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Resumo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia e viabilidade da
utilizacdo de biorreatores de perifiton para a remocdo de fésforo em processos de
biorremediagéo e restauracdo de ambientes eutrofizados. Para atingir esse objetivo, foram
realizados dois experimentos em mesocosmos de fundo aberto in situ na regido litoranea
do Lago das Garcas, 0 que permitiu a obtencdo de respostas mais proximas as condigdes
naturais. E um reservatorio eutréfico com floragdes frequentes do fitoplancton, o qual
esta localizado no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), S&o Paulo. No primeiro
experimento, placas de vidro para a colonizagcdo do perifiton foram colocadas nos
mesocosmos do tratamento com biorreator de perifiton (BP). Para quantificar os efeitos
da remocdo de P pelo biorreator sobre o fitoplancton e epipélon, foram realizadas 3
coletas durante o periodo experimental, com 6, 9 e 12 dias de experimento. As espécies
mais abundantes do fitoplancton durante todo o experimento foram as cianobactérias
Synechocystis aquatilis, Raphidiopsis raciborskii e Pseudanabaena galeata. O
biovolume e a densidade dessas espécies de cianobactérias foram menores na presenca
do biorreator de perifiton (tratamento BP) em comparacdo ao Controle. Conclui-se que a
remocdo de P da &gua pelo biorreator de perifiton reduziu a floragdo do fitoplancton,
evidenciando seu potencial biorremediador do processo de eutrofizacdo. No segundo
experimento, para simular o processo de oligotrofizacdo, que antecedeu a instalacdo das
placas de vidro (biorreatores) para a colonizacdo do perifiton, realizou-se a diluicdo de
50% da &gua dos mesocosmos em ambos 0s tratamentos do experimento (Diluido — D;
Diluido + Perifiton - DP). A retirada de 50% da agua dos mesocosmos foi feita com
bomba de succ¢do de baixa pressao (2000 L/H). Para quantificar os efeitos da remocéo de
P pelo biorreator de perifiton sobre o fitoplancton e epipélon, foram realizadas 5 coletas

durante o periodo experimental, com 6, 9, 12, 15 e 20 dias de experimento. As espécies



mais abundantes do fitoplancton durante todo o experimento foram as cianobactérias
Synechocystis aquatilis, Raphidiopsis raciborskii e Pseudanabaena galeata. O
biovolume e a densidade dessas espécies de cianobactérias foram menores na presenca
do biorreator de perifiton (tratamento diluido + perifiton - DP) em comparacdo ao
tratamento diluido (D) na maioria dos dias do experimento. A clorofila-a do epipélon foi
maior na presenca do biorreator de perifiton. Conclui-se que, além de manter as condicdes
limnoldgicas atingidas com a oligotrofizagdo, a remoc¢do de P da agua pelo biorreator de
perifiton reduziu a floracdo do fitoplancton, o que evidencia seu potencial na manutencao
de ambientes restaurados. Por fim, os resultados de ambos 0s experimentos mostram o
potencial que o biorreator de perifiton apresenta na utilizagdo em processos de

biorremediagdo e restauragdo de ambientes eutrofizados.
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General Summary

This study aimed to evaluate the efficiency and feasibility of using periphyton
bioreactors for phosphorus removal in bioremediation processes and restoration of
eutrophic environments. To achieve this goal, two experiments were carried out in open-
bottom mesocosms in situ in the coastal region of Lago das Garcas, which will result in
responses closer to natural conditions. It is an eutrophic reservoir with frequent blooms
of phytoplankton, which is located in Fontes do Ipiranga State Park (PEFI), S&o Paulo. In
the first experiment, glass plates for periphyton colonization were placed in the
mesocosms of the periphyton bioreactor (BP) treatment. To quantify the effects of P
removal by the bioreactor on phytoplankton and epipelon, 3 samplings were carried out
during the experimental period, with 6, 9 and 12 days of experiment. The most abundant
species of phytoplankton throughout the experiment were the cyanobacteria
Synechocystis aquatilis, Raphidiopsis raciborskii and Pseudanabaena galeata. The
biovolume and density of these cyanobacterial species were lower in the presence of the
periphyton bioreactor (BP treatment) compared to the Control. It is concluded that the
removal of P from the water by the periphyton bioreactor reduced phytoplankton
flowering, showing its bioremediation potential for the eutrophication process. In the
second experiment, to simulate the oligotrophication process, which preceded the
installation of the glass plates (bioreactors) for the colonization of the periphyton, a 50%
dilution of the water from the mesocosms was carried out in both treatments of the
experiment (Diluted - D ; Diluted + Periphyton - DP). The removal of 50% of the water
from the mesocosms was done with a low pressure suction pump (2000 L/H). To quantify
the effects of P removal by the periphyton bioreactor on phytoplankton and epipelon, 5
samplings were carried out during the experimental period, with 6, 9, 12, 15 and 20 days

of experiment. The most abundant species of phytoplankton throughout the experiment
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were the cyanobacteria Synechocystis aquatilis, Raphidiopsis raciborskii and
Pseudanabaena galeata. The biovolume and density of these cyanobacterial species were
lower in the presence of the periphyton bioreactor (diluted treatment + periphyton - DP)
compared to the diluted treatment (D) on most days of the experiment. Epipelon
chlorophyll-a was higher in the presence of the periphyton bioreactor. It is concluded that,
in addition to maintaining the limnological conditions achieved with oligotrophication,
the removal of P from the water by the periphyton bioreactor reduced phytoplankton
flowering, which highlights its potential for maintaining restored environments. Finally,
the results of both experiments show the potential that the periphyton bioreactor has for

use in bioremediation processes and restoration of eutrophic environments.



Introducéo Geral

As comunidades algais desempenham diversas funcGes que garantem o
funcionamento dos ecossistemas aquéaticos, uma vez que sdo importantes produtores
primarios, atuam na ciclagem de nutrientes e na transferéncia de energia atraves da rede
alimentar (Vadeboncouer et al. 2001). As algas podem ser classificadas de acordo com o
habito que possuem, sendo denominadas de “fitoplancton” quando se encontram em
suspensdo na coluna da agua, ou “perifiton”, quando associadas a algum substrato. O
perifiton ¢ uma “complexa comunidade de microbiota constituida de algas, bactérias,
fungos, animais e detritos, organicos ou inorganicos, aderidos a substratos submersos,
organicos ou inorganicos, vivos ou mortos” (Wetzel 1983). O perifiton pode ser
classificado de acordo com o substrato que coloniza, sendo, por exemplo, chamado de
epipélon quando aderido ao sedimento (Fernandes & Esteves 2011). O perifiton atua no
funcionamento dos ecossistemas aquaticos, contribuindo com grande parte da
produtividade primaria, constituindo-se em base da cadeia tréfica (Vadeboncoeur &
Steinman 2002), participando da ciclagem de nutrientes (Dodds 2003; Huszar et al.
2006), em especial fosforo e nitrogénio.

Em relacdo aos impactos ambientais nos ecossistemas aquaticos, a eutrofizacédo é
um dos problemas mais difundidos no planeta, pois causa a proliferacdo de algas nocivas,
deterioracdo da qualidade da &gua e mortandade de peixes (Schindler 2012). A sobrecarga
de N e P é considerado fator chave para o desencadeamento da eutrofizacdo nos
ecossistemas aquaticos, sendo o fosforo o elemento mais associado as floracbes algais
(Schindler 2016). O aporte externo de fosforo (P) que adentra nos ecossistemas aquaticos,
através de fontes difusas e pontuais, aumenta a disponibilidade deste nutriente no
ecossistema, favorecendo a proliferacdo de algas e cianobactérias do fitoplancton,

causando floracdes e intensificando o processo de eutrofizagcdo (Wu et al. 2011; Godoy



et al. 2019). Muitos estudos demonstraram a capacidade do perifiton em imobilizar e reter
0 P da coluna da &gua, o que pode reduzir a disponibilidade deste nutriente no ambiente
(Gao et al. 2019; Mendes-Santos & Ferragut 2021).

Considerando a capacidade do perifiton de adsorcéo e absorcdo de P, estudos
mostraram a eficiéncia da utilizacdo de biorreatores de perifiton no controle da floracéo
de algas e cianobactérias do fitoplancton em processos de biorremediagdo de
reservatadrios eutroficos (Wu et al. 2010; Ko et al. 2019). Denomina-se de biorreatores 0s
reatores bioquimicos, biolégicos ou quimicos, nos quais ocorre uma série de reacGes
quimicas catalisadas por biocatalisadores que podem ser enzimas ou células vivas
(microbianas, animais ou vegetais) (Mandenius 2016). Nesse sentido, a microbiota do
perifiton atua como biorreator para remocéao de diversas substancias do ambiente, como,
por exemplo, o fosforo e o carbono (Wu et al. 2010; Wu et al. 2012; Shangguan et al.
2015). Como a comunidade perifitica € naturalmente encontrada nos ecossistemas, 0
biorreator de perifiton € um método ambientalmente benigno e sustentavel, sendo uma
opcdo atraente para a remediacdo in situ de ambientes eutrofizados (Wu et al. 2012).
Muitos estudos abordam a utilizacdo do perifiton como biorreator para a remocéo de P
em processos de biorremediacdo de ambientes eutrofizados (Wu et al. 2010; Lu et al.
2014; Mendes-Santos & Ferragut 2021). No entanto, os estudos que avaliam a eficiéncia
da utilizacdo de biorreatores de perifiton na remocao de P em condi¢cbes ambientais mais
proximas das condicBes naturais sdo escassos (Cui et al. 2017; Ko et al. 2019),
particularmente aqueles que incluem as respostas do fitoplancton e do epipélon a presenca
do biorreator. Assim, até a presente pesquisa, ndo foi encontrado nenhum estudo que
avaliou a influéncia do potencial do biorreator de perifiton sobre o fitoplancton e epipélon
conjuntamente. Considerando que o epipélon atua na imobilizacdo do P no sedimento

(Dodds 2003), o maior entendimento dos efeitos do biorreator sobre o fitoplancton e



epipélon conjuntamente pode contribuir para um processo de biorremediacdo de
ambientes eutréficos mais eficiente.

Para melhorar a qualidade da &gua, a biomanipulacdo deve ser considerada apds
a reducdo do carregamento externo de P, sendo indicado esperar alguns anos até que a
influéncia da ciclagem interna deste nutriente diminua (Sendergaard et al. 2003). Assim,
a presenca do perifiton pode criar condi¢des bioquimicas que favorecam a permanéncia
do P no sedimento, ou seja, minimizando a liberacdo do P para coluna de dgua (Dodds
2003). Mudangas nas condi¢des ambientais, como a anoxia, podem promover a liberagdo
do P do sedimento para a coluna da agua, aumentando a disponibilidade deste nutriente
para o fitoplancton, causando novas floracfes (Carlton & Wetzel 1988; Sgndergaard et
al. 2013). Como exemplo disso no Brasil, podemos citar o caso do Lago Paranoa, em
Brasilia, onde um estudo recente mostrou o aumento na biomassa de cianobactérias apos
um longo periodo de oligotrofizacdo (Batista & Fonseca 2018). Portanto, considerando
que a anoxia do sedimento pode induzir a liberacdo de P para a coluna da agua, causando
a fertilizacdo interna e retardando o processo de restauracao ou intensificando as floracGes
do fitoplancton, é de extrema importancia a avaliacdo do epipélon em processos de

biorremediacdo de ambientes eutrofizados.

