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QUEM SABE ???

Diz a mecdnica qudntica

que as particulas atémicas

se comportam de um jeito
quando sdo observadas

e de outro quando estdo sos
(como, alids, todos nés)

E quem nos assegura

que o Universo que estd ai

ndo é como ai estd

quando ninguém estd olhando?
E que quando os astronomos
se viram do telescopio

para a prancheta

o0 Universo ndo faz

uma careta?

O corpo e a mente

tém biografias separadas,

cada um sua memdria propria,
seu préprio jogo de charadas,
Meu corpo tem lembrangas

- cheiros, tiques, andangas -
que a mente ndo registrou

e 0 corpo ndo tem as marcas

de metade do que a mente passou
(Pior que uma mente insana
fum corpo sem muito assunto
é um corpo que jd foi ao Nirvana
sem que a mente tenha ido junto.)
Cada um tem um passado

do qual 0 outro ndo tem pista
(como um bilkete amassado)

e nem 0 Mahabharata

explica uma mente anarquista
num corpo socialdemocrata.
Compartilham bioplasmas

e 0 gosto por certas atrizes,
mas ndo tem os mesmos fantasmas
nem as mesmas cicatrizes.

Das duas, uma, gente:

ou toda mente é de outro corpo
- ou todo corpo mente.

LUIS FERNANDO VERISSIMO
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RESUMO

Em aguas naturais, os metais-traco associam-se a materiais inorganicos,
ligantes orgénicos e superficies de particulas. Isso faz com que ocorram em uma
grande variedade de formas quimicas, onde os materiais organicos dissolvidos
naturais (DOM) s&o capazes de complexa-los. As microalgas também exercem
influéncia na especiag&o quimica dos elementos metalicos através da producéo de
ligantes orgénicos extracelulares, adsorgdo e absorgéo celular. Portanto, interacées
envolvendo ions metalicos, microalgas e matéria organica dissolvida (MOD) podem
resultar em alteragdes da especiacéo e biodisponibilidade de metais em ambientes
naturais. Ao atravessar o municipio de Morretes e regido o Rio Nhundiaquara, foco
deste estudo, recebe esgotos domésticos e pesticidas agricolas. O objetivo desse
estudo constituiu em avaliar os efeitos da atividade antrépica sobre a dindmica do
cobre e de vaiaveis fisico-quimicas nas aguas do Rio Nhundiaquara, Parana. Para
tanto, foram determinadas as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente, a
concentragéo de cobre livre, a capacidade de complexacdo de dguas naturais e o
poder de complexagdo dos excretados algais e da superficie de células vivas e
mortas da referida microalga. A potenciometria, utilizando-se eletrodo seletivo ao ion
(ISE) cobre foi a técnica usada para as titulagdes. Os resultados demonstraram que
o Rio Nhundiaquara apresenta elevado potencial de recuperagdo da influéncia
exercida pelos efluentes urbanos da cidade de Morretes. As amostras do Rio
Nhundiaquara apresentaram concentragées de cobre abaixo do limite estipulado
pela legislacéo, e seus valores estédo diretamente relacionados com os parametros
de complexacéo, os quais apontam para uma grande capacidade de tamponamento
do aporte desse metal. Os experimentos de interagées do metal cobre com
Eutetramorus sp possibilitaram uma melhor compreenséo da dindmica do metal em
relacéo a sua capacidade de adsorcdo na superficie celular e de complexagdo com
exudatos algais. Os resultados mostraram um aumento no valor da constante de
estabilidade condicional seguindo a ordem: material excretado; células mortas
suspensas; e células vivas suspensas, indicando que a Eutetramorus sp., isolada do
Rio Nhundiaquara, apresenta potencial contribuicdo a capacidade de complexagéo
(K' e CL) das aguas do sistema lético estudado.

Palavras-Chave: Complexacdo de aguas naturais, Complexacdo algal, Rio
Nhundiaquara, alga Eutetramorus sp, Parametros fisicos - quimicos.
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1 INTRODUGCAO

A imensiddo da Terra e a aparente infinidade dos recursos naturais
fomentaram, por séculos, uma tradicional tranqlilidade a respeito da poluicdo e
despejos de dejetos toxicos no ambiente. Historicamente, as interacées entre os
seres vivos e o meio natural vém levando ao desenvolvimento urbano as regides
costeiras. Isso tem provocado um intenso povoamento das margens e bacias de
drenagem dos sistemas estuarinos, tornando-os vulneraveis e implicando em
aparecimento de problemas ambientais relacionados, principalmente, a auséncia de
planejamentos adequados.

Nesse contexto, um dos principais focos de atengéo s&o os recursos hidricos,
que vém sendo profunda e rapidamente alterados pelo Homem. A industrializagéo,
0s processos de exploragao turistica e a agricultura sdo exemplos de intervencdes
que tém promovido modificagdes na distribuicdo, quantidade e qualidade das aguas.
Isso representa segundo TUNDISI (1999), uma ameaca a sobrevivéncia da
humanidade e das demais espécies que habitam o planeta.

Tais atividades s&o frequentemente responsaveis pela introducdo de
poluentes na forma diluida, em niveis trago. Uma vez no ecossistema, o destino de
tais elementos é variavel, enquanto uns s&o imobilizados, outros sofrem
transformagdes. Porém, muitos desses compostos permanecem em formas tdxicas
por longos periodos e podem ser facilmente transportados e assimilados em cadeias
troficas (NOGUEIRA et al., 2005).

Apesar dos progressos nos Ultimos anos, o conhecimento dos fluxos
biogeoquimicos em rios e bacias hidrograficas sujeitos as atividades antrépicas é
ainda pouco conhecido e limitado a alguns descritores da qualidade das aguas. De
acordo com MEYBECK e HELMER (1992) a qualidade de um ambiente aquatico
pode ser caracterizada pela presenga e composicdo de substancias inorganicas e/ou
organicas em diferentes concentragdes e especiagbes alem da estrutura biolégica.
Segundo os autores, € necessdrio compreender as respostas metabdlicas dos
ecossistemas aquaticos para que se possa analisar os efeitos dessas alteragoes e
fornecer fomento para a gestdo dos recursos hidricos.

