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RESUMO

A intensificacdo da descarga de residuos nos ambientes marinhos por fontes antrdpicas é
responsavel por grande parte da degradacdo destes ecossistemas, tornando-os areas vulneraveis
ao impacto da poluicdo. Um local suscetivel aos impactos da entrada de efluentes é a Lagoa da
Conceicdo. O aporte de nutrientes e matéria organica é um dos principais responsaveis pela
eutrofizacdo dos ambientes costeiros, contribuindo com o aumento da produtividade primaria
e causando desequilibrio em toda a estrutura e dindmica das comunidades e ecossistemas
marinhos. Como medida de mitigacdo, pode-se utilizar as macroalgas como agentes
biorremediadores, a fim de remover ou reduzir poluentes no ambiente. Assim, o presente estudo
teve como objetivo analisar o potencial de biorremediacdo da macroalga vermelha Gracilaria
domingensis em cultivos utilizando agua de locais contaminados da Lagoa da Concei¢do e as
possiveis alteracbes morfofisioldgicas causadas na alga pelos nutrientes. Para isto, utilizou-se
1,5 g de massa fresca do talo de G. domingensis cultivadas durante 7 dias em aguas de diferentes
locais: ponto 1 (controle em agua da barra da Lagoa da Concei¢do) e pontos 2 e 3 (aguas de
locais contaminados da Lagoa da Conceicdo). Apos o cultivo foram feitas anélises de taxa de
crescimento, morfologia externa do talo, pigmentos fotossintetizantes, remocéo de nutrientes e
analises com testes histoquimicos por meio de microscopia de luz. A macroalga demonstrou
eficiéncia de remocdo de nitrato, ambnio e fosfato. As taxas de crescimento ndo foram
influenciadas de maneira significativa pela disponibilidade de nutrientes. Os pigmentos
fotossintetizantes apresentaram diminuicdo em suas concentragdes nos cultivos com
disponibilidade de amonio, nitrito e fosfato e falta de nitrato. Além disso, observou-se
diminuicdo na quantidade de grdos de amido e espessamento da parede celular nestes
tratamentos. A absor¢do dos nutrientes causou alteragdes morfofisioldgicas na macroalga em
questdo. Assim, pode-se sugerir que a macroalga vermelha G. domingensis pode ser
considerada 6tima biorremediadora, principalmente para nitrato e aménio, com maior eficiéncia
de remocéo em relagéo ao fosfato.

Palavras-chave: Gracilaria domingensis; agentes contaminantes inorganicos; alteracdes
morfofisiologicas; biofiltracdo.



ABSTRACT

The intensification of waste discharge in marine environments by anthropic sources is
responsible for much of the degradation of these ecosystems, making them vulnerable areas to
the impact of pollution. Lagoa da Conceigéo is a susceptible site to the impacts of effluent
discharge. The input of nutrients and organic matter is one of the main causes of eutrophication
of coastal environments, contributing to the increase in primary productivity and causing
imbalance in the structure and dynamics of marine communities and ecosystems. As a
mitigation measure, macroalgae can be used as bioremediation agents to remove or reduce
pollutants in the environment. Thus, the present study aimed to analyze the potential for
bioremediation of the red macroalgae Gracilaria domingensis in cultures using water from
contaminated sites of the Lagoa da Conceicédo and the possible morphophysiological changes
caused in the alga by nutrients. For this, 1.5 g of fresh mass of G. domingensis thallus was
cultivated for 7 days in water from different sites: point 1 (control in water from Barra da Lagoa
da Conceicdo) and points 2 and 3 (water from contaminated sites of the Lagoa da Concei¢éo).
After cultivation, analyses of growth rate, external morphology of the thallus, photosynthetic
pigments, nutrient removal, and analyzes with histochemical tests by means of light
microscopy. The macroalgae demonstrated removal efficiency of nitrate, ammonium and
phosphate. Growth rates were not significantly influenced by nutrient availability.
Photosynthetic pigments showed a decrease in their concentrations in cultures with availability
of ammonium, nitrite and phosphate and lack of nitrate. In addition, a decrease in the amount
of starch grains and cell wall thickening was observed in these treatments. The uptake of
nutrients caused morphophysiological changes in the macroalgae in question. Thus, it can be
suggested that the red macroalga G. domingensis can be considered an excellent bioremediator,
especially for nitrate and ammonium, with higher removal efficiency compared to phosphate.

Keywords: Gracilaria domingensis; inorganic contaminants; morphophysiological changes;
biofiltration.
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1 INTRODUCAO

Os corpos de agua possuem diversas utiliza¢des, tanto para fins de abastecimento de
agua, irrigacao e lazer, além de serem receptores de despejo de residuos, que podem causar 0
aporte excessivo de nutrientes e matéria organica nas zonas costeiras (MACEDO & SIPAUBA.-
TAVARES, 2010). A intensificacdo da descarga de residuos nos ambientes marinhos por fontes
antrdpicas, atraves da liberacdo de efluentes domésticos e industriais, podem degradar estes
ecossistemas, tornando-os areas vulnerdveis ao impacto da poluicdo (CHEN et al., 2010).
Temos como exemplo o desastre ocorrido na Lagoa da Concei¢do, em Floriandpolis, Santa
Catarina, em 25 de janeiro de 2021. O rompimento da barragem da Companhia Catarinense de
Aguas e Abastecimento (CASAN) promoveu uma grande entrada de nutrientes e matéria
organica no local. Como possiveis consequéncias da entrada de efluentes nos corpos de agua
tem-se a escassez de fontes de abastecimento e a mortalidade de diversos organismos (DE
QUEIROZ et al., 2008). Alem disso, o grande aporte de nutrientes e matéria organica € um dos
principais responsaveis pela eutrofizacdo dos ambientes marinhos, contribuindo com o aumento
da produtividade primaria e causando desequilibrio em toda a estrutura e dinamica das
comunidades e ecossistemas marinhos, além de impossibilitar a utilizacdo dos recursos de tais
ambientes, como para abastecimento e recreacdo (ESTEVES, 2011; SIMOES & TARENTA,
2021). Também pode ocasionar floracdo de algas e cianobactérias, que, caso sejam toxicas,
podem se tornar um problema de satde publica (BOUZON et al., 2005; CYRINO et al, 2010).

Como medida de mitigacdo, pode-se utilizar a biorremediacdo, que consiste num
processo no qual os organismos vivos, como as macroalgas, sdo utilizados para remover ou
reduzir poluentes no ambiente. Dentre todos os organismos utilizados para biofiltracdo, as
macroalgas apresentam vantagem por ter alta eficiéncia ao remover 0s nutrientes e ndo gerar
residuos (MARINHO-SORIANO, 2005; NUNES, 2006). Este processo tem sido amplamente
recomendado para tratamento de ambientes contaminados por ser uma alternativa
ecologicamente mais adequada e eficaz, principalmente em ambientes contaminados com
moléculas organicas e inorganicas de dificil degradacdo e metais toxicos (GAYLARDE et al.,
2005). Assim, pode-se utilizar as macroalgas marinhas como filtros bioldgicos, a fim de
remover nutrientes em excesso dos ambientes (ADHARINI et al., 2021; ARUMUGAM et al.,
2018; ELIZONDO-GONZALEZ et al., 2018; LARAMORE et al., 2018; TRIANTI &
ADHARINI, 2020). Alguns estudos foram feitos utilizando macroalgas vermelhas como agente
biorremediador em ambientes aquaticos. Ge & Champagne (2017) estudaram a capacidade de

remocdo de Chaetomorpha linum em aguas residuais, comprovando eficiéncia para retirada de
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nitrato e fosfato. Wei et al. (2017) demonstrou o potencial de Gracilaria lemaneiformis ao
remover nitrogénio e fésforo de guas residuais de aquicultura. Da mesma forma, Carneiro et
al. (2021) observou a capacidade de biorremediagdo de Gracilariopsis tenuifrons em um
sistema com cultivo de camardo, sendo eficiente para a remo¢do de amonio. A macroalga
Gracilaria verrucosa removeu nitrato, amonio e fosfato em um cultivo com peixe (SARI et al.,
2020). Cohen et al. (2022) estudou a capacidade como filtro biologico de Gracilaria caudata,
Gracilaria domingensis e Gracilariopsis tenuifrons em aguas residuais de aquicultura, sendo
eficiente para a remocao de amonio e fosfato.

