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RESUMO

A poluicdo da agua causada pela drenagem acida de mina (DAM) é,
provavelmente, o impacto mais significativo na regido sul do estado de
Santa Catarina. A DAM ¢ caracterizada pela alta acidez, alta
concentracdo de metais pesados e deposicdo de dxidos metalicos.
Nestas condigdes, a diversidade bioldgica é restrita e dominada por
organismos acidofilos e acido tolerantes. Apesar das condicdes fisicas e
quimicas serem extremas, algumas algas crescem bem, podendo formar
grandes biomassas nestes locais. Este trabalho teve como objetivo
conhecer a composicdo da ficoflora e aspectos fisiologicos de
Chlamydomonas sp. que ocorrem em duas DAM no municipio de
Sideropolis/SC. A determinacdo taxondmica da ficoflora foi realizada
através da observacdo das amostras em microscopio Optico e com
auxilio de bibliografica especializada. Para os estudos fisioldgicos de
Chlamydomonas sp., a cepa foi isolada e cultivadas em Meio Acido
para Euglenas (MAE). Foi determinada as taxas de crescimento da cepa
em diferentes valores de pH, temperatura e concentracBes de zinco.
Foram identificados 22 taxons distribuidos em 13 géneros. Euglena
mutabilis e Euglena sp. foram dominantes e exclusivas do ponto DA-
01, formando um biofilme sobre o substrato e Klebsormidium sp. e
Mougeotia sp. foram dominantes e exclusivas do ponto amostral DA-
02, formando densos tufos de filamentos. Com relacdo aos aspectos
fisiol6gicos de Chlamydomonas sp., foi verificado que a cepa é capaz
de crescer em valores de pH que vao do 2 ao 8 com crescimento 6timo
em pH 3,6 caracterizando-a como uma espécies acidofilica; seu
crescimento 6timo foi em 22°C e apresentou alta tolerancia ao zinco. As
taxas de crescimento da cepa foram semelhantes em diferentes
concentracBes de zinco e diferentes valores de pH, evidenciando uma
adaptacdo ao ambiente de ocorréncia da espécie que apresenta altas
concentracdes de metais.

Palavras-chave: Drenagem 4cida de mina; Algas aciddfilas;
Chlamydomonas sp.
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ABSTRACT

Water pollution caused by acidic mine drainage (AMD) is probably the
most significant impact in the southern region of the state of Santa
Catarina - Brazil. The AMD is characterized by high acidity, high
concentration of heavy metals and deposition of metal oxides. In these
conditions, biological diversity is restricted and dominated by
acidophilic species. Although the physical and chemical conditions are
extreme, some algae grow well and can form large biomasses in these
environments. This study aimed to know the composition of the
microalgal assemblages and to determine physiological aspects of
Chlamydomonas sp. occurring in two AMD sites at the municipality of
Sideropolis/SC. The taxonomic determination of microalgae was
performed by qualitative analysis under an optical microscope using
proper specialized literature. For the physiological studies a strain of
Chlamydomonas sp. was isolated and cultured in Euglena Acidic Media
(EAM), and growth rates of the strain under different pH, temperature
and concentrations of zinc was determined. Taxonomic analysis showed
22 microalgal taxa distributed in 13 genera. Euglena mutabilis and
Euglena sp. were dominant in one station (DA-01), forming a biofilm
on the substrate and Klebsormidium sp. and Mougeotia sp. were in the
other station (DA-02), forming dense tufts of filaments. Regarding the
physiological aspects of Chlamydomonas sp., it was found that the
strain is able to grow at pH values ranging from 2-8 with optimum
growth at pH 3.6 characterizing it as an acidophilic species; its optimum
growth was at 22°C and showed high tolerance to zinc. The growth
rates of the strain were similar at different zinc concentrations and
different pH values, indicating an adaptation to the extreme
environment.

Keywords: Acidic mine drainage; acidophilic algae; Chlamydomonas
sp.
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1 INTRODUCAO
1.1 A MINERACAO NO ESTADO DE SANTA CATARINA

Em Santa Catarina, o inicio das atividades carboniferas
aconteceu no final do Século XIX, realizadas por uma companhia
britanica que construiu uma ferrovia e explorava as minas. Em 1885 foi
inaugurado o primeiro trecho da ferrovia Dona Tereza Cristina, ligando
Lauro Miiller ao Porto de Laguna, e chegando, em 1919, a Sdo José de
Cresciuma (atual cidade de Criciima). Como o carvdo catarinense era
considerado de baixa qualidade, sua exploragdo ndo despertou muito o
interesse por parte dos ingleses. Diante desse quadro, o Governo
Federal repassou a concessdo para industrias cariocas (SOCIESC,
2013).

As dificuldades de importacdo de carvdo mineral durante a
Primeira Guerra Mundial (1914-1918) aceleraram a chama deste
minério no territorio nacional. Aliado a esse interesse, soma-se 0 rapido
avanco cientifico e tecnoldgico que estava acontecendo no mundo,
inclusive no Brasil, que partiu em busca do aperfeicoamento de seu
nascente parque industrial. Ferrovias foram construidas para escoar a
producdo cujo transporte em muitos locais era realizado em carros de
bois (BELLOTI et al., 2002).

Durante o Governo Federal Getllio Vargas, com decreto
determinando o consumo do carvdo nacional e com a construgcdo da
Companhia Siderargica Nacional (CSN), a obrigatoriedade da utilizacéo
do carvao nacional foi estabelecida em 10% em 1931, aumentando esta
cota para 20% em 1940. A CSN foi construida em 1946. Ja nos anos 40
e 50 varias minas operavam na regido. Ao longo dos anos 60 ocorrem
profundas mudangas no setor e, no inicio dos anos 70, estavam em
atividade apenas 11 mineradoras, sendo a maioria pertencente a
empresarios locais. O Gltimo “boom” no setor foi com a crise do
petroleo em 1973, com as atencGes voltadas novamente para o uso do
carvao nacional (SOCIESC, 2013).