Os ecossistemas aquaticos, dentre eles os sistemas l6ticos sdo constituidos

por fons majoritarios (Ca®*, HCO5’), micro- e macronutrientes (Co, Cu, SiO,, NO3,




NH,", e ortofosfatos), compostos organicos (acidos hdmicos e fulvicos), além de
substancias xenobidticas e seus subprodutos, conhecidos como micropoluentes
organicos (pesticidas, hidrocarbonetos de petroleo, compostos poliaromaticos,
bifenilas policloradas, solventes). Elementos-trago também se encontram presentes
nos rios, podendo causar em maiores concentragbes diversos danos ambientais a
biota (LOMBARDI, 2006).

O processo de eutrofizacdo é um dos principais problemas ambientais em
ecossistemas aquaticos; é caracterizado pelo aumento gradativo de nutrientes que,
através de um desequilibro entre os processos de producéo e decomposicdo da
matéria organica, provocam alteragdes na estabilidade do ecossistema. Segundo 0 1
programa da OECD (Organization for Economic Co-Operation and Development), na
maioria dos casos, fésforo é o principal fator que contribui para o desenvolvimento
da eutrofizagdo, mesmo em situagdes onde outro nutriente, como o nitrogénio, seja
limitante.

Os metais sdo introduzidos no ambiente através de varios processos, dentre
eles os industriais, descargas domésticas e queima de combustiveis fosseis, Apesar
dos metais serem componentes naturais da biosfera e hidrosfera, a ocorréncia dos
mesmos em quantidades pouco acima das normais, impde riscos a satde publica e
transtornos ecolégicos inaceitaveis que caminham contra a atual nogédo de
desenvolvimento sustentavel.

Uma das principais causas de preocupacbes em relagdo a presenca de
metais no ambiente é sua persisténcia e toxicidade. Isso significa que tais elementos
entram em ciclos biogeoquimicos globais nos qual a agua é o principal vetor de
distribuicao.

A toxicidade de cada metal é variavel e depende das caracteristicas de cada
elemento, sua disponibilidade para incorporagao biolégica, concentracéo e forma
quimica, bem como de sua essencialidade em processos metabélicos ao longo da
vida do organismo (REZENDE e LACERDA, 1986; CHAPMAN et al., 1996). De
acordo com o modelo classico do ion livre (FIM-Free-lon Model) sobre a
disponibilidade de metais para organismos vivos, a forma de maior toxicidade de um
ion metalico & sua forma livre, i.e, hidratada.

Considera-se atuaimente que os metais complexados nao estio diretamente
disponiveis aos organismos, porém sabe-se que nem todo metal ligado &




biologicamente indisponivel. Ha casos onde o metal ligado a ligantes organicos
lipofilicos podem passivamente difundir-se através da membrana celular e, portanto
entrar facilmente na célula (PHYNNEY e BRULAND, 1994), causando efeitos
toxicos.

Portanto, para avaliar o verdadeiro impacto dos metais é necessario levar em
consideragdo sua especiacdo, ou seja, a forma em que este se encontra no
ambiente (LOMBARDI et al., 2002). Alguns metais como o ferro e o cobre sao
requeridos em niveis trago e participam de varias reagbes enzimaticas. No entanto
podem ser toxicos em concentragdes da ordem de 107 mol L' (XUE & SIGG, 1993),
podendo competir com elementos essenciais tais como Ca e Mg, desestabilizando a
estrutura de biomoléculas.

O cobre € um metal de transigao, que apresenta alta condutibilidade elétrica e
térmica. Pode ser encontrado em diversos minerais. Sua aplicagéo por exceléncia é
como material condutor (fios e cabos), mas pode ser utilizado em tubos de
encanamentos, motores elétricos, interruptores, tubos de vacuo e magnétrons de
fornos microondas, entre outros. O sulfato de cobre Il € um composto de cobre de
grande importancia industrial, € empregado na agricultura, na purificagéo da agua e
como conservante da madeira (WIKIPEDIA, 2006). Além disso, foi muito utilizado
como algicida em reservatérios de abastecimento, para o controle de microalgas e
cianobactérias responsaveis por odor e toxinas nessas aguas (CETESB, 2006).

O cobre e outros elementos trago podem ser bioacumulados nos organismos
e biomagnificados nas cadeias tréficas de ecossistemas aquaticos e terrestres
(NRIAGU, 1990), podendo resultar em alteracbes na estrutura e fungdo de
comunidades. Sabe-se que em ecossistemas aquaticos, um metal pode seguir
diversos destinos, tais como interagbes i6nicas simples, associagdo com particulas,
precipitagdo e acumulo no sedimento, oxidagdes e redugdes quimicas e biolégicas,
complexagédo com ligantes, além de adsor¢do e absorcdo por microorganismos
(VOELKER e KOGUT, 2001). No entanto a ciéncia € ainda incapaz de prever a
extensao dos riscos impostos por uma contaminagdo ambiental causada por metais.

Como base para discussdo e compreensdo deste trabalho, a FIGURA 01
apresenta um modelo da dindmica de metais em ecossistemas l6ticos e, logo
abaixo, uma descricdo dos seis processos basicos desempenhados pelos metais

nesses ambientes.
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FIGURA 01 - Modelo da dinamica de metais em ambientes aquaticos. (1) Interag&o iénica simples; 2)
Associacdo com particulas; (3) Precipitagdo e acumulo no sedimento: (4) Oxidagdes e redugdes
quimicas e biolégicas; (5) Complexag&o com ligantes; (6) Absorg&o e adsorg&o por microorganismos.

