os em moléculas orgânicas (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-1 h-1, que podem ser ainda maiores em 

ambientes com altas concentrações de nitrato, por exemplo, levando assim a 

taxas de assimilação de 6 mg C mg Chl a-1 h-1(Palmer et al., 2013). Em uma 

escala de tempo maior, estima-se que o fitoplâncton marinho fixe 

aproximadamente 50 Gt C ano-1 (Falkowski et al., 2000; Field et al., 1998), que 

se torna disponível para o consumo de organismos dos níveis tróficos superiores, 

como o zooplâncton e peixes planctonófagos (Karlusich; Ibarbalz; Bowler, 2020). 

2.2 Formação do óleo e impactos nos ecossistemas e organismos 

 Com o aumento populacional e a constante necessidade de obtenção de 

recursos, alguns ecossistemas marinhos acabam sendo impactados (e.g. 

descarga de esgotos, remoção de florestas ripárias, sobrepesca e degradação 

de recursos), assim como os organismos que os habitam (Arruda-Santos et al., 
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2023; Bi et al., 2023; Blowes et al., 2019; Lobón-Cerviá; Mazzoni; Rezende, 

2016; McCann, 2000). Os principais impactos antrópicos identificados que 

alteram a diversidade e a produtividade fitoplanctônica são as variações de 

temperatura associadas às mudanças climáticas (Lin et al., 2023), acidificação 

oceânica (Monsalve; Rafael, 2014), modificação de habitat (Liashenko; 

Pedchenko; Susloparova, 2020), eutrofização (Lee et al., 2023) e poluição (Lee 

et al., 2023), seja ela por metais pesados (Ismail; El Zokm, 2023), microplásticos 

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

Formado ao longo de milhões de anos na crosta terrestre, a partir da 

decomposição de matéria orgânica derivada principalmente do plâncton marinho 

e outros organismos microscópicos (Landais, 1997), o petróleo é composto 

principalmente por hidrocarbonetos, mas também pode conter enxofre, 

nitrogênio e oxigênio em baixas concentrações (Borazjani et al., 2018). Cada 

óleo possui a sua assinatura geoquímica específica, servindo como uma 

“impressão digital” para identificar a bacia sedimentar na qual foi originado, 

mediante compostos presentes nos lipídios, ceras e no material polimérico das 

paredes celulares, que acabam sendo incorporados na matriz de querogênio 

durante a formação do petróleo após a perda de grupos funcionais ( e.g. álcool 

(-OH) e ácido carboxílico (-COOH); Hsu et al., 2003). Tais compostos são 

chamados de biomarcadores do petróleo. Além deles, os hidrocarbonetos (i.e. 

compostos formados por carbono e hidrogênio) compõem entre 50% a 98% do 

óleo, (Medeiros; Caruso Bı́cego, 2004). Os hidrocarbonetos alifáticos (e.g. n-

alcanos, isoalcanos e cicloalcanos) são os mais abundantes no óleo, 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 óleo (Neto; Wallner-Kersanach; 

Patchineelam, 2008; Veiga, 2003; Victório et al., 2025). Os hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs) são compostos com dois ou mais anéis 

benzênicos condensados. Os HPAs são introduzidos no ambiente por fontes 

crônicas (i.e. fontes que lançam constantemente HPAs no ambiente) como a 

queima de combustíveis fósseis, 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 óleo, que libera grandes quantidades de HPAs no ambiente (Reddy; Quinn, 

1999). 

 Os HPAs possuem alta capacidade de dispersão, além de serem 

potenciais agentes mutagênicos e carcinogênicos (Black; Maccubbin; Johnston, 

1988; Hendricks et al., 1985; Thuy; Loan; Phuong, 2018; Toth, 1980), causando 

alterações no DNA e câncer no pulmão em adultos e crianças (Sarigiannis et al., 

2015; Teixeira et al., 2012). A agência de Proteção Ambiental dos Estados 

Unidos definiu 16 HPAs como prioritários devido ao seu risco à saúde humana e 

dos ambientes, persistência no ambiente e capacidade de bioacumulação 

(Bojes; Pope, 2007). Os HPAs dissolvidos na água podem causar inibição na 

fotossíntese de comunidades naturais fitoplanctônicas (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 (Müller et al., 

2021). Mas além dos impactos de misturas de HPAs, há também estudos que 

realizaram análises sobre os efeitos de um só composto sobre as microalgas. 

Por exemplo,  o antraceno foi responsável por causar alterações na fluorescência 

de Chlamydomonas reinhardti (Aksmann; Tukaj, 2008),  enquanto fluoreno e 

fenantreno causaram até 75% de redução do crescimento em Phaeodactylum 

tricornutum (Kusk, 1981).  

2.3 O uso do fitoplâncton como um organismo modelo 

 A descrição de processos biológicos permite a pesquisadores entender 

desde interações moleculares a dinâmica de ocupação 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, 

o uso de espécies/organismos modelo, que são espécies escolhidas para 

realização de experimentos que possam descrever fenômenos biológicos 

aplicáveis a outras espécies (Ankeny; Leonelli, 2011), como por exemplo a 

bactéria Escherichia coli, o nemátodo 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 prática, 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 

características intrínsecas (e.g. facilidade de manutenção em laboratório, altas 

taxas de fertilidade, ciclo de vida curto e alta variabilidade genética natural) e 

características atribuídas 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 representação de outras espécies). 

O grau de utilização de um organismo modelo pode ser definido pelo número de 

características em que ele se encaixa. As microalgas marinhas são utilizadas 

para representar diversos processos, possuindo aplicações em estudos desde a 

genética até a ecologia e biogeoquímica (Irion; Nüsslein-Volhard, 2022; Pradhan; 

Ki, 2022). Por exemplo,  Alfred C. Redfield, autor do modelo de Redfield utilizou 

a composição de carbono, nitrogênio e fósforo do fitoplâncton marinho para 

descrever a proporção desses mesmos elementos na água do mar, chegando a 

uma proporção de C106:N16:P1 (Redfield; Ketchum; Richards, 1963). A proporção 

média entre esses elementos no oceano é de C104:N16:P1 (Millero, 2013), fazendo 

com que o modelo proposto por ele seja uma boa aproximação das proporções 

encontradas nos oceanos, auxiliando os pesquisadores na descrição de 

processos biogeoquímicos marinhos. Um outro exemplo é a descrição da 

acumulação do  carbono orgânico particulado (COP) presentes no óleo em 

células de Durusdinium glynnii (D. glynnii) quando submetidas a diferentes 

concentrações de HPAs da fração acomodada em água do óleo (FAA), que foi 

descrito por Müller et al., (2021). Uma outra ideia seria descrever a capacidade 

de resistir, se adaptar e de se recuperar a contaminantes orgânicos e estressores 

ambientais, por exemplo 

2.4 Resistência e resiliência 

Resistência e resiliência são dois termos discutidos na ecologia, no 

entendimento de como organismos respondem a estressores ambientais em 

meios aquáticos e terrestres. A resistência se refere a capacidade de um sistema 

ou organismo não sofrer mudanças significativas durante um estresse em curto 

prazo (De Keersmaecker et al., 2015). A capacidade de tolerar estressores é 

uma característica particular de cada célula, podendo ser influenciada pelo meio 

no qual vive. Por conta da dinâmica do ambiente estuarino e sua constante troca 

entre água doce e salgada, levando assim a mudanças de salinidade e 
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concentrações de nutrientes, espécies de fitoplâncton que vivem nele podem 

desenvolver adaptações específicas para tolerar mudanças diárias nos 

parâmetros físicos e químicos da água (Firdaus; Pin; Supriatna, 2020). Em 

contrapartida, espécies de fitoplâncton que vivem em ambientes estáveis (e.g. 

oceano aberto) em teoria podem ser mais sensíveis, fisiologicamente falando, 

devido à menor necessidade de adaptação a flutuações nas condições 

ambientais (Müller; Trull; Hallegraeff, 2015). Porém, essas espécies podem exibir 

mecanismos de resistência, como metabólitos secundários para evitar predação 

e adaptações para evitar a limitação de nutrientes. Assim, apesar das células 

que vivem nas duas condições possuírem adaptações, geralmente se assume 

que as que vivem no ambiente estuarino são mais resistentes devido à 

necessidade de adaptação a uma série de condições diárias. A avaliação da 

resistência de comunidades fitoplanctônicas e monoculturas é bastante comum 

de ser encontrada na literatura. Estudos envolvendo contaminantes emergentes 

como fármacos (e.g. aspirina, sulfametoxazol e diclofenaco) indicam que o nível 

de resistência varia com as espécies, causando redução na diversidade, riqueza 

e abundância (Akinyemi; Ojuawo, 2024; Duarte et al., 2023).  

 A resiliência remete à capacidade das populações fitoplanctônicas de se 

recuperarem após perturbações no meio em que vivem, com base na velocidade 

e extensão da capacidade de recuperação (Xu; Yu; Guo, 2024). Alguns dos 

principais pontos para o sucesso da resiliência de uma população são as 

interações entre as comunidades (e.g. competição entre espécies), mecanismos 

de adaptação e as taxas de variação genética. A resiliência, diferente da 

resistência, depende da população. As comunidades fitoplanctônicas são 

conhecidas por serem mais resilientes do que resistentes, por conta dos seus 

baixos tempos de geração e rápido crescimento, levando assim a uma maior 

recombinação genômica,  que faz com que mesmo com uma perturbação, as 

comunidades possam voltar a um estado de equilíbrio (Baert et al., 2016; Pei et 

al., 2021). Estudos indicam a forte capacidade de resiliência de Chaetoceros 

gelidus em condições de mudança de concentrações de CO2 e intensidade de 

luz, por conta da sua alta plasticidade fisiológica (Biswas, 2022). Além disso, um 

outro exemplo se dá pela manutenção de culturas de simbiontes de corais por 

longo prazo em temperaturas altas, podendo assim criar uma situação de 
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evolução assistida. Isso torna as microalgas mais tolerantes a temperatura e faz 

com que células termotolerantes possam habitar os corais, diminuindo assim a 

possibilidade de branqueamento (van Oppen et al., 2015). Porém, a resiliência 

pode diminuir por meio de efeitos potencializados pela junção de estressores 

ambientais de qualquer caráter (Carpenter; Pace; Wilkinson, 2022). 

Experimentos realizados por Michaels (1979) compararam duas espécies 

marinhas, uma alga verde (Dunaliella tertiolecta) e uma diatomácea 

(Thalassiosira pseudonana), frente a concentrações de bifenilas policloradas 

(PCBs), notando-se que as células de D. tertiolecta possuem uma maior 

resistência a esses compostos, que foi avaliada a partir do crescimento e da 

fotossíntese. Porém, quando submetidas a condições de estresse (e.g. baixa 

concentração de nutrientes) a capacidade de tolerância diminui, fazendo com 

que os efeitos gerados pela adição dos PCBs no meio de cultura fossem 

agravados. 

2.5 Durusdinium glynnii e sua importância para os recifes de corais  

 O sucesso evolutivo dos corais tem sido atribuído à 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). Evidências coletadas no Mar de Tétis afirmam que essa relação 

mutualística dos corais e simbiontes surgiu aproximadamente 240 milhões de 

anos antes do presente (AP), no período Triássico (Stanley; Swart, 1995). O 

fracionamento isotópico do carbono de 13 espécies de corais escleractíneos 

(i.e., corais verdadeiros, com capacidade de deposição calcárea) indica 

semelhança dos corais de águas rasas do Mar de Tétis com os corais 

construtores de recifes modernos. Do período Triássico até os dias atuais, essa 

associação foi crucial para o desenvolvimento e adaptação 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 (~106 cm-2) e produzem cerca de 90% 

dos requisitos nutricionais dos corais (Muscatine; Porter, 1977). Zooxantela é um 

apelido dado comumente para células da família Symbiodiniacea, que é a mais 

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



20 
 

Guldberg, 2006). O surgimento da família Symbiodiniacea é datado do período 

Jurássico, aproximadamente 160 milhões de anos AP (Bouckaert et al., 2014; 

LaJeunesse et al., 2018), com  posterior desenvolvimento e sucesso no período 

Cretáceo (cerca de 100 milhões de anos AP), que coincide com um dos períodos 

de maior desenvolvimento e sucesso dos corais escleractíneos (Cretáceo 

Inferior) (Birkeland, 1997; LaJeunesse et al., 2018). A família Symbiodiniacea é 

bastante diversa, com grande potencial de divergência genômica e diversificação 

(González-Pech et al., 2021). LaJeunesse et al. (2018) realizou uma revisão 

sistemática desta família e separou o gênero Symbiodinium em nove clados 

distintos, criando nomenclaturas com letras (A-I). Essa divisão foi realizada por 

meio de aspectos ecológicos e genéticos das células. 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 

características evolucionárias distintas (Rowan; Powers, 1991). Células dessa 

família podem viver em simbiose com diversos organismos, desde cnidários, 

foraminíferos, tridacnas, moluscos e esponjas (Carlos et al., 1999), assumindo 

uma forma arredondada e imóvel denominada cocóide (Blank; Huss, 1989). Mas, 

além de estar em simbiose, espécies dessa família podem viver em vida livre, 

sendo encontradas em águas do Oceano Índico (Yang et al., 2012), Atlântico Sul 

(Rabelo et al., 2014), Caribe (LaJeunesse et al., 2010) e Oceano Pacífico (Baker 

et al., 2004; LaJeunesse et al., 2004; Rowan, 1998). Quando em vida livre, 

possui uma mudança de forma celular, alterando entre a forma imóvel cocóide 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-Pacífico indicam que as comunidades das zooxantelas podem variar 

entre as espécies de corais, e que os clados mais prevalentes são Cladocopium 

e Durusdinium (Leveque et al., 2019). Além disso, os clados possuem diferenças 

na tolerância fotofisiológica e térmica entre eles, podendo haver respostas 

variáveis nas mesmas condições de temperatura e incidência de luz (Russnak; 

Rodriguez-Lanetty; Karsten, 2021). Durusdinium glynnii (D. glynni, clado D) é 

geralmente tido como uma espécie naturalmente termotolerante e com alta 

abundância em corais que vivem em ambientes com flutuações das condições 

ambientais, ou então após eventos de branqueamento em massa (Quigley et al., 

2022; Thinesh et al., 2019). Corais que hospedam essa espécie possuem maior 
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termotolerância, apesar de possuírem menores taxas de deposição calcárea, 

ovos menores e diminuição da quantidade de lipídios armazenados 

(Berkelmans; van Oppen, 2006). Apesar de nos dias de hoje a termotolerância 

parecer mais vantajosa, corais com baixas taxas de crescimento podem ser 

considerados fracos competidores por espaço no recife, implicando assim em 

um maior tempo para atingir a maturidade reprodutiva da espécie (Randall et al., 

2020). Apesar disso, é vantajoso para os corais associar-se com zooxantelas, 

que conferem a eles aquisição de nutrientes, aumento das taxas de calcificação 

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

2.6 Isochrysis galbana 

 Isochrysis galbana é uma microalga da família Isochrysidaceae e  filo 

Haptophyta (Parke, 1949). As células dessa espécie geralmente tem 4-6 µm de 

diâmetro, formato oval ou arredondado e possuem uma coloração marrom 

amarelada, devido à presença de pigmentos acessórios, como os carotenóides 

(Wang; Lan, 2018). Essa é uma espécie bem conhecida por indústrias de 

biorefinaria, devido à alta quantidade de lipídios armazenados para produção de 

biocombustível. Além disso, podem servir para extração de compostos 

antioxidantes em alimentos e suplementos alimentares, como o ácido docosa-

hexanoico, fucoxantina e xantofilas (Sun; Wang; Liu, 2019). Indústrias do ramo 

da aquicultura também utilizam essa espécie como ração para os seus cultivos, 

devido ao seu benefício nutricional e ótima capacidade de crescimento, que leva 

a produções em massa dessa espécie (Bustamam et al., 2022; Camacho-

Rodríguez et al., 2020; Thu et al., 2015), podendo servir como alimento para 

ostras, ameijoas, rotíferos, camarões, larvas de peixe, copépodes e outros 

organismos filtradores como esponjas e pepinos do mar (Bustamam et al., 2022; 

Camacho-Rodríguez et al., 2020; Galindo et al., 2024; Madhu et al., 2018). 

