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RESUMO

CASTRO, G.M. Aspectos ecoldgicos e biotecnolégicos—das microalgas
para conservacdo e preservacdo do Rio Toledo. 03/03/2017. 62 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais) — Universidade Estadual do
Oeste do Parana. Toledo, PR, 03 de marco de 2017.

Este trabalho objetivou abordar aspectos ecoldgicos e biotecnolégicos das
microalgas para fins de preservacao e conservacao do Rio Toledo. O estudo foi
realizado em cinco pontos no Rio Toledo, com coletas mensais de 300 mL de
amostras, filtradas em redes de fitoplancton de 20 ym de didmetro, no periodo
de julho/2015 a junho/2016. Foram identificados em nivel de género a
comunidade fitoplanctonica e a concentracdo de clorofila a. Os parametros
abidticos pH, condutividade, turbidez, amdnia, nitrito, nitrato, ortofosfato, fésforo
total e, DBO assim que os indices de Estado Trofico de Carlson modificado por
Lamparelli e de Nygaard foram determinados. Na avaliacdo do crescimento das
microalgas coletadas do Rio Toledo, foram utilizadas quatro cepas, sendo duas
mistas (com dois ou mais géneros) e duas isoladas de Chlorella sp, divididas
em quatro tratamentos, todos no meio sintético BM, durante 18 dias com
acompanhamento da cinética de crescimento e do pH a cada 2 dias. A
qualidade da agua do rio Toledo foi diretamente afetada pelas atividades
urbanas no seu entorno, principalmente nos pontos P4 e P5. Foram
identificados 41 géneros de algas, divididos em 5 classes, 10 ordens e 20
familias, com predominancia das Chlorophyceae (44%). Espacialmente, o
ponto P4 foi o mais representativo em nimero de géneros com 28 taxons e,
temporalmente, a estacdo verdo apresentou 30 taxons, a maior dentre as
quatro estacdes do ano. No IET de Lamparelli, o rio foi classificado como
oligotréfico e, no de Nygaard de oligotrofico a mesotréfico. O crescimento das
microalgas foi influenciado pelo nUmero de géneros presentes na cepa e pelo
in6culo algal do cultivo. A cepa unialgal T4 apresentou a maior densidade
celular maxima — DCM de 4960 x 10° cel mL e a menor DCM foi registrada
pelo cultivo misto T2 com 513 x 10° cel mLt. O pH permaneceu em condicédo
alcalina em grande parte do experimento, favorecendo a disponibilidade da
fracdo de ortofosfato HPO4'. Nos aspectos ecoldgicos avaliados, a composicao
do fitoplancton do Rio Toledo foi diretamente afetada pelas atividades
antropicas do seu entorno, principalmente no trecho urbano e nao foi possivel
afirmar o real estado trofico do Rio Toledo, pelos dois modelos utilizarem
metodologias completamente diferentes entre si, devendo ser testado um
terceiro indice para confirmar o grau trofico do rio. Na biotecnologia, o
crescimento dos cultivos ndo mistos foram maiores de que os mistos e o pH
alcalino é a condicdo de cultivo mais adequada para o crescimento das
microalgas analisados.

Palavras-chave: fitoplancton; grau tréfico; crescimento algal; Oeste do Parang;



ABSTRACT

CASTRO, G.M. Ecological and biotechnological aspects of microalgae for
conservation and preservation of the Toledo River. 03/03/2017. 62 p.
Dissertation (Master in Environmental Sciences) - State University of West of
Parana. Toledo, PR, March 03, 2017.

This work aimed to address the ecological and biotechnological aspects of
microalgae for the preservation and conservation of the Toledo River. The study
was carried out in five points in the Toledo River, with monthly collections of 300
mL of samples, filtered in phytoplankton networks of 20 ym in diameter, from
July / 2015 to June / 2016. The phytoplankton community and the concentration
of chlorophyll a were identified at the genus level. The abiotic parameters pH,
conductivity, turbidity, ammonia, nitrite, nitrate, orthophosphate, total
phosphorus and, BOD as the Carlson Trophic State Indexes modified by
Lamparelli and Nygaard were determined. In the evaluation of the growth of the
microalgae collected from the Toledo River, four strains were used, two mixed
(with two or more genera) and two isolates of Chlorella sp, divided into four
treatments, all in the synthetic medium BM, during 18 days with monitoring of
Kinetics of growth and pH every 2 days. The water quality of the Toledo river
was directly affected by the urban activities in its surroundings, mainly in the
points P4 and P5. 41 genera of algae were identified, divided into 5 classes, 10
orders and 20 families, with predominance of Chlorophyceae (44%). Spatially,
point P4 was the most representative in number of genera with 28 taxa and,
seasonally, the summer season presented 30 taxa, the largest of the four
seasons of the year. In the IET of Lamparelli, the river was classified as
oligotrophic and, in Nygaard from oligotrophic to mesotrophic. The growth of
microalgae was influenced by the number of genera present in the strain and by
the algal inoculum of the culture. The unialgal T4 strain had the highest
maximum cell density - DCM of 4960 x 10° cells mL* and the lowest DCM was
recorded by mixed T2 cultivation with 513 x 10° cells mL™*. The pH remained in
alkaline condition in most of the experiment, favoring the availability of the
HPO4 orthophosphate fraction. In the ecological aspects evaluated, the
composition of the phytoplankton of the Toledo River was directly affected by
the anthropic activities of its surroundings, mainly in the urban stretch and it was
not possible to affirm the real trophic state of the Toledo River, by the two
models using completely different methodologies, A third index should be tested
to confirm the trophic degree of the river. In biotechnology, the growth of the
non-mixed cultures was higher than the mixed ones and the alkaline pH is the
most adequate cultivation condition for the growth of the analyzed microalgae.

Key-words: phytoplankton; trophic degree; algal growth; West of Parana.
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1 INTRODUCAO GERAL

Em relacdo a tematica da agua, € impossivel ndo conecta-la com a vida,
pois € um elemento essencial na sobrevivéncia no planeta em todos os seus
aspectos: na existéncia humana, nos processos bioldgicos, na conservacao e
preservacao dos ecossistemas e nas relacdes interespecificas entre os seres
vivos e a natureza. (BACCI; PATACA, 2008).

O rio Toledo é o corpo hidrico mais importante na hidrografia do
municipio, responséavel por 40% do abastecimento de 4gua, de um consumo
total aproximado da populacdo de 20 milhdes de litros diarios (SCHERER,
2015). Além disso, seu curso engloba uma das maiores cidades do Oeste
Paranaense e a influéncia direta e indireta de atividades industriais, urbanas e
de agricultura deterioram significativamente a sua qualidade, de forma a limitar
0 uso de suas aguas pela populacdo (NIEWEGLOWSKI, 2006). Por isso, 0
monitoramento continuo de sua qualidade é fundamental para compreender o
estado de degradacdo do rio e propor medidas que visem minimizar 0S
impactos como instrumento de melhoria da qualidade de vida dos municipes.

Em razdo do desenvolvimento econémico e populacional, o0s
ecossistemas aquaticos vém sofrendo alteracdes nas suas estruturas e
funcionalidades, identificadas pela grande variabilidade e dinamicidade dos
parametros bidticos e abibticos e, influenciados diretamente pelos usos
multiplos da sua bacia hidrografica, sendo reflexo do uso e ocupac¢éo do solo
do entorno (LINDNER; GOMIG; KOBIYAMA, 2007; POLIGNANO et al., 2012;
QUEIROZ; SILVA; STRIXINO, 2008). Essas modificacbes geram impactos
diretos e indiretos na biocenose, como a eutrofizacdo, a perda da diversidade
biologica, aumento da turbidez e de materiais em suspenséo, alteracdo dos
habitats e da qualidade da &gua. Neste contexto, o monitoramento das
comunidades biolégicas € importante para detectar modificacbes nas
condicbes ambientais, pois permite avaliar o risco ecolégico e as
consequéncias dos impactos no meio aquatico (TUNDISI; TUNDISI, 2008).

As microalgas sdo constituidas de uma grande diversidade de seres
microscopicos, em sua maioria fotossintéticos e de habitos plancténicos,
unicelulares, podendo estar presentes no ambiente de forma isolada, em

colénias ou como segmento linear de células. Entretanto, ocorre pouca ou
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nenhuma diferenciacdo entre as funcdes celulares, sendo cada célula
responsavel por todas as fungbBes vitais. S&o organismos aquaticos
cosmopolitas, habitando ambientes marinhos e continentais e sdo altamente
sensiveis as condicbes ambientais do meio, como temperatura, radiacao,
disponibilidade de nutrientes, pH e oxigenacao da agua. (ANDRADE; COLOZZI
FILHO, 2014; DERNER et al., 2006; LOURENCO, 2006; SCHMITZ; MAGRO;
COLLA, 2012).

O interesse recente e crescente no desenvolvimento de estudos
relacionados com as microalgas se deve as vastas possibilidades de sua
aplicacdo. As microalgas possuem fundamental importancia ambiental por
serem base da cadeia alimentar aquatica, sendo essenciais ao equilibrio do
ecossistema e por serem altamente sensiveis a distirbios ambientais
provocados por atividades antrépicas (CHELLAPPA; LIMA; CAMARA, 2007)
como a reducdo dos niveis de oxigénio dissolvido, altas concentragbes de
nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo, contaminantes de origem téxica,
baixa produtividade, abundancia e predacido (CASE et al., 2008; CHANKAEW
et al., 2015) sendo, portanto, uma ferramenta importante para investigacao de
impactos ambientais sob o ecossistema aquéatico (BALETA; BOLANOS, 2016).

Além disso, apresentam potencialidades significativas de aplicacédo
econbmica na alimentacdo humana e animal, potenciais terapéuticos, no
tratamento de efluentes, na producdo de bioenergia e, em ensaios
ecotoxicolégicos (ABDEL-RAOUF; AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012;
BRENNAN; OWENDE, 2010; GONZALEZ; CANIZARES; BAENA, 1997; HU,
2004; OLIVEIRA; BASTOS; NEVES, 2011; PRIYADARSHANI; RATH, 2012).