Em 1990, o governo liberou as importagdes, e devido a
qualidade inferior do carvdo catarinense, com teores elevados de
enxofre (2% a 4%) e cinzas (40% a 60%), o produto perdeu 0 mercado e
a producdo nacional de carvdo metalirgico foi paralisada, sendo
mantida apenas a do carvao energético. Em 1991, o setor ressentia-se de
uma queda na producdo de 92% em relacdo a 1989 (1.006.000
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toneladas) e aguardava a instalacdo de novas termelétricas para sua
recuperacdo. Em 1997, ap6s ampliacdo da Usina Jorge Lacerda IV,
houve um aumento na producdo de carvdo beneficiado de 35% em
relacdo ao ano anterior. Em 1998 a usina Jorge Lacerda IV, antes
pertencente a Gerasul foi adquirida pelo Grupo Suez e renomeada em
fevereiro de 2002 para Tractebel Energia S.A. (NASCIMENTO et al.,
2002).

Em 2012, foram produzidos no estado de Santa Catarina
2.064.043 toneladas de carvdo mineral, sendo que 95% da producdo foi
utilizada no setor energético (SOCIESC, 2012).

O carvdo extraido em minas a céu aberto ou subterrdneas é
enviado a usinas de beneficiamento e gera 60% de residuos sélidos e 1,5
m® de efluentes acidos para cada tonelada lavrada. Nos dltimos 100
anos, as atividades de mineracdo desenvolvidas na Bacia Carbonifera
Catarinense, resultaram cerca de 5.000 ha de superficies impactadas
(SCHNEIDER, 2006). Consequentemente, a qualidade ambiental do
solo e corpos d’dgua influenciados pela carga de acidez e metais
drenados foi seriamente comprometida.

De acordo com o resultado do Quarto Relatério de
Monitoramento dos Indicadores Ambientais (GTA, 2010), a bacia do rio
Ararangud apresenta 8% de trechos impactados com drenagem &cida em
relacdo a extensdo total da rede hidrografica. A bacia hidrografica do
Urussanga que, proporcionalmente, apresenta o maior ndmero de
trechos impactados por drenagem 4&cida, correspondendo a 13 % em
relacdo a extensdo total dos rios. E a bacia do rio Tubardo &,
proporcionalmente, a que apresenta 0 menor ndmero de trechos (3 %)
impactados com drenagem &cida em relagdo a extensdo dos rios que
formam a bacia.

1.2 DRENAGEM ACIDA DE MINA

Dentre as atividades potencialmente poluidoras dos recursos
hidricos, estdo aquelas relacionadas a mineracdo. Um dos impactos
ambientais mais devastadores sobre 0s ecossistemas aquaticos €
ocasionado pela drenagem acida de minas (DAM). Neste caso
especifico, o impacto pode causar uma destruicdo irreversivel do
ecossistema aquatico sendo que este tipo de poluicdo atinge a regido
carbonifera de Santa Catarina. A DAM é resultante da oxidagao natural
de minerais sulfetados (FeS;) na presenca de ar, de 4gua e da acdo de
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bactérias aciddfilas, produzindo reagdes autocataliticas, acidificacdo da
adgua e dissolucdo de metais (JOHNSON, 1998; SHEORAN &
SHEORAN, 2006). Esse fendbmeno pode ocorrer tanto em minas
subterrdneas como em minas a céu aberto, desativadas ou em operagdo
bem como bota-fora de estéreis e rejeitos de carvdo (JOHNSON &
HALLBERG, 2005; SHEORAN & SHEORAN, 2006).

O carvdo mineral é formado por carbono, oxigénio, nitrogénio,
enxofre e tracos de outros elementos de diversos tipos de rochas que
podem estar associados a sua matéria carbonosa. Para classificar
fisicamente e reduzir as impurezas, o carvao mineral é submetido a uma
sequéncia de operacfes chamada beneficiamento, de onde resultam o
carvdo de valor comercial e o estéril (incombusto), o qual apresenta-se
intercalado a extratos de carvdo. Os depdsitos de rejeitos e pilhas de
estéril podem ser fontes de contaminagdo, principalmente quando esses
rejeitos contém minerais sulfetados como a pirita (FeS,) e arsenopirita
(FeAsS) (SILVA et al., 2004; SCHNEIDER, 2006).

Os minerais sulfetados, quando em contato com a agua, com o
oxigénio atmosférico e com algumas bactérias como Acidithiobacillus
ferrooxidans, sofrem oxidacdo reduzindo o pH da é&gua, e
consequentemente aumentando a solubilidade dos metais toxicos. Esse
processo é chamado de drenagem &cida e esta agua é caracterizada por
alto teor de ferro, aluminio e acido sulfurico, decorrentes da percolacéo
da agua da chuva através dos rejeitos gerados pelas atividades de
mineragdo (NAJA & VOLESKY, 2009).

De acordo com Naja & Volesky (2009), o principio da geracdo
de drenagem acida ocorre de acordo com as seguintes etapas:

Oxidacéo da pirita pelo oxigénio:

2Fe82 + 2H20 + 702 — 2 F92804+ 2HQSO4 (1)

Em seguida ocorre a oxidacdo do ion ferroso a ion férrico:

4FeSO,4+ Hy,SO4 + Oy 2F92(804)3 + 2H,0 (2)

Em pH 3,5, a oxidagcdo do ferro é catalisada pela bactéria
oxidante de ferro Acidithiobacillus ferrooxidans, e na faixa de pH 3,5-
4,5, pode ser catalisada por uma variedade de Metallogenium, uma
bactéria filamentosa oxidante de ferro.

O ion férrico dissolve ainda mais pirita:

7F92(SO4)3 + FeS, + 8H,0 — 15FeSO, + 8H,S0, (3)
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gue em conjunto com a reacdo 2 consiste em um ciclo para a
dissolucdo da pirita. Com valores de pH muito acima de 3, o ferro (lII)
precipita como o 6xido de ferro hidratado (l11):

Fe*® + 3H,0 « Fe(OH); + 3H* (4)

O ciclo permanece até que toda pirita acessivel pelos agentes de
reacdo tenha sido consumida através de reagdes que resultam no carater
acido do meio, levando consequentemente ao aumento da solubilizacdo
de metais pesados como ferro, aluminio, cobre, chumbo, cromo,
manganés, mercurio, niquel e zinco (SCHNEIDER, 2006). Os locais
contaminados por DAM sdo muitas vezes cobertos por um depdsito
amorfo de coloracéo alaranjada formada por Fe(OH); (Figura 1).

Figura 1. Oxido de ferro precipitado (setas indicativas) em drenagem acida
de mina no municipio de Sideropolis/SC.