Isochrysis. galbana pode habitar águas costeiras quentes e ricas em nutrientes, 

em condições de variação de salinidade, podendo habitar estuários e áreas 

adjacentes marinhas, principalmente nas regiões tropicais e subtropicais 

(Alkhamis; Qin, 2013). Por ser uma microalga de fácil manutenção em 

laboratório, pode ser cultivada em modo fototrófico, heterotrófico e mixotrófico, 

além de aceitar diversos tipos de meio de cultura e uma alta variação de 

salinidade, com tolerância entre 5 e 60 (Alkhamis; Qin, 2013; Boussiba et al., 
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1988; Camacho-Rodríguez et al., 2021; Mishra; Prasad; Mishra, 2019). A 

reprodução dessa espécie é por meio de fissão binária, onde uma célula se 

divide em duas células geneticamente idênticas. A eficiência reprodutiva pode 

ser influenciada por fatores como a intensidade de luz, salinidade e composição 

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

2.7 Derrames de óleo no Brasil: O caso de 2019 

  Derrames de óleo 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, várias áreas de conservação e comunidades de pescadores 

artesanais. No Brasil, os primeiros registros dos principais derrames de óleo 

aconteceram em meados dos anos 1960 a 70, coincidindo com o período de 

desenvolvimento industrial do país (Zacharias et al., 2024). No total, desde 1960 

até os dias atuais, houveram 40 eventos principais de derrame de óleo no Brasil. 

No início a principal causa eram acidentes com navios petroleiros e 

posteriormente casos de rompimento de tubulação e acidentes na transferência 

do óleo se tornaram mais comuns (Zacharias et al., 2024). Em 1996, após um 

derrame de óleo na Baia de Guanabara, no Rio de Janeiro, foi instaurada a lei 

do óleo (lei Nº 9.966), que estabelece medidas preventivas, regulatórias e 

monitoramento da poluição no território nacional. Além disso, esse desastre foi 

um grande precursor da criação de leis nacionais de proteção marinha para os 

ambientes (Ortiz Neto; Costa, 2007; Zacharias et al., 2024).  

Décadas depois, no ano de 2019, outro desastre de grandes proporções trouxe 

à tona a necessidade de um reforço nas políticas de proteção ambiental. No dia 

30 de agosto de 2019, o início do aparecimento de pelotas de óleo nas praias de 

Tambaba e Jacumã, no município de Conde, na Paraíba, foi documentado. Cerca 

de duas semanas depois, seis estados brasileiros possuíam registros de óleo em 

suas praias, levando mais três semanas para atingir todos os estados do 

Nordeste. O desastre foi nomeado o maior em extensão no Atlântico sudoeste, 

chegando a atingir 3000 km de costa, com um total entre 5 a 12,500 toneladas 

de óleo (Silva et al., 2022; Zacharias et al., 2024). Como as manchas de óleo 

depositadas nas praias eram uma fonte de poluição visual, afastando assim os 

turistas, os próprios residentes e comerciantes locais, junto a organizações não 
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governamentais, iniciaram mutirões de limpezas das praias, contando com 

doações de equipamentos de proteção individual, reflexo da lentidão de resposta 

do governo a chegada das manchas de óleo no litoral brasileiro. Além do esforço 

braçal nas praias, cientistas trabalhavam em modelos de dispersão para tentar 

entender a proveniência do óleo (Lemos et al., 2024). Com o tempo, foi nomeado 

um poluidor suspeito, o Bouboulina, uma navio tanque grego que transportava 

óleo da Venezuela para a Malásia (Escobar, 2019). O óleo derramado chegou 

ao Brasil por meio do ramo sul da corrente Sul Equatorial, que se bifurca na costa 

brasileira e acabou distribuindo o óleo nas direções norte e sul (Zacharias et al., 

2021). Análises dos biomarcadores do petróleo foram realizadas, indicando que, 

além do óleo derramado pelo navio, ainda havia pequenas pelotas de outro óleo 

que não era relacionado com o evento de 2019, provavelmente advindo de 

derrames não descritos ou outras fontes (Santos et al., 2023), que atingiram 44 

áreas de proteção ambiental marinhas do país (Nunes et al., 2023). O óleo que 

chegou ao Brasil possuía um aspecto mais pastoso, com aparência sólida e 

densa, e era visivelmente limpo devido ao seu transporte em subsuperfície (de 

Oliveira et al., 2020; Lourenço et al., 2020). Ele causou diversos impactos 

ambientais e socioeconômicos. Por exemplo, houve uma redução 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 (Araújo; Ramalho; Melo, 2020; Magris; 

Giarrizzo, 2020). Diversos ambientes foram danificados e impactados, assim 

como houve mudança na estrutura de comunidades bem estabelecidas e 

possíveis mudanças nas teias tróficas 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; Müller et al., 2024; Soares et al., 2021; Viana 

et al., 2022).  

Assim, neste trabalho, foi realizada uma avaliação das capacidades de tolerância 

a contaminação por HPAs de duas espécies modelo: uma de ambiente 

oligotrófico (D. glynnii) e uma de ambiente eutrófico (I. galbana).   
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar e comparar a capacidade de tolerância de uma espécie de 

ambiente oligotrófico (Durusdinium glynnii) e uma espécie de ambiente 

eutrófico (Isochrysis galbana) durante e após contaminação por óleo.  

3.2 Objetivos específicos 

• Determinar e comparar a concentração de HPAs que induz uma 

redução de 50% (ErC50) da taxa de crescimento em Isochrysis 

galbana. e Durusdinium glynnii; 

• Determinar o tempo (i.e. gerações) de recuperação dos impactos 

causados pelo óleo em ambas as espécies; 

•  Determinar e comparar a tolerância das duas espécies a estresse 

ambiental sob condições de contaminação por óleo. 

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 

contaminação, onde as microalgas foram submetidas a um gradiente de 

concentrações dos compostos presentes na fração solúvel do óleo na água 

(FSA). O experimento 2 (Exp. 2) foi realizado para avaliar a capacidade de 

recuperação das microalgas, sendo executado simultaneamente com o 

experimento 3 (Exp. 3) de avaliação da capacidade de tolerância a estressores 

logo após a contaminação por HPAs. Os tratamentos foram nomeados com 

códigos que incluem o número do experimento (E1, E2 ou E3), assim como a 

legenda do experimento (e.g. FSA, REC e SAL) e a diluição na qual as células 

está/estavam inseridas (0%, 50%; Fig. 1). Apesar do código das amostras 

expressarem valores de diluição (e.g. 50% e 100%), é importante ressaltar que 

não há HPAs nos meios de cultivo dos experimentos 2 e 3, e essa nomenclatura 

se dá por que a cultura E2-REC-50% foi originada a partir da cultura E1-FSA-

50%, por exemplo, sendo o mesmo válido para o tratamento de 100%. 
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Figura 1: Esquema com detalhes dos três experimentos realizados neste trabalho. Abaixo dos 
balões estão os códigos das amostras, compostos pelo número do experimento (e.g. E1), 
legenda do experimento (e.g. FSA) e a diluição da cultura (e.g. 0%). As setas indicam as culturas 
do experimento 1 que serviram como inóculo para as culturas do experimento 2 e 3, e os 
retângulos embaixo indicam número de réplicas, as concentrações de salinidade de cada 
experimento e se há ou não HPAs nos meios de cultura. 

 

Fonte: o autor (2025) 

 

 

4.1 Esterilização da vidraria para cultivo 

Para que não houvesse contaminação biológica nos cultivos, as vidrarias 

passaram por um rigoroso processo de limpeza e esterilização. Primeiro, foi 

realizada uma lavagem com água da torneira e microdetergente Extran MA 01 

alcalino para remoção de gorduras, óleos e contaminantes biológicos. Em 

seguida houve a imersão das vidrarias em um banho de água sanitária (Clorito, 

Grupo sabará, Brasil) diluído a 20% com água destilada por 24h, para 

desinfecção, por conta da sua propriedade oxidativa e amplo espectro de eficácia 

contra microrganismos (Fast et al., 2017). As vidrarias foram retiradas do banho 

e enxaguadas com água destilada a fim de retirar qualquer resíduo da água 

sanitária. Após isso, houve uma etapa de lavagem com uma solução de 1,2 M 

de ácido clorídrico (HCl) para remoção dos resquícios de biofilmes de microalgas 

que se incrustam nas paredes das vidrarias. Após isso, houve um enxágue de 

no mínimo cinco vezes com água destilada. Já secas, as vidrarias foram 
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embaladas de forma que o seu interior não 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 pressão de 1,2 bar (1,18 atm). 

4.2 Cultivo fototrófico da espécie 

Para manutenção das microalgas e realização dos experimentos, foi 

montado um sistema de estantes com lâmpadas frias do tipo diodo emissor de 

luz (LED, 9W, 6000 K) posicionadas na parte de trás da estante e fixadas nas 

paredes. Os experimentos foram realizados na sala de cultivo do Laboratório de 

Fitoplâncton, localizado no Museu de Oceanografia Prof. Petrônio Alves Coelho 

– UFPE. A sala de realização do experimento possui fluxo de pessoas 

controlado, preservando assim a integridade dos experimentos e diminuindo as 

trocas de calor. O fluxo fotônico utilizado foi de 115 µmol fótons m-2 s-1, 

mensurado com o auxílio de um luxômetro, tendo seu valor convertido utilizando 

uma constante para o tipo de lâmpada, com valor de 0,018 (lâmpada LED 6000 

K). O fotoperíodo 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 necessários para o crescimento das espécies, foi 

utilizado um meio de cultura semi-definido preparado com água do mar natural 

enriquecida de acordo com o meio F/2 descrito por Guillard (1975), com os 

respectivos macronutrientes, metais traço, vitaminas e as suas concentrações 

elucidadas na Tabela 1. Para evitar a limitação de nutrientes, as culturas foram 

mantidas sempre em crescimento exponencial, sendo regularmente diluídas com 

meio de cultura recém preparado, evitando assim limitações e alterações 

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

 

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

Para preparar o meio de cultivo, em um litro de água do mar, adicionou-

se 1 ml das soluções estoque de NaNO3 e NaH2PO4 · H2O, 0,5 ml da solução 

contendo os metais traços e 0,5 ml da solução contendo as vitaminas. Além 

disso, foi adicionado 2 ml de uma solução tampão 

(Tris(hidroximetil)aminometano, CAS: 77-86-1), que tem como função manter o 

pH na faixa entre 7 e 9. Vale ressaltar que o composto que contém silicato não 

foi adicionado, visto que este é um nutriente não essencial para o crescimento 

das duas espécies. A esterilização do meio de cultivo foi realizada mediante um 

método físico (filtração). Para isso, o meio foi pré-filtrado utilizando filtros com 

 Composto Concentração 

da solução 

estoque 

(g 100 mL-1) 

Concentração 

final 

(µM) 

 

Macronutrientes 

NaNO3 7,50 882,40 

NaH2PO4 · H2O 0,50 36,23 

 

 

 

 

Metais traço 

Na2EDTA+ 4,36/900 mL 11,7 

FeCl3 · 6H2O 3,15/900 mL 11,7 

CuSO4 · 5H2O 0,98 0,03 

ZnSO4 · 7H2O 2,20 0,07 

CoCl2 · 6H2O 1,00 0,04 

MnCl2 · 7H2O 18,0 0,91 

Na2MoO4 · 4H2O 0,63 0,02 

 

Vitaminas 

Tiamina HCl 0,10 0,29 

Biotina 5 x 10-4 2,05 x 10-3  

Cobalamina 5 x 10-4 3,69 × 10⁻⁴ 
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0,7 µm de retenção nominal (GF/F, Whatman), eliminando assim partículas e 

organismos > 0,7 µm. Após isso, a água foi novamente filtrada em um filtro de 

politetrafluoretileno (PTFE ou Teflon) hidrofílico de porosidade 0,22 µm 

(responsável pela remoção de bactérias) com o auxílio de uma bomba a vácuo. 

É comum a esterilização de meios de cultivo utilizando métodos físicos como o 

aquecimento e pressurização em autoclaves. Porém, este tipo de esterilização 

acarreta em mudanças na composição do carbono inorgânico dissolvido (CID) 

na água do mar, fazendo com que haja a diminuição do crescimento dos 

organismos cultivados (Andersson et al., 2018). É importante salientar que os 

nutrientes foram esterilizados duas vezes por filtração estéril, visto que as 

soluções estoque dos compostos são submetidas à filtração em filtros de seringa 

de 0,22 µm antes de serem misturadas com a água do mar que será filtrada. A 

água do mar utilizada no meio de cultivo foi coletada em expedições 

oceanográficas (fevereiro de 2024, a bordo do N/Oc. Ciências do Mar IV) em 

regiões próximas à quebra da plataforma continental. Ela vem tendo os seus 

parâmetros (i.e. salinidade e pHNBS) monitorados e ajustados desde então. Caso 

houvesse mudança nos parâmetros, antes de se realizar o enriquecimento com 

o meio F/2, era realizado o ajuste dos valores. A salinidade e o pHNBS da água 

do mar foram mantidos em 35 e 8,0-8,1 para D. glynnii e I. galbana, 

respectivamente. Caso necessário, o pHNBS da água era ajustado com a adição 

ácido clorídrico (HCl) ou hidróxido de sódio (NaOH), ambos 0,1 M. Em torno de 

duas semanas antes da realização dos experimentos, as espécies foram 

transferidas para recipientes maiores, garantindo assim um maior volume das 

culturas que serviriam como a cultura inóculo nas diferentes réplicas.  

4.3 Preparação do meio f/2 contaminado  

  A norma 15469 da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), 

publicada em 2021, especifica a metodologia de preparação da fração 

acomodada em água do óleo (FAA) e da fração solúvel em água do óleo (FSA). 

Essas técnicas de preparo são diferenciadas apenas pela etapa de filtração da 

solução, que ocorre apenas no preparo da FSA (ABNT, 2021). Para o preparo da 

solução, foi utilizada uma proporção de 1:9, sendo uma parte de óleo e 9 partes 

de água do mar. No caso deste trabalho, aproximadamente 200 g de óleo para 

1,8 litros de água do mar foram utilizados. As pelotas de óleo foram fatiadas para 

que a área superficial de contato do óleo com a água fosse maior durante o 
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procedimento de preparação da FSA. O sistema de agitação foi montado em 

béqueres de 2 litros previamente limpos e muflados. Após montado e realizada 

a adição da água e do óleo, o sistema foi mantido sob agitação 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 floculação ou 

teste de reatores estáticos. O número de rotações por minuto foi mantido em 50, 

de forma que o vórtice formado não atingisse um tamanho maior que 25% da 

coluna de água do recipiente. Após 24h de agitação, o equipamento foi desligado 

e o sistema foi mantido em repouso durante 1 h para que a retirada apenas da 

fração aquosa se tornasse mais fácil. Com a solução em repouso, as pelotas de 

óleo foram retiradas cuidadosamente, restando assim apenas a fração líquida e 

as partículas menores. Posteriormente, a solução foi submetida à filtração por 

meio de um sistema de filtração com bomba a vácuo isenta de óleo (Tecnal, 

modelo TE-0581). A primeira filtração foi realizada em filtros do tipo GF/F 

(Whatman, microfibra de vidro, 0,7 µm de retenção nominal, 47 mm de diâmetro 

da membrana). A segunda filtração foi realizada em membranas de PTFE com 

0,22 µm de porosidade. Em cada experimento foram preparados 4 litros de FSA, 

divididos em 2 béqueres de 2 litros. O conteúdo dos dois béqueres foi misturado 

em um único recipiente de 4 litros, sendo que 1 litro dessa solução foi reservado 

para extração e análise de compostos orgânicos. 

