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RESUMO

ESPECIACAO DE METAIS E SUA INTERACAO COM A MATERIA ORGANICA
DISSOLVIDA EM UM RESERVATORIO ARTIFICIAL

A degradagdo ambiental de ecossistemas aquaticos estimula estudos sobre
interagbes envolvendo matéria organica dissolvida, metais trago e a biota aquatica.
O objetivo central desta pesquisa foi avaliar a especiacdo dos metais cadmio,
chumbo, cobre e zinco na agua de um reservatério sujeito a atividades antrdpicas.
Para tanto, escolheu-se o reservatério artificial de Barra Bonita (SP), um
ecossistema eutrofico e contaminado por residuos urbanos, industriais e agricolas.
Foram realizadas coletas de agua em trés pontos ao longo do reservatério
considerando a sazonalidade (inverno seco e verao chuvoso) durante 24 meses. As
amostras foram avaliadas quanto as espécies totais, dissolvidas, labil e livre dos
metais e quanto aos parametros de complexagdo (C. e logK'm) com ligantes
presentes na agua, competicdo entre cobre e zinco por ligantes, caracterizagao
fluorimétrica e parametros fisico-quimicos. Esses resultados revelaram um grau
elevado de deterioragcdo do reservatorio independente da localizagdo amostral e a
ordem das concentragdes total e dissolvida dos metais foi Zn>Cu>Pb>Cd. Em geral,
maior porcentagem dos metais cobre e zinco permaneceu complexado a fragao
dissolvida e chumbo associado ao material particulado. O uso do MinegL+ mostrou
que Zn** e Cd** dominaram a forma Iabil, enquanto cobre e chumbo permaneceram
associados a carbonatos. O aumento da concentracdo de metal total dissolvido
evidenciou um aumento de cobre e zinco complexados, Znlabil e Pblabil. Através da
analise de componentes principais identificaram-se influéncias sazonais das fontes
de aporte de metais para o reservatoério. Analise de competicdo entre os metais por
ligantes indicou que o cobre, previamente adicionado, afetou a especiacao do zinco.
No entanto, a prévia adicao de zinco indicou que houve complexacdo dos ligantes
antes disponiveis ao cobre, mas nao foram observadas diferencas na especiagao do
cobre. Devido a alta incidéncia de florescimentos de cianobactérias no reservatorio,
Cylindrospermopsis raciborskii foi isolada daquele ambiente e mantida no laboratério
para obtencio e estudo de seu excretado. Esse foi fracionado em diferentes massas
moleculares (>30 kDa; 30-10 kDa; 10-3 kDa) e posteriormente analisadas a
capacidade de complexagao (CC) com os quatro metais, composigao elementar (C,

H, N e S) e bioquimica, caracterizagcao fluorimétrica e competicdo entre os metais
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cobre e zinco, e cadmio e chumbo pelos ligantes. A caracterizagdo dos excretados
mostrou que na fragdo >30 kDa e 30-10 kDa prevaleceram altas concentragdes de
carboidratos em relacdo a proteinas e lipidios, entretanto na fracdo 10-3 kDa a
composi¢cao bioquimica foi similar. Analise fluorimétrica identificou picos
caracteristicos de materiais proteinaceos e material fitoplancténico (2 — 5 anéis
aromaticos). A interpretacdo dos resultados de C_ e logK'y. para as diferentes
fracdes moleculares dos excretados, indicou ampla diversidade na composigao
quimica dos ligantes que complexaram variadas concentragdes de metais com
diferentes afinidades. A partir da titulacdo de competicdo nos excretados conclui-se
que apenas na fracdo >30 kDa, tanto o cobre quanto o zinco previamente
adicionados, sdo complexados por ligantes antes disponiveis ao zinco e ao cobre,
respectivamente. Na fracdo 30-10 kDa, o chumbo, previamente adicionado, &
complexado por ligantes antes disponiveis ao cadmio, e em todas as fragdes nao foi

detectada CC para chumbo quando cadmio foi previamente adicionado.
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ABSTRACT

METAL SPECIATION AND INTERACTIONS WITH DISSOLVED ORGANIC
MATERIALS IN A ARTIFICIAL RESERVOIR

Environmental degradation of aquatic ecosystems stimulates investigations about the
interactions between dissolved organic matter, trace metals and the biota. This study
aimed to investigate the speciation of cadmium, copper, lead and zinc in a reservoir
subjected to antropic activities. To develop this study, we have chosen Barra Bonita
Reservoir (SP), an eutrophic and contaminated ecosystem that receives urban,
industrial and agricultural efluents. Water samples were obtained in three locations
within the reservoir considering local seasonality (dry winter and rainny summer)
during 24 months. The samples were analysed for total, total dissolved, labile and
ionic concentrations of the metals, as well as complexation parameters (C. e logK’wL)
and competition between copper and zinc for the ligands, fluorimetric
characterization, and physico-chemical parameters of the water. The results showed
a high degree of deterioration of the ecosystem. Independent of sampling location,
the concentration order for the metals was Zn>Cu>Pb>Cd (total and total dissolved).
In general copper and zinc remained as complexes in the dissolved fraction, while
lead was mostly associated with particulate materials. MinegL+ calculations showed
that Zn** and Cd** dominated the labile form, whereas copper and lead remained
associated with carbonates. The increased concentration of total dissolved metal
showed an increase of copper and zinc complexes, and labile form of zinc and lead.
Through principal component analysis (PCA), seasonal influences related to the main
sources of metals supply into the reservoir were identified. Metal competition analysis
showed that previously added copper affected zinc speciation. However, prior
addition of zinc indicated that this metal was complexed by the ligands that were
previously available to copper. Nevertheless, no differences were observed in copper
speciation. Because the resevoir is subject to intense and frequent cyanobacteria
blooms, Cylindrospermopsis raciborskii was isolated from that environment and
cultured in the laboratory to obtain its excreted materials. This excreted material was
then separated into three molecular weight fractions (> 30 kDa; 30-10 kDa; 10-3 kDa)
that were analyzed for complexation capacity (C. e logK’y.) with cadmium, copper,
lead and zinc, elemental (C, H, N and S) and biochemical composition, fluorescence

characteristics and competition for ligands between copper and zinc, and cadmium
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and lead. The results showed that the fraction >30 kDa and 30-10 kDa had high
carbohydrates contents, but low proteins and lipids, whereas for the 10-3 kDa
fraction no variation on the biochemical composition was obtained. Fluorescence
analysis showed peaks that define proteinaceous materials with 2 — 5 aromatic rings
ususally assigned to be of phytoplankton origin. The C, and logK'y. for the different
molecular weight fractions indicated a broad chemical diversity of the ligands that
had different affinities for the metals. Metal competition titrations on the excreted
material showed that it was only for the >30 kDa fraction that either previously added
copper or zinc were complexed by ligands previously available to zinc and copper,
respectively. In the 30-10 kDa fraction previously added lead, was complexed by
ligands that were available to cadmium. In all fractions no lead complexation

capacity was detected when cadmium had been previously added.
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APRESENTACAO

Esta pesquisa fundamenta-se na quimica analitica através da analise de
tragcos, e unindo-se aos fatores do ambiente, incorpora atributos da quimica
ambiental. Apresenta ainda uma vertente multidisciplinar ao considerar a biota
planctdnica fotossintetizante como agente efetivo e atuante na especiagdo dos
metais em ambientes aquaticos.

Atualmente a contaminacao de ecossistemas aquaticos localizados em areas
urbanas € ampla e apresenta multiplas faces, incluindo fontes pontuais e difusas,
industriais e agricolas, na maioria das vezes de carater crénico. E comum a
introdugdo de compostos orgéanicos sintéticos, aromaticos ou n&o, além de
compostos inorganicos, como os metais-trago. A contaminagdo advinda de aguas
residuarias, tais como efluentes de esgotos domésticos, que introduzem nutrientes e
grande variedade de compostos orgénicos em diferentes estagios de degradacéo,
constitui-se também em fonte de contaminagédo significativa para os ambientes
aquaticos. Esse tipo de contaminacao favorece florescimentos do fitoplancton,
principalmente microalgas e cianobactérias que, por sua vez, contribuem com o
acumulo de materiais organicos dissolvidos, nesse caso, recém produzidos. A
grande maioria dos estudos de especiacdo de metais considera, principalmente,
ambientes com carater oligo- ou mesotréfico e com uma variedade unica de
contaminagao, por exemplo, efluente doméstico ou industrial. Esta pesquisa se
distingue por ter a especiacdo de metais trago como seu eixo central, mas
considerando um ambiente sujeito ao efeito de grande variedade de contaminantes,
oriundos de esgoto doméstico e descartes industriais e agricolas, ja que os afluentes
do ambiente escolhido (Reservatério de Barra Bonita, SP) passam, principalmente,
pelo municipio de Sao Paulo (Brasil), recebendo alta carga poluidora.

Compreender a dindmica dos metais trago cadmio, chumbo, cobre e zinco,
importantes contaminantes de origem industrial, em um ambiente com fontes de
poluicdo tao diversas e ainda recebendo da biota plancténica fotossintetizante
quantidade significativa de materiais organicos recentes, consiste em um desafio
que requer pericia e, principalmente, habilidade de interpretacao dos resultados.

Os ambientes aquaticos contaminados e eutroficos sdo normalmente
caracterizados por ampla diversidade de materais organicos como substancias
hamicas mais refratarias e materiais recém produzidos pelo fitoplancton, de carater

mais labil. Por ser pouco conhecido o papel desse material orgénico recente para o
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ambiente, tanto em relagdo a labilidade microbiologica, quanto em relagdo ao seu
efeito sobre a especiagdo dos metais e labilidade dos complexos formados, a
extrapolacdo dos resultados de laboratério torna-se desafiadora. Procurando
compreender como a matéria organica dissolvida (MOD) excretada pelo fitoplancton
contribui para a especiagcao dos metais, essa interagao foi analisada em laboratério,
assim como a composicdo bioquimica desses compostos. Os resultados sao
discutidos a luz das interacbes dos materiais orgénicos dissolvidos (humicos e
recentes) com os metais estudados.

Assim, para o desenvolvimento desta pesquisa, delineou-se um objetivo
central, o de analisar a especiagao dos metais trago cadmio, chumbo, cobre e zinco
considerando a relagdo desses elementos com a MOD do reservatério e também
com os excretados produzidos por uma cianobactéria comumente presente nos
multiplos florescimentos anuais que ocorrem no ambiente estudado. Para melhor

organizacao, esta tese foi divida em dois capitulos:

Capitulo 1: Especiagdo dos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo nas aguas do

Reservatoério de Barra Bonita (SP).

Capitulo 2: Caracterizagdo e capacidade de complexagdo dos excretados de

Cylindrospermopsis raciborskii frente aos metais Cu, Zn, Cd e Pb.



CAPITULO 1:

ESPECIACAO DOS METAIS COBRE, ZINCO, CADMIO E CHUMBO

NAS AGUAS DO RESERVATORIO DE BARRA BONITA (SP)



Introdugao Capitulo 1

1 INTRODUCAO

O crescimento populacional aliado ao acelerado processo de urbanizacdo e
industrializagdo, bem como de atividades agricolas, aumentam os riscos de
contaminagao dos ambientes aquaticos (LIU et al., 2009), que vém sofrendo um
continuo processo de degradacdo ambiental. Essa degradacao altera a qualidade da
agua que, consequentemente, pode modificar a estrutura das comunidades
aquaticas, assim como contribuir para o aumento da concentracdo de ions metalicos
ao corpo hidrico (MILESI et al.,, 2008). A toxicidade de espécies metalicas
dissolvidas para organismos aquaticos é relacionada a capacidade dessa espécie
em atravessar membranas bioldgicas e interagir com sitios celulares importantes
(FLORENCE, 1982; TEMPLETON et al., 2000).

Fontes naturais de metais em corpos aquaticos incluem o desgaste de rochas
e solos através de intemperismo, assim como a acao direta dos corpos aquaticos
sobre os solos e rochas (SCHEFFER, 2006). Fontes pontuais de contaminagéo por
metais trago sao intensas em regides industrializadas e urbanizadas, além da
contribuicdo difusa em areas agricolas (MILESI et al., 2008). As origens principais
dos contaminantes ambientais sao fertilizantes, pesticidas, emissdes veiculares e
residuos organicos e inorganicos (KAPLAN et al., 1988; MILESI et al., 2008). Esses
contaminantes sao transportados de um lugar para outro por via aérea ou através de
precipitacdes umidas (BAIRD, 2002; TOWN e FILELLA, 2002).

A agua é um recurso vital indispensavel a sociedade e ao ambiente, por isso
sua qualidade, que pode ser representada por caracteristicas intrinsecas de
natureza fisica, quimica e biolégica, assume grande importancia na atualidade
(ROSINI et al., 2006).

Dada a importancia dos ambientes aquaticos, esfor¢cos tém sido feitos para a
regulamentacgao e limitacdo da degradacéo desses ecossistemas. Muitas legislacoes
reqguladoras de concentragdes de metais em descartes urbanos sao baseadas no
uso da concentracao total. No entanto, muitos pesquisadores condenam esta
abordagem. Florence (1982) defende que o uso da concentracao total de metais néao
fornece informacdes sobre sua biodisponibilidade ou sua interagcdo com sedimento e
material particulado, e uma vez presente no ambiente, seu potencial téxico é
controlado por sua forma fisico-quimica. Buffle e Tercier-Waeber (2005) completam
afirmando que ao determinar apenas a concentragdo total ndo sao obtidas

informagdes sobre o impacto ecotoxicolégico e o destino dos metais trago para a

4



Introdugao Capitulo 1

biota aquatica. Nos Estados Unidos, os padroes de qualidade da agua sao baseados
na concentracdo soluvel do metal e ndo na sua concentragdo total (ALLEN e
HANSEN, 1996; U.S.EPA, 1996). No Brasil, o CONAMA, Conselho Nacional do Meio
Ambiente, 6rgao oficial responsavel pelo estabelecimento das normas e padrdes
relativos ao controle de qualidade ambiental, estabeleceu a concentragdo soluvel
dos metais cobre e ferro na coluna d’agua como base para o padrao de qualidade da
agua, embora para outros metais (e.g., cadmio, chumbo, zinco e arsénio), os
padrées de qualidade ainda sdo fundamentados na concentracéo total (CONAMA,
2005). Ainda assim, as resolugdes estabelecidas pelo CONAMA sao instrumentos
normativos importantes para a gestdo ambiental em busca do desenvolvimento
sustentavel (ROSINI et al., 2006).

1.1 Importancia dos metais traco cobre, zinco, cadmio e chumbo

Em adicdo aos nutrientes majoritarios, certos elementos tragco sao usados
como micronutrientes pela biota, influenciando a produtividade e composicdo de
espécies em ambientes aquaticos. Para as microalgas e cianobactérias, ions
metalicos essenciais como o cobre, zinco, ferro e manganés sao requeridos para o
perfeito funcionamento de diversos processos metabdlicos, que sdo cuidadosamente
regulados pela célula. Outros elementos, tais como o chumbo, mercurio e arsénio,
nao tém fungao biolégica conhecida e atuam como agentes toxicos (KNAUER et al.,
1997, 1998). Para os elementos trago ha uma limitada faixa de concentragcédo entre
niveis essenciais e toxicos (FLORENCE, 1982) e muitos desses efeitos dependem
da forma em que os elementos estao presentes (TEMPLETON et al., 2000; WORMS
et al., 2006). Portanto, os elementos trago apresentam potencial risco ambiental,
quer em razao do seu uso intenso, toxicidade e/ou distribuicdo (BAIRD, 2002;
FLORENCE, 1982; TOWN e FILELLA, 2002).

A escolha dos metais para realizagdo deste trabalho foi criteriosa. Cobre e
zinco sao micronutrientes essenciais para organismos aquaticos, porém em
concentragdes pouco acima das usualmente encontradas, por exemplo, 10 mol L™
(SANTOS et al., 2008), sédo téxicos (MEYLAN et al., 2003; TEMPLETON et al.,
2000). Segundo Lorenzo et al. (2007), cobre & considerado um dos metais mais
téxicos para organismos aquaticos, especialmente para o fitoplancton. Cadmio e
chumbo podem inibir o crescimento ou provocar a morte dos organismos (BUFFLE e
TERCIER-WAEBER, 2005; FLORENCE, 1982). Além disso, de acordo com
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Santana-Casiano et al. (1995), o chumbo €& conhecido por substituir nutrientes
metalicos nos sitios de coordenagdo de moléculas biologicas, alterando o

funcionamento metabdlico natural.

1.2 Especiacdo de metais nos ambientes aquaticos

Existe uma grande variedade de espécies quimicas de metais trago em aguas
naturais, das quais nem todas sdo igualmente toxicas ou biodisponiveis
(TEMPLETON et al., 2000; WARREN e HAAK 2001). As associagdes de metais sao
dinamicas e reversiveis, refletidas pelas mudancas nas condigdes fisico-quimicas do
ambiente (WARREN e HAAK 2001). Diversos autores destacam a importancia de
estudos de especiagao de metais. Em aguas naturais As (lll) e As (V) sdo toxicos e
as formas metiladas, monometilarsenato e dimetilarsenato, sdo cerca de 100 vezes
menos toxicas que as formas inorganicas (DE CARVALHO et al., 2004). Cromo (lll)
€ um elemento trago essencial envolvido com o metabolismo da glicose, lipidios e
proteinas, enquanto Cr (VI) & téxico para os sistemas biolégicos (KOTAS e
STASICKA, 2000).

Estudos com o fitoplancton sao particularmente importantes, pois a relacéo
entre esses organismos e os metais é direta, ou seja, ocorre através da parede
celular. Além disso, o fitoplancton constitui a base de cadeias alimentares,
suportanto toda a teia tréfica nos ambientes aquaticos. Lombardi et al. (2007)
observaram que a toxicidade do cobre para algas esta fortemente relacionada com a
concentracao de ions livre. Meylan et al. (2004) avaliaram a bioacumulagao de cobre
e zinco por algas em resposta a diferentes concentragdes desses elementos e
concluiram que a bioacumulagcdo de zinco variou em funcdo da concentracdo do
metal livre, enquanto a bioacumulacédo do cobre foi controlada tanto por complexos
fracos, incluindo complexos inorganicos, como também por ions livre.

A analise de especiacdo consiste na identificacdo e determinacdo de
diferentes formas e espécies em que o elemento esta presente na agua. A
especiacao pode ser classificada em fisica e quimica. A especiagao fisica distingue
o metal entre a fragdo dissolvida e particulada, enquanto a especiacdo quimica
avalia a distribuicdo do metal entre as formas complexada ou nao-complexada e
entre diferentes estados de oxidagdo (TWISS et al., 2000). Dessa forma, a

especiagdo dos elementos relaciona-se diretamente com o transporte,
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biodisponibilidade e, consequentemente, sua toxicidade (BATLEY et al., 2004;
TEMPLETON et al., 2000; TWISS et al., 2001).

Uma caracteristica importante da contaminagao por metais nos ecossistemas
aquaticos € que esses elementos ndo sado biodegradaveis e, portanto, acumulam-se
no ambiente (FLORENCE, 1982). Geralmente os metais atingem o ecossistema
aquatico através de uma contaminagao crénica e uma vez presente, o potencial
toxico & controlado por sua especiagao (FLORENCE, 1982), cujos efeitos na biota
sdo sentidos ao longo do tempo (TOWN e FILELLA, 2002).

A distribuicdo de metais na coluna d’agua é influenciada por diversos
fendbmenos fisico-quimicos tais como complexacdo por ligantes organicos e
inorganicos, dessorgdo, precipitagdo, redissolugdo, adsor¢cdo por oxi-hidroxidos
metalicos e argilominerais, além das reagdes de troca que ocorrem na interface
agua-sedimento (SCHEFFER et al.,, 2007). Microrganismos aquaticos,
principalmente as algas, controlam a concentragao de diversos elementos trago para
alguns corpos aquaticos e tém importante papel no carreamento do metal trago da
superficie para o sedimento (KNAUER, 1996). A FIGURA 1.1 representa, de maneira
resumida, as reagdes de metais com os diferentes constituintes presentes no

ambiente aquatico.
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FIGURA 1.1 Esquema representativo das reacdes de metais com diferentes constituintes no
ambiente aquatico. Adaptado a partir de BUFFLE, 1988.

Em ambientes aquaticos os metais podem ser complexados por diversas

espécies quimicas como anions inorganicos (HCOs, COs*, SO4%, HS", CI, OH),
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ligantes organicos (aminoacidos, carboidratos, acidos humicos e fulvicos) e
particulas (6xidos de Fe e Mn, material biol6égico) (ALLEN e HANSEN, 1996; TWISS
et al., 2000, 2001). A separagao das fragcdes dissolvida e particulada é operacional e
dependente das condicbes de fracionamento e/ou filtracdo. O termo material
particulado refere-se aos materiais agregados maiores do que o didmetro do poro
usado no processo de fracionamento, incluindo componentes bidticos e abidticos
(FLORENCE, 1982; PERDUE e RITCHIE, 2003; TEMPLETON et al., 2000). Na
maioria dos sistemas, o material particulado em suspensio caracteriza-se pela
grande diversidade de composigao e representa algumas combinagdes de materiais
inorganicos como argila, oxi-hidroxidos metalicos e matéria organica (MO), incluindo
organismos vivos e detritos, além de particulas inorganicas recobertas pela MO
(SIGG, 1998; STUMM e MORGAN, 1996). Segundo Florence (1982), “filtravel” é o
termo apropriado para a fracdo dissolvida, uma vez que coloides também sao
contabilizados. A fracao labil, presente na fase dissolvida, corresponde a soma de
ions metalicos hidratados, associados a complexos fracos e adsorvidos fracamente
nas particulas coloidais (LENOBLE et al., 2008). A concentragdo do metal livre (ion
hidratado) € regulada pela concentragao de ligantes em solugao e pela complexagao
dos ligantes inorganicos e organicos nas particulas superficiais (KNAUER, 1996).

A biodisponibilidade e a toxicidade de ions metalicos para organismos
aquaticos relacionam-se com a concentracdo de ions hidratados livre e complexos
fracos presentes na fragdo dissolvida (LOMBARDI et al., 2007). Entretanto, a
especiagao dos elementos em solugdo € predominantemente controlada pelas
interagbes com sitios de coordenacgéo ativos da matéria organica dissolvida (MOD).
Na maioria dos casos, interacbes de metais com a MOD, complexos fortes e
espécies associadas ao material particulado em suspensdao sdo de baixa ou
nenhuma toxicidade (ALLEN e HANSEN, 1996; LOUIS et al., 2008). Além disso,
variagdes sazonais na produgao primaria, concentracdo, pH e variacbes nas
condigdes fisico-quimicas influenciam a ligagdo dos elementos trago com o material
particulado e ligantes na fracdo dissolvida, afetando diretamente sua
biodisponibilidade e toxicidade (GUNDERSEN e STEINNES, 2003; TEMPLETON et
al., 2000). De acordo com Allen e Hansen (1996) e Florence (1986) estudos de
toxicidade de metais para organismos aquaticos mostram que além do metal livre
(Cu?*), cobre presente na forma de CuOH* e CuCl, sdo formas toxicas. Lalah e

Wandiga (2007) e Xue e Sigg (1998) estudaram a complexacao de cobre e cadmio
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pela MOD em ambientes aquaticos e, segundo os autores, o estudo da especiagao
foi imprescindivel para avaliar a toxicidade dos metais para o ecossistema. Kozelka
et al. (1997) avaliaram a especiagdo do chumbo e concluiram que 98% do metal
estava associado ao material particulado e apenas 2% estava complexado por
ligantes organicos, o que resultou na reducdo da concentragdo de Pb?* (107? mol L~
1)_

Nos ambientes aquaticos observa-se uma capacidade de tamponamento da
concentragdo de metais, reduzindo (ou alterando) seus efeitos toxicos. Isso ocorre
devido a presenca de ligantes naturais, que complexam os metais com diferentes
labilidades relativas (ROCHA e ROSA, 2003). Devido a natureza hidrofilica e
elevada massa molecular da MOD natural, seus complexos metalicos tornam-se
menos biodisponiveis e, consequentemente, menos toxicos. Isso ocorre porque
encontram dificuldades de penetracdo através das membranas celulares do
fitoplancton, primeiro nivel tréfico de cadeias alimentares aquaticas (LORENZO et
al., 2007).