Altas concentracBes de metais dissolvidos, incluindo zinco, séo
frequentemente encontrados em DAM (NIYOGI et al., 2002) sendo que
a elevada concentracdo de metais toxicos é mais preocupante do que a
acidez em termos de danos ambientais. O zinco é um elemento essencial
para o funcionamento normal dos sistemas de enzimas em algas. No
entanto, pode ser téxicos quando as algas estdo expostas a
concentragBes superiores as necessarias para um crescimento étimo. O
zinco pode perturbar a fotossintese, a respiracdo, a produgdo de ATP e a
sintese de pigmentos, assim como inibir a divisdo celular (STAUBER &
FLORENCE, 1990).

A dissolucdo de metais em DAM e a lixiviagdo para os aquiferos
causam alteracdes tanto na qualidade da agua quanto nas comunidades
aquéticas (SCHNEIDER, 2006; SHEORAN & SHEORAN 2006). Além
disso, as fontes de drenagem &cida podem permanecer ativas por
décadas ou séculos até mesmo apds o fechamento da mina. Em tal
ambiente extremo, somente um pequeno nimero de espécies é capaz de
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sobreviver e consequentemente uma baixa diversidade de organismos é
encontrada (SCHNEIDER, 2006; NAJA & VOLESKY, 2009; NIYOGI
et al., 2002).

Sendo assim, a DAM forma um ecossistema estruturalmente
simples, dominado por organismos acidofilicos e é&cido tolerantes
(VALENTE & GOMES 2007), ou seja, eles ndo somente toleram essas
condicbes extremas como as exigem para sua sobrevivéncia
(RAMPELOTTO, 2010).

1.3 ALGAS EM AMBIENTES ACIDOS

Habitats extremamente 4cidos provenientes de fontes
antropogénicas estdo associadas com uma enorme carga de metais
pesados, sendo que as drenagens acidas de mina sdo responsaveis pela
maior parte dos habitats extremamente acidos em todo o mundo. Estes
locais contém concentracdes relativamente baixas de carbono orgénico
dissolvido, sendo também caracterizados como oligotroficos
(JOHNSON, 1998).

Os organismos que habitam &reas impactadas por DAM,
precisam enfrentar as elevadas concentracfes de metais toxicos sollveis
nesses ambientes. Muitos metais sdo essenciais para a vida, como por
exemplo, o cobre e 0 zinco, mas também podem se tornar toxicos em
altas concentracdes (RAI et al., 1981). Uma caracteristica de toxicidade
de metais é a intoxicacdo e inativacdo de sistemas enzimaticos. Muitos
dos processos fisiolégicos e bioquimicos, ou seja, a fotossintese,
respiracdo, sintese de proteinas e sintese de clorofila, entre outros, sao
severamente afetados em altas concentracbes de metais (RAI et al.,
1981). Acredita-se que a resisténcia de muitas algas a DAM se deva a
sua capacidade de manter metais complexos fora das células,
prevenindo a sua entrada no citoplasma (NOVIS & HARDING, 2007).

Além disso, a escassez de invertebrados bentonicos de pastagem
e, geralmente, a auséncia total de peixes, lagostas e outros herbivoros
bentbnicos pode permitir o desenvolvimento de alta biomassa de algas,
apesar de as taxas de crescimento serem lentas devido a baixa
concentracdo de nutrientes e contaminantes toxicos (HARDING &
BOOTHROYD, 2004).

A identificacdo de algas existentes em recursos hidricos
acidificados pela mineracdo e nas proprias drenagens, tem sido alvo de
estudos em diversas regides do mundo, destacam-se os trabalhos de
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Sabater et al. (2003) e LoOpez-Archilla et al. (2000) no rio Tinto
(Espanha); Stevens et al. (2001) (EUA); Lessmann et al., (2000) e
Kapfer (1998) em lagos de minas a céu aberto na Alemanha; Bray
(2007) em ambientes com diversos graus de impacto na Nova Zelandia.
No Brasil, Freitas (2010) estudou 12 ambientes aquéticos impactados
por DAM na bacia Carbonifera de Santa Catarina, onde identificou
apenas 5 géneros, sendo que no Brasil ainda pouco se sabe sobre a
ecologia e fisiologia da ficoflora existente nestes locais.

1.4 O GENERO Chlamydomonas

O género Chlamydomonas €é composto por organismos
unicelulares biflagelados que podem ser facilmente cultivados e
manipuladas em cultura. As células tém geralmente um cloroplasto
basal e pirendide central. Existem dois vacuolos contrateis na base dos
flagelos, e que podem, ou ndo, ter um ocelo anterior no cloroplasto
(LEE, 2008). A ocorréncia do género em locais afetados por DAM é
conhecida e apresenta uma taxa de crescimento muito superior quando
comparado a outras espécies de microalgas acidofilicas. Uma vantagem
metabolica é a capacidade de produzir enzimas fosfatases que é uma
adaptacdo a situagfes em que os nutrientes sdo limitados (NIXDORF et
al., 1998).

A ocorréncia da Chlamydomonas em ambientes acidos é bastante
conhecida. Um exemplo é a Chlamydomonas acidophila, uma espécie
dominante em lagos &cidos de mineracdo, bem como lagoas vulcanicas.
Além da acidez, estes locais sdo caracterizados por altas concentracdes
de metais, principalmente ferro e zinco (NISHIKAWA & TOMINAGA,
2001).

Devido a estas caracteristicas, algumas espécies do género
Chlamydomonas tém sido estudadas com objetivo de esclarecer a
resisténcia, o crescimento e o acimulo de metais por estes organismos
(AGUILERA & AMILS, 2005; BOAVIDA & HEATH 1986;
GARBAYO et al., 2007; GARBAYO et al., 2008; TITTEL et al., 2005;
SPIJKERMAN et al., 2007).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Conhecer a composicao da ficoflora e aspectos da ecofisiologia
de uma cepa de Chlamydomonas sp. isolada em duas drenagem acida de
mina localizadas no municipio de Siderépolis/SC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Conhecer a composicdo da ficoflora nos pontos de drenagem
acida de mina estudados.

- Verificar as taxas de crescimento da cepa de Chlamydomonas
sp. em diferentes concentragdes de zinco.

- Determinar as taxas de crescimento da cepa estudada em
diferentes temperaturas.

