UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA E RECURSOS NATURAIS
DEPARTAMENTO DE BOTANICA

O papel dos polissacarideos algais extracelulares na dinamica de

metais no reservatorio de Barra Bonita

SANDRA PROTTER GOUVEA

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ecologia e Recursos
Naturais da Universidade Federal de
Sdo Carlos, como parte dos requisitos
para obtengdo do titulo de Doutor em
Ciéncias (Campo de  Pesquisa:
Fisiologia ¢ Bioquimica  dos

Microrganismos).

SAO CARLOS - SP
2004



Ficha catalogréafica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

G719pp

Gouvéa, Sandra Protter.

O papel dos polissacarideos algais extracelulares na
dinamica de metais no reservatorio de Barra Bonita / Sandra
Protter Gouvéa. -- Sao Carlos : UFSCar, 2004.

97 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sdo Carlos,
2004,

1. Bioquimica. 2. Cadmio. 3. Cobre. 4. Complexagéo. 5.

Anabaena spiroides. 6. Aulacoseira granulata. 7. Microcystis
aeruginosa. |. Titulo.

CDD: 574.192 (20%




Orientador: Prof. Dr. Armando Augusto Henriques Vieira



Agradecimentos

Ao orientador Prof. Dr. Armando A. H. Vieira, obrigada pela orienta¢do cientifica na
area de fisiologia e cultivo de microalgas, pelos ensinamentos imprescindiveis ao

ambiente académico, e sobretudo pela amizade e paciéncia.

A co-orientadora Profa. Dra. Ana T. Lombardi, obrigada pela orientagdo na area de
coleta e andlise de metais-trago, pela ajuda com os artigos, sugestdes ao projeto e a
oportunidades de estdgio, e também pela amizade e paciéncia, que foram as mais

prezadas qualidades de meus orientadores.

Ao técnico Luis Sartori, por ter solucdes a todos os problemas de laboratorio e

experimentos, € pelo apoio inestiméavel em todos estes anos de convivéncia.

Aos companheiros do laboratorio de Ficologia, Danilo, Cristina, Vanessa, Zez¢é, Pedro,
Thais, Mic, Sebastido, Maria, Mariana, Roseli, por compartilhar o ambiente de trabalho

que tenho certeza ser muito especial a todos.

Ao pessoal do Programa de Pos-Graduagao em Ecologia e Recursos Naturais, Prof. Dr.
José Eduardo, Renata, Jodo, Roseli, Eduardo, pelo apoio as atividades académicas,

principalmente na representag¢do do programa da pos e com o preparo das defesas.

A Universidade Federal de Sao Carlos, pela infraestrutura.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo, pelo contrato 00/03122-0,

que amparou o projeto de doutoramento e o estdgio no exterior.

A Banca Examinadora da defesa de qualificacdo, Prof. Dr. Irineu Bianchini Jr., Profa.
Dra. Odete Rocha e Profa. Dra. Mirna J. L. Godinho, pelas criticas e correcdes ao

artigo.

A Banca Examinadora da defesa de doutorado, Prof. Dra. Ana Teresa Lombardi, Prof.
Dra. Odete Rocha, Prof. Dr. Otaciro R. do Nascimento, Prof. Dr. Antonio A. Mozeto e

Prof. Dr. Armando A. H. Vieira, pelo aceite do convite da participacdo e pelas opinides.

4



Aos técnicos de campo Luiz A. Joaquim e Airton S. Soares, pelo apoio incondicional

nas coletas de campo.

Ao Prof. Dr. Pedro Senna (in memorian) e Maria da Graga M. Souza (UnB) pela ajuda

na identificag¢do das espécies

A Zezé (Maria José Dellamano de Oliveira), pelas dicas de contagem de células e

preservacao de amostras de fitoplancton.

A Vanessa Colombo, pelo apoio nas analises fluorométricas.

Ao Prof. Dr. Irineu Bianchini Jr. e Marcela B. C. Santino, pelo uso do TOC.

A Telma Blanco, do CCDM — UFSCar, pela analise de metais por espectrometria de

absor¢ao atomica.

Ao Prof. Dr. Orlando Fatibello, pelas dicas, empréstimo de eletrodos e de mercurio.

Ao Prof. Dr. Marco Grassi e Fernando Sodré, do laboratério de quimica ambiental da

UFPR, pela complementagao de analises por DPASV, e pela hospitalidade.

Ao Prof. Dr. Michael Twiss, pelo estagio e projeto de trabalho na Clarkson University

(Potsdam, NY, USA), pelos ensinamentos em limnologia e coleta nos Grandes Lagos.

Ao pessoal da Clarkson University e de Potsdam: Angela e Andrew + Lucie, Ming the
Mercyless, Mousie ¢ Max (in memorian), Alan ¢ John Paul + Baby, Lucky e Socks,
Carrol e Jim + Jedi, Penny, Wizard e Angel, Siew Hee + Billy, Diane, Monaj, Dr. Twiss
e sua familia Tammy, Madeleine, Mary, Avery + Tippy e o gato, pela hospitalidade.

Em especial aos meus pais Bonina e Firmino, e 2 minha avé Carmela, que sempre me

apoiaram, e tiveram muita paciéncia € amor.

Ao José Ricardo, que, segundo a filosofia da existéncia como uma ilha, tem sido a ilha

mais proxima.



SUMARIO
A) ABREVIACOES
B) LISTA DE FIGURAS
C) LISTA DE TABELAS
D) RESUMO
E) ABSTRACT
1) INTRODUCAO
2) HIPOTESES E OBJETIVOS
3) METODOLOGIA
3.1) Area de estudo
3.2) Espécies fitoplanctdnicas. Isolamento e manuteng¢do em laboratorio
3.3) Selegao dos metais estudados
3.4) Estudo de campo
3.4.1) Coleta das amostras
3.4.2) Variaveis fisico-quimicas
3.4.3) Andlise dos monossacarideos de amostras da dgua do
reservatorio
3.4.4) Analises dos metais
3.4.4.1) Especiagao de Cu e Cd na agua do reservatorio
3.44.2) Capacidade de complexagdo da 4agua do
reservatdrio com Cu e Cd
3.4.4.3) Modelagem dos dados de especiagdo
3.5) Estudo de laboratorio
3.5.1) Curvas de crescimento das microalgas
3.5.2) Obten¢ao dos materiais de alta massa molecular das culturas
e da 4agua do reservatério
3.5.3) Analises dos materiais de alta massa molecular das culturas
e da dgua do reservatorio
3.5.3.1) Capacidade de complexaciao com Cu e Cd
3.5.3.2) Composi¢ao monossacaridica
3.5.3.3) Proporgdo dos elementos C, H, N e S
3.5.3.4) Analise de fluorescéncia do material de alta massa

molecular da agua do reservatdrio

11
14
15
16
24
26
26
28
30
31
31
32
33

33
34
39

40
41
41
42

42

43
43
44
44



4) RESULTADOS
4.1) Estudo de campo
4.1.1) Parametros fisico-quimicos
4.1.2) Composicdo monossacaridica de amostras da agua do
reservatorio
4.1.3) Metais na agua do reservatorio: especiacdo e complexagao
de Cue Cd
4.2) Estudo de laboratorio
4.2.1) Cultivo das microalgas e rendimento dos materiais de alta
massa molecular
4.2.2) Complexacdo de Cu e Cd pelos materiais de alta massa
molecular
4.2.3) Composi¢ao monossacaridica e elementar
4.2.4) Fluorescéncia do material de alta massa molecular da agua
do reservatorio
5) DISCUSSAO
6) CONCLUSOES
7) REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

45
45
45
52

54

64
64

66

71
74

76
85
86



A) ABREVIACOES

ANOVA: analise de variancia

ccap: capacidade de complexacdo aparente
CL: concentragao de ligantes

COD: carbono organico dissolvido

COT: carbono organico total

Da: daltons

DPASV: voltametria de redissolu¢do anddica por pulso diferencial
E: irradiancia

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucao
I: for¢a idnica

ISE: eletrodos ion-seletivos

K’: constante de estabilidade condicional

kq: coeficiente de extingdo vertical

MAMM: materiais de alta massa molecular
M, : metal ligado

Miz: metal 1abil

Mwo: metal associado a matéria organica
MOD: matéria organica dissolvida

M;o: metal total

M': metal i6nico

NTA: 4cido nitrilo-triacético

PC: policarbonato

PIPES: Piperazina — N, N’ — bis [2 — 4cido etanosulfonico]
PSF: polisulfona

r: indice de correlagao de Pearson

TDS: total de so6lidos dissolvidos

TEP: transparent exopolimer particles

UV: Ultra-violeta

Zps: profundidade do Disco de Secchi ou transparéncia da agua
Zeu: zona eufotica

Z max: ZONa maxima

u: taxa especifica de crescimento



B) LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica da ciclagem de metais-trago em um lago.

Adaptado de Sigg (1993). ML = metal associado a ligante. 19

Figura 2. Reservatorio de Barra Bonita, com o ponto de coleta das microalgas e de

amostras de campo. Adaptado de Calijuri (1999). 27

Figura 3. Esquema de especiacdo dos metais Cu ¢ Cd para a agua filtrada (0,45 um) do
reservatorio. ISE = eletrodos ion-seletivos. DPASV = voltametria de redissolucao

anddica. 35

Figura 4. Curva de calibracdo para o eletrodo ion seletivo de Cd. Eletrodo de
referéncia: Ag/AgCl. 36

Figura 5. Curva de calibragdo para o eletrodo ion-seletivo de Cu. Eletrodo de
referéncia: Ag/AgCl. 36

Figura 6. Perfis de variaveis fisico-quimicas das coletas realizadas em 20/03/2001 —

outono (A) e 09/07/2001 —inverno (B). 46

Figura 7. Perfis de variaveis fisico-quimicas das coletas realizadas em 17/10/2001 —

primavera (A) e 21/01/2002 — verdo (B). 47

Figura 8. Perfis de variaveis fisico-quimicas das coletas de 25/06/2002 — inverno (A) e
14/10/2002 — primavera (B). 48

Figura 9. Perfis de variaveis fisico-quimicas das coletas de 13/01/2003 — verdo (A) e
28/04/2003 — outono (B). 49

Figura 10. Exemplo de perfil da irradiagdo solar. Porcentagens de incidéncia em

relacdo a superficie sdo indicadas abaixo dos pontos de leitura. E = irradiancia. 50



Figura 11. Exemplos de polarogramas obtidos nas determinagdes de Cu (A) e Cd (B),
através de DPASV. 56

Figura 12. Exemplos de curvas de titulagdo da agua do reservatério com Cu (@) ¢ Cd

(00). Ndo complexacio (---) : [metal total] = [M *]. Barras: erro da média (n=3). 58

Figura 13. Exemplo de analise grafica pelo método de Scatchard para titulagdo da agua
do reservatorio com Cu. ( --- ) Regressdo linear para céalculo dos parametros de

complexacdo das classes (1) e (2) de ligantes. 59

Figura 14. Exemplos de adi¢do de padrdo interno e regressdo linear das leituras em
DPASYV para obtencdo das inclinagdes de reta de brancos e da dgua do reservatorio, em

analises da capacidade de complexacdo aparente de Cu e Cd. 61

Figura 15. Concentracdes de Cu®* obtidas por ISE e pela modelagem dos dados, em
funcdo das concentragdes totais obtidas em cada coleta sazonal. Barras: erro da média

(n=3). 63

Figura 16. Curvas de crescimento de Aulacoseira granulata, Microcystis aeruginosa e
Anabaena spiroides por nimero de células por ml e concentracdo de clorofila-a por

mL. 65

Figura 17. Curvas de titulagao dos materiais de alta massa molecular (MAMM) com
Cu (e) e Cd (O). (A) Barra Bonita, (B) mistura dos MAMM das trés microalgas, (C) A.
granulata, (D) A. spiroides, (E) M. aeruginosa. I = 1,0 x 10" M (NaNOs), pH = 6,8 —
7,0 (PIPES 7,5 x 10 M). Valores em log da concentragdo de metal livre em fun¢do do
log de metal total. (---):Nao complexacdo (---) : [metal total] = [M **]. Barras: erro da

média (n = 3). 67

Figura 18. Exemplos de analises graficas pelo método de Scatchard das titulagdes dos
materiais de alta massa molecular de A. spiroides com Cu e Cd. Metal associado aos
ligantes por metal livre (M /M>") versus metal associado aos ligantes (My). (---)

Regressoes lineares para calculo dos parametros das classes de ligantes 1 e 2. 69

10



Figura 19. Constantes de estabilidade condicional da classe 1 de ligantes (K’;) em
funcdo das respectivas concentragdes de ligantes (CL;) divididas pelo conteido de

carbono orgénico total (COT). (---): Regressao linear. 72
Figura 20. Graficos das concentragdes de solu¢des do MAMM de Barra Bonita versus
intensidade (pico de fluorimetria), solu¢des versus carbono organico total (COT) e COT
X intensidade. 75

C) LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Exemplos de formas metalicas de importancia toxicoldgica ¢ ambiental.

Fonte: Twiss et al. (2001). 18
Tabela 2. Caracteristicas principais do reservatdrio de Barra Bonita. 28
Tabela 3. Condigdes de cultivo das microalgas. 29

Tabela 4. Concentragdes totais de dez metais presentes no reservatorio, analisadas no
Centro de Caracterizacdo de Materiais — UFSCar, por espectrometria de absor¢ao

atOmica. 31

Tabela 5. Parametros para a determinagdo dos metais cobre e cadmio por DPASV. 37

Tabela 6. Teste de destruicdo da matéria organica presente na amostra filtrada do
reservatorio usando-se o reator de fotodegradacdao. Temperatura interna do reator = 50

°C. 38

Tabela 7. Teste de fotodegradagdo da matéria organica em 8 h de exposi¢do ao reator
de fotodegradacao. Leituras de fluorescéncia em A excitacdo = 313 nm e A emissdo =

330-600 nm. 38

Tabela 8. Dados de transparéncia da agua pelo disco de Secchi (Zps), coeficiente de

extingdo vertical da luz (kg), zona eufética (Ze,), profundidade maxima (Zpax),

11



concentragdes de clorofila-a e carbono organico dissolvido (COD) das coletas sazonais.

Média =+ erro da média. 50

Tabela 9. Composigdo e quantificagdo dos monossacarideos totais dissolvidos da agua
do reservatério, nas coletas sazonais. Concentragio em mg L e porcentagem em

relacdo a concentragao total quantificada. 53

Tabela 10. Concentragdes totais de Cu ¢ Cd e das espécies iOnicas e associadas a

matéria organica. Média e *+ erro da média (n = 3). 55

Tabela 11. Concentragdes de cobre labil, total dissolvido, total recuperavel, da fragao
do total recuperavel proveniente da fase particulada, e a concentracdo recuperavel por g

de total de solidos dissolvidos. 58

Tabela 12. Complexa¢do de Cu pela agua filtrada de Barra Bonita. Parametros
constante de estabilidade condicional (K’) e concentragdo de ligantes (CL), obtidos por
ISE e capacidade de complexagdo aparente (ccap), obtida por DPASV. Média e * erro
da média (n = 3). 59

Tabela 13. Valores médios das coletas sazonais dos parametros de complexagdo K’ ¢
CL, metal total e metal i6nico medidos nas coletas, e metal i6nico estimado pelo

modelo de especiagdo. 62

Tabela 14. Espécies de Cu e Cd, concentragdes e constantes de estabilidade
condicional para a modelagem da fragdo dissolvida da 4gua do reservatério. CuBB: Cu

associado a classe 1 de ligantes de alta massa molecular da 4gua do reservatorio. 62

Tabela 15. Dados dos cultivos das microalgas e da coleta de agua do reservatorio para
obtengdo dos materiais de alta massa molecular (MAMM). Dia de isolamento do
MAMM nos cultivos e de coleta de campo, concentragdes de clorofila-a, taxas de
crescimento especificas (p), rendimento do MAMM e concentracdes de carbono
organico total (COT) das solugdes de 50 ug mL™' de MAMM. Média + erro da média,
n=3. 66

12



Tabela 16. Parametros de complexacdo de Cu e Cd obtidos pelo método de Scatchard e
os dados de titulacdes com os materiais de alta massa molecular excretados pelas 3
microalgas estudadas, da mistura destes, e da 4gua do reservatorio, e total de metal
complexado por mg dos materiais. Constante de estabilidade condicional (K”) reportada
em log e concentragdo de ligantes (CL) reportada em M. Erros-padrao de tréplicas das

titulagdes: log K’y até¢ £ 0,1, CL; até + 0,5, log K’; e CL, até + 0,3. 68

Tabela 17. Teste ANOVA paramétrico das comparagdes entre as constantes de
estabilidade condicional (log K’) e concentracdo de ligantes correspondentes entre os

MAMM. ns = diferenc¢as ndo significativas. * = diferencas significativas. 70

Tabela 18. Capacidade de complexagdo aparente (ccap) de solugdes dos materiais de
alta massa molecular (MAMM) com Cu e Cd por DPASV e as concentragdes de

carbono organico total (COT) das solugdes tituladas. Média + erro da média (n = 3). 72

Tabela 19. Composi¢do dos monossacarideos ¢ analise elementar dos materiais de alta
massa molecular (MAMM). Monossacarideos reportados em porcentagens referentes ao
material total. C, H, N e S reportados em propor¢des e sem correcdo da massa atomica.

Média * erro da média (n=3). 73

13



D) RESUMO

A influéncia do fitoplancton e de seus produtos excretados resultantes da
fotossintese em corpos d'agua tém sido o enfoque de varios trabalhos que investigam a
especiacdo e o destino de metais. Este estudo teve como hipotese a potencial influéncia
dos materiais de alta massa molecular excretados por trés espécies fitoplanctonicas
(Anabaena spiroides, Microcystis aeruginosa e Aulacoseira granulata), dominantes no
reservatorio de Barra Bonita, em relacdo a especiacdo e complexa¢do dos metais Cu e
Cd na 4gua do reservatorio. Para tanto o estudo foi dividido em investigacdes de campo
e experimentos de laboratério. Coletas sazonais por um periodo de dois anos no
reservatdrio foram avaliadas quanto as espécies dissolvidas totais, organicas e ionicas de
Cu e Cd, a determinagdo dos parametros de complexacdo destes metais com ligantes
presentes na agua, assim como o conteido de carbono organico dissolvido e os
parametros fisico-quimicos da coluna d’agua. Uma modelagem da especiacao quimica
dos metais estudados foi feita com o uso das concentragdes totais e os pardmetros de
complexacdo adquiridos nas coletas sazonais. No laboratorio foram obtidos os materiais
de alta massa molecular excretados em cultivos das microalgas selecionadas, e o
material de alta massa molecular dissolvido na dgua do reservatério, isolado seguindo-
se o mesmo procedimento usado para os excretados algais. Estes materiais foram
analisados quanto aos parametros de complexacdo com Cu e Cd, e composi¢ao
monossacaridica e elementar (C, H, N e S). A especiacdo do Cd na agua do reservatorio
foi dominada por formas idnicas, enquanto o Cu estava em grande maioria associado a
matéria organica dissolvida. A 4gua do reservatorio apresentou, nas coletas sazonais,
ligantes para Cu com parametros de complexacdo semelhantes em todo o periodo
estudado. Nas condi¢des experimentais empregadas, ndo foi detectada a complexagdo
de Cd com ligantes oriundos da agua do reservatorio. A modelagem da especiacao de
Cu resultou em uma concentragio semelhante de Cu”" aquela medida em amostras de
campo, ¢ maior associacdo do Cu aos ligantes caracterizados neste estudo. O Cu foi
complexado tanto pelos materiais de alta massa molecular das microalgas como também
pela agua do reservatorio, enquanto o Cd foi complexado somente pelo material
excretado pelas cianoficeas. Maiores propor¢des de monossacarideos acidos nos
materiais corresponderam a parametros de complexacdo de Cu e Cd com valores mais
elevados. No entanto, ndo foi observada uma relag@o entre as propor¢des de C, H, N e S
e a complexagdo dos metais. Os excretados das microalgas dominantes no reservatorio
apresentaram ligantes para Cu com for¢a de associacdo de intermedidria a fraca, assim
como os ligantes presentes no reservatorio. Estes resultados confirmam o potencial de
influéncia dos excretados na especiacdo, mobilidade e destino de metais com
comportamento semelhante ao Cu, no reservatorio de Barra Bonita.