1. Na Interagdo iénica simples, metais em solugbes aquosas passam para a
fase sélida substituindo ions que estavam compensando cargas positivas
ou negativas da estrutura mineral. A maioria dos compostos ibnicos é
solivel em &agua e liberam energia quando se ligam fortemente as
moléculas de dgua (MENDHAM, 2002)

2. Associagdo com particulas: Em aguas continentais, muitos metais
encontram-se associados com anions inorganicos (por exemplo, HCO;',
COs*, SO, HS', CI), ligantes organicos (por exemplo, aminoacidos,
acidos fllvicos e humicos, carboidratos e polissacarideos) e com
superficies de particulas (por exemplo, 6xidos de Mn e Fe, e superficies
biolégicas) (STUMM e MORGAN, 1981).

3. Precipitagado e actimulo no sedimento: De acordo com MEITES (1981), a
precipitagdo pode ser dividida em dois processos distintos, a nucleacéo
(formagéo da particula) e aglomeragao (agregacéo de ions ao nucleo). A
saturagdo dessas particulas promove a sedimentacdo e consequente
acumulo no sedimento.

4. Oxidagbes e redugbes quimicas e bioldgicas: Oxidagdo & o processo
quimico em que uma substéncia perde elétrons, particulas elementares de




sinal elétrico negativo. O mecanismo inverso, a redugéo, consiste no
ganho de elétrons por um atomo, que os incorpora a sua estrutura interna.
Os mais fortes agentes redutores sdo os metais altamente eletropositivos,
como o sbdio, que faciimente reduz os compostos de metais nobres e
também libera o hidrogénio da agua. O carater oxidante e redutor de uma
substancia depende dos outros compostos que participam da reacao, além
da acidez e alcalinidade do meio em que ocorre (UNIVERSIDADE
FEDERAL DO AMAZONAS, 2006).

5. Complexacdo com ligantes: Uma reacdo de complexag¢do com um ion
metdlico envolve a substituicdo de uma ou mais moléculas do solvente
coordenada ao ion por outro ou outros grupos nucleofilicos (MENDHAM,
2002).0 complexo quelado é geralmente mais estavel que o complexo
correspondente. Considera-se atualmente que os metais complexados nao
estdo prontamente disponiveis para as microalgas, € que o complexo
metal-ligante organico atua como um reservatério para o ion metalico livre
em solugao.

6. Absorcao e adsorgdo por microorganismos: A absorc¢ao caracteriza-se por
ser um processo difusional no qual uma espécie quimica aguosa passa
para o interior da estrutura de uma fase particulada, que pode ser um
microorganismo (KASAN, 1993). Ja a adsorgdo ocorre quando uma
espécie é adsorvida na superficie externa de uma particula, através de
interagbes fracas do tipo Van der Walls (NAKSHINA, 1985). Caracteriza-se
também pela associagdo quimica direta entre ions ou moléculas em
solugdo ou fase sélida (GARGIONI, 1991)

Atualmente, muitos estudos tém relatado o efeito de metais em ambientes
naturais, demonstrando que sua toxicidade, ciclo biogeoquimico e disponibilidade
nutricional sdo altamente controlados pela forma em que o elemento € presente no
ambiente. No caso do cobre, a complexagdo por ligantes organicos (MORRISON e
FLORENCE, 1989; TWISS, 1996, SUNDA e HUNTSMAN, 1998) altera
significativamente sua biodisponibilidade. Evidéncias experimentais demonstram que
compostos organicos excretados pelas células fitoplancténicas complexam metais
traco tanto em culturas como em aguas naturais (XUE e SUNDA, 1997; SUNDA e




HUNTSMAN, 1998; CROOT et al., 2000; LOMBARDI et al., 2005). Dependendo da
natureza do agente quelante, a toxicidade do metal pode ser diferentemente afetada.

A interagdo entre microalgas e metais envolve ndo somente a produgao de
ligantes orgénicos extracelulares capazes de complexar metais, mas também
adsorcao paésiva de fons metalicos na superficie celular (CRIST et al., 1990;
KNAUER, 1996, CAMPBELL et al, 1997, KNAUER et al, 1997), assim como
atividades intracelulares de absorcdo (HUTCHINS et al., 1986; VASCONCELOS et
al., 2001, LOMBARDI et al., 2002). Alguns estudos apresentam a interacdo metal-
biomassa algal como resultante de processos de adsorgéo isotérmica (CHU et al.,
1997, KRATOCHVIL et al., 1997).

A superficie celular fitoplancténica tem papel significante na ligacdo de
substancias organicas e inorganicas. CAMPBELL et al., (1997) relatou a ocorréncia
de ligagdes da MOD natural com carater anfifilico (acidos humicos e falvicos) na
superficie de Chlorella pyrenoidosa e Synechococcus leopoliensis. XUE et al., (1988)
demonstrou-ligagées de metais em superficies celulares de algas e correlacionou o
processo a grupos funcionais que possuem alta afinidade por ions metalicos e carga
| negativa no entorno, possivelmente atribuido aos acidos carboxilicos e grupos
fosfatados.

XUE e SIGG (1990) investigaram a ligagcdo do cobre na superficie celular
(adsorgéao) de Chlamydomonas rheinhardii e com a matéria organica excretada pela
alga. Os autores concluiram que a associagdo do cobre aos exudados algais tem
maior efeito na especiacao do metal do que a ligagédo a superficie algal. CRIST et al.,
(1990; 1994) reportou a natureza dos processos envolvendo ligagdo de metais a
superficie celular, e sugeriu que espécies catidnicas e neutras estao presentes nas
superficies algais.

Portanto, a habilidade de acumular metais na superficie celular de muitas
microalgas a partir de solugcbes aquosas diluidas, assim como a producdo de
ligantes extracelulares, é capaz de regular a concentragao residual de ions metalicos
dissolvidos em oceanos, lagos e rios (MOREL e HUDSON, 1985: SIGG, 1987:
WHITFIELD e TURNER, 1987, LOMBARDI ef al., 2002). Contudo, sabe-se que as
superficies de células algais interagem com diversos outros agentes externos
circundantes, além dos metais. Dentre estes podemos citar microorganismos,




matéria organica dissolvida natural e elementos nutritivos (CAMPBELL et al., 1997,
SCHMITT et al., 2001).