Para viabilizar a utilizacdo das microalgas de importancia econémica, é
necessario o conhecimento de fatores envolvidos no crescimento, atrelado
diretamente a um conjunto de condi¢Bes bioquimicas e bioldgicas (COSTA et
al., 2014), tais como: o pH, cujo controle é fundamental para que os nutrientes
estejam disponiveis para absor¢cdo (LOURENCO, 2006); o fésforo, considerado
um nutriente limitante ao crescimento, influenciando na acumulacgéo de lipidios
e na produtividade da biomassa (XIN et al., 2010), e; a competicdo por

recursos entre dois tAxons em um cultivo misto (LOURENCO, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Abordar os aspectos da variacdo espacial e temporal da comunidade
fitoplanctonica do Rio Toledo ecolégicos e de crescimento das microalgas do
Rio Toledo para aplicagdes ambientais e econdmicas, como instrumento de

informacgao sobre as diversos usos das microalgas

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar qualitativamente a comunidade fitoplanctonica do Rio
Toledo em escala espacial e temporal;

b) Testar dois indices de estado trofico para determinar o grau de trofia do
Rio Toledo;

c) Avaliar o crescimento de cepas mistas e unialgais do banco de
microalgas do Rio Toledo, bem como compreender a dinamica das
fracOes de fésforo em funcao do pH no meio de cultivo;
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3 ARTIGO 1: VARIACAO ESPACIAL E TEMPORAL DA COMUNIDADE
FITOPLANCTONICA E COMPARATIVO DE DOIS INDICES DE ESTADO
TROFICO PARA O RIO TOLEDO, TOLEDO-PR

RESUMO

Este estudo analisou a variagéo espacial e temporal da comunidade fitoplancténica do
Rio Toledo, testando dois indices de estado trofico — IET para determinacdo do grau
de trofia do rio. Cinco estagbes amostrais foram avaliadas durante um ano (julho/2015
a junho/2016), com parametros bioticos (identificacdo qualitativa do fitoplancton e
clorofila-a) e abioticos (pH, condutividade, turbidez, aménia, nitrito, nitrato, ortofosfato,
fosforo total e DBO). Os IET analisados foram o de Carlson modificado por Lamparelli
e os indices simples, composto e de diatomaceas de Nygaard. Todas as variaveis
abidticas analisadas apresentaram valores maximos nos pontos posteriores a cidade
(P4 e Pb), caracterizando a influéncia das atividades urbanas na qualidade da agua.
No IET de Lamparelli, o rio foi classificado como oligotréfico e, no de Nygaard de
oligotréfico a mesotrofico. Foram identificados 41 géneros de algas, divididos em 5
classes, 10 ordens e 20 familias, com predominancia das Chlorophyceae (44%) nas
escalas espaciais e temporais, seguida das Bacillariophyceae (24%), Cyanophyceae
(15%), Zygnemaphyceae (10%) e Euglenophyceae (7%). Espacialmente, o ponto P4
foi 0 mais representativo em nimero de géneros com 28 taxons e, temporalmente, a
estacdo verdo apresentou 30 taxons, a maior dentre as quatro estacdes do ano. A
comunidade fitoplancténica do Rio Toledo foi diretamente influenciada pelas condicbes
fisicas e quimicas da agua, pelas interferéncias externas do entorno do rio e, embora
os dois IET apresentarem resultados semelhantes, ndo foi possivel afirmar o real
estado trofico do Rio Toledo, por utilizarem metodologias completamente diferentes
entre si.

Palavras-chave: fitoplancton; qualidade da &gua; impactos antropicos; Oeste do
Parana;

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the spatial and temporal variation of Toledo’s
River phytoplanktonic community, as well as to test two trophic state index — TSI to
determinate the trophic degree of the river. Were evaluated five sampling stations
during one year (July/2015 to June/2016) with biotic (qualitative identification of
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phytoplankton and chlorophyll-a) and abiotic parameters (pH, conductivity, turbidity,
ammonia, nitrite, nitrate, orthophosphate, total phosphorus and BOD). The analised
TSI were of Carlson modified by Lamparelli and the simple, compound and diatoms
index of Nygaard. 41 genera of algae were identified, divided into 5 classes, 10 orders
and 20 families, with Chlorophyceae predominating (44%) in spatial and temporal
scales, followed by Bacillariophyceae (24%), Cyanophyceae (15%), Zygnemaphyceae
(10%) and Euglenophyceae (7%). Spatially, point P4 was the most representative in
number of genera with 28 taxa and, seasonally, the summer season presented 30 taxa,
the largest of the four seasons of the year. The phytoplankton community of the Toledo
River was directly influenced by the physical and chemical conditions of the water, due
to the external interferences of the river and, although the two TSI’s presented similar
results, it was not possible to affirm the real trophic state of the Toledo River, from user
completely different methodologies.

Keywords: phytoplankton; water qualtity; anthropic impacts; West of Parana;
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3.1 INTRODUCAO

O Rio Toledo, localizado no municipio de mesmo nome, € um corpo
hidrico semiurbano integrante da Bacia Hidrografica do Rio S&o Francisco
Verdadeiro, o qual contribui para a formacdo do Lago de Itaipu
(NIEWEGLOWSKI, 2006). E um rio extremamente importante para 0 municipio
pois representa parte do abastecimento de agua para a populacao, entretanto
sofre influéncias diretas das intensas atividades agricolas e da urbanizacéo,
visto que mais de 36 mil pessoas habitam areas urbanas da sub-bacia
(ENVEX, 2016).

Os rios sdo sistemas aquaticos diretamente influenciados pelos usos
multiplos da bacia hidrografica a qual estd inserida e, com a permanente
contribuicdo de material aléctone (ODUM, 2004; TUNDISI; TUNDISI, 2008) e
as interacbes entre a bacia hidrografica, sistemas aquaticos e condicdes
climatoldgicas interferem no funcionamento dos processos biogeoquimicos e
biofisicos (FUENTES et al., 2010).

A comunidade fitoplanctdnica € constituida de uma assembleia de
organismos aquaticos em sua maioria fotossintéticos, vivendo dispersos e
suspensos na agua (CUNHA; CALIJURI, 2013). Sao seres com todo o seu ciclo
de vida e a fase vegetativa ocorrendo na coluna d’agua (ESTEVES, 2011) e
sdo encontrados em todos os ambientes aquaticos, marinhos, estuarinos e
continentais e sao diretamente afetadas pelas condi¢des limnologicas do meio
as condicbes ambientais do meio, como temperatura, luminosidade, nutrientes,
pH e turbuléncia, influenciando na variacdo espaco-temporal do fitoplancton
(CELEKLI; OZTURK; KAPI, 2014; REYNOLDS, 2006).

A coleta de informacdes sobre o fitoplancton é de fundamental
importancia para compreensdo dos ecossistemas aquaticos continentais pelo
fato de serem base da cadeia trofica aquatica e responsaveis, juntamente com
outros organismos, pela produtividade primaria (RODRIGUES et al., 2015).
Além disso, algumas carateristicas das algas, como seu tamanho reduzido e
ciclo de vida curto, possibilitam ser utilizadas como bioindicadoras de

qualidade da agua, por apresentarem alta sensibilidade e adaptacdo a
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alteracOes do habitat, principalmente por fatores externos como processos de
poluicdo e contaminacdo da agua (AQUINO et al.,, 2011; CARAPUNARLA;
BAUMGARTNER; RODRIGUES, 2014; ESTEVES, 2011; POOT-DELGADO,
2014; YANG et al., 2016).

Essas relacbes entre os sistemas bidticos e abidticos nos sistemas
aquaticos permitem determinar o estado tréfico de um corpo hidrico, sendo
importante na gestdo e manejo sustentavel dos recursos hidricos (ZANINI et
al.,, 2010). A eutrofizacdo estd intimamente ligada com a dinamica do
fitoplancton e a disponibilidade de nutrientes, principalmente os compostos
fosfatados de origem artificial, originarios de lancamentos de efluentes
domésticos e industriais (ESTEVES, 2011). Por isso, o uso de indices de
estado trofico € essencial na avaliacdo da qualidade da agua em graus tréficos
por meio da elevacdo da concentracdo de nutrientes no corpo hidrico
(CARLSON, 1977).

A escassez de informacdes sobre a qualidade da agua do Rio Toledo e
a auséncia de estudos sobre a comunidade fitoplanctdnica, ressaltam a
relevancia deste trabalho para o conhecimento da sociedade cientifica e civil
sobre o estado atual do rio, podendo orientar os gestores publicos e tomadores
de decisdo em praticas conservacionistas e de preservacdo. Considerando tais
cenarios, o objetivo do presente estudo foi realizar um estudo sobre a variacao
espacial e temporal da comunidade fitoplancténica do Rio Toledo, analisando a
distribuicdo das classes de algas pela ocorréncia de géneros, bem como
caracterizar as estacdes amostrais por meio de variaveis limnoldgicas e, a

partir disso, comparar o grau de trofia do rio por dois indices de estado trofico.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1Area de estudo

O rio Toledo é o corpo hidrico de maior importancia na malha
hidrografica do municipio, pois é utilizado como fonte de abastecimento de
agua para o nacleo urbano, possui extensao aproximada de 26,5 km e corre no
sentido leste-oeste (WINTER; BRAUN; LIMA, 2005) (Figura 1). A bacia
hidrografica do rio Toledo é componente da Bacia do Parana lll, no Oeste do
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Estado do Parand, com area de 92,0 km? com toda sua extensdo englobada no
territério do municipio. Sua nascente esta localizada entre os distritos de S&o
Luiz do Oeste e Linha Gramado, com a maior parte de seu curso localizado na
area urbana, desaguando no Rio S&o Francisco Verdadeiro. A bacia
hidrografica do Rio Toledo é considerada uma sub-bacia, inserida na bacia do
Rio Sdo Francisco Verdadeiro que, por sua vez, sao integrantes da Bacia
Hidrografica do Parana Ill (NIEWEGLOWSKI, 2006). Possui como afluentes as
Sangas Perdida, Golondrina, Guarani, Manaus, Pinheirinho, Capellari e Lajes
(FUNTEC, 1992; TOLEDO, 2010).

Figura 1: percurso do Rio Toledo e suas estacdes de amostragem.
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Na Tabela 1 s&o descritos 0s pontos e as caracteristicas do seu entorno
e a Figura 2 mostra a localizagdo do ponto quanto as proximidades e as

estacdes de coleta.

Tabela 1: descricdo dos pontos de coleta no Rio Toledo.

Ponto Local|zggao Ponto de referéncia Descrigéo
Geografica
24'4546" S  Distrito de S3o luiz do Margens prqservadas, com mata ciliar
Oeste — Proxima a estreita, porém abgndante, com pouca
P1 interferéncia antropica. Profundidade da

53°3510” O  Nascente (Figura 6A

e 6B) lamina d’agua de aproximadamente 50

cm.
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24%44%0° S | (alidade de Sol

P2 0rInq” Nascente (Figura 6C
53°38'21” O e 6D)

Margens preservadas, com mata ciliar
curta, porém abundante, com baixa
interferéncia antropica. Profundidade da
ldamina d'agua de, aproximadamente,
1,20 m.

24°44’38” S; Margem direita da
BR-467, antes da
53°41°12” O  Estacgéo de Captacao
de agua da Sanepar

P3

Mata ciliar abundantes e bem
preservadas. Alta velocidade da éagua.
Profundidade aproximada de 1 metro.
Nas margens, leito composto por

sedimento. No meio do rio, o leito é
composto por pedras.

Tabela 2: (Continuacéo da Tabela 1): descri¢do dos pontos de coleta no Rio Toledo.

24°44°48' S; Ponte no Contorno
P4 Sul — Jardim Bressan,
53°44°26” O  Perimetro Urbano de

Toledo (6G e 6H)

Ponto  seriamente  impactado  por
atividades antropicas. Apresenta odor
caracteristico de langamento de esgoto.
Ponto impactado por lancamentos
pontuais e difusos de efluentes
industriais e domésticos a montante.
Margens impactadas pela erosdo, com
muito lixo e mata ciliar pouco preservada.
Moderada velocidade da agua e
profundidade média de 1,20 metros.

P5 24°45147 S; Préxima a Pedreira

Municipal — Préximo a

53°46'35" O foz (61 e 6J)

Ponto localizado proximo a foz do Rio
Toledo com o Rio S&o Francisco
Verdadeiro. Mata ciliar bem preservada,
porém composta por espécies exoticas
(Leucenas, bambus e eucaliptos);
profundidade consideravel (acima de 2
metros).