- Determinar as taxas de crescimento da cepa de Chlamydomonas
sp. em diferentes valores de pH.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 AREA DE ESTUDO

A érea de estudo esta inserida na Bacia Carbonifera de Santa
Catarina que se localiza a sudeste do estado, entre a Serra Geral a Oeste
e 0 macico granitico a Leste. E constituida pelas bacias hidrograficas do
rio Tubardo, rio Araranguad e rio Urussanga. A Bacia possui um
comprimento conhecido de 95 km e uma largura média de 20 km,
compreendida na area delimitada pelas coordenadas 28° 11° a 29° 03’ de
latitude sul e 49° 10” a 49° 37° de longitude oeste (CETEM, 2000). O
clima é subtropical tmido com verdo quente (Cfa), pela classificacdo de
Kdeppen. A precipitacdo total média é 1600mm, com chuvas bem
distribuidas ao longo do ano, com totais mensais variando de 80 mm a
200 mm. A temperatura média anual é 19°C, sendo que médias mensais
variam de 15°C no inverno e 24°C no verdo (EPAGRI, 2013).

3.2 LOCALIZACAO DOS PONTOS DE COLETA

Para a identificacdo de microalgas e isolamento da cepa estudada,
foram definidos 2 pontos de coleta (Tabela 1) em duas areas de DAM
diferentes, ambas localizadas no municipio de Sider6polis/SC (Figura
2). O ponto DA-01 (Figura 3) esta localizado onde o rejeito de mina foi
aterrado, em &rea de recuperacdo ambiental e o ponto DA-02 estd
localizado em uma drenagem de mina subterranea abandonada (Figura
4).

Tabela 1. Localizacdo dos pontos de coleta em duas DAM localizadas no
municipio de Siderépolis/SC.
Ponto Latitude Longitude Altitude (m)
DA-01 28°37.373’ S 49°23.871’ O 43
DA-02 28°37.108" S 49°23.670° O 123
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Figura 2. Localizagdo dos pontos de coleta localizados em duas drenagens
acida de mina no municipio de Siderdpolis, SC (Fonte: Google Earth).

, e e
Figura 3. Ponto de coleta DA-01, localizado em éarea de rejeito de mina
aterrado em &rea recuperada no municipio de Siderépolis, SC.
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’ L e & ) UlR
Figura 4. Ponto de coleta DA-02, localizado em &rea de drenagem de uma
mina subterranea abandonada no municipio de Siderépolis, SC.

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS

Para a caracteriza¢do da comunidade microalgal e isolamento da
cepa estudada, a coleta foi realizada em uma Unica ocasido no més de
novembro de 2011. Amostras foram coletadas em 5 locais no sedimento
de cada ponto amostral com o auxilio de espatulas e pipetas Pasteur
(Figura 5) e divididas em duas sub-amostras. Uma das sub-amostras foi
adicionada juntamente com agua do local em frascos de cultura de 15ml
mantido em isopor com gelo até o processamento em laboratério e a
outra foi fixada com formol a 4 % e armazenada em frasco de
polietileno de 400 ml.

A temperatura da agua, oxigénio dissolvido e pH foram medidos
in loco com o auxilio de um pHmetro Orion Star A111.
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Figura 5. Amostragem das microalgas localizadas no sedimento com o
auxilio de pipetas Pasteur

3.4 DETERMINAGCAO TAXONOMICA DA FICOFLORA

A identificacdo taxonbmica da ficoflora foi realizada em
microscopio optico Olympus CX31, em aumento maximo de 1000X.
Para a identificacdo das diatomaceas, as amostras foram lavadas e
oxidadas com permanganato de potassio (KMnO,) e &cido cloridrico
(HCI) segundo a técnica de Simonsen (1974). Posteriormente foram
confeccionadas laminas permanentes utilizando Naprax como meio de
inclusdo.

A determinacdo taxondmica foi realizada ao menor nivel
taxondmico possivel, com o auxilio das obras de Round et al. (1990),
Krammer & Lange-Bertalot (1986; 1988; 1991a; 1991b), Bicudo &
Menezes (2006), Bourrelly (1972), entre outros.

3.5 ISOLAMENTO E MANUTENCAO DAS CEPAS DE
Chlamydomonas sp.

Em laboratério, as amostras vivas foram imediatamente
inoculadas em Meio Acido para Euglenas (MAE; Apéndice 1)
(OLAVENSON & NALEWAJKO, 2000), que ¢ seletivo para espécies
acidofilicas. O pH do meio foi ajustado ao pH do local da coleta.
Inoculou-se 1ml das amostras em 100ml de meio contidos em frascos
erlenmeyer de 250ml esterilizados, em seguida, os meios com inéculo
foram incubados e mantidos no cepério do Laboratério de Ficologia -
Microalgas da UFSC (LAFIC) (Figura 6), com irradiancia de



24

aproximadamente 50pmoles.m®.s™, fotoperiodo de 12 horas, e
temperatura de 22 + 2°C.

Figura 6. Cepério do Laboratério deFicoIogia - Microalgas (UFSC) onde
as amostras coletadas nos pontos estudados foram mantidas.

Os repiques dos cultivos mistos assim gerados foram realizados
semanalmente transferindo aliquotas de 1ml do concentrado algal para
novos frascos erlenmeyer de 250ml com 100ml de meio MAE
esterilizado. A partir desse concentrado algal, foi realizado o isolamento
da espécie mais abundante, sendo esta, Chlamydomonas sp. (Figura 7),
sob microscoépio éptico invertido marca Olympus, modelo BX-41 com
uma pipeta Pasteur capilar acoplada a mangueira de silicone, pelo
método de succ¢do (Figura 8).

A o

Figura 7. Chlamydomonas sp. isolada de um ponto de drenagem é&cida de
mina no municipio de Sider6polis/SC. A: fotomicrografia 6ptica (1000X);
B: fotomicrografia eletrénica.
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As células isoladas foram repassadas para algumas gotas de meio
MAE estéril, procedendo-se assim por diversas vezes até garantir o
isolamento de uma Unica célula. Por fim, essa célula Unica isolada foi
transferida para uma placa de 24 poc¢os contendo meio MAE estéril. Ao
sinal de crescimento, gotas da amostra eram entdo transferidas para
erlenmeyers contendo 100ml de meio MAE estéril. Estabelecido o
cultivo, executou-se o repique semanal, sempre transferindo 1ml para
novos frascos com meio MAE esterilizado.

Figura 8. Isolamento de Chlamydomonas sp. através do método de succao
com o auxilio de capilar acoplada a mangueira de silicone.