Os nutrientes retirados do ambiente pelas macroalgas sdo bioacumulados na forma de
compostos organicos em seus tecidos e utilizados para o crescimento e desenvolvimento destes
organismos (RATHOD et al., 2014; RIBEIRO et al., 2017). Os nutrientes mais utilizados e
limitantes para o crescimento das algas marinhas sdo o nitrogénio e o fosforo (HURD et al.,
2014; RIBEIRO, 2012). Sua disponibilidade ou auséncia pode regular o desenvolvimento
destes organismos. O nitrogénio é considerado o principal nutriente limitante para o
desenvolvimento das macroalgas, impactando na produtividade primaria dos ecossistemas
marinhos. Além disso, sua disponibilidade, principalmente na forma de nitrato e aménio,
influencia diretamente na formacéo de diversos componentes nas algas, como acidos nucleicos,
proteinas, enzimas, pigmentos fotossintetizantes e moléculas de energia (ATP e ADP)
(BARSANTI & GUALTIERI, 2014; GRAHAM et al., 2016). O nitrogénio ocorre em diversas
formas no ambiente marinho, como nitrato, nitrito, aménio, dinitrogénio e nitrogénio organico
dissolvido (BARSANTI & GUALTIERI, 2014). Todavia, a forma mais abundante nos oceanos
é 0 gas dinitrogénio dissolvido (N2), representando cerca de 95% do N disponivel. Este é
considerado inerte para as macroalgas, ndo sendo utilizado por estes organismos.

As algas utilizam principalmente os ions nitrato e amdnio (KIM et al., 2007). O nitrato
é encontrado principalmente em zonas de ressurgéncia ou em plumas de efluentes na regido
costeira. Por ter alta solubilidade na agua, facilita a contaminacdo dos corpos d’agua, sendo o
principal causador da eutrofizacdo nos ecossistemas costeiros (HOWARTH & MARINO,
2006). Sua concentracdo estimada nas dguas oceanicas tem valores entre 7-31 uM (OUYANG
et al., 2016). O nitrato é absorvido, porém, ndo pode ser assimilado de forma direta pelas algas,
sendo necessaria sua reducdo a amonio. Para que o nitrato seja reduzido a aménio, primeiro
tem-se a conversao de nitrato para nitrito, por meio da enzima nitrato redutase (Equacdo 1.1).
Posteriormente, o nitrito € convertido em amdnio pela enzima nitrito redutase (Equacdo 1.2) e
pode ser assimilado pela macroalga (CAl et al., 2013; GONCALVES et al., 2017).

NO; +2H* +2e~ - NO; + H,0 (Eq.1.1)
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NO; + 8H* + 6e~ » NH + 2H,0  (Eq.1.2)

De maneira contraria, a assimilacdo do aménio se d& de maneira direta, explicando a
preferéncia de algumas algas a este composto nitrogenado (MANDAL et al., 2018). Assim,
tem-se menor gasto metabdlico para assimilacdo de amdnio, visto que, ndo ha gastos com a
producéo de enzimas para a reducao de nitratos e nitritos em aménio (LACHMAN et al., 2019;
MANDAL et al., 2018). Em contrapartida, a concentracdo estimada de amdnio em aguas
ocednicas € bem inferior as quantidades de nitrato, cerca de 0,001-0,3 uM (OUYANG et al.,
2016). Além disso, as bactérias nitrificantes presentes na agua do mar tém alta capacidade em
converter amonio em nitrato, reduzindo ainda mais sua disponibilidade no meio. O amdnio
pode entdo ser considerado um nutriente limitante nas aguas oceanicas (GRAHAM et al., 2016).

Da mesma forma que o nitrogénio, o fosforo também e um nutriente limitante para o
crescimento e desenvolvimento das macroalgas marinhas e esta presente na dgua do mar
principalmente como fosfato inorganico dissolvido, na forma de HPO4* e POs* (PAYTAN &
MCLAUGHLIN, 2007; RIBEIRO, 2017). Sua entrada nos oceanos se da principalmente pelos
rios (SANTOS et al., 2010). Este nutriente € responsavel pela formacéo de diversas estruturas
e pela transferéncia de energia por meio da formacao de ATP, que € utilizada como combustivel
pelas macroalgas para realizar seus processos metabdlicos (CONLEY et al., 2009). Portanto, o
fosforo também causa alteracGes morfofisioldgicas nestes organismos, como em seu potencial
fotossintético e taxa de crescimento (YAN et al., 2020).

As diferentes concentragdes destes nutrientes podem causar alteracdes
morfofisiologicas nas macroalgas, como em sua taxa de crescimento (BERMEJO et al., 2020;
COHEN et al., 2022; GE et al., 2019; KAMBEY et al., 2020; KANG et al., 2021; SARI &
ADHARINI, 2020; VALERO-RODRIGUEZ et al., 2020), morfologia externa (ALVAREZ-
GOMEZ et al., 2017; DE FAVERI et al., 2015; NAUER et al., 2018), contetudo de pigmentos
fotossintetizantes (FARIA & PLASTINO, 2016; NARDELLI etal., 2019; NAUER et al., 2018;
RIBEIRO et al., 2017; XU et al., 2020) e alteracbes ultra estruturais (ALVARES-GOMEZ et
al., 2017).

As algas pertencentes a divisdo Rhodophyta, também conhecidas como algas
vermelhas, compreendem mais de 5.000 espécies, sendo a maioria delas marinhas. Estas tém
como caracteristica paredes celulares contendo celulose e diversos polissacarideos
mucilaginosos, como o agar e a carragena, que sao amplamente utilizados na industria. Possuem
clorofila a e ficobiliproteinas, sendo a ficoeritrina sua principal reserva de nitrogénio. Tém

como pigmentos acessorios os carotenoides e xantofilas, e o produto de reserva é o amido das
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florideas (BANON & GONZALEZ, 2018). Devido a riqueza de galactanas sulfatadas, as algas
vermelhas possuem muitas aplicagBes, principalmente na industria alimentar e de
biotecnologia. Além disso, tem papel importante como produtores primarios e sdéo amplamente
utilizadas para biorremediag&o em sistemas de aquicultura multitrofica integrada. Portanto, sdo
organismos importantes para 0s ecossistemas marinhos, funcionando como biofiltros e
retirando nutrientes em excesso dos ambientes (SARKAR et al., 2021; SHIN et al., 2020;
TREMBLAY-GRATTON et al., 2017).