Nos ambientes aquaticos, a MO esta presente como moléculas dissolvidas,
coloides e particulas (PERDUE e RITCHIE, 2003). Assim como a fragao dissolvida
dos metais, a MOD natural também é operacionalmente definida, e de acordo com a
maioria dos trabalhos da literatura, € considerada como a fracdo da MO que
atravessa uma membrana de 0,45 ou 0,22 ym de didmetro de poro. A MOD é
resultante de uma mistura complexa de compostos organicos, cada qual com uma
composicao elementar, massa molecular e propriedades fisico-quimicas distintas,
que dependem da idade e origem do material constituinte (LENOBLE et al., 2008;
PERDUE e RITCHIE, 2003). Cerca de 20% da MOD consiste de compostos
organicos com estruturas quimicas definidas, tais como carboidratos, aminoacidos e
hidrocarbonetos (ROSA et al., 2007). Os 80% restantes correspondem a MO
detritica, pertencentes a um grupo de estrutura quimica indefinida (ROSA et al.,
2007), com tempo de residéncia mais longo no ambiente e relativamente resistente a
degradagao, podendo ser referida como matéria organica quasi-refrataria (BUFFLE,
1988). Os principais constituintes dessa MOD e globalmente distribuidos nos
ambientes aquaticos e terrestres sdo definidos operacionalmente como substancias
hamicas (SH).

As substancias humicas sdo formadas por processos fisico-quimicos e

microbiolégicos, incluindo a decomposig¢ao de residuos de plantas e animais, sendo
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constituidas por uma grande variedade de estruturas alifaticas e aromaticas
(ROCHA e ROSA 2003; ROSA et al., 2007). O alto teor de grupos funcionais
contendo oxigénio na forma de carboxilas, hidroxilas fenélicas e carbonilas conferem
as SH um papel importante na reatividade e transporte de espécies organicas e
inorganicas. A alta capacidade complexante das substancias humicas aquaticas
(SHA) pode alterar a biodisponibilidade e os efeitos toxicos de metais nos
ecossistemas aquaticos. Os complexos formados entre SHA e espécies metalicas
possuem diferentes estabilidades, as quais sdo dependentes do pH, numero de
atomos envolvidos na ligagdo com o metal, a natureza e a concentracédo do ion
metalico, forca ibnica, caracteristicas e concentragdo da SHA e tempo de
complexacéo (ARAUJO et al., 2002; BUFFLE, 1988; ROSA et al., 2007).

Em &guas naturais, a capacidade dos ligantes antrdpicos e naturais em
complexar metais e alterar seus efeitos toxicos, atribui-se o termo capacidade de
complexacado da agua (CC) (FLORENCE, 1986). A CC é, portanto, um importante
parametro de qualidade da agua. Conceitualmente é definida como a concentragao
do ion metalico, que pode ser adicionado a um corpo aquatico sem que a espécie
idnica seja predominante (FLORENCE, 1986) ou, segundo Neubecker e Allen (1983)
como a concentragao total de ligantes disponiveis para complexagao.

Tem sido demonstrado que os complexos metalicos formados entre a MOD e
os ions metalicos ocorrem na razdo 1:1 (LORENZO et al., 2007; XUE e SIGG, 1998;
XUE et al., 1995) e 2:1 (ACHTERBERG et al., 1997). No entanto, qual é de fato a
quantidade de sitios disponiveis para os metais e suas respectivas forcas de
associacdo com a MOD, é ainda incerto na literatura. A partir de titulagdes da
amostra de agua, os parametros de complexacgao, isto é, a concentragao de ligantes
disponiveis (C.) e a constante de estabilidade condicional do complexo metal-ligante
(K’mL), podem ser obtidos. Para tanto, modelos envolvendo linearizagao e relagoes

de balango de massas séo usados (RUZIC, 1982).

1.3 Técnicas analiticas empregadas no estudo da especiacdo de metais

Estudos de especiagao de metais trago requerem o uso de técnicas analiticas
capazes de detectar baixas concentracbes dos elementos, uma vez que
naturalmente estdo presentes em concentragdes diminutas, e estas ainda serao
fracionadas durante o estudo. Para o sucesso da analise quimica, a escolha de uma

técnica analitica para determinagdo de metais trago requer um claro entendimento
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sobre as capacidades e as limitacbes das diferentes opcdes disponiveis
(VANDERCASTEELE e BLOCK, 1993). E imprescindivel que a amostragem,
transporte, armazenamento e preparo da amostra sejam cautelosos e considerados
como a primeira etapa da analise quimica, no sentido da preservacao e cuidados
com contaminagdo. Em analise de tragcos, a contaminagdo pode assumir uma
grande propor¢ao da concentragao total dos metais presentes na amostra. A escolha
do método de preparo da amostra e do equipamento a ser utilizado para
quantificacao final dependera de uma série de fatores, tais como: disponibilidade,
adaptabilidade, tempo de analise, custos envolvidos, seletividade ou especificidade,
faixa linear, repetibilidade, reprodutibilidade, sensibilidade, exatiddo, precisao,
robustez, limites de detecgao e quantificagdo, dentre outros (SKOOG et al., 2002).

Diversos métodos sao disponiveis para estudos de especiacdo de metais,
dentre eles, cita-se os métodos eletroquimicos (redissolu¢gdo anddica, catddica e
potenciometria), além de determinagcdes analiticas apds procedimentos de
separagao baseados em troca iGnica, competicdo por ligantes, extracdo liquida,
dialise, ultrafiltragédo, dentre outros (OMANOVIC et al., 1996).

Técnicas eletroanaliticas sdo extensivamente usadas em estudos de aguas
naturais (WANG e CHAKRABARTI, 2008), pois sao consideradas técnicas simples e
de baixo custo. A titulacdo potenciométrica, que mede a concentracido do ion
hidratado livre em solugdo, espécie relevante nos estudos de toxicidade
(PICKERING, 2002) também € uma técnica usada com frequéncia em estudos de
especiacdo de metais (LOMBARDI et al., 2007; RODGHER et al., 2008; XUE e
SIGG, 1999). Diversos tipos de eletrodos seletivos (ISE) s&o comercializados para
deteccdo de ions especificos como, por exemplo, aos cations H*, Na*, K*, Ca®,
Cd?*, Cu** e Pb* ou anions F, CI', Br, I, NOs e CN (PICKERING, 2002). O limite
de deteccdo para a maioria dos eletrodos varia de 102 a 10”7 mol L™ (BATLEY et al.,
2004). No entanto, principios dindmicos tais como o emprego de tampdes metalicos
tém sido aplicados e contribuem para a obtencdo de melhores limites de detecgao
chegando a 10" mol L™ para eletrodos de cobre (AVDEEF et al., 1983) e cadmio
(BAKKER e PRETSCH, 2005).

A voltametria compreende um grupo de métodos eletroanaliticos nos quais a
informagéo sobre o analito € obtida através de medidas de corrente em funcéo do
potencial aplicado e em condigdes que estimulam a polarizacdo de um eletrodo

indicador ou de trabalho (SKOOG et al., 2002). A polarografia, um tipo particular de
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voltametria, é caracterizada pela utilizagcdo de um eletrodo de trabalho que tem a
forma de um eletrodo gotejante de mercurio (SKOOG et al., 2002). Dentre as
técnicas voltamétricas empregadas para a determinacéo da especiagdo de metais
em aguas naturais, as principais sao a voltametria de redissolugdo anddica (DPASV)
e a voltametria de redissolucéo catédica (DPCSV), ambas de pulso diferencial, que
exibem seletividade para espécies labeis. Muitas sdo as vantagens dessa técnica,
dentre as quais pode-se citar a grande variedade de elementos passiveis de
determinacao (mais de 30) e a inser¢do de uma etapa de pré-concentracédo quando
o analito estiver presente em concentracdes proximas de 10°-10"% mol L™
(PICKERING, 2002). A DPASV, usada na analise de especiagao deste trabalho,
alcanca limites de deteccdo compativeis com a concentragdo de metais
normalmente encontrada nos ecossistemas aquaticos, ou seja, concentragdes totais
inferiores a 107—10® mol L (SKOOG et al., 2002), chegando at¢ 10™"" mol L
(BUFFLE e TERCIER-WAEBER, 2005; FLORENCE, 1982).

A principal vantagem da voltametria em relagdo as outras técnicas é a
possibilidade de analise da amostra com pouca ou nenhuma etapa de extragcao e/ou
separacao (FLORENCE, 1982). Tais etapas aumentam os riscos de contaminagao e
de alteracdo das espécies quimicas presentes, além daquelas ja introduzidas
através do processo amostral. Consequentemente, desvios na concentragdo dos
elementos e, portanto, erros na exatiddo da determinagcdo da concentragcdo dos
metais sdo gerados. Essa técnica é capaz de fornecer dados quantitativos com os
limites de detecgao necessarios e elevada sensibilidade analitica (BRULAND et al.,
2000; FLORENCE, 1986), além de apresentar boa correlagdo com a disponibilidade
biolégica da espécie metalica (SIGG et al.,, 2006; XUE e SIGG, 1998). Além da
concentracao total e total dissolvida, a DPASV é uma técnica capaz de reconhecer o
metal complexado pela medida direta da fragcao labil (TONIETTO, 2006; TONIETTO
e GRASSI, submetido).

Para determinar a concentracdo de metais através da técnica de gradiente
difusivo em filmes finos (DGT), as espécies metalicas presentes em aguas naturais
sofrem difusdo através de um gel (DAVISON e ZHANG, 1994). A técnica difusiva de
equilibrio em filme fino (DET) e a técnica de membrana Donnan (DMT) s&o
baseadas na difusdo do metal através de uma membrana. A técnica de

microeletrodo integrado a gel (GIME) é caracterizada pelo tempo de acumulo do
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metal em um eletrodo, ou pelo tempo de acumulo do metal em uma resina apos
processo de difusdo em gel (DGT) (VAN LEEUWEN et al., 2005).

Técnicas espectroanaliticas, como a espectrometria de absor¢ao atbmica com
forno de grafite (GFAAS) e a espectrometria de massa com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS), possuem baixo limite de deteccdo e sao amplamente
utilizadas para analise de metais trago em aguas (PESAVENTO et al., 2009). A
espectrometria de absorcdo atdmica com chama (FAAS) e a GFAAS sao técnicas
monoelementares e de facil operagao. Estas técnicas caracterizam-se pelo mesmo
tipo de instrumentacao, diferindo no tipo de atomizador, sendo uma chama para
FAAS e um tubo de grafite pirolitico para GFAAS. Na FAAS dois fatores afetam
negativamente a sensibilidade da técnica, grande parte da amostra introduzida é
perdida devido ao ineficiente processo de nebulizacdo e o tempo médio de
residéncia dos atomos gasosos na regido de observagao é baixo, por isso € uma
técnica ideal para a determinagao de concentragdes da ordem de 10°-10" mol L.
No entanto, a GFAAS apresenta limites de deteccdo da ordem de 10°-107"° mol L™,
A espectrometria de emissao optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES)
e a ICP-MS séao técnicas multielementares, sendo a primeira capaz de determinar
mais de 70 elementos e a segunda, no modo qualitativo de analise, capaz de
estimar praticamente toda a tabela periddica. A ICP OES pode ser empregada com
configuragéo radial ou axial, e dependendo do arranjo instrumental, assim como a
ICP-MS, pode chegar a limites de detecgdo na ordem de 10°-10"° mol L™, porém
determinagdes nas faixas de 10°=10" mol L™ sdo mais frequentes (ROSINI et al.,
2006).

Nos estudos de especiagdo € comum o emprego de varias técnicas, cada
qual para a determinacdo de espécies distintas do metal de interesse. Wang e
Chakrabarti (2008) realizaram analise da especiagdo de cobre em aguas naturais
utilizando DPASYV aliada a técnica de troca por ligante de competicdo (CLE-DPASV)
e ICP-MS para determinar a concentracdo total. Meylan et al. (2003, 2004)
determinaram as concentragcbes de cobre e zinco em aguas naturais sendo que a
fracdo dissolvida foi determinada por ICP-MS, enquanto a fracdo labil de zinco
através da troca com EDTA por DPASV e o cobre labil através da troca com catecol
por DPCSV. Twiss e Moffett (2002) utilizaram o DGT para avaliar a concentracéo de
cobre em locais com diferentes graus de poluicdo. Fontenele et al. (2009)

investigaram a determinagado de cobre, cadmio e chumbo nas aguas de chuva da
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cidade de Sao Paulo utilizando a DPASV e obtiveram limites de detecgao de 7,8. 10
® mol L™ (Cu), 1,9.10° mol L' (Pb) e 8,9.10"" mol L™ (Cd).

Com base nos aspectos apresentados, nota-se que as diversas técnicas
apresentam peculiaridades distintas, o que pode resultar em interpretacdes distintas.
Apesar disso, tem-se demonstrado que a toxicidade dos metais € reduzida em
funcdo da formagéo de precipitados e complexos com ligantes organicos naturais.
Assim, as informagbes geradas neste trabalho representam uma importante
contribuigdo para pesquisas relacionadas ao ambiente e para a gestdo de
ecossistemas aquaticos, evidenciando como a especiagao quimica de metais pode
ser utilizada no estabelecimento e aprimoramento dos padrdes de qualidade desses

ambientes.
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2 OBJETIVOS

Esta parte do estudo teve como objetivo principal avaliar a especiagdo dos
metais cobre, zinco, cadmio e chumbo nas aguas do Reservatério de Barra Bonita
(SP), assim como avaliar a interacdo desses quatro metais com a MOD. Para isso,

0s seguintes objetivos especificos foram propostos:

i. Verificar o efeito da sazonalidade (inverno seco e verdo chuvoso) na
especiacao e capacidade de complexagdo (CC) dos metais cobre, zinco,

cadmio e chumbo;

ii. Caracterizar o corpo aquatico estudado, através de coletas sazonais,
abrangendo parametros fisico-quimicos que avaliam a qualidade da agua e

sao relevantes a especiacdo dos metais;

iii. Caracterizar a MOD através de fluorescéncia de emissdo e de excitagao

sincronizada;

iv.  Avaliar a competicdo entre os metais cobre e zinco por ligantes nas amostras

de agua do reservatorio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de estudo

O local de estudo e amostragem foi o Reservatério de Barra Bonita (FIGURA
3.1), que esta localizado na Bacia do Médio Tieté, na regido central do Estado de
Sao Paulo (PANHOTA et al., 2007), entre os municipios de Igaragu e Barra Bonita
(22°29’ a 22°44’S e 48°10’ a 48°34’0), a uma altitude de 430 m (DELLAMANO-
OLIVEIRA et al., 2007). A barragem foi construida em 1963, e faz parte do complexo
de seis barragens do rio Tieté. O reservatério € formado a partir do represamento
dos rios Tieté e Piracicaba e recebe cerca de 114 tributarios. Este reservatério tem
capacidade para armazenar 3,16x10° m® de agua, em 324,84 km? de area inundada,
num comprimento de 480m e perimetro de 525 km. Apresenta profundidade média
de 10,2 m e maxima de 25 m (DELLAMANO-OLIVEIRA et al., 2007; MATSUMURA-
TUNDISI e TUNDISI, 2005), sendo considerado um dos mais profundos do Estado
de Sao Paulo (CALIJURI e DOS SANTOS, 1996).

Construido inicialmente para a producdo de energia elétrica, atualmente é
utilizado também para transporte fluvial (Hidrovia Tieté-Parana), irrigagcéo, turismo,
lazer, pesca, abastecimento urbano e suporte ao desenvolvimento industrial da
regiao (PRADO e NOVO, 2007; TUNDISI et al., 2008).

A bacia hidrografica de contribuicdo para o Reservatorio de Barra Bonita é
constituida por parte das bacias hidrograficas Piracicaba/Capivari/Jundiai (BHPCJ) e
Tieté/Sorocaba (BHTS), trata-se de uma das regides mais populosas e
desenvolvidas do interior do Estado de Sdo Paulo, concentrando cerca de 16% de
sua populagdo. Os problemas referentes a qualidade da agua advindos do uso e
cobertura da terra sao bastante representativos da realidade de toda a extensao da
BHPCJ e BHTS (PRADO e NOVO, 2007).

Este reservatério esta situado geograficamente numa area de transi¢cao entre
climas tropicais e subtropicais, com estacbes chuvosas de outubro a fevereiro
(primavera/verao) e estagbes secas de margo a setembro (outono/inverno)
(PANHOTA et al., 2007; TUNDISI et al., 2008). Durante o verao (estagao chuvosa) o
fluxo de agua é de aproximadamente 1500 m* s™ e no inverno (estacdo seca) é de
200 m*> s (MATSUMURA-TUNDISI e TUNDISI, 2005). A direcdo dos ventos
coincide com o eixo longitudinal do reservatério, predominando os ventos leste e

sudeste de acordo com dados fornecidos pela AES Tieté - UHE Barra Bonita
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(VIEIRA et al.,, 2008). O tempo médio de retencao do reservatério é dado
principalmente pelo fluxo de agua, sendo no inverno de 90 - 150 dias e no verdo de
30 - 75 dias (DELLAMANO-OLIVEIRA et al., 2008; TUNDISI et al., 2008).

As rochas predominantes nessa regiao sao basalticas (CALIJURI et al., 2002;
FIORIO e DEMATTE, 2009) e a drenagem de Barra Bonita é predominantemente
constituida por latossolo roxo (CALIJURI et al., 2002). A vegetagcdo nessa regido é
constituida por monocultura de cana-de-agucar (CALIJURI et al., 2002; PRADO et
al., 2007). A FIGURA 3.1 mostra a localizagdo geografica do local de estudo, onde

foram realizadas as amostragens.

Rio Piracicaba

Rio Tieté

0 750 km
e

L %9

FIGURA 3.1 Localizagdo geografica do Reservatério de Barra Bonita (SP) ilustrando os pontos de
coleta.

Coletaram-se amostras de agua superficial nos trés pontos ao longo do
reservatorio (FIGURA 3.1), nos meses de agosto de 2007, novembro de 2007, julho
de 2008 e janeiro de 2009. Como mostra a FIGURA 3.1, o ponto 1 (22°37.167°'S e
48°20.326’'0) localiza-se na jungao dos rios Tieté e Piracicaba, sendo portanto o
ponto amostral de maior influéncia quanto a contribuicdo antrépica dos afluentes. O
ponto 2 (22°35.442'S e 48°22.469'0) esta localizado préximo ao centro do
reservatorio, onde provavelmente ja se completa a mistura das aguas dos principais
afluentes. O ponto 3 (22°32.857’S e 48°29.124°0) situa-se no final do reservatdrio, a

cerca de 3 km da barragem, area de menor agitacéo no reservatorio.
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Localizado a 300 km da cidade de Sao Paulo, o Reservatério de Barra Bonita
estd inserido na regido mais populosa e industrializada da América Latina
(FONTENELE et al., 2009) e recebe altas cargas de descartes industriais,
domésticos e efluentes agricolas (SOTERO-SANTOS et al., 2006). E considerado
um ecossistema polimitico, eutréfico (CETESB, 2007, 2008), onde as altas
concentracdes de nutrientes contribuem para o desenvolvimento de constantes
floragdes do fitoplancton (DELLAMANO-OLIVEIRA et al., 2007; VIEIRA et al., 2008),
que estdo associadas a ocorréncia de toxicidade nas aguas do reservatoério
(CETESB, 2008).

3.2 Técnicas limpas

Devido as baixas concentracbes dos metais trago encontrados em
ambientes aquaticos naturais, procedimentos foram adotados para evitar
contaminagdes originadas durante as etapas de coleta, preservagao e analise. Desta
forma foram empregados procedimentos fundamentados no uso de técnicas limpas
(BENOIT et al., 1997; CAMPOS et al.,, 2002) em todas as etapas envolvidas na
realizacao deste trabalho.

Em todo o manuseio dos materiais, reagentes e amostras foram utilizadas
luvas cirurgicas descartaveis (sem talco) e bandejas plasticas, previamente lavadas,
evitando-se o contato direto de qualquer material com a bancada.

Todo material empregado na coleta, preservagao e analise, foi lavado com
agua corrente e detergente comercial incolor, com o objetivo de remover residuos
organicos. Em seguida, foram enxaguados e deixados em banho de detergente
comercial 5% (V/V) durante uma semana. Apos este periodo, os materiais foram
retirados do banho de detergente e enxaguados trés vezes com agua de torneira e
trés vezes com agua destilada. Em seguida, foram imersos em banho de HNO; 0,1
mol L™ (J.T.Baker, Mallinckrodt Baker, México) por, no minimo, uma semana.
Finalmente, os materiais foram retirados do banho de acido e enxaguados trés
vezes com agua destilada e deionizada (Barnstead International, Dubuque, lowa,
USA). Tanto o banho de detergente quanto o de acido foram preparados em
recipientes plasticos com tampa. Todos os materiais foram inteiramente imersos nos
banhos, pois a limpeza externa do material € tdo importante quanto a interna. Os

frascos de coleta foram preenchidos completamente com solugdo HNO3 0,1 mol L,
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preparada em agua destilada e deionizada (Barnstead International, Dubuque, lowa,

USA), e armazenados em sacos plasticos duplos (U.S.EPA, 1996).

3.2.1 Coleta e manipulag&do das amostras

Todas as amostras de agua do reservatoério foram coletadas com o auxilio
de um balde de polietileno previamente ambientado com a propria agua a ser
coletada. As amostras foram cuidadosamente transferidas para frascos de
polietileno previamente ambientados (U.S.EPA, 1996). Em cada ponto de coleta
foram utilizados frascos com capacidade para armazenar 5 L de amostra. Os frascos
contendo as amostras de agua foram duplamente ensacados e armazenados em
caixa de isopor preenchida com gelo. As amostras foram mantidas resfriadas
durante todo o trabalho de campo para evitar a dessorcdo de metais do material
particulado para a solugdo (CAMPOS et al., 2002) e também para minimizar a
atividade biolégica. Durante todo o periodo de amostragem foram utilizadas luvas
cirurgicas descartaveis sem talco.

As analises tiveram inicio aproximadamente 2 horas apds a coleta, tempo
necessario para se chegar ao laboratério na UFSCar. No laboratério, as amostras
foram imediatamente filtradas a vacuo em sistema fechado previamente lavado e
autoclavado. Para restringir qualquer contaminagdo por microrganismos e/ou
material particulado esta etapa foi realizada em cabine de fluxo laminar horizontal
(VLFS-12, VECO).

A filtracado foi conduzida em membranas de acetato de celulose com 0,22 um
de porosidade (Sartorius Stedim Biotech, Germany) para separar a fragao dissolvida
da particulada. As membranas foram imersas em HNOs; 1 mol L e em seguida
lavadas com agua destilada e deionizada (Barnstead International, Dubuque, lowa,
USA) como descrito por Rodgher et al. (2008). Aliquotas reservadas para a
determinagcdo das concentragdes total e total dissolvida dos metais cobre, zinco,
cadmio e chumbo na amostra in natura e filtrada, respectivamente, foram
imediatamente acidificadas com HNO; ultra-puro (TraceSelect, Fluka Biochemika)
até pH = 2. No entanto, aliquotas da amostra filtrada em membrana de 0,22 um de
poro foram mantidas em pH natural para determinacdo da concentracao labil. Em
seguida, todas as amostras foram preservadas em refrigerador (4 °C) no escuro, até

a realizagcdo das analises (CAMPOS et al.,, 2002). Os reagentes utilizados neste
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trabalho eram ultra-puro, e no preparo de todas as solugdes foi utilizada agua

destilada e deionizada (Barnstead International, Dubuque, lowa, USA).