3.6 TESTE DE CRESCIMENTO EM DIFERENTES
VALORES DE pH

Visando conhecer a faixa de pH 6timo de crescimento da espécie
isolada, foram realizados experimentos de crescimento. Para tanto, o
meio de cultura MAE foi preparado nos seguintes valores de pH: 0; 1;
2;3;3,6;4;5;6;7;,8;9; 10; 11; 12; 13 e 14. Foram entdo preparados
frascos em triplicata em cada pH, inoculando-se 1mL de cultivo
saudavel em cada frasco teste. O cultivo em pH 3,6 foi adotado como
controle, uma vez que o meio MAE nos cultivos de manutencdo
apresenta esse pH. Os frascos foram vedados com filme plastico e
mantidos em um agitador orbital para 30 frascos (Marconi MA140) sob
iluminagdo uniforme de aproximadamente 80 pmoles.m™.s™ (Figura 9)
e temperatura de 22+2°C, por até 168h, com determinacdo da biomassa
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inicial (t;) e biomassa em 72, 96 e 168 horas. A determinacdo da
biomassa foi realizada através de dois métodos: leitura da turbidez em
espectrofotdmetro (750nm) e contagem de células por mililitro em
camaras de Sedgewick-Rafter (UNESCO, 2010) (Figura 10). A partir
dos dados obtidos foram calculadas as taxas de crescimento através da
equacéo de crescimento com logaritmo natural (Equacéo 1).

Figura 9. Agitador orbital para o cultivo de Chlamydomonas sp.

Equacéo 1:
_ (inN; — InN,)
= T—f
onde:
u é a taxa de crescimento celular;
Ny é a fluorescéncia de clorofila a inicial;
N; é a fluorescéncia de clorofila a final;
T é 0 tempo da medida final ap6s o comego do teste (72h, 96 ou
168h).
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Figura 10. Cémara de Sedgewick-Rafter utilizada no método de
contagem de células

3.7 TESTE DE CRESCIMENTO EM DIFERENTES
TEMPERATURAS

Para conhecer a temperatura de preferéncia da cepa isolada foram
realizados testes de crescimento em diferentes temperaturas, a saber:
15°C, 22°C, 30°C e 40°C. Os testes foram conduzidos da mesma forma
descrita para o teste com diferentes valores de pH (item 3.6), com
excecdo da plataforma de crescimento que, nesse caso ndo foi em
agitador, mas sim de forma estatica em camaras de germinacdo com
controle de fotoperiodo e temperatura. A irradiancia de exposicédo, nesse
caso, foi de aproximadamente 42 pmoles.m?s™. A determinacéo de
biomassa inicial e final dos testes foi realizada por leitura da turbidez
em espectrofotdmetro (750nm). Com os dados de biomassa inicial e
final de cada amostra, foram calculadas as taxas de crescimento algal
através da equacao de crescimento exponencial apresentada no item 3.6.

3.8 TESTE DE TOLERANCIA AO ZINCO EM DIFERENTES
VALORES DE pH

Para definir a tolerancia da cepa acidofilica ao zinco em
diferentes valores de pH foram realizados testes de toxicidade de
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inibicdo do crescimento algal, seguindo a metodologia proposta por
Knie & Lopes (2004).

Foram utilizadas diferentes concentragfes de cloreto de zinco
dissolvidas diretamente em meio de cultura MAE, com os respectivos
ajustes de pH em cada caso, com base nos valores de pH de maior
crescimento da cepa definidos em experimento prévio (item 3.6). As
concentracBes de zinco foram definidas com base em experimentos
preliminares e em dados de toxicidade para microalgas, oriundos da
base de dados de ecotoxicologia da Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana (http://cfpub.epa.gov/ecotox/). Essas concentracfes estdo
apresentadas na Tabela 2. Os testes foram realizados em triplicata. As
condicBes de teste foram de luz constante, com aproximadamente
80uMol.cm™.s™ de irradiancia e a temperatura de 22°C + 2°C. Todos 0s
frascos de ensaio foram mantidos em agitacdo constante (agitador
orbital de mesa, marca Marconi, modelo MA140) em bancada
uniformemente iluminada. A duracdo dos testes foi de 168 horas, com
leituras em 72h, 96h e 168h.

Tabela 2. Concentracdo de zinco nos diferentes tratamentos utilizados
no estudo.

Tratamento Concentracdo  Concentragéo Quantidade
de ZnCl, (g/L) molar (umol) real de Zn (g

Zn)
T1 1,0000 7.336,7600 0,4796
T2 0,5000 3.668,3800 0,2398
T3 0,2000 1.834,1900 0,1199
T4 0,1250 927,1000 0,0599

A determinacdo de biomassa inicial e final dos testes foi
realizada por leitura da turbidez em espectrofotdbmetro (750nm) e
contagem de células. Com os dados de biomassa inicial e final de cada
amostra, foram calculadas as taxas de crescimento algal através da
equacdo de crescimento exponencial apresentada no item 3.6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 VARIAVEIS FISICAS E QUIMICAS

Com relacéo as variaveis fisicas e quimicas medidas, verificou-se
gue ambos 0s pontos amostrais apresentaram resultados semelhantes,
com baixos valores de pH e oxigénio dissolvido (Tabela 3). Valores
semelhantes aos obtidos neste trabalho foram obtidos por Brake et al.
(2001), Lessmann et al. (2000), Nixdorf et al. (1998), Valente & Gomes
(2007).

Em ecossistemas aquaticos, o pH pode ser considerado uma das
varidveis ambientais mais importantes, uma vez que interfere na
estrutura da biota, nos processos bioquimicos, na solubilidade de sais e
na especiagdo geoquimica dos metais, condicionando a
biodisponibilidade dos mesmos em ambientes aquéaticos (SCHNEDER,
2006).

A concentracdo de oxigénio dissolvido resulta do balanco entre a
entrada de oxigénio da atmosfera e da fotossintese aquética, com o
consumo de oxigénio resultante das reacbes de oxidagdo quimica e
biologica (SCHNEIDER, 2006). Em DAM, a concentracdo de oxigénio
na agua é geralmente muito baixa devido a alta concentracdo de acidos
que reflete na oxidagdo de ions férricos. Porém, a concentragdo de
oxigénio nestes ambientes pode tornar-se mais elevada com a presenca
de organismos fotossintetizantes (BRAKE et al., 2001).

Tabela 3. Variaveis fisicas e quimicas da agua nos pontos estudados.