O material organico dissolvido (MOD), quer recém liberado por microalgas, ou
ja degradado (substancia humica), constitue consideravel parcela do total de
carbono organico dissolvido (COD) em ecossistemas aquaticos (REUTER e
PERDUE, 1977). A presenca de grupos funcionais, particularmente -COOH e —OH
fenodlico, que podem ser protonados e desprotonados na amplitude de pH
encontrado em A&guas naturais, faz com que esse material assuma um
comportamento polieletrolitico e funcione como agente tamponante de ions
metalicos (BUFFLE e DE VITRE, 1994). Desse modo, assim como os produtos de
excregao das microalgas, a substancia himica altera a particdo de metais passiveis
de complexacgéo, sequestrando ou liberando esses ions para o ambiente (FOX,
1984; DE OLIVEIRA et al., 1995; LOMBARDI e JARDIM, 1997a; 1997b).

Em ambientes aquaticos naturais, onde células algais vivas estao
relacionadas a produgdo primaria e sdo a base da cadeia alimentar aquatica,
processos ativos e passivos de ‘absorcdo s&o importantes e colaboram na
transferéncia trofica do metal (NOGUEIRA et al., 2005). Poucos estudos de
interacdo metal-microalga levam em consideragédo a forca de associagao entre ions
metdlicos e superficies celulares algais por calculos de equilibrio, os quais fornecem
informagdes relacionadas a concentragdo de ligantes (informagéo quantitativa) e
constante de estabilidade condicional do complexo (informagéo qualitativa).

Considerando que em ambientes naturais, as microalgas dividem o espago
com a MOD e metais, justifica-se o interesse no estudo desta relagéo triangular:
MOD - microalgas — metais. Dados publicados mostram que a maioria das
microalgas liberam matéria organica dissolvida capaz de complexar metais no
ambiente. Portanto, esses organismos podem modificar a especiacdo do metal, o
que, por sua vez controla a disponibilidade do metal e/ou sua toxicidade no
ambiente. Esta pesquisa avaliou o impacto de atividades antrépicas sobre o Rio
Nhundiaquara na regiao do municipio de Morretes.




2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar o impacto das
atividades antrépicas sobre o Rio Nhundiaquara na regido do municipio de Morretes
através de variaveis ambientais incluindo a dinamica do cobre. Alem disso foi
investigado o comportamento do cobre em relagdo a sua capacidade de
complexacdo em amostras naturais, a interacdo metal-microalga em experimentos

de laboratério e alguns parametros fisico-quimicos no ambiente natural.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(A) Isolamento e classificagdo de pelo menos uma microalga dos locais
amostrados para que fosse cultivada em laboratério em culturas unialgais.

(B) Determinagao da concentracao de cobre livre em amostras naturais.

(C) Determinacéao de variaveis fisico-quimicas, tais como nutrientes dissolvidos
(nitrogénio, foésforo, silica) oxigénio dissolvido, clorofila-a e carbono
organico dissolvido.

(D) Determinagdo da capacidade de complexagéao e concentracio de ligantes
em amostras naturais do Rio Nhundiaquara para avaliar o efeito das
atividades antrépicas sobre a capacidade suporte de ions metalicos no
ambiente (cobre como padréo).

(E) Capacidade de complexagéo, analisada por titulagéo potenciométrica, obtida
para o metal cobre com os excretados das células algais e com a microalga
isolada Rio Nhundiaquara, considerando células vivas e mortas.




3 AREA DE ESTUDO

A Bacia Hidrogréafica do Rio Nhundiaquara situa-se junto ao setor central do
litoral paranaense (FIGURA 02), entre os paralelos 25°40'55" e 49°37'45°S e os
meridianos 48°40'55" e 49°00'41"W. Compde uma area de 739,36 Km?, que abrange
trés regibes paisagisticas: Primeiro Planalto, Serra do Mar e Planicie Costeira
(BASSFELD, 2001). O Rio Nhundiaquara desagua em forma de delta na Baia de
Paranagua entre as cidades de Paranagua e Antonina e sua bacia hidrografica
resulfa prinéipalmente da integragéo das micro-bacias do Rio Sao Jo&o, Mae Catira
e a do Rio Ipiranga (FIGURA 05). Inicia sua trajetéria em area de preservagéo (Mata
Atlantica) e elevado declive (FIGURA 03). No entanto, apés certo percurso sofre os
efeitos da agricultura e residuos de atividades humanas tais como o incremento de
fertilizantes e agrotoxicos, além do esgoto doméstico (FIGURA 04).
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FIGURA 02 - Mapa de localizagio da Bacia do Rio Nhundiaquara, Parand, Brasil.




Conforme MARCHIORO (1999, em BASSFELD 2001) a area do municipio de
Morretes, na qual estad localizada a maior parte da Bacia Hidrografica do Rio
Nhundiaquara, € de 66.275,80 ha, dos quais cerca de 18,50% correspondeu em
1996, a area de exploragéo agricola, localizada principalmente na planicie aluvial
(BASSFELD, 2001).

Em parte a agricultura pode ser caracterizada como uma atividade familiar.
Contudo, as praticas de uma agricultura mecanizada mais produtiva estdo mudando
tal caracteristica. O cultivo de alface, feijao, chuchu, pepino, tomate, pimentao e
abobrinha s&o as principais atividades agricolas. Mas também estdo presentes as
culturas de banana, arroz de sequeiro, arroz irrigado, maracuja, gengibre e cana de
agucar, assim como criacao de bufalos (EMATER, 1995)

Fundada em 1721, Morretes é a cidade mais importante da regido. Localiza-
se no pé da Serra do Mar e é cortada pelo Rio Nhundiaquara (FIGURA 04). De
acordo com o senso de 2000 realizado pelo IBGE, sua populagdo, que vive
principalmente da hortifruticultura e do turismo, € de 15.273 habitantes (ILHA DO
MEL PRESERVE, 2004).

FIGURA 03 - Estacdo de coleta 1 no Rio Nhundiaquara & montante da cidade de Morretes com
aspectos da vegetacao local.
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FIGURA 04 - Area localizada a montante da estagdo 2 de coleta, onde ha influéncia da cidade de
Morretes sobre o Rio Nhundiaquara.