Figura 2: localizagdo dos pontos de amostragem e das estacfes. Ponto P1 (A); Ponto P2 (B);
Ponto P3 (C); Ponto P4 (D), e; Ponto P5 (E).
RN T g o AR FE o Y

Fonte: o autor.
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Os aspectos ecoldgicos e ambientais do fitoplancton foram delimitados
em cinco pontos fixos de coleta, em todo o percurso do rio Toledo, desde sua
nascente até a foz. As coletas foram realizadas durante o periodo de um ano,
entre julho de 2015 a junho de 2016.

3.2.2Coleta e identificacdo do fitoplancton

Para as avaliacbes qualitativas do fitoplancton, as amostras foram
coletadas com o auxilio de uma rede de fitoplancton com 20 um de abertura de
malha. As amostras foram fixadas e preservadas com solucao Transeau (6:3:1)
(BICUDO; MENEZES, 2006) na propor¢cdo 1:1 com a &gua da amostra,
imediatamente apos a coleta. Essas solu¢des fixadas foram armazenadas em
local fechado no Laborat6rio de Limnologia, Ecotoxicologia e Biomanipulacéo —
LEB, da Universidade Estadual do Oeste do Parana, UNIOESTE, campus de
Toledo, para posterior identificacdo em laboratério.

A identificacdo dos taxons foi realizada seguindo bibliografia
especializada, de acordo com Bourrelly (1968), Bicudo e Menezes (2006),
Sant’/Anna et al. (2006), Bortolini et al. (2010), Domingues e Torgan (2011,
2012), Aquino, Bueno e Menezes (2014) e Nardelli et al. (2016), identificadas
até o nivel de género em microscoépio optico.

A abordagem qualitativa do fitoplancton do rio Toledo foi realizada
considerando a presenca e a auséncia de géneros, antes e depois do trecho
urbano do corpo hidrico e, nas estacfes de inverno, verao, primavera e outono,
de forma a identificar a presenca de possiveis géneros bioindicadores de
qualidade ambiental.

3.2.3Variaveis abidticas

As variaveis abibticas analisadas no presente estudo foram as
seguintes: pH, turbidez (NTU), condutividade elétrica (us cm™), demanda
bioquimica de oxigénio — DBO (mg L), amonia (mg L), nitrito (mg L), nitrato
(mg L), fésforo total (mg L), Ortofosfato (mgL™?) e clorofila-a (ug L%). As
respectivas metodologias e o0s equipamentos utilizados estdo descritos na
Tabela 3.
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Tabela 3: metodologias e equipamentos utilizados para determinacédo das variaveis abibticas

do Rio Toledo.
Variavel Equipamento Metodologia
bH pHmetro digital Digimed Leitura da amostra no

DM-2P

equipamento

Turbidez (NTU)

Turbidimetro Quimis
AP2000

Leitura da amostra no
equipamento

Condutividade elétrica (S cm-

Condutivimetro digital

Leitura da amostra no

1) Digimed DM-3P eguipamento

Amobnia (mg L?) Vidrarias Golterman et al. (1978)
Nitrito (mg L) Vidrarias Strickland e Parson (1972)
Nitrato (mg L) Vidrarias Golterman et al. (1978)
P-total (mg L?) Vidrarias Mackereth et al. (1978)
Ortofosfato (mg L) Vidrarias Mackereth et al. (1978)

Clorofila-a (ug L)

Espectrofotbmetro HACH
DR-2012

Golterman et al. (1978).
Extracdo por Alcool etilico
95% e leitura em 663 nm e
750 nm em
espectrofotdmetro.

DBO (mg LY

Vidrarias

APHA (2005)

3.2.4Precipitacao pluviométrica

Os dados meteorolégicos de precipitacdo no periodo de estudo, no

municipio de Toledo, foram obtidos por meio de dados fornecidos pelo Sistema
Meteoroldgico do Parana (SIMEPAR).

3.2.5indices de estado tréfico —iet

3.2.5.1 IET de Carlson (1977) modificado por Lamparelli (2004)

A determinac&o do indice de Estado Trofico — IET para rios considera os

parametros clorofila-a e fosforo total dissolvido, por meio das equacdes 1, 2 e
3, segundo Carlson (1977), modificado por Lamparelli (2004), assim como a
classificacdo em diferentes graus de trofia: utraoligotrofico, oligotréfico,

mesotrofico, eutrofico e Hipereutrofico (Tabela 4).
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IET (Clorofila) = 10 x [6 B (—U,TU—U,EE](LEn Elurufila]] — 20
n
)
IET (P — Total) = 10 x [ — 2=02eknontdl ] 5
n
2
[ET — [IE.T {P—tutal]-;IET(Elurufila] 3)
Tabela 4: classificagdo do indice de estado tréfico para ambientes I6ticos (rios).
Categoria Ponderacio P-Total Clorofila-a
(Estado Trofico) ¢ (mg.L?) (mg.LY)
Ultraoligotréfico IET < 47 P<13 CL<0,74

Mesotrofico 52 < IET =59 35<P=<137 1,31 < CL 2,96
Eutréfico 59 < IET <63 137< P < 296 2,96 <CL<4,70
Supereutroéfico 63 < IET <67 296 <P <640 4,70<CL<7,46

Hipereutroéfico IET> 67 640 <P 7,46 < CL
Fonte: adaptado de Carlson (1977), modificado por Lamparelli (2004), e de CETESB (2014).

3.2.5.2 IET de Nygaard (1949)

Para determinac&o do indice de Estado Tréfico utilizando a comunidade
fitoplanctonica do Rio Toledo, foi utilizado o indice de Nygaard (1949) conforme
mostrado a seguir.

¢ Quociente simples (Qs)

n? Chlorococcales

QS - n? Desmidiales
4)
¢ Quociente Composto (Qc)
QC __ ChlorococcalestCentralez+Euglenales +Cyanophyceas
Dezmidiales
5)

e Quociente de diatomaceas (Qd)
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__ Centrales

Qd =

Pennales

(6)
3.3 RESULTADOS
3.3.1Precipitacao pluviométrica

Os valores de precipitacdo pluviométrica registrados no municipio de
Toledo durante o periodo de estudo (Tabela 5) apresentaram as maiores
chuvas no més de dezembro/2015, com 363,6 mm e as menores pluviosidades
no més de agosto/2015 com 51,2 mm registrados. Em relacdo a pluviosidade
observada até trés dias anteriores a realizacdo da coleta das amostras no rio
Toledo, a maioria dos valores apresentou apenas pancadas de chuva de baixo
volume e o maior valor foi em dezembro/2015 no qual choveu 136,4 mm,
equivalente a 37,51% do total registrado para o periodo.

Em relacdo a precipitacdo pluviométrica, a estacdo verdo foi a mais
chuvosa do periodo estudado com 795,60 mm acumulados, com o més de
dezembro/2015 registrando a maior pluviosidade mensal com 363,4 mm, bem
acima da média histérica mensal para a regido Oeste do Parand no mesmo
periodo, a qual varia entre 170 a 230 mm/més (SIMEPAR, 2015).

Tabela 5: valores de pluviosidade mensal no municipio de Toledo entre julho/2015 a
junho/2016.

Média

. Estacao do . Data da Pluviometria Pluviometria 3
Periodo historica .
Ano ) Coleta mensal (mm)?! dias*!
(mm)
Jul/15 80 31/07/2015 355,6 0
Ago/15 Inverno 90 28/08/2015 51,2 26,6
Set/15 140 18/09/2015 140,4 0
Out/15 200 22/10/2015 143,6 0
Nov/15 Primavera 150 28/11/2015 288,4 21,2
Dez/15 150 16/12/2015 363,6 39
Jan/16 188 27/01/2016 229,8 7
Fev/16 Veréo 188 26/02/2016 192,0 29,2
Mar/16 163 29/03/2016 95,4 0,4
Abr/16 142 21/04/2016 61,4 0
mai/l6 Outono 142 08/05/2016 212,4 7
jun/16 122 29/06/2016 66,4 0

* Precipitacdo referente ao periodo de 7 (sete) dias anteriores a realizacdo da coleta das
amostras no Rio Toledo.

Fonte: *Adaptado do Sistema Meteorolégico do Parana — SIMEPAR (2016). 2Adaptado de
dados das Redes de Monitoramento Climatoldgico do Instituto Agronémico do Parana — IAPAR.
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3.4 VARIAVEIS ABIOTICAS

Os resultados dos valores maximos e minimos das determinacdes das
variaveis abiotticas estdo mostrados na Tabela 6.

Os resultados de pH da agua do Rio Toledo apresentaram variacdes
significativas ao longo do periodo amostral, oscilando de um aspecto
levemente acido de 5,58, registrado na estacéo inverno (Ponto 1) a alcalino de
8,60 no outono, também no Ponto 1.

A condutividade elétrica da dgua apresentou ampla variacdo sazonal,
oscilando de 11,253 uS.cm™ na estacdo primavera (Ponto 1) a 166,700 yS.cm
na estacdo outono (Ponto 5), considerada elevada no presente estudo. Na
Tabela 3 é possivel constatar que os maiores valores de condutividade séo
observados nos pontos 4 e 5, justamente os que séo diretamente afetados pela
interferéncia do perimetro urbano.

A turbidez apresentou variacdo ao longo dos pontos amostrais e da
sazonalidade. O minimo registrado foi no P1, na estag¢do inverno, com 5,51
NTU e o maximo no P5, na estacao verdao, com 67,20 NTU, com 0s maiores
valores de turbidez foram verificados nos pontos P4 e P5.

Em relacdo aos compostos nitrogenados e fosfatados, todos registraram
suas concentracfes maximas nos pontos P4 e P5. Para aménia, o maior valor
observado foi de 29,05 mg Lt em P4, na estagdo primavera; para nitrito, 0,171
mg L? em P5, no verdo; em relacdo ao nitrato, 0 maximo registrado foi de
17,10 mg L em P4, na estagdo inverno; para fosforo total e ortofosfato, as
maiores concentracdes foram no P4, na estacao outono.

Considerando as concentragcdes minimas, os menores valores para 0s
parametros pH, condutividade, turbidez e nitrito foram registrados no P1, com
pH 5,58 na estacdo inverno; condutividade de 8,36 uS cm™ no verdo; turbidez
de 5,51 NTU no inverno e; 0,0001 mg L de nitrato nas estacGes primavera e
verao. Ja para os parametros amonia (N-NHz), nitrato (N-NO3), fésforo total (P-
PO4) e ortofosfato, tiveram o P2 como ponto com as menores concentracdes,
com 0,013 mg L?! de N-NHs, na estacdo verdo; 0,084 mg L de N-NOs no
verdo e no outono; 0,007 mg L* de P-PO4 na primavera e no verédo e 0,004 mg

Lt de Orto-P em todas as estacoes.
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As concentragdes de DBO teve seus menores resultados nos pontos P1
e P2, sendo a menor concentragdo encontrada de 0,173 mg L%, no ponto P2
na estacao verdo. Os valores mais elevados de DBO foram registrados nos
pontos P4 e P5, a jusante do trecho urbano do Rio Toledo, com maximo de
24,651 mg L.
Tabela 6: valores maximos, minimos e médios dos parametros fisicos e quimicos do Rio

Toledo, em quatro estacdes temporais: inverno (julho a setembro/2015), primavera (outubro a
dezembro/2015), verdo (janeiro a marco/2016) e, outono (abril a junho/2016).