4.4 Extração dos hidrocarbonetos dissolvidos na água, purificação do 

extrato orgânico e controle de qualidade 

A vidraria utilizada na análise dos compostos orgânicos foi limpa de acordo com 

o protocolo descrito por (Moura; Yogui, 2012). O material foi imerso em uma 

solução de 5% de microdetergente (Extran MA 01 alcalino) por 24 horas. Após 

isso, foi feito um primeiro enxágue com água da torneira e depois com água 

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 dilatação do material. Depois de secas, as vidrarias 

comuns foram embaladas em papel alumínio e mufladas a 450 °C durante 4 

horas. Antes de ser usada na extração dos compostos orgânicos do óleo, a 

vidraria foi lavada duas vezes com três solventes orgânicos: metanol, 

diclorometano e n-hexano (nesta ordem). 
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Para realizar a extração dos hidrocarbonetos dissolvidos ou dispersos na água 

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 

água do mar dentro de uma garrafa âmbar, junto com 100 µL dos padrões 

internos (PI) para HPAs (fluoreno-D10 e benzo(a)antraceno-D12) (AccuStandard, 

1000 ng mL-1). Já para os hidrocarbonetos alifáticos foi adicionado 100 µL da 

solução de padrão interno contendo 1-hexadeceno ([C16H32] = 800 µg ml-1) e 1-

eicoseno ([C20H40] = 700 µg ml-1). Após isso, a extração foi feita por meio de uma 

intensa agitação manual de cerca de 2 minutos, seguido de um repouso de 5 

minutos para que a fração água fosse separada do solvente, gerando assim um 

extrato hexânico. Tal extrato foi separado da água do mar por um sistema de 

separação líquido-líquido (funil de separação), sendo reservado em um balão de 

fundo chato. Sulfato de sódio anidro (Na2SO4) foi adicionado ao extrato para a 

remoção de traços de água. Após a separação, o extrato foi concentrado em 

cerca de 1 mL utilizando um sistema de evaporação rotativa a vácuo para a 

remoção do solvente. Para eliminação de possíveis interferentes que pudessem 

prejudicar a análise cromatográfica, foi realizada a purificação do extrato 

mediante cromatografia por adsorção em coluna, utilizando uma coluna 

cromatográfica de vidro previamente lavada sequencialmente com metanol, 

diclorometano e n-hexano. A fase estacionária foi composta por sílica gel e 

alumina (ambas 5% desativadas) imersas em n-hexano. Na2SO4 foi adicionado 

no topo da coluna para remoção de resíduos de água da amostra. A coluna 

cromatográfica foi eluída com 10 ml de n-hexano (para recolhimento da fração 

com os hidrocarbonetos alifáticos) seguido por 15 ml de uma solução contendo 

n-hexano e diclorometano (7:3, v:v) (para recolhimento da fração dos 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos). As duas frações do extrato foram 

novamente concentradas seguindo o método supracitado. A concentração final 

dos extratos foi feita em um fluxo suave de nitrogênio (FlexiVap, Glas-Col, 

modelo 109A YH-2412). Por fim, foram adicionados 100 µL de soluções contendo 

padrões internos cromatográficos (= padrões de recuperação) de HPAs 

(AccuStandard, 1000 ng mL-1) e hidrocarbonetos alifáticos (1-tetradeceno 

([C14H28] = 700 µg ml-1). A recuperação média dos padrões internos 

cromatográficos foi de 72,5 ± 14,24%, que é considerada aceitável segundo 

Lauenstein; Cantillo (1998). 
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4.5 Parâmetros do sistema cromatográfico para análise de 

hidrocarbonetos 

 

A análise dos hidrocarbonetos alifáticos foi realizada em um sistema de 

cromatografia a gás (7820A GC System, Agilent Technologies, Estados Unidos) 

equipado com um detector de ionização em chama (flame ionization detector, 

FID) e uma coluna cromatográfica modelo DB-5ms (Agilent J&W, Estados 

Unidos) cujas dimensões são 25 m de comprimento x 250 µm de diâmetro interno 

x 0,25 µm de espessura da fase estacionária de fenilmetilarilenopolisiloxano. Ao 

todo, 1 µl do extrato foi injetado em modo de divisão de fluxo (split 3:1) a partir 

de um amostrador automático. A temperatura do injetor foi programada para 300 

°C e pressão de 13,029 psi. O gás de arraste utilizado foi o hélio (grau de pureza: 

99,999%), com um fluxo constante de 1,4 ml min-1 na coluna. Os gases de 

sustentação da chama do detector foram o hidrogênio (grau de pureza: 99,999%) 

e o ar sintético (grau de pureza: 99,999%), com fluxos de 40 ml min-1 e 400 ml 

min -1, respectivamente. A temperatura do detector foi mantida em 320 °C, e o 

gás auxiliar utilizado foi o nitrogênio (grau de pureza: 99,999%), mantido sob um 

fluxo constante de 25 ml min-1.  A programação de temperatura do forno (Fig. 1a) 

se deu da seguinte forma: temperatura inicial de 40 °C, aquecimento de 20 °C 

min-1 até 60 °C, aquecimento de 5 °C min-1 até 290 °C (mantido isotérmico por 5 

minutos) e seguido por um aquecimento de 10°C min-1 até 300 °C (temperatura 

mantida por 15 min), totalizando um tempo de corrida de 68 minutos.  

A análise dos hidrocarbonetos aromáticos foi realizada no mesmo 

cromatógrafo a gás (7820A GC System, Agilent Technologies, Estados Unidos) 

acoplado a um espectômetro de massas (Agilent Technologies 5975 series 

MSD). O forno do cromatógrafo foi equipado com uma coluna capilar modelo HP-

5ms com 30 m de comprimento, 0,250 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de 

espessura da fase estacionária (fenilmetilarilenopolisiloxano). Seguindo o 

método descrito por Santos (2017), 1 µl do extrato foi injetado por meio de um 

amostrador automático. A injeção foi feita sem divisão de fluxo (splitless) e a 

temperatura do injetor foi mantida em 300 °C. A pressão do gás de arraste na 

entrada na coluna foi 8,2 psi. O gás de arraste utilizado foi o hélio (grau de 

pureza: 99,999%), com um fluxo constante de 1,2 mL min-1 dentro da coluna 

capilar. O fluxo do gás de arraste na purga do septo foi de 0,7 ml min-1, enquanto 

o fluxo do mesmo gás na purga do divisor foi de 20 mL min-1. Esta foi aberta 
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depois de 2 minutos do início da corrida, tempo mais do que suficiente para 

passar um volume do gás de arraste correspondente a 1,5 vezes o volume do 

liner (Agilent 5181-3316). A programação da rampa de temperatura do forno (Fig. 

1b) foi definida da seguinte forma: temperatura inicial de 60 °C, aquecimento de 

15 ° C min -1 até 150 °C, seguido de um aquecimento de 5 °C min-1 até 220 °C, 

tendo por fim um aquecimento de 10 °C min-1 até 300 °C (mantida por 10 

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

Figura 2: Rampas de temperatura do forno do cromatógrafo para análise de hidrocarbonetos 
alifáticos (a) e aromáticos (b). 

 

Fonte: o autor (2025) 

A interface entre o cromatógrafo a gás e o espectrômetro de massas foi 

mantida a 300 °C, enquanto a fonte de íons (do tipo ionização por elétrons) 

permaneceu a 230 °C. A energia de elétrons da fonte de íons foi de 70 eV, e a 

corrente de emissão do filamento foi de 34,6 µA. A temperatura do analisador de 

massas (do tipo quadrupolo) foi mantida em 150 °C e ele foi operado no modo 

de monitoramento de íons 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 três qualitativos. No total, 112 íons m/z foram 

monitorados durante a análise dos HPAs, sendo divididos em 10 janelas 

conforme a eluição dos analitos na coluna capilar do cromatógrafo. O tempo de 

permanência escaneando cada m/z foi de 10 milisegundos (Tabela 2). 
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Tabela 2: Programação do modo de monitoramento de íons selecionados, com o número de 
janelas, íons monitorados, íons m/z monitorados e o tempo de início de cada janela. 

Janela Nº de íons 
monitorados 

Íons m/z monitorados  Tempo de 
início (min) 

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

5 

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

9.2 

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

12 

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

13.6 

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

17.3 

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

20.9 

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

24 

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

27 

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

27.8 

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

Fonte: o autor (2025) 

4.6 Experimentos de contaminação, recuperação e estresse 

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

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

em sete diluições com diferentes concentrações de HPAs, de forma que o 

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

Amostra Meio f/2 

(mL) 

Meio com 

FSA (mL) 

0 % 50 0 

3% 48.5 1.5 

6% 47 3 

12% 44 6 

25% 37.5 12.5 

50 % 25 25 

100 % 0 50 

Fonte: O autor (2025) 

Antes da inoculação, a densidade populacional da cultura inóculo foi 

determinada, a fim de realizar-se a padronização do número de células inicial em 

cada réplica. Para isso, foi calculado o volume de inóculo necessário para que 

houvesse uma densidade inicial de 400 células ml-1 em cada cultura, por meio 

da expressão:  

                                               𝑉𝑖 =  
𝑁𝐹∗ 𝑉𝐹

𝑁𝑖
                                              (1) 

Onde Vi é o volume em ml a ser adicionado do inóculo, NF é a densidade 

populacional final desejada em cada cultura (nesse caso, 400 células ml-1), VF é 

o volume final da cultura experimental (50 ml) e Ni é a densidade populacional 

do inóculo. 

Antes de se realizar o monitoramento do número de células, as culturas 

foram mantidas durante 4 dias no laboratório com homogeneização diária, 

fazendo assim com que as células se aclimatassem com o novo ambiente no 

qual foram inseridas, a chamada Lag phase. Após isso, a densidade 

populacional foi monitorada mediante contagem diária 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 solução de lugol 2%. Após fixadas, as 

células foram contadas com o auxílio de um analisador de partículas em fluxo do 

tipo FlowCam (Modelo VS2 com seringa, Estados Unidos), equipado com uma 

célula de fluxo do tipo FC 80-7FV (80 µm x 700 µm x 0,16 cm). Após a contagem, 

os dados foram filtrados no próprio equipamento (Software Visual Spreadsheet), 

eliminando assim possíveis partículas que modificassem a densidade 

populacional. Obtendo o número de células em cada dia de contagem, pode-se 

calcular a taxa de crescimento por meio de um método de regressão exponencial 

(Oliveira, 2007).No experimento 2, as células foram transferidas do meio de 

cultivo contaminado para um meio de cultivo não contaminado. Os tratamentos 

utilizados como inóculo 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 não utilizadas durante o seu 

crescimento em condições ótimas. Tanto D. glynnii quanto I. galbana, espécies 

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

4.7 Parâmetros de análise do flow cam 

O flowcam é um equipamento que combina técnicas de fotografia, 

microscopia, citometria de fluxo e detecção de fluorescência de forma integrada 

por meio de seus componentes óticos (e.g. objetivas e espelhos), eletrônicos 

(e.g. câmera e laser) e de fluidos (e.g. seringa e célula de fluxo), tornando a 

análise e processamento das propriedades de partículas mais simples e rápida, 

assim como a identificação das mesmas (Owen et al., 2022). Neste estudo, foi 

utilizado um flowcam modelo VS2 equipado com seringa de 1ml (C70 syringe), 

câmera (Sony SX90) e uma objetiva de 10x. Amostras de monocultura fixadas 

com lugol 2% foram analisadas sem concentração, diluição ou pré-filtração. 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 máximo de 

3 minutos e um fluxo de 0,200 ml min-1.  O processamento das imagens foi 

realizado de modo semiautomático no software Visual Spreadsheet (versão 

3.2.3). O máximo possível de partículas de sujeira ou não pertencentes ao 

objetivo do estudo foram selecionadas, fazendo com que o software identificasse 
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as propriedades morfológicas daquelas partículas e filtrasse as imagens 

tomando como base os valores das partículas selecionadas, retirando todas as 

similares do grupo de imagens. Após isso, as imagens retiradas foram 

conferidas, garantindo assim que nenhuma célula fosse removida do conjunto 

de dados. 

4.8 Análise isotópica celular e razão C:N 

Para realização da análise da composição isotópica celular e da razão 

elementar C:N, inicialmente, as culturas foram filtradas com o auxílio de uma 

bomba à vácuo em filtros de microfibra de vidro com porosidade de 0,6 µm 

(UNIFIL, modelo GF-3, 25mm). A pressão 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 necessário (i.e. filtros e tubos de ensaio) para a análise foi 

previamente muflado a 450 °C durante 4 horas para retirada do carbono 

orgânico. Os filtros com biomassa foram colocados na estufa a 60 °C durante 24 

h. Finalizado esse procedimento, foi feita a descarbonatação dos filtros, 

utilizando o método proposto por Lorrain et al. (2003), que utiliza vapores de 

ácido clorídrico concentrado (12 M) durante 4 h em um dessecador. Após a 

descarbonatação, os filtros foram levados à estufa por 24 h a 60 °C, a fim de 

retirar o excesso do ácido. 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). Já embalados, a 

composição elementar e isotópica dos filtros foi feita por meio de um analisador 

elementar (EuroVector, modelo EA3000 Single) acoplado a um espectrômetro de 

massas de razão isotópica (Thermo Scientific, modelo Delta V Advantage). A 

temperatura da fornalha de combustão das amostras no analisador elementar foi 

mantida em 980 °C. Um reator com 18 mm de diâmetro foi preenchido da base 

para o topo com óxido de cobalto envelopado com prata (20 mm), cobre reduzido 

(70 mm) e óxido de cromo (55 mm). O hélio (pureza: 99,999 %) foi utilizado como 

gás de arraste, sendo mantido em um fluxo constante de 93 mL min-1. Os gases 

gerados na combustão foram separados em uma coluna cromatográfica 

empacotada, sendo transferidos em seguida para o espectrômetro de massas 

de razão isotópica. Foram feitas análises de branco de filtro, branco de disco e 

do material de referência certificado, que nesse caso foi a microalga Spirulina. A 
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razão elementar entre carbono e nitrogênio foi calculada de acordo com o 

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

                                                      
𝐶

𝑁
=  

(𝐶𝑂)

(𝑁𝑇)
∗ 1,167                                                (2) 

 

Onde CO é a porcentagem de carbono orgânico na amostra e NT é a 

porcentagem de nitrogênio orgânico na amostra. A constante tem como função 

corrigir os percentuais de carbono e nitrogênio da amostra para uma base 

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

Os resultados da assinatura isotópica foram expressos na notação δ, 

sendo calculados pela diferença da razão isotópica entre a amostra e o padrão 

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

 

                                     𝛿𝐸 = [(
𝑅𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑅𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜
) − 1] ∗ 1000                               (3) 

 

Onde 𝛿𝐸 é o isótopo do elemento expresso, Ramostra é a razão entre as 

quantidades do isótopo pesado e leve na amostra e Rpadrão é a razão entre as 

quantidades do isótopo pesado e o leve no padrão de referência internacional 

(Vienna Peedee Belemnite (VPDB) para o δ 13C e o ar atmosférico para o δ 15N). 

 

4.9 Cálculo do tempo de geração 

 Foi realizado o cálculo do tempo de geração (G2), também chamado de 

tempo de duplicação, que corresponde ao tempo necessário para a cultura 

duplicar totalmente a sua densidade, formando assim uma nova geração 

(Oliveira, 2007; Wood; Everroad; Wingard, 2005). O G2 pode ser calculado da 

seguinte forma: 

                                                   𝐺2 =  
0,6931

𝑟
                                   (4) 

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

 

4.10 Análise estatística e apresentação dos dados 

Foi utilizado um teste de significância de regressão linear para determinar se 

a relação entre dois parâmetros foi significativa ou não. O teste foi realizado no 
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software GraphPad, e o nível de significância adotado foi p < 0,05. Os resultados 

com uma regressão significativa foram apresentados com a equação e a linha 

de tendência da regressão linear, assim como o intervalo de confiança de 95%. 

Caso a regressão não seja significativa, apenas os valores dos dados são 

apresentados no gráfico.   