Palavras-chave: Cadmio, cobre, complexa¢do, materiais de alta massa molecular,
microalgas de agua doce, reservatério de Barra Bonita, Aulacoseira granulata,
Anabaena spiroides, Microcystis aeruginosa
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E) ABSTRACT

The influence of phytoplankton and their excreted materials in natural waters
have been considered important issues among metal speciation studies. This work
focused on the potential influence of the high molecular weight materials excreted by
dominant phytoplankton species of Barra Bonita reservoir (Anabaena spiroides,
Microcystis aeruginosa and Aulacoseira granulata) in the speciation and complexation
of Cu and Cd. Therefore, this study comprised field and laboratory studies. Seasonal
samplings were made during a period of two years in the reservoir. The total, ionic and
organic concentrations of Cu and Cd were determined, as well as the complexation
parameters with ligands present in the reservoir water. Also, the dissolved organic
carbon and physico-chemical parameters of the water column were obtained. A
speciation model was applied to metal complexation parameters and total metal
concentrations obtained in field investigations. Laboratory cultures of the selected
microalgae were made to obtain high molecular weight excreted materials. In a similar
manner, the high molecular weight materials were isolated from the reservoir water.
These materials were analysed for metal complexation with Cu and Cd, monosaccharide
composition and elemental analysis (C, H, N and S). In the reservoir water, Cd
speciation was dominated by ionic species, while Cu was mostly associated to the
dissolved organic matter. Seasonal samplings presented Cu ligands with similar
complexation parameters for the entire period studied. Cd complexation was not
detected in the reservoir water. The speciation model resulted in similar Cu*"
concentration to the mean value obtained in field analyses, and indicated higher Cu
association to the ligands of the reservoir water. Cu was complexed by all high
molecular weight materials studied, while Cd was complexed solely by the cyanophyte
materials. Higher proportions of acid monosaccharides in the high molecular weight
materials corresponded to higher Cu and Cd complexation parameters, whereas no
relation between C, H, N and S proportions and metal complexation properties of the
high molecular weight materials was observed. The excreted materials of dominant
microalgae from Barra Bonita reservoir had Cu ligands with intermediate to weak
binding strength, as those present in the reservoir water. These results indicate the
potential influence of such organic materials in metal speciation, bioavailability and
mobility of metals with similar behaviour to that of Cu in the reservoir water.

Keywords: Cadmium, copper, complexation, high molecular weight materials,
freshwater microalgae, reservoir water, Aulacoseira granulata, Anabaena spiroides,
Microcystis aeruginosa
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1) INTRODUCAO

Os processos quimicos e bioldgicos sdo complementares e intimamente ligados
na regulacdo dos ecossistemas aquaticos (Buffle & DeVitre, 1993). Como exemplo,
nutrientes essenciais ao crescimento e sobrevivéncia do fitoplancton sdo transformados,
através da fotossintese, em componentes celulares. Estes compreendem as células vivas
e debris apos senescéncia e morte, como também substancias organicas dissolvidas,
liberadas por excrecdo ativa ou apds a autolise. Esse conjunto de materiais fica sujeito
ao consumo por heterdtrofos, formacdo de agregados, decomposicdo até a
remineralizacdo e reutilizagdo, como também sdo envolvidos em processos
biogeoquimicos ligados a sedimentagdo e resuspensao de compostos na coluna d’agua.
Portanto, os microrganismos aquaticos podem, em muitos aspectos, afetar e modificar o
ambiente abiodtico aos quais estdo expostos (Bronmark & Hansson, 1998).

A topografia local, hidrologia, biologia, geologia, condi¢des climaticas e
precipitacdo determinam a entrada e balango de metais em corpos d’dgua como lagos,
reservatorios e rios. No entanto, a atividade humana tem aumentado a concentracao de
metais em muitos dos sistemas aquaticos naturais, através de drenagem de mineracao,
efluentes domésticos, industriais e de agricultura. Isto tem aumentado o interesse em
estudos relacionados as concentragdes € transporte de metais em corpos d’agua
(Neubecker & Allen, 1983; Gundersen & Steinnes, 2003).

Os compostos aquaticos sdo constituidos de alguns poucos elementos principais,
presentes em altas concentracdes, e.g. C, H, O, N, S, Mg, Ca, Cl, K, Na, Si. Elementos-
trago, assim chamados por normalmente estarem presentes em baixas concentragdes,
incluem metais essenciais a nutricdo da biota, assim como metais ¢ metaldides toxicos.
Entre os metais micronutrientes essenciais a fisiologia celular destacam-se o ferro (Fe)
e cobre (Cu), presentes na composicdo ¢ funcionamento de varias enzimas, como as
catalases, superdxido-dismutases, citocromo oxidases, cupreinas entre outras. Outros
metais como o cddmio (Cd) e mercurio (Hg) ndo tém funcdo bioldgica conhecida e sdo
toxicos. Alguns metais-trago, como o Cu, podem tornar-se toxicos quando presentes em
concentragdes pouco mais elevadas que aquela requerida para o crescimento do
plancton (Simkiss, 1979; Stokes, 1983; Buffle & DeVitre, 1993).

A exposicdo dos organismos aquaticos aos metais-trago pode dar-se em trés
niveis: metais no ambiente externo, circundando a célula; interagdes dos metais com a

membrana biologica que separa a célula do ambiente exterior; particdo de metais dentro
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do organismo e os efeitos bioldgicos inerentes da presenga intracelular (Twiss et. al.
2001). Os efeitos toxicos do excesso dos metais aos organismos podem ser
intensificados ou amenizados dependendo das caracteristicas fisioldgicas e genéticas
dos organismos, da presenca de um mecanismo intracelular de desintoxicagdo, e da
mitigacdo da toxicidade no ambiente aquatico antes que os metais interajam
diretamente com o organismo (Jardim, 1983).

Tanto a limitacdo quanto a toxicidade de metais para organismos aquaticos sao
funcdo da biodisponibilidade destes elementos, que por sua vez ¢ dependente das
formas quimicas e fisicas do metal, ou seja, da especiagdo. A especiagdo fisica dos
metais compreende as formas dissolvidas, coloidais e particuladas, enquanto a
especiagdo quimica inclui formas ndo complexadas e complexadas a compostos
inorganicos, como OH, HCO;, NHj, PO, CI', e organicos, como exemplo
aminoacidos, proteinas, acidos humicos e polissacarideos (Neubecker & Allen, 1983;
Allen & Hansen, 1996; Twiss et al. 2001). Espécies metalicas sdo exemplificadas na
Tabela 1 (Twiss et al. 2001).

O estudo da especiagdo em aguas naturais ¢ imprescindivel ao entendimento dos
ciclos biogeoquimicos dos elementos nestes ambientes. A ciclagem bioldgica inclui a
bioacumulagdo, a bioconcentragdo, a biodisponibilidade e a toxicidade, e a ciclagem
geoquimica envolve o transporte, adsor¢cdo e precipitagao dos elementos nos sistemas
aquaticos (Florence, 1986).

Além da atividade bioldgica e biodisponibilidade, o destino de metais nos
ambientes aquaticos também ¢é dependente da especiagdo metalica (McCrady &
Chapman, 1979). Elementos-trago, introduzidos em lagos e reservatorios através de
rios, escoamento de 4gua dos solos ou deposi¢do atmosférica, sdo envolvidos em varios
processos quimicos, bioldgicos e fisicos que determinardo as concentragdes presentes
na coluna d’agua, em sélidos suspensos e nos sedimentos (Figura 1). Enquanto os
metais nas formas livre ¢ em solucdo sdo determinantes nas interagdes com a biota, a
associacdo e deposicdo com materiais particulados sdo considerados os processos mais
importantes de remog¢ao de ions metalicos da coluna d’4gua. A distribuicdo dos metais
entre compostos dissolvidos e particulados depende da composi¢do do material
particulado e dos processos de associagdo (adsor¢dao a superficies, assimilacdo pela
biota, precipitacdo de fases solidas), assim como da especiacdo dos ions metalicos em
solugdo (complexacdo a compostos dissolvidos inorganicos ou organicos). Nestes

processos, tanto materiais organicos biogénicos (e.g. algas, debris, agregados,
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excretados) quanto materiais inorganicos (e.g. 6xidos de ferro ¢ manganés, carbonato

de célcio) contribuem para a associacdo e transporte dos metais. Em lagos e

reservatorios, a producdo fotossintética e a excrecdo das algas, assim como a

sedimentacdo destes produtos sdo considerados processos dominantes e essenciais na

remogao de ions metalicos para o sedimento (Sigg et al. 1987; Sigg, 1993).

Tabela 1. Exemplos de espécies metalicas de importancia toxicolégica e ambiental.

Adaptada de Twiss et al. (2001).

Forma do metal Exemplos
A. fons livres Al (H,0)s
Cu* (H,0)6

B. Complexos hidroxi-metalicos

C. Complexos inorgéanicos simples

D. Complexos orgéanicos simples:

1) sintéticos

11) naturais

E. Complexos organicos poliméricos

F. Compostos mistos organicos e

inorganicos (Bevilacqua, 1992)

AIOH*", AI(OH),", A(OH),
FeOH*", Fe(OH),", Fe(OH),

Cu(OH),’

AIF*, AIF,"

CdCI", CdCl,’, CdCly
HgCL’, HgOHC!’
CuC03’

Cdso4’

Cu-EDTA*
Cd-NTA”
Cd-alanina
Cd-citrato

Fe-sider6foro

Al, Fe, Cu, Pb ou Hg — acidos fulvicos ou

hamicos

Al, Fe, Cu, Pb, Hg - 4cidos fulvicos —

silica ou alumina
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Deposigdo atmosferica

Rios, esgotos
> I:DMB

Alzas, Adsorgio

Material bioldgico Ahszorcio Metal (M) dissolvido
Oxidos, ) - M (ag) =ML
Carhonatos, — lineralizacio

Argila Dessorgio

Condigiies

Adsorcao Ondcas

Oxido de M (TV) 4====Oxidagio s Kn (II)

Sedimentagio Chddo de Fe (T e B 211 i) mmnp Fe: (TT)
MMineralizagiio Condigies

Fe(OH)3
M(ag)

= Fe(Il)
> MS(s)

Figura 1. Representacdo esquematica da ciclagem de metais-traco em um lago.

Adaptado de Sigg (1993). ML = metal associado a ligante.
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A toxicidade de metais ao fitoplancton tem sido relacionada diretamente as
concentragdes de ions livres ao invés da concentracao total (Anderson & Morel, 1978;
Sunda & Lewis, 1978). A complexagdo geralmente diminui a biodisponibilidade e
toxicidade dos metais (McKnight & Morel, 1979; Bruland et al. 1991, Sunda &
Huntsman, 1998) embora excegdes ao modelo do ion livre para explicar a toxicidade
tenham sido reportados. Como exemplo deste fendmeno podem ser citados os
complexos com carbonatos, lipidios e citrato, que facilitam a entrada de metais nas
células (Phinney & Bruland, 1994; Allen & Hansen, 1996; Errecalde et al. 1998,
Errecalde & Campbell, 2000). Deste modo, estudos da especiacdo de metais em
sistemas aquaticos tém aumentado em numero e importancia pois sdo obtidas
informacdes imprescindiveis para a predicao e interpretacdo da toxicidade dos metais
aos organismos aquaticos (Twiss, 1996; Sunda & Huntsman, 1998).

Virias sdo as metodologias e equipamentos usados no estudo da especiacdo e
complexagdo de metais em meio aquoso. Alguns deles sdo citados abaixo, com
exemplos de trabalhos que os empregaram:

a) Voltametria de redissolu¢do catddica com troca de ligantes competitivos, LE-
CSV (Xue & Sigg, 1993; Moffett, 1995; Achterberg et al. 2002; Twiss & Moffett,
2002); voltametria de redissolugdo anddica com pulso diferencial, DPASV (Chau et al.
1974; Kozarac et al. 1989; Mylon et al. 2003).

b) Gradiente de difusdo em filmes finos, DGT (Zhang & Davidson, 2001; Twiss
& Moffett, 2002)

¢) Eletrodos ion seletivos, ISE (Fish & Morel, 1983; Lombardi & Vieira, 1998)

d) Bioensaios (Morrison & Florence, 1989)

¢) Espectrometria de absorgdo atdmica, AAS (Mylon et al. 2003)

f) Resinas de troca i6nica (Morrison & Florence, 1989)

g) Tracadores radioativos (Achterberg et al. 2002; Garnier & Guieu, 2003)

h) Extin¢do de fluorescéncia (Saar & Weber, 1982; Lombardi & Jardim, 1997)

A especiacdo dos metais ¢ muitas vezes determinada através da combinacao
entre varias técnicas (e.g. Morrison & Florence, 1989; Achterberg et al. 2002; Twiss &
Moffett, 2002; Mylon et al. 2003). Também sdo muito utilizadas modelagens da
especiagdao de metais, feitas com auxilio de programas de computador, desde que haja
informacdo detalhada das reagdes de complexagdo, como concentragdes e constantes de
estabilidade condicional dos ligantes e estequiometria dos compostos. Estes modelos

sdo usados para calculo indireto da concentragdo dos ions livres em ambientes naturais
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(e.g. Mylon et al. 2003), como também em estudos do efeito dos ions no crescimento ¢
toxicidade para células algais (e.g. Macfie et al. 1994; Ahner & Morel, 1995; Lombardi
et al. 2002).

Virios estudos de especiagdo em meio aquoso consideram a importancia da
matéria organica dissolvida (MOD) como agente complexante de metais. Sunda &
Lewis (1978) relataram que mais de 99 % do Cu em agua filtrada (< 0,45 um) do Rio
Newport encontrava-se complexado, € que apoOs tratamento com ultra-violeta (UV),
apenas um minimo de Cu continuou complexado, provavelmente a carbonatos e
hidroxo-complexos. O estudo demonstrou a natureza organica dos ligantes dissolvidos.
Gichter et al. (1978) relataram que em aguas naturais cerca de 70 % do Cu encontrava-
se presente entre as fragdes dissolvidas (< 0,45 um) e nao ultrafiltradas (> 1000 Da),
confirmando as macromoléculas orginicas como as responsaveis pela complexagao.
Viérios outros trabalhos mostraram que em lagos, uma grande fragao (> 90 %) do Cu
dissolvido encontrava-se complexado a ligantes organicos (Xue & Sigg, 1993;
Achterberg et al. 2002).

Ubiqua nos ambientes aquéticos, a MOD encontra-se presente em concentragdes
da ordem de 1 a 15 mg C L. Geralmente, 4cidos humicos e fiilvicos sdo os
constituintes da MOD presentes em maiores quantidades, principalmente quando sao
considerados os ambientes aquaticos dulcicolas. As substancias humicas constituem
cerca de 50 a 80 % da MOD (Buftle, 1988). O tamanho destes compostos, considerados
de dificil degradacdo, varia de pequenas moléculas (< 1000 Da) a macromoléculas (>
100.000 Da), com uma grande variedade de grupos funcionais que contém oxigénio,
como acidos carboxilicos e grupos fendlicos em maioria, mas também em menor
quantidade grupos sulfidrila, aminas e outros (Campbell et al. 1997). Rijstenbil &
Gerringa (2002) sugerem que os ligantes organicos para metais incluem exudatos algais
e produtos da biodegradacdo de varias origens, como também compostos sintéticos,
como aqueles oriundos de efluentes industriais.

Alguns trabalhos propdem origem mais recente aos agentes complexantes de
metais na coluna d’agua. Bruland et al. (1991) citam que a concentracdo de ligantes
para muitos metais ¢ maior na zona eufotica do mar aberto e decresce até niveis nao
detectaveis em aguas profundas. Os autores concluem que tal distribuicdo dos ligantes
nos oceanos indica a origem biologica recente ao invés de compostos refratarios.
Outros autores mostraram que altas concentracdes de ligantes coincidiram com

maximos de clorofila no Mar de Sargasso, sugerindo a produgdo fitoplanctdnica como
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fonte dos agentes complexantes de Cu (Moffett, 1995). Xue & Sigg (1993) concluiram
que os ligantes para Cu presentes no lago eutrofico Greifen foram produzidos por algas,
pois os autores encontraram que as concentragdes ionicas de Cu foram baixas durante o
crescimento excessivo de algas na primavera, e altas no inverno. Dessa maneira, Xue e
Sigg mostraram que a concentracdo de Cu i6nico obedeceu um padrao sazonal similar
ao da produtividade algal. Achterberg et al. (1997) acharam a maior concentragdo de
ligantes naturais dissolvidos para o Cu durante um periodo de crescimento excessivo do
fitoplancton no lago Esthwaite Water, refor¢ando a importancia dos materiais algais
(exudatos e produtos de decomposi¢ao) na complexagdo deste metal.

Em particular, estudos da interagcdo dos produtos fitoplanctonicos com metais-
trago em sistemas aquaticos naturais sdo de grande interesse devido ao papel do
fitoplancton como a base de cadeias alimentares (Kozarac et al. 1989). Além disso,
sabe-se que células fitoplanctonicas liberam grande quantidade de materiais organicos
ao ambiente (Vieira & Myklestad, 1986; Myklestad, 1995). Os materiais organicos das
células algais sao produtos finais originados da atividade fotossintética. A liberagao
destes materiais para o ambiente pode ocorrer por diferentes processos, entre eles a
morte celular e consequente autdlise das células ou lise por parasitas intra e
extracelulares, o ‘grazing’ e quebra mecanica pelo zooplancton, ¢ ainda a excregdo
celular, por células saudaveis ou ndo (Fogg, 1977, 1983; Sharp, 1977; Aaronson, 1978;
Mague et al. 1980).

A excre¢do do carbono fotoassimilado para o meio aquatico ¢ considerada um
processo natural ¢ comum entre as algas, podendo representar de 1 a 95 % da
fotossintese liquida (Fogg, 1983). Esta variacdo depende da disponibilidade de
nutrientes, fatores fisico-quimicos como irradiacdo e temperatura, diferencas inter-
especificas e condigdes fisioldgicas das células (Hellebust, 1965; Vieira, 1982; Vieira
& Teixeira, 1982; Vieira & Myklestad, 1986; Caceres & Vieira, 1988). Uma ampla
variedade de moléculas bioldgicas constitui os produtos de excrecao das células algais,
como proteinas, acidos nucleicos, lipidios e carboidratos (Fogg, 1983). Entretanto,
materiais de alta massa molecular, como os polissacarideos, compdem a maior parte da
excrecgdo total de materiais organicos (Vieira & Myklestad, 1986; Myklestad, 1995).