Parametro Minimo Pto. Estacdo ano Méaximo Pto. Es;ﬁ((;)ao
pH 5,58 P1 Inverno 8,60 P1 Outono
Turbidez (NTU) 5,51 P1 Inverno 67,20 P5 Verao

Condutividade (uS/cm) 8,36 P1 Verao 174,80 P4 Outono
Amodnia (mg/L) 0,013 P2 Veréo 29,05 P4  Primavera
Nitrito (mg/L) 0,001 P1 Primavera/Verao 0,171 P5 Primavera

Nitrato (mg/L) 0,084 P2 Verdo/Outono 17,10 P4 Inverno

P-total (mg/L) 0,007 P1 Primavera/Verao 3,565 P4 Outono

Orto-P (mg/L) 0,002 P2 Inverno 3,532 P4 Inverno

DBO (mg/L) 0,000 Varias Todas 7,099 P3 Inverno

3.4.1indices de estado tréfico

3.4.1.1 IET de Carlson modificado por Lamparelli

Os valores médios de IET de cada ponto considerando a sazonalidade
foram calculados e seus resultados sdo mostrados na Tabela 7. Estes numeros
representaram minimo grau de trofia entre os pontos e em todas as estagdes
do ano, sendo todos classificados como Ultraoligotrofico, segundo classificacao
do grau de trofia de Lamparelli (2004).

Tabela 7: valores médios do indice de Estado Tréfico — IET, do rio Toledo durante o periodo
amostral em cada ponto de coleta.

Estacéo Ponto IET Classificacao
1 39 Ultraoligotrofico
2 39 Ultraoligotrofico
Inverno 3 40 Ultraoligotrofico
4 43 Ultraoligotrofico
5 42 Ultraoligotrofico
1 37 Ultraoligotrofico
2 37 Ultraoligotrofico
Primavera 3 37 Ultraoligotrofico
4 42 Ultraoligotrofico
5 34 Ultraoligotréfico
Verao 1 37 Ultraoligotrofico
2 39 Ultraoligotrofico
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3 37 Ultraoligotrofico
4 39 Ultraoligotrofico
5 36 Ultraoligotrofico
1 37 Ultraoligotrofico
2 37 Ultraoligotrofico
Outono 3 45 Ultraoligotrofico
4 33 Ultraoligotrofico
5 39 Ultraoligotrofico

3.4.1.2 IET de Nygaard (1949)

As Tabelas 8, 9 e 10 mostram os resultados obtidos do célculo do indice
de Estado Trofico de Nygaard. Trés indices de comunidade fitoplancténica
propostos por Nygaard (1949) foram utilizados para caracterizar o grau de trofia
do rio Toledo. Os indices de coeficiente simples (média total = 0,95) e de
diatoméaceas (média total = 0,55) permitiram classificar o rio como oligotrofico,
entretanto, no de diatoméaceas foram verificados pontos amostrais classificados
como eutroficos. O indice de coeficiente composto (média total = 1,40)
classificou o grau tréfico do rio como mesotréfico. Vale ressaltar que o indice foi
realizado considerando os géneros de algas encontrados no Rio Toledo, ndo

considerando a densidade fitoplanctdnica das amostras.

Tabela 8: indice simples de Nygaard (1949) aplicado a comunidade fitoplanctdnica do Rio
Toledo entre julho de 2015 a junho de 2016, em todos os pontos amostrais do Rio Toledo,
Toledo, Parana.
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3 5 0 0 Oligotréfico
4 8 0 0 Oligotréfico
5 6 0 0 Oligotréfico
Média - 5,90 0,15 0,95 Oligotrofico

Tabela 9: indice de diatomaceas de Nygaard (1949) aplicado a comunidade fitoplancténica do
Rio Toledo entre julho de 2015 a junho de 2016, em todos 0s pontos amostrais do Rio Toledo,
Toledo, Parana.

Estacéo Ponto Centrales Pennales Resultado Classificagéo

1 1 1 1 Eutréfico
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Tabela 10: indice composto de Nygaard (1949) aplicado a comunidade fitoplancténica do Rio
Toledo entre julho de 2015 a junho de 2016, em todos os pontos amostrais do Rio Toledo,
Toledo, Parana.

Estacdo Pto Chlorococ Centrales Eugleno Cyano Desmid Result Clas
1 4 1 0 0 0 0 Oligotréfico
2 6 2 0 0 0 0 Oligotréfico
Inverno 3 8 2 0 0 1 10 Hipereutréfico
4 10 0 0 4 0 0 Oligotréfico
5 6 0 0 3 0 0 Oligotréfico
1 6 0 0 1 0 0 Oligotréfico
2 5 0 0 0 0 0 Oligotréfico
Primavera 3 7 0 1 1 0 0 Oligotréfico
4 7 2 2 4 0 0 Oligotréfico
5 7 2 2 2 0 0 Oligotréfico
Verao 1 3 2 0 0 0 0 Oligotréfico
2 4 1 1 1 0 0 Oligotréfico
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3 4 0 0 2 1 6 Hipereutréfico
4 7 0 2 3 1 12 Hipereutréfico
5 6 1 1 2 0 0 Oligotréfico
1 5 1 0 0 0 0 Oligotréfico
2 4 0 0 0 0 0 Oligotréfico
Outono 3 5 1 0 0 0 0 Oligotréfico
4 8 1 0 3 0 0 Oligotréfico
5 6 2 0 1 0 0 Oligotréfico
Média - 5,90 0,90 0,45 1,35 0,15 1,40 Mesotrofico

3.4.2Distribuicdo da comunidade fitoplanctdnica

A comunidade fitoplancténica do Rio Toledo (Tabela 11) esta
representada por 41 taxons, em 10 ordens e 20 familias, distribuidos nas
classes Bacillariophyceae (10 géneros), Cyanophyceae (6 géneros),
Euglenophyceae (3 géneros) e Zygnemaphyceae (4 géneros) e Chlorophyceae
(18 géneros). A classe Chlorophyceae foi a mais representativa, totalizando
44% da distribuicdo fitoplanctonica do Rio Toledo, seguida das
Bacilariophyceae e Cyanophyceae, com 24% e 15%, respectivamente e, das
Cyanophyceae, Bacillariophyceae e Euglenophyceae, com 15%, 10% e 7%,
conforme a Figura 3.

Os representantes da classe Chlorophyceae foram demonstrados entre
as ordens Chlorococcales e Chlamydomonadales. Chlorococcales foi a ordem
com o0 maior numero de taxons encontrados dentre todos o0s taxons
identificados, divididos em 6 familias e 15 géneros no qual, exceto a ordem
Chlamydomonadales representada por 2 familias e 3 géneros (Pandorina sp.,
Chlamydomonas sp. e, Pyrobotrys sp.), todos os demais géneros sédo da ordem
Chlorococcales.

A classe Bacillariophyceae foi retratada por meio das ordens Centrales,
com 1 familia e 4 géneros (Aulacoseira sp., Cyclotella sp., Melosira sp. e,
Thalassiosira sp.) e Pennales, com 2 familias e 6 géneros (Eunotia sp.,
Fragilaria sp., Navicula sp., Nitzschia sp., Pinnularia sp., e Ulnaria sp.)

Os taxons pertencentes a classe Cyanophyceae estavam representados
entre as ordens Synechococcales, Chroococcales e Oscillatoriales.
Synechococcales apresentou o0 maior numero de taxons, registrando a

presenca de 2 familias com 3 géneros (Aphanocapsa sp., Coelomoron sp. e,
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Pseudanabaena sp.). A ordem Chroococcales esteve caracterizada por 2
familias e 2 géneros (Aphanotece sp. e, Chroococcus sp.). Por fim, a ordem
Oscillatoriales foi constituida de apenas 1 familia e 1 género (Planktotrix sp.).

Os taxons pertencentes a classe Zygnemaphyceae foram retratados
pelas ordens Desmidiales e Zygnematales. As desmidias estiveram presentes
em 1 familia e 3 géneros (Closterium sp., Staurastrum sp., e Staurodesmus
sp.), sendo a ordem das zignemaficeas mais presente no estudo.
Zygnematales foi representada por apenas 1 familia e 1 género (Roya sp.).

A classe Euglenophyceae esteve presente por meio de apenas 1 ordem
(Euglenales) e 2 familias. Os géneros pertencentes as euglenoficeas sao

Euglena sp., Phacus sp. e Trachelomonas sp.

20

-
o

—y
=

-
=)

13%

18
18
' 10
3]
L]
4
4 3
2 I
u Chlorophyceae Bacillariophyceae = Cyanophyceae 0

0,
24%
Chlorophyceae Bacilariophyceae  Cyanophyceae  Euglenophyceas Zygnemaphyceae

ea

numero de géneros
-
=

®Fuglenophyceae ®Zygnemaphyceae Classe

Figura 3: Distribuicdo de classes de fitoplancton do rio Toledo entre julho de 2015 a julho de
2016 em todas as estacdes amostrais

Tabela 11: Téaxons do fitoplancton encontrados no rio Toledo, Parand, Brasil, no periodo de
julho/2015 a julho/2016.

Taxon Taxon

CHLOROPHYCEAE BACILLARIOPHYCEAE
Ankistrodesmus Corda, 1838 Aulacoseira Thwaites, 1848
ChlamydomonasEhrenberg, 1833 Cyclotella (Kltzing) Brébisson, 1838
Chlorella Beijerinck 1890 Eunotia Ehrenberg, 1837
Coelastrum Né&geli, 1849 Fragilaria Lyngbye, 1819
Desmodesmus (Chodat) T.Friedl & E.Hegewald, Melosira C.Agardh, 1824

1999

Kirchneriella Schmidle, 1893 Navicula Bory, 1822
Monoraphidium Komarkova-Legnerova, 1969 Nitzschia Hassall, 1845

Oocystis Nageli ex A.Braun, 1855 Pinnularia Ehrenberg, 1843
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Pandorina Bory De, 1824 Thalassiosira Cleve, 1873
Pediastrum Meyen, 1829 Ulnaria (Kutzing) Compere, 2001
Planktospaheria G.M.Smith, 1918 CYANOPHYCEAE

Pyrobotrys Arnoldi, 1916 Aphanocapsa C.N&ageli, 1849
Scenedesmus Meyen 1829 Aphanothece C.N&ageli, 1849
Schroederia Lemmermann, 1898 Coelomoron H.F.Buell, 1938
Sphaerocystis Chodat, 1897 Chroococcus Néageli, 1849
Stauridium Corda, 1839 Planktothrix K.Anagnostidis & J.Komarek, 1988
Tetrastrum Chodat, 1895 Pseudanabaena Lauterborn, 1915
Westella Wildeman, 1897 Aphanocapsa C.N&ageli, 1849
EUGLENOPHYCEAE Aphanothece C.N&ageli, 1849
Euglena Ehrenberg, 1831 Coelomoron H.F.Buell, 1938
Phacus Dujardin, 1841 EUGLENOPHYCEAE
Trachelomonas Ehrenberg, 1835 Euglena Ehrenberg, 1831
ZYGNEMAPHYCEAE Phacus Dujardin, 1841
Closterium Nitzsch ex Ralfs, 1848 Trachelomonas Ehrenberg, 1835

Roya West e GSWest, 1896

Staurastrum Meyen ex Ralfs, 1848

Staurodesmus Teiling, 1948

A distribuigédo espacial de classes de fitoplancton no Rio Toledo durante
o periodo amostral esta representada na Figura 4. A estacdo amostral P4 foi a
mais representativa em termos de composicdo de géneros de algas, com 28
géneros de todas as classes e, a estacdo P1 foi a menos representativa, com
14 géneros, sem a presenca de integrantes da classe Euglenophyceae em P1
e P2. Em todas as estacdes amostrais a classe Chlorophyceae foi a mais
representativa, variando entre 6 (P2) a 14 géneros (P4), seguida da classe
Bacillariophyceae com variacdo pequena entre 2 (P2) a 5 géneros (P3 e P4) e
de Cyanophyceae de 1 (P1 e P2) a 5 géneros (P3 e P4). As demais classes
(Euglenophyceae e Zygnemaphyceae) foram pouco representativas, com 1 a 2
géneros cada.