5 RESULTADOS 

 A análise de HPAs nas FSAs utilizadas para as duas espécies gerou um 

somatório total de 536,26 ng L-1 e 263,76 ng  L-1 dos 16 HPAs tidos como 

prioritários para a FSA utilizada no experimento 1 de D. glynnii e I. galbana, 

respectivamente.  Na tabela abaixo (Tabela 4), estão descritos os 16 HPAs 

prioritários, assim como seus respectivos números de anéis, concentrações no 

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

Tabela 4: Composição de HPAs no meio de cultivo utilizado como 100% da concentração de FSA. Estão 
listados na tabela os 16 HPAs tidos como prioritários, assim como suas concentrações no meio, número de 
anéis aromáticos e suas respectivas solubilidades em água. nd = Não detectado e <LQ = detectado em 

concentrações menores que o limite de quantificação do equipamento. 

Analito Nº de anéis 

FSA D. 
glynnii 

concentração 
(ng L-1) 

FSA I. 
galbana 

concentração 
(ng L-1) 

Solubilidade 
em água a 

25°C      
(mg L-1)  

Naftaleno Dois 26,78 2,23 31,6  

Acenaftileno Três nd nd 16  

Acenafteno Três 43,83 25,45 4,5  

Fluoreno Três 205,31 120,07 1,8  

Fenantreno Três 285,84 89,78 13  

Antraceno Três 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 concentrações mais representativas 

nas amostras foram os mais leves, com três anéis aromáticos (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 concentração, com valor de 285,84 ng L-1 

representando 53,30% da concentração total dos 16 HPAs prioritários na 

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

concentração foi o fluoreno, com 120,07 ng L-1, representando 45,52% da 

concentração total. As concentrações dos HPAs e suas frações alquiladas são 

apresentadas no anexo 1. 

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

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

 

Fonte: o autor (2025) 

5.1 Experimento 1 

 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 diluições de FSA para D. 
glynnii. 

Fonte: o autor (2025) 

 

Assim como no experimento com D. glynnii, as curvas de crescimento de 

I. galbana não destoaram entre as réplicas (Figura 5), e as culturas também se 

mantiveram no crescimento exponencial durante o período de amostragem do 

experimento 1. 

Figura 5: Curvas de crescimento no experimento 1 das diferentes diluições de FSA para I. 

galbana. 

 

Fonte: o autor (2025) 

 A concentração total de HPAs no exp. 1 de D. glynnii causou um efeito 

negativo significativo no crescimento, confirmado pelo teste de regressão linear 

(p < 0,05), com uma redução da taxa de crescimento de 0,640 ± 0,06 d-1 para 

0,315 ± 0,09 d-1 (Figura 6), caracterizando uma redução de 50,80% do 

crescimento nas culturas afetadas. Assim, a concentração de HPAs que diminui 
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a taxa de crescimento de D. glynnii em 50% (ErC50) é de aproximadamente 

536,26 ng L-1. 

O aumento da concentração de HPAs não causou um efeito negativo 

significante (p > 0.05) nas taxas de crescimento de I. galbana (Figura 6). A taxa 

de crescimento média no tratamento controle (E1-FSA-0%) foi de 0,942 ± 0.02 d-

1, enquanto a taxa de crescimento média no tratamento E1-FSA-50% foi de 0,924 

± 0,05 d-1. Os valores das taxas de crescimento nas diluições de E1-FSA-3%, 6% 

e 25% foram maiores que as do controle (E1-FSA-0%), com valores de 0.980 ± 

0.02 d-1, 0.993 ± 0,02 d-1 e 0,948 ± 0,01 d-1, respectivamente. A cultura inoculada 

no tratamento E1-FSA-100% FSA apresentou precipitação orgânica de 

partículas com tamanho suficiente para entupir a célula de fluxo do flowcam (> 

100 µm), fazendo com que sua quantificação fosse pausada. A precipitação foi 

acompanhada de uma aparente ausência/lentidão no crescimento, visto que as 

outras culturas rapidamente apresentaram coloração advinda do crescimento 

das microalgas. Entretanto, as culturas não foram descartadas, e serviram de 

inóculo 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 concentração 
de HPAs. A cor vermelha indica os valores de crescimento de I. galbana, enquanto a preta indica 
o crescimento de D. glynnii. As linhas tracejadas vermelha e preta indicam as regressões lineares 
de crescimento das espécies, enquanto o sombreado cinza representa o intervalo de confiança 
de 95%. 

 

Fonte: o autor (2025) 
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5.2 Experimento 2 

 Os experimentos 2 e 3 foram realizados apenas com a espécie I. galbana, 

pois as cepas de D. glynnii sofreram contaminação biológica (discutido no tópico 

6.1.2). Apesar da concentração de FSA não surtir efeito nas células de I. galbana 

(i.e. ausência diminuição no crescimento), os tratamentos E2-REC-50% e E2-

REC-100% foram submetidos a meio de cultura não contaminado após o exp. 1, 

mesmo com a não quantificação do tratamento E1-FSA-100%, no experimento 

anterior. As culturas e suas réplicas possuíram curvas de crescimento 

semelhantes, indicando que não há diferença no crescimento resultante da 

concentração de FSA em que foram submetidas anteriormente. 

Figura 7: Curvas de crescimento no experimento 2 dos diferentes tratamentos para I. galbana. 

 

Fonte: o autor (2025) 

 Não houve diferença significativa no crescimento entre os tratamentos, 

confirmado pelo teste de regressão linear (Figura 8; p > 0,05) no experimento 2, 

no qual as células foram reinoculadas em meio não contaminado. O valor da taxa 

de crescimento no controle (E2-REC-0%) foi 1,020 ± 0,04 d-1, enquanto nos 

tratamentos E2-REC-50% e E2-REC-100%, as taxas foram 0,994 ± 0,04 d-1 e 

0,9737 ± 0,02 d-1, respectivamente, indicando assim que não houveram efeitos 

prolongados dos HPAs nas células. 
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Figura 8: Taxas de crescimento de I. galbana no experimento 2. 

 

Fonte: o autor (2025) 

5.3 Experimento 3 

 As células inoculadas em um meio de cultivo contendo um parâmetro 

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

inclinação em relação aos outros experimentos (Figura 9). 

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

 

Fonte: o autor (2025) 

 Apesar da salinidade ser um potencial estressor nessas concentrações 

para a espécie, o crescimento se manteve em valores similares com os do 

experimento 2, quando as células foram submetidas a salinidade 35. A regressão 

linear do crescimento foi não significativa (Figura 10), não havendo dessa forma 

diferença no crescimento dos tratamentos. A maior taxa de crescimento média 

foi a do tratamento E3-SAL-50%, com valor de 0,931 ± 0,03 d-1, enquanto os 

tratamentos E3-SAL-0% e E3-SAL-100% tiveram médias de 0,886 ± 0,03 d-1 e 

0,783 ± 0.05 d-1, respectivamente. 
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Figura 10: Taxas de crescimento de I. galbana no experimento 3 

 

Fonte: o autor (2025) 

5.4 Assinatura isotópica de δ13C e razão C:N 

5.4.1  Experimento 1 

 O resultado da análise isotópica indicou um empobrecimento na 

assinatura do δ13C das duas espécies, quando comparado com o tratamento 

controle. Os valores da assinatura das duas partes do filtro de cada tratamento 

estão ilustrados na figura abaixo (Figura 11). Em resumo, pode-se notar que não 

houve uma discrepância entre as duas assinaturas de cada tratamento, indicada 

pela sobreposição dos pontos no gráfico. As regressões lineares entre o δ13C e 

a porcentagem de FSA das duas espécies foram significantes (p<0.05), 

resultando em mudança significativa na assinatura isotópica das espécies, que 

se tornam mais empobrecidas, aproximando-se dos valores da assinatura do 

óleo (-27,13 ‰). Os valores médios da assinatura do δ13C e da razão C:N das 

duas espécies no experimento 1 estão descritos na tabela 5.  
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Figura 11: Assinaturas isotópicas (δ13C) de D. glynni (a) e I. galbana (b). A linha preta tracejada 
representa a regressão linear da assinatura média de δ13C nas culturas. A linha vermelha 
tracejada representa a assinatura isotópica média de δ13C do óleo utilizado na preparação das 
FSAs. 

 

Fonte: o autor (2025) 

 A assinatura média das duas espécies diminuiu com o aumento da 

concentração 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 ‰. Os valores da razão C:N de D. glynnii se mantiveram 

similares durante o exp. 1, não havendo uma diminuição ou aumento 

significativo, levando em conta o teste de regressão da razão C:N média em 

relação a diluição da FSA. Os dados de C:N de D. glynnii são apresentados na 

na Figura 12, junto com a curva de I. galbana. A assinatura isotópica do δ13C de 

I. galbana teve uma diminuição gradativa da diluição controle até o tratamento 

com máxima concentração de HPAs (Figura 11), com um valor médio de -19.83 

‰ no tratamento E1-FSA-0% e -25,37 ‰ no tratamento E1-FSA-50%. O 

tratamento E1-FSA-100% possuiu um valor médio de δ13C foi mais enriquecido, 

chegando a -23,53 ‰. Entre as diluições 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 regressão do C:N de I. galbana tivesse uma diferença 

significativa. A reta da regressão dos valores de C:N estão ilustrados na Figura 

12. 
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Tabela 5: Valores das assinaturas médias de δ13C e da razão C:N de D. glynnii, I. galbana e do óleo para 

o experimento 1. 

Espécie Diluição FSA (%) (C:N) δ13CVPDB (‰) 

Durusdinium glynnii 

0 8,00 -23,94 

3 7,79 -22,80 

6 7,71 -22,91 

12 7,88 -23,14 

25 8,21 -23,40 

50 8,33 -24,71 

100 7,23 -25,12 

Isochrysis galbana 

0 8,08 -19,83 

3 8,05 -19,84 

6 8,14 -20,08 

12 7,90 -20,68 

25 8,20 -22,23 

50 7,54 -25,37 

100 5,28 -23,53 

Óleo   -27,13 
Fonte: o autor (2025) 

 

Figura 12: Valores da razão C:N para D. glynnii (a) e I. galbana (b). A linha tracejada preta 

representa a regressão linear entre a razão C:N e a concentração de HPAs, e o sombreado cinza 

representa o intervalo de confiança de 95%. 

 

Fonte: o autor (2025) 

5.4.1 Experimento 2 

 Após a contaminação, no final do experimento 2, foi realizada outra 

análise isotópica nas culturas de I. galbana. Passados 7 dias após o fim do 

experimento 1, a mudança na assinatura do δ13C sofreu alterações, passando a 

ter agora valores mais enriquecidos e menos próximos a assinatura do óleo. O 

aumento da assinatura isotópica foi significante (p < 0,05), e os valores das duas 

assinaturas de cada filtro não destoaram muito (Figura 13a). Os valores médios 
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de δ13C para os tratamentos E2-REC-0%, E2-REC-50% e E2-REC-100% foram 

de -20,42 ‰, -18,37 ‰ e -15,98 ‰, respectivamente. Assim, pode-se notar que 

há um enriquecimento no valor de δ13C em todas as culturas. Os valores médios 

da razão 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 

regressão entre a razão C:N e o tratamento não foi significante (p>0,05). Os 

valores médios da razão C:N e da assinatura do δ13C estão descritos na tabela 

6 

Figura 13: Gráficos com os valores da assinatura isotópica de δ13C  das culturas de I. galbana 
do experimento 2 (a) e da razão C:N das das culturas (b). A linha tracejada preta representa a 
regressão linear entre a assinatura isotópica de δ13C e a concentração de HPAs, A linha vermelha 
tracejada representa a assinatura isotópica média de δ13C do óleo utilizado na preparação das 
FSAs, e o sombreado cinza representa o intervalo de confiança de 95%. 

 

Fonte: o autor (2025) 

Tabela 6: Valores médios da assinatura isotópica do δ13C e da razão C:N nos 
diferentes tratamentos de I. galbana no experimento 2. 

Tratamento (C/N)a δ13CVPDB (‰) 

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 I. 

galbana tiveram valores da assinatura isotópica de δ13C próximos. As duas 

assinaturas do filtro do tratamento E3-SAL-100% tiveram valores um pouco 

diferentes (Figura 14a). A primeira análise resultou em uma assinatura de -15,97 

‰, enquanto a segunda análise gerou uma assinatura de -17,13 ‰. Em relação 

as médias das assinaturas, houve um leve enriquecimento com o aumento da 
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concentração do tratamento. Porém, esse aumento não foi significante quando 

aplicado o teste da regressão (p > 0.05).  Os valores médios da assinatura de 

δ13C para os tratamentos de E3-SAL-0%, 50% e 100% foram de -16,91 ‰, -

16,64 ‰ e -16,55 ‰, respectivamente. A regressão dos valores médios da razão 

C:N também não foi significante, visto que a razão se manteve com valores 

similares entre os tratamentos (Figura 14b). O maior valor da razão 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 razão C:N intermediária, com valor de 8,43 

(Tabela 7). Os dados detalhados com os valores das duas análises em cada filtro 

estão descritos na tabela no material suplementar. 

Figura 14: Gráficos da assinatura isotópica de δ13C das culturas de I. galbana do experimento 3 
(a) e da razão C:N das das culturas (b). A linha vermelha tracejada representa a assinatura 
isotópica média de δ13C do óleo utilizado na preparação das FSAs. 

 

Fonte: o autor (2025) 

Tabela 7: Valores médios da assinatura isotópica do δ13C e da razão C:N nos diferentes tratamentos de I. 
galbana no experimento 3. 

Tratamento (C/N)a δ13CVPDB (‰) 

E2-SAL-0% 8,43 -16,91 

E2-SAL-50% 8,37 -16,64 

E2-SAL-100 8,55 -16,55 

 

6 DISCUSSÃO 

6.1 Discussão metodológica 

Em experimentos de laboratório, seja com culturas fitoplanctônicas ou 

não, obstáculos podem ser contornados por alterações metodológicas ou 

realização de pequenos experimentos para elucidação do causador dos 

empecilhos. Quando se trata de experimentos suscetíveis à contaminação 
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biológica e química, muitas vezes o verdadeiro problema reside em detalhes 

sutis que são esquecidos ou não cumpridos durante a realização do protocolo. 

Porém, obstáculos inesperados são capazes de causar benefícios futuros em 

experimentos por meio de mudanças metodológicas. Diante disso, há a 

necessidade da flexibilização metodológica na ciência, a capacidade de 

pequenas adaptações em métodos já consolidados, permitindo assim a 

realização de experimentos mais eficazes e confiáveis, gerando melhores 

resultados. Durante a realização dos experimentos deste estudo, houveram 

alguns imprevistos que fizeram com que novas etapas fossem adicionadas no 

método utilizado. Nesta primeira parte, serão discutidos os obstáculos 

encontrados durante a realização do estudo, as implicações de cada um para os 

experimentos e as estratégias adotadas para contorná-los. 

6.1.1 Precipitação de parafinas nas culturas fitoplanctônicas 

Durante o início dos experimentos, no laboratório de cultivo do Museu de 

Oceanografia da UFPE, houveram danos no sistema de climatização da sala de 

cultivo, o que acabou temporariamente impossibilitando a realização dos 

mesmos. Diante disso, as cepas de microalgas foram transferidas para uma 

câmara de germinação a 25 °C, porém de tamanho insuficiente para a realização 

dos experimentos propostos. Assim, a câmara teve como função apenas a 

manutenção das culturas. Com o passar do tempo, as cepas das espécies foram 

transferidas para o Laboratório de Produção 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 fitoplanctônica são a disponibilidade de nutrientes, quantidade 

de radiação luminosa e temperatura (Cunha; Calijuri, 2011; Fernández-González 

et al., 2022). Assim, o primeiro impacto dessa mudança de temperatura se daria 

no metabolismo dos indivíduos, visto que há uma diminuição dos processos 

metabólicos de espécies de fitoplâncton tropical com a diminuição da 

temperatura (Soulié et al., 2022). Porém, como as culturas submetidas à 

contaminação são comparadas com o controle, não haveria problema na 

realização do experimento, pois todos os tratamentos ainda estariam sob as 

mesmas condições de cultivo. Com o andar do experimento na UFRPE, 

percebeu-se a precipitação de partículas brancas e de aparência dura. Análises 
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visuais não constataram a presença de microorganismos além das microalgas, 

fazendo com que a suspeita fosse direcionada a precipitação de parafinas nas 

culturas. As parafinas presentes no óleo, que são precipitadas em forma de 

macro cristais, consistem de compostos com cadeias carbônicas longas 

variando entre 15 e 75 átomos de carbono (Kök; Varfolomeev; Nurgaliev, 2018). 