Embora os estudos sobre biorreatores para remocdo de substancias da agua
tenham avancado nos dltimos anos (Wu et al. 2012), pouco se sabe a respeito dos efeitos
do biorreator de perifiton sobre a biomassa e estrutura do fitoplancton, bem o
desenvolvimento do epipélon. Assim, o presente estudo tem como foco a biorremediacéo
de ambientes eutroficos. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de contribuir
com o maior conhecimento a respeito dos efeitos do biorreator de perifiton sobre o
fitoplancton e epipélon em processos de biorremediacdo e restauracdo de ambientes

eutrofizados.



A presente dissertacdo encontra-se dividida em dois Capitulos:

Capitulo I: Efeitos do biorreator de perifiton sobre o fitoplancton e epipélon em um

reservatdrio eutrofico: experimento em mesocosmos

Capitulo 11: O uso do biorreator de perifiton na manutencdo da oligotrofizagdo em

ambientes restaurados: experimento em mesocosmos



Capitulo I: Efeitos do biorreator de perifiton sobre o fitoplancton e
epipélon em um reservatério eutrofico: experimento em mesocosmos

Resumo

O perifiton tem a capacidade de remover diversas substancias da agua, como
metais pesados e nutrientes, dentre eles o fosforo (P). O presente estudo teve por objetivo
avaliar os efeitos da remocdo de P pelo biorreator de perifiton sobre o fitoplancton e
epipélon, com vistas a biorremediacdo de ambientes eutrofizados. Realizou-se um
experimento em mesocosmos de fundo aberto in situ na regido litoranea do Lago das
Gargas, reservatorio eutrofico e com floragGes frequentes do fitoplancton, localizado no
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), Sdo Paulo. O experimento consistiu-se
em dois tratamentos em tréplica: C — Controle, tratamento sem biorreator de perifiton; BP
— tratamento com biorreator de perifiton. Para quantificar os efeitos da remocéo de P pelo
biorreator de perifiton sobre o fitoplancton e epipélon, foram realizadas amostragens nos
dias 6, 9 e 12 do periodo experimental. As espécies mais abundantes do fitoplancton
foram as cianobactérias Synechocystis aquatilis, Raphidiopsis raciborskii e
Pseudanabaena galeata. A presenca do biorreator de perifiton ndo influenciou
qualitativamente o fitoplancton no periodo experimental. Em contraste, o biovolume e a
densidade foram menores na presenca do biorreator de perifiton (tratamento BP) em
comparacdo ao Controle. Conclui-se que a presenca do biorreator de perifiton reduziu a
floracdo do fitoplancton, evidenciando seu potencial biorremediador do processo de
eutrofizacéo.

Palavras-chave: ambientes eutrofizados, biofilme, remocéo de fosforo, biorremediacao



1. Introducéo

Em relacdo aos impactos ambientais nos ecossistemas aquéticos, a eutrofizacao é
um dos problemas mais difundidos no planeta, pois causa a proliferacdo de algas nocivas,
deterioracdo da qualidade da agua e mortandade de peixes (Schindler 2012). O aporte
externo de fosforo (P) que adentra nos ecossistemas aquaticos, através de fontes difusas
e pontuais, aumenta a disponibilidade deste nutriente no ecossistema, favorecendo a
proliferacdo de algas e cianobactérias do fitoplancton, causando floracBes e
intensificando o processo de eutrofizacdo (Wu et al. 2011; Godoy et al. 2019). Muitos
estudos demonstraram a capacidade do perifiton em imobilizar e reter o P da coluna da
agua, o que pode reduzir a disponibilidade deste nutriente no ambiente (Gao et al. 2019;
Mendes-Santos & Ferragut 2021). Considerando a capacidade do perifiton de adsor¢éo e
absorcdo de P, estudos evidenciam a eficiéncia e viabilidade da utilizacdo do perifiton em
processos de biorremediacdo de ambientes eutrofizados (Jobgen et al. 2004; Wu et al.
2014; Pei et al. 2015), principalmente no controle da floracdo de cianobactérias (Wu et
al. 2010; Ko et al. 2019). Além disso, o perifiton pode ser usado como bioindicador de
mudancas na qualidade da &gua, como a disponibilidade de P, em processos de
restauracdo de lagos (Gaiser 2009). O perifiton também tem sido utilizado como
ferramenta para remocao de P e outras substancias nos tratamentos de aguas residuais
enriquecidas (Basilico et al. 2016). Assim, com base na literatura, o perifiton pode ser
uma importante ferramenta para a remocao de fésforo de ecossistemas enriguecidos.

Considerando o uso do perifiton em substrato artificial para remocéo de P, estudos
mostraram a eficiéncia da utilizacdo de biorreatores de perifiton no controle da floracéo
de algas e cianobactérias do fitoplancton em processos de biorremediacdo de
reservatorios eutroficos (Wu et al. 2010; Ko et al. 2019). Como o perifiton é naturalmente

encontrado nos ecossistemas, o0 biorreator de perifiton € um método ambientalmente



benigno e sustentavel, sendo uma opcéo atraente para a remediagdo in situ de ambientes
eutrofizados (Wu et al. 2012). Muitos estudos abordam a utilizagdo do perifiton como
biorreator para a remocdo de P em processos de biorremediacdo de ambientes
eutrofizados (Wu et al. 2010; Lu et al. 2014; Morashashi et al. 2019; Mendes-Santos &
Ferragut 2021). No entanto, sdo escassos 0s estudos que avaliam a eficiéncia da utilizagédo
de biorreatores de perifiton na remocdo de fosforo em condi¢des ambientais mais
préximas das condi¢cdes naturais, (Cui et al. 2017; Ko et al. 2019), e até a presente
pesquisa, nenhum estudo avaliou a influéncia do potencial do biorreator de perifiton sobre
0 epipelon. Apesar de avancos no conhecimento da aplicacéo de biorreatores de perifiton
em processos de biorremediacdo (Sladeckova et al. 1983; Wu et al. 2013), ainda ha
lacunas nessa area do conhecimento, como, por exemplo, os efeitos do biorreator sobre a
biomassa e a estrutura do fitoplancton, sendo este ultimo atributo da comunidade, pouco
abordado em estudos de biorremediacdo.

Considerando que o biorreator do perifiton pode minimizar a floracdo do
fitoplancton e aumentar a zona eufética (Wu et al. 2010; Ko et al. 2019), o crescimento
do epipélon fototrofico no ambiente benténico pode ser favorecido (Amaral et al. 2020).
Estudos tém mostrado que o perifiton desenvolvido no sedimento superficial, o epipélon,
pode contribuir para a manutencéo da oligotrofizacdo (Jobsen et al. 2004; Liboriussen &
Jeppesen 2006; Amaral et al. 2020). Em ecossistemas lacustres rasos, onde a luz atinge
o fundo do sistema, o epipélon atua na bioestabilizacdo e na imobilizacdo de fosforo no
sedimento (Vadeboncouer & Steinman 2002; Dodds 2003). A eutrofizacdo acarreta a
proliferacao do fitoplancton, o que reduz a profundidade da zona eufética da agua (Wetzel
2001), diminuindo a capacidade fotossintética do epipélon (Liboriussen & Jeppesen
2006; Vadeboncoeur et al. 2014). Assim, em lagos eutréficos pode ocorrer intensa

liberacdo de P do sedimento devido & condicdo andxica do hipolimnio (Correll 1999),



desencadeando a autofertilizacdo (Sendegaard et al. 2003; Bicudo et al. 2007,
Sendergaard et al. 2013). A fotossintese realizada pelas algas do epipélon é um dos
processos que pode produzir uma supersaturagdo de oxigénio no sedimento, elevando os
niveis de pH. Nestas condi¢es pode ocorrer a complexacéo e precipitacao de fosfato com
metais presentes no sedimento, como ions de Ca* e Fe*, formando complexos fosfatados,
0 que retém o P no sedimento, enquanto essas condi¢des bioquimicas se mantiverem
(Dodds 2003). Desta forma, a retencdo de fosforo no sedimento, impede sua liberagdo
para a coluna de agua, tornando-o indisponivel para o fitoplancton (Dodds 2003,
Liboriussen & Jeppesen 2006). Essa reducdo da disponibilidade de P pode contribuir
grandemente para a diminuicdo da biomassa fitoplanctdnica e, consequentemente, para o
controle das floragoes.

Com vistas ao controle da floragdo, o presente estudo avaliou experimentalmente
os efeitos do perifiton em substrato artificial, que funciona como biorreator para remogéo
de P, sobre a biomassa e estrutura do fitoplancton e a biomassa do epipélon em um lago
eutrofico e raso. A hipotese é que, se o perifiton tem a capacidade de estocar e remover o
fosforo da dgua (Dodds 2003; Jobgen et al. 2004), entdo, a remocéo de P pode mudar a
estrutura do fitoplancton, reduzindo a biomassa. O sedimento superficial também foi
investigado, visando entender se as mudancas do fitoplancton na presenca do biorreator
de perifiton poderiam influenciar o epipélon. Dessa forma, o presente estudo contribui
para 0 maior entendimento do potencial do perifiton como uma ferramenta para o controle
da floracdo de algas e cianobactérias em processos de restauracdo de lagos e reservatorios

rasos eutrofizados.

2. Material e métodos

2.1 Area de estudo



O experimento foi realizado na zona litoréanea do Lago das Gargas (23° 64° 75,0”’S
e 46° 62’ 22,7°W) que é um reservatorio localizado no Parque Estadual das Fontes do
Ipiranga (PEFI), situado no Municipio de S&o Paulo, sudeste do Brasil (23°38°20,03” S;
46°37°19,20°°W). O reservatorio é um sistema com area de 88.156 m?, volume de
188.785 m®, profundidade média de 2,1 metros e profundidade maxima de 4,7 metros
(Bicudo et al. 2002).

Com a instalacdo de uma estacdo de tratamento secundario das aguas residuais do
Zooldgico (2007), bem como a inativagdo do efluente proveniente do Departamento de
Agricultura do Estado de Séo Paulo (2014), a qualidade da &gua aumentou, mas o
reservatorio ainda € classificado como super-eutrofico (Bicudo et al. 2020). Este
reservatorio foi escolhido para realizacdo do experimento por se tratar de um reservatério
eutrofico com floracdes frequentes do fitoplancton e apresentar dados limnoldgicos de

estudos de longa duracéo (Bicudo et al. 2007; Crossetti et al. 2018; Bicudo et al. 2020).