A contribuicdo relativa de classes de algas nas estagbes amostrais no
Rio Toledo, apresentada na Figura 5 mostra que, assim como na distribuicdo
espacial, a classe Chlorophyceae foi a mais representativa em todos 0s pontos,
com maximo de 60% dos géneros de algas encontrados no P2, seguido de
Bacillariophyceae (29% no P1), Cyanophyceae (23% no P3). As classes
Euglenophyceae e Zygnemaphyceae foram pouco representativas
espacialmente, com o maior numero de taxons encontrados no P4, com 2
géneros cada.

Figura 4: nimero de géneros encontrados por classe de algas considerando todas as estacfes
amostrais no Rio Toledo entre julho de 2015 a junho de 2016.
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Figura 5: composicdo taxonémica do fitoplancton do Rio Toledo em cada estacdo amostral
entre julho de 2015 a junho de 2016.
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Com relacdo a variacdo sazonal da comunidade fitoplancténica (Figura
6), a composicao do fitoplancton demonstrou uma ligeira variacdo ao longo das
estacdes do ano. A estagdo verdo foi a mais representativa em numero de
géneros, com 30 tdxons de todas as classes encontradas e o inverno foi a
menos representativa com 21 géneros. Em todas as estacfes observou-se a
predominancia de taxons da classe Chlorophyceae, sendo a primavera a mais
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representativa com 14 géneros. A classe Bacillariophyceae apresentou
crescimento no numero de géneros ao longo das estacbes do ano, variando
entre 2 (inverno) a 6 géneros (verdo e outono). O periodo mais quente do ano
(verdo) favoreceu a ocorréncia de mais taxons de Cyanophyceae, com 5
géneros e a estacdo menos representativa foi a primavera, com apenas 3
géneros encontrados. As classes Zygnemaphyceae e Euglenophyceae foram
pouco representativas, com ocorréncias sazonais onde, enquanto a primeira
classe s0 ndo ocorreu no outono, a segunda teve ocorréncia somente nos
periodos quentes (verdo e inverno) e ambas com no maximo trés géneros.

A contribuicdo relativa de classes de algas nas esta¢des do ano no Rio
Toledo (Figura 7) apresentou predominancia da classe Chlorophyceae, com
representatividade acima de 50% na maioria das esta¢cdes do ano, exceto no
verdo no qual a distribuicdo entre as classes estava mais homogénea. As
diatomaceas (Bacillariophyceae) representaram entre 9% (inverno) a 27%
(verdo e outono) da distribuicao total, sendo a segunda classe em numero de
taxons, exceto no inverno onde as Cyanophyceae (12%) foram a segunda
classe mais representativa. Esta, nas demais estacdes, foi a terceira mais
representativa, variando entre 14% a 16%. As classes Zygnemaphyceae e
Euglenophyceae tiveram baixa representatividade, alcangando no maximo 10%
na estacao verao.

Figura 6: variacdo temporal (estac6es do ano) do nimero de géneros encontrados por classe

de algas no Rio Toledo entre julho de 2015 a junho de 2016. INV: inverno; PRI: primavera;
VER: verdo, e; OUN: outono;
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Figura 7: variacdo temporal percentual (estacbes do ano) da composi¢cdo taxonémica do
fitoplancton do Rio Toledo entre julho de 2015 a junho de 2016. INV: inverno; PRI: primavera;
VER: veréo, e; OUN: outono;
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3.5 DISCUSSAO

A dindmica da comunidade fitoplanctdnica em ambientes l6ticos é
consequéncia da relacdo entre atributos bidticos e abibticos, que estao
relacionados dentre outros fatores com as condicfes climaticas da regido, da



38

hidrologia do rio, dos usos mdultiplos de sua bacia hidrogréafica e do
comportamento biologico das espécies (SOUSA et al., 2015).

A oscilacdo das caracteristicas limnologicas na area de estudo acarretou
em mudancas na ecologia do fitoplancton, principalmente em escala espacial,
sendo observado crescimento do numero de géneros de algas ao longo do
curso do rio. Os maiores numeros de taxons de algas no Rio Toledo foram
observados nos pontos urbanos (P4 e P5), caracterizados por terem
significativa disponibilidade de nutrientes, principalmente compostos de
nitrogénio e fosforo, devido a contribuicdo de lancamentos de efluentes de
origem doméstica e industrial existente a jusante desses pontos. Segundo
Baleta e Bolafios (2016), a comunidade fitoplancténica € altamente sensivel as
mudancas em seu habitat e, estas alteracbes refletem diretamente na sua
distribuicdo e ocorréncia em termos de tolerancia, abundancia, diversidade e
dominancia no ecossistema aquatico.

Considerando a sazonalidade da distribuicdo fitoplanctbnica, as
estacdes primavera e verdo foram as que apresentaram 0 maior niamero de
taxons de algas, periodo caracterizado por chuvas abundantes, tanto mensais
quanto nos dias anteriores a coleta. Este fenbmeno é incomum nesta época
pois é caracteristico de periodos secos, com baixa vazao do rio. No periodo
chuvoso ocorrem diversas alteracdes no rio, como a elevacao da turbidez e da
turbuléncia e a reducdo da disponibilidade de nutrientes pelo aumento na
capacidade de autodepuracdo (ESTEVES, 2011; NARDELLI et al.,, 2016).
Entretanto, as contribuicdes pontuais aléctones de efluentes domésticos e
industriais ricos em nutrientes, localizados a jusante dos pontos de coleta,
podem ter redisponibilizado os nutrientes para a coluna d’agua e favorecendo a
grande diversidade qualitativa de géneros do fitoplancton.

Todos esses fatores relacionados a qualidade da agua e a dinamica do
fitoplancton podem estar ligados com a influéncia da bacia hidrogréafica sobre o
rio Toledo, em que a grande maioria dos valores maximos dos parametros
fisicos e quimicos foram registrados em pontos com grande interferéncia de
atividades antropicas, como a urbanizacéo e a industrializacéo, caso de P4 e
P5. A gqualidade da &gua dos recursos hidricos est4 diretamente relacionada
com o0s usos multiplos da sua bacia hidrografica, sendo reflexo do uso e
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ocupacdo do solo do entorno e, da infraestrutura dos centros urbanos
(LINDNER; GOMIG; KOBIYAMA, 2007; POLIGNANO et al., 2012).

A classe Chlorophyceae foi a mais representativa no Rio Toledo em
relacdo as demais classes de algas, com 44% dos géneros encontrados.
Grande parte dos géneros e espécies de algas verdes sdo cosmopolitas,
encontradas em diferentes condi¢cfes climéticas e limnoldgicas, nos diferentes
tipos de ambientes aquaticos continentais e, em distintos graus de trofia
(BICUDO; MENEZES, 2006; MENDES; COSTA, 2016), por isso é quase
sempre dominante no numero de tdxons (TUCCI et al., 2006). Entretanto,
devido as suas carateristicas de tamanho reduzido e rapido crescimento fazem
com que as cloroficeas sejam consideradas oportunistas, favorecendo sua
presenca nas diferentes estacdes do ano (RIEDIGER et al., 2015).

Diante das caracteristicas cosmopolitas das algas verdes em diferentes
ambientes aquaticos, outros autores também verificaram a representatividade
da classe em diferentes regiées do Brasil, como Fuentes et al., (2010) no Rio
das Contas (BA), Nogueira et al., (2005) e Train, Oliveira e Quevedo (2000) em
planicies de inundacado do Rio Parana (PR) e, Silva, Costa e Guedes (2011) no
Lago Azul (AL).

Alguns géneros de diatoméceas encontradas no Rio Toledo podem ser
consideradas bioindicadoras de poluicdo ambiental, considerando sua
tolerdncia aos distarbios ambientais. Espécies do género Nitzschia,
encontradas em P4 e P5, principalmente N. palea, apresentam maior tolerancia
a alteracdes provenientes de altas cargas organicas, ricas em nutrientes e com
baixos niveis de oxigénio dissolvido (SALOMONI et al., 2006; VAN DAM,;
MERTENS; SINKELDAM, 1994). Alguns autores associam N. palea e Navicula
cryptotenella a ambientes eutrofizados (GUIMARAES; GARCIA, 2016;
SCHNECK; TORGAN; SCHWARZBOLD, 2007).

As cianoficeas sdo um grupo de organismos encontrados nos mais
distintos ambientes aquaticos, porém, em aguas doces ocasionam prejuizos a
salde humana e animal (CORDEIRO-ARAUJO et al., 2010), limitando seus
usos (BARBOSA; PESSOA; SILVA, 2012). Os géneros de cianobactérias
Pseudanabaena, Aphanocapsa e Planktothrix ocorrem geralmente em

ambientes aquéticos com alta concentracdo de nutrientes, elevada turbidez e
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baixa penetragcdo de luz (TUNDISI; TUNDISI, 2008), caracteristicas de
ambientes poluidos e, com potencial toxico (CARVALHO et al., 2013; GOIS;
OLIVEIRA, 2014). Estas condicdes foram verificadas nos pontos P4 e P5, em
todas as estacGes do ano, favorecendo a ocorréncia destes géneros.

Os géneros pertencentes a classe Euglenophyceae encontrados no
presente estudo (Euglena sp., Phacus sp. e Trachelomonas sp.) possivelmente
sao bioindicadores de poluicdo ambiental, visto que suas presencas se deram
em pontos com alta carga organica (DBO), principalmente no trecho urbano do
Rio Toledo (P4 e P5). Este resultado corrobora com a investigagéo de Pereira e
Azeiteiro (2003) em Portugal, os quais encontraram estes mesmos géneros em
condicBes de presenca de matéria organica proveniente de fezes e urina.