O Rio Nhundiaquara é navegéavel em aproximadamente 12 km, e permite a
pratica de esportes como canoagem, béia-cross e pescarias, o que leva a uma
interferéncia humana cada vez maior no ecossistema, através do desenvolvimento
do turismo na regido. De acordo com a Conservation International a referida bacia foi
considerada como area passivel de protegao (CONSERVAGAO INTERNACIOANAL
BRASIL, 2004).

De acordo com dados da SANEPAR (2006) apenas 978 habitantes do
municipio de Morretes possuem atendimento de esgoto. A ampliagéo do Sistema de
Esgotamento Sanitario esta sendo realizada com as obras do projeto “Parana San’
do Governo do Estado do Parana, que pretende ampliar a rede coletora (33.000m) e
realizar 1.500 ligagdes novas (corpo receptor: Rio Nhundiaquara). Tal sistema ainda
nao foi implementado e os esgotos e outros residuos produzidos pela populagao sao
descartados diretamente no Rio Nhundiaquara e seguem para a Baia de Antonina
(FIGURA 05), no Complexo Estuarino da Baia de Paranagua, litoral do Parana.
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Fonte: Laboratério de ceanograﬂa Costeira e Geoprocessamento do CEM-UFPR.

FIGURA 05 - Mapa de Localizagdo do Rio Nhundiaquara e estacdes de amostragem.

A area de estudo encontra-se na Regido Bioclimatica 1 (EMBRAPA, 1986 em
MARQUES, 2004), apresentando pelo sistema de Holdridge o clima submontano
(tipo temperado quente) Umido e muito Umido (VICENTINI et al., 1993, em
MARQUES, 2004). A Bacia do Marumbi, na vertente oceénica, apresenta o clima
subtropical Umido mesotérmico com verées quentes, tendo a temperatura meédia dos
meses mais quentes superior a 22° C, e meses mais frios isentos de geadas, com
temperatura média inferior a 18° C, sem estacdo seca. Na bacia do rio Marumbi
encontramos a Floresta Ombrofila Densa Alto-Montana e Campos de Altitude no alto
da Serra do Mar (MARQUES, 2004).
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4 MATERIAL E METODOS

Em laboratério foram feitas culturas de microalgas isoladas a partir do Rio
Nhundiaquara obtidas em dois pontos distintos (FIGURA 05): a montante do
municipio de Morretes, 25°25'40.6"S e 48°52'37.3"W (referéncia de ambiente nao
contaminado) e a jusante do mesmo municipio, 25°28'568.7°S e 48°4928.7°'W
(ambiente contaminado por atividade antrépica). As algas foram coletadas do
ambiente utilizando-se rede de fitoplancton com 20 ym de abertura de poro e o
isolamento foi feito em meio nutritivo acrescido de agar (10 gL™") e. A alga
Eutetramorus sp foi isolada, classificada em nivel de género e utilizada para o
desenvolvimento desta pesquisa.

Andlises fisico-quimicas da ‘égua coletada no Rio Nhundiaquara foram
também realizadas e forneceram informagées fundamentais para o entendimento da
dindmica do cobre no ambiente.

4.1 AMOSTRAGEM E PROCEDIMENTOS ANALITICOS - RIO NHUNDIAQUARA

4.1.1 Coletas

Amostras de agua foram coletadas em periodo seco (inverno) e chuvoso
(verao) nos anos de 2004 e 2005. As coletas foram realizadas sempre considerando
dois pontos amostrais situados a montante e jusante da cidade de Morretes. As
amostras da agua superficial foram obtidas com o auxilio de um coletor de plastico e
posteriormente acondicionadas em galdes de plastico previamente lavados com
solugdo de acido cloridrico (HCI 0,1 mol.L”"). Em laboratério foram filtradas com
filtros de acetato de celulose (Schleicher & Schull 0,45 ym), pré-lavados com acido
cloridrico (24 horas, 1,0 mol.L™") e conservados na geladeira para posterior analise
de metal. O particulado retido no filtro foi conservado em freezer para determinagéo

de clorofila-a.
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4.1.2 Parametros fisico-quimicos

As variaveis fisico-quimicas investigadas para a caracterizag&o da qualidade
da agua foram: temperatura, pH, oxigénio dissolvido, nutrientes inorganicos
dissolvidos (nitrato, nitrito, aménio, fosfato e silicato) e clorofila-a de acordo com
metodologias padrées (GRASSHOFF et al., 1983, STRICKLAND e PARSONS,
1972, CARMOUZE, 1994). A matéria organica dissolvida foi quantificada através do
método de combustido com um analisador SHIMADZU (TOC- Veph) (Universidade
Federal de Sao Carlos, Departamento de Botanica, Laboratério de Ficologia). As
amostras de oxigénio dissolvido foram fixadas imediatamente apés a coleta e as de
nutrientes foram filtradas em filtros Schleicher & Schuell (GF-52C), acondicionados
em frascos de polietileno e conservadas sob refrigeracéo, até posterior analise em

laboratério.

41.3 Especiagéo de cobre e capacidade de complexagdo da agua do Rio
Nhundiaguara

As analises de especiacdo e complexacdo do cobre foram realizadas em
temperatura controlada (22 + 2 °C) e forga idnica ajustada para 0,1 mol.L™" com
NaNO; ultrapuro (MicroSelect, Fluka Biochemika). O pH foi mantido constante (pH
entre 6,8 — 6,9) utilizando-se o tampao orgéanico PIPES em concentragao final de
7x10 mol.L™". Utilizou-se recipiente de plastico ou policarbonato para reduzir a
adsorcéo do cobre na parede do frasco. Todos os materiais utilizados nas titulagoes
foram lavados com HCI 1,0 mol.L™", enxaguados com agua destilada, secos em
estufa e armazenados em sacos plasticos até o momento do uso. Os padrbes de
cobre para uso diario foram feitos a partir de um padrao mais concentrado 1,0 mol.L’
' e conservados a 22 °C.