A macroalga Gracilaria domingensis em destaque neste estudo faz parte da diviséo
Rhodophyta e pertence a Ordem Gracilariales e a Familia Gracilariaceae. A espécie possui
polimorfismo pigmentar, portanto, ha variacdo em sua coloracdo podendo ser encontrados
individuos com tonalidades vermelhas, verdes e marrons (FERREIRA, 2008; GUIMARAES,
1995; OLIVEIRA et al., 1983; PLASTINO et al., 1999). Todavia, a coloracdo vermelha é
encontrada com maior frequéncia e a verde com menor (GUIMARAES et al., 2003). Ocorrem
amplamente em mares tropicais e subtropicais, preferencialmente em aguas mais quentes
(OLIVEIRA & PLASTINO, 1994). A espécie esta distribuida pela costa brasileira desde o
estado do Maranhdo até Santa Catarina, sendo mais comumente encontrada na regido nordeste
(NUNES, 2006; SCHMIDT et al., 2010). Além disso, é uma das poucas espécies do género
Gracilaria encontradas no sul do Brasil (OLIVEIRA et al., 1997). E encontrada desde a zona
intertidal superior até a zona subtidal, em areas com acdo de ondas, fixas a substratos
consolidados (GOUVEIA et al., 2013). A espécie possui tolerancia as mudangas ambientais,
como temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes (OLIVEIRA & PLASTINO,
1994). A espécie tem alto potencial econdémico por produzir agar utilizado principalmente na
industria alimenticia, sendo amplamente exportada para o Japdo (GUIMARAES et al., 1999;
PLASTINO et al., 1999). Alem disso, as algas do género Gracilaria podem ser utilizadas como
biofiltro em sistema de aquicultura integrada multitréfica (BRITO et al., 2018; MAWI et al.,
2020; NARDELLLI, 2019; WEI et al., 2017).

Apesar da importancia das macroalgas como agente biorremediador, ndo ha estudos
avaliando o potencial de biorremediacdo da espécie G. domingensis e as possiveis alteractes
morfofisiologicas causadas pela disponibilidade de nutrientes. Portanto, o presente estudo tem
como foco conhecer o potencial biorremediador da macroalga vermelha G. domingensis e
avaliar as possiveis alteracGes celulares (parede celular, pigmentos, grdos de amido) causadas

por nutrientes como nitrato, aménio, nitrito e fosfato.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o potencial de biorremedia¢do da macroalga vermelha Gracilaria domingensis
em um ambiente contaminado e as possiveis alteracbes morfofisioldgicas causadas pelos

nutrientes.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar quais os principais agentes contaminantes inorganicos presentes nos
pontos de coleta de agua da Lagoa da Conceicao e suas respectivas concentragoes;

b) Verificar a taxa de crescimento ap0s a exposi¢do aos agentes contaminantes;

c) Caracterizar a morfologia externa ap0s a exposi¢do aos nutrientes;

d) Awvaliar as possiveis alteracdes nos polissacarideos acidos e neutros;

e) Determinar a variagao nas concentracdes de pigmentos fotossintetizantes (clorofila
a, ficobiliproteinas e carotenoides);

f) Awvaliar a agua inicial e final dos experimentos a fim de quantificar os nutrientes
contaminantes inorganicos e avaliar a capacidade de remocédo de tais nutrientes

pela G. domingensis.
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3 METODOLOGIA
3.1  AREA DE ESTUDO

A Lagoa da Conceicéo, localizada no municipio de Floriandpolis — SC, situa-se entre os
paralelos 27°30” S e 27°37° S e os meridianos 48°25° W e 48°29° W (GODOY, 2009). E
considerada uma laguna costeira, ou seja, possui ligacdo com o oceano pelo Canal da Barra da
Lagoa e tem como caracteristica aproximadamente 21 km? de area e profundidade média de 1,7
m (ODRESKI, 2012; SILVA, 2013).

De acordo com a resolucdo CONAMA, é classificada como agua salobra de classe 2
(SILVA et al., 2017). E amplamente utilizada para recreacdo, pesca, navegacio e outras
atividades, tendo elevada importancia econdmica e ambiental na regido (SILVA, 2013). Além
disso, a laguna se encontra proxima a ocupacdes urbanas, sendo altamente suscetivel a poluicéo
por fontes antropicas (KRUG & NOERNBERG, 2005).

Figura 1 — Localizacdo da area de estudo, Lagoa da Conceicdo, Florianopolis, Santa
Catarina.
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Fonte: Godoy (2009).

3.2 ANALISE DE NUTRIENTES

Foram coletadas cinco amostras de agua da Lagoa da Concei¢do, em cinco pontos
distintos. Posteriormente, foram encaminhadas para o Laboratério de Qualidade de Agua
(LAQUA) — Departamento de Aquicultura— CCA para a analise das mesmas. As analises foram

feitas para determinar a presenca e concentracdo de nitrato, nitrito, nitrogénio amoniacal total
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e fosfato, de acordo com o protocolo Avaliacdo Ambiental de Estuarios Brasileiros (LANA et
al., 2006). Além disso, utilizou-se o mesmo protocolo para determinar a contaminagao de cada
nutriente nos pontos de coleta. Apos os resultados obtidos foram selecionados trés pontos de
coleta de &gua (Figura 2). O ponto 1 esta localizado proximo a Barra da Lagoa e apresentou
maiores concentragdes de nitrato e menores concentracdes de nitrogénio amoniacal total, nitrito
e fosfato em relagdo aos demais pontos, sendo considerado controle. O ponto 2 corresponde a
Ponta das Almas (27°35'44"S, 48°27'35"0) e o0 ponto 3 ao local proximo ao derramamento da
CASAN (27°36'29"S, 48°27'7"0) e apresentaram maiores concentracdes de nitrogénio

amoniacal total, nitrito e fosfato em relagdo ao controle.

Figura 2 — Localizagdo dos pontos de coleta da 4gua na Lagoa da Conceicdo, Florianopolis,
Santa Catarina. Ponto 1 representa controle, ponto 2 representa local referente a Ponta das
Almas e ponto 3 representa local referente ao local de derramamento da CASAN.
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.. @ Ponto 3

Fonte: A autora (2022).

3.3 COLETA DA ALGA E CONDICOES DE CULTIVO

A espécie Gracilaria domingensis foi coletada na praia de Ponta das Canas, em
Floriandpolis, Santa Catarina. Posteriormente as amostras foram transferidas para o Laborat6rio
de Biologia Celular Vegetal (LABCEV), Departamento de Biologia Celular, Centro de Ciéncias

biologicas, UFSC. No laboratorio, as amostras foram lavadas com agua do mar filtrada e
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esterilizada (salinidade 35) fornecida pelo Laboratério de Macroalgas — Estacao de Maricultura
Prof. Elpidio Beltrame — Departamento de Aquicultura— CCA. Durante a lavagem das amostras
0s contaminantes foram removidos.

Logo apos, foram selecionados 15 g de massa fresca da alga e aclimatados durante 14
dias nas seguintes condicdes de cultivo: irradiancia de 75 pmol fotons m=2s?, temperatura de
21°C (£2 °C), fotoperiodo de 12 h, salinidade de 30 (+ 0.5), com aeracéo continua e 4 mL de
Von Stoch por litro. A estabilizacdo da salinidade se fez de forma gradativa com reducéo de
2.5 acada 7 dias, resultando em uma salinidade de 30 (z 0.5), semelhante a salinidade da Lagoa
da Conceicéo.