3.3 Especiacéo dos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo

A analise de especiagao dos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo foi
realizada utilizando a voltametria de redissolugdo anddica com pulso diferencial
(DPASV). A analise de especiagdo consistiu na determinagdo das concentragdes
total, total dissolvida e labil. O procedimento experimental adotado para a

especiacao dos quatro metais encontra-se esquematizado na FIGURA 3.2.

[ Amostrain natura J

e HNO;

(PH=2)

Filtragdo em membrana 0,22 ym

Digestao Fotoquimica

HNO;
(PH=2)

le———

) KNO, Digestédo Fotoquimica
(0,01 mol LY

Metal labil Metal total dissolvido Metal total
DPASV DPASV DPASV

FIGURA 3.2 Fluxograma do procedimento analitico adotado para a analise de especiagdo dos metais
cobre, zinco, cadmio e chumbo nas aguas do Reservatério de Barra Bonita.

Para a determinacao das concentracoes total e total dissolvida dos metais,
aliquotas previamente acidificadas das amostras in natura e filtrada,
respectivamente, foram digeridas utilizando o procedimento descrito por Sodré et al.
(2004).

O procedimento de digestdo baseia-se na acdo da radiagado ultravioleta
gerada em um reator (UV LAB EL 10, UMEX, Dresden, Germany) ativado por micro-
ondas. Uma aliquota de 12 mL da amostra filtrada e acidificada foi transferida para o
reator, sendo em seguida adicionados 20 uL de H,O» 30% (grau analitico, Merck) e
inserido em forno micro-ondas (Electrolux ME21S). Durante a digestdo foram

empregados trés ciclos de dois minutos de irradiagédo, utilizando-se a poténcia
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maxima nominal do forno micro-ondas, de cerca de 900 W. Para a aliquota da
amostra total foi realizado o mesmo procedimento descrito para fragdo dissolvida.
Porém, era realizada uma nova adi¢ao de 20 uL de H20, 30% (grau analitico, Merck)
apos os trés primeiros ciclos de digestdo. Em seguida eram realizados mais trés
ciclos de digestao, de dois minutos cada. Um béquer contendo aproximadamente 1 L
de agua foi colocado no forno juntamente com o reator para dispersar o calor gerado
e evitar perdas por ebulicido da amostra. Entre cada ciclo de irradiacdo a agua
contida no béquer era substituida e o reator permanecia em banho de gelo por
aproximadamente 20 minutos (SODRE et al., 2004).

Apods digestéo, a determinagao das concentragdes total e total dissolvida dos
quatro metais foi efetuada pelo método de adicado de padrao, e a fragcao labil através
de titulagdo, empregando um potenciostato (EG&G Instruments, Princeton Applied
Research, Model 394) acoplado a um sistema de eletrodos (EG&G PARC, Model
303A, SMDE) utilizando o modo gota pendente de mercurio. Este eletrodo foi
utilizado com tamanho médio de gota € no modo HMDE (hanging mercury drop
electrode). O potencial foi medido entre o eletrodo de trabalho de mercurio e um

eletrodo de referéncia Ag/AgCl, tendo como auxiliar um eletrodo de platina.

3.3.1 Determinacdo da capacidade de complexacdo dos metais cobre,
zinco, cadmio e chumbo nas aguas do Reservatorio de Barra
Bonita

As concentracdes labeis dos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo foram
determinadas, separadamente para cada metal, por meio de titulagbes de amostras
filtradas em membrana de 0,22 um de poro (Sartorius Stedim Biotech, Germany), em
pH natural, empregando-se DPASV.

Para a titulagdo, utilizou-se 10 mL da amostra de agua filtrada, onde foi
inicialmente adicionado 0,01 mol L' de KNOs (Merck) como eletrélito de suporte e
para ajuste da forga ibnica. Os parametros utilizados no polarégrafo para a titulagao

da capacidade de complexac¢ao dos metais estao descritos na TABELA 3.1.
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TABELA 3.1 Parametros utilizados para a titulagao da capacidade de complexagao dos metais cobre,
zinco, cadmio e chumbo.

Paréametros Cobre Zinco Chumbo Cadmio
Edep (V) -1,2 -1,2 -1,2 1,2
Ei (V) -0,6 -1,2 -0,8 -1,0
E: (V) 0,15 -0,6 0,0 -0,4
taep (Minutos) 10 10 10 10

t equilibrio (Minutos) 20 20 20 20
Purga entre as adigbes (minutos) 2 2 2 2
Forca i6nica (1) (mol L) 0,01 0,01 0,01 0,01
Amplitude do pulso (mV) 50 50 50 50
Velocidade de varredura (mV s™) 8 8 8 8

As titulagdes foram realizadas utilizando padrbes comerciais de cobre, zinco,
cadmio e chumbo contendo 7,9 umol L™, 7,6 ymol L™, 4,4 ymol L' e 2,4 ymol L,
respectivamente e as adi¢gdes variavam de 2 ulL até 200 ulL, dependo do metal. Apds
a adicao de padrao na amostra, esta permanecia em equilibrio durante 20 minutos
(CAPODAGLIO et al., 2002 apud MYLON et al., 2003) para que se completasse a
complexacédo dos ligantes disponiveis ao metal. As solugbes padréo de Cu(ll), Zn(ll),
Cd(Il) e Pb(ll) foram preparadas a partir da diluigdo da solu¢do padrao de 1000 mg
L™ (Titrisol, Merck, Darmstadt, Germany).

As caracteristicas de complexacdo dos metais cobre, zinco, cadmio e
chumbo, e.g., metais complexados ([ML]) aos ligantes disponiveis e a concentragéo
desses metais na forma labil ([Mlabil]) foram determinadas por DPASV. A partir
destes valores, a constante de estabilidade condicional (K’y.) € a concentragao de
ligantes disponiveis (C.) foram calculadas através da aplicacdo do Método de
Linearizagdo de Ruzic (MYLON et al.,, 2003; RUZIC, 1982) como mostrado na
Equacéo 3.1.

['V[Il\lff]”] _ K'ML1CL +CLL.[M|ébi|] (3.1)

Na Equagédo 3.1 as concentragbes labeis sdo determinadas obtendo-se os
dados de intensidade de corrente e da concentragao total do metal na amostra
(metal total dissolvido somado ao metal total adicionado), através da construgao de

um grafico com valores de corrente de pico vs. concentragao total do metal, para
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cada ponto da titulagado. A partir da porgao linear obtida neste grafico é entdo gerada
a equacdo da reta, cujo coeficiente angular sera usado para o calculo da
concentragdo do metal labil (Mlabil) para cada ponto da curva de titulagdo. O calculo
desta concentragcdo se da através da divisdo da corrente (l) correspondente para

cada ponto pelo coeficiente angular (s), como mostrado na Equacgéao 3.2.

[MIabil] =é (3.2)
A concentracdo do metal complexado ([ML]), pela matéria organica dissolvida,
€ obtida pela diferenca entre as concentragdes do metal total dissolvido e do metal

labil, como mostra a Equacgéo 3.3.
[ML] = MTD —[Mlabil] (3.3)

ApoOs a obtengdo dos valores destas concentragbes, um novo grafico é

construido, com base na seguinte expressao:

[Miabil]/[ML] vs. [MIabil] (3.4)

A partir dos coeficientes angular e linear da equacao da reta obtidos através
da Equacgao 3.1, determinam-se os valores de C, e K'y, onde o coeficiente angular
equivale a 1/C_ e o coeficiente linear a 1/K'y.xC,.

A obtencdo destes parametros permitiu o calculo da concentragdo do ion
metalico livre [M*(H,0),] para cada um dos metais, utilizando o programa de
equilibrio quimico MineqL+ (versdao 4.61 Environmental Research Software,
Hallowell, ME, USA). Para tanto, foram utilizados os parametros de complexacao,
logK’me € Ci, dos metais com ligantes da agua do reservatorio, obtidos neste
trabalho. Este modelo proporciona um equilibrio termodindmico do sistema, onde
sao considerados o pH, forga ibnica, a distribuicdo de espécies quimicas dissolvidas,
dentre outras. Os componentes selecionados a partir da base de dados do programa
interagem um com o outro, fornecendo as constantes termodinémicas para definir as
reagdes em qualquer ambiente aquatico (SCHECHER e MCAVOY, 1992). O
equilibrio quimico serve de base para diversas aplicagdes, tais como o controle dos
mecanismos que dominam o comportamento de espécies em aguas superficiais, 0
controle do pH, alcalinidade ou efeitos tdéxicos de metais dissolvidos em ambientes

aquaticos.
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3.4 Titulacdo de competicdo entre os metais cobre e zinco nas aguas do
Reservatério de Barra Bonita

Para a realizacdo da titulacdo de competicdo entre os metais cobre e zinco
por ligantes ja complexados a um desses metais nas amostras de agua do
Reservatorio de Barra Bonita, foi necessario inicialmente conhecer os valores da
concentragéo de ligantes disponiveis (C.) para cada um dos metais. O procedimento
para obter as caracteristicas de complexacdo dos metais esta descrito na secao
3.3.1. Com base nos valores de C, foram determinadas as concentragdes dos
metais para adicdo nas amostras antes da realizagao da titulacdo de competicao.
Para avaliar se o zinco era capaz de deslocar o cobre previamente complexado
pelos ligantes, quantidade conhecida do padrdo de cobre foi adicionada a 10 mL da
amostra filtrada em membrana de 0,22 pym de poro (Sartorius Stedim Biotech,
Germany), em pH natural (MYLON et al., 2003). Seguindo-se o procedimento descrito
em XUE et al. (1995), essa amostra permanceu em equilibrio por cerca de 15 horas
e em seguida foi titulada com zinco, contendo 0,01 mol L™ de KNO3; (Merck) como
eletrdlito de suporte. De maneira similar, para avaliar se o cobre seria capaz de
deslocar o zinco previamente complexado pelos ligantes, zinco foi adicionado a uma
nova amostra e esta foi titulada com cobre. Durante as titulagcbes com cobre e zinco,
foram monitoradas as correntes do zinco e cobre, respectivamente. Os parametros
utilizados no polarégrafo para a titulagdo de competicao entre Cu/Zn e entre Zn/Cu
estdo descritos na TABELA 3.2.

TABELA 3.2 Parametros utilizados para a titulagao de competicdo entre os metais cobre e zinco.

Parametros Cu/Zn
Edep (V) -1,2
Ei (V) -1,2
E: (V) 0,15
tgep (Minutos) 10

t equilibrio (MiNutos) 20
Purga entre as adigbes (minutos) 2
Forca idnica (1) (mol L) 0,01
Amplitude do pulso (mV) 50
Velocidade de varredura (mV s™) 8
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Os calculos para obtencao dos valores de capacidade de complexacdo do

metal titulante foram feitos como descrito na segéo 3.3.1.

3.5 Espectroscopia de fluorescéncia

As amostras coletadas no Reservatério de Barra Bonita foram filtradas em
membranas de acetato de celulose de 0,22 um de porosidade (Sartorius Stedim
Biotech, Germany) e submetidas a caracterizacdo da matéria organica dissolvida
através das leituras da intensidade de fluorescéncia de emissdo e sincronizada
empregando-se um espectrofluorimetro (FP 6500 Jasco, Tokyo, Japéo). Para todas
as analises, o monocromador de excitagao foi ajustado em 5 nm de amplitude de
banda, enquanto o de emissdo em 10 nm. A velocidade de varredura foi ajustada
para 200 nm minuto™ e a resolucéo espectral foi de 0,1 nm (LOMBARDI e JARDIM,
1999). As amostras foram analisadas em uma cela de quartzo multifacetada
(Hellma) com 4,0 mL de capacidade e dotada de uma tampa de teflon. Espectros
nas mesmas condicbes, porém realizados com agua destilada e deionizada
(Barnstead International, Dubuque, lowa, USA) foram subtraidos das amostras com
a finalidade de eliminagdo do pico Raman da agua. Foram obtidos espectros de
emissao de fluorescéncia na faixa entre 370 — 600 nm, sendo que o comprimento de
onda de excitagao foi fixado em 350 nm. Espectros de fluorescéncia sincronizada
foram obtidos através da varredura simultdnea de 300 a 600 nm, utilizando um
intervalo de 18 nm entre os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo. Nesse
espectro, o pico Raman da agua destilada e deionizada encontra-se fora da
amplitude de varredura (LOMBARDI e WANGERSKY, 1995). No entanto, as

mesmas condi¢des foram aplicadas ao branco que foi subtraido da amostra.

3.6 Parametros fisico-quimicos e nutrientes

As amostras de agua do Reservatorio de Barra Bonita foram caracterizadas
com relag&o a alguns parametros fisico-quimicos e nutrientes.

Os parametros pH, oxigénio dissolvido (OD), condutividade, temperatura da
agua (Tagua) e ambiente (Tambiente), foram medidos in situ utilizando uma mini
sonda portatil (YSI modelo 556 MPS). A transparéncia da agua foi medida com disco
de Secchi. O pH foi determinado in situ e também em aliquotas das amostras in
natura no laboratério, logo apds a coleta. Antes das medidas o sistema de eletrodos

foi calibrado com tampdes pH 7,00 e 4,00.
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A determinacao do teor de cloretos foi realizada através do método direto de
precipitacdo de Mohr (Argentiometria). Neste método, a amostra filtrada e nao
acidificada é titulada com AgNOs. O volume e a concentragédo do titulante gasto é
utilizado para determinar o valor de cloreto em mg L™ (APHA, 1992).

A alcalinidade total foi determinada nas amostras in natura através da
titulagdo potenciométrica, utilizando HCI como titulante. A analise tem inicio com a
amostra em seu pH natural e termina quando este atinge exatamente 4,5. O volume
de titulante gasto € utilizado para definir os valores de alcalinidade em termos de mg
CaCOsL™" (APHA, 1992).

Para determinar a concentragdo de sodlidos suspensos totais (SST),
inicialmente membranas de fibra de vidro (GFC Boeco Germany 1,2 um) foram
lavadas com agua destilada e deionizada (Barnstead International, Dubuque, lowa,
USA) e secas em estufa a 105 °C durante 1 hora. Decorrido esse tempo, foram
transferidas para um dessecador onde permanceram durante 1 hora. Apds esse
periodo, as membranas foram pesadas em balanga analitica (Sartorius, Analytic AC
210 S, New York, EUA) e aliquotas de volumes conhecidos da amostra in natura
foram filtradas e levadas a estufa a 105 °C durante 1 hora. Em seguida, as
membranas foram novamente transferidas para o dessecador até peso constante (1
hora). A concentracdo de solidos suspensos totais foi calculada como mostra a
Equacéao 3.5 a seguir (APHA, 1995).

ssT =M —m (3.5)
Y

Onde:

SST=mgL™;

mf = massa final da membrana de fibra de vidro (g);
mi = massa inicial da membrana de fibra de vidro (g);

V = volume de amostra filtrada (L).

As concentragcdes de carbono orgéanico dissolvido (COD) nas amostras de
agua filtradas em membranas de acetato de celulose de 0,22 ym de porosidade
(Sartorius Stedim Biotech, Germany) foram quantificadas pela diferenga entre a
concentragéo de carbono total (CT) e inorganico (Cl) (TOC - Vcpy Shimadzu, Japdo).
A curva de calibragao para Cl foi feita utilizando-se bicarbonato de sédio (Nacalai

Tesque, Kyoto, Japao) e carbonato de sddio anidro (Nacalai Tesque, Kyoto, Japao).
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Para CT foi utilizado como padrao biftalato de potassio (Nacalai Tesque, Kyoto,
Japao). As curvas analiticas feitas para essas analises sdo mostradas na FIGURA
3.3.
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FIGURA 3.3 Curvas analiticas para determinagéo de carbono total (CT) e carbono inorgéanico (Cl).

A concentracdo de nitrato foi determinada a partir da reducdo do nitrato a
nitrito por cadmio amalgamado e entdo complexado por sulfanilamida e bicloridrato-
N-(1naftil)-etilenodiamina, formando um composto nitrogenado altamente colorido
que absorve em 543 nm (MACKERETH et al., 1978).

Para a determinagao da concentracao de clorofila-a, volumes conhecidos das
amostras in natura foram filtrados a vacuo, utilizando membrana de fibra de vidro
(GFC Boeco Germany 1,2 um) em sistema de filtragdo apropriado (Nalgene). A
membrana contendo a biomassa fitoplancténica foi colocada em um tubo de
centrifuga com tampa e com capacidade para 13 mL. Adicionava-se 10 mL de
acetona 90% (V/V) ao tubo de centrifuga contendo a membrana e agitava-se
vigorosamente. Apds agitacdo, o tubo de centrifuga era colocado imediatamente no
refrigerador, na auséncia de luz, para a completa extracdo dos pigmentos. As
amostras permaneciam sob refrigeragdao, a 4 °C, por aproximadamente 20 horas
(HOLM-HANSEN e RIEMANN, 1978; PARSONS et al., 1984). Os tubos eram entéao
submetidos a centrifugacao (3000 rpm) por aproximadamente 15 minutos. Apos esta
etapa, uma aliquota do sobrenadante era retirada e submetida a analise por
espectroscopia de absor¢ao molecular na regido do visivel. Durante esta etapa eram
registrados os espectros da amostra e do controle, com énfase para os sinais

obtidos nos comprimentos de onda 630, 645, 663 e 750 nm. Em seguida, a
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concentracdo de clorofila-a era determinada de acordo com a seguinte equacéao
(3.6) (HOLM-HANSEN e RIEMANN, 1978; PARSONS et al., 1984):

(11,64 x Agss—2,16 Agys+ 0,10 Agyy ) x v

Clorofila—a = Vil (3.6)

Onde:

Clorofila-a = ug L™;

v = volume de acetona usado na extragao (mL);

V = volume de amostra filtrada (L);

| = caminho éptico (1 cm);

Ass3 = absorbancia em 630 nm;

As45 = absorbancia em 645 nm;

As30 = absorbancia em 663 nm apds correcao para turbidez e controle da membrana,

em todos os casos.

3.7 Analises estatisticas

Foram realizados teste t, analises de regressdo multipla, analises de variancia
(ANOVA) (nivel de significancia de P < 0,05) e analises de componentes principais
(PCA) (Programa Statistica8). Essas analises foram realizadas para elucidar a
influéncia que a sazonalidade e o aporte de contaminantes exercem nas variaveis
fisicas, quimicas e biologicas da agua e dessas, quais influenciam a especiagédo dos
metais cobre, zinco, cadmio e chumbo nas aguas do Reservatorio de Barra Bonita.

A PCA pode resumir em poucas e importantes dimensdes a maior parte da
variabilidade de uma matriz de dados de um grande numero de variaveis (YABE e
DE OLIVEIRA, 1998) sem, entretanto, comprometer ou alterar informagdes
importantes. Essa analise fundamenta-se na decomposicdo de uma matriz de dados
a partir de correlagdes sobre as variaveis originais. Baseado nessas correlagoes,
uma matriz de semelhancas é formada e desta se estabelece um conjunto de eixos
perpendiculares entre si, chamados componentes. Em seguida sdo calculados os
autovetores, ou seja, a projegcdo de cada variavel em cada eixo, o que permite
ordena-las em ordem crescente para cada eixo. Quanto mais préximo de 1,0 o valor
do autovetor, mais correlacionado esta a variavel em relagdo ao eixo e valores
negativos significam que as variaveis estdo negativamente correlacionadas ao eixo.

Para este estudo foram interpretadas as variaveis que apresentaram resultados
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iguais ou superiores a 0,45, que representa uma boa associacdo entre uma variavel
e um fator (eixo). Cada eixo explica uma porcentagem das variancias e ao final
relacionam-se 0s eixos que explicam a maior parte das variancias. Desta forma a
PCA produz como resultado uma nova matriz, de tamanho reduzido, e um grafico
mostrando as relagdes entre variaveis e amostras, facilitando a analise dos dados
(GUSSO, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando as duas estagdes do ano marcadas através de seca (inverno) e
chuvas (verdo), aliadas a significante contribuicdo aléctone de contaminantes
oriundos dos Rios Tieté e Piracicaba, os resultados que sao apresentados nesta
parte do estudo buscam avaliar qual a influéncia da sazonalidade e do aporte dos
residuos industriais, urbanos e agricolas na especiacdo dos metais cobre, zinco,
cadmio e chumbo, e também a caracterizagdo fisico-quimica das &aguas do
reservatorio. Para avaliar o destino e os efeitos ecotoxicolégicos de metais em
aguas naturais, é essencial realizar a analise de especiagéo, que consiste em avaliar
a distribuicdo do metal entre varias formas ou espécies (TEMPLETON et al., 2000).
Além da especiagdo, estudar a capacidade de complexagao (C. e logK'w) é
importante pois determina a capacidade do corpo aquatico em reduzir a
disponibilidade do metal considerado toxico para a biota aquatica (FLORENCE,
1982), seja através da concentracdo de ligantes disponiveis para complexar metal,
ou pelo logK’'wL que representa a forga da ligagao metal-ligante. A capacidade de
complexacdo (CC) é um aspecto quantitativo da interacdo metal — ambiente,
enquanto que a constante de estabilidade condicional (K'w.) refere-se ao aspecto

qualitativo (forca de associagao) dessa interagéo.

4.1 Caracterizacao fisico-quimica da agua do Reservatério de Barra

Bonita

Os resultados obtidos para os parametros fisico-quimicos da agua sao
mostrados no APENDICE 1. Tais parametros associam-se & qualidade da agua, e
influenciam a especiagao dos metais (OCHIENG et al., 2008; WILDE et al., 2006).

Como mostrado no APENDICE 1, os valores de pH foram estatisticamente
similares entre as coletas (teste t, P = 0,1288) e entre os pontos (ANOVA, P =
0,1947), situando-se na faixa de 7,25 a 8,18. Os valores de pH ligeiramente acima
do pH neutro podem estar relacionados a alcalinidade. Neste estudo, o fluxo de
alcalinidade variou entre 41,2 e 115,8 mg L™ e de acordo com Abril e Frankignoulle
(2001), Tchobanoglous e Burton (1991) e Verbanck et al. (1994) rochas calcarias,
decomposicdo de material organico sob condicbes anaerobias e atividades
antropicas, tal como o descarte de aguas residuarias, contribuem para o aumento de
alcalinidade em corpos aquaticos. Além disso, a presenca de quantidades elevadas
de cloretos em aguas naturais, como as quantificadas no reservatério (22,7 a 58,2
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mg L) pode indicar o aporte de esgotos. Neste estudo, as concentracdes de cloreto
estdo de acordo com aquelas encontradas em ambientes com elevada contribuigao
antropica (PETTINE et al., 1996; SCHEFFER, 2006). Considerando que o
Reservatério de Barra Bonita localiza-se em uma regido onde a geologia
predominante é caracterizada por rochas sedimentares e basalticas (CALIJURI e
DOS SANTOS, 2001; DA SILVA et al., 2002) e nao por rochas calcarias, os valores
elevados de cloreto e alcalinidade total podem ser oriundos do descarte de efluentes
domésticos e industriais, além de fertilizantes agricolas carreados através dos rios
Tieté e Piracicaba, dentre outros tributarios (CETESB, 2007, 2008; MATSUMURA-
TUNDISI e TUNDISI, 2005; TUNDISI et al., 2008).