Lago das Gargas

|
)

Figura 1. Mapa batimétrico do Lago das Gargas com localizacdo das unidades

experimentais na zona litoranea. Fonte: Bicudo et al. (2002).
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O clima regional € classificado como tropical de altitude, que predomina nos
planaltos e montanhas do sudeste do Brasil (Conti & Furlan 2003). Durante o periodo
experimental (23 de julho — 05 de agosto de 2019), a precipitacéo total acumulada foi de

2,2 mm e a temperatura média 16,7 °C (http://www.estacao.iag.usp.br/boletim.php).

2.2 Delineamento experimental

Para avaliar os efeitos do biorreator de perifiton sobre o fitoplancton e epipélon
foi realizado um experimento em mesocosmos de fundo aberto na zona litoranea de um
lago eutréfico. O experimento consistiu-se em dois tratamentos em tréplica (n=3): C —
Controle, sem perifiton; BP — Tratamento com biorreator de perifiton. O experimento foi
realizado no periodo seco (23/julho a 5/agosto/2019) para minimizar os efeitos
perturbatorios da chuva sobre o perifiton. Os mesocosmos foram instalados no dia 23 de
julho de 2019. No dia seguinte (T0), os substratos artificiais (placas de vidro de 25 cm x
10 cm) para colonizacdo do biorreator de perifiton foram instalados nos mesocosmos do
tratamento BP, totalizando 12 dias de colonizacdo. As amostragens para determinagéo
das variaveis abidticas e bidticas foram realizadas no 6°, 9° e 12° dia do periodo
experimental. No Lago das Gargas, os dias de amostragem foram determinados com base
no processo de colonizagdo e sucessdo da comunidade de algas perifiticas, que atingiu o
pico de biomassa entre 20 — 25 dias (Borduqui & Ferragut 2012).

Os mesocosmos utilizados constituem-se de cilindros de PVC com 0,5m de
diametro e 1,5m de altura. A profundidade média da coluna da adgua e o volume médio
dos mesocosmos foi de 88 cm e 173 litros, respectivamente, durante o periodo
experimental. Os mesocosmos foram enterrados no sedimento do lago até a parte

consolidada do sedimento (25 — 30 cm), de modo a integrar todas as comunidades algais,
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e foram dispostos em funcdo da uniformidade na disponibilidade da luz. Os tratamentos

foram aleatorizados em campo (Figura 2).

Parte consolidada

Sedimento

Figura 2. Esquema mostrando a instalacdo dos mesocosmos de fundo aberto na area de
estudo.

As placas de vidro usadas como substratos (biorreator de perifiton) foram
colocadas a 25 centimetros da superficie para evitar foto-inibicdo (Hill 1996) e préximo
da superficie do sedimento, onde a liberacdo de P é mais intensa em sistemas eutréficos
(Correll 1999). Inicialmente, foram colocadas 10 placas de vidro na superficie e 10 no
fundo, totalizando 20 laminas (99,52 m? de area de substrato) em cada mesocosmo do
tratamento BP. Os biorreatores foram suspensos na subsuperficie (25 cm de

profundidade) e préximo ao sedimento (50 cm de profundidade) para a remocéo de P
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mais uniforme na coluna de &gua. Os valores dos atributos do biorreator de perifiton
foram somados para representar a remogdo de P na coluna de agua.

O perifiton no substrato artificial foi amostrado para quantificar a biomassa algal
no biorreator. Na superficie e no fundo, as placas de vidro colonizadas foram retiradas
cuidadosamente, evitando o desprendimento da comunidade. O material perifitico foi
removido do substrato através de raspagem com pincel e jatos de agua destilada com
volume conhecido.

A amostragem da agua para analise das variaveis abioticas e do fitoplancton foram
coletadas manualmente com garrafas de polietileno na subsuperficie.

Amostras do sedimento superficial (1 cm) para analise do epipélon foram
coletadas através de tubos de PVC de 5 centimetros de diametro e 1.20 metros de
comprimento. Os tubos foram enterrados no sedimento até a parte consolidada e,
posteriormente, retirados de maneira cuidadosa para evitar a mistura da amostra dentro
do tubo coletor. No laboratorio, as amostras foram diluidas com volume conhecido de
agua e divididas em aliquotas para posteriores analises. Os pontos de amostragem dentro
dos mesocosmos foram aleatorizados e identificados ap0s a coleta, para evitar a
reamostragem.

As amostras coletadas foram acondicionadas em frascos plasticos, dispostas em

caixas de coleta contendo gelo e levadas para o laboratorio.

2.3 Biorreator de Perifiton

Para quantificar o efeito do biorreator de perifiton sob o fitoplancton e epipélon,
estimou-se a biomassa da comunidade por unidade de area (g.m?2). A biomassa perifitica
foi estimada pela concentracdo de clorofila-a (feofitina corrigida, Sartory & Grobblelar

1984) e massa seca livre de cinzas (MSLC) (APHA 2005). Para verificar a remocéo e
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acumulo de P no perifiton, a quantidade de TP foi determinada no inicio (6d) e no final
(12d) do periodo experimental. O conteudo de P (ug/g MS) foi determinado pelo método
de Andersen (1976) e modificado por Pompéo & Moschini-Carlos (2003), que consiste

em combustdo, oxidacdo e determinacdo do fosforo reativo solavel.

2.4 Varidveis abioticas analisadas

No experimento, as seguintes variaveis foram analisadas no laboratério: oxigénio
dissolvido (Golterman et al. 1978); alcalinidade (Golterman & Clymo 1971); formas de
carbono inorgéanico dissolvido (CO: livre e bicarbonato); material particulado em
suspensdo (APHA 2005), nitrito e nitrato (Mackereth et al. 1978); nitrogénio amoniacal
(Solorzano 1969); ortofosfato e fosforo total dissolvido (Strickland & Parsons 1960);
nitrogénio total e fosforo total (\VValderrama 1981). As amostras para a fracdo dissolvida
dos nutrientes foram filtradas em filtros de fibra de vidro (Whatman GF/F).

As seguintes variaveis foram medidas em campo: temperatura; condutividade
elétrica; pH (sonda multiparametros — Horiba U53); e radiagcdo subaquatica (luximetro
Li-Cor LI250A). A quantidade de luz foi calculada conforme Birge (1915): % de luz =

100 x (i1-i2)/i1, onde: i1 é a quantidade de luz na subsuperficie e i do fundo.

2.5 Fitoplancton

Para avaliar o efeito do biorreator de perifiton sobre a estrutura e biomassa do
fitoplancton no experimento, amostras de agua foram fixadas com formalina 4% e
analisadas ao microscopio Optico (Zeiss Axioscop). A identificacdo taxondmica das algas
foi feita com base em publicacdes regionais (Ex. Castro et al. 1991; Sormus & Bicudo
1994; Tucci et al. 2006). As amostras para analise quantitativa foram preservadas em

lugol acético e mantidas no escuro até o0 momento da analise. A contagem das algas foi
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realizada em microscopio invertido (Axio Observer D1, Zeiss) em aumento de 400X,
segundo o método de Utermdhl (1956). O critério de contagem usado foi a curva de
rarefacdo de espécies e 100 individuos do td&xon mais abundante. A riqueza de espécies
foi determinada com base no numero total de tdxons quantificados nas amostras. O
biovolume algal foi determinado utilizando o biovolume médio das espécies descritas em
Fonseca et al. (2014) ou estimado de acordo Hillebrand et al. (1999). Foram consideradas
espécies descritoras aquelas com biovolume superior a 10% e densidade acima de 10%
do total. As respostas do fitoplancton também foram analisadas através da concentracdo
de clorofila-a (corrigida de feofitina), a qual foi extraida com etanol (90%) conforme
Sartory & Grobblelar (1984). A clorofila-a foi usada como medida de biomassa,

juntamente com o biovolume.

2.6 Epipélon

Os efeitos do biorreator de perifiton sobre o epipelon foram avaliados através da
analise da concentracdo de clorofila-a (corrigida de feofitina), a qual foi extraida com
etanol (90%) conforme Sartory & Grobblelar (1984) e pela massa-seca-livre-de-cinzas

(MSLC) (APHA 2005).

2.7 Tratamento dos dados

Para deteccdo de diferencas significativas das variaveis abidticas e biologicas
entre tratamentos e tempo, realizou-se analise de variancia de medidas repetidas de dois
fatores (RM-ANOVA two - way). Para deteccao de diferencas significativas dos atributos
do perifiton entre os dias de experimento, realizou-se andlise de variancia (ANOVA one
- way). Para comparacdo multipla de médias e determinacdo da diferenca minima

significante entre tratamentos foi aplicado o Teste de Tukey (a = 0.05). Os dados foram
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logaritimizados sempre que necessario para garantir o cumprimento das premissas das
analises (normalidade dos dados e homogeneidade de variancia).

Para analise conjunta dos dados abidticos foi realizada a analise de componentes
principais (PCA), a qual foi realizada com matriz de covariancia e dados logaritimizados
no PCORD versdo 6.0 (McCune & Mefford 2011).

Anélise multivariada permutacional de variancia de dois fatores (PERMANOVA)
foi aplicada para deteccdo de diferencas na estrutura do fitoplancton entre tratamentos.

Esta analise foi realizada utilizando o indice de Bray-Curtis como medida de distancia

com 9999 permutacbes (PAST 3.25: https://folk.uio.no/ohammer/past/).

3. Resultados
3.1 Biorreator de Perifiton

A concentracdo de clorofila-a do biorreator de perifiton aumentou durante o
periodo experimental, sendo que os maiores valores foram encontrados no 12° dia de
experimento (Figura 3A). O mesmo resultado foi observado com a MSLC do biorreator
de perifiton (Figura 3B). Apesar da reducdo da area disponivel para colonizacdo devido
a retirada de laminas para amostragem do perifiton, verificou-se efeito negativo do
biorreator sobre a biomassa do fitoplancton (Figura 3C). O contetdo de TP no perifiton
foi de 109,69 pg/g MS (Dp = 48,69; n = 6) e 87,96 ug/g MS (Dp = 66,88, n = 6) no dia 6
e 12 do periodo experimental, respectivamente. Apds o término do experimento, 0s
biorreatores remanescentes permaneceram nos mesocosmos e verificou-se que o

conteddo de P do perifiton diminuiu com 15 dias de colonizagéo.


https://folk.uio.no/ohammer/past/
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Figura 3. Clorofila-a (A), massa-seca-livre-de-cinzas (B) e area de substrato disponivel

no biorreator para a colonizacdo do perifiton (C) no tratamento com perifiton (n = 3; BP).
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3.2 Variaveis fisicas e quimicas da dgua

Nenhuma das varidveis abidticas analisadas apresentou diferengas significativas
entre os tratamentos. Interacdo entre tempo e tratamento foi detectada apenas na
concentracdo N-NH4 (RM-ANOVA: F= 4,68, p = 0.05). As seguintes variaveis analisadas
apresentaram diferencgas significativas entre os dias de experimento (RM ANOVA - fator
tempo): PT (F = 45,743 p: <0,001); PDT (F = 10,374 p: 0,006); NT (F = 60,131 p:
<0,001); N-NH, (F = 23,638 p: <0,001); pH (F = 14,171 p: 0,002); condutividade (F =
14,776 p: 0,002); OD (F = 44,836 p: <0,001); temperatura (F = 624,271 p: <0,001); TDS
(F = 17,636 p: 0,001); alcalinidade (F = 39,637 p: <0,001); atenuacéo da luz (F = 9,074
p: 0,009); disponibilidade de luz a 25 cm (F = 7,437 p: 0,015) e a 50 cm (F = 13,89 p:

0,002).