Apos o periodo de aclimatagdo, o experimento foi realizado selecionando 3,0 g de massa
fresca da alga (Figura 3). O material foi cultivado durante 7 dias em erlenmeyer de 1 L, nos
seguintes tratamentos: controle (d&gua do ponto 1) e em &guas contaminadas da Lagoa da
Conceicéo (a4gua dos pontos 2 e 3). Em todos os tratamentos foram feitas 4 réplicas. Apos o
periodo experimental foram realizadas anélises de taxa de crescimento, morfologia do talo,
quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes (clorofila a, carotenoides e ficobiliproteinas) e
analises por meio de microscopia de luz. Além disso, no inicio e final de cada experimento
foram feitas analises de agua para aferir as concentragdes de nitrato, nitrito, nitrogénio
amoniacal total e fosfato e avaliar a remocao de tais nutrientes pela alga. As analises de agua
foram feitas de acordo com o protocolo Avaliacdo Ambiental de Estuarios Brasileiros (LANA
et al., 2006).
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Figura 3 — Experimento contendo Gracilaria domingensis em condigdes de

cultivo.

3.4  TAXA DE CRESCIMENTO

As taxas de crescimento (TC) foram apresentadas como porcentagem de crescimento

diario (%.dia), sendo calculadas segundo a formula de Yong e Anton (2013):

TC = [(M¢M;)¥]*100 (Eq. 3)

onde TC é ataxa de crescimento (%.dia™); M¢ é a massa final (em gramas); M, é a massa inicial

(em gramas) e t € o tempo (em dias).

3.5 EXTRACAO DOS PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES

3.5.1 Ficobiliproteinas

A extracdo das ficobiliproteinas [aloficocianina (AFC), ficocianina (FC) e
ficoeretrina (FE)] foi realizada através da trituragdo de 0,300 g de massa fresca utilizando o
equipamento Ultraturrax. O macerado foi suspenso em 1,5 ml de tampéo fosfato 0.05 mM,
pH 5,5 e temperatura de 4 °C. A solu¢éo foi centrifugada por 10 min (10000 rpma4°C) e o
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sobrenadante foi retirado e mantido no escuro até a leitura em espectrofotometro modelo
Multileitora Infinite M200 TECAN nos comprimento de onda de 498, 614 e 651 nm. A
determinacdo das concentracbes das ficobiliproteinas foi realizada utilizando as férmulas
descritas por Kursar et al. (1983):

PE = (155,8 x A498) - (40 x A614) - (10,5 x A651) (Eq. 4)
PC = (151,1 x A614) - (99,1 x A651) (Eq. 5)
APC = (181,3 x A651) - (22,3 X A614) (Eg. 6)

As analises foram realizadas com n = 3 e 0s resultados foram expressos em pg de

pigmentos por g de massa seca.

3.5.2 Clorofila a e carotenoides

Foram selecionadas 0,3 g de amostra de cada tratamento. A clorofila a foi extraida
em 1 ml de DMSO a 40°C, durante 45 minutos, usando um homogeneizador de tecidos de
vidro (HISCOX & ISRAELSTAM, 1979) e quantificadas por espectrofotometro modelo
Multileitora Infinite M200 TECAN nos comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm. A
determinacéo das concentragdes de clorofila a e carotenoides foi realizada utilizando as formulas
descritas por Wellburn (1994):

Clorofila a = (12,19 x A665) — (3,45 x A649) (Eq. 7)
Carotenoides = (1000 x A480) — (2,14 x Chla) / 220)  (Eq. 8)

As analises foram realizadas com n = 3 e os resultados foram expressos em pg de

pigmentos por g de massa seca.

3.6 MICROSCOPIA DE LUZ

Os materiais tratados foram processados para analises citoquimicas e morfoldgicas
em microscopia de luz. As amostras foram fixadas em solugdo de paraformaldeido 2,5% e
tampéo fosfato 0.1 M (pH 7.2) a 4° C por 24 horas. Apos a fixagdo, emtemperatura ambiente,
o material foi lavado duas vezes comtampao fosfato 0.1 M durante 20 minutos em cada troca.

Em seguida o material foi desidratado em uma série de concentragdes crescentes de etanol
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(30%, 50%, 70%, 90% e 100%) sendo mantido durante 30 minutos em cada etapa. Foram
feitas duas trocas com etanol 100%. A pré-infiltracdo das amostras foi realizada com uma
mistura de 1:1 de etanol 100% e historresina glicolmetacrilato (GMA) durante 24 h.
Posteriormente o material foi infiltrado em historresina pura. As amostras foram seccionadas
em micrétomo manual de parafina modelo Leica RM 2135, com navalhas de tungsténio. As
seccOes com espessura de 2 - 5 um foram distendidas em placa de Petri com agua a
temperatura ambiente, coletadas com laminas de vidro ou coletadas nas laminas sobre gotas

de agua destilada e secos a 37 °C por 30 minutos.

Figura 4 — Esquema representativo das etapas de emblocagem das amostras, corte, teste
citoquimico e analise no Microscopio de Luz (ML).

Fonte: A autora (2021).

3.6.1 Citoquimica

O material foi submetido aos seguintes testes citoquimicos:

a) Azul de toluidina (AT-O). Este corante foi utilizado para identificar
polissacarideos acidos através da reacao de metacromasia. As laminas contendo
as seccdes foram tratadas com solucdo aquosa de AT-O 0,5%, acidificada com
HCI 1N para pH 3,0, por 30 segundos a 2 minutos, lavadas em agua destilada e
secas ao ar (GORDON & MCCANDLESS, 1973; MCCULLY, 1970).

b) Acido Periddico de Schiff (PAS). O PAS é utilizado para identificar a presenca
de polissacarideos neutros. As sec¢des foram oxidadas com solucdo aquosa de
acido periddico a 1% durante 20 minutos, lavados em agua corrente e corados
com reativo de Schiff por 20 minutos. Foram, entdo, lavados em &gua corrente,
secos ao ar (GAHAN, 1984).

3.7  POTENCIAL DE REMOCAO DE NUTRIENTES

A remocdo de nutrientes da &gua foi apresentada como porcentagem de reducdo de

nutriente, sendo calculada segundo a formula de Adharini et al. (2021):

Eficiéncia de reducdo de nutriente na dgua (%) = (No/Nf)/(No)*100 (Eq. 4)
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onde No é a concentracdo de nutriente inicial da dgua e Nt € a concentracdo de nutriente final
da agua.

3.8 ANALISE E INTERPRETACAO DOS DADOS

Os dados foram analisados por Anélise de Variancia Bifatorial (ANOVA) e o teste
Tukey a posteriori. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando programa

Statistic (versao 10.0), considerando significativo p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DE NUTRIENTES

Por meio das andlises de nutrientes pode-se perceber maiores concentragdes iniciais de
nitrato no ponto 1 em relagdo aos demais pontos. J& 0s pontos 2 e 3 demonstraram maiores

concentragdes inicias de nitrogénio amoniacal total, nitrito e fosfato em relagéo ao controle.

Tabela 1 — Concentraces iniciais e finais de nitrato, nitrogénio amoniacal total, nitrito e
fosfato nos tratamentos controle, ponto 2 (Ponta das Almas) e ponto 3 (préximo ao
derramamento da CASAN).