O nivel de estado tréfico do Rio Toledo estd muito distante de uma
possivel ocorréncia da eutrofizacdo, mesmo nos pontos P4 e P5, nos quais
ocorreram elevadas concentracbes de nutrientes. Segundo Cunha, Falco e
Calijuri (2008), os ambientes loticos apresentam caracteristicas especificas que
os diferem dos |énticos, como a presenca de turbuléncia, o baixo tempo de
retencdo hidraulica e o carreamento continuo da comunidade fitoplancténica a
jusante, por isso tornando anormal um possivel evento de eutrofizacdo no Rio
Toledo.

Os resultados de IET do rio Toledo como ultraoligotréfico corroboram
com outras investigacfes realizadas em ambientes |6ticos. Andrietti et al.
(2016) em avaliacdo do IET no Rio Caiabi, no Mato Grosso, encontraram
valores entre 10 a 29 em cinco pontos e nas estacdes seca e chuvosa, indices
inferiores aos encontrados no presente estudo. Semelhantes ao encontrado no
estudo em questdo, Maia, Carvalho e Carvalho (2015) obtiveram IET variando
entre 27 a 44 em um corpo hidrico no Estado de S&o Paulo.

Dos trés indices propostos por Nygaard (1949) dois deles (simples e de
diatomaceas) classificaram o Rio Toledo como oligotroéfico e o indice composto
como mesotréfico. Entretanto, em alguns pontos foram classificados como
eutroficos e hipereutréficos que, ndo apresentaram caracteristicas limnoldgicas
para tal classificacdo e nao considerando a densidade do fitoplancton,
indicando um resultado ndo condizente com a realidade do corpo hidrico,
corroborando com a observacdao feita por Fox (2000). Mesmo em reservatorios,
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ambientes para os quais o indice foi desenvolvido, o seu uso néo foi eficiente
como observado por Oliveira (2010) sendo testados diferentes indices para
determinacao do grau trofico do Reservatério de Cachoeira Dourada (GO/MG),
e o Indice de Nygaard foi o Gnico que n&o foi eficaz na determinacdo do grau

trofico por também néo considerar a densidade do fitoplancton.
3.6 CONSIDERACOES FINAIS

A variacdo espacial da comunidade fitoplancténica do Rio Toledo foi
diretamente influenciada pelas condicdes fisicas e quimicas da agua, por meio
das interferéncias externas da bacia hidrografica a qual estd inserida,
principalmente nos pontos amostrais a jusante da cidade, devido a intensa
ocupacao urbana e as atividades industriais do entorno. Temporalmente, as
estacbes do ano nao foram fatores influenciantes na composicdo do
fitoplancton as classes Chlorophyceae, Bacillariophyceae e Cyanophyceae,
entretanto, as condigcbes mais propicias para a comunidade fitoplanctdnica
foram na primavera e no verdo. Os géneros das classes Zygnemaphyceae e
Euglenophyceae ocorreram esporadicamente e, as euglenoficeas s6 ocorreram
nas estacdes quentes (primavera e verao).

A comunidade fitoplanctbnica esteve representada por uma grande
diversidade de géneros, principalmente nos pontos P4 e P5 a jusante do
perimetro urbano de Toledo, onde foram registrados os maiores niameros de
taxons, com representantes de todas as classes encontradas. Nos pontos P1,
P2 e P3, anteriores a cidade, ndao houveram alteracdes significativas em
relacdo a composi¢do do fitoplancton. A comunidade fitoplanctonica esteve
representada em sua maioria pelas cloroficeas, seguidas das diatomaceas e
cianoficeas presentes em todos 0s pontos e esta¢cdes do ano e com ocorréncia
esporadica de representantes das classes das euglenoficeas e das
zignemaficeas.

O indice de Estado Tréfico — IET de Lamparelli classificou o Rio Toledo
como oligotrofico e os IET de Nygaard classificaram de oligotréfico a
mesotrofico, entretanto, este ultimo nao foi eficiente pois desconsiderou a
densidade fitoplanctbnica de cada amostra, sendo isto fundamental para

confirmar o grau trofico do rio. Portanto, para a determinacdo do IET com uso
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do fitoplancton, estudos quantitativos devem ser realizados de forma a
considerar a densidade fitoplanctonica, para evitar resultados falsos-positivos.
Diante disso, ndo foi possivel afirmar o real estado tréfico do Rio Toledo,
devido ao fato de serem utilizados dois modelos de IET com metodologias
completamente diferentes entre si, sendo o de Lamparelli utilizando parametros
quimicos e biolégicos indiretos (P-total e clorofila-a) e o de Nygaard utilizando a
comunidade fitoplanctbnica, sendo necessario outros estudos para
comprovacao do estado trofico do rio Toledo.

Diante dos resultados apresentados, se faz necessério o
aprofundamento dos estudos sobre o Rio Toledo com maior periodicidade, pela
sua importancia na gestdo dos recursos hidricos do municipio, considerando o
monitoramento continuo da qualidade da agua por meio de variaveis fisicas,
quimicas e bioldgicas, neste caso os aspectos qualitativos e quantitativos do
fitoplancton e suas interrelagbes com as influéncias da bacia hidrografica,
utilizando assim as algas como ferramentas bioindicadoras da qualidade da

agua para acles de conservacao e preservacao do Rio Toledo.
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4 ARTIGO 2: AVALIACAO DO CRESCIMENTO E DA VARIACAO DO pH DE
CULTIVOS MISTOS E ISOLADOS DE UM BANCO DE MICROALGAS

RESUMO

Este trabalho avaliou o crescimento e a variacdo do pH de cepas unialgais e mistas de
um banco de microalgas. As cepas de microalgas foram obtidas da Colecdo LEB de
Microalgas da UNIOESTE, campus Toledo-PR. Foram utilizadas quatro cepas, sendo
duas mistas (com dois ou mais géneros) e duas isoladas de Chlorella sp, divididas em
guatro tratamentos, todos contendo meio sintético BM. O crescimento das cepas foi
acompanhado por curvas de crescimento durante 18 dias, por meio de contagem a
cada dois dias, por meio das taxas de crescimento, duplicacdo celular, tempo de
geragdo, a mensuragdo do pH e o comportamento das espécies de ortofosfato no
cultivo. Todos os tratamentos obtiveram crescimentos expressivos ao longo dos dias,
crescendo entre 50 a 98 vezes a sua densidade inicial. A cepa unialgal T4 apresentou
a maior densidade celular maxima — DCM de 4960 x 10° cel mL* e a menor DCM foi
registrada pelo cultivo misto T2 com 513 x 10° cel mL?*. O nimero de géneros
presentes no cultivo e o inéculo influenciaram no crescimento dos cultivos em que
cultivos mistos com baixos inéculos apresentaram menor crescimento do que o0s
unialgais com altos indculos. As velocidades de crescimento especifico indicaram
intensas variacfes entre os intervalos de dias e as taxas de duplicagdo celular e o
tempo de geracdo as acompanharam na tendéncia de variacdo da taxa de
crescimento, flutuando amplamente ao longo do experimento. Todas as cepas
apresentaram elevacédo do pH ao longo dos dias de experimento, partindo de uma
condicdo levemente &cida no inicio para alcalina nos dias subsequentes. Apenas no
inicio do experimento, com pH &cido a fracdo dominante de ortofosfato foi H.PO4 e
com pH alcalino passou a ser HPO.". Assim, 0s cultivos isolados apresentaram maior
crescimento do que os cultivos mistos, com influéncia direta do inéculo da cepa e do
namero de géneros presentes e o pH acima de 8,0 foi a melhor condi¢do para que a
forma de ortofosfato absorvivel pelas algas estivesse disponivel, apresentando maior
crescimento.

Palavras-chave: algas; ambiente de crescimento; alcalino.

ABSTRACT

This work evaluated the growth and pH variation of unialgal and mixed strains of a
microalgae bank. The microalgae strains were obtained from the LEB Collection of
Microalgae from UNIOESTE, Toledo-PR campus. Four strains were used, two mixed
(with two or more genera) and two isolates of Chlorella sp, divided into four treatments,
all containing BM synthetic medium. The growth of the strains was followed by growth
curves for 18 days, by counting every two days, through growth rates, cell duplication,
generation time, pH measurement and the behavior of the orthophosphate species in
the culture. All the treatments obtained expressive growths over the days, growing
between 50 and 98 times their initial density. The unialgal T4 strain had the highest
maximum cell density - DCM of 4960 x 10° cells mL?* and the lowest DCM was
recorded by mixed T2 cultivation with 513 x 10° cells mL!. The number of genera
present in the culture and the inoculum influenced the growth of the cultures in which
mixed cultures with low inocula presented lower growth than the unialgais with high
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inocula. Specific growth rates indicated intense variations between day intervals and
cell doubling rates and generation time accompanied them in the trend of variation of
the growth rate, fluctuating widely throughout the experiment. All strains showed
elevation of pH over the days of experiment, starting from a mildly acidic condition from
baseline to alkaline on subsequent days. Only at the beginning of the experiment, with
acid pH, the dominant fraction of orthophosphate was H2PO, and at alkaline pH it
became HPO.. Thus, isolated cultures presented higher growth than mixed cultures,
with direct influence of the inoculum of the strain and the number of genera present
and pH above 8.0 was the best condition for the form of orthophosphate absorbed by
algae to be available showing higher growth.

Keywords: algae; growth environment; alkaline.

4.1 INTRODUCAO

As microalgas sdo constituidas de uma grande diversidade de seres
microscopicos, em sua maioria fotossintéticos e de habitos plancténicos,
unicelulares, podendo estar presentes no ambiente de forma isolada, em
colébnias ou como segmento linear de células. Entretanto, ocorre pouca ou
nenhuma diferenciacdo entre as funcbes celulares, sendo cada célula
responsavel por todas as fungbes vitais. S&o organismos aquaticos
cosmopolitas, habitando ambientes marinhos e continentais e sdo altamente
sensiveis as condi¢cdes ambientais do meio, como temperatura, radiacéao,
disponibilidade de nutrientes, pH e oxigenacdo do cultivo (ANDRADE;
COLOZZI FILHO, 2014; DERNER et al., 2006; LOURENCO, 2006; SCHMITZ;
MAGRO; COLLA, 2012).

O interesse recente e crescente no desenvolvimento de estudos
relacionados com as microalgas se deve as vastas possibilidades de sua
aplicacdo. As microalgas possuem fundamental importancia ambiental por
serem base da cadeia alimentar aquatica, sendo essenciais ao equilibrio do
ecossistema e por serem altamente sensiveis a disturbios ambientais
provocados por atividades antropicas (CHELLAPPA; LIMA; CAMARA, 2007).
Além disso, apresentam potencialidades significativas de aplicacdo econémica
na alimentacdo humana e animal, potencial terapéutico, no tratamento de
efluentes, na producdo de bioenergia e em ensaios ecotoxicolégicos (ABDEL-
RAOUF; AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012; BRENNAN; OWENDE, 2010;
GONZALEZ; CANIZARES; BAENA, 1997; HU, 2004; OLIVEIRA; BASTOS;
NEVES, 2011; PRIYADARSHANI; RATH, 2012).
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As microalgas podem ser cultivadas em condi¢des autotréficas, com a
obtencdo de carbono por meio da fotossintese, na conversdo da energia
luminosa em energia quimica, fornecendo gas carbdnico para a respiracao das
algas. Os heterotroficos necessitam de compostos organicos sintetizados por
outros organismos como energia e fonte de carbono (PEREZ-GARCIA et al.,
2011) e, os mixotroéficos utlizando as duas fontes.