3.3. Anélise de Componentes Principais (PCA)

A analise dos componentes principais resumiu 87,14% da variabilidade dos dados
abidticos nos dois primeiros eixos (Figura 4). A PCA mostrou que as condicdes
limnoldgicas pretendidas com os tratamentos foram atingidas durante o periodo
experimental. O eixo 1 ordenou as unidades amostrais em tratamentos, enquanto 0 eixo
2, em virtude da variancia temporal. O tratamento com biorreator de perifiton (BP) foi
ordenado do lado positivo do eixo 1. O Controle permaneceu no lado negativo desse
mesmo eixo, correlacionado com os maiores valores de nitrogénio inorganico dissolvido
(NID), sélidos totais dissolvidos (TDS) e condutividade. No eixo 2, as unidades amostrais
do 6° dia ficaram ordenadas no lado positivo, enquanto os tratamentos do 9° e 12° dia no

lado negativo.
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Figura 4. PCA dos dados abioticos dos tratamentos em tréplicas durante o periodo
experimental. Unidades amostrais: a primeira letra representa o tratamento, o nimero
representa a tréplica e nimeros depois do traco indicam o dia de amostragem. Vetores:
TDS - solidos totais dissolvidos, NID — nitrogénio inorganico dissolvido, Luz-fund — luz
do fundo do mesocosmo, PT - fosforo total, Cond - condutividade elétrica, Alcalini -

alcalinidade.
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Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo das varidveis limnoldgicas (n=3) nos tratamentos do experimento. Resultados da RM-ANOVA dois

fatores para os fatores tratamento, tempo e interacdo entre fatores. Abreviagdes: ns — ndo significativo, p<0,05 e p<0,001 — significativo, X — ndo

atende as premissas da ANOVA.

6° dia 9° dia 12° dia RM-Anova 2-fatores
Tratamento Tempo Interacdo
C BP C BP c BP
FE P E P Ep
Temperatura (°C) 1873 1854 1789 1789 1504 14,89
(+0.25)  (+040) (0,03 (+0,02) (+031) (x016) s ns 118526 <0001 ns  ns
CO, Livre (mg. LY) 2063 7048 2743 3281 611 1072 " e s
(+44.16) (+50,52) (+33,65) (+396,96) (+4,51)  (+8.69)
Alcalinidade 0,76 0,77 074 076 08 085
(0) (0) (0) (0) (£0) (£0) ns ns 39,64 <0,001 ns ns
pH 6,89 6,29 673 58 727 707
(0,79)  (0,66) (#0,53) (+0,03) (+029) (:039) " ns 838 <005 ~ns - ns
Condutividade (uS.cm?) 228,67 22933 227,00 22833 23100 23433 oo oo
(+306)  (+3,06) (+4,58) (¥351) (+6,08) (+4,73) ! :
OD (mg. L) 1020 1109 636 668 460 291
(x012)  (*0.81)  (+1,00) (#215) (+099) (:095) S NS 5644 <0001~ ns  ns
NID (ug. L) 36306 35623 41318 32042 38004 410,03
(+92,20)  (+84,48) (+108,15) (+78,92) (+72,69) (+106,69) IS - - = = =
NT (ug. L) 769923  7689,60 425942 210149 352420 304678
(+1891,45) (+102320) (+849.34) (£53355) (+20.67) (+2481g) S NS~ 6013 <0001 ns  ns
P-PO4 (ng. L) <4,0 <4,00 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0
X X X X X X
PDT (ug. LY) 2583 27,06 2146 2205 1567  17.64
(151)  (#611) (#614) (+478) (+0.84) (s361) o M 1037 <005 ~ns  ns
PT (ug. LY) 20594 25726 12643 10095 101,26 101,31
(+4067) (+2911) (#60.12) (8,24) (+11.99) (¢586) " NS 4574 <0001 ns - ns
Luz (%) 80,80 8210 5965 4635 8091 7717
(+4.98)  (#6.06) (#511) (+29,03) (+1106) (s876) "o NS 907 <005 ~ns  ns
Atenuacdo de luz (k) 5,58 5,88 3,04 2,40 6,11 5,07 ns ns 8.56 <005 ns ns
(0,94)  (+127)  (0.41) (+1,80) (+2.68) (+1,19) : :
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3.4 Fitoplancton

A clorofila-a do fitoplancton diminuiu ao longo do periodo experimental em
ambos os tratamentos, mas foi sempre menor na presenca do biorreator de perifiton
(tratamento BP — Figura 5A). A clorofila-a do fitoplancton apresentou diferencas
significativas entre tratamentos (RM-ANOVA: F= 8,30; p = 0,001) e o tempo (RM-
ANOVA: F=8,39; p = 0,001), mas a interagéo entre os fatores ndo foi significativa.

A densidade total do fitoplancton foi maior no Controle do que no tratamento BP
no periodo experimental (Figura 5B). RM-ANOV A néo detectou diferencas significativas
na densidade total do fitoplancton entre os tratamentos.

A riqueza de espécies foi maior no controle do que no tratamento BP em todo o
experimento (Figura 5C). Houve diferenga significativa na riqueza de espécies entre

tratamentos (RM ANOVA: F = 11,7; p = 0,027).
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Figura 5. Variacdo da concentracdo de clorofila-a (A), densidade total (B) e riqueza de
espécies (C) do fitoplancton (n=3) no controle e tratamento com biorreator de perifiton

(BP) durante o experimento.
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Em relacéo a estrutura do fitoplancton, verificou-se que Synechocystis aquatilis
(Sauvageau 1892) foi a espécie com maior densidade no Controle e tratamento BP no
periodo experimental (Figura 6). No entanto, a densidade dessa espécie de cianobactéria
foi menor no 6° e 9° dia de experimento na presenca do biorreator de perifiton (tratamento
BP). A cianobactéria Pseudanabaena galeata (Bocher 1949) foi uma espécie abundante
em todos os tratamentos durante o experimento, mas apresentou uma densidade menor
no BP em comparagéo ao Controle no 9° e 12 dia. O mesmo resultado foi observado para

Raphidiopsis raciborskii (Woloszynska (Aguilera & al 2018)).

O Synechocystis aquatilis
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Figura 6. Densidade das espécies descritoras do fitoplancton (n=3;) no controle (C) e

tratamento com biorreator de perifiton (BP) durante o experimento.

Em contrapartida, verificou-se que Raphidiopsis racisborskii apresentou o maior
biovolume algal em ambos os tratamentos durante todo o periodo experimental, mas foi
menor na presenca do biorreator de perifiton (tratamento BP) no 9° e 12° dia de
experimento (Figura 7). O mesmo foi observado para a cianobactéria Pseudanabaena

galeata. O biovolume de Synechocystis aquatilis foi menor na presenca do biorreator de
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perifiton (BP) no inicio do experimento (6 e 9 dias). De maneira geral, 0 biovolume das
algas do fitoplancton foi menor na presenca do biorreator de perifiton (BP) no 9° e 12°

dia de experimento.
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Figura 7. Biovolume das espécies descritoras do fitoplancton (n=3) no controle (C) e

tratamento com biorreator de perifiton (BP) durante o experimento.

3.5 Epipélon

As concentragdes de clorofila-a do epipélon foram maiores no controle do que no
BP em todos os dias de amostragem. A clorofila-a do epipélon foi diferente apenas entre
os dias experimentais (RM-ANOVA: F=4,09; p = 0,018), mas a interacdo entre os fatores
tempo e tratamento foi significativa (RM-ANOVA: F= 3,36; p = 0,035). A MSLC do
epipélon foi maior na presenca do biorreator de perifiton apenas no 9° dia de periodo
experimental (figura 8). No entanto, ndo houve diferencas significativas entre

tratamentos, tempo e interacdo entre os dois fatores.
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periodo experimental.
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Discusséo

Os resultados mostraram que a presenca do biorreator de perifiton reduziu a
disponibilidade de P-PO4 na agua e promoveu mudancas na estrutura e biomassa do
fitoplancton em curto intervalo de tempo. A clorofila-a, densidade total e biovolume do
fitoplancton foram menores no tratamento com biorreator de perifiton quando comparado
ao Controle na maioria dos dias do periodo experimental. Assim, a presenca do biorreator
de perifiton influenciou negativamente o fitoplancton, reduzindo significativamente a sua
biomassa. Este resultado tem grande importancia para o controle das floracdes de algas,
como reportado em outros estudos (Wu et al. 2013; Cui et al. 2017; Ko et al. 2019),
incluindo um estudo observacional no reservatério estudado (Mendes-Souza & Ferragut
2021).

Com relacdo a estrutura, embora sem diferenca significativa, evidenciou-se que a
riqueza de espécies do fitoplancton foi menor no tratamento com biorreator de perifiton
(BP) guando comparado ao controle. Em ambientes eutrofizados, o estresse quimico
gerado pela diluicdo dos nutrientes pode aumentar a competicdo por recursos e nao
favorecer espécies ja adaptadas as condicGes eutrdficas, o que pode causar a reducdo da
riqueza e aumento na uniformidade da comunidade (Crossetti et al. 2005; Verbeek et al.
2018). Portanto, a reducdo na disponibilidade de fosforo da agua causada pela presenca
do biorreator do perifiton pode promover perda de espécies adaptadas a condigdo
eutrofica, sugerindo mudancas na estrutura do fitoplancton.

Apesar da reducdo da densidade e biovolume do fitoplancton, ndo houve mudanca
qualitativa na estrutura do fitoplancton. Constatou-se a dominancia de Synechocystis
aquatilis e abundancia de Pseudanabaena galeata e Raphidiopsis raciborskii em todos
o0s tratamentos durante o experimento. Pseudanabaena galeata é uma espécie comum em

lagos e reservatorios, sendo responsavel por muitos casos de intoxicagdo humana no
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Brasil, através da ingestdo de agua contaminada com cianotoxinas produzidas por essas
cianobactérias (Rangel et al. 2014). Raphidiopsis raciborskii € uma espécie de
cianobactéria amplamente estudada pela sua capacidade de invaséo, producao de toxinas
e de substancias alelopéaticas (Antunes et al. 2015). Estudo de longa duracdo reportou a
elevada biomassa e floragdes frequentes de R. raciborskii no reservatorio estudado até
2014, quando foi substituido por Ceratium furcoides (Crossetti et al. 2018). Esta
cianobactéria possui alta capacidade de répida absorcdo de fosforo mesmo em baixa
disponibilidade, além da capacidade de fixacdo de nitrogénio (Padisdk 1997), sendo
associada a baixa disponibilidade de P no reservatorio estudado (Tucci & Santana 2003).
Estudo experimental mostrou que C. raciborskii teve sucesso em situacdo de estresse
nutricional (Crossetti & Bicudo 2005). Portanto, a presenca do biorreator de perifiton
(BP) reduziu a densidade e o biovolume de trés espécies de cianobactérias bastante
adaptadas a condicdo eutréfica, o que pode ser um indicativo do processo de
biorremediacéo.