As analises estatisticas confirmaram que as concentragbes de OD, COD e
condutividade tém comportamento sazonal independente da localizacdo dos pontos
amostrados. A FIGURA 4.1 mostra esses valores e temperatura da agua em fungéo
da sazonalidade. Os resultados sdo mostrados em graficos do tipo box-whiskers,
onde os pontos foram agrupados conforme a data de amostragem (agosto 2007 e
julho 2008, menor pluviosidade; novembro 2007 e janeiro de 2009, maior
pluviosidade). A determinagdo de oxigénio dissolvido em corpos aquaticos € uma
analise importante na determinacédo de indices de qualidade de aguas, tendo em
vista que este parametro esta diretamente relacionado a manutengdo da biota
aquatica (STUMM e MORGAN, 1996).
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FIGURA 4.1 Valores de OD, temperatura da agua, COD e condutividade determinados nas amostras
de agua do Reservatério de Barra Bonita, agrupados por periodo amostral. As linhas horizontais das
caixas representam 25, 50 e 75% dos valores; barras de erros indicam 5 e 95%; (X) expressas 1 e
99%; (—) correspondem aos valores maximos e minimos e (O) representa a média aritmética.

Como mostrado na FIGURA 4.1, a temperatura influenciou inversamente as
concentragbes de OD na agua. As coletas realizadas em novembro e janeiro
apresentaram, em média, temperaturas 20% mais elevadas (teste t, P < 0,0001) do

que as de agosto e julho. Nesse mesmo periodo a concentragdo de OD diminuiu, em
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média, 46% (teste t, P = 0,0009). E conhecido que a solubilidade do O, na &gua
depende, principalmente, da temperatura e pressao. A temperatura € inversamente
proporcional a solubilidade de gases dissolvidos, sendo que aumentos de
temperatura da agua e diminui¢do da pressao resultam na redugédo de OD (BAIRD,
2002; ESTEVES, 1998). Deve-se considerar ainda um maior consumo de oxigénio
devido o aumento de atividades biolégicas nos meses de verdao em relagdo aos
meses de inverno. Segundo Baird (2002) e Esteves (1998) a uma pressao de 760
mmHg e a 0 °C, solubilizam-se 14,6 mg O L', enquanto que nas mesmas
condigdes a 30 °C, frequentemente observado em lagos tropicais, solubilizam-se
apenas 7,6 mg L. De fato, as amostras coletadas em novembro e janeiro
apresentaram concentragcbes de OD abaixo do valor minimo estabelecido pela
resolugdo CONAMA 357/2005 para ambientes classe 2 (5 mg L™). A escassez de
oxigénio pode favorecer a proliferagdo de microrganismos anaerdbios e o
desenvolvimento de ambientes andxicos (TCHOBANOGLOUS e BURTON, 1991).

A concentracdo de substancias idnicas dissolvidas no meio aquatico,
expressa como condutividade, varia entre 300 e 2000 uS cm™ (25 °C). Valores
elevados decorrem de langamento de despejos industriais, mineragdo e esgotos
domésticos (SCHEFFER, 2006). Diferencgas significativas na condutividade e que se
relacionaram com a sazonalidade (teste t, P = 0,0251) sdo mostradas na FIGURA
4.1. Nas coletas de agosto e julho os valores variaram entre 135 e 202 yS cm™, nas
coletas de novembro e janeiro os valores foram mais elevados, variando entre 202 e
405 uS cm™.

Carbono organico total (COT) e dissolvido (COD) s&o produzidos através da
mobilizagdo da matéria organica natural e antropogénica, derivadas da contribuigao
aléctone (matéria organica oriunda do solo), autéctone (inter-relagbes entre a
producdo primaria — fotossintese — metabolismo de organismos) ou ainda,
antropogénica (efluentes e descartes industriais) (BAKER et al.,, 2008). No
Reservatério de Barra Bonita, o COD tem origem aléctone e autéctone, sendo que o
COD aléctone pode ser de natureza antréopica ou natural. O COD al6ctone atinge o
reservatorio através do escoamento do entorno, predominantemente agricola,
enquanto o COD antrépico é oriundo da contribuicdo dos seus principais afluentes.
Como o reservatorio € considerado eutrofico, o COD autéctone é significante e
oriundo principalmente da elevada produtividade primaria presente nesse ambiente.

Maiores concentragdes de COD foram obtidas nas amostras coletadas em novembro
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e janeiro (teste t, P = 0,0023) (FIGURA 4.1), meses de maior pluviosidade. Esses
resultados concordam com os de Meylan et al. (2003), que descrevem aumento de
COD durante eventos de chuvas, influenciados por fatores antropicos.

Neste estudo observou-se uma relagdo diretamente proporcional entre os
valores de solidos suspensos totais e clorofila-a (FIGURA 4.2), sugerindo que o

material soélido presente no reservatério apresenta contribuicdo bioldgica

significativa.
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FIGURA 4.2 Variacdo de solidos suspensos totais em fungdo da concentragdo de clorofila-a
considerando todos os pontos amostrais.

Ressalta-se ainda que exceto em algumas amostras (ponto 3), a
concentracdo de clorofila-a esteve acima do maximo permitido pela resolugao
CONAMA 357/2005 (30 pg L"), para ambientes classe 2 em todo o periodo de
estudo. Dados similares foram encontrados nas analises bimensais realizadas pela
CETESB (2007, 2008). A interpretacdo desses resultados concorda com outros da
literatura que consideram o Reservatério de Barra Bonita como um ambiente
eutrofizado, que apresenta elevada produtividade primaria, consequéncia do
excesso de nutrientes que favorece o crescimento acelerado de microalgas.
Segundo relatério da CETESB (2008), esse processo de eutrofizagdo é causado,
principalmente, pela carga poluidora langada no Alto Tieté, oriunda da regido
metropolitana de Sao Paulo (RMSP). As fotografias na FIGURA 4.3, obtidas em
julho de 2008, proximas ao ponto 2 (A) e ponto 3 (B), exemplificam as constantes

floragdes algais observadas durante todo o ano ao longo do reservatorio.
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(A) (B)
FIGURA 4.3 Fotografias de floragdes algais obtidas em julho de 2008 nas aguas do Reservatério de
Barra Bonita, localizadas préximo ao ponto 2 (A) e proximo ao ponto 3 (B).

Nas coletas realizadas pela CETESB em 2007, as concentragdes de
nutrientes estiveram mais elevadas no Brago do Rio Tieté (proximo ao ponto 1 neste
trabalho), indicando que a contribuigdo mais expressiva tem origem na RMSP. Além
disso, a piora na qualidade das aguas do Médio Tieté foi afetada pelas cargas
poluidoras oriundas tanto da sua bacia de contribui¢ao, quanto das provenientes da
RMSP.

As concentragdes de solidos suspensos totais (SST) nos diferentes pontos de
coleta, variaram de 2,00 a 16,8 mg L™ durante o periodo de amostragem (FIGURA
4.4).
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FIGURA 4.4 Valores de SST nas aguas do Reservatério de Barra Bonita entre julho de 2007 e janeiro
de 2009 e dados de precipitagdo mensal acumulada (barras) entre abril de 2007 e janeiro de 2009.

Os maiores valores de SST deram-se em periodos de menor precipitacéo

(agosto e julho), uma relagao direta entre as concentragbes de SST e a precipitagao
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mensal acumulada (FIGURA 4.4) nao foi obtida, exceto no ponto 1. Esse resultado
pode estar associado tanto ao florescimento de microalgas observado no periodo,
como também a variagéo no tempo de retengédo da agua no reservatério. Controlado
pela intensidade e frequencia de chuvas, o tempo de retencdo médio no inverno foi
de 90 - 150 dias e no verao de 30 - 75 dias (DELLAMANO-OLIVEIRA et al., 2008;
TUNDISI et al., 2008), justificando assim o aumento da concentragcdo de SST nos
periodos de seca (pontos 2 e 3). No ponto 1 foi observado um comportamento ja
conhecido de ambientes I6ticos, ou seja, niveis mais elevados de SST foram obtidos
nos meses de maior pluviosidade. Isso indica que o aporte de material sdlido neste
ponto ocorreu, provavelmente, como consequéncia do escoamento superficial
(SODRE et al., 2005), o que é justificado por estar localizado na jungéo dos rios

Tieté e Piracicaba.

4.2 Especiagdo de metais nas aguas do Reservatério de Barra Bonita

A especiagdo quimica de metais tem sido extensivamente estudada por
titulacdo direta de amostras de aguas naturais com metais traco (RUZIC, 1996).
Desta forma, em ambientes aquaticos a especiagdo possui grande influéncia na
biodisponibilidade e toxicidade dos metais (FLORENCE, 1982; MEYLAN et al.,
2004).

A determinacdo das concentragdes total e total dissolvida dos metais cobre,
zinco, cadmio e chumbo foi obtida através da adicdo dos respectivos padrdes. Os
limites de deteccdo (LD) para os quatro metais foram calculados utilizando as
seguintes equagdes (4.1 e 4.2) (SKOOG et al., 2002):

S = Sor + ks, (4.1)

_ Sm —§br
m

LD

Onde:

Sm = sinal analitico minimo distinguivel;
S = sinal médio do branco;

Spr = desvio padrao do branco;

k = 3 (multiplo da estimativa do syy);

m = coeficiente angular da equacao da reta da curva analitica.
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Experimentalmente, S, foi determinado por medidas do controle (branco)
repetidas 10 vezes. Os dados resultantes foram tratados estatisticamente para obter
Sr € Spr. Recomendado por diversos autores (SKOOG et al., 2002), utilizou-se k = 3
como multiplo da estimativa do sy € a inclinagao da reta da curva analitica (m) para
obtencdo dos valores. Os limites de detecgdo estimados através das curvas de
calibracdo foram 6,4.107° (cobre), 3,3.10° (zinco), 5,0.107"° (chumbo) e 2,5.10™"°
mol L™ (cadmio).

A FIGURA 4.5 mostra um conjunto tipico de voltamogramas obtidos na

determinagdo simultdnea dos quatro metais em amostras de aguas de ambiente

natural.

250

amostra

2004 . ---1° ad?géiio
—-—--2° adigédo

S 3° adicdo

Corrente (nA)

-1,0 ' 0,8 ' -ol,e ' -o|,4 ' 0,2 ' 0,0
E (V) vs. Ag/AgCI
FIGURA 4.5 Voltamogramas obtidos durante a determinagdo simultdnea de cobre, zinco, cadmio e

chumbo em uma amostra de agua natural por DPASV. Forga idnica: 0,01 mol L7, Egep = -1,2 V (vs.
Ag/AQCI), t4ep 300 s, amplitude do pulso 50 mV e velocidade de varredura 8 mV/s.

Na FIGURA 4.5 sdo mostrados os quatro picos localizados em -1,02 'V, -0,6 V,
-0,4 V e 0,0 V que referem-se a redissolugdo do zinco, cadmio, chumbo e cobre,
respectivamente. Nota-se que a adigdo consecutiva dos metais na amostra promove
o0 aumento de intensidade de corrente nos respectivos potenciais, resultando em
voltamogramas com alta resolugéo e sensibilidade suficiente para a determinacgao de
metais em niveis tracgo.

Devido a complexidade da matriz, que pode provocar mudangas do sinal
analitico devido a presencga de constituintes na amostra além do analito, o0 método
de adi¢ao de padrdes foi usado neste estudo.

A FIGURA 4.6 apresenta as concentragdes total (T) e total dissolvida (TD) dos

metais nos diversos meses amostrados.
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FIGURA 4.6 Concentrago total (cinza escuro) e total dissolvida (cinza claro) (nmol L") de cobre (A),
zinco (B), chumbo (C) e cadmio (D) nas amostras de agua do Reservatério de Barra Bonita.

Observa-se que as concentragdes de zinco e cobre foram maiores do que
chumbo e cadmio durante todo o periodo. Estes resultados estdo de acordo com a
literatura, que evidencia uma maior abundéncia desses elementos em corpos
aquaticos sob influéncia de atividades antrépicas (ALONSO et al., 2004; PETTINE et
al., 1996; VELASQUEZ et al., 2002).

Em geral, as concentragbes de CuT foram maiores nos pontos 1 e 2
comparadas aquelas no ponto 3 (ANOVA, P = 0,0416). Esse comportamento é
justificado pela proximidade e elevada contribuicdo dos rios Tieté e Piracicaba. As
demais comparacbées por ANOVA, separadamente para cada metal, da
concentracdo total e total dissolvida entre os pontos de coleta, resultaram em
diferengas nao significativas. No entanto, foi detectada diferenga significativa quanto
a sazonalidade. Para CuTD (teste t, P = 0,0005) e PbTD (teste t, P = 0,0185)
(FIGURAS 4.6A e 4.6C), essas concentracbes foram mais altas nas coletas de
agosto e julho. Resultado similar foi observado por Fontenele et al. (2009), que
mostraram aumento nas concentracdes de cobre e chumbo em periodos de menor
pluviosidade.

A analise de especiagdo dos metais em amostras de aguas naturais exige a
utilizacdo de uma técnica analitica que permita a identificacdo e a quantificacdo de

espécies labeis na amostra. Dentre as técnicas descritas na literatura destacam-se
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aquelas baseadas na voltametria de redissolugdo, que podem fornecer dados
quantitativos com excelentes limites de deteccdo, elevada sensibilidade analitica,
(BRULAND et al., 2000) e boa correlacdo com a disponibilidade biologica do metal
(XUE e SIGG, 1998). Diversos métodos voltamétricos tém sido usados para analises
de especiagdo de metais, mas em muitos casos, diferentes técnicas voltamétricas
sao usadas para os diferentes elementos. Tem-se, por exemplo, que a especiagao
do cobre em aguas naturais é frequentemente analisada através da competicdo de
ligantes com determinacdo por DPCSV, enquanto que para o zinco € normalmente
utilizada a DPASV (KNAUER et al., 1998; MEYLAN et al., 2004; MONTICELLI et al.,
2007; SIGG et al., 2006; VELASQUEZ et al., 2002; XUE et al., 1995). Ruzic (1982)
propés um método para a interpretagdo direta da titulagdo de aguas naturais com
metais, como descrito na seg¢ao 3.3.1. A partir do modelo proposto por Ruzic e
implantagbes para cobre e zinco, descrito por Tonietto e Grassi (submetido), foram
realizadas as titulagdes para obtencao dos valores de metal labil, metal complexado,
CL e logK'w. para as amostras de agua do Reservatorio de Barra Bonita. As
FIGURAS 4.7A, 4.7B, 4.7C e 4.7D mostram os graficos obtidos para as titulagdes de
amostras de agua com cobre, zinco, chumbo e cadmio, respectivamente.

Os resultados da capacidade de complexagdao dos metais sdo apresentados
na TABELA 4.1.
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FIGURA 4.7 Voltamogramas referentes as titulagdes de (A) cobre, (B) zinco, (C) chumbo, (D) cadmio
e determinacao das capacidades de complexacgéo para (E) cobre, (F) zinco, (G) chumbo, (H) cadmio,

das amostras de agua do Reservatério de Barra Bonita.
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TABELA 4.1 Capacidade de complexacdo de cobre, zinco, cadmio e chumbo nas aguas do Reservatério de Barra Bonita durante o periodo amostral.
Concentragdo média  desvio padrdo, n = 3

. NC = néo calculado.

Capacidade de agosto 2007 novembro 2007 julho 2008 janeiro 2009

Complexagao Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
C.Cu/COD (10°molg”")  218+21,5 164+137 9224278 360209 347+722 293+104 490159 47,0+116 394+137 457+205 438+263 32,3+0,98
logK'cuL 787+012 7,38+0,04 819£029 765+0,76 875+0,08 7,94+0,08 8,04+024 7,98+001 8710027 7,53+007 7,49+015 7,45+0,11
C.Zn/COD (10° mol g™) NC NC NC 5,72 + 0,43 NC 7,63+0,97 8,22+1,46 NC 14,6 £8,03 7,76 0,64 NC 11,5+ 0,91
logK'zn. NC NC NC 8,16 + 0,01 NC 8,98+0,14 8,22+0,09 NC 767+01 8,03+0,05 NC 8,51+0,19
CLPb/COD (10°molg”)  194+221 453+281 313132 NC NC NC 6,77 +3,03 4,83+253 4,64+0,58 NC 16,7 1,26 NC
logK'poL 8,68+0,23 6,88+0,14 6,80+0,07 NC NC NC 6,78+0,10 7,23+0,07 8,00+ 0,21 NC 7,62+0,18 NC
CLCd/COD (10°mol g") 6,06 + 0,10 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
logK'caL 7,78 + 0,04 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
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Nao houve diferenca significativa para C. e logK’'yi. quer entre pontos, quer
em fungdo da sazonalidade. No entanto, foi obtida diferenca significativa entre os
metais (ANOVA, P = 0,0294). Algumas variagbes pontuais podem ser observadas
para C. por unidade de COD. Os maiores valores foram obtidos para o cobre (29,3 —
218 pmol g™'), seguido do chumbo (4,64 — 45,3 ymol g™'), zinco (5,72 — 14,6 ymol g ')
e cadmio (6,06 umol g'). A forga da ligacdo metal-ligante, expressa como logK’,
apresentou variagdes analogas entre os metais (7,38 — 8,75 Cu; 7,67 — 8,98 Zn; 6,78
— 8,68 Pb e 7,78 Cd).

A interpretacéo dos resultados das titulagdes de CC da agua mostrou que n&o
havia ligantes disponiveis para zinco (TABELA 4.1) no ponto amostral 2 e em todos
os pontos da coleta de agosto. Consequentemente, nao foi obtido logK'z,.. Esse
comportamento € decorrente da ocupagao previa dos ligantes disponiveis pelo zinco
no ambiente natural, uma vez que esse metal esteve presente em altas
concentragbes e, portanto, ndo havia ligantes disponiveis para serem titulados.
Resultado similar foi obtido para chumbo (novembro e janeiro, pontos 1 € 3). No
entanto, neste caso atribui-se a auséncia de capacidade de complexagdo para
chumbo a maior afinidade deste metal pelo material particulado (ALONSO et al.,
2004; CHAKRABORTY e CHAKRABARTI, 2008; FONTENELE et al., 2009). A
dificuldade em avaliar a CC do cadmio é provavelmente decorrente da fraca
complexacéo deste metal a ligantes naturais presentes na agua. Resultado similar
foi obtido por Mylon et al. (2003), que por néo obterem resultados para CC do
cadmio em aguas naturais, avaliaram tempos de equilibrio de até 1 hora e nao foram
observadas diferencas para CC deste metal.

Os valores de C. indicaram que os ligantes para cobre estavam presentes
sempre em excesso as concentragdes de CuTD. Estes resultados estdo de acordo
com os de Achterberg et al. (1997), Apte et al. (2000), Hoffmann et al. (2007) e Xue
et al. (1995), que relataram concentragbes de ligantes naturais para cobre
superiores ao CuTD. A elevada concentragao de ligantes disponiveis para cobre nas
aguas do Reservatorio de Barra Bonita relaciona-se com a menor seletividade da
MOD frente a esse metal. De fato, diversos estudos comprovam a elevada afinidade
entre cobre e MOD natural nos ambientes aquaticos (DONAT et al.,, 1994),
principalmente pela presenca de substancias humicas na constituicdo da MOD. No
reservatorio estudado, a elevada concentragado de ligantes para cobre pode também

estar relacionada ao florescimento de microalgas, comum durante o ano todo e
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suportado pelas altas concentracdes de clorofila-a obtidas neste estudo. Sabe-se
que tais organismos excretam ligantes que complexam metais (GOUVEA et al.,
2005; SIGEE, 2005).

Segundo Stumm e Morgan (1996) substancias organicas aportam em
ambientes aquaticos a partir de inumeras fontes, o que pode provocar variagdes
quantitativas e qualitativas na MOD dos ambientes receptores. E esperado, portanto,
que diferentes tipos de MOD apresentem diferentes concentragcdes de ligantes
capazes de complexar os diferentes metais. Além disso, a existéncia dos metais
naturalmente complexados faz com que sejam contabilizados nestes experimentos
somente os ligantes disponiveis.

Os valores obtidos quanto a capacidade de complexacdo dos metais neste
estudo, estdo de acordo com outros trabalhos presentes na literatura. Xue e Sigg
(1999) estudaram a complexagao do cobre e cadmio em lagos europeus. A CC para
cobre variou de 130 a 212 nmol L™ (C.) e 13,8 a 15,5 (logK'cu), € para cadmio
variou de 1,6 a 6,0 nmol L™ (C) € 8,2 a 10,4 (logK’'cq). Muller et al. (2001) avaliaram
a capacidade de complexag¢ao de zinco nas aguas do mar Negro e observaram que
a C_ variou de 8 — 23 nmol L™ e logK’z. 9,4 — 10,2.

Uma avaliagcao da distribuicdo dos metais foi realizada empregando-se dados
relativos a especiacdo do cobre, zinco e chumbo, conforme mostra a FIGURA 4.8A,
4.8B e 4.8C, respectivamente. No grafico ternario, relacionaram-se as porcentagens
dos metais associados ao material particulado (MP), complexados na fragéo
dissolvida (ML) e dos metais na fragao labil. A somatéria das fragdes particulada,
complexada e labil € igual a concentragao total dos metais nas amostras. Cadmio
nao foi incluido nesta analise, pois sua concentracéo foi em geral inferior a 2,5.107"°
mol L', das quais apenas duas apresentaram resultados acima do limite de

deteccgao para técnica.
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FIGURA 4.8 Concentracdo relativa dos metais cobre (A), zinco (B) e chumbo (C) nas fragbes
particulada (MP), complexada dissolvida (ML) e labil para amostras coletadas no Reservatério de
Barra Bonita durante o periodo amostral. (e) Ponto 1; (m) Ponto 2; (A) Ponto 3; simbolos cheios:
coletas de agosto e julho; simbolos vazios: coletas de novembro e janeiro.

De acordo com a FIGURA 4.8, podem ser visualizadas diferencas

significativas quanto a especiagdo dos metais em fungcédo da sazonalidade.
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As amostras coletadas em agosto e julho apresentaram as maiores
concentragbes de CuL (FIGURA 4.8A), variando de 50 a 90%, comparado as
concentragdes obtidas em novembro e janeiro, que variaram de 30 a 70%. Em geral,
observam-se também baixas concentragdes de Culabil. Nas coletas de agosto e
julho, cerca de 10% do cobre total foi detectado na forma labil, enquanto as
concentragdes de CuP variaram de 5 a 40%. Entretanto, nas amostras de novembro
e janeiro, os niveis de CuP foram mais altos, variando entre 25 e 60%, e Culabil
entre 5 e 20% da concentracdo total. A complexacdo do cobre pelo material
particulado tanto nos meses de baixa como nos de alta pluviosidade pode estar
relacionada a presenga de microalgas, visto que a concentracdo de clorofila-a foi
alta e relacionou-se com SST. Sabe-se que as superficies celulares de microalgas
sdo capazes de se associar ao cobre, como ja reportado na literatura (KNAUER et
al., 1997; XUE e SIGG, 1990).

Zinco apresentou comportamento distinto ao obtido para cobre. Como
mostrado na FIGURA 4.8B, zinco foi encontrado em sua maioria na forma labil (40 a
70%) nos meses de agosto e julho, enquanto que em novembro e janeiro a
dominéncia foi para ZnL (25 a 85%). Nos meses de maior pluviosidade (novembro e
janeiro), de 15 a 40% do zinco foi detectado na fragao labil e na fragdo particulada
de 2 a 45% (ZnP). Esses altos valores devem-se a concentracdo de zinco no
reservatorio aliado as baixas concentragdes de ligantes disponiveis, favorecendo
assim a predominancia do zinco na forma labil. Ja nas coletas de menor
pluviosidade, agosto e julho, de 10 a 40% do metal permaneceu associado ao
material particulado (ZnP) e de 3 a 35% do zinco complexou-se aos ligantes
presentes na frac&do dissolvida (ZnL).

Chumbo apresentou maior afinidade pelo material particulado (PbP), como
pode ser visto na FIGURA 4.8C. Em agosto e julho, chumbo foi detectado também
na fragdo labil (2-70%) e apenas 2 a 12% do chumbo permaneceu na forma
complexada a ligantes dissolvidos (PbL).