Quanto ao numero de géneros dos cultivos, os mesmos podem ser
classificados em monoalgais, 0s quais sdo 0s mais comumente utilizados para
as diversas aplicacbes ambientais e econémicas, pois possibilita e facilita o
controle e o entendimento do processo de crescimento e de biomassa e; 0s
mistos, com a presenca de dois ou mais géneros de microalgas, com aplicacao
mais restrita do que os cultivos unialgais (LOURENGCO, 2006; SIPAUBA-
TAVARES; ROCHA, 2001). Embora seu uso seja mais limitado, os cultivos
mistos também podem ser aplicados principalmente no tratamento de efluentes
(CHINNASAMY et al., 2010).

Para obter éxito no cultivo de microalgas, € necessario que o ambiente
de cultivo proporcione condi¢cbes para que o maior numero possivel de
exigéncias da alga seja satisfeito, disponibilizando os nutrientes necessarios ao
crescimento e aos seus processos metabdlicos (BAUMGARTNER et al., 2013).
Por isso, € fundamental entender os efeitos bidticos e abidticos que podem
influenciar no crescimento, como: temperatura; luminosidade; aeracéo; pH;
disponibilidade de nutrientes; tipo de biorreator; concentracdo inicial de
biomassa, e densidade populacional da cultura (ANDRADE; COLOZZI FILHO,
2014).

Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho é avaliar o crescimento de
cepas unialgais e mistas de um banco de microalgas e a variacdo do pH no
meio de cultivo, de forma a compreender as fases de crescimento dos cultivos,
os fatores bidticos e abidticos que podem influenciar o desenvolvimento das
cepas e, a dinamica do pH na disponibilidade de nutrientes limitantes ao

crescimento das microalgas.
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4.2 METODOLOGIA

As cepas de microalgas foram obtidas da Colecdo LEB de Microalgas do
Rio Toledo, da Universidade Estadual do Oeste do Parand — UNIOESTE,
campus Toledo. Foram utilizadas quatro cepas, sendo duas mistas (com dois
géneros) e duas isoladas de Chlorella sp, divididas em quatro tratamentos,

conforme Tabela 1.

Tabela 12: descricdo dos tratamentos utilizados.

Tratamento Cepa Estado do cultivo Géneros presentes

Chlamydomonas sp. e

T LEB 004 Misto Chlorophyceae 1.
. Nitzschia sp. e
T2 LEB 033 Misto Scenedesmus sp.
T3 LEB 018 Isolado Chlorella sp.
T4 LEB 020 Isolado Chlorella sp.

As curvas de crescimento dos dois géneros isolados foram realizadas
em triplicata, em erlenmeyers de 50 mL, com duracao de 18 dias. Foi utilizado
o volume de 10 mL de meio de cultura (Tabela 5) em todos os recipientes em
proporcao 1:1:8 (alga:meio:dgua). Como meio de cultura, foi utilizado o meio
sintético BM com a seguinte formulagdo: KNOs: 1,25 g LY; KH2PO4: 1,25 g LY,
MgS04.7H20: 1,00 g Lt; CaClz: 0,084 g LY; H3BOs: 0,114 g LY, FeS04.7H20:
0,05 g L1; ZnS04.7H20: 0,088 g L1; MnCL2.4H20: 0,014 g Lt; CuS0Oa4.5H20:
0,016 g L't; Ca(NOs3)2.6H20: 0,005 g L!; Fe-EDTA: 0,5 g L.

O estudo foi realizado em estruturas contendo duas bancadas, dotadas
de sistemas de iluminacéo artificiais, sem fotoperiodo, por meio de lampadas
fluorescentes de 20 W e temperatura controlada entre 25 e 30°C, com média
de 27°C.

O crescimento da referida microalga, por meio da sua densidade celular,
foi acompanhada por contagem direta em camara de Neubauer (SIPAUBA-
TAVARES; ROCHA, 2001) a cada dois dias.

A cinética de crescimento microalgal foi acompanhada pelas equacdes

1, 2 e 3, descritas por Lourenco (2006):
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e Taxa de crescimento (M), Taxa de duplicagées por dia (k) e Tempo

de geracao (G2)

In %)
=1y 0
p(dia™) = 78
1)
iagz(ﬁ:]
s —1y Ng
k (dia 1) = o
2)
G (h) 06931
. —
3)
Na qual:

u = taxa de crescimento (dial); N = densidade celular (x10° cel mL?) tempo t
(dia); No = densidade celular inicial (x10° cel mL?) no tempo to (dia), e; as
duplicacbes diarias t = tempo (dias); to = tempo inicial (dias); k = Taxa de
duplicacéo celular (dia!); y = taxa de crescimento (dia).

Paralelamente a contagem da densidade celular, mediu-se o pH dos
cultivos utilizando pHmetro marca Digimed® modelo XXX. O comportamento
das espécies de ortofosfato no cultivo foi obtido por meio das equacdes 4, 5 e 6
de equilibrio quimico de H2PO4 e HPO4*.

K1[Hg07]

x 100
Hy0%13+K1 [H;0%]?+K2 K1 [H30F]+K1.K2.K3

H, PO, (%) = ;
(4)
HP0Z2 (%) = 100 — H, PO (5)
Nas quais:
H.PO; (%): percentual da fragdo H2POa4 no cultivo;
HPOZ™ (%): percentual da fragdo de ortofosfato HPO4? no cultivo;

[H3O*] = concentracdo do cation hidrébnio no meio de cultivo, obtido pela

equacao 6:
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[H3O*] = 10°" (6), pH do cultivo de cada medicéo (2 dias);
K1 = primeira constante de dissociacéo (7,5 x 10°3);
K2 = segunda constante de dissociagéo (6,2 x 107);

Ks = terceira constante de dissociagao (3,6 x 1013);
4.3 RESULTADOS
4.3.1Curva de crescimento

As curvas logaritmicas de crescimento das cepas mistas (LEB 004 e
033) e das cepas isoladas (LEB 018 e 020) estéao representadas na Figura 8.

Com relacdo a duracdo das fases de crescimento dos tratamentos,
somente o T3 apresentou fase exponencial mais curta de 12 dias, entrando em
fase senescente a partir dai até o final do experimento, totalizando 6 dias. Os
demais tratamentos tiveram 14 dias de fase exponencial e 4 dias senescentes.
Em todos os tratamentos ndo houve a ocorréncia da fase de adaptacdo ao
crescimento (lag).

Os tratamentos referentes aos cultivos mistos (T1 e T2) apresentaram
grandes amplitudes de crescimento entre si ao longo do experimento em que,
enquanto o T1 constituido somente por géneros de algas verdes, cresceram 50
vezes a sua densidade inicial — DI de 16,4 x 10° cel mL™, finalizando a fase
exponencial com 820 x 10° cel mL! e o T2 composto de dois géneros de
classes distintas (Nitzschia - Bacillariophyceae e Scenedesmus -
Chlorophyceae) cresceu quase o dobro de T1 (98 vezes), com densidade inicial
de 5,20 x 10° cel mL?! e densidade final - DF de 513 x 10° cel mL. Por outro
lado, os cultivos unialgais demonstraram crescimento similar entre si sendo que
T3 cresceu 57 vezes, representando DI de 48 x 10° cel mL? e DF de 2770 x
10° cel mL1 e, T4 teve crescimento de aproximadamente 65 vezes a sua DI de
76,40 x 10° cel mL?, finalizando com DF de 4960 x 10° cel mL%, sendo esta a
maior densidade celular registrada.

O in6culo de cada tratamento também influenciou as densidades
celulares maximas — DCM observadas no experimento. No tratamento T1, o
qual foi o menor inéculo dentre os tratamentos, a menor densidade celular

possibilitou que o cultivo crescesse quase 100 vezes a densidade inicial no
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término da fase exponencial, entretanto, a DCM foi a menor dentre os cultivos,
por se tratar de uma cepa mista. Enquanto isso, o T4 registrou a maior DCM ao
final da fase exponencial de crescimento, visto que o indculo adicionado foi
maior do que nos demais tratamentos e isto, associado ao fato de se tratar de
uma cepa de um unico género e as condi¢des favoraveis de evolucdo do meio

de cultivo podem ter favorecido para que tal acontecimento tenha ocorrido.
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Figura 8: densidades celulares de crescimento dos diferentes tratamentos durante 18 dias.
Resultados apresentados em logaritmo de 2 do valor da densidade celular.

Os resultados das velocidades de crescimento especifico mostrados na
Tabela 13 indicam intensas variagdes entre os intervalos de dias. As
velocidades de crescimento dos quatro tratamentos durante a fase exponencial
oscilaram entre 0,24 dia! em T1 a 0,34 dia! em T2. OS tratamentos T3 e T4
apresentaram velocidades de crescimento muito préximas entre si, com 0,28
dial e 0,27 dia!, respectivamente.

A taxa de duplicacdo celular e o tempo de geracdo acompanham a

tendéncia de variacdo da taxa de crescimento, flutuando amplamente ao longo

20
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do experimento. Os resultados obtidos indicam que na fase exponencial
somente T2 realizou mais de uma duplicacao por dia entre os dias6 a8 e 10 a
12 com tempo de duplicacao de 55 e 58 minutos, respectivamente.

Tabela 13: taxas de crescimento especifico (u; dial), de duplicagdo celular (k; dial) e, tempo
de duplicacdo (Gz; hora) dos diferentes tratamentos em funcdo do tempo de cultivo. OBS: G2

negativos ndo foram considerados. FCE: fase de crescimento exponencial; FSE = fase de
senescéncia.

Tempo Tl T2 T3 T4

(dias) 1] k G2 T k G2 T} k G2 T} k G2

0-2 047 068 147 0,12 0,18 566 0,211 0,16 607 062 09 1,12

2-4 014 020 503 019 028 361 034 049 205 008 0,11 8,99

4-6 007 0,10 953 0,12 0,17 586 021 030 336 036 0,52 1,93

6-8 016 024 425 0,75 109 092 023 033 299 0,23 0,33 3,02

810 023 033 299 012 0,18 569 030 043 233 040 058 1,74

10-12 0,34 049 202 0,72 104 09 057 082 122 056 081 1,23

12-14 0,54 0,78 1,29  ----  —-eem omee- 033 048 210 0,05 0,07 14,54

FCE 025 040 248 028 0,73 137 027 043 233 034 047 211

FSE 008 0,12 852 0,17 0,24 418 0,04 0,06 1551 0,03 0,04 2298
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45 6
4
024750 . 5 y=0,3451%
35 y=0. .- R==0,9709 e
R7=0,934 o e
—~ 3 A 5‘4 .
5 .
x25 R 2 3 e
S e S
5 2 .-: )é'; )
15 e 2 >
.. .
1 e . ; [
05
e e
0 2 4 6 H 10 12 14 16 0 2 4 B 8 10 12 14
Tempo (dias) Tempo (dias)
3 T4
45 45
. y=0,2802x . ) 4 ¥ = 02683 .
R = 0.8859 . R = 0,9554 -
35 35 s ® ..
3 3 )
5 R 5
%25 R25 .
2 & 2 e
= 2 P -
= 5 °
15
: 15 e
1 . 1 ey
05 e 05 .
o e e
e e’
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 9: velocidades de crescimento especifico dos diferentes tratamentos em fungédo dos
dias de crescimento.