Um dos principais problemas para o controle da eutrofizacdo € a fertilizagéo
interna decorrente da condi¢do anoxica na superficie do sedimento (Sendergaard et al.
2013), onde o crescimento do epipélon pode favorecer a retencdo de P (Doods 2003).
Dessa forma, o desenvolvimento do epipélon é um aspecto importante do processo de
biorremediacdo de ambientes eutrofizados. Embora a clorofila-a do epipélon tenha sido
maior no Controle em comparacdo ao BP, ndo houve diferencas significativas entre 0s
tratamentos. A MSLC foi maior na presenca do biorreator de perifiton no inicio do
processo de colonizacgdo (9 dias).

Evidenciou-se que a presenca do biorreator de perifiton influenciou
negativamente a biomassa do fitoplancton e alterou a estrutura da comunidade, reduzindo

a densidade e biovolume de cianobactérias em curto intervalo de tempo. Como reportado



27

em outros estudos, a utilizacdo de biorreatores de perifiton para remocdo de P em
ambientes eutrofizados contribui com a reducéo das floraces de algas e cianobactérias
do fitoplancton (Wu et al. 2018; Ko et al. 2019). A reducéo da disponibilidade de P no
ambiente, a competicao por recursos e a producao de substancias alelopéaticas fazem com
que a comunidade perifitica seja uma ferramenta em potencial para a restauracdo de lagos
e reservatdrios rasos enriquecidos (Santos & Calijuri 1997; Wu et al. 2010). Com base
nos resultados encontrados, conclui-se que a remoc¢do de P da &gua pelo biorreator de
perifiton reduziu a floracdo do fitoplancton, evidenciando seu potencial biorremediador
do processo de eutrofizacao.

Ressalta-se que, apesar do sucesso do perifiton na biorremediacdo de ambientes
eutrofizados, mais estudos sdo necessarios, principalmente em relacéo a periodicidade do
manejo e eficiéncia na remocéo do P versus biomassa acumulada, pois, como evidenciado
por Zhao et al. (2019), o pico de biomassa algal pode resultar no desprendimento do
perifiton e promover o retorno do P ao sistema. Além disso, € fundamental determinar o
periodo do ano mais favoravel ao desenvolvimento do biorreator de perifiton, pois
periodos de intensa floracdo podem ndo favorecer a eficiéncia do biorreator devido ao
forte sombreamento da floracdo do fitoplancton.

Os dados obtidos na presente pesquisa serdo utilizados para gerar um novo estudo,
onde pretende-se avaliar qual a profundidade e tempo de coloniza¢do em que o biorreator

de perifiton é mais eficiente na remocéo de P da agua.
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Capitulo Il: O uso do biorreator de perifiton na manutencdo da
oligotrofizacdo em ambientes restaurados: experimento em mesocosmos

Resumo

O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da presenca do biorreator de
perifiton para na manutencdo da oligotrofizacdo em ecossistemas restaurados. Para
simular o processo de oligotrofizacdo, realizou-se um experimento de diluigdo em
mesocosmos de fundo aberto in situ na regido litoranea de um reservatorio eutréfico e
com floragBes frequentes do fitoplancton. Retirou-se 50% da éagua eutrofica dos
mesocosmos com uma bomba de sucgdo de baixa pressdo (2000 L/H). O experimento
consistiu em dois tratamentos em tréplicas: D — tratamento diluido (50%) sem o biorreator
de perifiton; DP —tratamento diluido (50%) com biorreator de perifiton. Foram realizadas
amostragens nos dias 6, 9, 12, 15 e 20 do periodo experimental. As espécies mais
abundantes do fitoplancton durante todo o experimento foram as cianobactérias
Raphidiopsis raciborskii, Synechocystis aquatilis e Pseudanabaena galeata. A presenca
do biorreator de perifiton ndo alterou qualitativamente as espécies descritoras do
fitoplancton, mas a composicdo e biomassa das espécies mudaram. A clorofila-a do
epipélon foi maior na presenca do biorreator de perifiton do que na auséncia. Como o
biorreator de perifiton removeu P da dgua e estocou na matriz, os resultados sugerem que
essa remocgdo pode ter favorecido a manutencdo da oligotrofizacdo. Conclui-se que o
biorreator de perifiton pode ser usado como uma ferramenta para auxiliar na manutencéo

de lagos e reservatorios restaurados.

Palavras-chave: biofilme, restauracdo, remocéo de nutrientes
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1. Introducéo

A eutrofizacdo é o impacto ambiental que mais afeta os ecossistemas aquaticos
em nivel mundial (Costa et al. 2018; Le Moal et al. 2019). A oligotrofizacdo é uma das
metas para reverter a eutrofizacdo de ecossistemas aquaticos. Uma vez que reverter a
eutrofizacdo é um desafio mundial, diversos métodos tém sido desenvolvidos na tentativa
de diminuir a concentracdo de nutrientes, principalmente fosforo (P) e nitrogénio (N), e
controlar as floragdes do fitoplancton em ambientes eutrofizados (de-Bashan & Bashan
2004; Wu et al. 2005). Dentre os métodos biol6gicos, podemos citar a aplicacdo de
biorreatores de perifiton para a remocédo de P da agua (Wu et al. 2010; 2011, Lu et al.
2014; Gao et al. 2019). O perifiton constitui-se de uma assembleia de microrganismos
(algas, bactérias, animais e fungos), que se desenvolve sobre substratos submersos
(Wetzel 1981). Durante o desenvolvimento, o perifiton absorve e adsorve concentracoes
significativas de nutrientes e outras substancias, como o P (Dodds 2003; Yi 2019). O
perifiton pode remover o P da &gua, tornando-o indisponivel para o fitoplancton através
da assimilacdo deste nutriente pelas algas e outros microrganismos (Wu et al. 2018) e
pela adsorcdo na matriz de polissacarideos (EPS, substancia polimérica extracelular) (Lu
et al. 2014). Além disso o perifiton pode criar condi¢gdes bioquimicas que favorecem a
deposicdo e permanéncia do P na comunidade (Dodds 2003; Lu et al. 2016). No caso do
epipélon, por exemplo, quando a comunidade se encontra fotossinteticamente ativa, ha
producdo de oxigénio, que pode resultar em supersaturacdo, elevando o pH do sedimento
e favorecendo a precipitacdo e co-precipitacdo de fosfato com ions de metais (Dodds
2003). Diversos estudos abordam a capacidade e a eficiéncia do perifiton na remocéo de
P em processos de biorremediacdo de ambientes eutrofizados (Wu et al. 2013; Gao et al.

2019; Ko et al. 2019) e no tratamento de aguas residuais (Basilico et al. 2016).
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Embora varios métodos de biorremediacdo de ambientes eutrofizados que levam
a oligotrofizacdo tenham sido aplicados, estudos mostram que a recarga interna de P é
muito elevada e dificulta a recuperagdo dos ecossistemas eutrofizados (Sgndergaard et al.
2013). Conforme Sgndergaard et al. (2003), a biomanipulacdo para melhorar a qualidade
da &gua, por exemplo, deve ser considerada apds a reducdo do carregamento externo de
fosforo, sendo indicado esperar alguns anos até que a influéncia da ciclagem interna deste
nutriente diminua. Mudancas nas condi¢cdes ambientais, como a anoxia, pode promover
a liberagdo do P do sedimento para a coluna da agua, aumentando a disponibilidade deste
nutriente para o fitoplancton, causando novas floragbes (Carlton & Wetzel 1988;
Sgndergaard et al. 2013). Como exemplo disso no Brasil, podemos citar o caso do Lago
Paranoa, em Brasilia, onde um estudo recente mostrou o aumento na biomassa de
cianobactérias apos um longo periodo de oligotrofizacdo (Batista & Fonseca 2018).
Considerando o problema da liberacdo do P estocado no sedimento de lagos eutréficos
recuperados, estudos tém mostrado que o perifiton desenvolvido no sedimento, o
epipélon, pode contribuir para a manutencdo da oligotrofizacdo (Jobsen et al. 2004;
Liboriussen & Jeppesen 2006). A presenca do epipélon cria condi¢des bioquimicas que
podem favorecer a permanéncia do P no sedimento, ou seja, minimizando a liberacdo do
P para a coluna de 4gua (Dodds 2003). Além da reducdo na disponibilidade de nutrientes
na coluna de agua, 0 aumento da biomassa do epipélon pode estimular a competicdo por
P com o fitoplancton (Wu et al. 2010). Assim, ha evidéncias de sucesso do perifiton na
retencdo de P em ecossistemas, como nos Everglades da Florida (McCormick et al. 2006),
e em estudos experimentais (Gao et al. 2019; Amaral et al. 2020). Dessa forma, o
biorreator de perifiton pode ser uma ferramenta promissora na manutencdo de

ecossistemas oligotrofizados a longo prazo.
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O presente estudo avaliou experimentalmente os efeitos do biorreator de perifiton
sobre o fitoplancton e epipélon na simulagdo da oligotrofizacdo em um lago eutréfico e
raso. Considerando a elevada biomassa de fitoplancton no lago eutréfico estudado
(Bicudo et al. 2020), a capacidade do perifiton de estocar o P (Dodds 2003; Jobgen et al.
2004; Lu et al. 2016) e o potencial da comunidade na biorremediacdo de ambientes
eutrofizados (Wu et al. 2013; Ko et al. 2019), trés hipoteses foram avaliadas. A primeira
hipotese (H1) é de que, se o biorreator de perifiton remove P da &gua, entdo, o biorreator
de perifiton pode afetar negativamente a abundancia e biomassa do fitoplancton,
auxiliando na manutencdo da oligotrofizacdo. A segunda hipotese (H2) é que, se 0
biorreator de perifiton atua na remocao de P e compete com o fitoplancton por recursos,
entdo, apos a oligotrofizacdo, a presenca do biorreator pode influenciar a composicéo de
espécies da comunidade, reduzindo a biomassa do fitoplancton. A nossa terceira hipétese
(H3) € que, se o biorreator do perifiton remove P da &gua e a oligotrofizacdo pode
favorecer o crescimento do epipélon fototrofico (Amaral et al. 2020), entdo, a apos
oligotrofizacdo, a presenca do biorreator de perifiton pode favorecer o aumento da
biomassa fotossintética do epipélon, contribuindo para manutencéo da oligotrofizacdo. O
presente experimento em mesocosmos contribui para o melhor entendimento do uso do
biorreator de perifiton como uma ferramenta para manutencao de lagos e reservatorios

rasos restaurados.