O papel ecologico e fisiologico dos polissacarideos excretados por microalgas ¢
bastante especulado. Varias funcdes tém sido propostas, como a utilizacdo dos
polissacarideos como fonte de energia por microrganismos heterotréoficos (Fogg, 1983),

efeitos na coevolucdo de comunidades microbianas complexas (Wood & van Valen,
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1990), interferéncia na troca de substancias com o meio, como por exemplo captura de
nutrientes € associacdes com ions metalicos (Brook, 1981; Lombardi & Vieira, 1999,
2000). Além disso, tém sido propostas as funcdes de reducdo das taxas de afundamento
devido as capsulas e bainhas extracelulares (Hutchinson, 1967; Walsby & Reynolds,
1980), que também dificultariam a predacdo por organismos zooplanctonicos (Porter,
1973; Reynolds, 1984), promoveriam condi¢des favoraveis para a manutencdo da
atividade de determinadas enzimas (Spijkerman & Coesel, 1998), além da participagao
na formacdo de agregados gelatinosos (Leppard, 1995; Grossart & Simon, 1993;
Grossart et al. 1997).

Materiais de alta massa molecular (MAMM), em grande parte polissacarideos
excretados por microalgas de 4gua doce e marinhas, foram caracterizados e
quantificados (Lupescu et al. 1991; Paulsen & Vieira, 1994; Vieira & Paulsen, 1994;
Vieira et al. 1994; Huang et al. 1998; Nicolaus et al. 1999; Gouvéa et al. 2000).
Estima-se que a complexacdo com metais ocorra através das interacdes de cargas
negativas de grupos anidnicos presentes nas macromoléculas (Manzini et al. 1984), tais
como os grupos carboxila presentes nos polissacarideos com cations tais como o Cu no
meio aquatico (Leppard, 1995). Estudos da complexacdo dos MAMM com cations
divalentes como o Cu sugerem que ambos, o metal ¢ os MAMM, t€ém os mesmos
destinos no ambiente aquatico enquanto durar esta associagdo (Kaplan et al. 1988;
Lombardi & Vieira, 1998, 1999, 2000). Ainda, os MAMM podem contribuir
significativamente ao conteudo de carbono organico dissolvido (COD) local,
particularmente no fim do crescimento excessivo do fitoplancton (Mopper et al. 1995).
Para tanto, cultivos em laboratério auxiliam no estabelecimento da importancia de
associacdes entre metais e excretados de microalgas e sua contribuicdo para a
especiacdo de metais em aguas naturais (Rijstenbil & Gerringa, 2002).

Trabalhos sobre a comunidade fitoplanctonica do reservatorio de Barra Bonita
tém demonstrado a dominancia de algumas microalgas, principalmente representadas
pelos géneros Microcystis aeruginosa, Anabaena spiroides e Aulacoseira granulata,
comumente em crescimento excessivo neste reservatorio eutrofizado (Calijuri & Dos
Santos, 1996; Jati, 1998). Baseando-se nas consideragdes apresentadas anteriormente, &
estimado que a especiacdo e complexagdo de metais na agua do reservatorio de Barra
Bonita sofra grande influéncia de espécies fitoplanctonicas dominantes, através da

producao e excrecao de materiais organicos que atuariam como ligantes de metais.
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2) HIPOTESES E OBJETIVOS

A hipétese deste trabalho est4 centrada no potencial dos materiais de alta massa
molecular excretados por microalgas dominantes no reservatério de Barra Bonita
atuarem como ligantes e influenciadores da especiagdo de ions metalicos na coluna
d’agua. Em complemento a hipdtese, o trabalho abordou também o estudo da
complexacdo e especiacao de metais na agua do reservatério de Barra Bonita.

Este trabalho teve como objetivo principal o estudo da complexacdo de metais
com os materiais excretados por espécies dominantes no reservatorio eutrofizado de
Barra Bonita. E esperado que estes compostos organicos atuem como ligantes para
metais, tanto no microhabitat proximo as células, quanto no restante da coluna d’agua.
Assim, o0s compostos organicos excretados pelas microalgas influenciariam a
especiacdo, biodisponibilidade, mobilidade e toxicidade dos metais presentes nestes
ambientes, além de representarem potenciais contribuidores para a carga local de
matéria organica. Cabe ressaltar que o enfoque na fracdo de alta massa molecular
(MAMM) se deve ao fato da mesma ser considerada como a maior parte na excrecao de
compostos organicos pelo fitoplancton. Para tanto, os objetivos especificos deste
trabalho foram:

i- Fazer um levantamento da especiagdo dos metais previamente selecionados
(Cu e Cd), assim como a complexagdo destes com compostos dissolvidos na dgua do
reservatorio, em investigagoes de campo sazonais durante um periodo de dois anos. As
seguintes determinagdes foram feitas:

1.a- determinacdo das concentracdes totais, idnicas ¢ associadas a matéria
organica na fracdo dissolvida (< 0,45 um);

1.b- determinag¢do dos parametros de complexagdo dos metais com os ligantes
presentes na fragdo dissolvida, quando houver associagao;

1.c- quantificacdo do carbono organico dissolvido e de parametros fisico-

quimicos da coluna d’4agua.

ii- Estudar a associagdo dos metais selecionados com os materiais de alta massa
molecular (MAMM) excretados por trés espécies oriundas do reservatorio e
consideradas como dominantes na comunidade fitoplanctdnica local, envolvendo:

ii.a- cultivo unialgal ou axénico das espécies selecionadas e analise das curvas

de crescimento;
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ii.b- obtencdo dos materiais de alta massa molecular na fase estaciondria do
cultivo;

il.c- determinacdo dos parametros de complexacdo dos MAMM com os metais
selecionados;

ii.d- analises da composi¢ao monossacaridica e das proporc¢des dos elementos C,

H, Ne S dos MAMM.

Da maneira acima exposta, pretendeu-se avaliar o potencial de complexagdo dos
MAMM de microalgas dominantes no fitoplancton do reservatdrio, comparando a
especiacdo dos metais e a complexacdo com os ligantes presentes na agua do
reservatorio, para entdo ser possivel inferir sobre a contribui¢do destes materiais para o

destino de metais no reservatorio.
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3) METODOLOGIA

3.1) Area de estudo

As amostras de campo e as microalgas do estudo de laboratorio deste trabalho
foram coletadas em um ponto amostral do reservatério eutréfico de Barra Bonita
(Figura 2), localizado em 22° 32 34,5” S e 48° 29’ 26,4” W, a cerca de 3 km da
barragem da usina hidrelétrica de Barra Bonita. Na Tabela 2 (Straskraba & Tundisi,
2000; CETESB, 2002) sdo apresentadas as caracteristicas principais deste reservatorio
que ¢ o primeiro de uma série de reservatorios artificiais do Rio Tieté. O reservatorio
foi construido em 1963 com o intuito principal de geragao de energia elétrica para uma
area de alta densidade populacional e industrializada do estado de Sao Paulo. Usos
secundarios incluem o suprimento de 4agua, agricultura, irriga¢do, recreacdo e
navegacdo. A descarga de efluentes domésticos e industriais recebida através dos
tributarios do reservatorio influencia os niveis de contaminantes quimicos, como
também de material organico aloctone e autoctone gerado pela producdo primaria.
Altos niveis de nutrientes, uma das caracteristicas deste reservatorio, tém favorecido o
crescimento intenso do fitoplancton. A comunidade fitoplanctonica ¢ dominada por
algumas poucas espécies, como as cianoficeas Microcystis aeruginosa e Anabaena
spiroides e a diatomacea Aulacoseira granulata, as quais sdo comumente dominantes,
apresentando crescimento excessivo (Calijjuri & Dos Santos, 1996; Jati, 1998).
Portanto, ¢ previsto que o material organico produzido por estes organismos contribua
significativamente a carga local de MOD (Gouvéa et al. 2004).

O clima da regido onde localiza-se o reservatorio € caracterizado pela transicao
entre tropical e subtropical, com o més de janeiro como o mais quente (temperatura
média = 27 °C) e julho como o mais frio (= 18 °C); porém, ndo hé grandes diferencas
entre estacdes a ndo ser pela estacdo chuvosa no verdo e estacdo seca de inverno
(Calijuri & Dos Santos, 2001).

Os rios Tieté e Piracicaba sdo os principais formadores e influenciadores da
qualidade da agua do reservatorio de Barra Bonita. O Rio Tieté tem o regime hidrico
alterado de ldtico para léntico ao atingir o reservatorio. Apesar do reservatorio ser
classificado como eutrdfico, ha um gradiente de melhora da qualidade da dgua ao longo
do corpo central, o que reflete uma grande capacidade assimilativa, importante para a

recuperagao da qualidade da agua (CETESB, 2002).
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Pontio de coleta

Figura 2. Reservatorio de Barra Bonita, com o ponto de coleta das microalgas ¢ de

amostras de campo. Adaptado de Calijuri (1999).
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Tabela 2. Caracteristicas principais do reservatério de Barra Bonita. Adaptada de

Straskraba & Tundisi, 2000 e CETESB, 2002.

Bacia hidrografica Rio Tieté Médio-Superior
Coordenadas geograficas 22°29°S; 48°34°W
Area de drenagem da bacia hidrografica 7.079 km®

Volume do reservatorio 3,6 x 10° m?
Altitude 430 m

Area superficial do reservatorio 32.484 ha
Profundidade méaxima 25m

Profundidade média 10 m

Comprimento 48 km

Largura média 2 km

Forma Vale do rio

Faixa de flutuacdo anual do nivel de dgua S5m

Tempo de retengdo teodrico 90 dias
Classificacao trofica Eutrofico

3.2) Espécies fitoplanctonicas. Isolamento e manuten¢do em laboratério

As cianoficeas Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Lemmermann, Anabaena
spiroides Klebahn (Cyanophyta) e a diatomacea Aulacoseira granulata (Ehrenberg)
Simonsen var. granulata (Heterokontophyta) foram selecionadas por representarem
espécies fitoplanctonicas dominantes no reservatorio. Apos a coleta, no mesmo ponto
da amostragem de campo, foi feito o isolamento por lavagem das células, com o uso de
micropipetas e microscopio (Pringsheim, 1946). A diatomacea foi cultivada em meio
WC (Guillard & Lorenzen, 1972) e as cianoficeas em meio ASM-1 (Gorham et al.
1964). As condigcdes de cultivo estao resumidas na Tabela 3. As espécies sao mantidas
na cole¢do de culturas de microalgas de dgua doce do laboratério de Ficologia da
Universidade Federal de Sao Carlos (SP, Brasil). Foram obtidas culturas axénicas de A.
granulata segundo o método desenvolvido por Vieira (1983), com o uso de 0,5 % v/v
de solucao de Dakin em meio WC. O estado axénico foi testado com repicagens em
tubos contendo o meio WC adicionado de peptona e glicose para revelacdo de
contaminag¢do por bactérias e fungos. Somente cultivos unialgais das cianoficeas foram
usados devido a impossibilidade de axenizagdo destas espécies durante o

desenvolvimento deste trabalho e pelo método citado.
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Tabela 3. Condigdes de cultivo das microalgas estudadas em laboratorio.

Fotoperiodo 12:12h (Iampadas fluorescentes de 40 W)
Intensidade luminosa 265 pmol m™ 5™

Temperatura 20-22°C

pH 6,8—7,0

A diatomacea A. granulata pertence a divisdo Heterokontophyta, classe
Bacillariophyceae e ordem Centrales. As células sdo cilindricas, mais longas do que
largas e se aderem umas as outras pela superficie valvar (de frustula de silica), sendo
organizadas em filamentos longos, simples e unisseriais (Bourrely, 1968). E uma
espécie planctonica, considerada importante em lagos. As células ndo t€ém mecanismo
de flutuagdo e sua posi¢do na coluna d’agua depende tanto da taxa de afundamento
quanto da resuspensao por movimentos verticais causados por ventos e correntes.

M. aeruginosa pertence a divisdao Cyanophyta, classe Cyanophyceae ¢ ordem
Chroococcales. E uma espécie colonial, com um numero grande de células esféricas
que se dividem irregularmente e ficam envoltas em mucilagem. As populagdes se
tornam abundantes principalmente no verdo, formando aciimulos na superficie de lagos
e pocas devido a presenga de vacuolos de gés capazes de regular a posi¢ao das colonias
na coluna d’agua (van den Hoek et al. 1995). Esta espécie tem importancia sanitaria
devido ao potencial de formagdo de ‘blooms’ tdxicos, sendo a microcistina a toxina
mais comumente produzida (Orr & Jones, 1996).

A. spiroides ¢ outra cianoficea (divisdo Cyanophyta, classe Cyanophyceae), que
pertence a ordem Nostocales. As células sdo dispostas em tricomas (filamento + bainha
de mucilagem) simples e unisseriais, € unidas por uma constric¢ao entre elas, tornando
o aspecto do filamento, que pode ser curvado ou espiralado, como um colar de pérolas
(van den Hoek et al. 1995). Os heterocistos e acinetos sao células diferenciadas que t€ém
as funcdes de capacidade de fixacdo de N, e de esporo de resisténcia, respectivamente.
As populagdes sdo encontradas em dguas doces na maioria dos casos, € podem causar
‘blooms’ superficiais, devido a presenca de vacuolos de gases. Também ¢ uma espécie

capaz de produzir toxinas.
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3.3) Selegao dos metais estudados

Foi feita uma analise prévia (n = 1) da concentracao total dissolvida (filtro de
acetato de celulose Schleicher & Schuell, Dassel, Alemanha, 0,45 um de didmetro de
poro) de dez metais-trago, selecionados devido a importancia nutricional ou toxica, de
agua coletada a 1 m de profundidade no ponto amostral em 26/07/2000. As amostras
tiveram pH ajustado para 2 com HNO; ultrapuro e foram conservadas a 4° C até a
analise. A digestdo foi feita em capela, com HNO; concentrado e as concentracdes dos
metais (Tabela 4) foram determinadas no Centro de Caracterizagdo de Materiais
(CCDM) da UFSCar, por espectrometria de absor¢do atdmica (AAS - Varian Spectr
aa220).

Destes metais, foram selecionados o Cu e o Cd em razao de:

1. estarem presentes no reservatdrio em concentragdes totais dissolvidas que,
segundo os padrdes de qualidade de adgua da Legislacdo Federal (CONAMA 20/86)
para as classes de uso das aguas, estdo em torno dos limites maximos para a classe 1 no
caso do Cu (3,2 x 107 M), e excedem os valores maximos para as classes 1, 2 e 3 (8,9 x
10° M, 8,9 x 10°Me 8,9 x 107 M, respectivamente) no caso do Cd;

il. terem comportamentos distintos de afinidade por materiais organicos e
inorganicos dissolvidos na coluna d’agua. Em 4guas naturais o Cu geralmente encontra-
se associado a matéria organica, enquanto o Cd, com menor afinidade pelos materiais
organicos, tende a ser encontrado na forma livre ou associado a complexos labeis
inorganicos (HCO5, SO42', Crl, Ca2+) (Florence, 1977, 1986; Buffle & DeVitre, 1993).

iii. serem toxicos para a biota, dependendo da concentragdo ¢ da especiagdo
fisico-quimica.

O ion Cu*" pertence ao grupo II, dos metais de transi¢io, caracterizado por ter
afinidade a sitios de ligagdo tanto fracos como fortes, e portanto reagir com sitios
contendo oxigénio como doador de elétrons, assim como sitios carboxilicos e fenolicos,
e mesmo sitios fracos que contém N e S. (Buffle & DeVitre, 1993). E classificado
como micronutriente por ser constituinte de sitios de atividade de algumas enzimas,
mas torna-se toxico em concentragdes elevadas, causando, por exemplo, turgidez
excessiva ¢ lise das células fitoplanctonicas (Simkiss, 1979; Rijstenbil & Gerringa,
2002). A poluicao ambiental por Cu tem como origens as industrias de mineragao,
fundi¢do e refinacdo, tal como a precipitacdo atmosférica causada por elas, efluentes de

esgotos domésticos, algicidas, fungicidas e pesticidas (CETESB, 2003).
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O Cd** pertence ao grupo III dos metais, com associa¢io predominante em
sitios relativamente fracos, por exemplo, os que contém S como doador de elétrons.
Nao foi ainda descoberta alguma funcdo em sistemas bioldgicos para este metal
(Stokes, 1983), e efeitos toxicos ao fitoplancton ja foram demonstrados (Rachlin et al.
1984). A contaminac¢do ambiental por Cd ¢ devido a queima de combustiveis fosseis,

efluentes industriais e uso de inseticidas que o contém (CETESB, 2003).

Tabela 4. Concentragdes totais de dez metais presentes no reservatorio em uma
amostra (n =1) coletada em 26/07/2000, analisada no Centro de Caracterizacdo de

Materiais — UFSCar, por espectrometria de absor¢ao atdmica.

Concentragao

Metais M mg L™
Cr <5,0x107 <0,026
Fe 1,1x10° 0,060
Mn 6,6 x 107 0,036
Ni 1,9x 107 0,011
Zn <1,4x107 < 0,009
Pb <5,1x 107 <0,106
Hg 56x 107 0,112
Cd <1,1x 10”7 <0,012
Cu <39x107 <0,025
Co <2,9x 107 <0,017

3.4) Estudo de campo

3.4.1) Coleta das amostras

Coletas sazonais foram realizadas a cada 3 meses e por um periodo de 2 anos,
entre marco de 2001 a abril de 2003. A coleta de 4gua para todas as analises foi feita a
1 m da superficie, na coluna fética, e um ponto passivel de representagdo da coluna
d’4gua em situacdes de mistura ou desestratificagdo, como ocorre com frequéncia neste
reservatorio em estudos prévios (Barbosa et al. 1999; Calijuri & Dos Santos, 2001).

A 4gua do reservatorio foi coletada conforme Mart (1979), em garrafa de van

Dorn, construida com PVC ¢ silicone. As amostras foram acondicionadas em
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Erlenmeyers de policarbonato (PC) previamente lavados por imersdo em solugdo acida
(HNO; 0,1 M, 10 dias).

Como todas as andlises compreenderam a fracdo dissolvida da é4gua do
reservatorio, foi feita a filtracdo das amostras com filtros de acetato de celulose (0,45
um Schleicher & Schuell, Dassel, Alemanha). Os filtros foram previamente imersos em
HNO; 1 M por 24 h e lavados com 100 mL de agua destilada (destilador em vidro) ou
ultrapura para eliminar metais, carboidratos contaminantes e corrigir a acidez (Silva,
1996, Lombardi & Vieira, 1998). Portanto, a filtracdo foi feita em laboratério em
seguida a coleta.

Amostras para as analises de metais e COD foram transportadas e conservadas a
+ 4 °C, no escuro (Florence, 1977). As amostras para analise dos monossacarideos

foram preservadas em freezer (Mopper et al. 1995).

3.4.2) Variaveis fisico-quimicas

Dados de pH, temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade, potencial de
oxido-reducao, turbidez, solidos totais dissolvidos e concentragdes dos ions amonio,
nitrato e calcio foram coletados em intervalos de 2 m na coluna d’4gua, com um
sistema de monitoramento da qualidade de 4gua (Horiba U-23, Kyoto, Japao).