Segundo alguns autores (GUNDERSEN e STEINNES, 2003; HAMILTON-
TAYLOR et al., 1997; VESELY et al., 2001) o pH & um dos fatores mais importantes
que controlam a adsor¢ao de metais no material particulado em suspensao, sendo
que geralmente o aumento do pH € acompanhado pela diminuicdo da solubilidade
de muitos metais. Segundo Gundersen e Steinnes (2003) a adsor¢do de metais em

diferentes particulas e coloides sdo dependentes do pH. Hamilton-Taylor et al.
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(1997) avaliaram a afinidade dos metais cobre, zinco e chumbo em diferentes pH
nas aguas do lago Esthwaite (UK). Os autores concluiram que com o aumento de
pH, chumbo seguido de cobre e zinco apresentaram as maiores afinidades pelo
material particulado em suspensao. Além disso, nos estudos realizados por Avila-
Perez et al. (1999), os autores concluiram que a sedimentagao contribui para a
diminuicdo da concentragao total dos metais na coluna d’agua.

A FIGURA 4.9 relaciona as concentragdes de cobre (A), zinco (B) e chumbo
(C) complexados (ML) e labeis (Mlabil), com as concentragdes totais dos respectivos

metais na fracao dissolvida (MTD) durante todo o periodo amostral.
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A FIGURA 4.9 evidencia comportamentos distintos entre os metais a medida
que aumenta a concentragdao na fragao dissolvida. Observa-se que a medida que
aumenta a concentragdo de CuTD, ha um aumento da concentragdo de CulL
enquanto Culabil mantém-se constante (FIGURA 4.9A). O aumento de ZnTD é
evidenciado pelo aumento de ZnL e Znlabil (FIGURA 4.9B). No entanto, o aumento
de PbTD, proporciona aumento na concentracdo de Pblabil e PbL mantém-se
constante (FIGURA 4.9C).

A interpretagdo destes resultados mostra que os ligantes presentes no
reservatorio ligam-se preferencialmente aos metais cobre e zinco. Esses ligantes
sdo abundantes para cobre, favorecendo com isso a regulagcdo da concentracédo de
Culabil, ou seja, aquela reconhecidamente biodisponivel e potencialmente toxica.
Além disso, 0 aumento da concentracdo de Znlabil em fungdo do ZnTD se deve a
baixa concentragcdo de ligantes disponiveis para este metal, 4 vezes menor do que
ligantes disponiveis para cobre. Além disso, zinco apresenta, em média,
concentracdo 5,5 vezes maior na fragado dissolvida, quando comparado ao cobre,
justificando uma maior concentragcdo de zinco na fragdo labil em relagédo ao cobre.
Tonietto (2006) estudou a especiacado de cobre e zinco nas aguas do Reservatorio
do Irai (PR) e obteve que o aumento da concentragdo desses metais na fragcao
dissolvida também promoveu um aumento na concentragdo de metais complexados
pelos ligantes. Esse comportamento foi relacionado a resposta da comunidade
fitoplanctonica presente no reservatorio, capaz de produzir ligantes disponiveis a
complexacédo de ambos os metais.

Quando PbTD é avaliado, observa-se que a afinidade do metal pela fragao
labil é maior que sua complexacéo por ligantes (FIGURA 4.9C). Christensen et al.
(1999) avaliaram que 85% a 90% do chumbo presente na fragao dissolvida, estava
complexado a ligantes na fragao labil.

A determinagdo da concentragdo do metal livie (M**) é um parametro
importante para o conhecimento da reatividade, biodisponibilidade e efeitos do metal
no ambiente aquatico (ALLEN e HANSEN, 1996; GUTHRIE et al., 2005). Para sua
aplicagdo foram selecionados os principais componentes do meio, Cu®*, Zn**, Cd** e
Pb?*, ions majoritarios K*, NO3’, Ca?*, COs*, CI', NOs, e os agentes complexantes —
C. e logK’yL. Para os ligantes considerou-se a razdo estequiomeétrica 1:1 e a carga -
2, os calculos foram realizados para cada amostra e as concentragdes expressas

em mol L. Para a concentragdo dos metais empregou-se o valor de MTD e os
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valores de pH e temperatura inseridos sao aqueles obtidos in situ para cada
amostra. A partir de calculos utilizando o programa de equilibrio quimico MineqL+
foram obtidas as concentragées dos metais na fragcéo labil, ou seja, na forma livre e
complexados a ligantes inorganicos. A FIGURA 4.10 relaciona as concentragdes de
Cu?* (A), Zn** (B) e Pb* (C) em funcdo das concentracdes na forma labil dos

respectivos metais, durante todo o periodo amostral.
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FIGURA 4.10 Variagdo da concentragao de metal livre em fungdo da concentragcdo de metal labil
durante o periodo de amostragem. (e) cobre, (m) zinco e (4) chumbo.

Dentre os metais, zinco apresentou maior concentracdo na forma livre em
funcdo do aumento do metal na fracdo labil. Em ambientes aquaticos, os
componentes quimicos dissolvidos em solugao tém potencial para formar diversos
complexos quimicos dissolvidos, solidos ou espécies adsorvidas. Algumas destas
espécies quimicas podem ser biologicamente ativas ou até mesmo toxicas,
enquanto outras podem ser inertes. Em geral, isso depende de fatores como a
concentracdo total de cada elemento, do pH, forgca i6nica e temperatura
(SCHECHER e MCAVOY, 1992). Estudando especiagcdo de metais em lagos, Cheng

et al. (2005) constatou que o aumento da concentragdo de Zn?" foi diretamente
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proporcional ao aumento da concentragdo do metal na fragado dissolvida. Outros
trabalhos avaliaram a toxicidade de metais na forma livre frente a diferentes
organismos aquaticos e concluiram que a biodisponibilidade é dependente da
presenca desses ions (BROOKS et al., 2007; KNAUER et al., 1997; LOMBARDI et
al., 2007; SIGG et al., 2006).

Considerando a concentragdo livre de todos os metais, as analises
estatisticas (teste t) mostraram que n&o ha variagcbes nas coletas sazonais,
sugerindo uma regulagdo dos metais na forma livre independente da estagdo seca
ou chuvosa. Apenas Zn?* apresentou diferengas significativas entre os trés pontos
amostrais (ANOVA, P = 0,0354).

As espécies dos metais na fragdo dissolvida obtidas através do programa de

equilibrio quimico MineqL+, sdo mostradas na FIGURA 4.11.
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Avaliando a FIGURA 4.11A, observa-se que Cu-MOD (CuL) dominou a
especiacédo do cobre (67%). Diversos estudos mostraram que em aguas naturais a
porcentagem do cobre complexado organicamente é alta (90%) enquanto a
quantidade de cobre labil varia em torno de 10%, sendo a maioria complexado na
forma de COs* (APTE et al., 2000; FLORENCE e BATLEY, 1980; FLORENCE,
1982, 1986; KNAUER, 1996). Considerando a frag&o labil, o modelo de equilibrio
quimico mostrou que do CuTD detectado neste estudo, com o qual o modelo foi
abastecido, o cobre seria teoricamente fracionado em Cu®* (5%), CuOH* (6%),
CuCOs3; (20%). Para o zinco, o estudo tedrico mostrou um predominio da forma livre
(52%), entretanto 14% do metal esteve ligado a NOs e 3% e 2% a COs* e OH,
respectivamente (FIGURA 4.11B). Outros trabalhos utilizando modelos
computacionais mostram que as principais espécies de zinco em aguas naturais séo
Zn** (50%) e ZnCOs (38%) (FLORENCE e BATLEY, 1980; FLORENCE, 1986;
KNAUER, 1996). Em relagcdo ao chumbo, a porcentagem de Pblabil (69%) em
relagdo ao PbTD indica ter havido complexagao de chumbo por compostos labeis
(inorganicos) (FIGURA 4.11C). Segundo o modelo tedrico, chumbo associou-se
preferencialmente a COs* (23%), NO3 (16%) e OH™ (14%). Utilizando programas de
equilibrio quimico, Florence e Batley (1980) e Florence (1986) destacam a presenca
de chumbo em agua doce associado principalmente a PbCO3; e Pby(OH)2CO3 (90%).
Para cadmio, o estudo tedrico foi feito nas amostras onde este metal esteve acima
do limite de detecgdo, e mostrou que, em média, 62% do metal estiveram na forma
livre e 20% e 5% complexados a NO3; e CI, respectivamente (FIGURA 4.11D).
Resultados similares de Cd** (70%) foram encontrados por Florence (1986) em
ambientes l6ticos. De acordo com Florence (1986), em aguas andxicas cadmio pode

existir na forma de CdHS".

4.3 Caracterizacdo da matéria organica dissolvida natural empregando
fluorescéncia

Para avaliar as caracteristicas das estruturas organicas presentes na matéria
organica dissolvida nas aguas do Reservatério de Barra Bonita foram conduzidas
analises de fluorescéncia nos modos de emissdo e excitagdo sincronizada. A
FIGURA 4.12 mostra os espectros de emissao de fluorescéncia nos trés pontos de
coleta, para o periodo chuvoso (novembro 2007 e janeiro 2009) e seco (agosto 2007
e julho 2008).
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FIGURA 4.12 Espectros de emissao de fluorescéncia molecular obtidos para amostras do ponto 1
(A), ponto 2 (B) e ponto 3 (C).

A FIGURA 4.12 mostra que sob o aspecto qualitativo, a emissao de
fluorescéncia da MOD é similar (ANOVA, P = 0,4339) para todos os pontos
amostrados, sendo o0 maximo de emissao registrado em 436,2 + 0,9 nm. No entanto,
sob o aspecto quantitativo foram detectadas diferengas significativas. Foram obtidas
as maiores intensidades de fluorescéncia nas amostras coletadas em agosto,
independente do ponto de amostragem (ANOVA, P < 0,05), sugerindo uma maior
concentragdo de espécies aromaticas e alifaticas conjugadas com substancias
huamicas e grupos de aminoacidos (APTE et al., 2000) em comparagéo aos outros
meses. No entanto, nas demais comparacdes por ANOVA, nado foram detectadas
diferengas significativas (P > 0,05) em funcdo da sazonalidade e nem entre os
pontos amostrais.

Com maior resolucdo do que a emissdo de fluorescéncia, a excitagao
sincronizada apresentou picos definidos em diversas regides espectrais, que podem

ser atribuidos a diferentes estruturas organicas (FIGURA 4.13).
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FIGURA 4.13 Espectros de fluorescéncia de excitagao sincronizada obtidos para amostras do ponto 1
(A), ponto 2 (B) e ponto 3 (C).

De modo geral, moléculas de baixa massa molecular fluorescem quando
excitadas em baixo comprimento de onda e representam a matéria organica
autéctone, as moléculas de peso molecular médio representam componentes mais
complexos como os acidos fulvicos que geralmente possuem origem aldctone
(RETAMAL et al., 2006).

Os espectros de fluorescéncia de excitagdo sincronizada (FIGURA 4.13)
mostraram as maiores intensidades de fluorescéncia para os pontos 1 e 2, e na
regiao de Aexc/iem 284-432/302-450 nm no ponto 3 (ANOVA, P < 0,01) nas
amostras de agosto. No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas
entre os outros meses de amostragem (ANOVA, P > 0,05). Na FIGURA 4.13, os
picos emitidos em comprimentos de onda mais curtos (Aexc/Aem 291/309,0 + 0,7 nm)
indicam maior concentragao relativa de materiais proteicos recém formados (DEL
CASTILLO et al., 2000; MOPPER e SCHULTZ, 1993; SIERRA et al., 1997). Segundo
Mopper e Shultz (1993) e Parlanti et al. (2000) a abundancia de compostos
proteinaceos nas camadas superficiais de ecossistemas aquaticos pode estar
relacionada aos altos indices de atividades biolégicas nas zonas féticas. Ja, a
ocorréncia de picos na regidao de Aexc/iem 302-304/320-322 nm (FIGURA 4.13)
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refere-se a materiais proteicos tanto de origem autéctone quanto aloctone (DEL
CASTILLO et al., 2000; MOPPER e SCHULTZ, 1993; SIERRA et al., 1997). Segundo
Peuravuori et al. (2002), as proteinas que fluorescem nesta regiao do espectro
geralmente sdo compostas por aminoacidos aromaticos e outros acidos volateis.
Além das fontes naturais, o enriquecimento organico de origem antropica pode
contribuir com a alta ocorréncia de proteinaceos no ambiente aquatico (GUSSO,
2008). Baker e Spencer (2004) relatam uma maior ocorréncia de proteinas em
regides com influéncia antrépica, sugerindo assim que os principais afluentes podem
contribuir com proteinas para as aguas de Barra Bonita.

Em todos os pontos (FIGURA 4.13) observa-se que existe uma grande
similaridade entre os espectros de fluorescéncia sincronizada na regido entre
rexc/hiem 332-582/350-600 nm. Essa extensa faixa espectral surge a partir da
fluorescéncia de estruturas aromaticas formadas de 3 a 7 anéis conjugados. Além
disso, nas amostras coletadas nos pontos 1 e 3 (FIGURA 4.13A e 4.13C) existem
picos definidos de intensidade de fluorescéncia na regiao de Aexc/iem 329-338/347-
356 nm que podem ser atribuidos a hidrocarbonetos policiclicos aromaticos com 3
ou 4 anéis conjugados (PEURAVUORI et al., 2002). Todas as amostras (FIGURA
4.13) apresentaram fluorescéncia em Aexc/Aiem 382/400 nm, que pode ser atribuido
a estruturas policiclicas aromaticas formadas por 5 anéis conjugados (LOMBARDI e
JARDIM, 1999; PEURAVUORI et al., 2002). Os picos observados na regido de
rexc/iem 422-452/440-470 nm sao caracteristicos da presenca de compostos do
tipo lignina, além da presenga de compostos organicos formados por 7 anéis
aromaticos conjugados (LOMBARDI e JARDIM, 1999; PEURAVUORI et al., 2002).
Segundo Gusso (2008), essa faixa espectral é caracteristica de matéria organica
aléctone. O aparecimento de picos nesta regido também tem sido atribuido a
presenca de substancias humicas que podem conferir uma maior aromaticidade a
matéria organica natural (WESTERHOFF e ANNING, 2000).

Com base na interpretagao dos resultados obtidos, pode-se concluir que nao
existem diferencas significativas com relagdo ao aspecto qualitativo da MOD ao
longo do Reservatério de Barra Bonita. A presenca de picos caracteristicos nos
espectros de fluorescéncia sincronizada indica que existe influéncia do aporte de
mateéria organica aléctone de composicao diversa a partir dos rios Tieté e Piracicaba

e também elevada contribuicdo autoctone presente nessas aguas.
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4.4 Anédlise de componentes principais (PCA)

Neste trabalho, a analise de componentes principais (PCA) foi utilizada para
avaliar variacdes sazonais e pontuais nas concentragdes de cobre, zinco e chumbo
e, ao mesmo tempo, identificar as influéncias dos parametros medidos na analise de
especiagcdo. Cadmio nao foi incluido na PCA, pois a analise de especiagao para este
metal foi realizada em um numero pequeno de amostras e sua inclusdo na analise
afetaria a verdadeira correlagao entre as variaveis.

A PCA é considerada uma ferramenta de compressao, que permite diminuir a
dimensionalidade da matriz de dados, facilitando, consequentemente, a sua
visualizagdo. A partir dos parametros mostrados no APENDICE 2, foi construida uma
matriz de dados de dimensao 32X 12, correspondendo aos trinta de dois parametros
analisados e seus respectivos valores considerando todas as coletas. Os dados
originais foram autoescalonados e utilizados para gerar o modelo de regresséo
multivariada. No APENDICE 2 estdo mostrados os loadings estabelecidos para cada
variavel e a porcentagem de varidncia capturada para cada uma das quatro
componentes principais (PCs) fornecidas.

Em geral, espera-se que um menor numero de componentes principais possa
explicar a maior parte da variancia dos dados originais, sem perda de informagao
relevante. A PCA reorganizou os dados originais em quatro fatores principais,
também denominadas componentes principais, que juntos explicam 75,45% da
variancia total dos dados originais, sendo que apenas a primeira componente (PC1)
foi responsavel pela captura de 32,35% da variancia.

Considerando a complexidade dos sistemas naturais, nos quais os valores
dos parametros analisados variam em funcdo do clima, atividades antropicas e
naturais, dentre outras e o fato de apenas duas componentes principais explicarem
aproximadamente 53% da variancia total dos dados, a PCA ¢ indicada para verificar
semelhangas e diferengas dentro do conjunto amostral. Zimmermann et al. (2008) e
Sodré et al. (2005) avaliaram a qualidade de aguas naturais empregando PCA e
utilizaram duas componentes principais, enquanto Tonietto (2006) utilizou trés
componentes principais para capturar varidncias de 56%, 62% e 58%,
respectivamente.

A partir dos dados mostrados no APENDICE 2, observa-se que a primeira
componente principal (PC1), que explicou 32,35% da variabilidade, é a que

apresenta maior correlagdo com parametros analisados que, em conjunto,
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determinam o grau de poluicdo de um corpo aquatico natural (alcalinidade, cloreto,
nitrato, carbono organico dissolvido, carbono inorgénico, OD, pH, condutividade e
clorofila-a) e parametros relativos a sazonalidade (temperatura da agua e
concentragdo de sélidos suspensos). Para esta componente principal nota-se
também um elevado coeficiente de correlagdo para a concentragdo de cobre nas
formas CuT, CuTD e CuL, ZnL, logK’p,. € PbT, PbTD, PbL e Pblabil.

A segunda componente principal (PC2), que explicou 20,45% da
variabilidade, correlacionou principalmente a analise de especiacado do cobre e zinco
e foi responsavel pela correlagdo inversa entre Culabil, Cu®*, C.Cu, ZnT, ZnTD, ZnL,
Znlabil, Zn** em fungao do logK’cu, Pb?* e nitrato.

Para associar estes resultados as coletas e seus respectivos pontos
amostrais, sdo mostrados a seguir os graficos que representam as correlagdes entre
as variaveis (loadings) (FIGURA 4.14A) e os casos (scores) (FIGURA 4.14B).
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FIGURA 4.14 Graficos de (A) variaveis (loadings) e (B) casos (scores), para as duas componentes
principais das amostras de agua do Reservatério de Barra Bonita (Factor 1 = PC1; Factor 2 = PC2).
Gréfico (A): nimeros representam as variaveis descritas no APENDICE 2. Grafico (B): simbolos que
representam os pontos: ponto 1 (P1), ponto 2 (P2), ponto 3 (P3); simbolos que representam as
coletas: agosto 2007 (C1), novembro 2007 (C2), julho 2008 (C3) e janeiro 2009 (C4).
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O grafico de loadings para as duas primeiras componentes principais €&
mostrado na FIGURA 4.14A, representando a influéncia das variaveis sobre a
distribuicdo espacial das amostras. Na FIGURA 4.14B é apresentado o grafico de
scores associados aos resultados dos trés pontos amostrais (casos) durante as
quatro coletas, demonstrando a capacidade da primeira componente principal em
discriminar as amostras em fungdo da sazonalidade: estacdo chuvosa, a direita do
grafico, e estagdo seca, a esquerda.

Avaliando a PC1 (FIGURA 4.14A), nota-se que a maior quantidade de
parametros relacionados ao grau de impactacdo de um corpo aquatico, como
alcalinidade total (27), cloreto (26), COD (22) e CI (23), nitrato (29) e ainda
temperatura da agua (30) e condutividade (32), associam-se as amostras do periodo
de maior precipitagdo, a direita no grafico (FIGURA 4.14B). A interpretacdo dos
resultados mostra ainda que ZnL (10) relaciona-se a estes parametros. E conhecido
que valores elevados a estes parametros podem ser consequéncia do aporte de
esgotos em aguas naturais, sendo que cloreto e COD evidenciam melhor esta
possibilidade (PETTINE et al., 1996). Apesar do aporte de esgoto ser constante no
Reservatoério de Barra Bonita, a interpretacdo dos resultados obtidos através da PCA
mostra que a contribuicdo no periodo chuvoso € ainda maior.

Considerando que o local de amostragem encontra-se numa regido de
transicdo entre clima tropical e subtropical (PANHOTA et al.,, 2007), onde
temperaturas elevadas sao comuns durante o periodo chuvoso (primavera/verao), é
esperado que a precipitacdo e a temperatura (ELCI, 2008), sejam fatores
importantes. Entretanto, observa-se que concentragcdes elevadas de ZnL (10),
alcalinidade (27), cloreto (26), COD (22), CI (23) e nitrato (29) também se
correlacionam neste periodo. Portanto, surgem evidéncias da contribuicdo de
poluicdo para o reservatorio no periodo de chuvas. Esta contribuicdo € oriunda dos
seus principais afluentes, rio Piracicaba e, principalmente, o rio Tieté (CETESB,
2007, 2008), que contribui com dobro de contaminagao nas aguas de Barra Bonita
(MATSUMURA-TUNDISI e TUNDISI, 2005). Além disso, nao deve ser descartada a
deposicdo umida, que retira o material particulado da atmosfera, e 0 escoamento
que dela resulta, contribuindo para o aporte de metais nos ambientes aquaticos
(FONTENELE et al., 2009; MEYLAN et al.,, 2003). Segundo dados da CETESB
(2007, 2008) tem havido uma piora significativa na qualidade da agua do

Reservatorio de Barra Bonita, encontrando-se em estado avangado de trofia. Essa
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piora esta associada tanto aos poluentes da sua bacia de drenagem, quanto dos
provenientes da RMSP.

A esquerda da PC1 localizam-se as amostras coletadas no inverno,
(agosto/2007 e julho/2008) (FIGURA 4.14B), periodo em que ocorreram as menores
precipitacdes, e a PC1 relacionou com parametros autéctones (FIGURA 4.14A).
Essas amostras foram discriminadas pelas altas concentracbes de oxigénio
dissolvido (31), com concentragdes que variaram de 4,5 a 8,8 mg L™, pH (28),
clorofila-a (24) chegando até 106 mg L' e SST (25). As interpretacdes destes
resultados suportam a ideia de que neste periodo os excessos de nutrientes, oriundo
dos rios Tieté e Piracicaba, favorecem os parametros relacionados a eutrofizacao do
reservatorio. A correlagao positiva univariada entre clorofila-a e SST (FIGURA 4.2) é
confirmada através da PC1. Tal relagao indica que os sdlidos suspensos presente no
reservatorio estio relacionados a uma componente bidtica autdctone, na medida em
que esta vinculado a um parametro indicativo da produg¢ao primaria da comunidade
fitoplanctonica e, consequentemente, a presenga de excretados das microalgas e
cianobactérias. Esses parametros também se relacionam com CuT (1), CuTD (2) e
CuL (3) e grande parte das concentragbes analisadas de chumbo (PbT (15), PbTD
(16), PbL (17), Pblabil (18) e logK’py. (21)). De fato, a interpretagdo dos resultados
mostra as maiores concentragcdes de cobre e chumbo em praticamente todos os
pontos de amostragem durante o periodo seco (FIGURA 4.6). Estes resultados
estdo em acordo com outros da literatura. Mylon et al. (2003) descrevem que a
complexacao do cobre € muito maior em épocas de seca e que altas concentracoes
de Cu®" determinadas no inicio do periodo chuvoso sofre rapido decaimento,
sugerindo uma alta afinidade dos ligantes pelo metal.