2. Material e métodos

2.1 Area de estudo
O experimento foi desenvolvido no Lago das Garcas (Figura 1), que esta situado
no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) (23° 64’ 75,0”S e 46° 62° 22,7°W),

assim como descrito no Capitulo 1 da presente dissertacéo. Este reservatério foi escolhido
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para realizacdo do experimento por se tratar de um reservatdrio eutréfico com floragdes
frequentes do fitoplancton e apresentar dados limnolégicos de estudos de longa duragédo

(Bicudo et al. 2007; Crossetti et al. 2018; Bicudo et al. 2020).

Lago das Gargas

Figura 1. Mapa batimétrico do Lago das Garcas com localizacdo das unidades

experimentais na zona litoranea. Fonte: Bicudo et al. (2002).

O clima regional é classificado como tropical de altitude, que predomina nos
planaltos e montanhas do sudeste do Brasil (Conti & Furlan 2003). Durante o periodo
experimental (23 de julho — 13 de agosto de 2019), a precipitacdo total acumulada foi de

3 mm e a temperatura média 17,5 °C (http://www.estacao.iag.usp.br/boletim.php).

2.2. Delineamento experimental
Os efeitos da presenca do perifiton em substrato artificial, como biorreator para
remocédo do P, sobre o fitoplancton e epipélon apos a oligotrofizacdo foi analisado em

mesocosmos de fundo aberto. O experimento consistiu em dois tratamentos em tréplicas
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(n=3): D — Tratamento diluido (50%) e sem biorreator de perifiton; DP — Tratamento
diluido (50%) com biorreator de perifiton. Os tratamentos foram aleatorizados em campo.
O experimento foi realizado no periodo seco (23/julho a 13/agosto/2019) para minimizar
os efeitos perturbatdrios da chuva sobre o perifiton. Apds 1 dia de aclimatag&o (24/julho
a 13/agosto), os substratos artificiais foram inseridos nos mesocosmos do tratamento DP
para a formacdo dos biorreatores de perifiton.

As amostragens para determinagdo das variaveis abioticas, fitoplancton, epipélon
e do biorreator de perifiton foram realizadas nos 6°, 9°, 12°, 15° e 20° dia do periodo
experimental. No Lago das Gargas, os dias de amostragem foram determinados com base
no processo de colonizacéo e sucessdo da comunidade de algas perifiticas, que atingiu o
pico de biomassa entre 20 — 25 dias (Borduqui & Ferragut 2012).

Os mesocosmos utilizados constituem-se em cilindros de PVC com 0,5 m de
didmetro, 1,5 m de altura e volume médio de 160 litros. A profundidade média da coluna
da &gua e 0 volume médio dos mesocosmos durante o periodo experimental foi de 79 cm
e 156 litros, respectivamente. Os mesocosmos foram enterrados no sedimento do lago, de
modo a integrar todas as comunidades algais, e foram dispostos em funcdo da
disponibilidade da luz.

Os mesocosmos de fundo aberto foram inseridos manualmente e cuidadosamente
na coluna de agua do lago, o que promoveu o enchimento completo. Para simular a
oligotrofizacdo, o volume de agua do lago retirado dos mesocosmos dos tratamentos D e
DP foi de 50%, que parece favorecer o desenvolvimento do epipélon (Amaral et al. 2020).
A retirada da agua do mesocosmo foi feita com bomba de succédo de baixa pressdo (2000
L/H), sendo a mangueira inserida na superficie para evitar ressuspensao do sedimento.
Apos a retirada de 50% do volume total de agua do mesocosmo, inseriu-se a agua

destilada de maneira cuidadosa, para evitar a ressuspensdo do sedimento (Figura 2). Um
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grupo Controle (n=3; sem diluicdo) foi utilizado durante o experimento para avaliar a
eficiéncia da diluicdo realizada nos tratamentos, embora os dados dessas unidades
amostrais ndo tenham sido considerados nas analises estatisticas (Tabela 3).

Para avaliar o biorreator de perifiton na remocao de P, substratos artificiais foram
inseridos em cada mesocosmo do tratamento DP. As placas de vidro (25 x 10 cm) usadas
como substratos foram colocados a 25 centimetros da superficie para evitar foto-inibicao
(Hill 1996) e préximo ao fundo do mesocosmo, onde a liberagdo de P é mais intensa em
sistemas eutroficos (Correll 1999). Foram colocadas 10 placas de vidro na superficie e 10
no fundo em cada mesocosmo, totalizando 20 laminas (99,52 m? de area de substrato).
Os biorreatores foram suspensos em duas profundidades distintas para a remogéo de P
mais uniforme na coluna de agua.

Em cada tratamento, a amostragem da agua para analise das variaveis abioticas e
do fitoplancton foram coletadas manualmente na subsuperficie. Amostras de sedimento
superficial (1 cm) para analise do epipélon foram coletadas através de tubos de PVC de 5
centimetros de didmetro. Os tubos foram enterrados no sedimento até a parte consolidada
e, posteriormente, retirados de maneira cuidadosa para evitar a mistura da amostra dentro
do tubo coletor.

O perifiton foi amostrado para quantificar os efeitos do biorreator de perifiton
sobre o fitoplancton e epipélon. Na superficie e no fundo, as laminas de vidro colonizadas
foram retiradas cuidadosamente para evitar o desprendimento da comunidade. O material
perifitico foi removido das placas de vidro através de raspagem com pincel e jatos de
agua destilada com volume conhecido. As amostras do perifiton do biorreator coletadas
foram acondicionadas em frascos plasticos opacos, dispostas em caixas de coleta

contendo gelo e levadas para o laboratorio. No laboratdrio, as amostras do perifiton foram
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diluidas com volume conhecido de agua e divididas em aliquotas para as posteriores

anélises.

(K

e e

Figura 2. Esquema mostrando a diluicdo de 50% da agua realizada em mesocosmos de

fundo aberto durante experimento in situ na regido litoranea do Lago das Garcas.

2.3 Biorreator de Perifiton

A biomassa do biorreator de perifiton foi estimada pela concentracéo de clorofila-
a (feofitina corrigida, Sartory & Grobblelar 1984) e pela massa seca livre de cinzas
(MSLC) (APHA 2005). Para avaliar a quantidade de P estocado no perifiton ao longo do
tempo, o contetdo de P foi determinado por combustdo a 550° C por 1 h, seguida pela
oxidagdo em HCI 1N a 80° C por 30 min, conforme método descrito em Andersen (1976),
modificado por Pompéo & Moschini-Carlos (2003). Posteriormente, o fosforo reativo

soluvel foi determinado pelo método do &cido ascorbico (Strickland & Parsons, 1960).
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2.4 Variaveis abioticas analisadas

As seguintes variaveis foram analisadas no experimento: oxigénio dissolvido
(Golterman et al. 1978); alcalinidade (Golterman & Clymo 1971); formas de carbono
inorganico dissolvido (CO: livre e bicarbonato; Golterman & Clymo 1971), material
particulado em suspensdo (APHA 2005), nitrito e nitrato (Mackereth et al. 1978),
nitrogénio amoniacal (Solorzano 1969), ortofosfato e fosforo total dissolvido (Strickland
& Parsons 1960), nitrogénio total e fosforo total (Valderrama 1981). As amostras para a
fracdo dissolvida dos nutrientes foram filtradas em filtros de fibra de vidro (Whatman
GF/F).

As seguintes variaveis limnologicas foram medidas in situ: temperatura,
condutividade elétrica, pH (sonda multiparametros — Horiba U53) e radiacdo subaquatica
(luximetro Li-Cor LI1250A). A porcentagem de luz incidente foi calculada conforme Birge
(1915): % de luz = 100 x (i1-i2)/i1, onde: i1 é a quantidade de luz na subsuperficie e i> do

fundo.

2.5. Fitoplancton

Para avaliar os efeitos do biorreator de perifiton sobre a estrutura taxonémica do
fitoplancton, amostras de agua foram fixadas com formalina 4% e analisadas ao
microscopio optico (Zeiss Axioscop). A identificacdo taxondmica das algas foi feita com
base em publicac6es regionais (Castro et al. 1991; Sormus & Bicudo 1994; Tucci et al.
Azevedo 2006). As amostras para analise quantitativa foram preservadas em lugol acético
e mantidas no escuro até 0 momento da analise. A contagem das algas foi realizada em
microscopio invertido (Axio Observer D1, Zeiss,) em aumento de 400x, segundo o
método de Utermohl (1956). O critério de contagem usado foi a curva de rarefacdo de

espécies e 100 individuos do tAxon mais abundante. A riqueza de espécies foi determinada
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com base no namero total de taxons quantificados nas amostras. O biovolume algal foi
determinado utilizando o biovolume médio das espécies descritas em Fonseca et al.
(2014). O biovolume das espécies ausentes na lista foi estimado de acordo Hillebrand et
al. (1999). Foram consideradas espécies descritoras aquelas com biovolume superior a
10% e densidade acima de 10% do total.

Além das mudancas na estrutura, as respostas do fitoplancton foram analisadas
através da concentracdo de clorofila-a (corrigida de feofitina), a qual foi extraida com

etanol (90%) conforme Sartory & Grobblelar (1984).

2.6. Epipélon

Os efeitos do biorreator de perifiton sobre o epipélon foram avaliados atraves da
analise da concentracdo de clorofila-a (corrigida de feofitina), a qual foi extraida com
etanol (90%) conforme Sartory & Grobblelar (1984) e pela massa-seca-livre-de-cinzas

(MSLC) (APHA 2005).

2.7. Tratamento dos dados

Para deteccdo de diferencas significativas das variaveis abidticas e biologicas
entre tratamentos e tempo, realizou-se analise de variancia de medidas repetidas de dois
fatores (RM-ANOVA two - way). Para comparacdo multipla de médias e determinacéo
da diferenca minima significante entre tratamentos foi aplicado o Teste de Tukey («
<0,05). Os dados foram logaritimizados sempre que necessario para garantir o
cumprimento das premissas das analises (normalidade dos dados e homogeneidade de
variancia).

Analise multivariada permutacional de variancia de dois fatores (PERMANOVA)

foi aplicada para deteccdo de diferengas na estrutura do fitoplancton entre tratamentos e
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dias de amostragem. Esta analise foi realizada utilizando o indice de Bray-Curtis como
medida de distancia com 9999 permutacdes (PAST 3.25:

https://folk.uio.no/ohammer/past/).

3. Resultados

3.1. Perifiton (Biorreator)

A concentracdo de clorofila-a e MSLC do biorreator de perifiton foram maiores
no 12° dia de periodo experimental (Figura 3A e B, respectivamente). Ndo houve
diferencas significativas entre os dias experimentais (fator tempo) para o biorreator de
perifiton (tratamento DP). O biorreator de perifiton acumulou P durante todo periodo
experimental, mas o contetdo médio de TP foi maior no inicio do experimento do que no
final (Tabela 1).