Ponto pH 0, (mg.I") Temp. 4gua (°C)
DA-01 2,98 53 22,6
DA-02 2,58 5,6 20,5

4.2 COMPOSICAO DA FICOFLORA

A anélise das amostras permitiu a determinacdo de 22 taxons
infragenéricos, distribuidos em 13 géneros e 3 divisdes (Bacillariophyta,
Chlorophyta e Euglenophyta). Cinco taxons ocorreram exclusivamente
no ponto DA-01, 11 foram exclusivos do ponto DA-02 e 4 ocorreram
em ambos os pontos (Tabela 4). A divisdo que apresentou 0 maior
nimero de taxons foi Bacillariophyta, totalizando 14 taxons. A riqueza
observada neste trabalho pode ser considerada alta quando comparada a
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outros estudos da ficoflora realizados em DAM. Trabalhos realizados
em areas de DAM de modo geral, apresentaram baixa riqueza de
espécies quando comparado ao observado neste trabalho. Valente
(2004) em uma DAM em Valdacas (Portugal) encontrou apenas seis
tdxons infragenéricos, se tratando de um ecossistema simples, com
baixa riqueza. Ldpez-Archilla et al. (2000) observaram apenas 6 tdxons
infragenéricos em um trecho do rio Tinto na Espanha altamente
impactado por DAM enquanto que Sabater et al. (2003) identificaram
10 taxons infragenéricos na cabeceira do Rio Tinto. Lessman et al.
(2000) observaram 13 taxons infragenéricos de microalgas planctonicas
em 28 lagos de mina em Lusatia (Alemanha). O método de oxidacdo de
amostras para identificacdo de diatomaceas pode ter sido o responsavel
pela grande diferenca entre trabalhos encontrados na literatura e os
resultados obtidos neste, uma vez que o método de oxidacdo permite
uma alta concentragdo de células em uma I&mina, evidenciando as
espécies raras.

Em termos de biomassa, representantes de Euglenophyta
(Euglena sp. e Euglena mutabilis) foram dominantes no ponto DA-01,
formando um biofilme sobre o substrato (Figura 11). Enquanto que
representantes de Chlorophyta (Klebsormidium sp. e Mougeotia sp.)
foram dominantes no ponto amostral DA-02, formando densos tufos de
filamentos (Figura 12). Essa grande dominancia pode ser explicada pela
adaptabilidade dos grupos a condigdes de pH extremas uma vez que a
abundancia relativa de diferentes filos de algas muda acentuadamente
entre ambientes com pH diferentes. Em pH muito baixo (<3,5),
euglenofitas, algas verdes e diatomaceas sdo dominantes (BRAY et al.,
2008).

Vaérios fatores podem ser responsaveis pela alta biomassa algal
encontrada nos pontos estudados. Espécies tolerantes podem ser
estimuladas, onde sdo otimizadas pelas condig¢des fisico-quimicas, como
pH (NOVIS, 2006). Segundo Valente & Gomes (2007), a abundancia e
a distribuicdo de Klebsormidium e Euglena mutabilis em aguas afetadas
por DAM as fazem indicadores ecol6gicos, sendo Euglena mutabilis
relacionada a efluentes com melhores condi¢des e Klebsormidium esta
relacionada a efluentes altamente contaminados. Porém, segundo
Olaveson & Nalewako (2000) e Freitas (2010), Euglena mutabilis esta
relacionada a ambientes mais degradados. Neste estudo, Euglena
mutabilis ocorreu exclusivamente no ponto DM-01 e Klebsormidium sp.
ocorreu exclusivamente no ponto DM-02. Diferencas significativas na
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composicdo quimica da agua que ndo foram verificadas neste trabalho e
fatores fisicos como intensidade luminosa podem estar relacionadas
com a distribuicao destas espécies.

Fgua 12. lamentos formados principalmente por
Klebsormidium sp. (A) e Mougeotia sp. (B) no ponto amostral DA-02.
Barras de escala = 10 um.

Embora o baixo pH e alta concentracdo de metais sejam mais
restritivos para a vida aquatica, algas como Klebsormidium,
Microspora, Mougeotia, Ulothrix, Chlamydomonas e diatomaceas como
Eunotia exigua, Achnanthidium minutissimum, e representantes dos
géneros Nitzschia, Frustulia e Pinnularia sdo habitantes naturais em
DAM (LUIS et al., 2009; NIYOGI et al., 1999; DENICOLA, 2000;
STEVENS et al., 2001; FREITAS, 2010).

De acordo com Bray (2007), em ambientes impactados pela
DAM, algas tendem a ter uma diversidade muito baixa e muitas vezes
dominadas por poucas espécies, frequentemente com elevada biomassa,
corroborando com o observado neste trabalho.



Tabela 4. Composicao e ocorréncia da ficoflora nos pontos estudados.

Téaxons/Ponto Amostral

DA-01

DA-02

Bacillariophyta

Achnanthidium minutissimum (Kitzing) Czarnecki
Achnanthidium sp.

Aulacoseira ambigua (Grunow) Simonsen
Dicotella stellingera (Cleve & Gronow) Houk & Klee
Eunotia exigua (Brébisson ex Kiitzing) Rabenhorst
Frustulia saxonica Rabenhorst

Nitzschia sp.

Nitzschia linearis (C.Agardh) Wm. Smith
Pinnularia borealis Ehrenberg

Pinnularia obsura Krasske

Pinnularia microstauron (Ehrenberg) Cleve
Pinnularia cf. diversarea Krammer & Metzeltin
Surirella cf. tenuissima Hustedt

Surirella sp.

Divisdo Chlorophyta

Chlamydomonas sp.

Klebsormidium sp.

Mougeotia sp.

Netrium sp.

Divisdo Euglenophyta

Euglena mutabilis F.Schmitz

Euglena sp.

X

X
X

X X X X X X X X X X X X

X X
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Como postulado por Novis & Harding (2007), a presenca de
algas nestes ambientes extremos levanta a questdo de sua evolugdo e
dependéncia destes ambientes. Seria 0 crescimento de algas em
ambientes de DAM facultativo ou obrigatério? Levantamentos
floristicos raramente nos fornecem informacdes suficientes para
resolver este problema, mas algumas evidéncias estdo disponiveis em
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estudos mais detalhados sobre a ecofisiologia destas algas, a exemplo
do que propés o presente trabalho. Euglena mutabilis, por exemplo, esta
amplamente relatada para daguas contaminadas com DAM. O
crescimento desta espécie é 6timo entre pH 3,0 e 3,5 (BRAKE et al.,
2001), mas ela também ¢é reportada em ambientes de maior pH, como
por exemplo em lagoas de tratamento de esgotos.