A potenciometria, utilizando-se eletrodo seletivo ao fon (ISE) cobre, foi a
técnica usada para a as titulagdes e determinag&o da concentragao de cobre livre
(Cu?*) em amostras naturais do Rio Nhundiaguara € no meio de cultura das
microalgas. - Potenciais (mV) foram obtidos com um medidor de pH/ISE modelo
AN2000 ANALION, em pH natural mantido com tampé&o PIPES. Utilizou-se o PIPES
por ser um tamp&o orgénico (CsH1eN206S2Naz) com baixa capacidade de

14




complexagéo com o metal escolhido para os experimentos. Calibragdes diarias do
sistema ISE (FIGURA 06) foram feitas com agua deionizada em pH 5,0 e com o
mesmo ajuste de forga iénica. '

Cada titulagéo foi processada através da adi¢éo de diferentes concentragées
de cobre a partir de solugéo padrao do metal. Nas titulagdes, o sulfato de cobre
(CuS0Q,) foi incrementado em concentrages de 8x107 mol L™ até 4.4x10° mol L™
em pH constante. As titulagcdes assim realizadas com amostras naturais filtradas do
Rio Nhundiaquara foram feitas com 3 réplicas em cada um dos dois pontos
amostrais. Entre cada adi¢do do padréo aguardava-se um periodo de estabilizacao
do eletrodo. Como conseqiiéncia dessa espera, cada titulagdo durou cerca de 8 - 9
horas. Os dados das titulagées foram empregados na obtencédo dos parametros de
complexacgéo, constante de estabilidade condicional (K’) e concentragao de ligantes
(CL).

Para cada titulagdo foi realizado um branco experimental, também titulado
com o metal cobre. Este € confeccionado a partir de agua deionizada, seguindo o
mesmo procedimento feito para as amostras de agua natural tituladas.

A técnica potenciométrica com eletrodo de cobre apresenta o problema de
limite de deteccdo inadequado as concentragées que normalmente sado detectadas
no ambiente. SWALLOW et al., (1978) reporta que a concentracao total de ligantes
deve estar dentro do alcance linear de resposta do eletrodo, limitando o uso do
método quando as concentracdes de ligantes sao menores que 10° — 107 mol L™
Porém, de acordo com LOMBARDI e VIEIRA (2000) isto é pertinente apenas quando
a calibracéo é feita por simples diluicdo de padrdes de metais e que tal problema
pode ser superado com o uso de tampdes metalicos. Um tampao metalico fornece
uma fonte controlada de ions metalicos de maneira similar a regulacdo da
concentracao de ion hidrogénio por tamponamento de pH. Dessa forma o alcance
de resposta linear do eletrodo pode ser ampliado até concentra¢cdes nano a pico
molares (10° — 1072 mol L™), que sdo as concentragdes normalmente presentes em

ambientes naturais.
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4.2 CULTURAS DE EUTETRAMORUS sp. E TITULACOES

4.2.1 Reagentes e vidraria

Agua deionizada foi utilizada na preparagdo das solugbes estoque dos
nutrientes, vitaminas e dos meios de cultura. Essa foi obtida pelo sistema de
purificacdo de agua AQUAPUR abastecido com agua destilada. Para minimizar
qualquer tipo de contaminagéo, as manipulagdes laboratoriais foram realizadas em
frascos de polietileno lavados com &cido cloridrico 1,0 mol L por 24 horas e
cuidadosamente enxaguados com agua destilada, secos em estufa antes do uso.
Manipulagbes que requerem precaugdes contra possiveis contaminagbes por
particulas aéreas e microorganismos (bactérias e fungos) foram feitas em cabine de
fluxo laminar (VLFS12 — VECO).

4.2.2 Culturas de Algas

Culturas unialgais de Eutetramorus sp foram mantidas em tubos de ensaio
com meios de cultura WC (GUILLARD e LORENZEN, 1972) modificado, sem EDTA
(agente quelante de fons metalicos) e sem TRIS (tampé&o de pH). A auséncia desses
dois compostos deve-se a elevada capacidade de complexagdo dos mesmos com
cobre, o que iria interferir na capacidade de complexa¢do da MOD liberada pelas
algas. A composicdo do meio WC é mostrada na TABELA 1. Os meios nutritivos
foram esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 minutos e inoculados somente
ap6s 24 horas. O acompanhamento das culturas foi feito através da dinamica
populacional quantificada através de contagem celular ao microscopio com lamina
HS — ROSENTHAL e concentragdo de clorofila-a. As culturas foram mantidas em
condicdes controladas de irradiancia (180 pum?2.s”) com fotoperiodo de 12/12 h
(claro/escuro) e temperatura de 21-23°C.
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TABELA 1 - Composi¢do do meio de cultura de agua doce WC (GUILLARD e LORENZEN, 1972)
modificado usado no presente estudo. pH ajustado para 6,8.

Composto Concentragéo (mg L™) Concentracdo (10° mol L™)
CaCl, 2 H,O 36,76 250
[MgSO, - H.0 36,97 150
NaHCO, 12,60 150
K:HPO, 8,71 50
NaNO; 85,01 1000
Na,SiO; 9 H,O 28,42 100
FeCl; 6H,0 3,15 11,7
CUSO4 " 5H,0 0,01 0,04
ZnS0, 7 H,0 0,022 0,08
CoCl, 6 H,O 0,01 0,05
MnCI2 -4 H,O 0,18 0,9
Na,MoO, 2 H,O 0,006 0,03
H3BO; 16
Vitaminas
Tiamina HCI 0,1
Biotina
B12 5x1 04

4.2.3 Complexacéo e adsorgdo de cobre em células de Eutetramorus sp

Para a realizagdo da titulagdo potenciométrica dos excretados algais, a
cultura de Eutetramorus sp foi filtrada no inicio da fase estacionaria de crescimento.
Nesse ponto, o numero de células/mL e concentragdo de clorofila-a foram
determinados e o filtrado encaminhado para o procedimento de titulagdo. Com esses
resultados, obteve-se a capacidade de complexagcdo dos materiais orgénicos
dissolvidos (MOD) produzidos e liberados ao ambiente pelas células algais. A
filtracdo da cultura algal foi feita empregando-se filtros de membrana com 0,45 e
0,22 um de abertura de poro previamente lavados em &cido cloridrico 1,0 mol L'e
enxaguados com agua pura.