Cada óleo possui um perfil específico de compostos (e.g. proporção de 

aromáticos, alifáticos e asfaltenos), fazendo com que suas propriedades (i.e. 

densidade) sejam diferentes (Correa Pabón; Souza Filho, 2019; Douglas et al., 

2016). Dentre essas propriedades, pode-se citar o ponto de névoa (cloud point 

ou wax appearence temperature), que é a temperatura na qual os cristais de 

parafina começam a precipitar, fazendo com que o fluido tenha um aspecto de 

névoa (Lois; Keating; Gupta, 2003; Verma; Sharma; Dwivedi, 2016). Quando há 

uma diminuição na temperatura, hidrocarbonetos mais pesados podem precipitar 

em forma de cristais de parafina (Lira-Galeana; Hammami, 2000), processo bem 

documentado e estudado na indústria petrolífera, por conta do entupimento de 

tubulações, filtros de combustível e injetores de equipamentos (Jones, 2015; 

Kiyingi et al., 2022; Lira-Galeana; Hammami, 2000). A concentração de cristais 

de parafinas precipitados aparentemente apresentou uma relação direta com a 

diluição, fazendo com que a turbidez da água aumentasse com o aumento da 

concentração da FSA nos tratamentos. A presença 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 

máximo 100 µm, ou 0,01 cm) e danos ao equipamento, impossibilitando assim a 

realização da análise de outras amostras. O segundo motivo é que há um 

aumento na turbidez porque o fluido passa a ter um aspecto de névoa, 

diminuindo assim a penetração da luz e consequentemente reduzindo de 

maneira desigual as taxas fotossintéticas das culturas, assim como a produção 

de biomassa (Cloern, 1987; Ge et al., 2020; Nunes et al., 2022; Wang et al., 

2019). A fração dos hidrocarbonetos alifáticos foi analisada no tratamento E1-

FSA-100% de D. glynii, e o seu resultado está representado na Figura 15. As 

concentrações individuais e a total dos n-alcanos estão representados em uma 

tabela no Anexo 1. 
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Figura 15: Perfil de n-alcanos e suas respectivas concentrações na FSA 100% utilizada nos 
experimentos. 

 

Fonte: o autor (2025) 

A análise da fração dos hidrocarbonetos alifáticos gerou uma 

concentração total de 24.36 ng L-1. Dentre os 29 compostos analisados, apenas 

dois não foram detectados na amostra, o octatriacontano (C38) e o tetracontano 

(C40). Pode-se notar no perfil apresentado (Figura 15) que compostos que 

possuem cadeias carbônicas menores apresentaram uma maior contribuição 

para a concentração total dos alifáticos na amostra, sendo o eicosano (C20) e o 

tetradecano (C14) os compostos com maiores concentrações, com 1.97 ng L-1 e 

1,93 ng L-1, respectivamente. Isso é reflexo da menor solubilidade em água de 

compostos com menor cadeia carbônica (i.e. mais leves) em relação a 

compostos com cadeia carbônica maior (i.e. mais pesados). No anexo 1 há uma 

tabela com as solubilidades dos compostos discutidos neste trabalho.   

 Apesar da concentração total dos n-alcanos ser baixa comparado a 

concentrações encontradas em tubulações 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-1 a 25 °C (Kiyingi et al., 2022; Tarantino et al., 2016), enquanto alguns HPAs 

possuem valores de solubilidade em torno de 31 mg L-1, como o naftaleno 
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(Pearlman; Yalkowsky; Banerjee, 1984). Ademais, a temperatura na qual os 

experimentos foram realizados é menor do que temperaturas descritas para 

pontos de névoa de outros óleos, que podem chegar a 37,4 °C (Tarantino et al., 

2016). O perfil de n-alcanos no óleo utilizado nos experimentos também é rico n-

alcanos com mais de 20 carbonos, que são mais comumente precipitados 

(Kiyingi et al., 2022; Lourenço et al., 2020). 

 Para evitar a precipitação das parafinas, foi realizado um experimento em 

uma câmara de germinação, no qual a FSA concentrada foi submetida à 

temperaturas acima e abaixo de 25 °C. Todos os dias eram realizadas análises 

visuais para determinação se havia ou não precipitação que pudesse atrapalhar 

o andamento do experimento. O resultado foi que, a partir da temperatura de 25 

°C o meio de cultivo com a FSA era totalmente translúcido, 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 óleo que não foi devidamente armazenado logo após a coleta pode ter 

também feito com que a precipitação cessasse. Durante as primeiras tentativas 

de realizar o experimento 1 (incluindo o da precipitação de parafinas), o óleo 

utilizado estava armazenado em um freezer desde a coleta, em 2019, mas em 

pouca quantidade. Como a quantidade necessária de óleo para o preparo de 2 

litros de FSA é relativamente alta (190-200g), e diversos testes foram 

necessários, houve a necessidade da obtenção de uma nova remessa de óleo, 

que estava armazenada em um barril de ferro em uma área aberta. As partes 

superficiais foram descartadas, e apenas o óleo que se encontrava no meio foi 

coletado. Este óleo aparentemente estava menos degradado. Porém, devido ao 

mau armazenamento, pode-se inferir que o óleo já se encontrava em processo 

de degradação, o que pode ser reflexo das baixas concentrações de n-alcanos 

na FSA, quando comparadas a amostras ambientais (Hassaan et al., 2023). Para 

tentar confirmar isso, uma razão que indica degradação proposta por Colombo 

et al. (1989) foi utilizada, e a razão das concentrações de octadecano (C18) e 

fitano foi calculada. A concentração de C18 foi de 1,60 ng L-1, enquanto a de fitano 

foi de 1,17 ng L -1, gerando assim uma razão de 1.3. Uma razão maior que 1 

indica um óleo que foi aportado recentemente, enquanto uma razão com valor 

menor que 1 indica um óleo degradado. Apesar da razão ser maior que 1, o valor 
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se aproxima do limite entre o óleo recente e o óleo degradado, podendo ser 

reflexo de processos de degradação ao longo do tempo. Talvez a escolha de 

coletar apenas o óleo localizado no meio do barril tenha ajudado a obter um óleo 

com menor degradação. Para experimentos futuros, é necessário a criação de 

um protocolo de armazenamento de óleo, afim de diminuir a degradação, 

possibilitando a preparação de FSAs com maior concentração de HPAs.  

6.1.2 Contaminação biológica nas culturas fitoplanctônicas 
 

Durante o cultivo de microalgas, podem ocorrer contaminações químicias e 

biológicas, seja por organismos predadores das microalgas ou algum tipo de 

patógeno (Lincoln; Gabridge, 1998). Durante os experimentos com D. glynnii, 

notou-se a presença de um filme branco de aspecto flexível depositado no fundo 

dos balões no qual se encontravam as culturas. Assim como nas parafinas, as 

partículas eram muito grandes para que se pudesse aliquotar uma amostra e 

realizar a análise no Flowcam. Foram realizadas análises visuais utilizando 

microscopia e constatou-se a presença de um protozoário ciliado cuja espécie 

não foi identificada. A principal característica do organismo era a presença de 

cílios distribuídos aparentemente de maneira uniforme pelo corpo, com destaque 

para o alongamento do cílio localizado na parte caudal do organismo. Levando 

em consideração a magnificação da ocular do microscópio e a objetiva usada, o 

tamanho máximo do organismo era de 20µm. Protozoários podem secretar 

compostos produzidos no meio extracelular para facilitar a aderência em 

superfícies ou a formação de complexos biofilmes com populações ou 

comunidades de protozoários (Diaz Villanueva et al., 2011). Quando visualizado 

no microscópio, o biofilme era composto por vários destes organismos vivos e 

agregados (imagens apresentadas no material suplementar). A presença deste 

protozoário nas culturas certamente gerou um impacto no crescimento, visto que 

estes organismos poderiam estar se alimentando das células de D. glynnii. A 

princípio, esperava-se que o organismo pudesse estar associado com o óleo. 

Porém, a presença deles nas amostras controle anulava esta hipótese, a não ser 

que houvesse algum tipo de contaminação cruzada.  Foi realizado um 

experimento para determinar a origem deste organismo, isto é, em qual etapa da 

preparação da FSA e inoculação das células ele poderia estar sendo inserido 

nos experimentos. Para isso, foram utilizadas 4 amostras contendo diferentes 
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soluções para que, por eliminação, pudesse ser determinado em qual etapa 

estava ocorrendo a contaminação. Assim, o experimento foi realizado com 4 

balões que possuíam diferentes conteúdos. O balão 1 foi preenchido apenas 

com FSA, o balão 2 com água do mar enriquecida com F/2, o balão 3 continha 

água do mar com células de D. glynnii, e o balão 4 continha tudo o que foi citado 

nos balões 2, 3 e 4. Com o passar dos dias, os biofilmes se formaram nos balões 

2 e 4, levando assim a conclusão de que os organismos eram transferidos das 

soluções estoque de nutrientes para as culturas, visto que a presença dos 

biofilmes foi constatada apenas nos balões 2 e 4. Não se sabe de qual das quatro 

soluções estoque dos nutrientes o protozoário foi transferido, e nem como ele foi 

inserido nas soluções, visto que há um rigoroso protocolo de esterilização no 

momento da preparação das soluções estoque e durante o enriquecimento da 

água do mar. Uma hipótese é que os protozoários poderiam estar na forma de 

cistos (i.e. estágio da vida de um protozoário que os permite sobreviverem em 

condições desfavoráveis ou até extremas (Radchenko et al., 1997), e quando 

inoculados novamente em água salgada, os organismos voltariam a suas 

atividades fisiológicas normais. Porém, isso não seria possível devido a etapa de 

filtração com filtros de 0,22 µm de porosidade, visto que geralmente os cistos de 

protozoários conhecidos variam entre 10 e 50 µm, e o menor conhecido até hoje 

possui entre 3 e 5 µm (Chin et al., 2011; Shyrobokov et al., 2020; Tunçyürek et 

al., 2013). Desse modo, não se sabe como o protozoário poderia se manter nas 

culturas mesmo após rigorosos protocolos de filtração do meio de cultivo. Após 

descobrir a origem, foi realizado um rigoroso processo de limpeza com extran, 

HCl 12M e posterior autoclavagem das vidrarias das soluções estoque. Após 

isso, o experimento 1 com D. glynnii teve continuidade normalmente, sem 

reaparições destes organismos. A introdução de protozoários 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; El-Tohamy et al., 2024; He et al., 2022). Os protozoários 

são organismos que desenvolvem-se bem em ambientes ricos em carbono 

orgânico dissolvido e compostos nitrogenados (Bagatini et al., 2013). Assim, com 

o constante crescimento das microalgas e sua morte e decomposição, cria-se 

um ambiente favorável ao crescimento dos protozoários, com disponibilidade de 
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alimento, condições “ambientais” controladas e ausência de predadores que 

possam realizar o controle populacional desses organismos.(Stone, 1990). Uma 

vez inseridos nas culturas, a dinâmica de crescimento das microalgas pode ser 

alterada, causando assim a diminuição das taxas de crescimento das culturas, 

além da predação direta (He et al., 2022), visto que os protozoários são um dos 

principais consumidores do fitoplâncton, podendo consumir até metade da 

produção fitoplanctônica nos ambientes marinhos (Tillmann, 2004). Desta forma, 

em um laboratório de cultivo, necessita-se de rigorosos protocolos de 

esterilização e inoculação, além da realização 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. eutrófico e oligotrófico) utilizando duas microalgas do mesmo filo, 

como os Dinophyta. Essa comparação iria ser realizada utilizando as microalgas 

D. glynnii e Karlodinium sp. Porém, no início dos exp. 2 e 3 com D. glynnii, houve 

uma suspeita de contaminação das culturas com bactérias. Isso também afetou 

as culturas de Karlodinium sp., que tiveram o seu crescimento mais reduzido por 

conta da sua menor resistência, refletida pela maior dificuldade de cultivo e 

manutenção de espécies deste gênero em laboratório (Adolf; Bachvaroff; Place, 

2009; Place et al., 2012). A presença 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 bioinformática e 

sequenciamento (Wang et al., 2022). Após a inoculação das microalgas para 

realização do experimento, notou-se uma ausência de crescimento, um aumento 

na turbidez e uma coloração mais esbranquiçada, além de um forte odor similar 

ao de decomposição, que foi percebido ao abrir os recipientes de cultivo para 

realização do descarte das culturas. Uma outra forma de iniciar a investigação 

da presença de bactérias é a percepção de mudança na coloração e no odor das 

culturas, havendo um nítido incremento na turbidez e um cheiro indesejado, 

causado muitas vezes pelos produtos metabólicos das bactérias, que podem 

incluir gases contendo enxofre e outras substâncias orgânicas voláteis (Paluszak 

et al., 2024; Thorn; Greenman, 2012). Apesar da ausência de análises 

bacteriológicas, foi utilizado um antibiótico de amplo espectro, a tetraciclina, 

visando assim controlar o crescimento das bactérias nas cultuas. A tetraciclina 

geralmente é usada em baixas concentrações (Agostini et al., 2019), evitando 
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assim a inibição do crescimento das microalgas no meio de cultivo (Amangelsin 

et al., 2023). Tomando como exemplo a cultura de Karlodinium sp., houve a 

inoculação das microalgas em um meio com concentração de 0,1 mg L-1 de 

tetraciclina. Durante o primeiro dia, a cultura apresentou coloração normal. No 

segundo dia, constatou-se a presença de um leve precipitado e a coloração da 

água tinha um aspecto roseado. No terceiro dia a cultura toda (50 mL) foi 

transferida para uma garrafa com 1 litro de água do mar enriquecida com meio 

F/2, garantindo assim uma boa diluição do antibiótico. Porém, o monitoramento 

do crescimento de Karlodinium sp. constatou que as microalgas não 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 DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 Dentre os 16 HPAs listados como prioritários (Bojes; Pope, 2007), apenas  

nove foram detectados na FSA de D. glynnii, sendo um deles com concentração 

abaixo do limite de quantificação. Já na FSA de I. galbana, 14 dos 16 HPAs foram 

detectados, sendo que cinco apresentaram concentrações abaixo do limite de 

quantificação. A concentração de HPAs na FSA do exp.1 de D. glynnii foi duas 

vezes maior do que a concentração na FSA na qual I. galbana cresceu. Isso pode 

ter ocorrido por conta do motivo já mencionado na discussão metodológica. A 

diferença da concentração de HPAs na FSA pode estar relacionada com a forma 

e o tempo de armazenamento do óleo. Jannuzzi (2023) e Müller et al., (2021) 

utilizaram o mesmo óleo em seus experimentos com D. glynnii e obtiveram perfis 

parecidos, com predominância do fenantreno e fluoreno, mas com 

concentrações totais dos 16 HPAs diferentes. Müller et al., (2021) utilizou um 

método de fração acomodada do óleo em água (FAA) para obter a sua mistura 

de HPAs, resultando em uma concentração total dos 16 HPAs prioritários de 

2315 ng L-1. O método é diferenciado por apenas uma etapa, a de filtração, que 

é realizada apenas no método da FSA, que pode acabar diminuindo a 

concentração de HPAs. Jannuzzi (2023) utilizou o mesmo método deste trabalho 

e obteve uma concentração total dos 16 HPAs prioritários de 1704,75 ng L-1. As 

soluções de FSA deste trabalho foram preparadas cerca de dois anos após o 

trabalho de Jannuzzi (2023) e elas reduziram pela metade em relação ao 
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trabalho citado. Assim, há possivelmente uma degradação com o passar do 

tempo, mesmo o óleo sendo armazenado em baixas temperaturas. Isso teria 

resultado nas concentrações de HPAs menores nos experimentos desta 

dissertação. Uma forma de contornar isso seria aumentar a massa de óleo 

utilizada na preparação da FSA ou aumentar a área de contato do óleo com a 

água durante a sua preparação, o que faria a concentração de HPAs ser maior 

na solução de FSA. Apesar disso, as concentrações encontradas nas duas 

soluções de FSA deste trabalho representam concentrações encontradas no 

ambiente, seja em locais com derramamento de óleo, ou locais com fontes 

crônicas. Por exemplo, concentrações de HPAs de 58 ng L-1
 foram mensuradas 

em áreas sem derramamento de óleo na China (Wu et al., 2011), enquanto níveis 

tipicamente abaixo de 10 ng L-1 foram detectados nas praias de Pernambuco 

mais de um ano após o derramamento do óleo (Moreira et al., 2024). Tais 

concentrações são pelo menos 10 vezes menores do que a obtida neste 

trabalho. Locais com derrame de óleo apresentaram concentrações de HPAs 

menores que 1000 ng L-1, como por exemplo nos arredores do navio petroleiro 

Exxon Valdez, que naufragou em 1989 no Alasca (Neff; Stubblefield, 1995). 