A presenga de SST (25) associada ao periodo de seca (inverno) mostra que o
aporte de cobre e chumbo pode estar relacionado a presenca de soélidos em
suspensao oriundos de aguas de escoamento superficial. Apesar de o periodo
apresentar escoamento menor, o tempo de retengcdo da agua no reservatorio varia
de 90 - 150 dias, além da diregdo dos ventos que coincide com o eixo longitudinal do
reservatorio (VIEIRA et al., 2008). Esse resultado & corroborado por estudos
realizados por Calijuri e dos Santos (2001). Os autores concluiram que as condi¢des
fisico-quimicas do Reservatorio de Barra Bonita sao afetadas pelas variaveis
climaticas, operagédo da barragem, interagcdes bioldgicas e pelo processo fisioldgico

do fitoplancton. Superpostas as fun¢des de forgas climatoldgicas e hidrolégicas, as
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atividades humanas na bacia hidrografica produzem consideravel impacto, tais como
a descarga de nitrogénio e fésforo de esgotos nao tratados, materiais particulados e
dissolvidos em suspensao, e fertilizantes provenientes das plantacbes de cana-de-
agucar na bacia hidrografica (TUNDISI et al.,, 2008). Além disso, Fontenele et al.
(2009) determinaram as concentragdes de cadmio, cobre, chumbo e ions
majoritarios em aguas de chuva coletadas na regido central de Sdo Paulo e
observaram que cobre foi a espécie predominante com concentragao média de 49,5
nmol L'1, enquanto o valor médio para cadmio e chumbo foi de 1,33 e 8,52 nmol L'1,
respectivamente. Os autores concluiram ainda que as concentracdes mais elevadas
foram observadas em amostras coletadas apds varios dias sem ocorréncia de
eventos de chuva, sugerindo acumulagcdo dos poluentes na atmosfera durante o
periodo seco.

Através da PC1 confirmou-se também relacbes observadas na analise
univariada entre CuTD e CuL (FIGURA 4.9), ou seja, ha uma relagéo entre o periodo
de menor pluviosidade (agosto/2007 e julho/2008) e os maiores valores de CuTD (2)
e CuL (3). Esta correlacdo direciona para a existéncia de um sistema de
tamponamento metalico suportado pelos ligantes, pois com o aumento do CuTD,
CuL aumenta proporcionalmente. Nessa situagdo ha um favorecimento da
diminuicado da biodisponibilidade do metal no ambiente aquatico.

A PC2, que explicou 20,45% da variancia total dos dados, diferenciou as
amostras em fungao da especiacao, principalmente, de cobre e zinco independente
da sazonalidade e dos pontos amostrais. Na variagdo positiva, acima da linha
horizontal (FIGURA 4.14B), localizam-se as amostras de agosto/2007 (pontos 1 e 2),
novembro/2007 (ponto 1) e janeiro/2009 (pontos 1, 2 e 3). Estas amostras foram
discriminadas pelos parametros Culabil (4), Cu** (5), CL.Cu (6), ZnT (8), ZnTD (9),
ZnL (10), Znlabil (11) e Zn** (12). A correlagdo entre os parametros 4 e 5 mostra que
ha um aumento da concentracdo de Cu®* em fungdo do aumento de Culabil, relacdo
observada na analise univariada (FIGURA 4.10). A PC2 (FIGURA 4.14A) confirmou
as correlagbes entre as concentragcdes de zinco, ja relacionadas nas analises
univariadas (FIGURAS 4.9 e 4.10), ou seja, o aumento da concentragdo de zinco
nas aguas (ZnT e ZnTD) promove o aumento das concentragdes de ZnL, Znlabil e
Zn?".

As demais amostras, situadas abaixo da linha horizontal (FIGURA 4.14B),

foram discriminadas pela concentracio elevada de Pb%" (19), logK'cu. (7) e nitrato
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(29) (FIGURA 4.14A). Os valores altos desses parametros mostra haver contribuigao
das cargas pontuais e difusas, originadas da contaminagao proveniente de efluentes
industriais (PRADO et al., 2007) e principalmente oriundo da RMSP (FONTENELE et
al., 2009).

Estudo prévio realizado no Meédio Tieté detectou a presenga de cobre,
chumbo, niquel e zinco em concentragcdes superiores aos limites estabelecidos pela
legislacédo federal (CETESB, 2008). A maior parte dessa contaminagédo foi
proveniente da Unidade de Gerenciamento dos Recursos Hidricos (UGRHI) a
montante, uma vez que os pontos mais proximos da RMSP apresentaram
porcentagens historicas maiores quanto ao ndo atendimento aos padrbes de
qualidade. O Rio Tieté, na maior parte da RMSP, esta enquadrado na classe 4, onde
os padrdes de qualidade sao ausentes. No Reservatério de Barra Bonita, analises
da CETESB determinaram em janeiro de 2008, concentragcbes de mercurio acima do
limite estabelecido pela legislagdo. Porém, analisando os resultados deste estudo de
especiacdo dos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo verifica-se que o aporte
dessas cargas poluidoras ndo compromete de maneira significativa a qualidade das
aguas superficiais do Reservatorio de Barra Bonita, permitindo sua classificagéo
como moderadamente comprometido (classe 2) (CETESB, 2007, 2008), segundo a
resolucdo do CONAMA 357/2005.

Estudar um reservatério artificial como o de Barra Bonita, cujo tempo de
retencdo é controlado pelo Homem na medida de sua necessidade em resposta a
pluviosidade, remete para a consideracdo de que este reservatério contenha
caracteristicas de um sistema misto entre sistemas Iéntico e I6tico (PETESSE et al.,
2007; TUNDISI et al.,, 2008). Em um sistema Iéntico, a dindmica entre diferentes
pontos amostrais tende a variar mais com a profundidade e temperatura, diaria em
regides tropicais-subtropicais (ESTEVES, 1998) e sazonal em regides temperadas,
gerando estratificagdo ao longo do ano. Nos casos de sistemas loticos, a variagéo
entre pontos amostrais € menos percebida, sendo o sistema um todo mais
homogéneo (SIGEE, 2005). Essa mistura de sistemas Iéntico e Iético que confere ao
Reservatorio de Barra Bonita uma caracteristica peculiar, o0 que o torna também
mais homogéneo, caracteristica suportada pela similaridade entre os diversos

pontos amostrais.

61



Resultados e Discussao Capitulo 1

4.5 Competicdo entre os metais cobre e zinco por ligantes nas aguas do

Reservatério de Barra Bonita

O objetivo desta parte da pesquisa foi verificar a existéncia (ou ndo) de
competicdo por ligantes naturais e identificar a seletividade destes ligantes em
relacdo aos metais cobre e zinco. A partir da titulagdo de CC das amostras dos
pontos 1 e 3 (julho 2008 e janeiro 2009) com cobre e zinco, foram utilizados os
resultados para avaliar a competicdo entre os metais por ligantes naturais. A escolha
dos metais e dos pontos amostrais se deve pela presencga de ligantes disponiveis

nas amostras. A FIGURA 4.15 exemplifica os voltamogramas obtidos na titulacdo de

competicao.
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FIGURA 4.15 Voltamogramas obtidos nas titulagbes de cobre (e) e zinco (m) na amostra de
agua do Reservatorio de Barra Bonita. (A) Adigdo de Zn e titulagdo com Cu; (B) Adigdo de Cu
e titulagdo com Zn.

Observa-se que a medida que a amostra é titulada com cobre (FIGURA
4.15A) ou com zinco (FIGURA 4.15B), ndo ha variagéo significativa nas correntes
dos metais, zinco (FIGURA 4.15A) e cobre (FIGURA 4.15B), previamente
adicionados. Isso indica que o cobre ndo compete pelos ligantes complexados ao
zinco e, de modo analogo, que o zinco ndo compete pelos ligantes inicialmente
complexados ao cobre. De fato, como evidenciado pelas analises de complexagao
nas amostras do reservatorio, o logK’y. médio para os complexos envolvendo cobre
e zinco foram similares (teste t, P = 0,0705).

No entanto, os resultados de CC dos estudos de competicdo entre os metais
apresentaram diferencas significativas, independente do ponto amostral. Estao
apresentados a seguir os valores obtidos para a titulagdo do cobre (TABELA 4.2) e
zinco (TABELA 4.3) antes e apos a competigéo.
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TABELA 4.2 Concentracao de cobre Iabil, complexado e capacidade de complexacao (C, e logK’y) do cobre na agua do Reservatério de Barra Bonita, antes
e apos adigao de zinco (n = 3; média + desvio padrao).

Titulagcdo com Cu

Titulagdo com Cu ap6s adigao de Zn

Culabil CulL C.Cu logK’cuL Culabil CulL C.Cu logK’cuL
(nmol L") (nmolL™")  (nmol L) (nmol L") (nmolL™")  (nmol L)
Julho 2008 — Ponto1 2,68+ 1,05 13,8+ 1,05 247 +46,1 8,04+0,24[124+0,59 152+0,59 179+ 13,6 8,27 +0,03
Julho 2008 —Ponto 3 1,56 +0,68 21,2+0,68 219+7,63 8,10+0,27 | 098+0,24 21,8+0,24 180+ 17,7 8,65+0,35
Janeiro 2009 —Ponto 1 2,63 +0,42 13,9+042 305+13,7 7,53+0,07 |257+1,26 142+126 230+17,8 7,90+ 0,08
Janeiro 2009 —Ponto 3 2,62 +0,34 7,72+0,34 251+761 7,45+0,11|3,41+0,74 6,93+0,74 168+ 11,7 7,57 +0,06

TABELA 4.3 Concentragao de zinco labil, complexado e capacidade de complexagao (C, e logK’y) do zinco na agua do Reservatorio de Barra Bonita, antes
e apos adigao de cobre (n = 3; média + desvio padrao).

Titulagdo com Zn

Titulagdo com Zn apds adi¢cao de Cu

Znlabil ZnL C.Zn logK’znL Znlabil ZnL C.Zn logK’znL
(nmol L") (nmolL™")  (nmol L) (nmol L") (nmolL™")  (nmol L)
Julho 2008 — Ponto 1 36,1+4,01 144+£401 413+3,99 8,22+0,09 37,6 2,09 - 58,2+4,80 6,59 +0,34
Julho 2008 — Ponto 3 226+192 157+192 814+795 7,67+0,10| 38,3 +2,87 - 446 +7,07 6,89 + 0,51
Janeiro 2009 — Ponto1 38,1 +5,68 46,2+5,68 51,8+4,26 8,03+0,05|84,4+5,19 - 443+ 3,06 7,80+0,18
Janeiro 2009 — Ponto3 81,7+8,83 91,7+8,83 89,2+7,01 851+£0,19| 110+8,14 63,5+8,14 52,3+495 6,67 +0,43
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A interpretacdo dos resultados da titulagdo da amostra na qual zinco foi
previamente adicionado e cobre, o metal titulante (TABELA 4.2), mostrou que nao
houve diferencas significativas entre as concentragdes de Culabil, CuL e logK'cuL
(exceto ponto 1, janeiro 2009) sem a adigao de zinco e apos a adigdo deste metal.
No entanto, apos a titulagdo de competi¢cdo, houve uma diminuicdo da concentragao
de ligantes disponiveis ao cobre (teste t, P < 0,0238), sugerindo que o cobre n&o
compete com o zinco previamente adicionado, por ligantes ja complexados, mas os
ligantes antes disponiveis ao cobre, complexam zinco.

A determinacao da CC para zinco apos a titulagdo de competicdo (TABELA
4.3) indicou que o cobre, previamente adicionado, afetou a especiagdo do zinco,
ocupando ligantes aos quais este metal ja se encontrava complexado no ambiente.
Como resultado, houve um aumento de Znlabil (teste t, P < 0,0152) e diminuigdo da
CiZn (teste t, P < 0,0039) e logK'zn. (teste t, P < 0,0025). A interpretacdo desses
resultados mostra a existéncia de uma maior afinidade do cobre por alguns ligantes
que antes estavam complexados ao zinco. A diferenca estatistica (teste t, P = 0,003)
observada nas K'y. para os metais apds a titulagcdo de competicdo mostra o
envolvimento de diferentes ligantes na complexagdo de metais em aguas naturais.
Os ligantes naturais podem ser labeis ou de natureza humica. Os labeis sao
excretados por microrganismos ou tém origem através da degradacdo de material
bioldgico (XUE et al., 1995). Em ambos os casos, os ligantes naturais podem incluir
algumas estruturas quelantes, tais como grupos funcionais aminos ou sulfidricos.
Segundo Xue et al. (1995), a alta seletividade do cobre, comparado ao zinco, é
devida a quelantes com grupos amino (etilenodiamina - EN): logK’c,en = 10,48 € 0
logK’znen = 5,66. Além disso, outros ligantes diaminos que incluem 3 ou mais grupos
aminos tém seletividade e altos valores de K’ para cobre. Alguns peptideos, também
apresentam alta seletividade para cobre, exemplo Gly-L-His-L-Lys, logK’c, = 16,4,
logK’z, = 8,2 e fitoquelatinas. Esses compostos incluem estruturas com diversos
grupos aminos que complexam cobre e podem ocorrer em ambientes naturais (XUE
et al., 1995).

Os resultados aqui apresentados sao similares ao obtidos por Xue et al.
(1995), que estudaram a competicdo entre cobre e zinco em ambientes naturais. Os
autores constataram que a titulagdo com zinco ndo afetou a especiacao do cobre
previamente adicionado, mas a titulacdo com cobre influenciou a especiagdo do

zinco. Similar a este estudo, as concentracdes de Znlabil e Zn?** aumentaram apés a
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adicao do cobre, sugerindo que o cobre adicionado substituiu o zinco nos complexos
e 0 zinco foi entdo deslocado para espécies mais labeis. Estudos de competigcao
entre cobre e zinco foram também realizados por Hoffmann et al. (2007) em aguas
naturais. No entanto, esses autores demonstraram que os metais complexaram-se a
ligantes especificos, ndao competindo entre si. Chakraborty e Chakrabarti (2008)
estudaram a competicdo de cadmio, cobre e zinco por ligantes previamente
ocupados por chumbo em substancias humicas. Os autores concluiram que cadmio
e zinco competem por ligantes fracos (inorganicos), enquanto cobre compete por
ligantes organicos promovendo uma maior concentragao de ions Pb?*, de maior
biodisponibilidade do que complexos Pb-SH. Cao et al. (1995) avaliaram a
competicdo de Ca®* e metais traco (Pb®*, Cd** e Cu?®') por acidos himicos em
ambientes aquaticos. Os autores observaram competicdes entre cobre e chumbo, e
quando calcio foi previamente adicionado, a CC frente os metais tragco diminuiu,
sugerindo que os metais ndo competem necessariamente pelos mesmos ligantes.
Como a titulagdo de competicdo mostrou que zinco, em comparagao ao
cobre, apresentou menor seletividade frente aos ligantes presentes na agua, esse
comportamento favoreceu a regulagdo do Culabil e o consideravel aumento de
Znlabil. Como consequencia do aumento do Znlabil, houve um aumento do Zn2+, nas
aguas de Barra Bonita. Baseado na interpretagao desses resultados, conclui-se que
a dindmica dos ligantes pode favorecer a diminuigdo da disponibilidade dos metais
para organismos aquaticos, suportando maiores concentragbes de Zn** em
comparacdo ao Cu?*. As interpretacdes dos resultados mostram ainda que ha uma
seletividade dos ligantes disponiveis aos metais cobre e zinco, e que esta
seletividade pode estar relacionada a efeitos cinéticos da associagao metal-ligante,
pois foi detectada alteracdo na especiacdo de zinco mediante adicdo do cobre nas
amostras naturais. Portanto, conclui-se que os ligantes disponiveis nas aguas do
reservatorio apresentam certa especificidade/seletividade quanto a sua capacidade

de complexar os metais cobre e zinco.
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5 CONCLUSOES

Baseado nos resultados dos parametros fisico-quimicos e biolégicos foi
possivel atribuir elevado grau de deterioragéo da qualidade da agua do Reservatoério
de Barra Bonita (SP).

A ordem das concentracbes total e total dissolvida dos metais foi
Zn>Cu>Pb>Cd independente da localizacdo amostral, sendo que os pontos 1 e 2
apresentaram os maiores valores de CuT. Quanto a sazonalidade, concentragdes
elevadas de CuTD e PbTD foram obtidas nas coletas de inverno (menor
pluviosidade).

A avaliagcdo da capacidade de complexagdo da agua para os quatro metais
indicou maior concentragao de ligantes disponiveis para cobre, seguido de chumbo,
zinco e cadmio, entretanto a estabilidade da ligacao metal-ligante foi similar para
todos os metais.

A variagdo sazonal resultou em diferencas significativas na especiagcado dos
metais. No inverno (seco) predominou CuL, Znlabil, PbP e Pblabil, enquanto que no
verao (chuvoso) zinco predominou na forma ZnL, cobre nas formas CuL e CuP, e
chumbo predominou na forma PbP.

Aumento das concentragdes de CuTD, ZnTD e PbTD na agua do reservatério,
resultou em aumento de Cul, ZnL, Znlabil e Pblabil, mas nédo afetou as
concentracdes de Culabil e PbL.

Segundo o modelo de equilibrio quimico MineqlL+, cobre e chumbo
predominam na forma de complexos com carbonatos, enquanto cadmio e zinco
permanecem na forma idnica livre. Relagdes diretamente proporcionais foram
obtidas entre as concentra¢des de zinco, cobre e chumbo livres e as concentracdes
desses metais nas respectivas formas labeis.

A emissdo de fluorescéncia da agua é similar ao longo do reservatorio,
entretanto, maior intensidade de fluorescéncia foi obtida nas amostras coletadas em
agosto, sugerindo uma maior concentracdo de espécies aromaticas e alifaticas
conjugadas, substancias humicas e aminoacidos em comparag¢ao aos outros meses.
A fluorescéncia de excitagdo sincronizada mostrou que tanto o aporte de matéria
organica aloctone de composigdo diversa é importante no reservatorio, como

também a contribuicdo autéctone da MOD labil.
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A competicdo entre os metais cobre e zinco por ligantes na agua do
reservatorio mostrou que durante a titulagdo os metais ndo competem por ligantes ja
complexados. Entretanto, cobre previamente adicionado afetou a especiacdo do
zinco, ocupando ligantes fortes que eram anteriormente disponiveis ao zinco.
Quando zinco foi previamente adicionado e cobre o titulante, notou-se que aquele
metal ocupou ligantes antes disponiveis ao cobre, mas ndo foram observadas
diferencas significativas entre as concentragdes de Culabil, CuL e logK'cy..

As interpretagdes dos resultados obtidos nesta parte da pesquisa contribuem
para o entendimento de como fatores fisico-quimicos e bioldgicos afetam a
especiacao dos metais em ambientes aquaticos eutréficos e contaminados. Dentre
0s metais, cadmio foi o que menos se associou a MOD, estando preferencialmente
nas formas biodisponiveis (labil e livre). Cobre apresentou alta afinidade pela MOD,
€ no verao chuvoso também dominou no material particulado. Zinco predominou
associado a MOD. A presenca da matéria organica particulada promoveu a
transferéncia do chumbo da fragao dissolvida para o material particulado, indicando

que o sedimento pode atuar como fonte de chumbo para a coluna d’agua.
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6 INTRODUCAO

O aumento das floracbes de algas e outros microrganismos nocivos em
ambientes aquaticos tornou-se um problema mundial (FASTNER et al., 2003; KUBO
et al., 2005). Estima-se que 40 géneros sejam responsaveis pelas floragcdes, dentre
eles, cita-se as cianobactérias de agua doce Anabaena sp., Microcystis sp.,
Cylindrospermopsis sp. e Planktothrix sp. (KUBO et al., 2005; VIEIRA et al., 2008).
Um dos fatores que suportam tais floragbes é o aumento do grau tréfico dos
ecossistemas aquaticos, decorrente do aporte de nutrientes (FASTNER et al., 2003).
Certas espécies de cianobactérias s&do conhecidas por suas toxinas intracelulares
(hepato- e neurotoxinas), as microcistinas e cilidrospermopsinas, que no ambiente
ameacam a saude humana e da biota (BOGIALLI et al. 2006; FASTNER et al.,
2003).

Cylindrospermopsis raciborkii, principal produtora de cilidrospermopsina,
recebe crescente atengao por parte de toxicologos e autoridades ambientais, devido
a sua consideravel expansao geografica (BOGIALLI et al. 2006; FASTNER et al.,
2003). Ha 10 anos esta alga era rara, mas nos dias atuais é frequentemente
observada em floragbes que ocorrem em lagos e reservatérios para abastecimento,
expondo a populagdo humana a estas toxinas (BOGIALLI et al. 2006). Efeitos
nocivos causados pela toxina de C. raciborkii em seres humanos foi observado pela
primeira vez em 1979 no Reservatorio de Solomon (Australia). Parte da populagao
local foi abastecida com a agua deste reservatorio, provocando a intoxicagao de 148
pessoas (BOGIALLI et al., 2006; FASTNER et al.,, 2003). No Brasil, a grande
expansao na distribuicao de C. raciborskii deu-se a partir da década de 90,
coincidindo com o aumento da eutrofizagdo dos ecossistemas aquaticos (TUCCI e
SANTANNA, 2003). Ha indicios de que o forte evento El Nifio de 1997-1998 tenha
também favorecido o desenvolvimento desta cianobactéria tornando-a um dos mais
importantes componentes das comunidades fitoplancténicas (TUCCI e SANTANNA,
2003).

Além da toxicidade intrinseca das toxinas produzidas pelas cianobactérias,
Moeller et al. (2007) relata que o efeito toxico de certas toxinas podem ser
potencializados em condigcdes ambientais especificas. Os autores observaram que a
associagao da toxina produzida por Pfiesteria piscicida (dinoflagelado marinho) com

metais presentes no ambiente, pode potencializar sua toxicidade.
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6.1 Importancia das microalgas e cianobactérias na quimica de metais
traco em ambientes aquaticos

Em ambientes aquaticos, importante fracdo da MOD é originada de
organismos ali presentes, como algas, fungos, bactérias, macrofitas, peixes e outros
animais (KOUKAL et al., 2007) e portanto, € produzida in situ através da acumulacgao
e subsequente degradacgdo. O fitoplancton, onde se incluem as microalgas e
cianobactérias, sdo importantes produtores primarios nesses ambientes (LORENZO
et al., 2007). Dentre os varios mecanismos de produgdo de MOD autéctone por
esses organismos, incluem-se a liberagao ativa de compostos fotossintetizados
(excretados algais), ruptura e degradacao de células e ruptura de células devido a
pastagem do zooplancton (KOUKAL et al., 2007; LORENZO et al., 2007).

Os microrganismos e seus produtos de excregao geralmente apresentam a
habilidade de se associar a elementos metalicos, em menor ou maior grau, e assim
alterar a especiagdo dos metais no ambiente. Essa associagado é importante, pois
pode solubilizar um ion que antes se encontrava precipitado, tornando-o menos ou
mais disponivel. Essa habilidade varia de acordo com o organismo e o metal,
podendo ocorrer tanto em células vivas quanto em células mortas (KNAUER, 1996;
LOMBARDI et al., 2002). Fatores do ambiente como pH, temperatura, auséncia ou
presenca de nutrientes e outros metais, influenciam a eficiéncia e seletividade dos
mecanismos de absorg¢ao/adsor¢ao dos metais por células (WILDE et al., 2006).

Muitos dos metais trago sdo essenciais aos organismos, sem 0s quais havera
deficiéncia, mas acima de determinada concentragao, havera toxicidade. Para esses
metais, os organismos exibem um estreito limite de tolerancia (KAPLAN et al., 1988;
LOMBARDI et al., 2002; SUEUR et al., 1982).

Estudar a interagao entre metais trago e particulas naturais como microalgas,
bactérias, fungos e seus produtos de excreg¢ao, além de macromoléculas organicas
€ indispensavel para o conhecimento da biodisponibilidade destes elementos em
rios, lagos e oceanos (GONZALEZ-DAVILA et al., 1995; SANTANA-CASIANO et al.,
1995). Knauer et al. (1997) e Lorenzo et al. (2007), destacam a importancia da MOD
excretada pelo fitoplancton para diminuicdo do metal biodisponivel no ambiente
aquatico. A disponibilidade, assim como os efeitos toxicos dos metais para as
microalgas, sédo dependentes da especiacdo desses elementos (GONZALEZ-
DAVILA et al.,, 1995; SANTANA-CASIANO et al., 1995). Segundo Bradac et al.

(2009), em ambientes aquaticos os ligantes atropogénicos e naturais formam
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complexos labeis que contribuem para o fluxo de metal para as algas e
indiretamente afetam os organismos aquaticos através de transferéncia trofica.