Tabela 1. Conteddo médio e desvio padrdo do fosforo total no perifiton (n=3).

mg P g-! MS Desvio Padrdo
6d 0,65 0,94
12d 0,77 0,78
15d 0,19 0,14

20d 0,19 0,05



https://folk.uio.no/ohammer/past/
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Figura 3. Concentracao de clorofila-a (A) e massa-seca-livre-de-cinzas (B) do biorreator

de perifiton no tratamento diluido com perifiton (n=3; tratamento DP).

3.2 Variaveis abioticas da agua

Nenhuma das varidveis abioticas analisadas apresentou diferencas significativas
entre os tratamentos. Interacdo entre os fatores tempo e tratamento foi detectada apenas
na concentracdo de NT (RM-ANOVA: F = 550, p = 0.03). As seguintes variaveis
analisadas apresentaram diferengas significativas entre os dias de experimento (RM

ANOVA - fator tempo): PT (F= 13,528 p = <0,001); PDT (F= 9,275 p = <0,001); NT
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(F= 9,275 p = <0,001); N-NOs (F= 33,484 p = <0,001); pH (F= 12,323 p = <0,001);
condutividade (F= 19,265 p = <0,001); OD (F= 5,403 p = 0,006); temperatura (F=
388,935 p = <0,001); TDS (F= 43,378 p = <0,001); CO; (F= 13,193 p = <0,001);
alcalinidade (F= 55,075 p = <0,001); atenua¢do da luz (F= 6,319 p = 0,003). A
oligotrofizacdo da agua eutrofica do lago acarretou mudancas nas condicdes ambientais,

particularmente em relacdo a disponibilidade de nutrientes (Tabelas 2-3).



Tabela 2. Valor de média e desvio padrdo das variaveis abioticas nos tratamentos no periodo experimental.
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6 dias 9 dias 12 dias 15 dias 20 dias 6 dias 9 dias 12 dias 15 dias 20 dias
Alcalinidade (mEg L) 0,45 0,50 0,43 0,48 0,50 0,59 0,63 0,69 0,76 0,80
(+0,03) (+0,05) (+0,04) (+0,07) (£0,02) (£0,07) (£0,03) (£0,13) (£0,02) (x0)
- 130,00 141,00 127,67 140,67 136,00 152,67 146,33 156,67 158,00 185,33
Condutividade (uS cm-?) (+6,38) (+10,8) (£9,1) (+15,11) (£9,2) (+1543)  (+14,38)  (+27,15) (£20,7) (£24,73)
CO» livre (mg L) 48,43 49,68 144,12 57,01 2,72 5,12 15,93 7,53 41,57 39,80
(£29,35)  (£3478)  (299,18)  (+49,46) (+1,89) (+2,88) (+18,6) (+3,55) (£7,94) (+10,65)
Lz (%) 78,93 69,75 46,37 58,37 60,28 66,27 73,22 75,72 85,13 77,85
(£7,38) (+11,47) (+8,8) (+4,15) (+13,5) (+12,55) (+9,76) (+1,73) (£2,27) (£10,53)
Lz 3 25 cm (umol m-2-3) 175,39 112,17 37,35 35,34 292,67 298,59 396,47 350,73 59,38 64,08
(+62,85)  (£3519)  (£1695)  (+11,85)  (+16056)  (+167,82)  (x151,32)  (£102,8)  (£26,46)  (+19,52)
Luz no fundo (umol m-2s- 32,33 33,41 18,66 15,09 100,84 90,14 94,10 85,53 9,38 12,57
(+2,66) (+13,93) (+5,36) (+5,87) (£42,25)  (£53,68)  (¢2582)  (+27,01) (£5,47) (£5,09)
0D (mg LY 10,45 10,74 7,77 5,82 6,46 5,84 4,47 4,69 4,66 6,54
(+0,11) (£0,43) (+1,58) (+0,36) (+2,15) (£2,42) (+0,78) (+2,99) (+1,06) (+1,51)
H 6,16 6,25 5,60 6,28 7,43 7,21 7,03 7,09 6,29 6,34
P (£0,47) (+0,55) (+1,09) (+0,59) (+0,30) (+0,28) (+0,55) (£0,22) (+0,08) (£0,12)
°T (ug L) 151,49 85,34 91,43 81,50 81,39 69,69 69,33 62,52 46,76 46,76
(+48,82)  (+12,40)  (+32,45) (+9,23) (+8,17) (+11,68) (+8,94) (+4,64) (+3,69) (£5,29)
PDT (ug L) 18,81 13,27 13,86 16,31 15,57 14,69 19,60 16,07 26,03 25,34
(+4,50) (+0,98) (+1,46) (+3,85) (+1,87) (+0,56) (+4,30) (+4,45) (£7,54) (+2,75)
-0 (g LY 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
(x0) (x0) (x0) (x0) (x0) (x0) (x0) (x0) (x0) (x0)
NT (g LY 4037,42 3044,39 3400,07 2168,33 2275,74 2512,07 1015,36 1120,39 769,48 1024,90
(+931,05)  (+41438)  (+12934)  (£56,79)  (+47991)  (+11816)  (+380,31)  (+430,04)  (+30049)  (+701,23)
N-NHs (g L) 134,66 220,92 109,88 356,55 474,94 721,43 177,05 288,46 211,74 340,95
(+53,88)  (+62,17)  (#5155)  (+110,66)  (+6497)  (+19855)  (37,19) (+93,5) (+47,78)  (+158,61)
N-NO2 (g L) 14,64 16,47 15,08 18,71 12,27 15,47 10,40 13,56 15,05 21,26
(+2,46) (+1,5) (£4,71) (*1,77) (+4,91) (+2,99) (+3,36) (+3,08) (+4,95) (£9,26)
N-NOs (g LY 128,37 156,30 133,49 141,48 93,62 82,47 84,70 80,37 53,88 62,67
(+23,3) (+1353)  (¢30,34)  (+10,15)  (18,72) (+4,50) (+27,01) (+3,89) (+4,68) (+20,58)
TDS (mg LY 0,08 0,09 0,08 0,09 0,09 0,10 0,10 0,11 0,10 0,12
(£0) (+0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,01) (£0,02)
Femperatura (°C) 18,43 18,64 17,90 17,91 14,90 14,83 17,74 17,56 19,54 19,56
(+0,19) (+0,40) (+0,04) (+0,02) (+0,28) (+0,13) (+0,31) (+0,05) (+0,04) (£0,02)
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Tabela 3. Valores de média e desvio padrdo das varidveis abioticas das condigdes

ambientais (mesocosmos sem diluig&o).

Controle (C)
6 dias 9 dias 12 dias 15 dias 20 dias
0,77 0,75 0,83 0,87 0,83
Alcalinidade (mEq L- ! ’ i ’ ’
(mEqL-H (0,01) (0,03)  (£0,02)  (x0,03) (0,02)
228,67 22700 231,00 23500 240,33
Condutividade (uS cm-2 ! ' ' ' '
( ) (£2,49) (374)  (+497)  (+638)  (+10.21)
20,63 27.43 6,11 8,27 38,44
y L , , , , ,
CO: livre (mg L) (+36,06) (+27.47)  (#369)  (+6,93) (+16,68)
Loz (5% 80,80 50,65 80,91 70,45 80,27
0 (+4,06) (*417)  (+903)  (+10,88)  (+832)
Lz 8 25 cm (umol me25-) 64,25 19,83 20235 39430 3576
H (+36,53) (+589)  (+79,08)  (+10243)  (+12.64)
Lz 10 fundo (umol -5 10,01 7,77 34,92 112,02 7,95
(+3,51) (+1,63)  (£2150)  (+49,16)  (+5.96)
10,20 6,36 4,60 4,33 5,75
5 (ma L , , , , ,
OD (mg L) (+0,10) (+0.82) (081  (+1,02) (+2,56)
y 6,89 6,73 7,27 7,23 6,41
P (0,64) (+043)  (:024)  (+0.33) (+0,22)
o7 (g L) 205,94 126,43 101,26 61,32 61,11
Hg (+33,20) (+49.09)  (+9,79)  (+860)  (+10,85)
25,83 21,46 15,67 15,67 2421
PDT (ug L™ ' ! ! : :
(gL (+1,23) (501)  (£0,68)  (:057) (£2,16)
5 5 5 5 5
} -1
PPO: (L) (+0) (+0) (+0) (+0) (+0)
T (g L 7699,23 425042 352420 181981  1402,07
(g L) (+1544,37)  (£69348)  (£16,88)  (£579,59)  (+111,61)
116,67 113,00 15007 24313 278,00
N_NH L_l 1 i) i) i) i)
+ (gL (8,57) (+1124)  (+1890)  (+30,33)  (+45,65)
31,07 44,09 43.43 38,72 71,70
N_NO L_l 1 i) i) i) i)
2 (g L) (+1,64) (+1174)  (£22,62)  (+2439)  (+4347)
N-NOs (g L'l) 215,31 256,10 177,55 158,01 160,50
(+20,16) (+29,41)  (+60,17)  (+74,65) (+79,89)
TDS (mg L'l) 0,15 0,15 0,15 0,16 0,16
(+0) (+0) (+0) (+0) (0,01)
18,73 17,89 15,04 17,70 19,54

Temperatura (°C
P C) (+0,20) (+0,02) (+0,25) (+0,13) (+0,03)
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3.3 Fitoplancton

A concentracdo de clorofila-a do fitoplancton foi menor na presenca do biorreator
de perifiton (tratamento DP) apenas no 9° dia de experimento (Figura 4A). RM ANOVA
two-way ndo detectou diferencas estatisticas significativas na clorofila-a do fitoplancton
entre os tratamentos, tempo e interacgdo entre os dois fatores (D e DP).

A densidade total do fitoplancton foi menor na presenca do biorreator de perifiton
no 6°, 15° e 20° dia do periodo experimental (Figura 4B). Nenhuma diferenca significativa
foi detectada na densidade entre dias e tratamentos.