Porém, as concentrações obtidas nesse experimento são mais baixas quando 

comparadas com a maioria das concentrações encontradas em áreas de 

derrame de óleo, que podem chegar a 115.000 ng L-1 (Boehm; Murray; Cook, 

2016; González et al., 2006; Reddy; Quinn, 1999)..  

Como o fenantreno e o fluoreno juntos compuseram 91% e 79% das 

concentrações totais nas FSAs de D. glynnii e I. galbana, respectivamente, a 

discussão terá um foco maior no efeito desses dois compostos sobre as 

microalgas, sem ignorar os efeitos da mistura de HPAs. O fenantreno em 

individual não possui um risco elevado para seres humanos, mas pode ser tóxico 

para peixes e algas (Moody et al., 2001), podendo exercer papéis antagônicos 

dependendo da concentração (Xue, 2014). Por exemplo, experimentos 

realizados apenas com fenantreno indicaram que em baixas concentrações (2-

10 mg L-1) ele pode aumentar as taxas fotossintéticas, densidades celulares e o 

peso seco da microalga Chlorella vulgaris (Asghari et al., 2020). Ele também 

aumentou o conteúdo de pigmentos carotenóides de Heterosigma akashiwo, 

Skeletonema costatum e Alexandrium tamarense (Yun, 2007). Porém, quando 
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em concentrações maiores (e.g. 50 mg L-1), os impactos variam desde inibição 

fotossintética, mudanças na estrutura celular, degradação de carotenóides e 

produção de espécies reativas de oxigênio. Assim como o fenantreno, o fluoreno 

em concentrações menores (< 25 mg L-1), pode favorecer o crescimento e o 

aumento de biomassa. Porém, com concentrações acima da supracitada, pode 

causas estresse oxidativo, redução do conteúdo de clorofila e danos estruturais 

nas células (Asghari et al., 2020). Em uma revisão realizada por Othman et al., 

(2023) a partir de 12 valores de EC50 do fluoreno, a concentração de impacto 

média do fluoreno para as microalgas foi de 76.800 ng L-1. Os valores de EC50 

do fenantreno para microalgas descritos na literatura variam entre 20.800µg L-1 

a 945.000 ng L-1, sendo que a concentração de impacto média calculada foi de 

24.300 ng L-1 (Ben Othman et al., 2023; Echeveste; Agustí; Dachs, 2010; 

Hutchinson et al., 1980). As concentrações médias de impacto supracitadas do 

fluoreno são 382 vezes superiores às maiores concentrações registradas na FSA 

deste estudo, enquanto as do fenantreno ultrapassam em 83 vezes os valores 

máximos observados. 

6.2.1 Experimento 1 

 Como as microalgas estavam crescendo em ambiente controlado e com 

as condições necessárias para o crescimento, os efeitos causados no 

crescimento são atribuídos a mistura de HPAs e suas diferentes concentrações 

no meio de cultivo das espécies. 

6.2.1.1 Durusdinium glynnii 

Mesmo em concentrações baixas, o aumento da concentração da mistura 

de HPAs causou uma redução gradativa significativa no crescimento de D. 

glynnii, gerando um EC50 de 536,26 ng L-1, que é menor do que outros descritos 

na literatura. Jannuzzi (2023), utilizando o mesmo óleo, obteve um valor de EC50 

de 1704,75 ng L-1, concentração cerca de três vezes menor do que o deste 

trabalho. Além disso, esse valor foi menor quando em comparação ao descrito 

por Müller et al., (2021), chegando a um EC50 de aproximadamente 2.800 ng L-

1. Jannuzzi (2023) cogitou a possibilidade de essa diferença de valores ser 

resultado da presença 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 prioritários com base na sua 

concentração média de impacto no fitoplâncton, chegando à seguinte sequência 

(da maior para a menor toxicidade): benzo[a]pireno, antraceno, 

benzo(a)antraceno, pireno, fluoranteno, fenantreno, fluoreno, acenafteno e 

naftaleno. Na composição da FSA utilizada no experimento de D. glynnii, o 

método analítico não foi capaz de detectar compostos com 5 ou 6 anéis 

aromáticos, o que não quer dizer que eles não estejam presentes na FSA. Assim, 

atualmente, não se sabe ainda o motivo dessa diferença entre os valores de 

EC50. Uma hipótese a ser levantada é a de que o uso de água do mar coletada 

em diferentes locais cause uma diferença no crescimento, resultando assim em 

diferentes valores de EC50. O meio de cultivo F/2 é um meio de cultivo 

semidefinido (Guillard, 1975; Oliveira, 2007), ou seja, possui as concentrações 

de nutrientes do enriquecimento bem definidas, mas há uma incerteza sobre a 

composição desses nutrientes na água do mar utilizada.  

Mesmo em baixas concentrações, os HPAs podem causar efeitos como a 

diminuição da capacidade fotossintetizante, alterações genéticas, alteração na 

divisão celular e produção de espécies reativas de oxigênio (Pérez, P.; 

Fernández; 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 diminuição da taxa de crescimento, levando assim a um menor valor de 

EC50.  

6.2.1.2  Isochrysis galbana 

Como não foi possível quantificar o tratamento E1-FSA-100%, os 

resultados com as diluições de 0% até 50% não tiveram uma diminuição 

significativa no crescimento. Porém, devido a ausência/lentidão no crescimento, 

pode-se inferir que houve sim uma diferença no crescimento, que será 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 EC50 de 255.000 ng L-1
 e 144.000 ng L-1 para benzo[a]antraceno e fluoranteno, 

respectivamente. Já para naftaleno, pireno e fenantreno, a concentração na qual 

houve uma diferença significativa em relação ao controle foi 2.220.000 ng L-1 

(Pérez, Patricia; Fernández; Beiras, 2010). Essas concentrações são muito 
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maiores do que a concentração total na qual I. galbana foi submetida neste 

trabalho (263,76 ng L-1). Porém, as concentrações supracitadas são 

relacionadas a efeitos de um único composto, e não considera efeitos aditivos e 

sinérgicos de misturas de HPAs. Quando o crescimento de I. galbana é 

relacionado com uma mistura de HPAs, o EC50 pode ser alterado. Por exemplo, 

Silva (2023) obteve um EC50 de 669 ng L-1, valor quase 3 vezes maior que o 

deste estudo. O autor mostrou que o crescimento de I. galbana segue um efeito 

hormese (i.e. comportamento estimulado por baixas concentrações de um 

composto, mas inibido por altas concentrações). Só a partir da concentração de 

669 ng L-1 é que efeitos significativos surgiram em relação 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; El-Sheekh 

et al., 2000). 

 Durante o experimento com I. galbana, não foi possível quantificar a 

densidade populacional do tratamento de FSA 100% por conta de um precipitado 

branco que acabou entupindo o equipamento. Esse precipitado tornou-se visível 

a olho nu no segundo dia de contagem. Além das células, no primeiro dia foram 

identificadas partículas no software do flowcam. Uma hipótese é de que essas 

partículas tenham surgido a partir da morte das células, devido ao choque da 

transição de um meio não contaminado para outro contaminado. Já é conhecido 

que, em casos extremos, a concentração de HPAs pode desencadear o início do 

processo de morte celular programada (i.e. apoptose), que também pode ser 

desencadeada por outros fatores além dos HPAs, como nutrientes, iluminação e 

regulação osmótica (Bidle, 2016; Subashchandrabose et al., 2017). Assim, para 

testar a influência direta dos HPAs na morte das células durante a transição de 

meios de cultura, foi calculado o número teórico de células no dia da inoculação, 

utilizando a equação do crescimento exponencial (Equação 5; Krebs; Eggleston, 

1940; Monod, 1949), até os dias atuais (Jones et al., 2023; Rohim et al., 2020; 

Ughy et al., 2023). Nessa equação, a taxa de adição de células no meio é 

proporcional ao número de células anterior, caracterizando um crescimento 

exponencial, que se dá em uma determinada taxa, chamada taxa intrínseca 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-1. Com a equação de crescimento exponencial (Equação 5), pode-se 

calcular o número teórico de células no dia da inoculação. Na equação, N(t) é o 

número de células no tempo t, N0 o número de células no dia do inóculo e r é a 

taxa de crescimento. 

𝑁(𝑡) =  𝑁0 ∗  𝑒𝑟𝑡                                               (5) 

 Rearranjando esta equação, podemos encontrar o valor de N0: 

                                                  𝑁0 =  
𝑁(𝑡)

𝑒𝑟𝑡
                                                  (6) 

 Assim, com a taxa de crescimento das culturas e o número de células no 

dia 1, obteve-se que a densidade populacional teórica no dia do inóculo caiu de 

3777 ± 172 células mL-1 para 1578 ± 275 células mL-1. Apesar de haver uma 

redução na densidade teórica de células no dia do inóculo (Figura 16), essa 

diminuição não é significativa quando o teste de regressão é aplicado (p > 0.05). 

Caso a regressão fosse significativa, utilizando a equação da regressão linear, 

seria possível calcular esse valor para a amostra de 100% FSA. Dessa forma, 

não se pode afirmar se há um impacto direto dos HPAs nas células durante a 

transferência da cultura inóculo para a cultura experimental. Os valores 

detalhados e os seus respectivos desvios estão descritos na tabela 8. 
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Figura 16: densidade média de células no dia da inoculação em relação a concentração de FSA 
no experimento 1 de I. galbana. 

 

Fonte: o autor (2025) 

 Os valores obtidos ficaram acima do valor teórico calculado no dia da 

inoculação (1000 células mL-1). Isso pode ocorrer por diversas causas, desde 

erros de cálculo na inoculação, medições imprecisas da densidade populacional 

nas culturas inóculo, má homogeneização na hora da transferência das células, 

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

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

evitar isso, as células serão inoculadas e a densidade populacional será 

quantificada no mesmo dia. 

Tabela 8: densidade média de células no dia da inoculação e seus desvios nas diferentes diluições de FSA para o 
experimento 1 de I. galbana. 

FSA (%) Densidade de células (Células mL-1) 

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% não foi 

quantificada, não foi possível calcular a taxa de crescimento. Porém, utilizando 

as estimativas acima, podemos calcular a taxa de crescimento máxima teórica 

que essa cultura poderia atingir, por meio da equação do crescimento 

exponencial (Monod, 1949; Oliveira, 2007). Para obter o N0
 do E1-FSA-100% (no 

dia da inoculação), pode-se utilizar a média dos valores de células no dia inicial, 

que nesse caso seria N0 = 2366. O valor de N(t) (no dia de amostragem) foi obtido 

a partir de uma relação da densidade das culturas dos outros tratamentos e suas 

colorações. No terceiro dia do experimento, já era possível observar a coloração 

resultante do crescimento celular. No tratamento E1-FSA-100%, entretanto, essa 

coloração não era visível 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 N(t)máx, representando o valor máximo da 

concentração celular que poderia ser alcançado no tratamento E1-FSA-100% no 

quinto dia. Esse valor foi de 117.582 células mL⁻¹. Rearranjando a equação do 

crescimento exponencial (Equação 5) para encontrarmos o valor de r (Equação 

7), obtemos que: 

 𝑟 =
ln (𝑁(𝑡))− ln (𝑁0)

⧍𝑡
                                       (7) 

Realizando a aplicação do valor médio da densidade das outras culturas 

como N(t = 5) = 117.582 células mL-1 no tratamento de E1-FSA-100%, obtêm-se 

um valor da taxa de crescimento intríseca (r) teórica máxima de 0,781 d-1. Esse 

valor foi plotado na Figura 16 junto com os resultados do exp. 1 de I. galbana. 

Pode-se notar claramente a sua influência nos resultados, visto que o menor 

valor da taxa de crescimento no tratamento E1-FSA-100% faz com que haja uma 

diminuição significativa no crescimento de I. galbana (Figura 17, linha tracejada 

preta). A linha tracejada vermelha representa a regressão linear originalmente 

calculada, que não apresentou uma diminuição significativa (p > 0.05). Esse 

valor de crescimento (0,781 d-1) representa uma diminuição de 17% no 

crescimento em relação ao tratamento controle. Ademais, o crescimento pode 

ser ainda menor, visto que 0,781 d-1 representa a taxa máxima de crescimento 

estimada para o tratamento de 100%, o que explicaria o crescimento tão lento 

das microalgas durante esse experimento.  
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Figura 17:Regressões lineares da taxa de crescimento de I. galbana com o valor de E1-FSA-
100% máximo (linha tracejada preta) e sem o valor de E1-FSA-100% (linha tracejada vermelha. 

 

Fonte: o autor (2025) 

 Como a regressão entre a taxa de crescimento e a concentração de HPAs 

é significativa e possui um alto coeficiente de determinação (r2), pode-se estimar 

um EC50 teórico, utilizando a equação da regressão linear apresentada na figura 

12, estima-se que o valor de EC50 seria de aproximadamente 636 ng L-1, valor 

próximo ao descrito por Silva, (2023), de 669 ng L-1. 

6.2.2 Experimento 2  

Como já foi discutido, os experimentos 2 e 3 foram realizados apenas com 

I. galbana, devido à contaminação biológica nas culturas de D. glynnii. 

Inicialmente, acreditava-se que o tratamento E1-FSA-100% não havia crescido, 

e as células estavam mortas. O experimento 2 foi realizado a partir de inóculos 

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 não houve diferença no crescimento 

ocasionado pelo aumento da concentração de HPAs no tratamento  E1-FSA-

50%  no experimento 1, já se esperava que os valores do crescimento no exp. 2 

não apresentassem uma variação significativa. Em contrapartida, pode-se levar 

em conta um outro cenário, no qual o valor máximo da taxa de crescimento é 
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levado em consideração e há uma diferença significativa dos HPAs no 

crescimento. Assim, como houve uma diferença de crescimento no exp. 1 e não 

houve diferença de crescimento no exp. 2, pode-se inferir espécie I. galbana 

possui uma boa capacidade de recuperação aos danos causados pelos HPAs. 

Para determinar o número de gerações do tratamento de 100% no exp. 2 foi 

utilizada a equação do tempo de geração (G2), já descrita na metodologia 

(Oliveira, 2007; Wood; Everroad; Wingard, 2005). No experimento 1, ao longo 

dos 5 dias, o tempo de geração foi de 0,88 d-1. Considerando um dia (24 h) como 

G2 = 1.0 d-1, pode-se afirmar que durante o experimento 1, o tratamento E1-FSA-

100% com uma taxa máxima de crescimento de 0,781 d-1 realizou uma 

duplicação completa da sua densidade em cerca de 21  h. Já que o experimento 

durou 5 dias, ou 120 horas, durante o exp. 1, o tratamento E1-FSA-100% realizou 

cerca de cinco duplicações da sua densidade, totalizando cinco gerações. 