Para avaliar a capacidade de adsorcdo de cobre na superficie das células
algais, utilizou-se células vivas e mortas oriundas da mesma cultura empregada para
a complexagdo da MOD. As células algais foram mortas através de aquecimento,
submetendo-as por uma hora a temperatura de 60 + 10 °C (PARENT e CAMPBELL,
1994).




Para as titulagdes foram usadas solu¢cbées de 50 mL com células vivas, com
células mortas e somente o filtrado. As solugdes foram armazenadas em frascos
previamente autoclavados e mantidos em refrigerador até o momento da titulacéao,
nao excedendo sete dias. Mesmo refrigeradas, as amostras de MOD nao devem ser
estocadas por periodos superiores a 7 dias, exceto quando as amostras de
excretados tenham sido filtradas em membrana 0,22 ym e guardadas em frascos
autoclavados. Desse modo torna-se possivel estoca-las por um periodo maior, ja
que ha exclusado bacteriana através de filtros de 0,22 um. Todas titulagdes foram
realizadas com 3 réplicas.

As propriedades de complexagdo dos exudados algais e da superficie de
células algais vivas e mortas em relagéo ao do Cu’* foram também obtidas através
de titulacdo potenciométrica, monitorando-se o cobre livre através de eletrodo
seletivo (ISE). Para uma concentragéo total de cobre de 8x107 mol L™, cerca de 1
hora foi necessaria para a estabilizagéo do ISE.

Os procedimentos para titulagdo das amostras estéo descritos na se¢ao 4.1.3
(Especiagdo de cobre e capacidade de complexagcdo da agua natural do Rio
Nhundiaquara).

4.3 TRATAMENTO DOS DADOS

4.3.2 Tratamento Matematico — Modelo de Scatchard

A resposta do eletrodo, em mV, é relacionada as atividades dos ions em
solugéo, tornando-se necessario uma calibragdo empirica para fornecer resultados
em termos de concentragdo. Se mantivermos o coeficiente da atividade constante
para amostras e experimentos, podemos determinar as concentragdes dos ligantes.

Os dados das titulagdes potenciométricas foram convertidos de milivolts para
pCu = -log [Cu 21 por meio da equacgéo de Nernst, na qual a variagdo do eletrodo
(29-30 mV) foi obtida através de curvas de calibracéo realizadas periodicamente
(FIGURA 06). A equacgdo de Nernst é matematicamente descrita em fungéo do
comportamento do eletrodo em solugdo e a sua relagdo com a potenciometria €
detalhada em EVANS (1987).
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FIGURA 06 - Curva de Calibragéo para cobre ISE. Potencial (mV) registrado em func¢do de -log da
concentragdo de cobre total. Forga ibnica = 0.1 M (NaNOQO;), pH 5.0. Curva realizada em agua
destilada. Regresséo linear: y = 133 + 8.11 log x, R = 0.958.

A constante de estabilidade condicional (K’) e a concentragao total de ligantes
(CL, umol.L™") foi obtida através da analise Scatchard Plot, na qual a concentragao
de cobre ligado (CulL) dividido pela concentragéo iénica do metal (Cu?*) & plotado em
funcdo de CulL. Quando mais de um sitio de ligacdo estiver presente, uma curva
concava é obtida. O grafico plotado é dividido em duas linhas retas. A extrapolagao
das duas linhas para os eixos y e x fornece (K'4Li + Khlz) e (L1 + Ly),
respectivamente. Apés a analise da regressao linear de cada linha, y = a + bx, onde
alb = CL e b = K, as propriedades de complexacdo sdo obtidas. Detalhes do
tratamento e comparacdo a outros modelos podem ser encontrados em
SCATCHARD et al., (1957) e BUFFLE (1988).

4.3.2 Tratamento Estatistico

Para os dados fisico-quimicos foram realizados gréaficos do tipo “Box-Plot”
representando média, erro e desvio padrdo. Na determinagcéo de metal e obtengéo
de K e ClI, foi utilizada regressao linear e posteriormente foi realizada uma analise de
variancia (ANOVA) e teste post-hoc LSD para diferenciagéo entre as meédias. Os
graficos do tipo “Box-Plot” e ANOVA foram feitos com o auxilio do software
STATISTICA® e a regressao linear com o software IGOR®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 VARIAVEIS FISICO-QUIMICAS

5.1.1 Regime climatico e pluviométrico

A variabilidade temporal na estrutura fisico-quimica de sistemas fluviais &
controlada por uma variedade de fatores. Tradicionalmente, a descarga dos rios tem
sido considerada a variavel chave para hidroquimica, com uma correlagéo direta
com os fluxos de materiais particulados e dissolvidos. Entretanto, relagdes mais
complexas entre a descarga fluvial e a quimica destes ambientes tém emergido a
partir de estudos recentes (AHEARN et al., 2004). Os fluxos de materiais tém
apresentado alteragdes drasticas associadas a mudangas no clima, morfologia e
usos dos solos no continuo continente-oceano (TAPPIN, 2002). Assim, para o
entendimento das variagbées temporais na hidroquimica fluvial, torna-se imperativo o
monitoramento das variaveis climéticas, tais como a precipitagcéo e a temperatura.