A transparéncia da agua foi medida com Disco de Secchi (Zps). O perfil de
irradiacdo na coluna d’4gua foi obtido com as medidas de irradiancia (E, pmol m™ s™),
em radiometro (LI-1400, LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA) com sensor esférico de
quantum (LI-190-AS). O coeficiente de extingdo vertical (Kg), que caracteriza a
atenuacdo da luz na coluna d’agua, foi estimado a partir da inclinagdo da reta de
regressao linear da profundidade versus o INE. A zona eufética (Z,) foi calculada com
a equagao (1) apresentada em Wetzel (1975):

Zey = In (100) / Ky. (1)

O carbono organico dissolvido (COD) das amostras filtradas foi quantificado
em um analisador de carbono organico total (TOC-5000A - Total Organic Carbon
Analyzer — Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao).

A concentracdo de clorofila-a das amostras de fitoplancton retido em filtro de
acetato de celulose (0,45 pm de didmetro do poro), foi determinada através de extragao
com acetona 90 % (24 h). Esta metodologia encontra-se descrita em Talling & Driver

(1963).
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3.4.3) Analise dos monossacarideos de amostras da dgua do reservatorio

Os monossacarideos neutros foram identificados e quantificados por
cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC —High Pressure Liquid Cromatography)
com detector por pulso amperométrico (PAD ED-40) e coluna de separagdo PA-10
(Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA) seguindo-se a metodologia descrita por
Wicks et al. (1991), Mopper et al. (1992) ¢ Gremm & Kaplan (1997). Os
monossacarideos fucose, ramnose, arabinose, galactose, glicose, manose, xilose, frutose
e ribose (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) foram usados na
padronizagdo. Manose e xilose apresentaram o mesmo tempo de retengdo com a
metodologia usada, e portanto a identificacdo e quantificagdo destes monossacarideos
foi feita em conjunto. Monossacarideos acidos e aminados nao foram analisados devido
as suas cargas. Estas os retém no tratamento de dessalinizacdo da amostra. Amostras de
campo filtradas (0,45 um) foram submetidas a hidrélise e dessalinizagdo para obten¢ao
dos monossacarideos neutros totais, enquanto os monossacarideos livres foram
analisados em amostras filtradas mas nao hidrolisadas. A dessaliniza¢ao foi feita com
resinas anionica (AG 2-X8 20-50 mesh chloride form, BioRad, Hercules, CA, USA) e
cationica (AG 50W-X8 50-100 mesh hydrogen form, BioRad). A hidrélise foi feita
apos adi¢do de 150 pL. de HCl em 5 mL de amostra e aquecimento em estufa a 100 °C

por 12 h.

3.4.4) Analises dos metais

Todas as andlises, incluindo as titulagdes complexométricas, foram feitas com
temperatura controlada (22 + 2 °C) e forca idnica (I) ajustada para 0,1 M com NaNO;
(MicroSelect, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Sui¢a). Para minimizar os efeitos da
adsor¢do dos metais nos recipientes, foram usados recipientes plasticos e de
policarbonato (PC), com excegdo das celas polarograficas (vidro). Todos os recipientes
foram lavados por imersdo em HNO; analitico 1 M, e as celas polarograficas com
HNO; 6 M. O uso de agua destilada em destilador de vidro foi posteriormente
substituido pelo uso de agua ultrapura (inicio de 2002) com condutividade 18 Q
(Barnstead International, Dubuque, lowa, USA) tanto para as lavagens quanto para a
confec¢do de brancos das determinacdes de metais. Os recipientes foram lavados no
momento de uso, ou entdo foram secados em estufa e embalados em sacos plasticos

para evitar contaminagdo. Os padrdes concentrados de Cu (Img mL™" CuCl,, Titrisol®,
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Merck, Whitehouse Station, New Jersey, EUA) e Cd (Img mL™" Cd (NO3), - 4H,0,
Carlo Erba reagenti, Mildo, Itdlia) foram conservados a 4° C e preparados por dilui¢do

serial em concentragdes apropriadas para as titulagoes.

3.4.4.1) Especiagao de Cu e Cd na 4gua do reservatorio

A proposta de estudo da especiagdo quimica dos metais Cu e Cd ¢ apresentada
na Figura 3.

O metal i6nico (M") foi determinado por potenciometria com eletrodos seletivos
(ISE) aos fons Cu®" (ATI ORION, modelo 94-29, Boston, MA, EUA) ou Cd*" (ATI
ORION 9448), em conjunto com eletrodo de referéncia Ag/AgCl de dupla-jungdo (ATI
ORION 90-02). Os potenciais foram obtidos com um medidor de pH/ISE (ATI ORION
710A), em pH natural mantido com 7,5 x 10~ M de tampio PIPES (Piperazina — N, N’
— bis [2 — 4cido etanosulfonico], Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Curvas de
calibracdo dos eletrodos foram feitas em pH 5,0 para assegurar que todo o metal
encontrava-se na forma ionica. Solugdes de tampao metalico foram feitas com o uso de
Cu (ou Cd), NTA (acido nitrilo-triacético) e borax (H3;BOs;) para estender os limites de
detec¢do das curvas de calibragcdo para 2,0 x 10° M de Cue 1,4 x 10" M de Cd
(Jardim et al. 1986). Informagdes adicionais relacionadas a tampdes metalicos e limites
de detecgdo para ISE sdo apresentadas em Lombardi & Vieira (2000). Foi feita uma
regressao linear dos pontos da calibracdo para a obtengdo da formula de célculo da
concentragdo de metal idnico a partir das leituras em mV e também para verificar o
comportamento Nernstiano, que ocorre com coeficiente angular da reta de valor entre
25 - 30 °. A descrigdo e teoria da equacdo de Nernst e calculos citados acima sdo
encontrados em Covington (1984) e Evans (1987). Curvas de calibragdo para Cd ¢ Cu
estao exemplificadas nas Figuras 4 e 5.

As concentragdes de metal total (M), metal associado a matéria organica
(Mmo) e metal labil (My) foram determinadas por voltametria de redissolugdo anddica
com pulso diferencial (DPASV) em polarégrafo com eletrodo de mercurio gotejante
(EG & G Eletrochemical Trace Analyzer, modelo 394, eletrodos modelo 303A
Princeton Applied Research, Princeton, New Jersey, EUA). Os parametros usados sao
descritos na Tabela 5. O limite de deteccdo foi calculado segundo Poldoski & Glass
(1978), correspondente a duas vezes a média dos erros-padrdo para duas analises

distintas com baixa concentracao de metais.
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Agua de Barra Bonita

filtrada (0,45 um)
Metal idni Metal total
etal i6nico M,.); DPASV
(M"); ISE (Mo

Metal labil Metal associado a
(Mysn; DPASV matéria organica
(Mmo ); DPASV

\ 4
Metal associado a matéria

inorganica
(Ml = Mot — MMO)

Figura 3. Esquema de especiacdo dos metais Cu ¢ Cd para a agua filtrada (0,45 um) do
reservatorio. ISE = eletrodos ion-seletivos. DPASV = voltametria de redissolugao

anodica.
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Tabela 5. Parametros para a determinagdo dos metais cobre e cadmio por DPASV.

Tempo de deposi¢do 200 s
Tempo de equilibrio 30s
Potencial inicial (ou de deposicao) -09V
Potencial final ov

Pulso (altura) 25 mV
Varredura 6,67 mV gt
Eletrodo de referéncia AgCl
Eletrodo de trabalho HMDE
Tamanho da gota Médio

Gaés de purga Nitrogénio P. A.
Tempo de purga (entre leituras) 30s
Tempo de purga inicial (para a amostra) 16 min

O metal 1abil (M), que compreende as espécies idnicas e os complexos fracos,
foi analisado segundo a metodologia de adi¢do de padrao interno de Ostapczuk et al.
(1987), com uso de tampdo PIPES (7,5 X 10”° M) para manter o pH ajustado em 6,8-
6.9.

A quantificacdo do metal total (M) foi feita em pH = 2,0, sem tampao, e
também por adicdo de padrdo interno, apds acidificagdo da amostra com HNO; 2 M
ultrapuro (TraceSelect, Fluka Biochemika) e fervura por 5 minutos (Batley & Florence,
1976).

O metal associado a matéria organica (Myo) foi quantificado apds a
fotodegradagdo desta em um reator (Campos et al. 2001) através de luz ultravioleta
(UV). Testes de tempo de exposicdo da dgua de Barra Bonita (filtrada) a luz UV no
reator (Tabela 6), com quantificacdo prévia e posterior das concentracdes de carbono
organico (descri¢do no item 3.4.2), confirmaram a destruicdo da matéria organica em 6
h, ou entdo em 4 h adicionando-se H,O, (grau analitico, Merck) em concentracdo final
de 10 mM, como catalisador da fotodegradacdo. Para assegurar a fotodegradacao em
amostras com concentragdes distintas de COD, foi padronizada a exposi¢do das
amostras ao reator por 8 h. A eficiéncia da exposi¢cdo ao UV por 8 h foi confirmada por

analises de fluorescéncia (Campos et al. 2001). Leituras da intensidade de fluorescéncia

37



de emissdo das amostras foram feitas usando-se um espectrofluorimetro (FP 6500,
Jasco Corporation, Tokyo, Japao). As leituras foram feitas em cubetas com caminho
optico de 1 cm, em comprimento de onda excitacdo de 313 nm e varredura de emissao
de 330 a 600 nm, e larguras da fenda de excitagdo e de emissdo de 10 e 2,5 mm,
respectivamente. O pico de 416 nm (Tabela 7), de amostras antes da exposi¢ao ao UV,
ndo foi detectado apods a exposi¢ao, comprovando a quebra do COD representada por

este pico.

Tabela 6. Teste de destruicdo da matéria organica presente na amostra filtrada do

reservatorio usando-se o reator de fotodegradacdo. Temperatura interna do reator = 50

°C.

Tempo de Agua sem H,O», Agua com 10 uM H,0,, Perda de vol. por
exposicao (h) COD (mg L™ COD (mg L™ evaporac¢do (mL)
Inicial 9,2 9,2 -
2 5,7 3,8 0,4
4 4,9 0 0,3
6 0 0 0,2

Tabela 7. Teste de fotodegradagdo da matéria organica em 8 h de exposi¢do ao reator
de fotodegradagdo. Leituras de fluorescéncia em A excitacdo = 313 nm e A emissdo =

330 - 600 nm.

Testes Pico, nm Intensidade de fluorescéncia
Agua, B. Bonita, filtrada 416,1 (£0,1) 527,4 (£3,5)
Agua B. Bonita ap0s reator 416,1 (£0,1) -

-: nao detectado

A concentracdo de metais associados a materiais inorganicos (M) constou de
estimativa indireta pelo calculo da equagao (2).
M = Mot = Mmo (2)
Como exercicio inter-laboratorial, determinacdes de Cuy, dissolvido foram
também realizadas no laboratéorio de Quimica Ambiental (UFPR — Curitiba, PR).
Assim, em uma coleta realizada em mar¢o de 2003, foram determinadas as

concentragdes de Cuy dissolvido, além de Cuyg, € Cuyy recuperavel, duas espécies nao
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analisadas anteriormente para as coletas sazonais. O Cuyp,, que ¢ a soma das
concentragdes i0nicas ¢ de complexos de fraca associagdo, foi determinado em
amostras filtradas e com pH natural, por DPASV e com a adi¢do de ligante competitivo
(Xue & Sigg, 1998). Aliquotas ndo filtradas e filtradas destinadas as andlises
respectivas de Cuy, recuperavel e Cuy dissolvido foram acidificadas até pH = 2,0 com
HNOj; ultrapuro. A quebra da matéria organica das amostras foi feita em um reator de
quartzo, constituido de um tubo interno de quartzo envolto por uma camara de vapor de
mercurio, que ¢ ativada em microondas para emissao de UV. Apds a exposicdo de
amostras filtradas e acidificadas ao reator, foi adicionado o ligante etilenodiamina.
Depois de 12 h de equilibrio, foi feita a determinacdo da corrente ip max. (pico
referente ao complexo etilenodiamina-Cu), e da concentragdo de Cuy a que ela
equivale através de adigdo de padrdo. Em seguida, medidas de Cuy, de amostras
filtradas foram feitas com a adicdo de etilenodiamina segundos antes do término da fase
de deposi¢do, em DPASV. Através da corrente resultante (ip 0) o Cuy, foi calculado,
apods a divisdo do ip méx. (da leitura do Cuyy) € a multiplicacdo pelo valor de Cu (ip
max. correspondente). O Cuyy recuperavel ¢ o conjunto de ions liberados apos a
reducdo do pH da amostra para = 2,0 e exposicdo ao reator de UV, e portanto
representou a fracao recuperada apos este procedimento de digestao, ou seja, a soma do
Cuyt dissolvido e do Cu particulado recuperavel. Esta determinagdo foi feita por
DPASYV, com adi¢@o de padrio interno e for¢a idnica ajustada para 0,1 M com NaNOs.
O Cu recuperavel proveniente da fase particulada foi calculado indiretamente pela
equagao (3):

Cu recuperavel particulado = Cuy recuperavel — Cuy, dissolvido 3)

3.4.4.2) Capacidade de complexacao da agua do reservatorio com Cu e Cd

Neste trabalho, os parametros de complexagdo de metais, constante de
estabilidade condicional (K”) e concentrag¢do de ligantes (CL), foram determinados por
ISE. Esta técnica tem a vantagem de medir diretamente o metal idnico, que ¢
considerado uma das espécies mais toxicas ao plancton. Titulagdes com o emprego de
ISE sao indicadas para aguas naturais que apresentam altas concentracdes de agentes
complexantes, devido a relativamente baixa sensibilidade na medicdo de metais
(Neubecker & Allen, 1983). Os limites de deteccio de Cu e Cd por ISE foram
estendidos com o uso de tampao metalico (descrigdo em 3.4.4.1). Titulagdes de

amostras de dgua do reservatorio com Cu e Cd foram feitas em tréplicas. O pH foi
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mantido entre 6,8-6,9 com 7,5 x 10~ M de PIPES. Tempos de equilibrio para as leituras
foram determinados de acordo com a resposta dos eletrodos. Para a primeira adi¢ao de
metal, um tempo de 4 h foi requerido. No entanto, os tempos de equilibrio decresceram
com o aumento das concentracdes totais durante a titulagdo. Foram feitas 15 adigoes de
metal, com concentragdes entre 5,0 x 107 M e 1,0 x 10 M. Curvas de calibragao
diarias foram feitas como descrito na se¢do 3.4.4.1. Os parametros de complexagdo
foram calculados com a utilizagdo de analises graficas descritas por Scatchard et al.
(1957). Titulagdes de branco dos eletrélitos, com as mesmas concentragoes dos metais,
do tampdo e do ajustor de forca idnica, resultaram na ndo complexagdo dos metais
estudados. Comparagdes entre os parametros de complexacao obtidos para amostras de
agua do reservatorio foram feitas por ANOVA paramétrica e teste t de Student
(Graphpad Instat v 2.01, San Diego, CA, EUA).

Em adi¢cdo a obtenc¢dao de CL por ISE, a capacidade de complexagdo aparente
(ccap) foi determinada por DPASV. Esta técnica consiste da determinagdo do metal
labil apds um numero de adi¢des internas de metal i6nico ter se equilibrado com os
ligantes presentes na amostra. O intervalo de adi¢des de metal para esta analise foi de
50x 107 M a 9,0 x 107 M. A capacidade de complexagdo é igual ao intercepto na
abscissa em um grafico no qual o eixo Y apresenta a corrente do pico (LA) e o eixo X a
concentracdo do metal 16nico adicionado. O intercepto na abscissa ¢ calculado a partir
da linha de regressdo pelo método dos minimos quadrados de Y em X, onde Y = 0
(Chau et al. 1974). A verificagdo da ocorréncia de complexagdo ¢ feita com
comparag¢do da inclina¢do da reta de regressdo, em analises de brancos dos eletrolitos.
A complexacdo em uma amostra ocorre se a inclina¢ao obtida tiver valor inferior a do
branco. A capacidade de complexa¢do, medida por DPASV, ¢ considerada aparente
pois ocorre subestimacdo da complexacdo devido a deteccdo do metal i6nico mais as
espécies labeis e complexos que se dissociam com a aplicagdo da corrente (Morrison &

Florence, 1989).

3.4.4.3) Modelagem dos dados de especiacao

As concentra¢des de Cu™" e Cd*" dissolvidos foram estimadas pelo modelo de
equilibrio quimico MINEQL+ (Versao 4.5, Environmental Research Software,
Hallowell, ME, EUA). O intuito desta estimativa foi o de comparar as concentragdes
i0nicas obtidas por ISE com aquelas estimadas pela modelagem. Para tanto, foram

utilizados os parametros de complexacdo K’ e CL dos metais com ligantes da agua do
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reservatorio, obtidos neste trabalho. Na modelagem, a composicdo da agua do
reservatorio teve os valores médios das 8 coletas sazonais tanto para os parametros de
complexagdo log K’ e CL da classe de ligantes 1 para Cu, quanto para as concentragdes
totais de Cu e Cd, obtidas neste trabalho por DPASV. Também foram adicionadas a
modelagem as concentracdes totais dissolvidas dos seguintes ions, considerados como
principais em aguas doces (Wetzel, 1975; Mylon et al. 2003): Ca*’, Mg2+, Na', K, CI,
SO,” (Oliveira, 1993), NH," (Barbosa et al. 1999), NOs™ e PO,* (CETESB, 2003).

3.5) Estudo de laboratério

3.5.1) Curvas de crescimento das microalgas

A curva de crescimento de cada espécie foi obtida com a montagem de culturas
do tipo ‘batch’ em garrafdes com capacidade de 8 L com 7 L de meio de cultura e
indculo na fase exponencial de crescimento. Estas culturas também foram usadas para a
obten¢dao dos MAMM excretados, ao final da fase exponencial. As condi¢des de cultivo
foram as mesmas da Tabela 3, com aeracdo dos garrafoes por borbulhamento de ar
filtrado e umedecido em d4gua acidificada (pH = 3,0) e autoclavada. Amostras
periddicas para analises de clorofila-a e numero de células foram retiradas em
condi¢des axénicas em fluxo laminar, apos exposicao dos frascos de cultura a luz UV
por 30 minutos.

As contagens de células foram feitas em hemocitdmetro Fuchs-Rosenthal, e
microscopio optico (400 x), exceto para A. spiroides, feitas em camara de sedimentagao
de altura de 6 mm e microscopio invertido (Ros, 1979). A contagem nesta camara foi
mais apropriada para A. spiroides pois houve a possibilidade de divisdo da cdmara em
campos, ja que os filamentos desta espécies sdo longos o bastante para ultrapassarem
um campo de contagem. Portanto, foi padronizada a contagem de até 30 tricomas, para
estabilizacdo do nimero de campos. O nimero de células por mL foi obtido através da
equagao (4).

N=nx 1000x 10°/ Ac x hx N¢ 4)
onde: N = densidade fitoplanctonica (individuos mL™); Ac = area do campo de
contagem; h = altura da camara de sedimentagdo; Nc = n® de campos contados

A concentragdo de clorofila-a (mg L) foi analisada em células retidas em
filtros de acetato de celulose (didametro do poro 0,45 pum), a partir de volumes

amostrados entre 5 - 20 mL (Talling & Driver, 1963).
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A taxa especifica de crescimento (p) foi estimada como a inclinagdo da reta de
regressdo linear do In das concentracdes de clorofila-a (mg L) na fase exponencial de

crescimento em funcdo do tempo (dias de cultivo).