Ponto 1 (controle) Ponto 2 Ponto 3

[Tiniciar [Tfina [Jiniciar [1fina [Jiniciar [1fina
Nitrato (M) 3,71 0,65 1,29 0,48 1,29 1,77
NAT (uM) 3,43 0,75 3,88 4,78 13,25 3,97
Nitrito (uM) 0,05 0,05 0,05 0,07 0,09 0,07
Fosfato (uM) 0,45 0,40 0,53 0,48 0,64 0,56

Fonte: A autora (2022).

42  TAXADE CRESCIMENTO

Por meio da andlise de taxa de crescimento pode-se aferir que os tratamentos néo
apresentaram diferencas estatisticas entre si. Entretanto, a amostra do ponto 3 obteve um leve

aumento na TC em relagdo aos demais tratamentos, cerca de 16,71 %.dia™.
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Figura 5 — Taxa de crescimento (%.dia) de talos de Gracilaria domingensis ap6s 7 dias em

diferentes condi¢des de cultivo: controle, ponto 2 (Ponta das Almas) e ponto 3 (préximo ao

derramamento da CASAN). Letras diferentes indicam diferencas significativas por meio da
analise de variancia bifatorial e teste de Turkey a posteriori (p < 0,05).
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Fonte: A autora (2022).

43  MORFOLOGIA EXTERNA DO TALO

Ap0s os tratamentos pode-se observar que a amostra controle apresentou pigmentacao
verde um pouco mais intensa no eixo principal e nos ramos secundarios que as amostras tratadas
com as aguas dos pontos 2 e 3. Além disso houve um crescimento mais acentuado dos ramos
secundarios (Fig. 6a). A amostra do ponto 2 apresentou despigmentacdo do talo e perda dos
ramos secundarios quando comparada ao controle (Fig. 6b). A amostra do ponto 3 também
demonstrou despigmentacdo dos talos em relacdo ao controle, bem como reducdo no
crescimento dos ramos secundarios (Fig. 6c¢).
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Figura 6 — Morfologia do talo de Gracilaria domingensis ap6s 7 dias de cultivo
nos tratamentos a) controle, b) ponto 2 (Ponta das Almas) e c¢) ponto 3 (préximo ao
derramamento da CASAN).

1cm

Fonte: A autora (2022).

4.4  PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES

4.4.1 Ficobiliproteinas

Em relacdo a concentracdo de ficoeritrina, pode-se perceber uma diminui¢cdo nos
tratamentos dos pontos 2 e 3 em relacdo ao controle, todavia, ndo houve diferenca estatistica
quando comparados. Os maiores valores de concentracdo de ficoeritrina foram encontrados na
amostra controle, com cerca de 30,96 pg/g. Os pontos 2 e 3 obtiveram concentracdes de 17,46

e 20,47 pg/g, respectivamente.
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Figura 7 — Concentragdo de ficoeritrina (ug/g) nos talos de Gracilaria domingensis apés 7
dias em diferentes condicdes de cultivo: controle, ponto 2 (Ponta das Almas) e ponto 3
(proximo ao derramamento da CASAN). Letras diferentes indicam diferengas significativas
por meio da analise de variancia bifatorial e teste de Turkey a posteriori (p < 0,05).
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Fonte: A autora (2022).

Em relacdo a ficocianina, pode-se perceber diminuicdo em sua concentracdo nos
tratamentos dos pontos 2 e 3 em relagdo ao controle. Além disso, o controle apresentou
diferenca estatistica quando comparado aos pontos 2 e 3. Os maiores valores de ficocianina
foram encontrados no controle, com cerca de 9,89 pg/g. Os pontos 2 e 3 obtiveram

concentracdes de 4,5 e 4,51 ug/g, respectivamente.
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Figura 8 — Concentragdo de ficocianina (ug/g) nos talos de Gracilaria domingensis apés 7
dias em diferentes condicdes de cultivo: controle, ponto 2 (Ponta das Almas) e ponto 3
(proximo ao derramamento da CASAN). Letras diferentes indicam diferengas significativas
por meio da analise de variancia bifatorial e teste de Turkey a posteriori (p < 0,05).
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Fonte: A autora (2022).

Em relacdo a aloficocianina, pode-se perceber diminui¢cdo em sua concentragdo nos
tratamentos dos pontos 2 e 3 em relagdo ao controle. Além disso, o controle apresentou
diferenca estatistica quando comparado aos pontos 2 e 3. Os maiores valores de aloficocianina
foram encontrados no controle, com cerca de 16,78 pg/g. Os pontos 2 e 3 obtiveram

concentracdes de 5,41 e 6,22 ug/g, respectivamente.
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Figura 9 — Concentragdo de aloficocianina (ug/g) nos talos de Gracilaria domingensis apés 7
dias em diferentes condicdes de cultivo: controle, ponto 2 (Ponta das Almas) e ponto 3
(proximo ao derramamento da CASAN). Letras diferentes indicam diferencas significativas
por meio da andlise de variancia bifatorial e teste de Turkey a posteriori (p < 0,05).
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Fonte: A autora (2022).

4.4.2 Clorofilaa

Em relacdo a clorofila a, percebe-se uma diminuicdo em sua concentracdo nos
tratamentos dos pontos 2 e 3 em relagdo ao controle. Além disso, todos os tratamentos
apresentam diferencas estatisticas entre si. Os maiores valores de clorofila a foram encontrados
no controle, com cerca de 8,59 pg/g. Os pontos 2 e 3 obtiveram concentrac6es de 5,03 e 4,26

Ma/g, respectivamente.
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Figura 10 — Concentracdo de clorofila a (pg/g) nos talos de Gracilaria domingensis ap0s 7
dias em diferentes condicdes de cultivo: controle, ponto 2 (Ponta das Almas) e ponto 3
(proximo ao derramamento da CASAN). Letras diferentes indicam diferengas significativas
por meio da analise de variancia bifatorial e teste de Turkey a posteriori (p < 0,05).
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Fonte: A autora (2022).

4.4.3 Carotenoides

Em relacdo aos carotenoides, percebe-se uma diminuicdo em sua concentragcdo nos
pontos 2 e 3 em relacdo ao controle. Todavia, ndo houve diferenca estatistica entre si. Os
maiores valores de carotenoides foram encontrados no controle, com cerca de 4,77 pg/g. Os

pontos 2 e 3 obtiveram concentracOes de 3,67 e 4,59 ug/g, respectivamente.
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Figura 11 — Concentracdo de carotenoides (Jg/g) nos talos de Gracilaria domingensis apés 7
dias em diferentes condicdes de cultivo: controle, ponto 2 (Ponta das Almas) e ponto 3
(proximo ao derramamento da CASAN). Letras diferentes indicam diferengas significativas
por meio da analise de variancia bifatorial e teste de Turkey a posteriori (p < 0,05).
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Fonte: A autora (2022).