4.3.2pH

Com relacdo ao pH dos cultivos (Tabela 14), todas as cepas
apresentaram crescimento ao longo dos dias de experimento, partindo de uma
condicdo levemente acida entre 6,57 a 6,70 no inicio para alcalina nos dias

subsequentes. Exceto o pH inicial, toda a fase de crescimento exponencial

16
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ocorreu em pH alcalino, variando entre 7,04 a 9,62, com as DCM verificadas
entre 8,80 a 9,32.

O percentual de fracdo de ortofosfato presente no meio de cultivo
mostrada na Figura 10 indica que apenas no inicio do experimento a fracao
dominante de ortofosfato foi H2PO4 quando o pH do meio de cultivo esteve
levemente acido, entre 76% a 82%. Nos dias subsequentes, com a elevacdo do
pH para alcalino, a forma predominante de ortofosfato passou a ser HPO4 com
percentuais que chegaram a 99% no apice da fase exponencial de
crescimento. Com a diminuicdo do ortofosfato no dia 14, houve decréscimo na
densidade celular nos dias seguintes até o final do experimento.

Tabela 14: valores médios de pH e seus respectivos desvios padrdao dos diferentes
tratamentos, ao longo dos dias de experimento.

Dia T1 T2 T3 T4
0 6,62+0,00 6,70+0,00 6,57+0,00 6,58+0,00
2 7,38+0,10 7,04+0,01 7,47+0,24 7,75+0,07
4 7,80+0,03 7,48+0,12 8,04+0,22 8,11+0,06
6 8,11+0,09 7,88+0,01 8,49+0,35 8,28+0,09
8 8,41+0,07 8,47+0,18 8,67+0,04 8,51+0,13
10 8,60+0,05 8,70+0,16 8,77+0,01 8,64+0,10
12 8,74+0,14 8,80+0,15 8,85+0,06 8,75+0,15
14 9,02+0,10 8,96+0,12 9,32+0,27 9,23+0,48
16 8,86+0,05 9,62+0,59 9,62+0,28 9,70+0,18

18 8,85+0,03 9,50+0,48 8,86+0,07 9,55+0,12
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Figura 10: dindmica das fracdes de ortofosfato nos meios de cultivo das cepas analisadas em
fungéo dos dias de experimento.

4.4 DISCUSSAO

4.4.1Curva de crescimento

Fatores ambientais como o pH, temperatura, intensidade luminosa e
nutrientes ndo s6 afetam a fotossintese e as taxas de crescimento celular, mas
também interferem na composicdo celular e nas atividades metabdlicas das
células microalgais (JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY, 2013).

As curvas de crescimento permitem identificar fases de desenvolvimento
das microalgas, independentemente de sua duracdo (LOURENCO, 2006),
ocorrendo em cinco fases: adaptacdo, crescimento exponencial, fase de
crescimento decrescente, fase estacionaria e fase senescente (MOAZAMI et
al., 2012). A nédo ocorréncia da fase de adaptacéo no presente estudo pode ser
atribuida ao fato de que os in6culos dos cultivos estavam em fase exponencial

de crescimento, fato também observado por Li et al. (2011). Um inéculo alto, ou
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seja, de densidade celular acima de 10® cel mL? inibe consideravelmente o
crescimento da alga (LU et al., 2012).

O crescimento celular de microalgas esta diretamente atrelado a
disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo, dentre eles o nitrogénio e o
fésforo. De acordo com Anand e Arumugan (2015), o fornecimento de uma
fonte nitrogenada ao ambiente de cultura aumenta significativamente o
crescimento celular até certo ponto no qual ocorre o esgotamento do
nitrogénio, afetando o crescimento da alga. O nitrogénio é o elemento mineral
mais abundante nas algas, representa 55% da composi¢cdo nutricional da
biomassa algal e € constituinte fundamental de aminoacidos, proteinas
estruturais e funcionais das células (BECKER, 1994; COSTA et al., 2014). O
foésforo (P) é extremamente importante ao desenvolvimento de um cultivo de
microalgas, de forma a atuar diretamente nos processos metabolicos e
transferéncia de energia e, tamanha é a sua significancia no cultivo que é
considerado um nutriente limitante pois sua limitacdo estd atrelada ao
decréscimo do crescimento celular (BAUMGARTNER et al., 2013; COSTA et
al., 2014; GROBBELAAR, 2004).

As interagcdes competitivas entre 0s géneros presentes nas cepas mistas
podem ter influenciado as menores densidades celulares das cepas mistas
guando comparadas com as cepas isoladas. Segundo Lourenco (2006), ocorre
uma tendéncia natural de perda de controle dos cultivos mistos ao longo do
tempo de manutencgéo nesse estado, intensificando as interagbes competitivas
por recursos até 0 momento em que um género se sobressai sobre os demais.
Por isso, o0 mesmo autor recomenda a manutencdo das cepas isoladas
separadamente e misturar apenas no inicio do cultivo misto.

As taxas de duplicacdo seguem tendéncia de acompanhamento da
variacao da taxa de crescimento especifico (BAUMGARTNER et al., 2013). Em
estudos com diferentes espécies de Scenedesmus, Durvasula e colaboradores
(2015) obtiveram maiores taxas de duplicacdo celular de 0,54 dia? para meio
TAP e 0,23 dia! para meio BG-11. Tang e colaboradores (2011) verificaram
taxas de duplicacdo de 0,50 dia! e 0,60 dia! sem a adicdo de CO2 e, com a

adicdo de 10% de COz, as taxas de diviséo diaria ficaram em 0,9 dia™’.
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4.4.2pH

A crescente e intensa atividade biologica das algas ao longo dos dias de
experimento podem ter elevado o pH do cultivo. O consumo de carbono
inorgéanico utilizado no consumo para o crescimento da cultura de algas no
processo fotossintético, faz elevar o pH no meio de cultivo, fazendo com que
ocorra equilibrio entre as formas de carbonato e hidrogenocarbonato no
sistema tampédo (LOPES, 2007; PAWLOWSKI et al., 2014). (COHEN, 1999;
GOLDMAN, 1999).

A partir do segundo dia de experimento, ocorreu elevacdo do pH do
cultivo e isto pode ter influenciado a disponibilidade de fésforo no meio de
cultivo, favorecendo o crescimento exponencial. O pH interfere diretamente na
fracdo de ortofosfato disponivel, pois a absorcéo de fésforo pelas algas ocorre
nas formas de ortofosfato inorganico (H2POs+ e HPO4%) incorporadas a
compostos organicos, variando sua fracdo de acordo com as mudancas de pH
do cultivo sendo que em pH &cidos (pH < 7,0) a espécie dominante de
ortofosfato € H2PO4 e em condicdes alcalinas de pH (> 7,0) torna-se HPO4? a
qual é a forma de ortofosfato utilizada pelas algas (BECKER, 1994; DAVIS;
MASTEN, 2016; GERARDI, 2015). Segundo Zabochnicka-Swiatek e Malinska
(2013), e quando o pH esta acima de 9,0, prevalecem os ions PO4*

A elevacdo dos valores de pH no presente estudo foi semelhante a
encontrada por Tripathi, Singh e Thakur (2015) que avaliaram o efeito do pH no
crescimento de Scenedesmus sp. e observaram que o melhor desenvolvimento
microalgal se deu em pH alcalino (pH = 8). Chiranjeevi e Mohan (2016)
obtiveram em pH alcalino de 8,5 os melhores resultados de producdo de

biomassa de microalgas.
4.5 CONSIDERACOES FINAIS

As maiores densidades celulares méaximas foram observadas nos
tratamentos de cepas unialgais, ou seja, com a presenca de um unico género.
Os tratamentos com cultivos mistos apresentaram menores DCM

provavelmente pela atividade competitiva entre os géneros presentes na cepa.
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O in6culo de cada cepa influenciou consideravelmente na densidade
celular dos cultivos. Desta forma, antes de iniciar um cultivo, a densidade do
in6culo deve ser calculada para que a fase exponencial se prolongue pelo
maior tempo possivel.

E necesséario que as cepas mistas sejam submetidas ao isolamento,
para que os cultivos unialgais sejam mantidos separadamente e, caso tenha o
interesse de estudar dois ou mais géneros juntos, preparar a mistura somente
no momento de iniciar o cultivo misto.

O pH, além de controlar a atividade das microalgas também atuou na
dindmica do fosforo, um nutriente limitante e fundamental ao seu crescimento.
As maiores DCM dos tratamentos foram observadas em pH alcalino (acima de
8,0). Por isso, as microalgas devem ser cultivadas em pH alcalino, devendo ser
controlado desde o inicio em condi¢des adequadas de meio de cultivo para que

iniciem seu crescimento em fase exponencial.
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5 CONSIDERACOES FINAIS GERAIS

A comunidade fitoplanctonica foi representada por 41 géneros, divididos
em 5 classes, 10 ordens e 20 familias, representada em sua maioria pelas
cloroficeas, seguidas das diatomaceas e cianoficeas presentes em todos o0s
pontos e estac¢des do ano e, com ocorréncia esporadica de representantes das
classes das euglenoficeas e das zignemaficeas.

A insercdo de nutrientes no rio Toledo foi mais significativa e
consideravel nos pontos apés o trecho urbano, entre os pontos P4 e P5, do que
0 aporte nas areas agricolas a montante da area urbana de Toledo. Essas
condicbes favoreceram a presenca de uma diversidade de géneros do
fitoplancton, devido a condicbes favoraveis de nutrientes, pH e condutividade,
tanto em escala espacial quanto temporal.

Nao foi possivel afirmar o real estado tréfico do Rio Toledo, devido ao
fato de serem utilizados dois modelos de IET com metodologias
completamente diferentes entre si, sendo o de Lamparelli utilizando parametros
quimicos e bioldgicos indiretos (P-total e clorofila-a) e o de Nygaard utilizando a
comunidade fitoplanctdnica.

As cepas unialgais de cloroficeas apresentaram melhor crescimento do
que as mistas, sendo estas Ultimas provavelmente influenciadas por interacdes
competitivas entre 0os géneros presentes na cepa. Parametros abidticos e
biéticos influenciaram crescimento das cepas, como a densidade do in6culo
algal e o pH, que determinou a faixa de crescimento maximo e da total
disponibilidade do nutriente limitante fosforo no meio de cultivo, favorecendo o

desenvolvimento do cultivo.

6 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados apresentados, recomenda-se com este estudo:
1) Realizacdo de estudos sobre bacia hidrografica do Rio Toledo como

unidade de gestao dos recursos hidricos, considerando a importancia do
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rio para 0 municipio e, visto que ha caréncia de trabalhos sobre tal corpo
hidrico;

2) Caracterizacao qualitativa e quantitativa da comunidade fitoplancténica
do Rio Toledo, utilizando as microalgas como ferramentas indicadoras
de qualidade da agua, para informacdes;

3) Aplicacdo de mais um modelo de estado tréfico para comprovacao do
grau de trofia do Rio Toledo;

4) Manutencao de cepas isoladas no banco de microalgas do Rio Toledo

para melhor conservacgao e preservacao das cepas para usos futuros;
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