Aplicando o mesmo raciocínio para o exp. 2, pode-se estimar um total de sete 

gerações ao longo dos cinco dias de experimento, com uma duplicação 

populacional completa a cada 17 h (G2 = 0,73 d-1). Dessa forma, I. galbana 

levaria em torno de sete gerações para se recuperar dos impactos causados pelo 

óleo no crescimento. Um ciclo completo de diminuição do crescimento e 

recuperação populacional levaria em torno de 12 gerações. Isso não leva em 

consideração os dias da fase lag, onde quase não há divisão celular quando os 

meios de cultura são diferentes (Collos, 1986). Organismos fitoplanctônicos 

possuem um tempo de geração em escala de dias ou semanas, que é menor 

quando comparado a outros organismos, como as plantas, que podem ter 

escalas de tempo de geração na ordem de 100 anos (Dokulil; Teubner, 2024). O 

menor tempo de geração associado a maiores taxas de crescimento proporciona 

a esses organismos uma recombinação genômica maior, fazendo com que eles 

se adaptem mais facilmente a estressores ambientais (Baert et al., 2016; Pei et 

al., 2021; Sjöqvist, 2022). A baixa concentração de HPAs no meio de cultura 

pode ter diminuído o choque das células entre um meio contaminado e outro não 

contaminado, favorecendo assim a recuperação de I. galbana. A ausência de 

diferenças significativas no número de células inicial de cada tratamento pode 

corroborar essa afirmação. Quando submetidas a mudanças bruscas de 

concentrações de HPAs, espécies de fitoplâncton podem diminuir a sua 

capacidade de recuperação, como observado no trabalho de Müller et al.,(2021). 
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Nele, a aptidão competitiva de D. glynnii estava comprometida mesmo após 8 

gerações, 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 recuperação apresentavam um tempo de geração alto 

(cerca de 47 h) e as culturas de D. glynnii não haviam se recuperado totalmente 

após 3 gerações. Estudos destacam a capacidade de adaptação de I. galbana a 

estresses hidrodinâmicos como velocidade superficial de gases na água 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 I. 

galbana (Wang; Lan, 2018) pode conferir a essa espécie taxas de crescimento 

maiores em comparação a espécies com células maiores. Isso porque o 

tamanho das células pode ser relacionado ao seu crescimento. Células menores 

possuem uma absorção mais eficiente dos nutrientes, além de taxas metabólicas 

maiores. Isso faz com que seu crescimento aumente (Baho et al., 2020; 

Hillebrand et al., 2022) e leve a menores tempos de geração e maior adaptação. 

6.2.3 Experimento 3 

 Assim como no experimento 2, uma diferença não significativa dos valores 

de crescimento no experimento 3 já era esperada, por conta da ausência do 

impacto dos HPAs nas culturas no exp. 1. Caso houvesse uma diferença no 

crescimento, seria possível afirmar que os HPAs podem interferir na capacidade 

de tolerância de I. galbana a estressores ambientais (no caso, a salinidade), 

diminuindo assim a aptidão competitiva da espécie. Isso já foi descrito 

anteriormente para a espécie D. glynnii (Müller et al. (2021). O mais interessante 

aqui é a pequena diferença nos valores de crescimento entre os experimentos 2 

e 3. Mesmo com uma salinidade bem abaixo das condições ótimas para a 

espécie, I. galbana conseguiu se reproduzir muito bem, apresentando um tempo 

de geração médio de 0,80 ± 0,07 d-1 nos três tratamentos do experimento 3. Isso 

representa mais de uma duplicação por dia ou, mais precisamente, uma 

duplicação completa a cada 19 h, levando assim a uma média de seis gerações 

ao longo de todo o experimento 3, para todos os tratamentos. Outros estudos 

apontam que I. galbana é resistente a variações de salinidade, sendo capaz de 

sobreviver em salinidades entre 5 e 60 (Alkhamis; Qin, 2013; Boussiba et al., 

1988; Camacho-Rodríguez et al., 2021; Mishra; Prasad; Mishra, 2019). Outros 
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trabalhos descrevem a capacidade de tolerância dessa espécie, que pode elevar 

a atividade de enzimas antioxidantes (e.g. peroxidase e superóxido dismutase) 

para suportar efeitos da contaminação por cromo (Jin et al., 2020). I. galbana 

também apresenta tolerância a outros estressores como temperatura, nutrientes, 

fármacos e compostos poliméricos presentes nos microplásticos (Roopnarain; 

Gray; Sym, 2014; Xiao et al., 2023; Yuan et al., 2019; Zhang et al., 2020). 

6.2.4 Análise isotópica 

O valor de δ13C no óleo foi de -27,15‰, uma assinatura isotópica que está 

de acordo com o valor obtido por Müller et al. (2021) para o mesmo óleo (-

26,89‰). Os valores de δ13C em diferentes óleos são comumente empobrecidos 

em 13C, variando entre -27.6 e -34.6‰ (Becker; Hirner, 1998; Yeh; Epstein, 1981). 

Tal variação é diretamente influenciada pela bacia sedimentar de origem, 

processos de fracionamento isotópico na biossíntese da matéria orgânica 

precursora e variáveis ambientais durante o processo de diagênese (Becker; 

Hirner, 1998; Clayton, 1991; Hayes, 1993; Whiticar, 2020; Yeh; Epstein, 1981). 

No fitoplâncton, o valor de δ13C é influenciado por processos como 

bioacumulação de compostos orgânicos, assimilação e liberação de CO2 

(Bentaleb et al., 1996; Laws et al., 1995; Müller 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 mudança na assinatura isotópica 

induzida pela concentração de HPAs no meio de cultivo, que fez com que os 

valores de δ13C em D. glynnii se tornassem mais empobrecidos em 13C, 

aproximando-se do valor encontrado no óleo utilizado. Um fato interessante 

nessas análises foi o valor da assinatura do δ13C no controle (E1-FSA-0%) de D. 

glynnii. Diferente do valor descrito por Müller et al. (2021) (-12,27‰), o valor do 

δ13C no tratamento E1-FSA-0% (controle) deste trabalho foi de -23,94‰, não 

condizendo com dados publicados na literatura (Kirkels et al., 2022; Müller et al., 

2021; Raven; Suggett; Giordano, 2020). Para D. glynnii, esperava-se uma 

assinatura na faixa entre -10 e -16‰, conforme descrito para plantas e algas com 

fotossíntese do tipo C4 (e.g. cana de açúcar, 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 fotossíntese 

do tipo C3 (-20 a -37‰) (Kirkels et al., 2022; Kohn, 2010; Wang et al., 2024). Isso 

acontece porque as diferentes vias metabólicas fotossintéticas fracionam os 

isótopos de carbono de formas diferentes, gerando assim diferentes assinaturas 

isotópicas (Berry, 1989; Kirkels et al., 2022; Vogel, 2012). Alguns fatores podem 

ocasionar na variação da assinatura do δ13C. Por exemplo,  o δ13C em D. glynnii 

pode ser menor em condições de pouca iluminação (associada a maiores 

profundidades) devido às menores taxas de fixação de carbono, fazendo com 

que o  δ13C se aproxime dos valores tipicamente encontrados nas plantas C3 

(Wall et al., 2020). Além disso, os valores de δ13C de D. glynnii podem ser 

influenciados pelas propriedades dos tecidos coralíneos e as fontes de carbono 

disponibilizadas para a célula (Stanley; Swart, 1995). Porém, como nenhuma 

dessas condições supracitadas se encaixam nas condições dos experimentos 

realizados neste trabalho, não se sabe ainda o motivo da diminuição da 

assinatura isotópica do 13C no controle, e experimentos adicionais são 

necessários. Os outros tratamentos seguem uma diminuição dos valores de δ13C 

nas células de D. glynnii, revelando um possível acúmulo dos compostos 

presentes no óleo utilizado no experimento. Isso já havia sido observado nos 

experimentos conduzidos por Müller et al. (2021). Um acúmulo desses 

compostos nas células pode causar danos tanto às células das microalgas 

quanto aos corais em que elas habitam. Mudanças no crescimento/taxas 

fotossintéticas das células em simbiose causam uma diminuição dos benefícios 

nutricionais aos corais, impactando assim no desenvolvimento e 

consequentemente na sobrevivência dos organismos coralíneos (Wall et al., 

2020). Além disso, assinaturas isotópicas dos corais que se alimentaram de 

células com acúmulo de fenantreno podem refletir a presença desses compostos 

em sua assinatura isotópica (Ashok et al., 2020), indicando assim que, se a 

microalga não possui uma capacidade de recuperação/desintoxicação rápida, 

esses efeitos podem ser levados para os níveis tróficos superiores, assim como 

descrito por (Silva, 2023). 

A razão C:N das culturas se manteve estável, em um valor de aproximadamente 

8, indicando assim que o carbono presente no óleo foi incorporado de forma ativa 

pelas células. Caso esses compostos fossem acumulados de forma passiva, 
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haveria um aumento na razão C:N, visto que o óleo possui uma concentração 

muito maior de carbono em relação a de nitrogênio (Jones, 2015; Müller et al., 

2021; Speight, 2016).   

6.2.4.1.2 I. galbana 

Assim como em D. glynnii, houve uma tendência de diminuição 

significativa da assinatura isotópica do δ13C nas culturas de I. galbana, 

confirmada pelo teste de regressão linear. A assinatura da cultura controle (E1-

FSA-0%) foi de -19,83 ‰., valor similar a espécies que realizam fotossíntese do 

tipo C3 (Kirkels et al., 2022). Trabalhos descreverem a principal via fotossintética 

dessa microalga como C4 (González-Olalla et al., 2021). Porém, através da 

assinatura isotópica e atividades enzimáticas, Descolas-Gros e Fontugne (1985) 

descrevem a principal via metabólica desta espécie como C3, fazendo assim 

com que não haja uma conclusão sobre o assunto. É possível que algumas 

espécies possuam as características principais de uma via metabólica, mas 

sejam capazes de alternar para outra (Allakhverdiev, 2020; Raven; Glidewell, 

1978), como a alga Hydrodictyon africanum. Uma das vantagens de microalgas 

realizarem fotossíntese do tipo C4 é a capacidade de manter altas taxas 

fotossintéticas, mesmo em temperaturas elevadas, condições que as vias 

metabólicas fotossintéticas do tipo C3 podem ser prejudicadas devido a 

fotorrespiração (Osborne; Beerling, 2006; Ubeda, 2018). Assim, as taxas 

fotossintéticas em ambientes com muita iluminação e com altas temperaturas 

seria mantida, fazendo com que as espécies tenham uma vantagem competitiva 

em relação as outras com fotossíntese do tipo C3. Isso também é descrito para 

ambientes oligotróficos, já que as espécies possuem flexibilidade no uso da fonte 

de carbono, podendo utilizar tanto CO2 como bicarbonato (HCO3
-; Roberts et al., 

2007; Sage, 2004). Assim, a capacidade de tolerância de I. galbana a diversos 

estressores e condições ambientais pode ser um indício do reflexo das 

características da fotossíntese C4, apesar que, apenas essa característica não 

confere a célula uma boa resistência, necessitando assim de outros fatores (Pei 

et al., 2021). O valor da assinatura isotópica de δ13C para I. galbana descrito na 

literatura pode variar significativamente de acordo com vários 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 exemplo, 

células cultivadas em meios de cultura artificiais enriquecidos com diferentes 
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fontes de carbono apresentaram assinaturas isotópicas muito distintas (Wong; 

Sackett, 1978). Em um meio de cultivo enriquecido com HCO3
- como fonte de 

carbono principal, as culturas de I. galbana apresentaram uma assinatura 

isotópica de -35,5 ‰, 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 isotópica média das 

culturas de I. galbana foi de -15.7 ‰ (Park et al., 2021). A configuração do 

fotoperíodo pode influenciar de maneira severa na assinatura isotópica do δ13C, 

assim como descrito por Leboulanger et al. (1995), que obteve 3 assinaturas 

isotópicas distintas de acordo com o fotoperíodo. No primeiro cenário, a 

iluminação era constante, enquanto no segundo havia um fotoperíodo de 12:12h 

(claro:escuro) e o terceiro cenário, um fotoperíodo de 2:2h. No cenário de 

iluminação constante, a assinatura isotópica foi a mais negativa (~-27‰), e um 

aumento foi registrado nos cenários com fotoperíodo de 2:2h (~-25,5‰) e de 

12:12h (~-25‰). Assim, o autor justifica que essa diferença pode ser causada 

pelo efeito dos ciclos entre claro e escuro na biossíntese da enzima carboxilase 

(responsável pela formação de novas ligações de carbono utilizando HCO3
- e 

CO2; Valle, 2017), e pela incapacidade de fixação do carbono da enzima 

RuBisCO (Leboulanger et al., 1995; Mortain-Bertrand, 1988). Além das 

condições de cultivo, há também influência do tamanho das células na assinatura 

isotópica das espécies (Burkhardt; Riebesell; Zondervan, 1999b, 1999a; Korb et 

al., 1996). Em resumo, espécies fitoplanctônicas com células menores e rápido 

crescimento, como no caso de I. galbana podem utilizar o CO2 do meio de forma 

muito rápida, alterando assim o fracionamento isotópico, resultando em valores 

da assinatura de δ13C maiores (Brutemark et al., 2009; Burkhardt; Riebesell; 

Zondervan, 1999a). Dessa forma, existem diversos registros de assinaturas 

isotópicas do δ13C para I. galbana, variando entre os valores descritos para as 

vias fotossintéticas C3 e C4 (Kirkels et al., 2022). O valor da assinatura do δ13C 

do tratamento controle (E1-FSA-0%) se encaixa na faixa descrita na literatura 

para esta espécie (-15,7 ‰ a -35,5 ‰; Park et al., 2021; Wong; Sackett, 1978). 

A assinatura isotópica no tratamento E1-FSA-50% foi a mais baixa, com um valor 

de -25,37 ‰, ficando mais próximo da assinatura do óleo do que D. glynnii, 

apesar da pouca diferença. Assim, é possível que haja uma acumulação dos 
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compostos do óleo nas células de I. galbana, levando em consideração a 

mudança na assinatura. Estudos descrevem a acumulação de HPAs como o 

benzo(a)pireno em I. galbana e sua transferência aos níveis tróficos superiores, 

impactando organismos como o mexilhão Mytilus edulis, causando uma 

acumulação nos tecidos do organismo e alterações na atividade enzimática 

(Okay et al., 2000).  

 O valor da assinatura isotópica no tratamento E1-FSA-100% foi maior do 

que o do tratamento  E1-FSA-50%, contradizendo assim outros trabalhos que 

descrevem a diminuição da assinatura isotópica de acordo com a acumulação 

dos compostos presentes no óleo (Jannuzzi, 2023; Müller et al., 2021).  Levando 

em consideração a baixa taxa de crescimento máxima do tratamento de 100%, 

essa assinatura isotópica pode estar superestimada. A taxa de crescimento pode 

exercer influência na composição química do fitoplâncton marinho (Goldman; 

McCarthy; Peavey, 1979), e culturas com maiores taxas de crescimento 

possuíram uma composição química parecida com a descrita por Redfield 

(1934), de C106:N16:P1. Como os tratamentos de 3% a 50% FSA não tiveram 

diferença significativa, e altas taxas de crescimento, conseguiram assimilar 

rapidamente os compostos do óleo presentes na água. Por outro lado, com um 

crescimento menor, o tratamento E1-FSA-100% possui um maior tempo de 

geração, resultando em menores duplicações da densidade das culturas. Assim, 

células com assinaturas isotópicas maiores, similares as das condições iniciais 

podem exercer uma influência na assinatura final do tratamento E1-FSA-100%, 

elevando assim o valor de δ13C, e tornando-o mais próximo do valor original no 

momento da inoculação (0% FSA). Apesar do cálculo do tempo de geração do 

tratamento de 100% ter resultado em um número de gerações de 5 no exp. 1, 

deve-se lembrar que essa taxa de crescimento é a máxima que as culturas 

poderiam ter, e que esse valor pode estar superestimado. 