4.5 MICROSCOPIA DE LUZ

As seccOes transversais de Gracilaria domingensis mostraram o talo
pseudoparenquimatoso caracteristico da espécie, constituido por duas camadas de células
corticais (CC) pequenas e alongadas; células subcorticais (CSC) arredondadas de diferentes
tamanhos e células medulares (CM) grandes (Fig. 12a — ¢). Quando submetidas aos testes
histoquimicos as sec¢des transversais do talo das amostras de todos os tratamentos coradas com
AT-O mostraram reacdo metacromatica na parede celular indicando presenca de
polissacarideos acidos. Em contrapartida, o citoplasma apresentou reacdo ortocromatica (Fig.
12a — c). A parede celular das amostras tratadas com agua dos pontos 2 e 3 apresentaram
acentuado espessamento da parede celular quando comparadas ao controle. Observou-se
também nas células de todos os tratamentos o nucleo evidente, fortemente corado com AT-O.
O PAS foi utilizado para a identificacdo da presenca de polissacarideos neutros. As seccoes
transversais dos talos obtiveram reacdo positiva na parede celular nas células de todos os
tratamentos. Além disso, evidenciou-se esta mesma reacdo no citoplasma, com a presenca de
grdos de amido de florideas (Figuras 12d —f). Podemos destacar ainda que as células da amostra

controle apresentaram maior quantidade de grdos de amido (Figura 12d). Entretanto, as células



33

das amostras tratadas com agua dos pontos 2 e 3 demonstraram diminui¢do na quantidade de

grdos de amido quando comparadas ao controle (Fig. 12e —f).

FIGURA 12 — Microscopia de Luz (ML) das seccdes transversais de Gracilaria domingensis
coradas com AT-O e PAS apés 7 dias em diferentes condic6es de cultivo: controle, ponto 2
(Ponta das Almas) e ponto 3 (préximo ao derramamento da CASAN). (a-c) Amostras coradas
com AT-O apresentaram metacromasia na parede celular (PC) e ortocromasia no citoplasma
nas celulas corticais (CC), subcorticais (CSC) e medulares (CM). Note o nucleo evidente
(setas). (d-f) Amostras coradas com PAS mostram reagdo positiva nos grédos de amido das
células corticais (CC), subcorticais (CSC) e medulares (CM) e na parede celular (PC). Note
que os grdos de amido diminuem nas amostras tratadas com agua dos pontos 2 e 3 (e —f).

Controle Ponto 2 Ponto 3

Fonte: A autora (2022).

4.6 REMOCAO DE NUTRIENTES

Por meio das analises de nutrientes pode-se perceber o alto potencial de absorcéo de
nitrato por Gracilaria domingensis nos tratamentos controle e ponto 2. A maior remocao
ocorreu no controle, cerca de 82,61%. Seguido pela amostra do ponto 2 com 62,50% de
remocdo de nitrato. A amostra do ponto 3 apresentou valores negativos para este nutriente,
aproximadamente
-37,50%.
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FIGURA 13 — Potencial de remoc&o de nitrato (%) pela macroalga Gracilaria domingensis
apos 7 dias em diferentes condigdes de cultivo: controle, ponto 2 (Ponta das Almas) e ponto 3
(proximo ao derramamento da CASAN).
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Fonte: A autora (2022).

Para o nitrogénio amoniacal total tem-se as maiores porcentagens de absor¢do para as
amostras controle e ponto 3. A maior retirada ocorreu no controle seguida pelo ponto 3, cerca

de 78,10% e 70%, respectivamente. A amostra do ponto 2 ndo apresentou remocao do nutriente,

com -23,18%.

FIGURA 14 — Potencial de remocdo de nitrogénio amoniacal total (%) pela macroalga
Gracilaria domingensis apds 7 dias em diferentes condi¢des de cultivo: controle, ponto 2
(Ponta das Almas) e ponto 3 (proximo ao derramamento da CASAN).
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Fonte: A autora (2022).
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O potencial de absorcéo de nitrito por Gracilaria domingensis foi positivo somente na
amostra do ponto 3, com cerca de 28,17%. As amostras controle e ponto 2 apresentaram
porcentagens negativas de retirada do nutriente, -14,02% e -55,56%, respectivamente.

FIGURA 15 — Potencial de remogé&o de nitrito (%) pela macroalga Gracilaria domingensis
apos 7 dias em diferentes condigdes de cultivo: controle, ponto 2 (Ponta das Almas) e ponto 3
(proximo ao derramamento da CASAN).
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Fonte: A autora (2022).

Para o fosfato observou-se potenciais de absorcdo positivos para todos os tratamentos,
com a maior porcentagem pela amostra do ponto 3, cerca de 12,29%. As amostras controle e

ponto 2 apresentaram valores de 10,45% e 8,90%, respectivamente.
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FIGURA 16 — Potencial de remocéo de fosfato (%) pela macroalga Gracilaria domingensis
apos 7 dias em diferentes condigdes de cultivo: controle, ponto 2 (Ponta das Almas) e ponto 3
(proximo ao derramamento da CASAN).
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Fonte: A autora (2022).
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5 DISCUSSAO

A Lagoa da Conceigdo € um ambiente lagunar, ou seja, possui ligacdo com o oceano.
E classificada como classe 2, podendo ser utilizada para pesca amadora e recreagdo de contato
secundario, como navegacdo e pratica de canoagem e caiaque (BRASIL, 2005; SILVA et al.,
2017). Estad localizada proxima a um centro com crescente ocupacdo populacional com
consequente entrada de efluentes em seu corpo d’agua (CAMPANARIO, 2007; PORTO-
FILHO, 2019). De acordo com Barbosa (2003) a principal fonte de contaminacdo local sdo os
efluentes domésticos, que contém fezes, urina e detergentes. Estes componentes tem altas
concentracdes de nutrientes nitrogenados e fosfatados, que séo utilizados pelos organismos
vegetais como fonte de alimento. A elevada concentracdo destes nutrientes pode causar
eutrofizagdo dos corpos d’agua (HENRY-SILVA & CAMARGO, 2008). Ademais, outras
fontes de poluicdo ocorrem na Lagoa da Conceicdo como gorduras, embarcacdes (tintas
antincrustrantes e combustiveis), agrotoxicos, sedimentos (assoreamento), etc. (BARBOSA,
2003).
A Lagoa pode ser dividida em trés porc¢des: norte, central e sul (KNOPPERS et al.,
1984). Os trés pontos de coleta deste estudo foram estabelecidos na porc¢éo central da Lagoa,
sendo o setor com maior entrada e concentracdo de nutrientes (SILVA et al., 2017). Um dos
principais locais suscetiveis as influencias antropicas € a Avenida das Rendeiras (ponto 3), com
uma comunidade estabelecida que recebe inumeros turistas em determinada época do ano.
Além disso, recentemente o problema foi amplificado devido ao rompimento da lagoa de
decantacdo da CASAN, fazendo com que uma elevada carga de efluentes chegassem a Lagoa
sem o0 devido tratamento. Por meio das analises de agua pode-se perceber maiores
concentragdes de aménio (13,25 puM), nitrito (0,09 uM) e fosfato (0,64 UM) e menores
concentracdes de nitrato (1,29 uM) no ponto 3. Resultados semelhantes foram descritos por
Pereira et al. (2015) que verificou maiores concentracdes de nitrito (0,05 puM) e aménio (10,60
MM) nas aguas superficiais da por¢do central da Lagoa. As menores quantidades de nitrato
encontradas estdo relacionadas a entrada de esgoto doméstico no local, que é considerado
redutor. Ou seja, reduz o nitrato a nitrogénio molecular, diminuindo sua disponibilidade no
meio (MOTA et al., 2009; PEREIRA et al., 2015).
Por meio da analise da agua aferiu-se que o local proximo a Barra da Lagoa (ponto 1),
estabelecido como controle, apresentou menores concentragdes de aménio (3,43 uM), nitrito
(0,05 pM) e fosfato (0,45 uM) em relagdo aos pontos 2 e 3. Todavia, demonstrou maiores