Comparagdes entre E. mutabilis e E. gracilis demonstraram que
ambas as espécies sdo acido tolerantes mas E. mutabilis foi muito mais
tolerante a metais pesados, incluindo aluminio, niquel, ferro e cadmio
(OLAVESON & NALEWAJKO, 2000). Assim, 0 sucesso de E.
mutabilis em sistemas DAM pode ser devido a aquisi¢do de tolerancia a
metais pesados, ao invés de estar unicamente relacionada a baixos
valores de pH.

Ainda segundo Novis & Harding (2007), o melhor exemplo
documentado de crescimento preferencial em DAM € o de
Klebsormidium rivulare. Esta espécie, que pode ser a mesma encontrada
no presente estudo, foi coletada em diversos ambientes de agua doce,
nao necessariamente com baixo pH. Ela ja foi identificada com varios
outros nomes (ex.: Hormidium rivulare Kiitz., Ulothrix implexa (Kditz.)
Kitz., Klebsormidium dissectum (F.Gay) H.Ettl & Gartner,
Klebsormidium acidophilum P.M.Novis), entretanto, estudos realizados
com isolamento e crescimento em diferentes valores de pH mostraram
gue essas aparentemente diferentes espécies, se tratavam de apenas duas
espécies com polimorfismo decorrente de variagbes de pH. Ou seja,
estudos taxondémicos em microalgas de DAM devem ser ou
acompanhados de estudos ecofisioldgicos ou de analises moleculares.

Apesar do ambiente extremamente agressivo de DAM, foi
encontrada uma alta riqueza de espécies na area de estudo, porém,
especial atencdo deve ser dada a variagcdes morfoldgicas intraespecificas
resultantes do efeito do pH, sendo necessario isolar e crescer as espécies
em diferentes condicGes ou efetuar anélise molecular.

4.3 TAXA DE CRESCIMENTO EM DIFERENTES VALORES
DE pH

O pH pode ser considerado uma das varidveis ambientais mais
importantes em ecossistemas aquaticos, uma vez que interfere no tipo
de comunidade bidtica, em processos bioquimicos, no balanco de CO,
na solubilidade dos sais e na especiacdo geoquimica dos metais,
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condicionando a biodisponibilidade dos mesmo no ambiente aquético.
A biota aquatica também tem capacidade de absor¢cdo de metais
dissolvidos, no caso de pH baixo, uma vez que nesta condi¢do os ion
metalicos encontram-se disponiveis nos sedimentos e solos em
propor¢es diretamente relacionadas ao decréscimo do pH
(SCNEIDER, 2006).

Através do método de contagem (Figura 13) foi observado que a
cepa de Chlamydomonas sp. cresceu desde o pH 0 ao pH 8 com
crescimento 6timo em pH 3,6 demostrando que, apesar da grande
tolerancia a diferentes valores de pH, a espécie teve uma boa taxa de
crescimento entre pH 2 e 6, conferindo a caracteristica de uma espécie
acidofilica. Um estudo realizado por Gerloff-Elias et al., (2006) com
Chlamydomonas acidophila, que também ocorre em ambientes
extremamente acidos, verificou que a espécie cresceu em uma ampla
variacdo de pH (entre 1,5 e 7). Foi previamente demonstrado que algas
acidofilicas sdo capazes de manter um pH neutro intracelular ao longo
de uma ampla faixa de valores extremos de pH (GIMMLER, 2001;
GERLOFF-ELIAS et al., 2006) o que pode explicar a tolerancia deste
género.

Com relacédo a taxa de crescimento, obtida através do método de
leitura de turbidez em espectrofotdmetro (750nm) (Figura 14), a partir
do pH 9 os valores de taxa de crescimento foram elevados, isto ocorre
porque em pH elevado os metais contidos no meio de cultivo precipitam
(NAJA & VOLESKY, 2009), deixando o meio turvo e causando erros
na leitura em espectrofotbmetro. A partir destes resultados, 0s
experimentos com temperatura e concentracdo de zinco foram
realizados em valores de pH que védo do 2 ao 8.
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Figura 13. Taxa de crescimento por dia (u.dia™) de Chlamydomonas sp. em
diferentes valores de pH através do método de contagem de células em
camara de Sedgewick-Rafter. As barras de erro indicam o desvio padrdo
das médias (n=3).
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Figura 14. Taxa de crescimento por dia (u.dia™) de Chlamydomonas sp. em
diferentes valores de pH através do método de leitura da turbidez em
espectrofotdmetro (750nm). As barras de erro indicam o desvio padrdo
das médias (n=3).
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44 TAXA. DE CRESCIMENTO EM DIFERENTES
TEMPERATURAS

Para esta analise foram feitos cultivos em diferentes temperaturas
e nos valores de pH onde houve melhor crescimento da cepa (2 ao 8).
Com isso foi possivel observar que a cepa de Chlamydomonas sp.
cresceu em diferentes temperaturas sendo que teve maior crescimento
em 22°C. Esta preferencia estd relacionada com as temperaturas no
ambiente onde a espécie se encontra naturalmente, estando adaptada a
esta condi¢do (Figura 15). No estudo realizado por Moser e Weisse
(2011) foi verificado o efeito do estresse combinado de pH e
temperatura na largura de nicho de Chlamydomonas acidophila e
Ochromonas spp. em lagos acidos de mineracdo, observando que perto
do limite inferior e superior da tolerancia de pH, o efeito da temperatura
em Chlamydomonas acidophila é mais importante, estreitando a largura
da tolerancia ao pH quando a temperatura tornou-se desfavoravel.
Resultado semelhante foi observado no presente trabalho onde em pH 5
e temperatura de 40°C a taxa de crescimento foi extremamente baixa.
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Figura 15. Taxa de crescimento por dia (u.dia™) de Chlamydomonas sp. em
diferentes temperaturas e em pH 3.6, 4 e 5 através do método de leitura da
turbidez em espectrofotdmetro (750nm). As barras de erro indicam o
desvio padrdo das médias (n=3).
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4.5 TOLERANCIA AO ZINCO EM DIFERENTES VALORES
DE pH

Os resultados das taxas de crescimento de Chlamydomonas sp.
em diferentes concentracGes de zinco estdo representados na Figura 16.
As taxas de crescimento obtidas através do método de contagem de
células nos diferentes valores de pH mostraram algumas diferencas,
onde as menores taxas foram verificadas nos pHs 2 e 3,6 e as maiores
nos pHs 7 e 8. Essas diferencas provavelmente estdo relacionadas a
especiacdo do Zinco em funcdo do pH, onde esse metal fica mais
dissolvido e biodisponivel em baixos pHs e tende a ficar insollvel, na
forma de hidréxidos em pHs acima de 5 (ERTEN-UNAL et al., 1998).
A figura 17 mostra esse comportamento do zinco em diferentes metais.