3.5.2) Obtengdo dos materiais de alta massa molecular das culturas e da agua do
reservatorio

Os materiais de alta massa molecular (MAMM) excretados pelas microalgas,
nas culturas tipo ‘batch’, foram isolados entre o final da fase exponencial e inicio da
fase estaciondria de crescimento. Filtrados foram obtidos por filtracdo a vacuo (24 cm
Hg) com unidades de filtragdo de polisulfona (PSF) e filtros de acetato de celulose
(0,45 pm diametro de poro, Schleicher & Schuell, Dassel, Alemanha), pré-lavados em
1 M HNOs por 24 h e com 100 mL de 4gua destilada em vidro no momento do uso. Os
filtrados foram concentrados sob vacuo (Cole-Parmer Instrument, Chicago, Illinois,
EUA), em rotaevaporador (Biichi, Switzerland) a 40 °C. Em seguida, as amostras foram
colocadas em tubos de dialise (Spectrapor, Spectrum Medical Industries, Los Angeles,
California, EUA) com poros de exclusdo de 12.000-14.000 Da, e dialisadas contra dgua
destilada em vidro (48 h). Para prevenir o crescimento de bactérias, tolueno (0,1 % v/v)
foi adicionado nos tubos de didlise. Os MAMM dissolvidos foram entdo liofilizados
(Freeze Dryer 4.5, Labconco, Kansas City, Missouri, USA) a - 50 °C e preservados em
freezer até as analises.

O mesmo procedimento de separagdo do MAMM das culturas foi aplicado a
agua de Barra Bonita, amostrada de acordo com a se¢do 3.4.1. O pH desta dgua foi
medido em campo, antes da coleta, com o sistema de monitoramento de qualidade de

agua (Horiba U-23 Kyoto, Japao).

3.5.3) Andlises dos materiais de alta massa molecular das culturas e da 4gua do
reservatorio

Os materiais liofilizados (MAMM) foram usados secos para as analises dos
monossacarideos e dos elementos C, H, N e S, e para o restante das analises foram
diluidos (50 pg mL™") em 4gua destilada em vidro. Para determinagio dos pardmetros
de complexagdo de metais com os excretados das 3 microalgas em conjunto, solugdes
da mistura destes MAMM foram utilizadas, e cada material adicionado
proporcionalmente (16,6 pg de cada MAMM por mL). O conteudo de carbono orgénico

das solu¢cdes de MAMM foi analisado como descrito na se¢ao 3.4.2.
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3.5.3.1) Capacidade de complexacao com Cu e Cd

As titulagdes para obtengdo dos pardmetros de complexacdo de Cu e Cd com os
MAMM das microalgas, da dgua do reservatério e da mistura dos MAMM das
microalgas foram feitas como descrito na se¢do 3.4.4.2. Estas titulagdes foram feitas em
pH constante (6,8 = 0,1) e similar ao pH das culturas de microalgas em laboratério, e da
agua do reservatério no dia da coleta. Os parametros de complexacdo foram
comparados por ANOVA paramétrica e teste t de Student como descrito em 3.4.4.2. Os
MAMM assim como as amostras sazonais do trabalho de campo ndo foram purificados
para a retirada de metais possivelmente presentes nestes materiais. Deste modo, os
parametros de complexacdo obtidos representam o potencial de complexacao
considerando-se os sitios de ligacdao para metais com excecao daqueles supostamente ja
ocupados pelos metais presentes. Em adi¢do, titulagdes com os metais Cu e Cd foram
feitas separadamente, e portanto, na obtencdo dos parametros de complexacdo a
competicdo entre estes metais pelos sitios de ligagdo ndo foi abordada no presente
estudo.

A ccap de Cu e Cd com os MAMM também foi determinada por DPASV, assim

como na sec¢ao 3.4.4.2.

3.5.3.2) Composi¢ao monossacaridica

Cromatografia a gas dos monossacarideos que compdem os MAMM foi feita
apos metanolise de aliquotas de 1 mg do material liofilizado, com o uso de 1 M HCI em
metanol a 80 °C por 24 h, e posterior derivatizacdo do material hidrolisado para O-
metil-silil derivados de metil glicosideos. A metodologia empregada ¢ descrita em
Reinhold (1972) e modificada por Paulsen & Vieira (1994). As amostras foram
injetadas com microseringa previamente lavada com piridina, em um cromatédgrafo
HP5890 Series II (Hewlett-Packard Company, Analytical Products Group, Palo Alto,
CA, EUA) equipado com uma coluna de silica J&W DB-5 30-m. Manitol foi usado
como padrdo interno e a identificagao e quantificagdo dos monossacarideos foram feitas
seguindo-se o tempo de retencdo e curva de calibragdo dos padrdes de fucose,
galactose, glicose, manose, ramnose, xilose, acido glicuronico, acido galacturonico, N-

acetil glicosamina e N-acetil galactosamina.
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3.5.3.3) Proporg¢ao dos elementos C, H, N e S

As proporgdes dos elementos C, H, N e S foram obtidas com um analisador
elementar EA 1110 CHNS (CE Instruments, ThermoQuest, Rodano, Milan, Italy).
Amostras de 2 a 3 mg dos materiais liofilizados (MAMM) foram pesadas em cadinhos
de estanho (ThermoQuest, Rodano, Mildo, Italia), em balanca de precisao (AT21
Comparator balance, Mettler Toledo, Laboratory & Weighing Technologies,
Greifensee, Suiga). Os cadinhos foram colocados no tambor de amostragem do
aparelho, que os injetou em um forno onde a andlise foi feita apds o processo de
combustdo do tipo “dynamic flash” (Friis et al. 1998). A determinagdo das proporgdes
foi obtida através de calibragdo com os padrdes cistina, sulfanilamida, metionina e

BBOT (ThermoQuest, Rodano, Milao, Italia).

3.5.3.4) Anadlise de fluorescéncia do material de alta massa molecular da agua do
reservatorio

O MAMM do reservatorio foi avaliado quanto a sua fluorescéncia. Solugdes
com concentragdes variadas deste material foram lidas em fluorimetro, como descrito
na se¢ao 3.4.4.1. Determinagdes de carbono organico total foram feitas para cada
solucdo (procedimento na secao 2.1.2). A partir da construcdo dos graficos 1)
concentragdo das solugdes versus intensidade do pico obtido, ii) concentracdo das
solugdes versus carbono organico dissolvido e iii) carbono organico dissolvido versus
intensidade de emissdo de fluorescéncia, foi feita a regressdo linear dos pontos para

avaliar a relagdo entre estes parametros.
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4) RESULTADOS

4.1) Estudo de campo

4.1.1) Parametros fisico-quimicos

Os perfis dos parametros fisico-quimicos das 8 coletas sazonais entre margo de
2001 e abril de 2003 estao apresentados nas Figuras 6 a 9. Os dados de profundidade do
disco de Secchi, coeficiente de extingdo vertical da luz, zona eufodtica, zona maxima,
conteudo de clorofila-a e carbono organico dissolvido foram resumidos na Tabela 8 e
um perfil de irradiagdo solar foi exemplificado na Figura 10. As coletas foram
realizadas em geral entre as 11:00 pm e 12:00 pm.

Condigdes 4acidas de pH predominaram nas estagdes de verdo e inverno, com
valores minimos de 5,4 a 5,5. Condi¢des basicas com maximo de 7,5 a 8,9
predominaram nas coletas de outono e primavera. Uma tendéncia de aumento ou
constancia do pH foi observada em funcao da profundidade, sendo a principal variagao
entre 1 a 4 m de profundidade em até 1,6 unidades, e com a proximidade do sedimento
(fundo) houve em geral um decréscimo dos valores, o que pode ser indicio da
ocorréncia de respiragdo anaerobia.

A temperatura diminuiu na coluna d’agua, na regido proxima a superficie ou
gradualmente com a profundidade. Os perfis de inverno e verdo apresentaram menores
variagdes de temperatura com a profundidade (at¢ 2 °C) e os perfis de outono e
primavera apresentaram as maiores variagdes (até 5 °C). Os valores oscilaram em torno
de 20 a 22 °C no inverno, 22 a 27 °C na primavera, 25 a 27 °C no verao ¢ 24 a 30 °C no
outono.

As concentragdes de oxigénio dissolvido decresceram com a profundidade. A
superficie da coluna d’agua apresentou condi¢des entre ndo-saturagdo a supersaturagao,
de 3 a 16 mg L™, enquanto proximo ao sedimento as concentragdes variaram entre 5
mg L até valores muito proximos de zero nas coletas da primavera de 2002 e verdo de

2003.

45



Condutividade Turbidez Oxigénio Temperatura
pH m’ NTU dissolvidomg L' °C
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Figura 6. Perfis de variaveis fisico-quimicas das coletas realizadas em 20/03/2001 —

outono (A) e 09/07/2001 —inverno (B).

46



Profundidade (m)

Profundidade (m)

Condutividade Turbidez Oxigénio Temperatura
pH mSm’ NTU dissolvido mg L™ °C
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Figura 7. Perfis de variaveis fisico-quimicas das coletas realizadas em 17/10/2001 —

primavera (A) e 21/01/2002 — verao (B).

47



Profundidade (m)

Profundidade (m)
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Figura 8. Perfis de variaveis fisico-quimicas das coletas de 25/06/2002 — inverno (A) e
14/10/2002 — primavera (B).
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Condutividade

Oxigénio

Turbidez Temperatura
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Figura 9. Perfis de variaveis fisico-quimicas das coletas de 13/01/2003 — verdo (A) e

28/04/2003 — outono (B).
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Tabela 8. Dados de transparéncia da agua pelo disco de Secchi (Zps), coeficiente de

extingdo vertical da luz (Kgq), zona eufética (Ze,), profundidade maxima (Zpax),

concentragdes de clorofila-a e carbono organico dissolvido (COD) das coletas sazonais.

Média + erro da média.

Coleta  Zps(m) kg(m") Zey (M) Zpma (m) Clorofila (ug L) COD (mgL™)
20/03/01 1,03 1,35 3,41 20 12 (£ 0,4) 7,1 (£2,1)
09/07/01 0,70 1,57 2,94 17 22 (£ 0.6) 5.8(£0,1)
17/10/01 0,93 191 241 17 46 (+2,0) 6,7(+0,1)
21/01/02 1,26  * * 19 13 (+ 1,0) 2,7(£0,1)
25/06/02 2,50 0,93 495 19 8,0 (£0,1) 2,8 (x0,3)
14/10/02 120 190 243 16 38 (+2,0) 55(£0,3)
13/01/03 2,08 093 496 17 9,0 (£ 0,3) 5,1 (£0,1)
28/04/03 1,50 1,02 453 19 27 (£ 1,0) 4,5 (+0,4)

* nao determinado

04 -
] ./7.5% 1(.)0%
N 0%
25%
s |
e 2 10%
he]
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=]
2 34
g ]
k=1
[a W 44
[ ]
1%
54 coleta 28/04/2003
T T T T T T T T T
0 400 800 1200 1600

Irradiancia (pmol m” s'l)

Figura 10. Exemplo de perfil da irradiacdo solar. Porcentagens de incidéncia em

relagdo a superficie sdo indicadas abaixo dos pontos de leitura.
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Potenciais de o¢xido-redu¢do diminuiram abruptamente em profundidades
proximas ao sedimento, com exce¢do das coletas da primavera de 2002 e verdo de
2003, que tiveram diminui¢do do potencial redox mais gradual e por toda a coluna
d’agua. No periodo das coletas valores maximos € minimos foram préximos de 250 mV
(inverno de 2002) e — 220 mV (verdo de 2002), respectivamente, e entre maximos ¢
minimos de uma mesma coleta a diferenca foi de 30 (verdo de 2003) at¢ 300 mV
(outono de 2001).

A condutividade teve padrdes distintos, com aumento (e.g. outono de 2001),
diminuicdo (e.g. perfis de primavera), pouca variagdo (primavera de 2001, verdo de
2002) ou perfis com valores estaveis (e.g. inverno de 2002) em fung¢do da profundidade.
As variagdes ocorreram em maior grau perto do sedimento, com excec¢do dos perfis de
verdo e outono de 2003, com decréscimo da condutividade desde a superficie. Valores
minimos ¢ maximos no periodo foram de 0 a 90 mS/m, e ocorreram na coleta de verdo
de 2003.

A turbidez oscilou entre — 10 e 300 NTU e os perfis foram em geral
heterogéneos em relagdo a variagdes dos valores na coluna d’agua, que aumentaram ou
diminuiram, em segmentos perto do sedimento (e.g. inverno de 2002), da superficie
(e.g. outono de 2001) ou mesmo oscilagdes entre aumento e decréscimo com a
profundidade (e.g. primavera de 2002).

Totais de sélidos dissolvidos (TDS) variaram entre 0,06 ¢ 0,28 g L. Os valores
deste parametro tiveram nenhuma ou pouca variagdo na coluna d’agua, em geral perto
do sedimento ou em oscilagdes mais proximas a superficie (verdo de 2003) e na regido
central da coluna d’agua (primavera de 2002).

Concentragdes do ion NH," aumentaram com a profundidade, e principalmente
perto do sedimento, com exce¢do das oscilagdes dos valores na coluna d’4dgua na
primavera de 2002. As concentracdes de NO; aumentaram com aumento da
profundidade e por toda a coluna d’adgua, com excecdo da queda de concentragcdes
proxima ao sedimento no inverno de 2001 e das variagdes na coluna d’dgua na
primavera de 2002. Os perfis de Ca®" apresentaram varios padrdes, com valores mais
elevados proximos a superficie seguidos de decréscimo com a profundidade (outono de
2001), decréscimo na coluna d’agua (coletas de inverno) as vezes seguido de aumento
com a proximidade do sedimento (primavera de 2001 e verdo de 2002), como também
valores estdveis com a profundidade (verdo de 2003) e aumento perto do sedimento

(primavera de 2002).
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A profundidade total do reservatério (Zm.x) no ponto de coleta variou entre 16
(outubro de 2002, época de seca) e 20 m (marco de 2001, época de chuvas). Dados de
transparéncia da dgua pelo disco de Secchi estiveram correlacionados as extensdes da
zona eufotica (r = 0,86) e aos coeficientes de extingdo vertical da luz (r = - 0,77).
Profundidades minimas da Z., ocorreram na primavera (2,41 ¢ 2,43 m) e maximas no
inverno de 2002 e verdo de 2003 (4,95 ¢ 4,96 m). A Zps teve uma correlacio de - 0,62
com a turbidez, ¢ a menor transparéncia da dgua (0,70 m) ocorreu quando a turbidez
atingiu valores mais elevados, por volta de 300 NTU na coluna fética (inverno de
2001). O coeficinte de extingdo vertical da luz (kg) teve maior correlagdio com as
concentragdes de clorofila-a (r = 0,93) do que com total de so6lidos dissolvidos (r =
0,87) e turbidez (r = 0,56). Os valores mais elevados de clorofila-a foram observados
nas coletas de primavera e os menores valores no inverno de 2002 e verdo de 2003. O
carbono organico dissolvido variou de 2,7 a 7,1 mg L™, sem uma tendéncia de variago
das concentra¢des com as estacdes do ano. O perfil de irradiagdo da luz solar (Figura
10), exemplificado para a coleta de outono de 2003, teve aproximadamente 90 % da
irradiagdo atenuada nos primeiros 2 m, e os 10 % restantes atenuados em menor

intensidade até o limite da zona eufotica (4,53 m).

4.1.2) Composi¢ao monossacaridica de amostras da dgua do reservatorio
Monossacarideos livres ndo foram detectados em todas as coletas realizadas. Os
monossacarideos glicose, galactose, manose e xilose estiveram presentes em todas as
coletas, enquanto fucose, arabinose, ramnose, frutose e ribose ndo foram detectados
com a mesma freqiiéncia (Tabela 9). Todos os picos presentes nos cromatogramas
foram identificados com padrdes, exceto contaminacdes devido ao tratamento de
dessalinizacdo em resinas catidnicas e anidnicas (presentes também em branco com
agua destilada). A concentracdo total dos monossacarideos variou de 0,21 mg L
(janeiro de 2002) a 0,9 mg L (janeiro de 2003). A composicio relativa entre os
mesmos monossacarideos em coletas distintas variou. Propor¢des mais elevadas foram
de ramnose no outono e primavera de 2001, de frutose no inverno de 2001, de ramnose,

manose ¢ xilose no verdo de 2002 e de glicose no restante das coletas.
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Tabela 9. Composigdo e quantificagdo dos monossacarideos totais dissolvidos da agua

;o . ~ -1
do reservatorio, nas coletas sazonais. Concentragdo em mg L~ e porcentagem em

relacdo a concentragdo total quantificada.

Monossacarideos 20/03/2001

09/07/2001

17/10/2001

21/01/2002

Fucose - - 0,05 (8,5 %) 0,01 (4,8 %)
Ramnose 0,06 (27,3 %) 0,03 (6,3%)  0,15(25,4%) 0,05 (23,8 %)
Arabinose 0,05 (22,7 %) 0,05 (10,4 %) 0,07 (11,9 %) 0,04 (19,0 %)
Galactose 0,03 (13,6 %) 0,04 (8,3%)  0,12(20,3%) 0,03 (14,3 %)
Glicose 0,03 (13,6 %) 0,12 (25,0%) 0,13 (22,0 %) 0,03 (14,3 %)
Manose/Xilose 0,05 (22,7 %) 0,06 (12,5 %) 0,07 (11,9 %) 0,05 (23,8 %)
Frutose - 0,17 (35,4 %) - -

Ribose - 0,01 (2,1 %) - -

Total, mg L™ 0,22 0,48 0,59 0,21
Monossacarideos 25/06/2002 14/10/2002 13/01/2003 28/04/2003
Fucose 0,02 (6,5 %) 0,03 (7,5%) 0,06 (6,7%) 0,01 (2,9 %)
Ramnose - 0,05 (12,5%) 0,15 (16,7 %) 0,05 (14,3 %)
Arabinose - 0,04 (10,0 %) 0,05 (5,6 %) 0,04 (11,4 %)
Galactose 0,09 (29,0 %) 0,08 (20,0 %) 0,21 (23,3 %) 0,05 (14,3 %)
Glicose 0,15 (48,4 %) 0,12 (30,0 %) 0,26 (28,9 %) 0,11 (31,4 %)
Manose/Xilose 0,05 (16,1 %) 0,08 (20,0 %) 0,17 (18,9 %) 0,09 (25,7 %)
Frutose - - - -

Ribose - - - -

Total, mg L™ 0,31 0,40 0,90 0,35

- ndo detectado
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4.1.3) Metais na agua do reservatorio: especiacao e complexacdo de Cu e Cd

As concentra¢des dos fons Cu*" e Cd**, associados a4 matéria orgénica e totais
das coletas sazonais sdo sumarizadas na Tabela 10. Exemplos de polarogramas obtidos
em analises por DPASV sao apresentados na Figura 11.

No periodo das coletas sazonais, as determinagdes de Cu tiveram minimos e
maximos de 4,3 x 10° M e 1,4 x 107 M para Cuy, 3,9 X 10° M e 2,1 x 107 M para
Cupmo € 3,0 x 10°M e 1.1 x 10° M para Cu”’. Nas coletas, as concentragdes idnicas
variaram de 0,3 a 1,2 % do total de Cu ¢ as concentra¢gdes de Cuyo foram semelhantes
as de Cuyr em comparagdes por teste t de Student, exceto em junho de 2002. Portanto,
esta ¢ a indicag@o de que a maioria do Cu estava associado a MOD. Nas coletas em que
0 Cuyy foi inferior ao Cuyp e principalmente em junho de 2002 que teve esta
comparagao estatisticamente distinta, ¢ presumido que pelo fato da maioria do Cu estar
associado a MOD, o procedimento de fervura com HNO; para determinagdo do Cuyy
tenha sido menos eficiente, quer seja na perda ou na extragdo de Cu, em relacdo ao
procedimento de digestdio da MOD por UV e determinagdo do Cuppo. A menor
porcentagem de associacdo do Cu a MOD foi de 78 % em margo de 2001, enquanto nas
outras coletas observou-se associa¢do de quase todo o Cu dissolvido com a MOD.