quantidades de nitrato (3,71 uM). Da mesma forma, foram encontrados maiores valores de
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nitrato para o Canal da Barra, entre 0,14 e 0,27 puM (Pereira et al., 2015). O canal da Barra
funciona como um filtro dindmico bidirecional, regulando a troca de elementos e agua entre a
lagoa e 0 oceano. Assim, tem-se dilui¢do dos nutrientes pela agua do mar (SILVA, 2021). Além
disso, as velocidades de transporte no canal séo elevadas, diminuindo & medida que adentra no
corpo lagunar (GODQY, 2009). A concentragdo de nutrientes na lagoa também esté relacionada
a velocidade de escoamento, sendo estes parametros indiretamente proporcionais. Por estar
préximo ao canal, a Barra da Lagoa possui velocidades de fluxo significativas, apresentando
entdo menores concentracdes de nutrientes quando comparadas as encontradas no interior da
lagoa (SILVA, 2017).

O desenvolvimento das macroalgas pertencentes ao género Gracilaria é influenciado
por diversos fatores fisico-quimicos, como irradiancia, temperatura, salinidade e
disponibilidade de nutrientes e metais (CASTRO & YOKOYA, 2018; GOUVEIA et al., 2013;
RAMLOV et al., 2012). A disponibilidade de nutrientes, como nitrogénio e fosforo, pode ser
um fator determinante para estes organismos, visto que sua falta ou excesso pode alterar alguns
processos metabolicos das algas (PEREIRA et al., 2020; RIBEIRO et al., 2017). Por meio das
taxas de crescimento encontradas no presente estudo, pode-se aferir que este parametro de
Gracilaria domingensis ndao foi fortemente influenciado pelas concentragdes de nutrientes,
visto que ndo houveram diferencas estatisticas entre os tratamentos. Estudo semelhante com G.
domingensis apresentou taxa de crescimento constante com o aumento da concentracdo de
nutrientes (RAMLOV et al., 2011; RAMLOV et al., 2012). Cohen (2022) também encontrou
resultados equivalentes com G. domingensis que ndo apresentou diferenca em sua taxa de
crescimento em diferentes concentracdes de nitrato, nitrogénio amoniacal total, nitrito e fosfato.
De maneira geral, as macroalgas do género Gracilaria sdo influenciadas de maneira positiva
pela disponibilidade de nutrientes (BERMEJO et al., 2020; SPANO et al., 2021; WEI et al.,
2017). Todavia, a diferenca na morfologia e fisiologia de cada espécie influencia na absorcao
de nutrientes do meio. A absorcdo é diretamente proporcional a razdo superficie/volume das
algas (MARANON et al., 2013). Por apresentar talo achatado e largo com superficie/volume
inferior a outras espécies de Gracilaria, apresentam menor absorcao de nutrientes mesmo em
meios com disponibilidade (COHEN et al., 2022; YAN et al., 2020). A diminuicdo na
concentracdo de nutrientes nitrogenados também causa diminuicdo nas taxas de crescimento,
visto que reduz os processos fotossintetizantes nas macroalgas (MARTINS, 2007).

A macroalga G. domingensis tem como caracteristica talo com porg¢des achatadas e
ramificagcdes curtas e cilindricas que saem do talo de forma paralela (COSTA, 2013). Nas

amostras analisadas tem-se uma maior quantidade de ramos secundarios no tratamento controle,
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com diminui¢do gradual nos tratados contendo maiores concentracfes de amonio, nitrito e
fosfato e menor concentragao de nitrato. Resultados semelhantes foram encontrados com a
macroalga vermelha Gracilariopsis longissima que apresentou despigmentacdo dos talos e
diminuicdo das ramificagfes em meios com escassez nutrientes, principalmente nitrato
(ALVAREZ-GOMEZ et al., 2017). Nas macroalgas marinhas, a disponibilidade de nitrato
promove a formacao e crescimento de talos (PONG-MASAK & SARIRA, 2018).

As macroalgas vermelhas, como Gracilaria domingensis, possuem como principal
pigmento fotossintetizante a clorofila a. Além disso, tem-se as ficobiliproteinas e o0s
carotenoides como pigmentos acessorios auxiliando na absor¢do da energia luminosa nos
comprimentos de onda que a clorofila a ndo é eficiente (LOBBAN & HARISSON, 1994). As
ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina) atribuem coloragédo as macroalgas e
sdo consideradas as principais reservas de nitrogénio destes organismos, sendo correlacionados
positivamente a disponibilidade de nitrogénio no meio (DAVISON et al., 2007). Além disso,
as ficobiliproteinas e os carotenoides tem papel fundamental nos mecanismos de foto protecéo
das algas (KANA et al., 2014; QUINLAN et al., 2012). Os pigmentos fotossintetizantes de G.
domingensis demonstram influéncia relacionada a disponibilidade de nitrato. O controle obteve
as maiores concentracdes de ficobiliproteinas, com diminuicdo destes pigmentos nos tratados
(ponto 2 e 3), que continham menores concentracdo de nitrato. Uma das principais formas de
assimilacdo de nitrogénio ocorreu na forma de ficoeritrina. Em relacéo a clorofila a observou-
se um decréscimo gradual em menores quantidades de nitrato. Os carotenoides ndao apresentam
diferencas estatisticas entre si. Resultados semelhantes foram encontrados em outras
macroalgas. De acordo com Alvaréz-Gomez (2017), Gracilariopsis longissima obteve menores
concentragbes de pigmentos, com diminuicdo expressiva de clorofila a, ficocianina e
ficoeritrina, em condi¢cdes de baixa disponibilidade de nutrientes. Gracilariopsis tenuifrons
apresentou menores concentracdes de pigmentos fotossintetizantes com a diminuicdo da
disponibilidade de nutrientes nitrogenados, sem influéncia de fosfato (NARDELLI et al., 2019).
Pyropia haitanensis demonstrou aumento da concentracdo de ficobiliproteinas e clorofila a em
maior disponibilidade de nitrato. Além disso, a ficoeritrina apresentou 0os maiores valores entre
os pigmentos (XU et al., 2020). A ficoeritrina se encontra na camada mais externa da membrana
dos tilacoides, sendo entdo o primeiro pigmento a sofrer com as altera¢es do meio (PARMAR
et al., 2013). Em meios com disponibilidade de nitrogénio, as macroalgas absorvem e
acumulam estes nutrientes na forma de pigmentos fotossintetizantes para sua posterior
utilizagdo em caso de escassez (ANDRIA et al., 2009). J& em meios com escassez de nutrientes

a degradacdo destes pigmentos ocorre para posterior utilizagdo como reserva de nitrogénio a
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fim de priorizar outros processos, como seu crescimento. Assim, a degradacdo dos pigmentos
pode ser considerada um mecanismo de aclimatagdo em meios com auséncia de nutrientes
(BARUFI et al., 2012; ROLEDA et al., 2004).