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho foram
observados por Silva (2011), onde ao avaliar as taxas de crescimento de
uma cepa de Chlamydomonas sp. oriunda de DAM, observou que ela
apresentou alta tolerancia ao zinco e ao cadmio, porém sem diferencas
significativas entre os pHs 3,6 e 7.

Ambientes 4cidos tendem a conter elevadas concentracGes de
metais pesados, porque a sua solubilidade aumenta acentuadamente
(CAMPBELL & STOKES, 1985). Ao mesmo tempo, a superficie de
ligagdo e taxa de absor¢do de metais pesados por células é
significativamente reduzida pois o baixo pH provoca lixiviacdo de
metais das superficies (PETERSON et al., 1984;. GADD, 1986).
Portanto, é necessario saber o destino do metal em cada caso, ou seja, se
ele é efetivamente absorvido e acumulado pelas células algais, ou se
fica adsorvido na parede celular, ou ainda se é exsudado ap6s absorcéo
prévia. Esse tipo de resposta sé € possivel avaliando-se biomarcadores
de metais a nivel intracelular (ex.: fitoquelatinas) ou com analises em
microscopia eletrébnica (HARGREAVES & WHITTON, 1976a, b;
VOLESKI & HOLAN, 1995; NISHIKAWA & TOMINAGA, 2001).
Por outro lado, o zinco ndo acelera diretamente a formacgdo de espécies
reativas de oxigénio, portanto, exerce menos estresse sobre o
organismo, o que pode justificar a maior tolerdncia de organismos a
suas elevadas concentragdes, diferentemente de metais mais toxicos
como o cadmio (TRIPATHI & GAUR, 2006). Sendo um
micronutriente, o0 zinco em baixas concentra¢des pode estimular o
crescimento, porém, em altas concentracfes pode exercer um efeito
contrario. Devido as condicbes do ambiente de origem de
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Chlamydomonas sp., a espécie possivelmente esta adaptada a altas
concentracBes de metais, portanto, as concentracdes utilizadas neste
estudo devem estar proximas as encontradas no ambiente de origem da

cepa.
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Figura 16. Taxas de crescimento (u.dia®) de Chlamydomonas sp. em
diferentes valores de pH e diferentes concentracBes de zinco obtidas
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através do método de contagem de células. As barras de erro indicam o

desvio padrdo das médias (n=3).
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Figura 17. llustracdo da especiagdo do zinco em fungdo do pH em solugédo
aquosa. Baseado em ERTEN-UNAL et al. (1998).
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CONCLUSOES

A ficoflora de drenagens acidas de mina de carvdo da regido de
Siderdpolis — SC mostrou-se relativamente diversa quando
comparada a outros locais estudados. Os taxons dominantes foram
Euglena mutabilis e Euglena sp. formando biofilmes Klebsormidium
sp. e Mougeotia sp. formando densos tufos de filamentos.

A cepa de Chlamydomonas sp. isolada e testada mostrou
crescimento no intervalo de pHs entre 0 e 8, com auséncia de
crescimento em valores maiores que 8, caracterizando-a como uma
microalga acidofilica.

A cepa de Chlamydomonas sp. isolada e testada mostrou elevada
tolerdncia ao Zinco em diferentes pHs, com taxas de crescimento
mais baixas em pHs 2 e 3,6 e levemente mais elevadas em pHs 7 e 8.
Essa diferenca de sensibilidade entre diferentes pHs deve estar
relacionada a especiacdo do zinco que é mais biodisponivel em
baixos pHs.

A cepa de Chlamydomonas sp. cresceu em diferentes
temperaturas (15°C, 22°C, 35°C e 40°C) entre os pHs 3,6; 4 e 5,
sendo que teve maior crescimento em 22°C. As menores taxas
foram verificadas na combinagdo de pH 5 e 40°C. Estes
resultados devem estar relacionados com as temperaturas e pHs
do ambiente onde a espécie se encontra naturalmente, estando
adaptada a estas condicoes.

O melhor método de quantificacdo da biomassa microalgal para a
avaliacdo das taxas de crescimento foi através da contagem de
células, pois métodos como a leitura em espectrofémetro a 750
nm (turbidez) e fluorescéncia de clorofila-a mostrou interferéncia
de turbidez e cor relacionadas a precipitacdo de metais nas
solugdes testes.
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Composicao das solucdes estoque do meio acido modificado M.A.E
(pH 3.6) (Olavenson & Nalewajko, 2000).

Solucédo Estoque Preparo da Sol. Estoque Volume (ml/L)

1. (NH4)2S04 50 g/L 10 mL

2. CaCl,. 2H,0 lg/L 10 mL

3. MgSO,. 7TH,0 50 g/L 10 mL

4. KH,PO4 30 g/L 10 mL

5. NaCl 3g/L 10 mL

6. Na EDTA 20 g/L 0.5mL

7. Metais Tragos Tabela abaixo 1mL

8. FeSO.. 7H,0 498 g/L 1mL

H>SO, ImL

9. Vitaminas F/2 Tabela abaixo 1mL
Composicao dos metais tragos

Componente g/Litro

1. H3BO; 2.86

2. MnCl,.4H,0 1.81

3. ZnS04.7TH,0 0.222

4. NaMo00,.2H,0 0.390

5. CuS04.5H,0 0.079

6. CO(NO3),.6H,0 0.0494
Composicao da Vitamina F/2
Solugao Estoque Preparo da Sol. Estoque /100ml

1. Biotina 0.1 mg/mL 1mL/100mL

2. Vitamina B12 5mg/mL 0.1mL/100mL
3. Tiamina HCL 20mg/100mL