Associado a isso, o tratamento de 100% apresentou uma razão C:N 

diferente das outras, com um valor médio de 5,28, enquanto os outros 

tratamentos tiveram valores similares, de aproximadamente 8. Incluindo a razão 

C:N de E1-FSA-100% no conjunto amostral, obtém-se uma diminuição 

significativa da razão. Porém, como este valor destoa dos outros, e não condiz 

com a razão descrita para o fitoplâncton marinho (~6,64; Redfield; Ketchum; 
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Richards (1963), o valor foi retirado do conjunto amostral.  Retirando a razão C:N 

do conjunto amostral, a regressão passa a ser não significativa (Figura 18), 

assim como a de D. glynnii, indicando assim uma acumulação ativa do carbono 

orgânico presente no óleo (Müller et al., 2021). 

Figura 18:Valores da razão C:N sem levar em consideração o tratamento E1-FSA-100% de I. 
galbana 

 

Fonte: o autor (2025) 

Análises da razão C:N de células de I. galbana indicaram que durante o 

crescimento exponencial, quando as taxas de crescimento  são 

intermediárias/altas (0,58 d-1), há uma diminuição gradual da razão 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 diminuição da razão C:N associada a taxas de crescimento altas pode 

estar relacionada com o aumento na proporção de proteínas(Ríos et al., 1998), 

que contém uma média de 16% de nitrogênio em sua composição. 

6.2.4.2 Experimento 2 

Com a reinoculação das células em meio de cultivo não contaminado, 

houve uma recuperação das taxas de crescimento na cultura E2-REC-100%. 

Associado a isso, após 7 gerações dos tratamentos E2-REC050% e E2-REC- 

100% (tempo de geração igual para os dois no exp. 2), foi possível notar um 

aumento significativo na assinatura isotópica do δ13C. Porém, os valores não 

foram tão similares ao controle (-20,42‰), sendo δ13C50% = -18,37 ‰ e δ13C100% 
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= -15,98 ‰. Esses valores se tornaram mais enriquecidos, indicando assim um 

menor fracionamento isotópico 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 isotópica delas fosse 

mais positivo, se afastando do valor do óleo. Células de microalgas possuem 

capacidade de degradação e biotransformação de compostos emergentes (e.g. 

fármacos, pesticidas e os per/polifluoroalquil; Mehariya et al., 2024), realizando 

assim a transformação de uma molécula complexa em uma mais simples, por 

meio de reações catabólicas ou metabólicas, 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 orgânicos como 

hidrocarbonetos, compostos organometálicos, herbicidas e corantes, 

transformando-os em moléculas menores e atóxicas. (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 transformação de compostos 

orgânicos tóxicos em moléculas atóxicas (e.g. CO2) pode se dar por meio de 

reações enzimáticas de oxi-redução, 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 enzimática nas células causa mudanças nas assinaturas isotópicas 

(Burkhardt; Riebesell; Zondervan, 1999a), e um aumento na atividade da enzima 

ß-carboxilase resulta em uma diminuição do fracionamento isotópico, levando 

assim a assinaturas maiores, podendo chegar a -14,9 ‰ em espécies de 

diatomácea (Descolas-Gros; Fontugne, 1985; Descolas-Gros; Fontungne, 

1990). Assim, baseado nas informações acima, talvez fosse possível que um 

aumento na assinatura isotópica seja resultado de um incremento na atividade 

enzimática das células, afim de transformar esses compostos em atóxicos. O 

valor da assinatura no tratamento controle pode dar suporte a essa inferência, 

visto que apenas os valores das culturas que tiveram contato com compostos 

orgânicos presentes no óleo que sofreram uma alteração nas assinaturas para 
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mais positiva, enquanto a assinatura do controle se manteve similar a assinatura 

no experimento 1. Entretanto, isso são só hipóteses baseadas na literatura, e 

para confimar isso, uma série de análises e experimentos são necessários.  A 

razão C:N se manteve similar ao experimento 1, com valores ainda constantes, 

que se mantiveram em aproximadamente 8. Talvez, a mesma explicação 

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 são habitualmente cultivadas, as microalgas possuíram uma assinatura 

isotópica mais positiva, com valores de δ13C dos tratamentos de E3-SAL-0%, 

50% e 100% de -16,91 ‰, -16,64 ‰ e -16,55 ‰, respectivamente. Um detalhe 

importante é que o experimento 3 ocorreu simultaneamente com o 2. Assim, as 

células saíram diretamente de um meio contaminado com HPAs para um meio 

não contaminado, mas com estresse de salinidade. Relacionando o experimento 

3 com o 2, as assinaturas isotópicas 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 isotópicas podem ser 

alteradas com variações de salinidade, e cada espécie reage de uma forma, não 

havendo assim uma relação linear entre essas variáveis(Leboulanger et al., 

1995). Como os valores da assinatura isotópica dos tratamentos E3-SAL-50% e 

E3-SAL-100% são parecidas com o do experimento 2 (Figura 13), e eles foram 

realizados de forma simultânea, talvez os mesmos fatores discutidos no 

experimento anterior possam ser aplicados aqui, já que não houve uma diferença 

significativa no crescimento, e os parâmetros mensurados neste trabalho para 

as duas culturas se comportam de maneira similar.  

6.3 DISCUSSÃO GERAL 

Neste trabalho foi discutida a tolerância de uma espécie de microalga que 

habita ambientes oligotróficos (D. glynnii), e outra que habita ambientes 

eutróficos (I. galbana). No geral, pode-se notar uma maior capacidade de 

resistência de I. galbana em relação a D. glynii, baseado nos valores de EC50 

das duas espécies, o que entra em concordância com a afirmação de que 

espécies de fitoplâncton costeiras são mais resistentes do que as espécies 
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oceânicas (Firdaus; Pin; Supriatna, 2020; Müller; Trull; Hallegraeff, 2015). Uma 

comparação mais “justa” é necessária, devido a diferença na concentração e 

composição dos perfis de HPAs nos quais as espécies foram submetidas. Nas 

condições controle, I. galbana possui uma taxa de crescimento quase o dobro 

da de D. glynnii, o que pode ser reflexo da relação crescimento e tamanho celular 

já discutida anteriormente (Brutemark et al., 2009). Como o experimento 2 não 

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 óleo e as mesmas condições de cultivo. Utilizando o valor 

máximo teórico da taxa de crescimento proposto no exp. 1 de I. galbana, o 

experimento 2 demonstrou que essa espécie possui uma rápida capacidade de 

recuperação, e que em 7 gerações não há mais impactos resultantes dos HPAs, 

enquanto no experimento realizado por Jannuzzi (2023), culturas de D. glynnii 

possuíram um crescimento muito baixo na recuperação, e em 3 gerações foram 

capazes de se recuperar parcialmente. As duas espécies apresentaram 

mudanças na assinatura isotópica do δ13C, resultante da possível acumulação 

dos compostos do óleo nas células, assim como descrito por Müller et al. (2021). 

Após 7 gerações, I. galbana teve o seu valor da assinatura isotópica mais 

positivo, indicando uma possível biodegradação ou biotransformação dos 

compostos do óleo. No experimento realizado por Jannuzzi (2023), as células de 

D. glynnii ainda possuíam assinaturas isotópicas próximas as descritas pro óleo, 

mas um pouco mais positivas quando comparadas ao primeiro experimento, 

indicando que mesmo lentamente há uma capacidade de recuperação. Assim, 

pode-se dizer que as duas espécies possuem uma capacidade de recuperação 

dos impactos causados pelo óleo. Porém, as taxas de recuperação são 

diferentes, que podem ser reflexo das diferentes concentrações de HPAs e das 

fisiologias distintas das duas espécies. 

Os resultados obtidos e inferências realizadas neste trabalho não podem ser 

aplicadas diretamente no ambiente, devido a sua complexidade e alta 

variabilidade genômica do fitoplâncton marinho(Chimetto et al., 2009; 

LaJeunesse et al., 2010, 2018). Porém, entender as respostas fisiológicas 

dessas espécies permite-nos afirmar que, em um derrame de óleo, a composição 

química das microalgas pode mudar (Fiori et al., 2016; Overton et al., 2020), e o 
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impacto no crescimento de D. glynnii por substâncias mutagênicas e/ou 

carcinogênicas pode acabar desbalanceando a relação entre os corais e as 

zooxantelas, causando branqueamento, e consequentemente um efeito cascata 

para os ecossistemas recifais (Müller et al., 2021). Além disso, o aporte de HPAs 

no ambiente pode alterar a estrutura da comunidade fitoplanctônica, além de 

causar diminuição de taxas fotossintéticas, o que altera a produção primária 

marinha (Ben Othman et al., 2018, 2023; Echeveste; Agustí; 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 CONCLUSÃO 

A presença de compostos orgânicos mutagênicos/carcinogênicos no meio 

de cultivo ocasiona em diferenças no crescimento do dinoflagelado D. glynnii e 

da haptófita I. galbana, associado a mudanças nas assinaturas isotópicas do 

δ13C das células, sendo reflexo de uma possível bioacumulação dos compostos. 

Uma maior capacidade de tolerância a esses compostos foi conferida a I. 

galbana, baseado no valor de EC50 das duas espécies. As espécies possuem 

uma capacidade de recuperação dos impactos causados pelos HPAs, mesmo 

que em taxas diferentes. I. galbana mostrou-se com uma maior capacidade de 

recuperação, com uma total normalização das taxas de crescimento e 

assinaturas isotópicas em 7 gerações populacionais. Dessa forma, conclui-se 

que dentre essas duas espécies, I. galbana possui uma maior capacidade de 

tolerância e recuperação aos impactos dos HPAs nas condições criadas neste 

trabalho, sendo reflexo das afirmações que microalgas que vivem em ambientes 

oligotróficos são mais sensíveis a variações ambientais.   
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ANEXO 1 

 

Tabela A1: Concentrações individuais e total dos hirdrocarbonetos alifáticos presentes na FSA 
100%. 

Analito Conc. (ng L-1) 

Octano (C8H18) 0.56 

Nonano (C9H20) 0.11 

Decano (C10H22) < LQ 

Undecano (C11H24) < LQ 

Dodecano (C12H26) 0.32 

Tridecano (C13H28) 0.43 

Tetradecano (C14H30) 1.93 

Pentadecano (C15H32) 1.40 

Hexadecano (C16H34) 1.57 

Heptadecano (C17H36) 1.60 

Octadecano (C18H38) 1.60 

Nonadecano (C19H40) 1.13 

Eicosano (C20H42) 1.97 

Henicosano (C21H44) 0.98 

Docosano (C22H46) 0.90 

Tricosano (C23H48) 0.88 

Tetracosano (C24H50) 0.93 

Pentacosano (C25H52) 0.80 

Hexacosano (C26H54) 0.78 

Heptacosano (C27H56) 0.60 

Octacosano (C28H58) 0.57 

Nonacosano (C29H60) 0.73 

Triacontano (C30H62) 0.60 

Hentriacontano (C31H64) 0.64 

Dotriacontano (C32H66) 0.53 

Tritriacontano (C33H68) 0.76 

Tetratriacontano (C34H70) 0.65 

Pentatriacontano (C35H72) 0.47 

Hexatriacontano (C36H74) 0.47 

Heptatriacontano (C37H76) 0.43 

Octatriacontano (C38H78) nd 

Nonatriacontano (C39H80) 0.69 

Tetracontano (C40H82) nd 

Pristano (C19H40) 0.64 

Fitano (C20H42) 1.17 

  
Total 26.84 
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Tabela A2: Registro CAS e valores de solubilidade em água dos n-alcanos e dos HPAs 
identificados na FSA nos experimentos 

 

Registro 
CAS Analito 

Solubilidade 
em água a 
25°C (mg ) 

Hidrocarbonetos 
alifáticos 

111-65-9 Octano (C8H18) 0.3 

111-84-2 Nonano (C9H20) ~0.10 

124-18-5 Decano (C10H22) ~0.10 

112-42-5 Undecano (C11H24) ~0.10 

112-40-3 Dodecano (C12H26) ~0.10 

629-50-5 Tridecano (C13H28) ~0.10 

629-59-4 Tetradecano (C14H30) ~0.10 

629-62-9 Pentadecano (C15H32) < 0.10 

544-76-3 Hexadecano (C16H34) < 0.10 

629-78-7 Heptadecano (C17H36) < 0.10 

593-45-3 Octadecano (C18H38) < 0.10 

629-92-5 Nonadecano (C19H40) < 0.10 

112-95-8 Eicosano (C20H42) < 0.10 

629-94-7 Henicosano (C21H44) < 0.10 

629-97-0 Docosano (C22H46) < 0.10 

638-67-5 Tricosano (C23H48) < 0.10 

646-31-1 Tetracosano (C24H50) < 0.10 

629-99-2 Pentacosano (C25H52) < 0.10 

630-01-3 Hexacosano (C26H54) < 0.10 

593-49-7 Heptacosano (C27H56) < 0.10 

630-02-4 Octacosano (C28H58) < 0.10 

630-03-5 Nonacosano (C29H60) < 0.10 

638-68-6 Triacontano (C30H62) < 0.10 

630-04-6 Hentriacontano (C31H64) < 0.10 

544-85-4 Dotriacontano (C32H66) < 0.10 

630-05-7 Tritriacontano (C33H68) < 0.10 

14167-59-0 Tetratriacontano (C34H70) < 0.10 

630-07-9 Pentatriacontano (C35H72) < 0.10 

630-06-8 Hexatriacontano (C36H74) < 0.10 

7194-84-5 Heptatriacontano (C37H76) < 0.10 

7194-85-6 Octatriacontano (C38H78) < 0.10 

7194-86-7 Nonatriacontano (C39H80) < 0.10 

4181-95-7 Tetracontano (C40H82) < 0.10 

1921-70-6 Pristano (C19H40) < 0.10 

638-36-8 Fitano (C20H42) < 0.10 

HPAs 

91-20-3 Naftaleno (C10H8) 31.60 

208-96-8 Acenaftileno (C12H8) 16.00 

83-32-9 Acenafteno (C12H10) 4.50 

86-73-7 Fluoreno (C13H10) 1.80 

85-01-8 Fenantreno (C14H10) 13.00 

120-12-7 Antraceno (C14H10) 0.07 
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206-44-0 Fluoranteno (C16H10) 0.24 

129-00-0 Pireno (C16H10) 0.14 

56-55-3 Benzo[a]antraceno (C18H12) 0.01 

218-01-9 Criseno (C18H12) 0.003 

205-99-2 Benzo[b]fluoranteno (C20H12) <0.001 

207-08-9 Benzo[k]fluoranteno (C20H12) <0.001 

50-32-8 Benzo[a]pireno (C20H12) <0.001 

193-39-5 Indeno[1,2,3-cd]pireno (C22H12) <0.001 

53-70-3 Dibenzo[a,.h]antraceno (C22H14) <0.001 

191-24-2 Benzo[ghi]perileno (C22H12) <0.001 

 

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

 FSA D. glynnii  FSA I. galbana 

Analito Concentração (ng L-1) 

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 

Acenaftileno 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 
C1-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 
Benzo[b]fluoranteno nd 1.71 
Benzo[k]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 isotópica do 13C e das razões C:N para todas os tratamentos 
das duas espécies. 

Espécie Tratamento  (C/N)a 
δ13CVPDB  

(‰) 

Durisdinium 
glynnii 

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 

E1-FSA-12% 7.85 -23.11 

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 

Isochrysis 
galbana 

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 

E1-FSA-25% 8.26 -22.13 

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% 8.29 -16.15 

E1-REC-100% 8.25 -15.81 

E1-SAL-0% 8.15 -16.78 

E1-SAL-0% 8.71 -17.05 

E1-SAL-50% 8.09 -16.56 

E1-SAL-50% 8.66 -16.71 

E1-SAL-100% 8.44 -15.97 

E1-SAL-100% 8.66 -17.13 
 

 

 

Figura A1: Espécie de ciliado desconhecida presente nas culturas de microalgas. a) e b): foto individual. c) 
aglomerado de ciliados no biofilme 