Ao contrario do Cu, ndo houve associagdo de Cd com a MOD, com base nas
determinacdes de Cd*" que foram estatisticamente semelhantes (teste t de Student) aos
valores obtidos apos tratamento em reator de fotodegradagao da MOD. Nas coletas de
junho e outubro de 2002 o Cdyo foi inferior ao Cd*". Este resultado pode ser decorrente
de falhas na digestdo da MOD das amostras. As determina¢des de Cdy, apresentaram
erros da média altos nas trés primeiras coletas, e nao houve detec¢do do pico de Cd em
DPASYV nas coletas restantes. A nao-detec¢do ou variagao nas concentracoes de Cdy
das amostras apos o tratamento acido e com fervura pode ter sido consequéncia da
volatilizacdo do Cd em altas temperaturas, junto com outras substancias presentes na
agua, como por exemplo cloretos (Prichard, 1996). Portanto, este procedimento de
digestdo foi considerado inadequado para determinagdes de Cdi: nos casos
apresentados. Contudo, nas coletas em que o Cdy foi quantificado, suas concentragdes
foram estatisticamente semelhantes (teste t de Student) as de Cd**, sugerindo que a
maioria do Cd estava livre na agua do reservatorio. As concentracdes de Cd*" variaram
entre 4,8 x 108 M e 2,1 x 10°¢ M, evidenciando uma tendéncia de aumento progressivo

desta espécie ao longo do tempo (Tabela 10).
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Tabela 10. Concentragdes totais de Cu ¢ Cd e das espécies iOnicas e associadas a

matéria organica. Média e * erro da média (n = 3).

Coleta

Cutot (M)

CuMo (M)

Cu’" (M)

20/03/2001
09/07/2001
17/10/2001
21/01/2002
25/06/2002
14/10/2002
13/01/2003
28/04/2003

1,1 (£0,2)x 107
43(£0,7)x 10
1,1 (£0,2)x 107
1,0 (£0,3)x 107
1,4 (*0,1)x 107
8,2(+0,3)x 10°®
1,0 (20,1)x 107
73(1,4)x 10"

8,6 (£ 0,6) x 10
3,9(x0,7)x 107
1,5 (£0,3)x 107
1,2 (£0,3)x 107
2,1(x0,1)x 107
1,9 (£0,4)x 107
1,4 (£0,4)x 107
89 (x1)x10®

3,0(x0,5x 10"
3,7(x0,1)x 107
1,1 (£0,2)x 107
1,1 (£0,1)x 107
6,0 (+1,3)x 107
4,0 (£0,5)x 10"
55(x1,1)x 101
8,7 (x1,1)x 107

Coleta

Cdiot (M)

Cdmo (M)

Ccd*™ (M)

20/03/2001
09/07/2001
17/10/2001
21/01/2002
25/06/2002
14/10/2002
13/01/2003
28/04/2003

39(x2,1)x 10"
7551 x 10"
1,3(1)x10”7

1,4 (£0,4)x 107
1,3(£02)x 107
1,2(£02)x 107
1,3(£0,1)x 107
1,5(£0,2)x 107
1,5(£0,2)x 107
33(x09)x 10"

4,8 (£0,8)x 10
1,3(x0,1)x 10”7
1,1 (x0,1)x 10”7
1,6 (£0,1)x 107
2,1 (x0,1)x 107
4,3 (£0,3)x 10”7
1,4 (£0,1)x 10°
2,1(£0,1)x 10°

* Problemas na metodologia

- ndo detectado
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Figura 11. Exemplos de polarogramas obtidos nas determinagdes de Cu e Cd, através

de DPASV.
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O esquema de especiagdo proposto para as coletas sazonais foi simplificado,
excluindo-se as espécies Myz € Mj, pelos motivos apresentados a seguir. Os complexos
labeis ndo foram quantificados diretamente através de DPASV. E suposto que, além da
presenca de baixas concentragdes ldbeis, a matéria orginica inerente de ambientes
eutroficos, como o reservatorio de Barra Bonita, impossibilitou a deteccdo devido a
interferéncia no eletrodo de mercurio (Neubecker & Allen, 1983). A estimativa indireta
de M; nao foi feita, devido as concentragdes de M, terem sido semelhantes ou
inferiores as concentragdes de Myo no caso do Cu, e Cd;y nao ter sido analisado na
maioria das coletas pelos problemas de metodologia descritos acima.

Na Tabela 11 sd@o mostrados os resultados das determinac¢des de Cuyzp, Cuyo
dissolvido, Cu, recuperavel, Cu particulado recuperavel e Cu particulado recuperavel
por g de TDS realizadas no laboratorio de Quimica Ambiental da UFPR. A
concentragdo de Cuy, dissolvido (1,6 x 10”7 M) foi proxima a maioria dos valores de
Cuyot € Cumo das coletas sazonais, assim como da média das 8 analises de Cuy: € Cumo,
1,1 x 10" Me 1,3 x 107 M, respectivamente. O Cuyg, foi equivalente a 24,4 % do Cuy
dissolvido. A concentracdo de Cuy recuperavel foi representada por 69,6 % de Cuy
dissolvido e 30,4 % de Cu particulado recuperavel. Com a medida de TDS desta coleta
(0,11 g L™, foi obtida a concentragdo de 6,4 x 107 M de Cu recuperavel por g de
material particulado.

As curvas de titulagdo (ISE) dos metais com a dgua do reservatorio resultaram,
em todas as coletas analisadas, na complexagdo de Cu e ndo-complexa¢do de Cd, como
exemplificado para a coleta de janeiro de 2003 (Figura 12). Analises graficas com base
no método de Scatchard para os dados da titulagdo de Cu foram ajustadas com duas
retas de regressdo linear, representando as classes 1 e 2 de ligantes, como
exemplificado na Figura 13. Para cada classe de ligantes de Cu, a constante de
estabilidade condicional (K’) e a concentragdo de ligantes (CL) foi calculada através
dos coeficientes das regressdes lineares dos pontos. Os parametros de complexacdo de
Cu nas 8 coletas sazonais sao resumidos na Tabela 12. Comparagdes do tipo teste t de
Student entre os mesmos parametros das duas classes de ligantes (log K’; x log K’,
CL; x CL;) resultaram em diferengas significativas, demonstrando a distingdo dos
parametros entre estas duas classes com a metodologia utilizada. A classe 1,
representada pela reta de regressdo linear com maior inclinacdo (Figura 13), teve os
ligantes com maior afinidade para o Cu, com K’; entre 7,9 e 8,4 ¢ CL, entre 1,1 x 10°

Me 1,4 x 10° M. A classe 2 teve ligantes mais fracos, com valores de K’; entre 5,7 ¢
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6,2 e CL, entre 5,3 x 10°M e 7,7 x 10 M. Por outro lado, todas as comparagdes por

ANOVA paramétrica entre os parametros correspondentes a uma mesma classe de

ligantes para Cu mas em coletas distintas resultaram em semelhangas, indicando a

complexac¢do similar de Cu em todo o periodo estudado. Nestas 8 coletas, a média dos

valores de K’; foi mais elevada do que a média de K’, por volta de 3 ordens de

grandeza, enquanto a média de CL; foi aproximadamente 5,5 vezes inferior a média de

CL,.

Tabela 11. Concentragdes de cobre labil, total dissolvido, total recuperavel, da fragado

do total recuperavel proveniente da fase particulada, e a concentragdo recuperavel por g

de total de solidos dissolvidos.

Espécies Concentragao (M)
Cuy, recuperavel 2,3x 10”7
Cuy dissolvido 1,6 x 107
Cuys 3,9x10°
Cu particulado recuperavel 7,0x 107
Cu particulado recuperavel por g de TDS * 6,4 x 107

* TDS: total de s6lidos dissolvidos; 0,11 g L'em marco de 2003.

= iﬂiﬁj”

log M*" (M)

13/01/2003

—
5,6 54 52

-5,0 48

logM (M)

Figura 12. Exemplos de curvas de titulagdo da agua do reservatério com Cu (@) ¢ Cd

(00). Ndo complexagio (---) : [metal total] = [M *]. Barras: erro da média (n = 3).
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Figura 13. Exemplo de analise grafica pelo método de Scatchard para titulagdo da agua

do reservatorio com Cu. ( --- ) Regressdo linear para calculo dos parametros de

complexacdo das classes (1) e (2) de ligantes.

Tabela 12. Complexagdo de Cu pela agua filtrada de Barra Bonita. Parametros

constante de estabilidade condicional (K”) e concentracao de ligantes (CL), obtidos por

ISE e capacidade de complexagdo aparente (ccap), obtida por DPASV. Média e * erro
da média (n = 3).

Coleta

Log K’

CLi (M)

Log K’»

CL, (M)

ccap (M)

20/03/01
09/07/01
17/10/01
21/01/02
25/06/02
14/10/02
13/01/03
28/04/03

8,1 (+0,14)
8,1 (+0,1)
8,0 (+0,2)
8,2 (+0,01)
7,9 (+0,1)
8,4 (+0,1)
8,1 (+0,1)
8,1 (+0,1)

1,1 (x0,1)x 10°
1,4 (£0,1) x 10°®
1,3 (£0,1) x 10°®
1,3 (£0,1)x 10°®
1,2 (£0,2) x 10°®
1,2 (£0,2) x 10°®
1,2 (£0,1) x 10°®
1,2 (£0,1) x 10°®

6,2 (10,02)
5,7 (+0,03)
5,9 (+0,1)
5,8 (+0,1)
5,8 (+0,1)
5,9 (+0,1)
5,9 (+0,1)
5,8 (+0,3)

6,9 (+0,2) x 10°°
6,7 (£0,1) x 10°°
7,7 (£0,1) x 10°°
7,3 (0,1) x 10°°
6,3 (x1,2) x 10°°
5,8 (0,3) x 10°°
5,3 (+0,6) x 10°°
6,8 (+1,0) x 10°°

1,4 (0,2) x 107
2,4 (£0,2) x 10”7
1,7 (£0,1) x 10”7
2,0 (£0,2) x 10”7
2,0 (£0,1)x 10”7
1,9 (£0,2) x 10”7
2,2 (£0,2) x 10”7
2,2 (£0,1) x 10”7
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Analises da capacidade de complexagdo aparente (ccap) de Cu e Cd por DPASV
também resultaram na complexagdo de Cu e nao-complexagdo de Cd. A complexacao
de Cu foi confirmada pelos valores mais baixos de inclinacdo da reta de regressao
linear das determinagdes das amostras em relacdo aos valores obtidos com brancos.
Para Cd estes valores foram iguais, como exemplificado na Figura 14. A ccap de Cu
nas coletas (Tabela 12) foi inferior em 1 ordem de grandeza aos valores de CL obtidos
por ISE. Comparagdes por ANOVA paramétrica das ccap de Cu entre as coletas
sazonais resultaram em diferencas ndo-significativas, (exceto entre margo de 2001 e
junho de 2001), assim como as comparacdes entre CL (ISE).

As médias de Mo, Myo, € dos parametros de complexacdo K’ e CL usadas na
modelagem da especiacdo de Cu e Cd com o programa MINEQL+, assim como os
resultados estimados pelo modelo para as concentragdes de M' estdo resumidas na
Tabela 13. A média dos valores observados para Cu*" de 6,6 x 10'° M nas 8 coletas
sazonais foi muito proxima a concentragdo obtida pela modelagem, de 6,4 x 10"° M. A
espécie denominada CuBB, que recebeu os valores médios de K’; e CL; dos ligantes de
Cu da agua do reservatorio, teve predominio na especiagdo do Cu, com 99,1 % do total
de Cu associado, seguido pelo Cu na forma idnica (0,4 %) e entdo pelo restante das
espécies quimicas apresentadas na Tabela 14. J4 para o Cd*" a modelagem resultou em
uma concentra¢io 5 vezes inferior (1,2 x 10”7 M) a média das concentragdes de Cd*" no
periodo das coletas (5,7 x 10”7 M), enquanto foi igual 4 média usada para entrada do
valor de Cd,, no programa (1,2 x 107 M). As espécies em maior concentragdo na
especiacdo do Cd foram Cd*" (94,5 %), CACIL™ (3,2 %) e CdSO4 aq (2,2 %). Os maiores
valores de log K’ foram para as espécies CuBB (8,11), CuHCO;" (12,1), CdHCO;"
(10,7) e Cd(CO3),* (7,23). Na Figura 15 foram plotados os valores de Cuyy para as 8
coletas do periodo estudado, em fungdo tanto das concentragdes de Cu*" medidas por
ISE quanto das respectivas concentragdes de Cu’” esperadas com a modelagem
individual de cada coleta e de seus respectivos valores de Cuy, K’; € CL;. O indice de
correlacdo de Pearson obtido em fun¢do do Cuyy foi mais alto para a reta de regressao
de Cu®" do modelo (r = 0,88) em comparagdo com a reta das concentragdes de Cu’"

obtidas por ISE (r = 0,21).
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Figura 14. Exemplos de adi¢do de padrdo interno e regressdo linear das leituras em

DPASYV para obtencdo das inclinagdes de reta de brancos e da dgua do reservatorio, em

analises da capacidade de complexacdo aparente de Cu e Cd.
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Tabela 13. Valores médios das coletas sazonais dos parametros de complexacdo K’ e
CL, metal total e metal i6nico medidos nas coletas, ¢ metal i6nico estimado pelo

modelo de especiagdo.

LogK’, LogCL, Mot (M) M* ISE(M) M~ modelo (M)
Cu 8.1 1,2x10° 9.9x 1078 6,6 x 1071 6,4x 10"
cd’ - - 1,2x 107 5,7x 107 1,2x 107

*Cdiot = Cdwmo; coleta de margo de 2001 nao incluida.

Tabela 14. Espécies de Cu e Cd, concentragdes e constantes de estabilidade
condicional para a modelagem da fragdo dissolvida da 4gua do reservatério. CuBB: Cu

associado a classe 1 de ligantes de alta massa molecular da 4gua do reservatorio.

Espécies de Conc. (M) Log K’ Espécies de Conc. (M) Log K’
Cu Cd

Cu™ 6,36x 10" 0 cd™ 1,L15x107 0
Cu(OH),”"  6,50x 10" -10,6 Cd(OH);y 1,81x 10" -325
Cu(OH)5" 421x 10" -26,9 Cd(OH)4* 2,36x 1077 -473
Cu(OH)4* 2,65x10%  -40 CdOH" 732x 10" -10,1
Cu(OH)" 1,61x10" 2755 Cd(OH), (aq) 3,70x 10* 20,3
Cu(OH), (aq) 2,57x 10"  -16,2 Cd,OH*" 423x 107 94
CuHCO;" 1,53x 10 12,1 CdOHCl (aq) 1,26x 10" -7.4
CuNH;* 1,20x 10" -523 CdHCO;" 1,00x 10" 10,7
CuCly” 1,40x 102 -2,29 cdcr’ 3,85x 107 1,98
CuCl, (aq) 428x 107 -0,26 CcdCr 124x10"° 24
CuCl® 2,45x 107 -4,59 CdCl, (aq) 562x 10" 26
CuCl" 3,53x 10 0,20 CdCOs (aq)  3,74x 10" 436
CuCOs (aq)  5,33x 10" 6,77 Cd(COs),>  3,94x10" 7,23
Cu(CO3),”  2,04x10"° 102 Cd(NO3); (aq) 2,11x 10" 0,2
Cu(NO3); (aq) 2,92x 10" -0,40 CdNO5" 1,24x 10" 0,5
CuNO;" 6,83x 10" 0,50 Cd(SOy4)," 3,76 x 10" 3.5
CuSO4 (aq)  1,48x 10" 236 CdSO4 (aq)  2,74x10° 2,37
CuBB 939x 10® 8,11 - - -
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Figura 15. Concentracdes de Cu”" obtidas por ISE e pela modelagem dos dados, em

funcdo das concentragdes totais obtidas em cada coleta sazonal. Barras: erro da média

(n=23).
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4.2) Estudo de laboratério

4.2.1) Cultivo das microalgas e rendimento dos materiais de alta massa molecular

As curvas de crescimento das microalgas em culturas do tipo ‘batch’ (Figura 16)
foram plotadas tanto com o numero de células como também com as concentragdes de
clorofila-a. A curva de crescimento por nimero de células da microalga A. spiroides
apresentou uma maior dispersao dos pontos, devido ao formato extenso e helicoidal dos
filamentos, que contribuiram no aumento do erro nas contagens dos campos em cdmara
de sedimentacdo. Uma fase lag ou de adaptacdo de curta duragdo foi observada em
todas as curvas, seguida da fase exponencial, muito mais extensa para as algas
cianoficeas do que para a diatomdcea. A fase estaciondria foi atingida apds o 11 ° dia de
cultivo de A. granulata, e apos o 40 ° dia de cultivo das cianoficeas. As cianoficeas
tiveram curvas de nimero de células e clorofila-a com correspondéncia entre as fases
exponencial e estaciondria, no entanto as curvas da diatomdcea apresentaram as
concentragdes de clorofila-a em declinio na fase estaciondria, enquanto o numero de
células foi mantido estavel.

Os parametros experimentais dos cultivos das microalgas e da coleta de agua do
reservatdrio para a obtengdo dos MAMM sdo resumidos na Tabela 15. As curvas de
crescimento foram usadas para comprovagao da transi¢do entre as fases exponencial e
estacionaria. Os MAMM foram isolados no dias de cultivo 18 °, 45 ° ¢ 49 ° de A.
granulata, M. aeruginosa e A. spiroides, respectivamente. Para a determinacdo das
taxas de crescimento (n) das culturas, foi decidido usar as curvas de concentracao de
clorofila-a, devido a fase exponencial ndo ter sido bem evidenciada na curva por
namero de células de A. spiroides (Figura 16). Os valores de u foram semelhantes entre
as espécies, ao contrario das concentracdes de clorofila-a, muito mais altas no final do
cultivo das cianoficeas que para a cultura da diatomacea e a coleta de campo. A
produgao de MAMM por L foi maior (por volta de 30 %) nas culturas das cianoficeas
em relacdo a diatomacea e o material isolado da agua do reservatério. No entanto, as
concentragdes de COT de solugdes com 50 pg mL™" dos MAMM (material liofilizado)
foram semelhantes quando comparadas por teste de ANOVA paramétrica. Apesar das
condig¢des unialgais, ¢ estimado que a biomassa bacteriana tenha sido insignificante nos
cultivos das cianoficeas devido ao aspecto translicido do meio de cultivo no final do

crescimento.
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Figura 16. Curvas de crescimento de Aulacoseira granulata, Microcystis aeruginosa e

Anabaena spiroides por nimero de células por ml e concentragdo de clorofila-a por

mL.
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Tabela 15. Dados dos cultivos das microalgas e da coleta de agua do reservatorio para
obten¢do dos materiais de alta massa molecular (MAMM). Dia de isolamento do
MAMM nos cultivos e de coleta de campo, concentragdes de clorofila-a, taxas de
crescimento especificas (p), rendimento do MAMM e concentragcdes de carbono
orgénico total (COT) das solugdes de 50 pg mL™ de MAMM. Média + erro da média,

n=3.