O biovolume total do fitoplancton foi menor na presenca do biorreator de perifiton
no 6°, 15° e 20° dia do periodo experimental (Figura 4C). O biovolume foi diferente entre
os dias de amostragem (RM ANOVA: F =7,93; p = 0,001). A interagdo entre tempo e
tratamento foi significativa para o biovolume (RM ANOVA: F = 4,78; p = 0,01). Teste
de Tukey indicou diferencas no biovolume total do fitoplancton entre tratamentos no dia

6 (p = 0,001).
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DP
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Figura 4. Valores médios em cada dia (n=3) e no periodo (n = 15) da concentracdo de

clorofila-a (A), densidade (B) e biovolume total (C) do fitoplancton no tratamento diluido

(D) e diluido com biorreator de perifiton (DP).
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Em termos de biovolume relativo, verificou-se que a apesar das espécies
descritoras permanecerem no fitoplancton durante o periodo experimental, a contribuicéo
das espécies para a estrutura mudou (Figura 5). A analise conjunta das espécies pela
PERMANOVA mostrou que houve diferencas significativas entre os dias de amostragem
(F = 10,988; p = 0,0001) e tratamentos (F = 4,7534; p = 0,0088) e a interacdo entre os
fatores foi significativa (F = 4,4348; p = 0,0028). Raphidiopsis raciborskii (Woloszynska)
(Aguilera & al 2018)) apresentou o maior biovolume no tratamento D durante
praticamente todo o periodo experimental, exceto no dia 20 (Figura 5). O biovolume da
R. raciborskii foi diferente entre dias (F = 229,31; p <0,001) e tratamentos (F = 42,56; p

= 0,003) e a interacdo entre os fatores foi significativa (F = 73,35; p < 0,001).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Biovolume relativo do
Fitoplancton

B Raphidiopsis raciborskii O Pseudanabaena galeata ® Synechocystis aquatilis
E Cryptomonas curvata O Qutras

Figura 5. Biovolume das espécies descritoras do fitoplancton (n=3) no tratamento diluido

(D) e diluido com biorreator de perifiton (DP) durante o experimento.


https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=167897
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Figura 6. Biovolume de Raphidiopsis raciborskii no fitoplancton (n=15) no tratamento

diluido (D) e diluido com biorreator de perifiton (DP).

3.4 Epipélon

A clorofila-a do epipélon foi maior na presenca do biorreator de perifiton
(tratamento DP) em todo o periodo experimental, com excec¢do do 12° dia (Figura 7A). A
clorofila-a foi diferente apenas entre os dias experimentais (RM ANOVA: F=5,45;p =
0,032). A MSLC foi maior na presenca do biorreator de perifiton (tratamento DP) durante
todo o periodo experimental, com exce¢do do 20° dia. A MSLC do epipélon foi
significativamente diferente apenas entre os dias de experimento (F = 3,872; p = 0,022).

Com base na clorofila-a, MSLC e contetdo de P, a analise conjunta mostrou que
a comunidade do epipélon foi significativamente diferente entre tratamentos

(PERMANOVA: p = 0,0073) e entre dias (PERMANOVA: p = 0,0001).


https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=167897
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Figura 7. Valores médios em cada dia (n=3) e no periodo (n = 15) da concentragdo de

clorofila-a (A) e MSLC (B) do epipélon no tratamento diluido (D) e diluido com

biorreator de perifiton (DP).
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Discusséo

No presente estudo, o acompanhamento da formacdo do biorreator de perifiton
durante 20 dias mostrou um aumento do incremento de biomassa (clorofila-a, MSLC) da
comunidade ao longo do periodo experimental. Contudo, o contetdo de P foi maior no
inicio do experimento do que no final do periodo de colonizacdo. O perifiton em lagos
eutrdficos pode reter quantidades consideraveis de fésforo (Pei et al. 2015), incluindo no
lago estudado (Mendes-Santos & Ferragut 2021). Estudos demonstraram que o acimulo
de P no perifiton tende a ser maior na fase inicial da colonizacdo, uma vez que a
comunidade nos estagios iniciais de sucessdo possui mais superficie de area e sitios
especificos de adsorcdo do que uma matriz mais espessa, caracteristica das comunidades
mais maduras (Lu et al. 2014). Apesar da variacdo da biomassa e do conteudo de P do
biorreator de perifiton, os resultados mostraram que a presenca do biorreator influenciou
as respostas do fitoplancton e do epipelon.

A hipotese (H1) de que o biorreator de perifiton poderia afetar negativamente o
fitoplancton foi evidenciada pela reducéo significativa do biovolume, particularmente no
dia 6 do periodo experimental. Embora a clorofila-a do fitoplancton tenha sido reduzida
na presenca do biorreator no 9° dia, e a densidade na maioria dos dias experimentais,
nenhuma diferenca significativa foi detectada entre tratamentos. Além de manter as
condicdes limnoldgicas atingidas com a diluicdo, a presenca do biorreator de perifiton
contribuiu com a reducdo do biovolume do fitoplancton. Como evidenciado em outros
estudos (Wu et al. 2013; Cui et al. 2017), o biorreator de perifiton pode ter grande
importancia em processos de biorremediacdo de ambientes eutrofizados, incluindo o
controle das floracdes de cianobactérias (Wu et al. 2010; Ko et al. 2019).

A segunda hipdtese (H2) foi que a presenca do biorreator pode influenciar a

composicado de especies, reduzindo principalmente a biomassa de cianobactérias. Os
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resultados mostraram que a presenca do biorreator de perifiton ndo alterou
qualitativamente as espécies descritoras do fitoplancton, mas a composicdo e a
contribuicdo das espécies para a comunidade mudaram. Assim, embora as espécies
descritoras tenham permanecido na estrutura ap6s a oligotrofizacdo, a PERMANOVA da
biomassa das espécies mostrou que a presenca do biorreator de perifiton influenciou a
estrutura do fitoplancton.

Considerando a cianobactéria dominante nos tratamentos, evidenciou-se o efeito
negativo da presenca do biorreator do perifiton sobre a biomassa e contribuicdo relativa
da Raphidiopsis raciborskii. Claramente a oligotrofizacdo afetou negativamente a
dominancia de R. raciborskii, reduzindo-a ao longo do tempo. Contudo, em presenca do
biorreator do perifiton ocorreu a maior perda de biomassa e reducao da contribuicao dessa
cianobactéria para a estrutura do fitoplancton. No reservatorio estudado, estudo de longa
duracéo reportou a elevada biomassa e florac6es frequentes de R. raciborskii no periodo
de 1998 a 2014, quando a dominancia mudou para Ceratium furcoides (Crossetti et al.
2018). Essa espécie foi associada a baixa disponibilidade de P no reservatério estudado
(Tucci & Santana 2003). Destaca-se que essa espécie de cianobactéria possui capacidade
de invasao, producdo de toxinas e substancias alelopaticas, além da capacidade de rapida
absorcdo de foésforo, mesmo em baixa disponibilidade, e fixacdo de nitrogénio (Padisak
1997; Antunes et al. 2015), tendo sucesso em situacdo de estresse nutricional (Crossetti
& Bicudo 2005). Estudo em lago da agua doce reportou elevada dominancia de R.
raciborskii em condi¢cbes de baixa disponibilidade de luz e nutrientes (Tonetta et al.
2015). Portanto, apesar da presenca de eficientes estratégias adaptativas para
sobrevivéncia em diferentes condicGes ambientais, a diluicdo aliada ao biorreator de

perifiton ampliou o efeito negativo sobre o crescimento de R. raciborskii.


https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=167897
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A terceira hipdtese (H3) foi a de que o biorreator do perifiton poderia favorecer o
crescimento do epipélon apo6s oligotrofizagdo, contribuindo para manutencdo das
condicdes ambientais. Os resultados mostram que a clorofila-a e MSLC foram maiores
na presenca do perifiton na maioria dos dias do periodo experimental. Além disso, o efeito
positivo do biorreator do perifiton sobre o epipélon foi evidenciado pela analise conjunta
dos atributos (PERMANOVA). Estudos reportaram que o aumento da disponibilidade de
luz pode favorecer o crescimento do epipélon fototréfico (Pouli¢kova et al. 2014; Tavares
et al. 2019; Amaral et al. 2020), sendo a luz um fator determinante para o epipélon
(Vadeboncoeur et al. 2014). No presente estudo, a diluicdo aumentou a disponibilidade
de luz no fundo dos mesocosmos dos tratamentos com e sem perifiton, quando comparada
a condicdo sem diluicdo. Contudo, em presenca do biorreator de perifiton, o epipélon
fototrofico apresentou, em média, o maior desenvolvimento.

Em suma, evidenciou-se que a presenca do biorreator de perifiton exerceu
influéncia negativa sobre o fitoplancton, reduzindo e mantendo baixa a biomassa de
cianobactérias. Por outro lado, o biorreator proporcionou um aumento da biomassa
fotossintética do epipélon, o que pode ter contribuido para a manutencéo das condigcdes
limnoldgicas atingidas pela oligotrofizacdo da agua eutréfica do reservatério. Como o
biorreator de perifiton removeu P da &gua e 0 estocou na matriz, os resultados sugerem
que essa remocdo pode ter favorecido a manutencdo da oligotrofizacdo durante o
experimento. Conclui-se que o biorreator de perifiton tem potencial para ser usado como
uma ferramenta para auxiliar na manutencdo de lagos e reservatorios restaurados.
Destaca-se ainda que mais estudos precisam ser realizados para garantir e quantificar a
eficiéncia do biorreator de perifiton, principalmente em estudos experimentais de longa

duragéo.
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Conclusao Geral

De maneira geral, a presente pesquisa avaliou os efeitos da remocao de P sobre o
fitoplancton e epipélon. Particularmente, pretendeu-se determinar se a presenga do
biorreator de perifiton remove o P da 4gua em concentracdes suficientes para reduzir a
biomassa e as floracGes do fitoplancton, aumentando a luz no fundo do sistema e
favorecendo o desenvolvimento do epipélon, que por sua vez pode contribuir com a

manutencdo da oligotrofizacdo através da retencdo de P.

No primeiro experimento, houve uma reducdo na densidade e biovolume do
fitoplancton na presenca do biorreator de perifiton. A clorofila-a e MSLC do epipélon
foram menores na presenca do biorreator de perifiton. No entanto, ambas as variaveis ndo

foram significativamente diferentes entre tratamentos.

No segundo experimento, além de manter as condi¢cdes limnoldgicas atingidas
com a oligotrofizacdo (diluicdo de 50% da agua dos mesocosmos), observou-se uma
reducdo na densidade e biovolume do fitoplancton na presenca do biorreator de perifiton.

O aumento da luz no fundo proporcionou o0 aumento da clorofila-a e MSLC no epipélon.

Em ambos os experimentos, a presenca do biorreator de perifiton contribuiu com
a reducdo da densidade e biovolume de cianobactérias formadoras de floracdo e
produtoras de toxinas. Além disso, o perifiton promoveu um aumento no
desenvolvimento do epipélon. Concluimos que os biorreatores de perifiton apresentam
grande potencial para serem utilizados em processos de biorremediacdo de ambientes
eutrofizados, incluindo a area de estudo da presente pesquisa (Lago das Garcas), a qual
pode passar por um processo de restauracdo no futuro, subsidiado em parte pelos

conhecimentos produzidos neste trabalho.

Considerando que o epipélon pode contribuir com a retencdo de P no sedimento
através da fotossintese, supersaturacéo de oxigénio e elevacdo dos niveis de pH, evitando
a ciclagem interna de P em lagos e reservatorios, sugerimos que mais estudos precisam
ser realizados com o intuito de melhor compreender a relacdo entre a remocdo de P da

agua pelo biorreator de perifiton e o epipélon em processos de restauracao.
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