Células algais possuem superficies com sitios de coordenagdo de alta
afinidade para ligagdes reversiveis com metais (BRULAND et al., 1991; MOFFETT et
al., 1990). Estas superficies, predominantemente com cargas negativas, consistem
de ligantes provenientes de grupamentos aminos, fosforicos, sulfidrilicos e
carboxilicos (SANTANA-CASIANO et al., 1995; SIGG, 1987). A ligacdo de ions
metalicos na parede celular de microalgas vivas € rapida e o ion metélico é
transportado lentamente através da membrana celular até o citoplasma
(GONZALEZ-DAVILA et al., 1995). Entretanto, estas duas reagdes, de adsorcéo e
transporte do metal através da parede celular, ndo s&o 0s Unicos processos que
podem ocorrer na presenga dos organismos e os excretados algais assumem um
importante papel nessa relagdo (LOMBARDI et al., 2007).

A interacao entre metais e excretados de microalgas/cianobactérias contribui
para o aprimoramento do estudo do ciclo biogeoquimico dos metais nas aguas
superficiais (LAMELAS et al., 2009). Na literatura, diversos trabalhos mostram que
os efeitos da ligacdo dos excretados algais com metais sdo muito mais significativos
para especiacdo do que aqueles ligados apenas a superficie das células algais
(GONZALEZ-DAVILA, 1995; MULLER e KESTER, 1991). Segundo estudos
realizados por Kozarac et al. (1989) e Zhou e Wangersky (1985) as mudangas na
qualidade e quantidade da MOD presente em ambientes aquaticos, deve-se a
liberagdo de excretados durante o crescimento algal. Xue e Sigg (1990)
determinaram que excretados tém efeito significativamente maior na especiacéo do
cobre do que a ligagdo com as células algais.

Os excretados algais sédo constituidos por compostos de natureza bioldgica,
como carboidratos, proteinas e lipidios (LENOBLE et al., 2008). E bastante
conhecido que os carboidratos e proteinas estdo envolvidos na regulagao,
transporte, biodisponibilidade e toxicidade do metal dissolvido em sistemas
aquaticos. Ha uma extensa quantidade e variedade de ligantes produzidos pelas
células de microalgas que geralmente sao de pouca especificidade para os metais.
No entanto, por similaridade, alguns metais podem substituir um ao outro nos
ligantes, competindo por sitios de coordenagdo nesses materiais biolégicos
(KNAUER, 1996). Diversas interacbes de competicao entre Cu e Zn (XUE et al.,
1995), Cu, Zn e Pb (AL-RUB et al., 2006), Cd, Pb, Zn e Mn (TOPPERWIEN et al.,
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2007), Cu, Cd e Pb (TIEN, 2002) e entre Cu e Pb (GONZALEZ-DAVILA et al., 1995;
SANTANA-CASIANO et al.,, 1995) tém sido identificadas nos excretados do
fitoplancton e dependendo da substituicido do metal no sitio ativo de coordenacao,
variam os efeitos ambientais. Em alguns casos, os mesmos metais que competem
pelo ligante podem ativar uma fungdo metabdlica especifica (KNAUER, 1996).
Interagdes sinérgicas e antagbnicas sdo ainda observadas. Al-Rub et al. (2006)
detectaram uma elevada capacidade da microalga de agua doce Chlorella vulgaris
em remover cobre de ambientes aquaticos, mas na presenca de zinco e chumbo a
alga diminuiu sua capacidade de adsorver o metal.

Diante do exposto, a producdo de excretados algais pode ser um parametro
influente em avaliagdes de toxicidade e gestdo de ambientes aquaticos, uma vez
que € comum o uso de algas para avaliar a qualidade da agua (KOUKAL et al.,
2007). Assim como a MOD natural € complexa e formada por uma grande variedade
de compostos, os excretados também sio constituidos por misturas complexas.
Para buscar maior especificidade nas relacbes com os metais e também na
caracterizagdo bioquimica, os excretados da cianobactéria Cylindrospermopsis
raciborskii foram fracionados e agrupados em compostos com diferentes massas
moleculares (> 30 kDa; 30 - 10 kDa; 10 - 3 kDa).
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7 OBJETIVOS

Os objetivos gerais desta parte do trabalho consistiram em avaliar a interagao

dos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo com a MOD produzida pela cianobactéria

téxica Cylindrospermopsis raciborskii, isolada das aguas do Reservatério de Barra

Bonita (SP) e caracterizar bioquimicamente seus constituintes. Como objetivos

especificos pretendeu-se:

vi.

Manter Cylindrospermopsis raciborskii sob condigbes controladas em
culturas de laboratério para a obtencdo e fracionamento de seus
excretados em diferentes massas moleculares (0,65 ym > fragdo > 30
kDa; 30 kDa > fragdo > 10 kDa; 10 kDa > fragdo > 3 kDa);

Avaliar a interagdo dos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo com a
MOD excretada pela cianobactéria através de titulagcbes de capacidade

de complexacao;

Quantificar a composicao total de carboidratos, proteinas, lipidios e
CHNS das fragdes com diferentes massas moleculares dos excretados

da C. raciborskii;

Determinar a composigdo das proteinas (aminoacidos) e classes de

lipidios presentes nas trés fragdes dos excretados da cianobactéria;

Caracterizar a MOD excretada e suas fragcdes de diferentes massas
moleculares através de fluorescéncia de emissdo e de excitagcao

sincronizada;

Verificar a competicdo entre os metais cobre e zinco, e entre cadmio e
chumbo por ligantes nas diferentes fragbes dos excretados de C.

raciborskii.
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8 MATERIAL E METODOS

8.1 Culturas de Cylindrospermopsis raciborskii e obtencdo dos
excretados

Microcystis aeruginosa, Anabaena spiroides, Aulacoseira ambigua,
Planktothrix tropicalis e Cylindrospermopsis raciborskii representam espécies
fitoplanctonicas dominantes no Reservatério de Barra Bonita (VIEIRA et al., 2008).
Dentre elas, escolheu-se trabalhar com a espécie Cylindrospermopsis raciborskii por
ser potencialmente toxica, capaz de liberar hepatotoxinas e neurotoxinas (BERGER
et al., 2006; BOGIALLI et al., 2006). Duas das toxinas produzidas sao a
cilindrospermopsina, um alcaloide com agédo no figado e rins e a potente toxina
paralisante do tipo PSP (Paralytic Shellfish Poisons), que age no sistema
neuromuscular. As floragdes e a produgao de toxinas comprometem a qualidade da
agua para abastecimento, além de aumentarem consideravelmente os custos de
tratamento (TUCCI e SANTANNA, 2003).

A cepa da espécie estudada foi isolada do Resevatério de Barra Bonita e
mantida na coleg¢ao de culturas de microalgas de agua doce, sob o codigo BB0048,
no laboratério de Ficologia da Universidade Federal de S&o Carlos (S&o Paulo,
Brasil). Foram realizadas culturas unialgais durante dois anos e meio, com o objetivo
de obter excretados algais e a partir deles, avaliar a capacidade de complexagao
frente aos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo.

Para o cultivo, foram preparados garrafées com 7L de meio ASM-1 (pH 7,8)
(GORHAM et al., 1964, modificado por REYNOLDS e JAWORSKI, 1978) que foram
autoclavados durante 40 minutos e deixados esfriar por 24 horas. A composicao do

meio de cultura é apresentada na TABELA 8.1.
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TABELA 8.1 Composicao do meio de cultura ASM-1.

Composto Concentracéo (mol L)
NaNO; 2,0.10°
MgS0Q,4.7H,0 2,0.10™
MgCl,.6H,0 1,8.10*
CaCl, 2,6.10*
KH,PO, 1,0.10*
NayHPO4.12H,0 6,4.10°
H;BO3 4,0.10°
MnCl,.4H,0 7,0.10°
FeCls.6H,0 4,0.10°
ZnCl, 2,5.10°
CoCl,.6H,0 8,0.10°
CuCl,.2H,0 8,2.10°
EDTANa, 2,2.10°

Os garrafdes foram inoculados com culturas de Cylindrospermopsis
raciborskii em fase exponencial de crescimento e mantidos em condi¢des
controladas de intensidade luminosa (41,52 mol m? s™), temperatura (23 + 1 °C) e
fotoperiodo (12/12 horas claro/escuro). Toda a manipulagao laboratorial foi realizada
em cabine de fluxo laminar horizontal (VLFS-12, VECO) para restringir qualquer
contaminagdo microbiana. Para garantir aeragdo suficiente, as culturas eram
cuidadosamente agitadas uma vez ao dia e mantidas sob aeragao constante através

de aerador artificial. A FIGURA 8.1 mostra duas culturas do tipo “batch”.

(A) (B)

FIGURA 8.1 Culturas tipo “batch” de Cylindrospermopsis raciborskii (A) 3° dia de cultura (B) 37° dia
de cultura.
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A FIGURA 8.1A representa o 3° dia de cultivo e a FIGURA 8.1B o 37° e ultimo
dia de cultivo. Para obter curvas de crescimento de Cylindrospermopsis raciborskii
em cultura, a cada 2-3 dias uma aliquota da cultura era retirada para determinagao
da concentracao de clorofila-a. As concentracbes de clorofila-a, COD e CI nas
amostras retiradas das culturas de C. raciborskii foram determinadas como descrito
na secao 3.6. A FIGURA 8.2 mostra a curva de crescimento de C. raciborskii atraves
das concentragdes de clorofila-a, COD e Cl em fung&o do tempo.
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FIGURA 8.2 Curva de crescimento de Cylindrospermopsis raciborskii. Concentragbes de (x) COD
(O) Cl e (<) clorofila-a em fungdo dos dias de cultura.

Como mostra a FIGURA 8.2, entre 35-37 dias a cultura encontra-se no final
da fase exponencial e inicio da fase estacionaria. Ao atingirem o final da fase
exponencial de crescimento, as células foram separadas do meio de cultura por
filtracdo tangencial (GE Watson Marlow 313) em cartuchos de fibra oca (A/G
Technology Corporation) com poros de 0,65 ym. As células foram descartadas e o
meio de cultura foi fracionado através da filtracdo em cartuchos de 30 kDa, 10 kDa e
3 kDa (A/G Technology Corporation) para a obtengao dos excretados com diferentes
massas moleculares. A FIGURA 8.3 mostra o procedimento adotado para filtragao

das culturas de C. raciborskii.
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CulturaCylindrospermopsis raciborskii

Cartucho 0,65 um

Excretado total Células algais

Cartucho 30 kDa

0,65 um > excretados > 30 kDa Excretados < 30 kDa

Cartucho 10 kDa

Liofilizados

30 kDa > excretados > 10 kDa Excretados < 10 kDa

Cartucho 3kDa

Liofilizados

10kDa > excretados > 3 kDa Excretados < 3 kDa

Liofilizados

FIGURA 8.3 Fluxograma do procedimento adotado para filtragdo das culturas de Cylindrospermopsis
raciborskii em diferentes massas moleculares.

A cada término da filtracdo nos diferentes cartuchos, o material filtrado
(excretados em diferentes massas moleculares) era liofilizado (Heto Drywinner, UK)

e mantido no congelador até o momento da analise.

8.2 Proporcao dos elementos C,H,Ne S

As proporg¢des dos elementos C, H, N e S foram obtidas com um analisador
elementar EA 1110 CHNS (CE Instruments, ThermoQuest, Rodano, Milan, Italy).
Amostras de 3 a 5 mg do material excretado fracionado em diferentes massas
moleculares e liofilizado foram pesados em cadinhos de estanho (ThermoQuest,
Rodano, Milan, Italy) em balanga de precisdo (AT21 Comparator balance, Mettler
Toledo, Laboratory & Weighing Technologies). Os cadinhos foram colocados no
auto-amostrador do aparelho, que os injetou em um forno, onde a analise foi feita
apos o processo de combustdo. A determinagdo das proporgdes foi obtida através
de calibracdo com os padrées cistina, metionina e sulfanilamida e BBOT
(ThermoQuest, Rodano, Milan, Italy).
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8.3 Composicéao bioquimica: carboidratos, proteinas e lipidios

Nos excretados fracionados nas diferentes massas moleculares foram
determinadas as concentracbes totais de carboidratos, proteinas e lipidios. O
conteudo de carboidrato foi determinado através do método de Dubois et al. (1956)
com glicose como padrdo, utilizando espectrofotometria (Pharmacia Biotech
Novaspec Il). A quantificagdo e classificagdo dos aminoacidos foram realizadas
utilizando CG-FID (Varian CP-3800, Walnut Creek, CA, USA) e lipidios utilizando
TLC-FID (Chromarod- latroscan, MK lll, latron Laboratories, Tokyo) (PARRISH,
1999).

8.4 Espectroscopia de fluorescéncia

As diferentes fracdes dos excretados foram avaliadas quanto a fluorescéncia
de emissao e sincronizada. Solugdes com concentragdes conhecidas desse material
foram analisadas em espectrofluorimetro (FP 6500 Jasco, Tokyo, Japao) como

descrito na sec¢ao 3.5.

8.5 Carbono total: carbono organico e inorganico

As concentragdes de CT (COD + CI) nas diferentes fracbes dos excretados

algais foram determinadas como descrito na segéo 3.6.

8.6 Determinac&o da capacidade de complexacdo dos metais cobre,
zinco, cddmio e chumbo nos excretados de Cylindrospermopsis
raciborskii
Para determinar a capacidade de complexacdo dos metais cobre, zinco,

cadmio e chumbo, 100 a 150 mg L™ dos excretados previamente fracionados e

liofilizados foram diluidos até 10 mL e titulados em pH natural utlizando-se DPASV, e

0,01 mol L™ de KNO3 (Merck) como eletrdlito de suporte e ajuste da forga idnica. A

concentracdo citada €& estatisticamente similar as concentracbes de MOD

determinadas nas amostras de agua de Barra Bonita, de onde as algas foram
isoladas. Os parametros utilizados no polarégrafo para a titulagdo da capacidade de
complexacédo dos metais nos excretados s&o os mesmos citados anteriormente para
as amostras de agua do Reservatorio de Barra Bonita (secédo 3.3.1). As titulagdes
foram realizadas utilizando padrdes de cobre, zinco, cadmio e chumbo contendo

78,7 umol L™, 152,7 ymol L', 133,4 uymol L™ e 72,4 umol L™, respectivamente e as
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adi¢cées variavam desde 5 uL até 200 pulL, dependo do metal. Quando realizada a
adicdo de padrao na amostra, esta permaneceu em equilibrio durante 20 minutos
para que se completasse a complexacgao dos ligantes disponiveis nos excretados ao
metal adicionado (CAPODAGLIO et al., 2002 apud MYLON et al.,, 2003). As
caracteristicas de complexacao dos metais foram obtidas através da aplicagcdo do
Método de Linearizagdo de Ruzic (RUZIC, 1982). O procedimento detalhado esta

descrito na segao 3.3.1.

8.7 Titulacdo de competicdo entre os metais cobre e zinco, e cadmio e
chumbo nos excretados das cianobactérias

A titulacdo de competicdo entre os metais cobre/zinco e cadmio/chumbo por
ligantes disponiveis nos excretados da cianobactéria foi realizada da mesma
maneira e utilizando os mesmos parametros que aqueles descritos para as
titulagdes de competicdo entre os metais cobre e zinco por ligantes disponiveis nas
amostras de agua do Reservatério de Barra Bonita (secao 3.4).

A partir das concentragcbes de ligantes disponiveis (C.), obtidos
separadamente nas titulagdes dos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo nos
excretados da cianobactéria, obteve-se os valores correspondentes a concentragao
dos metais que foram adicionados antes da titulacdo (XUE et al., 1995). A partir
destes valores, realizaram-se as titulagdes de competicdo. Os parametros de
complexagcdo foram obtidos a partir da Linearizagdo de Ruzic (RUZIC, 1982),

procedimento detalhado na se¢ao 3.3.1.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 Caracterizacdo e capacidade de complexacdo dos excretados de
Cylindrospermopsis raciborskii frente aos metais Cu, Zn, Cd e Pb,
considerando diferentes fragbes moleculares

O excretado total produzido por Cylindrospermopsis raciborskii foi fracionado
em trés massas moleculares distintas (> 30 kDa, 30-10 kDa, 10-3 kDa), nas quais

foram determinadas as concentracbes de carbono organico dissolvido (COD) e

composicao elementar (C, H, N, S). Estes resultados sdo mostrados na TABELA 9.1.

TABELA 9.1 Proporcao dos elementos C, H, N e S. Média + desvio padrao (n = 3). (— ndo detectado).

Fragdo (kDa) COD mg g™ excretado % C % H % N % S
>30 41,9+0,48 18,9+0,75 3,80+0,19 9,60 + 0,15 -
30-10 28,7 + 1,09 12,3+ 0,11 2,82+0,19 10,3+0,13 -
10-3 29,9 +0,58 10,2+ 0,15 2,31+0,20 9,42 + 0,20 -

A concentracdo de COD na fragdo >30 kDa foi expressivamente maior que
aquelas encontradas nas fragbes entre 30-10 kDa e 10-3 kDa (ANOVA, P < 0,0001).
A composicao elementar foi significativamente diferente entre as fragdes, tanto para
% de carbono (C) (ANOVA, P < 0,0001), quanto para % de hidrogénio (H) (ANOVA,
P = 0,0002), sendo a menor diferenca obtida para o nitrogénio (N), apesar destas
concentracdes serem também consideradas estatisticamente diferentes (ANOVA, P
=0,0013).

Os resultados da composicao bioquimica foram significativamente diferentes
entre as fragbes (ANOVA, P <0,0010) (FIGURA 9.1).
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>30 kDa 30-10 kDa 10-3 kDa

FIGURA 9.1 Concentragéo total de carboidratos (cinza escuro), proteinas (cinza médio) e lipidios

(cinza claro) presentes nas diferentes fragdes moleculares dos excretados da cianobactéria C.
raciborskii.
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Analisando a contribuicdo da composig¢ao bioquimica em relagdo ao carbono
organico dissolvido (COD) (TABELA 9.1), observa-se que na fracdo >30 kDa
(FIGURA 9.1) predominam altas concentragdes de carboidratos (44%) em relacéo as
proteinas (24%) e lipidios (20%) (ANOVA, P = 0,0004). Considerando a fragdo com
massa molecular entre 30-10 kDa, carboidratos (32%) estiveram presentes em
concentragbes mais altas (ANOVA, P = 0,0116) do que proteinas (24%) e lipidios
(21%), cujas concentracbes foram similares (ANOVA, P > 0,05). A composicao
bioquimica relativa na fracdo entre 10-3 kDa apresentou-se sem variagao
quantitativa, ou seja, a concentragédo de proteinas (28%) foi similar a de carboidratos
(28%) que por sua vez foi similar a de lipidios (29%) (ANOVA, P = 0,7344).

Embora sejam poucos os estudos sobre a composigdo bioquimica dos
excretados algais, tem sido mostrado que os carboidratos, acidos organicos e os
aminoacidos sdo seus principais constituintes (BRIDGE et al., 1999; LENOBLE et
al., 2008). Koukal et al. (2007) quantificou altas concentra¢des de carboidratos (30%
do COD) e baixas concentragbes de proteinas (5% do COD) nos excretados da
microalga Pseudokirchneriella subcapitata. De modo geral, excretados e células
fitoplanctonicas contém diferentes grupos carboxilicos, aminidicos, fosfatos e
sulfidrilicos, dentre outros. Tais grupos sao provenientes dos carboidratos, proteinas
e, em menor propor¢ao, lipidios, que atuam como ligantes na complexagdo com
metais e diferem em afinidade e especificidade (KOUKAL et al., 2007; LORENZO et
al., 2007; TIEN, 2002).

A seguir sdo apresentados os aminoacidos livres (TABELA 9.2) detectados

nas trés fragdes dos excretados da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii.
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TABELA 9.2 Aminoacidos livres presentes nas diferentes fracdes dos excretados da cianobactéria C.
raciborskii. (— ndo detectado).

0,65um > fragdo > 30 kDa 30 kDa > fragédo > 10 kDa 10 kDa > fragdo > 3 kDa
Aminoacidos 4
ug g excretado

Acido a-aminoadipico - AAA 33,58 86,58 3,355
Acido a-aminobutirico - ABA - - 15,02
Acido a-aminopimelico - APA - - 10,03
Alanina - ALA 523,2 1134 29,67
Asparagina - ASN - 57,69 55,68
Fenilalanina - PHE - - 11,17
Glicil-prolina - GPR 1,939 30,07 14,34
Glicina - GLY 33,81 46,22 41,79
Hidroxilisina - HLY 14,54 23,41 38,23
Histidina - HIS 20,09 - -

Isoleucina - ILE 5,909 - -

Leucina - LEU 12,56 - 23,20
Lisina - LYS 41,16 90,01 35,75
Metionina - MET - 0,652 1,553
Prolina - PRO 38,25 67,37 51,51
Prolina-hidroxiprolina - PHP 8,993 11,96 43,93
Tirosina - TYR 38,77 18,99 74,47
Triptofano - TRP - - 2,126
Valina - VAL 181,4 606,7 202,3

A caracterizagao por fluorescéncia nos modos emissdo e excitagao

sincronizada nas diferentes fracdes dos excretados € mostrada na FIGURA 9.2.
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FIGURA 9.2 Espectros de fluorescéncia nos modos (A) emissdo e (B) excitagdo sincronizada obtidos
para as diferentes fragcdes dos excretados de C. raciborskii.

Os espectros de emissdo das trés fragcdes de excretados (FIGURA 9.2A)
apresentaram a mesma forma, com um pico de base larga e maximo de emissao
proximo de 441,3 £ 2,5 nm com excitagao fixa em 350 nm (ANOVA, P > 0,05), mas
com diferentes intensidades de fluorescéncia (ANOVA, P < 0,0001). A fracdo >30
kDa apresentou menor intensidade de fluorescéncia por unidade de carbono
organico, indicando que esta fragcdo apresenta estrutura organica com menor
quantidade de anéis aromaticos condensados na sua composi¢ao (AZEVEDO e
NOZAKI, 2008) em relagao as outras duas fragdes.

Os espectros de fluorescéncia de excitacdo sincronizada (FIGURA 9.2B)
mostraram picos acentuados similares definidos em Aexc/Aem 346/364 (ANOVA, P =
0,7118), indicando que é formado por anéis aromaticos com estruturas mais simples
na sua composicao (PEURAVUORI et al., 2002). Dados da literatura mostram que o

pico entre Aexc/iem 277-340/307-370 nm, é caracteristico de materiais proteinaceos
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e produtos recém formados pelo fitoplancton (COBLE et al., 1998; DEL CASTILLO,
1999; DEL CASTILLO et al., 2000). Para Ferrari e Mingazinni (1995) picos em
rexc/iem 285-345/310-370 nm estdo relacionados a dois anéis aromaticos e para
Peuravuori et al. (2002) picos em Liexc/iem 322-352/340-370 sao caracteristicos de
estruturas que contém 3 ou 4 anéis aromaticos. Dentre os aminoacidos (tirosina,
triptofano e fenilalanina) e lipidios (fosfolipidios, lipofucsinas e ceroides)
fluorescentes, o pico em Aexc/Aem 346/364 nm na fracéo entre 10-3 kDa (TABELA
9.2) indica a presenga de triptofano (LAKOWICZ, 1983). Nas trés fragdes, picos
similares em Aexc/Aem 380,7/398,7 £ 0,6 nm (ANOVA, P = 0,0787) caracterizam
materiais associados a producgao fitoplancténica (COBLE et al., 1998; STEDMON et
al.,, 2003) e formados por estruturas com 5 anéis aromaticos (FIGURA 9.2B)
(LOMBARDI e JARDIM, 1999; PEURAVUORI et al., 2002).