MAMM Dia Clorofila - a u MAMM COT

(ng L™ " (mgL')  (mgL")
B. Bonita 21/01/2002  13,0+0,9 _ 7,3 7,1+1,0
A. granulata 18° 11,9+0,1 0,03 6,2 10,2 +2,1
M. aeruginosa 45° 2.3443+0,1 0,02 10,2 11,4+£2,0
A. spiroides 49 ° 9758+ 1,4 0,03 9,7 11,6 £0,9

4.2.2) Complexagdo de Cu e Cd pelos materiais de alta massa molecular

Titulagdes com os varios MAMM (Figura 17) resultaram na complexagdo de Cu
por todos os materiais, enquanto o Cd foi complexado somente pelos MAMM das
cianoficeas e da mistura dos MAMM das microalgas, e em menor concentracao do que
o Cu (Tabela 16) para estes materiais. Analises graficas através do método de Scatchard
foram exemplificadas com as titulagdes dos MAMM de A. spiroides na Figura 18. Duas
classes de ligantes foram interpretadas, com o ajuste de duas retas de regressao linear
aos pontos das analises graficas. Os parametros das classes 1 e 2 de ligantes foram
calculados a partir dos coeficientes da reta de regressdo linear com maior e menor
inclinagdo no grafico do modelo de Scatchard, respectivamente. Analises do tipo teste t
de Student foram feitas para contrastar os parametros de complexacdo das duas classes
de ligantes de cada solugdo titulada (log K’; x log K’,, CL; x CL;). As comparacdes
foram estatisticamente distintas, demonstrando a adequacdo da interpretagdo de duas
classes distintas de ligantes para os metais. A classe 1 incluiu os ligantes com maior
afinidade pelo metal titulado ao passo que a classe 2 foi representada por sitios de
complexacdo mais fracos.

Em geral, diferencas nos parametros de complexagdo de Cu entre o0s MAMM
foram mais relacionadas a classe 1 de maior afinidade, como ¢é mostrado em

comparagoes por ANOVA paramétrica (Tabela 17).
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Figura 17. Curvas de titulagdo dos materiais de alta massa molecular (MAMM) com
Cu (o) e Cd (D). (A) Barra Bonita, (B) mistura dos MAMM das trés microalgas, (C) A.
granulata, (D) A. spiroides, (E) M. aeruginosa. I = 1,0 x 10" M (NaNOs), pH = 6,8 —
7,0 (PIPES 7,5 x 10~ M). Valores em log da concentrago de metal livre em funcdo do
log de metal total. (---):Ndo complexacdo (---) : [metal total] = [M *]. Barras: erro da

média (n = 3).
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Tabela 16. Parametros de complexacdo de Cu e Cd obtidos pelo método de Scatchard e

os dados de titulagdes com os materiais de alta massa molecular excretados pelas 3

microalgas estudadas, da mistura destes, e da 4gua do reservatorio, e total de metal

complexado por mg dos materiais. Constante de estabilidade condicional (K”) reportada

em log e concentragdo de ligantes (CL) reportada em M. Erros-padrao de tréplicas das

titulagdes: log K’y até¢ £ 0,1, CL; até + 0,5, log K’; e CL, até = 0,3.

MAMM A. granulata M. aeruginosa A. spiroides Mistura B. Bonita
Cu

log K’ 8,8 9,2 9,3 9,5 8,6

CL, 29x10° 46x10° 73x10° 54x10° 1,5x 10°
log K’» 6,6 6,7 8,3 6,9 6,4

CL, 1,0x 10” 9,7x 10° 99x10°  9,6x10°  9.8x10°
ng Cu/ 16,4 18,2 21,8 19,1 14,4

mg MAMM *

Cd

log K’ _ 6,8 7,5 6,8 _

CL, B 4,2x10° 55x10° 2,0x 107 B

log K’» B 6,2 6,2 4,5 B

CL, B 55x10° 8,5x10°  22x10°

ng Cd/ 21,7 31,4 53,8

mg MAMM *

* ug de metal total complexado pelas duas classes de ligantes (CL; + CL;)
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Tabela 17. Teste ANOVA paramétrico das comparagdes entre as constantes de
estabilidade condicional (log K’) e concentragao de ligantes correspondentes entre os

MAMM. ns = diferencas ndo significativas. * = diferencas significativas.

Comparagdes log K’; log K’; CL, CL,
Cu

A. granulata vs M. aeruginosa * ns * ns
A. granulata vs A. spiroides * * * ns
A. granulata vs mistura * ns * ns
A. granulata vs B. Bonita ns ns ns ns
M. aeruginosa vs A. spiroides ns * * ns
M. aeruginosa vs mistura ns ns ns ns
M. aeruginosa vs B. Bonita * ns * ns
A. spiroides vs mistura ns * * ns
A. spiroides vs B. Bonita * * * ns
Mistura vs B. Bonita * ns * ns
Cd

M. aeruginosa vs A. spiroides * ns ns ns
M. aeruginosa vs mistura ns * * *
A. spiroides vs mistura * * * *

Entre os materiais das microalgas, 0 MAMM de A. spiroides teve o maior K’;
tanto para Cu (log K’; = 9,3) quanto para Cd (log K’; = 7,5), como também as maiores
concentragdes de CL. Contudo o K’; para Cu de A. spiroides foi estatisticamente
similar aos K’; da mistura ¢ do MAMM de M. aeruginosa (Tabela 17). A mistura dos
MAMM algais apresentou a maior afinidade para Cu (log K’y = 9,5) entre todas as
titulagdes com este metal, e a complexagdo de Cd por esta mistura ¢ supostamente
devido a presenca dos MAMM das cianoficeas, embora o K’; obtido ter sido inferior ao
do material de A. spiroides e igual ao do material de M. aeruginosa (log K’; = 6,8).
Para os materiais das cianoficeas, os valores de CL; e CL, reportados em mol foram em
geral maiores na complexagdo de Cu do que Cd. Porém, a massa de Cd total
complexada (soma de CL; e CL; reportada em pg de metal) por mg de MAMM foi
maior que a massa de Cu total complexada (Tabela 16), o se deve ao valor mais alto de

massa atdmica do Cd (112) em relagdao ao Cu (63,5).
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Na Figura 19, os valores de K’; para Cu foram plotados em funcdo das
respectivas CL; divididas pelo COT dos MAMM. O ajuste dos pontos a reta de
regressdo linear teve r = 0,92, mostrando maior afinidade do MAMM de A. spiroides
pelo Cu, seguido por M. aeruginosa, A. granulata e o material do reservatorio.

Os valores de ccap de Cu e Cd dos MAMM das microalgas e do reservatorio
foram resumidos na Tabela 18. As solugdes de 50 pg mL™ dos materiais liofilizados
tiveram concentracdes de COT mais elevadas do que as solucdes tituladas em ISE
(Tabela 15), provavelmente devido a heterogeneidade dos materiais liofilizados. A
complexagdo de Cu ocorreu em todos os MAMM, e assim como para as analises por
ISE, somente as cianoficeas complexaram Cd. Todos os valores de ccap de Cu e Cd
foram menores que CL; (Tabela 16) em uma ordem de grandeza. Em oposi¢ao aos
resultados de capacidade de complexagdo por ISE, todos os MAMM apresentaram ccap
de Cu semelhantes em comparagdes estatisticas (ANOVA paramétrica). O MAMM de
M. aeruginosa teve ccap de Cd e Cu similares, e 0 MAMM de A. spiroides teve ccap de

Cd distinta e maior que a ccap de Cu (teste t de Student).

4.2.3) Composicdo monossacaridica e elementar

Os MAMM tiveram em comum a presenca dos agucares galactose, glicose,
manose, ramnose ¢ xilose, embora em proporcoes distintas (Tabela 19). A fucose
também esteve presente nos materiais, exceto no MAMM do reservatorio, que também
ndo apresentou os agucares acidos glicurénico e galacturdnico e os aminados N-acetil
glicosamina e N-acetil galactosamina. A. spiroides teve o MAMM com maior
proporcao de agucares acidos e aminados. O acido glicurénico estava presente nos
materiais da A. granulata e A. spiroides, o acido galacturénico em M. aeruginosa, a N-
acetil galactosamina em A. spiroides e a N-acetil glicosamina nos materiais das 3
microalgas.

A magnitude das distingdes em proporgdes dos elementos C, H, N e S (Tabela
19) foi menor entre os MAMM em relacdo as diferengcas nas proporgdes dos
monossacarideos. Contudo, diferencas estatisticas foram obtidas em comparac¢des por
ANOVA paramétrica, com a exce¢do do N entre A. granulata ¢ A. spiroides e do S
entre A. spiroides e M. aeruginosa. Em geral, o C variou entre 27 ¢ 29 %, o N entre 2 ¢
3%,0Hentred4e 6% ecoSentre2 e 4 %.
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funcdo das respectivas concentragdes de ligantes (CL;) divididas pelo contetido de

carbono organico total (COT). (---): Regressao linear.

Tabela 18. Capacidade de complexagdo aparente (ccap) de solugdes dos materiais de

alta massa molecular (MAMM) com Cu e Cd por DPASV e as concentragdes de

carbono organico total (COT) das solugdes tituladas. Média * erro da média (n = 3).

MAMM ccap Cu (M)

ccap Cd (M)

COT (mg L™

A.granulata 2,0 (+0,1)x 107
1,7 (+0,6) x 10”7
1,3(£0,2)x 107

1,2 (£0,4)x 107

M. aeruginosa
A. spiroides

Barra Bonita

1,5(x0,2)x 107
4,4 (£0,7)x 107

Cu: 144 +£0,3;Cd: 11,9 £ 0,1
CueCd:11,9£0,1

Cu: 19,6 £0,2; Cd: 13,8 £ 0,1
Cu:12,9+0,1; Cd: 12,8 + 0,1

- complexacdo nao detectada
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Tabela 19. Composi¢ao dos monossacarideos ¢ analise elementar dos materiais de alta

massa molecular (MAMM). Monossacarideos reportados em porcentagens referentes

ao material total. C, H, N e S reportados em propor¢des e sem correcdo da massa

atomica. Média * erro da média (n=3).

A.granulata M. aeruginosa A. spiroides B. Bonita

Monossacarideos

Fucose

Galactose

Glicose

Manose

Ramnose

Xilose

Acido glicurénico
Acido galacturénico
N-acetil glicosamina
N-acetil galactosamina

Elementos

N

C
H
S

155+1,7
10,1 £0,7
154+1,2
12,4+ 1,1
18,4+ 0,7
17,2+ 1,2
9,0+£0,6

7,4£0,7

3,39+0,01

27,66 £ 0,03

5,73 £ 0,09
3,86 £ 0,04

9,9+0,7
16,3+0,3
134+23
7,4+0,6
18,4+0,3
19,7£0,5

89+04
10,5+0,9

2,42+ 0,02

29,60 = 0,02

6,65+ 0,01
2,37 +0,09

9,7+£0,5
4,2+0,1
14,4+ 0,4
14,2+ 0,1
16,0 £ 0,1
109+ 1,3
16,3 +£0,4
7,5+0,6
10,0 £ 0,8

3,39+0,11

29,93 £0,03

6,33 £ 0,01
2,51 £0,07

16,1 £0,1
20,3+£3,3
18,3+0,1
18,3+£0,2
23,7+0,1

2,13+£0,04

26,88 £ 0,03

4,70 + 0,04

4,42+ 0,11

- ndo detectado.
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4.2.4) Fluorescéncia do material de alta massa molecular da agua do reservatdrio
Solugdes de concentragdes distintas do MAMM liofilizado do reservatorio
foram analisadas quanto a intensidade de emiss@o de fluorescéncia e a concentracdo de
COT. Por comparagao, a concentragdo de COT também foi plotada versus a intensidade
de emissdo de fluorescéncia (Figura 20). O pico resultante das leituras destas solugdes
de MAMM foi detectado proximo de 400 nm, assim como aquele obtido na leitura de
amostras totais filtradas (Tabela 7), indicando a presenca de um material que fluoresce
no mesmo comprimento de onda em ambas as andlises. Os indices de correlagdo de
Pearson (r) entre os pardmetros concentragio da solu¢io (mg L), concentragio de
COT (mg L) e intensidade de emissdo de fluorescéncia, obtidos por regressio linear
dos pontos dos 3 graficos, apresentaram valores mais elevados que 0,99 (Figura 20).
Portanto foi observada uma alta correspondéncia entre a fluorescéncia, COT e
concentragdes das solugdes de MAMM. Foi demonstrado que o material liofilizado de
Barra Bonita emite fluorescéncia quando em solucao e nas condi¢des de leitura citadas
previamente, e que esta fluorescéncia ¢ proporcional a concentragdo da solucdo e
também proporcional ao contéudo de COT das solugdes. Portanto, medidas de
fluorescéncia foram consideradas apropriadas para estudos da matéria organica coletada
no reservatorio, tanto para a fracao total do filtrado quanto para a fragdo de alta massa

molecular (MAMM).
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5) DISCUSSAO

Os topicos principais do estudo de campo e de laboratorio foram discutidos em
separado. Em seguida, ¢ apresentada uma discussdo geral reunindo aspectos do trabalho

de campo e de laboratério com a hipotese da tese.

Variaveis fisico-quimicas

Para a discussdo das varidveis fisico-quimicas ¢ importante considerar as
caracteristicas mistas entre os regimes l6ticos e lénticos apresentadas por um
reservatorio, que tem heterogeneidade espacial entre caracteristicas fluviais, de
transi¢ao e lacustres, dependendo principalmente da distancia da barragem e regime de
vazao (StraSkraba & Tundisi, 2000).

A coluna d’4gua teve a maioria dos perfis fisico-quimicos com variagdes nos
valores em fun¢ao da profundidade, geralmente atribuidas na literatura a diferencas de
temperatura ou devido a caracteristicas de vazdo. E importante ressaltar que a
influéncia desta variagdo ¢ provavelmente em razdo da localizacdo do ponto de coleta.
Este ponto se situa em um local aberto, afastado de margens e com correnteza
consideravel. Estratificagdo quimica de algumas variaveis foi sugerida, como
exemplificado pelos perfis de pH. Contudo, nao foi constatada a estratificacdo térmica
tipica de lagos temperados, com epilimnio de 4guas mais quentes e hipolimnio de 4guas
mais frias delimitados pelo metalimnio, regido com um decréscimo abrupto de
temperatura, maior que 1 °C por metro (Wetzel, 1975). Em adicao ¢ considerado que
reservatorios com tempo de retencdo inferior a 300 dias, como Barra Bonita, sofrem
influéncia maior da vazdo na estrutura da coluna d’dgua, tornando os perfis de
temperatura muito mais irregulares que em lagos (StraSkraba & Tundisi, 2000). Alguns
perfis em que a temperatura diminuiu com a profundidade, em até¢ 5 °C de diferenca,
sugerem que houve divisdo da coluna d’agua em camadas com densidades distintas. A
heterogeneidade da disposi¢do de alguns perfis, com valores em decréscimo ou
incremento com a profundidade dependendo da coleta analisada (e.g. perfis de turbidez)
ou mesmo perfis considerados como invertidos (e.g. maior condutividade na superficie,
na primavera de 2001) indicam a prevaléncia de instabilidade na coluna d’agua. O
efeito combinado da acdo dos ventos, chuvas, rotinas de operacdo da barragem e
entrada de material aloctone no reservatério tém sido descrito como possivel causa da

mistura da coluna d’agua de reservatorios. Contudo, hd a possibilidade de
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estratificagdo, mesmo que para curtos periodos de tempo (Barbosa et al. 1999;
StraSkraba & Tundisi, 2000).

Os resultados obtidos nas coletas sazonais deste trabalho mostraram uma
reducdo do pH com a proximidade do sedimento em quase todos os perfis das coletas.
Esta caracteristica ¢ um indicio de aumento das condi¢des andxicas na regido do
proxima ao sedimento e estd em concorddncia com a queda de concentracdo de
oxigénio dissolvido. Em adi¢do, houve uma maior variagdo nos valores de pH entre 1 e
4 m, correspondendo a profundidade da coluna fética, onde espera-se o predominio do
processo fotossintético. Decréscimo do potencial de 6xido-reducdo e das concentragdes
de oxigénio dissolvido sdo indicios de aumento dos processos de decomposi¢do com a
profundidade. As concentra¢des de Ca’" diminuiram com aumento da profundidade e
posteriormente aumentaram na regido proxima ao fundo, provavelmente devido a
precipitagdo de CaCOs seguida de dissolucdo deste composto, respectivamente, nestas
duas regides. O ion NH4 seguiu um padrio de aumento na regidio proxima ao
sedimento, sugerindo também a decomposi¢do de matéria organica nesta regido. O ion
NO; ¢ a forma oxidada do nitrogénio, e segundo Bronmark & Hansson (1998), ¢
esperado que seu perfil siga o das concentragdes de oxigénio dissolvido. No presente
estudo, foi observada uma reducgdo nas concentragdes de NO;3™ na superficie, seguida de
aumento e nova reducdo na regido mais profunda da coluna d’agua, tornando estes
perfis distintos dos perfis de oxigénio. A diminui¢do inicial de NOs na superficie deve-
se provavelmente ao crescimento e consumo fitoplanctonico. A redugdo das
concentragdes de NO; nas camadas mais profundas seguiu a reducao das concentragdes
de oxigénio, assim como citado em literatura (Buffle & DeVitre, 1993). Segundo Buffle
& DeVitre (1993), a atividade fotossintética do fitoplancton na camada superficial da
coluna d’agua ¢ fonte de compostos oxidantes (e.g. O,) e basicos (e.g. OH), causando a
deplecio de Ca*™ ¢ HCOj3, com a precipitagio de CaCO; em pH mais bésico. Nas
camadas mais profundas, a oxidagdao da matéria organica leva a condi¢des mais acidas e
menos oxidantes (deple¢do dos agentes oxidantes na sequéncia O,, MnO,, NOs’, Fe,Os,
FeOOH, SO4*; liberagdo de CO,) e a produgdo de compostos reduzidos (H,O, Mn?",
NH,", Fe*', H,S, CH,), além de haver um aumento de Ca’" ¢ HCO; devido a
dissolucao de CaCO; nestas condigdes relativamente acidas. Tanto a difusdo mais lenta
de agentes oxidantes em maiores profundidades, quanto a deplecdo destes agentes com

o processo de decomposicdo causam um gradiente redox vertical com uma zona
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redutora nas partes mais profundas e outra oxidante proxima a superficie devido a
proximidade com a atmosfera e ocorréncia de fotossintese.

A regido da coluna d’agua que faz interface com o sedimento teve valores dos
perfis muitas vezes distintos do restante da coluna d’agua, como exemplificado pelas
concentragdes de totais de solidos dissolvidos, que em quase todas as coletas
aumentaram de subito nesta regido. Este comportamento da interface com o sedimento
sugere que os processos de sedimentacdo ou mesmo de ressurgéncia de materiais do
fundo ocorrem com grande intensidade, indicando a importancia e dinamica desta
regido para a troca de materiais entre sedimento e coluna d’agua. A importancia da
sedimentacdo de materiais no reservatorio de Barra Bonita ¢ confirmada por estudos
sobre a carga de solidos em suspensdo, da qual somente 7% foi exportado e houve a
reten¢do de 93% destes materiais (Oishi, 1997).