A microscopia de luz foi utilizada a fim de analisar e observar as estruturas presentes
nas células corticais, subcorticais e medulares da macroalga. O corante PAS foi utilizado para
verificar a presenca de polissacarideos neutros, que neste caso, obtiveram relacdo positiva com
0s gréos de amido e parede celular. Esta reagdo com a parede indica a presenca de componentes
celulésicos em sua composicdo (DE FAVERI et al., 2015). Por meio das analises utilizando
PAS pode-se perceber uma diminuicdo nos grdos de amido de florideas, principalmente nas
células corticais, dos tratados com maior disponibilidade de amdnio, nitrito e fosfato (ponto 2
e 3). No tratamento do ponto 2 nota-se ainda uma diminui¢cdo dos graos nas células subcorticais
e medulares. O corante AT-O tem como foco os polissacarideos acidos, marcando
principalmente a parede celular por ser rica em componentes como agar. Por meio das analises
utilizando AT-O pode-se perceber um aumento na espessura da parede celular dos tratamentos
com maiores disponibilidades de aménio, nitrito e fosfato (ponto 2 e 3). Resultados semelhantes
foram encontrados em Gracilariopsis longissima que demonstrou menores quantidades de
gréos de amido e espessamento na parede celular no tratamento com alta disponibilidade de
nutrientes (ALVAREZ-GOMEZ et al., 2017). A variagio na concentrago de nitrato nio alterou
a espessura da parede celular. Da mesma forma, Pereira et al. (2020) aferiu que Pyropia
acanthophora var. brasiliensis ndo teve espessamento da parede com 0 aumento na
concentracdo de nitrato. A sintese de gréos de amido ocorre por meio da UDP-Glicose. Esta
mesma molécula também € responsavel por produzir componentes da parede celular, como
polimeros de celulose (DE FAVERI et al., 2015; SEIFERT, 2004). Por estar em estresse em
elevadas concentracGes de nutrientes, a macroalga prioriza a sintese destes componentes da
parede, afim de espessa-la, diminuindo a sintese de grdos de amido. O espessamento da parede
celular € considerado um mecanismo de defesa fisica das algas, impedindo a entrada ou
absorcdo dos nutrientes e outras substancias em excesso no meio (ZEROUAL et al., 2020).
Assim, a macroalga evita a toxidade celular e aumenta sua tolerancia a condicdo de estresse.

Algumas espécies de macroalgas podem ser consideradas organismos bioindicadores
de ambientes poluidos (MICHALAK, 2020). Além disso, podem ser utilizadas como agentes
biorremediadores promovendo a remocdo de nutrientes de corpos de &gua eutrofizados.
Diversos estudos foram feitos utilizando macroalgas como biofiltro, principalmente no contexto
da aquicultura multitréfica integrada (ADHARINI et al., 2021; LARAMORE et al., 2018;
SARKAR et al., 2021; SHIN et al., 2020; TREMBLAY-GRATTON et al., 2018). No presente
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estudo a macroalga Gracilaria domingensis apresentou altas porcentagens de remocdo de
nitrato e nitrogénio amoniacal, principalmente na amostra controle. A amostra tratada com &gua
do ponto 2 demonstrou maior remocao de nitrato em comparacdo ao nitrogénio amoniacal total.
J& a amostra tratada com agua do ponto 3 demonstrou maior remog&o de nitrogénio amoniacal
total em relagéo ao nitrato. A amostra do ponto 2 demonstrou porcentagem negativa de remocao
de nitrito, ou seja, ocorreu um expressivo aumento na concentracdo deste nutriente no meio.
Todas as amostras apresentaram remocdo de fosfato positiva, todavia, com baixas
porcentagens. Pode-se perceber maiores remocdes de nitrato em meios com baixa
disponibilidade de amdnio, e vice-versa. Além disso, a remocéo de fosfato ndo foi influenciada
de maneira direta pela disponibilidade dos nutrientes nitrogenados. Resultados semelhantes
foram encontrados utilizando macroalgas do género Gracilaria. Gracilaria edulis e Gracilaria
changii demonstraram remogdo de amonio de 72,5% e 71% e nitrato de 58,8% e 56%,
respectivamente (MAWI et al., 2019). Gracilaria verrucosa removeu 90% de aménio no 10°
dia, 22,2% de nitrato no 20° dia e 20,1% de fosfato no 30° dia (TRIANTI & ADHARINI, 2020).
Cohen et al. (2022) utilizou Gracilaria caudata e Gracilariopsis tenuifrons em meios com agua
eutrofica de um sistema de aquicultura. As macroalgas apresentaram remoc¢do média de amoénio
e fosfato de 92,1% 3,4% respectivamente. A maior reducdo de nitrato ocorreu no periodo de
diminuicdo do amdnio disponivel. As macroalgas podem utilizar diferentes fontes nitrogenadas,
todavia, de maneira geral, as algas vermelhas possuem preferéncia pelo aménio (RIBEIRO et
al., 2017). Esta preferéncia esta relacionada a disponibilidade e facilidade na absorcdo do
amonio, que € incorporado por transporte passivo (GONCALVES et al., 2017; GUTTMANN
etal., 2018). Ainda assim, a reducao significativa de nitrato demonstra o potencial da macroalga
em remover este nutriente juntamente com o aménio. Quando disponiveis, as duas fontes de
nitrogénio nao inibem a absorcdo uma da outra (MAWI et al., 2019). O nitrogénio retirado do
meio € posteriormente utilizado para o crescimento da planta (CARNEIRO et al., 2021;
FOUROOGHIFARD et al., 2017; MADKOUR et al., 2020). As macroalgas também tém
capacidade de absorver fosfato, que esta relacionado principalmente aos processos de
fotossintese e respiracdo (LEE et al., 2005; PONG-MASAK & SARIRA, 2018). O aumento
expressivo de nitrito observado no tratamento com agua do ponto 2 pode ser explicado pelas
reacdes de interconversdo dos compostos nitrogenados. Por meio do processo de nitrificacao
tem-se a oxidacdo do ion aménio, que em condi¢des aerobicas, € convertido em nitrito e nitrato,

promovendo 0 aumento na concentracdo destes ions no meio (RODRIGUES, 2016).
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6 CONCLUSAO

A macroalga vermelha Gracilaria domingensis demonstrou ser eficiente na remocao
de nitrato, amonio e fosfato. Todavia, a absorgcdo destes nutrientes causou alteracGes
morfofisioldgicas na alga. Em meios com limitacdo de amdnio e fosfato e disponibilidade de
nitrato pode-se perceber um aumento nas taxas de crescimento, nas ramificacdes do talo e na
concentracdo de pigmentos fotossintetizantes e uma grande quantidade de grdos de amido nas
células da alga. Em meios com limitacdo de nitrato e disponibilidade de aménio e fosfato
percebe-se um aumento nas taxas de crescimento. Porém, houve diminuigdo nas ramificacdes
do talo e na concentracdo de pigmentos fotossintetizantes e reducdo na quantidade de graos de
amido. Tambem ocorreu espessamento da parede celular. A remocdo de nutrientes obteve
maiores porcentagens para o nitrato e o amonio. Estes sdo utilizados para o crescimento e
desenvolvimento da alga, estimulando a producdo de ficocoloides, como o agar. Tal composto
possui elevada relevancia econdmica, agregando valor a macroalga em questéo e justificando
seu uso como agente biorremediador em relacdo a espécies de macroalgas verdes. Assim,
sugere-se que G. domingensis pode ser considerada biorremediadora para nitrato, amonio e
fosfato, removendo os nutrientes a fim de evitar e/ou reduzir a eutrofizacdo nos ambientes

costeiros.
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