Em relagdo a capacidade de associagao com ions metalicos, os excretados
de diferentes espécies de microalgas apresentam comportamentos distintos.
Segundo resultados da literatura, a CC varia conforme a espécie de microalga, fase
de crescimento, luminosidade, concentragdo de nutrientes e o metal que sera
complexado (TIEN, 2002; KAPLAN et al., 1988; LORENZO et al., 2007).

Neste estudo, titulacbes dos excretados da cianobactéria resultaram em
diferentes afinidades quanto a complexagao com os diferentes metais (cobre, zinco,
cadmio e chumbo) (FIGURA 9.3).
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FIGURA 9.3 Capacidade de complexagdo, C, (A) e logK’y,. (B) dos excretados da cianobactéria:
fracdo > 30 kDa (cinza escuro); fracdo entre 30 kDa - 10 kDa (cinza médio); fragdo entre 10 kDa - 3
kDa (cinza claro) frente aos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo.

Diferengas significativas nas concentragdes de ligantes disponiveis (C.) para
os metais, quer entre as fracdbes (ANOVA, P < 0,0001), quer entre os metais
(ANOVA, P < 0,0002) (FIGURA 9.3A) indicam que a interacdo metal-excretado é
especifica. Observa-se que na fracdo >30 kDa, as maiores C_ foram para cobre
(ANOVA, P < 0,0001) (FIGURA 9.3A), entretanto zinco complexou-se mais
fortemente, ou seja, apresentou maior logK’'w. (ANOVA, P < 0,0001) (FIGURA 9.3B).
Além da concentracdo de carboidratos predominantes nesta fragdo (FIGURA 9.1),
altas C_ sdo suportadas pelos aminoacidos alanina, valina, glicina, histidina e leucina
(TABELA 9.2) presentes na fragao proteica, conferindo alta concentragao de ligantes
disponiveis para complexar os metais (GONZALEZ-DAVILA et al., 1995),
principalmente, o cobre (ALLEN e HANSEN, 1996; HUMBLE et al., 1997). Diversos
autores mostram que ndo somente aminoacidos, mas também os carboidratos, que

estao presentes nessa fracdo, podem estar relacionados a complexacdo do cobre
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(GOUVEA et al., 2005; KAPLAN et al., 1988). Resultados similares aos obtidos
neste estudo foram obtidos por Muller e Kester (1991). Os autores avaliaram que
zinco estava uma ou duas ordens de magnitude mais fortemente complexado a
excretados algais de alta massa molecular presentes na Baia Narragansett do que
0s outros metais analisados.

Na fracdo entre 30-10 kDa, observa-se maior C_ para cadmio (ANOVA, P <
0,0001) (FIGURA 9.3A), e maiores logK'y. para cobre e zinco (ANOVA, P < 0,0001)
(FIGURA 9.3B). Além dos carboidratos como importante fonte de ligantes nesta
fracdo, deve-se considerar a presenca de aminoacidos. Valina e alanina estavam
presentes de 2 a 38 vezes mais concentrados nesta fragcdo do que nas outras, além
de glicina e tirosina (TABELA 9.2), que também favorecem a complexagao de metais
(ALLEN e HANSEN, 1996; GONZALEZ-DAVILA et al., 1995).

Altas concentragdes de carboidratos (TOWN e FILELLA, 2000) (FIGURA 9.1)
e do aminoacido valina e menores proporgdes de glicina, tirosina, alanina, leucina,
fenilalanina e triptofano (TABELA 9.2), conferiram a fragdo de baixa massa
molecular (entre 10-3 kDa) altas C_ para cadmio e zinco (ANOVA, P < 0,0001)
(FIGURA 9.3A) e valores mais elevados de logK’'y. para cobre e cadmio (ANOVA, P
= 0,0014) (FIGURA 9.3B) em relagao aos outros metais (GONZALEZ-DAVILA et al.,
1995; HUMBLE et al., 1997). Segundo Humble et al. (1997) a for¢a da ligagao metal-
ligante nessa fracdo de baixa massa molecular (10-3 kDa), é justificada pela
presenca de aminoacidos que complexam o cobre mais fortemente em relacéo aos
outros metais. Além disso, mostra-se que a elevada C_ para cadmio nas fracoes
entre 30-10 kDa e 10-3 kDa (ANOVA, P = 0,0002) ocorra, principalmente, pelas
diferencas estruturais dos ligantes presentes na fracdo polissacaridica, além de
grupos aminos e sulfidrilicos existentes nas demais fragdes, conferindo maior
quantidade de sitios de coordenacdo disponiveis para complexar o referido metal
(TOPPERWIEN et al., 2007).

Varios trabalhos mostram que diversas espécies de microalgas excretam
produtos complexantes de metais. Excretados da microalga Dunaliella tertiolecta
complexam chumbo (C.: 158 nmol L™, logK’pp: 8,4) e cobre (C.: 255 nmol L™,
logK'cuL: 9,3) (GONZALEZ-DAVILA et al., 1995; SANTANA-CASIANO et al., 1995).
Sueur et al. (1982) avaliaram a CC dos excretados em trés diferentes espécies
algais frente ao cobre, Ectocarpus siliculosus (C.: 1,0 ymol L™, logK'cu: 10,1),

Audouinella purpurea (C.: 0,3 pmol L logK’cuL: 9,9) e Antithamnion spirographidis
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(CL: 0,7 pmol L, logK’cu: 9,8). Tien (2002) avaliou a CC de quatro espécies de
microalgas: Oscillatoria limnetica, Anabaena spiroides, Eudorina elegans e Chlorella
vulgaris, todas de aguas naturais, frente aos metais cobre, chumbo e cadmio. O
autor concluiu que as quatro espécies tém elevada capacidade de complexar metais,
principalmente o chumbo, sugerindo que estas possam ser utilizadas em
tratamentos de efluentes industriais que contenham altas concentragdes destes trés
metais.

Sabe-se que a complexacdo de metais por carboidratos de
microalgas/cianobactérias ocorre através de interagdes com cargas negativas
presentes nas macromoléculas (MANZINI et al., 1984). Sulfatos e grupos
carboxilicos de monossacarideos acidos, como por exemplo, os acidos urdnicos,
sdo sugeridos como ligantes de complexacdo de metais nos polissacarideos
(KAPLAN et al., 1987, 1988). A maioria dos aminoacidos pode complexar M?*
através dos grupos a-amino ou a-carboxilatos e seu logK’y € similar ao da glicina
(logK’cu = 8,1) porque sua cadeia ndo € envolvida no processo metal-ligante
(LORENZO et al., 2007). Kaplan et al. (1987, 1988) avaliaram a interagéo de cobre,
zinco, cadmio e chumbo com excretados da microalga Chlorella stigmatophora em
funcao de diferentes concentragdes de carboidratos. Os autores concluiram que o
metal complexado foi diretamente proporcional a concentragao de polissacarideos
em solucdo e que a complexacgao se deve a presenca de sulfatos e, principalmente,
acidos urbnicos nas macromoléculas. Além disso, dados da literatura mostram que
proteinas (aminoacidos) e lipidios também conferem ligantes disponiveis a
complexacao com metais (HUMBLE et al., 1997; SANTANA-CASIANO et al., 1995).

Os resultados da composicéo lipidica dos excretados de C. raciborskii sao

mostrados na TABELA 9.3 a seguir.
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TABELA 9.3 Classes lipidicas quantificadas nas diferentes fracbes dos excretados da cianobactéria
C. raciborskii. (— ndo detectado).

Lipidios 0,65um > fragdo > 30 kDa 30 kDa > fragdo > 10 kDa 10 kDa > fragédo > 3 kDa
mg g excretado
Acidos graxos livres 0,72 - 0,14
Alcoois 0,11 - -

Diacilgliceréis - - -

Estéril ésteres - - -

Esterois - - 0,08
Etil cetonas - - -

Etil ésteres - - -

Fosfolipidios 0,21 0,03 0,81
Glicerol éteres 0,39 0,03 0,60
Hidrocarbonetos 1,58 0,23 2,14
Lipidios polares (acetona) 0,27 0,06 0,13
Metil cetonas - 0,04 0,18
Metil ésteres - - -

Triacilglicerdis 4,95 0,36 4,63

Dentre as classes lipidicas quantificadas nas trés fracées (TABELA 9.3),
predominaram as concentragbes de hidrocarbonetos e triacilglicerdis, além dos
acidos graxos livres na fracdo >30 kDa e fosfolipidios e glicerol éteres na fragéo
entre 10-3 kDa.

A importancia de estudos de complexacdao de metais com ligantes naturais
relaciona-se diretamente a interacdo dos complexos com a biota aquatica. Tem-se,
por exemplo, que moléculas de natureza lipidica ou mesmo residuos lipidicos, ao
formar complexos com o cobre, torna-os de maior biodisponibilidade do que ions
Cu?* devido & facilidade de penetracdo em membranas lipoproteicas (FLORENCE et
al., 1992). Batley et al. (2004) determinaram que o cadmio adsorvido por Daphnia
magna aumentou 50% na presenga de dietilditiocarbamato (DDC), formando
complexos lipidicos que levaram ao aumento da interacdo do metal com o animal,
aumentando a toxicidade do elemento. De acordo com Phinney e Bruland (1994)
complexos de cobre, cadmio e chumbo com DDC e oxima foram bioacumulados
mais rapidamente que espécies inorganicas por microalgas costeiras. Segundo
Florence e Stauber (1986) nem excretados algais e nem hidroxidos metalicos foram
capazes de diminuir a toxicidade dos complexos lipo-soluveis de cobre, altamente

téxicos para organismos marinhos.
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9.2 Competicdo entre os metais cobre e zinco, e cadmio e chumbo nos
excretados de Cylindrospermopsis raciborskii

O estudo da competicdo entre os metais cobre e zinco, e cadmio e chumbo
pelos ligantes nas trés fragdes moleculares do excretado de C. raciborskii, teve
como base os valores de C, de cada metal, garantindo assim que todos os ligantes
disponiveis fossem previamente saturados pelo metal adicionado. A medida que as
fragbes foram tituladas separadamente com os quatro metais (Cu/Zn e Cd/Pb), ndo
houve variagao significativa nas correntes dos metais adicionados no dia anterior a
titulacdo. Este resultado indica que os metais titulantes ndo competem pelos ligantes
inicialmente complexados ao metal previamente adicionado. Comportamento similar
foi obtido nos experimentos de competicdo entre cobre e zinco na agua do
Reservatério de Barra Bonita (FIGURA 4.15).

Apesar de aparentemente nao haver competicdo entre os metais pelos
ligantes, os valores de C, e logK'y. obtidos através da titulagdo de competicdo entre
os metais Cu/Zn e Cd/Pb apresentaram diferencas significativas, como pode ser
visto na FIGURA 9.4.
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Para a fragcdo >30 kDa, na titulacdo de competicdo tendo o cobre como
titulante e zinco previamente adicionado (FIGURAS 9.4A e 9.4B), a C.,Cu foi
significativamente menor do que sem a adi¢do de zinco (teste t, P < 0,0001). Isso
mostra que o zinco previamente adicionado complexa ligantes antes disponiveis ao
cobre, no entanto o logK'c,. manteve-se constante (teste t, P = 0,6200). Nas
mesmas condi¢cdes, ndo houve diferenga significativa quanto aos valores de C. e
logK’ para as fragdes 30-10 kDa (C . Cu: teste t, P = 0,0565; logK'cy.: teste t, P =
0,0595) e 10-3 kDa (C.Cu: teste t, P = 0,5432; logK'cy.: teste t, P = 0,5803) antes e
apos a adicdo de zinco tendo cobre como titulante, indicando especificidade nos
ligantes de massas moleculares menores.

Na titulacdo de competicdo tendo o zinco como titulante e cobre previamente
adicionado (FIGURAS 9.4C e 9.4D), C.Zn (teste t, P = 0,0003) e logK'z,_ (teste t, P =
0,0011) foram significativamente menores para a fragdo >30 kDa do que sem a
adicdo do cobre. Esse resultado indica que o cobre previamente adicionado foi
complexado por ligantes fortes, que anteriormente complexavam zinco. Para as
fragcbes 30-10 kDa (C.Zn: teste t, P = 0,1294; logK’z.: teste t, P = 0,0522) e 10-3
KDa (C.Zn: teste t, P = 0,7660; logK'zn.: teste t, P = 0,5351) n&do houve diferenca
significativa ap6s a adicdo de cobre e tendo zinco como titulante, indicando
especificidade nos ligantes de massas moleculares menores. Esses resultados
mostram que o comportamento observado tanto na adi¢do prévia de cobre, quanto
na adigao prévia de zinco (FIGURA 9.4A, 9.4B, 9.4C e 9.4D) relaciona-se a uma
maior afinidade dos ligantes por cobre em comparagao ao zinco (XUE et al., 1995).

A titulagdo de competicao na fragdo entre 30-10 kDa (FIGURAS 9.4E e 9.4F)
tendo o cadmio como titulante e chumbo previamente adicionado, indicou que os
ligantes, antes disponiveis ao cadmio, complexaram chumbo, pois houve uma
diminuicao significativa na C_Cd (teste t, P = 0,0048). No entanto, a forga da ligagcéo
Cd-ligante (logK'cqL) aumentou significativamente (teste t, P = 0,0026), sugerindo
que ligantes mais fracos complexaram chumbo. Nas demais fragdes nédo foram
observadas diferengas significativas na C,.Cd (>30 kDa: teste t, P = 0,5149; 10-3
kDa: teste t, P = 0,5950) e logK’cqL (>30 kDa: teste t, P = 0,7323; 10-3 kDa: teste t, P
=0,3890) antes e apods a adi¢do do chumbo, tendo cadmio como titulante.

Nas trés fragdes dos excretados, apos a adigéo prévia de cadmio (FIGURAS
9.4G e 9.4H) e tendo chumbo como titulante, os ligantes ndo complexaram este

metal e consequentemente nao foi determinado nem C, Pb, nem logK'p,, Ou seja,
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todos os ligantes disponiveis complexaram cadmio, e todo o chumbo adicionado
durante a titulagcdo permaneceu na forma eletroativa, aquela considerada
biodisponivel para biota aquatica.

Muitos trabalhos demonstram a capacidade dos excretados algais em
complexar metais (GOUVEA et al., 2005; KAPLAN et al., 1988; TOPPERWIEN et al.,
2007), mas apesar da importancia ecolégica de estudos de competicdo de metais
por ligantes, a maioria dos trabalhos de complexagdo encontrados na literatura nao
enfoca estudos de competicdo. A competicdo entre ions metalicos ocorre devido a
nao especificidade mostrada por diversos ligantes biolégicos (SANTANA-CASIANO
et al., 1995).

Similar a este trabalho, Topperwien et al. (2007) avaliaram a competi¢cado entre
cadmio e chumbo por ligantes nos excretados da microalga Scenedesmus
vacuolatus, mas os autores mostraram que ndo ha competicao entre eles. Al-Rub et
al. (2006) detectaram que a microalga Chlorella vulgaris apresenta elevada
capacidade de complexar cobre em aguas naturais. Entretanto, na presenca de
chumbo e zinco, sua capacidade diminui significativamente. Tien (2002) avaliou a
competicao entre os metais cobre, cadmio e chumbo por sitios de ligagao presentes
nas superficies de quatro espécies de microalgas e observou que a competi¢ao
mostrou-se dependente da espécie e da concentracdo do ion metalico. Freire-Nordi
et al. (2005) avaliaram a competicdo do cobre, chumbo e mercurio por ligantes
previamente complexados com manganés nos excretados da cianobactéria
Anabaena spiroides. Dentre os metais, chumbo apresentou maior afinidade com os
ligantes disponiveis, e quanto a competicdo, os autores mostraram que cobre,
chumbo e mercurio deslocam o manganés inicialmente complexado. Gonzalez-
Davila et al. (1995) e Santana-Casiano et al. (1995) avaliaram a competicdo entre
cobre e chumbo nos excretados da microalga Dunaliella tertiolecta € mostraram que
chumbo previamente adicionado ndo alterou a especiacdo do cobre, entretanto,
como consequéncia da adi¢ao prévia de cobre, a capacidade de complexacdo do
chumbo diminuiu 70%, aumentando a concentragao na forma labil. Desse modo, os
autores demonstraram a alta afinidade e preferéncia dos ligantes por esse metal.

No presente estudo, a competicdo entre os metais Cu/Zn e Cd/Pb, revelou
que a complexacdo do metal previamente adicionado as fracbes do excretado da
cianobactéria C. raciborskii, principalmente na fragao >30 kDa, altera a especiagao

do metal titulado. A interpretacdo destes resultados mostra a possibilidade de
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diversas aplicacdes dos excretados de microalgas/cianobactérias e sua importancia
ambiental. Especificidade quanto aos ligantes disponiveis para metais pode ter
aplicagbes meédicas e farmacoldgicas quanto a processos de desintoxicacdo de
metais em organismos vivos. Os excretados algais dao ainda suporte para sistemas
de remocao de metais nos tratamentos de agua através de sistemas de areas

alagadas, pois suportam toda a comunidade bioldgica associada, como bactérias.
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10 CONCLUSOES

O excretado fracionado em diferentes massas moleculares de
Cylindrospermopsis raciborskii possui afinidade e liga-se aos metais cadmio,
chumbo, cobre e zinco.

As fragdes >30 kDa e 30-10 kDa apresentaram altas concentracbes de
carboidratos em relagao a proteinas e lipidios, entretanto na fracdo 10-3 kDa lipidios,
proteinas e carboidratos estiveram presentes em concentracbes similares.
Concentragdes elevadas dos aminoacidos alanina e valina foram identificadas nas
fragdes >30 kDa e 30-10 kDa, enquanto na fracdo 10-3 kDa destacou-se apenas a
valina. Além dos carboidratos e aminoacidos predominantes, atribui-se a presenca
de fenilalanina, glicina, histidina, leucina, tirosina e triptofano a elevada concentragéo
de ligantes disponiveis nos excretados. Analise de fluorescéncia sincronizada nas
fragbes mostrou maximos caracteristicos de materiais proteinaceos e produtos
recém formados pelo fitoplancton.

Ampla diversidade de composi¢cao quimica esteve presente nos ligantes dos
excretados, uma vez que complexaram-se com afinidades distintas a variadas
concentracdes de metais. Na fragdo >30 kDa, as maiores C foram para cobre, mas
os ligantes complexaram mais fortemente o zinco (maior logK’). Na fracdo 30-10
kDa, a maior C_ foi para o cadmio, mas as maiores afinidades dos ligantes foram
para cobre e zinco (maior logK’). Na fragcdo 10-3 kDa, havia mais ligantes para
cadmio e zinco, enquanto que cobre e cadmio apresentaram as maiores forgas de
ligagéo.

Os ligantes disponiveis nas diferentes fragdes moleculares dos excretados da
cianobactéria sao especificos para os metais, havendo alteracdo da capacidade de
complexacdo quando a competicdo de metais foi realizada. Na fragcao >30 kDa,
tendo cobre como titulante e zinco previamente adicionado, os ligantes antes
disponiveis ao cobre, complexaram zinco, diminuindo a C_Cu. Por outro lado, alta
afinidade por cobre foi detectada nos ligantes antes disponiveis ao zinco, diminuindo
a C.Zn e logK'zo.. Chumbo previamente adicionado foi complexado por ligantes
antes disponiveis ao cadmio na fragdo 30-10 kDa. Nas trés fragcdes nao houve
capacidade de complexacado frente ao chumbo apds a prévia adicdo de cadmio,

indicando a alta afinidade dos ligantes pelo cadmio, antes disponiveis ao chumbo.
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Apéndice

APENDICE 1 Caracterizacéo fisico-quimica da 4gua do Reservatério de Barra Bonita. Concentracdo média + desvio padrdo, n = 3.

o agosto 2007 novembro 2007 julho 2008 janeiro 2009

variaveis Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
pH 8,18+0,03 7,92+0,04 7,25+007 7,76+015 7,62+019 7,50+003 7,86+0,02 7,76+002 801+001 7,72+0,05 7,58+0,02 7,40%0,07
OD (mg L") 8,75+0,13 8,83+0,11 451+126 349+055 345+031 347+022 747+045 787%052 811+£041 563+065 4,70+0,70 4,15+0,03
Cloreto (mg L") 267+120 294+035 324165 582+201 463+201 393+020 269+081 259+020 22,7+081 26,1+021 275+041 325%0,39
COD (mg L") 1,23+0,09 1,74+014 202+053 808+194 636+023 589+046 503+035 526+003 557+099 6,68+0,15 8,16+0,03 7,76+1,02
Cl(mgL") 9,92+0,01 9,75+0,04 802+021 242+058 178+060 986+056 11,8+0,13 11,9+0,07 894027 101+046 9,87+0,11 9,51+0,36
SST (mg L") 412+088 7,12+0,18 4,75+0,71 575+0,08 4,75+021 200+0,17 800£283 16,8+ 1,91 10,7+0,35 10,3+0,97 625+1,70 3,44+267
Clorofila-a (ug L) 466+163 557+1,63 258+016 47,3+456 23,2+1,83 147+593 344+1,12 1068+17,11 629+129 373£265 375+143 33,4%0,70
Alcalinidade (mg CaCO; L") 595+ 1,50 62,2+1,81 504+215 11594001 831+265 455+001 530+100 535+071 413+058 57,9+154 563+107 484+037
Nitrato (mg L") 1,23+0,03 245001 1,10+002 1,63+026 195+022 286+0,01 1,71+020 141£047 190+039 1,750,179 1,60+0,68 253+0,15
Condutividade (mS cm™) 0,183 0,185 0,135 0,405 0,331 0,257 0,198 0,202 0,171 0,202 0,207 0,220
Nivel da agua (m) 19,00 16,20 19,60 19,50 13,50 16,50 17,25 14,60 18,48 13,20 13,35 15,10

T agua (°C) 20,27 20,16 19,65 24,48 24,28 23,90 20,58 20,17 20,85 26,18 26,37 25,96

T ambiente (°C) 19,00 22,73 16,50 22,41 23,95 20,24 21,00 21,03 20,64 24,95 25,10 24,86
Transparéncia (m) 1,62 1,20 1,30 1,50 1,30 1,60 1,27 1,05 1,12 1,12 1,20 1,40
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APENDICE 2 Parametros analiticos utilizados para construir a PCA e loadings estabelecidos para
cada variavel em relagdo as quatro componentes principais (fatores) e suas respectivas porcentagens

de variancia capturada.

Variaveis Fator1 Fator2 Fator3 Fator4 Valorna PCA
% Variancia 32,35 20,45 12,19 10,46 _
CuT -0,47 -0,51 1
CuTD -0,93 _ _ _ 2
CuL -0,90 _ _ _ 3
Culabil _ 0,51 _ _ 4
cu® _ 049 061 -0,51 5
C.Cu _ 0,67 _ _ 6
logK’cuL _ -0,74 _ _ 7
ZnT _ 0,88 _ _ 8
ZnTD _ 0,87 _ _ 9
ZnL 0,53 0,56 _ _ 10
Znlabil _ 0,81 _ _ 11
Zn* _ 0,87 _ _ 12
Ci.Zn _ _ _ _ 13
logK’znL _ _ _ _ 14
PbT -0,53 _ _ 0,48 15
PbTD -0,73 _ _ _ 16
PbL -0,54 _ _ 0,53 17
Pblabil -0,77 _ _ _ 18
Pb** _ -0,70 _ 19
C.Pb _ _ _ _ 20
logK’ppL -0,89 _ _ _ 21
COD 0,74 _ _ -0,48 22
Cl 0,52 _ -0,79 _ 23
Clorofila-a -0,55 _ _ -0,56 24
SST -0,49 _ _ -0,73 25
Cloreto 0,73 _ -0,52 _ 26
Alcalinidade 0,48 _ -0,74 _ 27
pH -0,60 _ _ _ 28
Nitrato 0,53 -0,53 _ _ 29
Tagua 0,83 _ _ _ 30
oD -0,92 _ _ _ 31
Condutividade 0,72 -0,61 32
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