A profundidade da zona -eufética ¢ influenciada principalmente pelas
concentragdes de substancias dissolvidas e suspensas na coluna d’agua (Bronmark &
Hansson, 1998). Tanto a zona eufética quanto o coeficiente de extingdo da luz nas
coletas foram grandemente influenciados pelo fitoplancton, que teve biomassa
quantificada por clorofila-a. As correlagdes entre Z, ¢ kg com a turbidez e totais de
solidos dissolvidos foram menores que entre Z, ¢ Kq ¢ as concentragdes de clorofila-a,
ou seja, os produtores primarios foram os principais responsaveis pela atenuacao da luz

no periodo das coletas.

Composi¢do monossacaridica na agua do reservatorio

Monossacarideos foram detectados somente em amostras previamente
hidrolisadas. Isto indica que os monossacarideos presentes na dgua ndo estavam livres,
mas faziam parte de moléculas, provavelmente constituindo polissacarideos. A
excrecdo de polissacarideos por microalgas ¢ supostamente uma das fontes destes
monossacarideos. E citado que a fragdo da MOD de baixa massa molecular liberada
pelo fitoplancton ¢ utilizada por bactérias dentro de 24 h enquanto moléculas maiores
precisam ser hidrolisadas antes da utilizacdo, o que pode demorar dias, ao passo que
somente uma pequena por¢ao da excrecao fitoplanctonica é considerada refrataria (Lee
& Henrichs, 1993). Portanto, a composicdo monossacaridica na coluna d’agua ¢
derivada de monossacarideos em cadeia, provavelmente em compostos de alta massa
molecular, quer sejam resultantes de decomposicdo prévia, quer sejam de materiais

recentemente liberados pela biota.
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Metais na agua do reservatorio: especiacao e complexagao

As concentragdes totais dos metais Cu e Cd tiveram ordens de grandeza muito
proximas no periodo de dois anos das coletas sazonais, por volta de 107 M, com
algumas exce¢des. Contudo, foi possivel observar o carater distinto das espécies destes
metais na fracdo dissolvida da agua do reservatério. A maior porcentagem de Cu
correspondeu a espécies associadas 8 MOD, enquanto a maioria do Cd foi detectada em
espécie i0nica. A especiagao destes metais, obtida por modelagem das concentragdes de
ions no reservatorio de Barra Bonita, deste e de outros trabalhos, corroborou os
resultados experimentais.

Na modelagem da especiagdo, a grande maioria do Cu foi complexada pelos
ligantes de alta massa molecular, denominados CuBB e caracterizados com os valores
médios dos parametros de complexacdo de Cu da classe de maior afinidade de ligantes
entre as 8 coletas. A similaridade entre concentracdes de Cu*” medidas nas coletas e
obtidas pelo programa de especiagdo certificou a adequacdo do modelo quanto a
minoria de Cu i6nico e a associagao dominante do Cu aos ligantes CuBB em relagdo ao
restante dos compostos supostamente presentes na agua. Os dados fornecidos ao
programa basearam-se em compostos considerados principais na composicao de aguas
doces (Wetzel, 1975; Mylon et al. 2003), e suas respectivas concentragdes previamente
citadas na literatura para o reservatério (Oliveira, 1993; Barbosa et al. 1999; CETESB,
2003).

Os valores de CL obtidos por ISE indicaram que os ligantes para Cu estavam
presentes sempre em excesso as concentragdes de Cuyy, assim como Achterberg et al.
(1997) relataram a concentracao de ligantes naturais de Cu um pouco maiores que o Cu
total dissolvido presente no lago Esthwaite, na Inglaterra. Contudo o Cu®" foi detectado
em todas as coletas da presente investigacdo, e sempre com duas a trés ordens de
grandeza inferior a concentragdo total. Mesmo com ligantes em excesso, ¢ sugerido que
as concentracdes totais influenciaram as concentragdes iOnicas de Cu, como
demonstrado pelo coeficiente de correlagdo relativamente alto (r = 0,88) entre Cuyor €
Cu”?" da modelagem. Mas é preciso considerar que os pardmetros de complexacio de
Cu foram muito similares entre as coletas, aumentando assim a correlagdo entre Cuyy €
Cu*".

A porcentagem de Cuyz (24,4 %) em relagcdo ao Cuys na amostra coletada em
marg¢o de 2003 (complementar as sazonais) mostrou que houve complexacao de Cu por

compostos labeis presentes na dgua do reservatdrio, mas que ainda assim houve o
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predominio de compostos nao-labeis. Foi demonstrado também que o Cuy, dissolvido
foi maior em porcentagem em relacdo ao Cu particulado recuperavel, em determinagdes
que tiveram a mesma técnica de digestdo. Com isto, ¢ indicado o compartimento
dissolvido como aquele que contém maior quantidade de metais disponives apds esta
digestdo, em relacdo ao material particulado presente na agua do reservatorio. A
similaridade entre os parametros de complexacdo de Cu durante os dois anos de coleta
foi marcante se comparada a variagdo de parametros fisico-quimicos como pH,
temperatura, COD, entre outros, sugerindo um mecanismo de regulacdo dos ions Cu
semelhante a sistemas tampao.

Com as metodologias empregadas (ISE ¢ DPASV) no presente estudo, ndo
foram detectados ligantes para Cd na fracdo dissolvida da agua do reservatério. A
predominancia das concentracdes iOnicas deste metal foi indicada tanto pela
semelhanga dos valores de Cd*" e Cdwo, quanto pelos resultados do modelo de
especiacdo, no qual o Cd*" representou a maior porcentagem entre as espécies, seguido
pelas associagdes inorganicas de CdCl" e CdSO, (aq) em duas ordens de grandeza
inferiores as concentragdes i0nicas. Testes de ANOVA paramétrico mostraram que ha
maiores variagdes das concentragdes de Cd* entre as coletas sazonais do que as
concentracdes de Cu®’, sugerindo a auséncia de regulagio de Cd*, ao contrario da
sugerida regulacio dos fons Cu”". Estima-se que este tenha sido o motivo pelo qual a
concentragio de Cd** obtido pela modelagem teve maior identificagio com as
concentragdes totais de Cd (= Cdmo), do que com a média das determinacdes de Ccd™,
j4 que em algumas coletas o Cd** (ISE) superou o Cdyo.

No periodo estudado, as concentragdes de Cuy, dissolvido nao ultrapassaram os
limites maximos estabelecidos para as classes 1 a 3 de aguas interiores segundo os
padrdes de qualidade estabelecidos pela Resolugao n® 20 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA 20/86). O Cu®" variou de 3,0 x 10" M a 1,1 x 10° M,
concentragdes relativamente proximas as citadas como limitantes do crescimento das
espécies fitoplanctonicas Gonyaulax tamarensis (4,0 x 10"" M, Anderson & Morel,
1978), Monochrysis lutheri (1,0 x 10° M, Sunda & Lewis, 1978), Ceratium hirundella
(1,0 x 10"° M, McKnight, 1981) e Kirchneriella aperta (6,0 x 10"° M, Lombardi et al.
2002). Contudo, estima-se que o fitoplancton presente no reservatorio de Barra Bonita
esteja adaptado a estas concentragdes de Cu’’, ja4 que crescimentos excessivos do
fitoplancton ocorrem com frequéncia neste reservatorio (Calijuri & Dos Santos, 1996).

2+ . L, . . . . , . ~
O Cd”', considerado uma das espécies mais biodisponiveis, apresentou concentragdes
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superiores aos limites de Cd total maximos das classes 1 a 3 em todas as coletas, exceto
em mar¢o de 2001, inferior ao limite maximo da classe 3. Em adi¢do, nos dois anos de
coleta de dados de campo foi observada uma tendéncia de aumento do Cd*". Logo, o
Cd ¢ sugerido como potencial agente téxico da dgua do reservatorio. Concentragdes
totais de Cd e Cu na agua de Barra Bonita foram reportadas previamente, como no
trabalho de Costa (2001), que obteve, por espectrometria de absor¢ao atomica,
resultados de Cu abaixo dos limites maximos das classes 1 a 3, mas Cd acima dos
maximos para as classes 1 e 2 em trés de seis coletas realizadas. Segundo apresentado
em Costa (2001), o limite para a classe 3 ndo foi superado pelas concentracdes de Cd,
como reportado no presente trabalho.

Os resultados da especiagdo e da complexagdao de Cu e Cd deste trabalho estdo
de acordo com estudos prévios destes metais em ambientes naturais. No reservatorio de
Woronora (Australia), Florence (1977) obteve a maioria do Cd em espécies livres e
labeis, e muito pouca associagdo com o COD, enquanto a grande maioria do Cu estava
associado ao COD, que variou de 2,7 a 4,5 mg L™'. Géchter et al. (1978) obtiveram 65 a
70 % do Cu da 4gua do lago eutrofico Alpnach (Suica) associado a macromoléculas
organicas e dissolvidas, com duas classes de ligantes, log de K’; entre 10,1 e 10,7, CL,
de3,0a7,0x10° M, log K’, maximo de 7,4 ¢ CL, de 1,8 a 2,6 x 10 M; estes ligantes
foram considerados controladores da biodisponibilidade de Cu ao fitoplancton. Sunda
& Lewis (1978) encontraram mais de 99 % do Cu complexado em amostras filtradas (<
0,45 um) de dgua de rios, nas quais somente 1 % do Cu estava em espécies inorganicas.
Mais do que 94 % do Cu dissolvido foi complexado por ligantes naturais em um lago

estudado por Achterberg et al. (1997).

Materiais de alta massa molecular excretados em cultivos das microalgas, e isolados
da agua do reservatorio: capacidade de complexacédo e analises monossacaridica e
elementar

A complexacdo de Cu foi verificada tanto para os MAMM da 4gua do
reservatdrio como também para os materiais excretados pelas microalgas. O Cd foi
complexado, mas somente pelos materiais das cianoficeas, que também apresentaram
os mais altos valores dos parametros K’ e CL da complexacao de Cu. Estes resultados
podem explicar a menor tolerancia de metais pelas cianoficeas citada na literatura, que
teriam entdo desenvolvido a producdo de ligantes extracelulares como sequestradores

de metais no ambiente externo para prevencao da entrada nas células (Stokes, 1983;
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Bruland et al. 1991), ¢ com maior forga de associagdo a metais em compara¢do aos
ligantes excretados por espécies fitoplanctonicas eucarioticas. Em adicao, ¢ estimado
que as condigdes unialgais na obtencdo dos MAMM das algas cianoficeas ndo tenha
interferido na capacidade de complexagdo destes com os metais estudados, ja que foi
estimada uma biomassa bacteriana insignificante nestes cultivos. Uma maior
complexagdo de Cu e Cd pelos MAMM das cianoficeas foi também relatada por
McKnight & Morel (1979), que obtiveram ligantes com maior afinidade para Cu nos
materiais excretados por cianoficeas (log K> = 8 — 12; CL = 5,0 x 107 M) em
comparagio a algas eucarioticas (log K> = 0,5; CL > 1,0 x 10 M). Os valores mais
elevados dos pardmetros K’ e CL na complexagdo de Cu em relagdo aos parametros de
Cd, obtidos pelos MAMM das cianoficeas no presente trabalho, confirmaram a maior
afinidade do Cu por estes ligantes organicos de alta massa molecular.

A presenca de duas classes de ligantes obtidas neste trabalho também foi
verificada nos MAMM produzidos por microalgas e reportados em Kaplan et al.
(1988), para polissacarideos excretados por Chlorella stigmatophora, que complexou
6,3 x 10°M de Cue 1,3 x 10° M de Cd. Da mesma forma, os MAMM de culturas de
Synura sp. apresentaram duas classes de ligantes para Cu, com log K’; 8,4, log K’ 5,9,
CL;2,0x 10°Me CL, 1,6 x 10° M (Lombardi & Vieira, 1998).

A complexagcdo de metais por polissacarideos de microalgas ¢ considerada
ocorrer através de interagdes com as cargas negativas presentes nestas macromoléculas
(Manzini et al. 1984). Os grupos carboxilicos de monossacarideos acidos, como
exemplo, acidos urdnicos, sdo sugeridos como sitios de complexagcdo de metais nos
polissacarideos (Leppard, 1995). Kaplan (1988) reportou a complexagdo de Cu e Cd
somente pelos polissacarideos excretados de Chlorella stigmatophora, que
apresentaram 5 vezes mais acidos urénicos que os polissacarideos de Chlorella salina.
O maior contetido de monossacarideos acidos do MAMM de A. spiroides do presente
estudo pode ser o motivo da maior complexacdo de Cu e Cd por este material. No
entanto, o MAMM da 4gua do reservatorio complexou Cu apesar de ndo conter
monossacarideos acidos, indicando que a complexacao ocorre também em outros sitios
além dos monossacarideos acidos, mas resultando em pardmetros de complexagdo mais
baixos. Portanto, foi observada uma tendéncia de quanto maior o conteudo dos
monossacarideos acido glicurdnico e galacturénico nos MAMM, maior os parametros
de complexacgdo obtidos para Cu e Cd, em contraste aos parametros mais baixos no

MAMM sem estes monossacarideos. Em adi¢do, diferencas nos parametros de
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complexagdo de Cu e Cd ndo foram relacionados as varia¢des nas proporgoes de C, H,
N e S, sugerindo que a complexagdo dos metais foi influenciada mais pela configuracao
quimica destes elementos do que suas proporgdes.

Os MAMM da agua do reservatdrio e das microalgas deste estudo tiveram
forcas de associacdo a Cu e Cd consideradas intermedidrias a fracas, em comparagao
com outros ligantes citados na literatura (Town & Filella, 2000). A varia¢cdo em uma
ordem de grandeza das forgas de associagdo para a classe 1 de ligantes de Cu dos
MAMM (log K’; = 8,6 — 9,5) teve semelhanca com resultados de Van den Berg et al.
(1979), onde os K’ dos ligantes para Cu na agua da Baia de Quinte e do Lago Ontario
foram comparaveis aqueles produzidos por algas oriundas destes ambientes (log K’
entre 7,6 e 8,7), sugerindo que ligantes presentes na dgua do lago podem ter sido
derivados de excrecao biologica. Moffett & Brand (1996) apresentaram uma discussdo
similar ao comparar a for¢a de associagdo de ligantes presentes em aguas oceanicas (log
K’ entre 12,6 ¢ 13,2) aos ligantes de Cu com alta for¢a de associacdo excretados pela
cianoficea marinha Synechococcus sp. (log K’ entre 12,3 e 13,8). Xue & Sigg (1993)
citaram que os ligantes de Cu no lago eutrofico Greifen foram produzidos por algas,
com a observagdo de que as concentragdes de Cu®* foram baixas durante ‘blooms’ de
algas na primavera e altas no inverno, indicando um padrdo sazonal similar ao da

produtividade algal.

Aspectos do trabalho de campo e de laboratério e corroboracao com a tese

Foi demonstrado neste trabalho que os MAMM excretados por microalgas
dominantes e locais do reservatorio complexaram Cu, assim como o MAMM da agua
de Barra Bonita, enquanto Cd foi complexado por ligantes mais fracos que os de Cu e
somente pelo material das cianoficeas. Logo, as microalgas dominantes no reservatorio
de Barra Bonita produzem e excretam MAMM contendo ligantes para Cu com forga de
associagao intermediaria a fraca assim como o material isolado do reservatorio.

O estudo inédito da especia¢do no reservatorio de Barra Bonita, nas coletas
sazonais deste trabalho, mostrou a predominancia e grande variagdo das concentracdes
de Cd em forma idnica, como a auséncia de ligantes para este metal na dgua do
reservatorio. A especiagdo do Cu foi caracterizada por predominio de espécies
associadas a matéria organica, baixa concentracdo e menor variagao de Cu?" em relagio
ao Cd**, além da presenca de ligantes de Cu com parametros de complexagdo similares

durante o periodo estudado. Este também ¢ o primeiro trabalho feito em Barra Bonita
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quanto a caracterizagdo dos parametros de complexag¢do dos ligantes de Cu. Os
MAMM das microalgas e da agua do reservatorio contém ligantes de Cu com forga de
associacdo intermediaria a fraca, assim como os ligantes dissolvidos totais das coletas
sazonais. Portanto, os materiais excretados por microalgas dominantes no reservatorio
apresentaram caracteristicas semelhantes na complexagdo de Cu aos ligantes da fragdo
dissolvida da 4gua do reservatdrio, tanto totais quanto de alta massa molecular.
Enquanto ndo ¢ possivel concluir a dimensdao da contribui¢ao direta dos excretados
algais em relagdo a outras origens para os ligantes presentes no reservatorio, ficou clara
a demonstragdo da hipdtese deste trabalho. Esta demonstracao refere-se a verificagdo
do potencial dos excretados das espécies estudadas na associacdo a Cu, que
apresentaram ligantes de Cu com for¢ca de associacdo semelhante as forcas de
associacdo de ligantes dissolvidos na agua do reservatorio. Tanto nas andlises diretas
quanto na modelagem da especiacdo de dados de campo, tais ligantes foram os
principais responsaveis pela associacdo do Cu e provavelmente os controladores das
baixas concentra¢des de Cu”". Ainda, com o potencial de associagdo a Cu demonstrado
pelos MAMM das microalgas, ¢ sugerido que estes compostos, na maioria
polissacarideos, tenham um papel também importante no destino dos metais, quer seja a
degradagdo e consumo por heterotrofos, formagao de agregados e o carreamento do
excesso de metais para o sedimento. Os perfis das variaveis fisico-quimicas e a suposta
instabilidade e mistura frequentes da coluna d’agua no reservatorio apontaram um
contato também frequente com os materiais presentes no compartimento do sedimento,
importante por representar tanto um sumidouro como fonte de metais para a coluna
d’agua.

Foi demonstrada, portanto, a producdo e excrecdo de ligantes por populagdes
dominantes de microalgas, com um grande potencial de influéncia na
biodisponibilidade, especiagdo e mobilidade de metais, principalmente o Cu e outros de
comportamento quimico semelhante, e presentes na coluna d’agua do reservatorio de

Barra Bonita.
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6) CONCLUSOES

Na especiagdo quimica do Cd dissolvido, houve predominancia das
concentragdes i0nicas na agua do reservatério, enquanto a maioria do Cu dissolvido

estava associado a matéria organica.

A 4gua do reservatorio de Barra Bonita teve ligantes com forg¢a de associagdo
intermediaria a fraca para Cu, e com parametros de complexa¢ao semelhantes durante

todo o periodo estudado. Foi também verificada a auséncia de ligantes para Cd.

O modelo de especiagdo aplicado as concentragdes totais e parametros de

~ . . ~ + y .
complexagio dos ligantes de Cu reproduziu as concentragdes de Cu®* no reservatorio
de Barra Bonita, evidenciando a importancia destes ligantes, que representaram a maior

porcentagem da associagdo de Cu entre os compostos resultantes da modelagem.

Todos os MAMM estudados complexaram Cu. O Cd foi complexado somente

pelos MAMM procedentes da excregdo das algas cianoficeas.

A extensdo da complexa¢do de Cu e Cd pelos MAMM foi relacionada ao
conteudo de monossacarideos acidos, enquanto nao foi observada uma relacdo aparente
entre a composicdo dos elementos C, H, N e S e os pardmetros de complexacdo dos

metais.

Os MAMM excretados por microalgas dominantes no reservatdrio de Barra
Bonita complexaram Cu com forcas de associag@o intermediarias a fracas, assim como
os ligantes totais dissolvidos e os presentes nos MAMM do reservatorio, sugerindo que
as espécies estudadas t€ém um grande potencial de influéncia na dinamica de Cu e
outros metais de comportamento semelhante, nos processos de especiacdo e

complexacdo de metais na agua do reservatorio de Barra Bonita.
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