Durante a campanha de amostragem, a temperatura da agua variou entre os
periodos (FIGURA 07), com minimas de 14°C em julho de 2004 (Est.1) e maxima de
23,1°C em dezembro de 2005 (Est. 2). Em julho de 2005 observou-se um
comportamento climatico destoante, com valores da temperatura da agua muito
elevados para época (inverno) - média de 19,1°C - igualando-se aos meses de

janeiro e dezembro.
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FIGURA 07 - Distribuicdo espago temporal da Temperatura da agua no Rio Nhundiaquara. Box plot
representando média, erro padrao e desvio padréo das amostragens.
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O regime pluviométrico pode ser considerado tipico para a regido, com verao
chuvoso (maximo de 136,4 mm nos15 dias que antecederam a coleta) e inverno
seco (maximo de 81 mm nos 15 dias que antecederam a coleta). A precipitacéao
acumulada em 5, 10 e 15 dias (FIGURA 08) demonstra a importancia desses dados

e auxilia na compreenséao da distribuicdo espago temporal das outras variaveis.
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FIGURA 08 - Precipitag@o pluviométrica referente a estagdo meteorolégica de Antonina, acumulada 5,
10 e 15 dias anteriores a cada coleta no Rio Nhundiaquara. (Dados: SIMEPAR, 2005).

5.1.3 Oxigénio Dissolvido (OD)

O oxigénio € um dos gases dissolvidos mais importantes na dinamica e
caracterizagdo do metabolismo de ambientes aquaticos (CARMOUZE, 1994). Tem
como principal fonte a atmosfera e a fotossintese, sendo que sua solubilidade
depende principalmente da temperatura e pressdo. No presente estudo, a
concentracdo de oxigénio dissolvido (FIGURA 09) apresentou pouca variagao entre
as estacdes de amostragem e os periodos investigados, com maximo de 10,5 mg/L
em julho de 2004, coincidindo com os valores minimos de temperatura da agua
(FIGURA 07), e minimo de 7,8 mg/L em janeiro de 2005, no veréo.
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FIGURA 09 - Distribuicdo espago temporal da concentragdo de Oxigénio Dissolvido, OD (mg/L) no
Rio Nhundiagquara. Box plot representando média, erro padréo e desvio padréo das amostragens.

Os valores encontrados demonstraram um ambiente bem oxigenado ao longo
do rio, que pode ser atribuido a velocidade relativamente elevada da corrente fluvial,
com trechos de corredeira e rochas. Ja no trecho do rio com menor energia fisica
(estacdo 2), a concentragéo de oxigénio dissolvido foi um pouco menor. MARQUES
(2000, 2004) e TODESCHINI (2004), encontraram comportamento e valores
semelhantes em estudos de alguns rios das vertentes oriental e ocidental da Serra
do Mar (TABELA 7b).

5.1.4 Potencial Hidrogénionico (pH)

O pH da maioria dos corpos de agua doce oscila entre 6 e 8. Ecossistemas
aquaticos com valores de pH menores possuem, frequentemente, elevadas
concentragbes de 4acidos orgéanicos dissolvidos de origem aldctone e autoctone
(ESTEVES, 1998). Em aguas naturais, podem ocorrer varios processos metabdlicos
que geram ions hidrogénio e diminuem o pH do meio. Entre esses, podemos citar a
oxidagdo biolégica, a troca catibnica e hidrélise de cations. Além disso, em

ecossistemas aquaticos continentais com pouca capacidade de tamponamento, o
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pH pode ser modificado pela chuva, que é normalmente acida, com valores entre 5 e
6 (ESTEVES, 1998).

Os valores de pH apresentaram uma grande variacdo entre os periodos
estudados, sendo que o maior valor, de 7,60 foi obtido em julho de 2004 na estagao
1 e o menor, de 5,12 em janeiro de 2005 na estacdo 2 (FIGURA 10). Esta variagao
pode estar associada a periodos de maior precipitagdo e aporte de substancias
humicas para o sistema, decorrente da lixiviagdo da serrapilheira em ambientes
florestados (LIMA, 1986 em MARQUES, 2000) caracterizando o periodo chuvoso
(verao) como mais acido.
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FIGURA 10 - Distribuicdo espago temporal da concentra¢éo do Potencial Hidrogénionico, pH do Rio
Nhundiaquara. Box plot representando média, erro padréo e desvio padrdo das amostragens.

Diversos estudos tém demonstrado que o pH do meio atua sobre a
especiacao de metais, podendo modificar a toxicidade de um contaminante no meio
natural (CAMPBELL e STOKES, 1985; GUASCH et al, 2002). BONFIN (2005)
detectou uma diminuigdo na toxicidade do metal cobre em baixos valores de pH.
Contudo, a tendéncia natural da maioria dos sais de metais € o aumento da
solubilidade em pH reduzido e, portanto o aumento na biodisponibilidade e

foxicidade.
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BENEDETTI et al., (1995), demonstrou que ha um acréscimo de duas ordens
de magnitude na adsor¢éo de cobre sobre acido himico com o aumento do pH de 4
para 8. A mesma variagdo foi verificada por HOLM (1990) investigando a
complexacéo de cobre em aguas subterraneas quando o pH aumentou de 7 para
8,3. Portanto, podemos dizer que uma variagdo na concentracdo de ions hidrogénio
afeta a concentragdo de metal idnico no meio.

Essas variagbes podem ser explicadas por processos de competicdo entre
H* e Cu®*" para os sitios de adsor¢do nas superficies celulares, que se tornardo
protonados em valores mais baixos de pH. Ha dados da literatura que mostram que
em pHs mais elevados (pH6 a pH7), os sitios para adsor¢cédo do metal estaréo
desprotonados e o Cu?* podera ligar-se a superficie celular (SCHAMPHELAERE et
al., 2005; BROWN et al., 2000; CAMPBELL e STOKES, 1985; XUE e SIGG, 1990;
CRIST et al., 1990), aumentando sua toxicidade.

5.1.5 Carbono Organico Dissolvido (COD)

O COD origina-se principalmente da decomposi¢do de plantas e animais e a
partir de produtos de excrecdo desses organismos. Estudo realizado por OHLE
(1972a, em ESTEVES 1998), em lagos aleméaes, mostrou que a concentragao de
COD esta diretamente relacionada com o estado tréfico do lago (TABELA 2) e com o
tipo de influéncia & qual o sistema estd submetido, podendo indicar a contribuigao

aléctone e poluigao por esgoto.

TABELA 2 - Concentragéo de COD (mg C L") em diferentes tipos de lagos temperados, segundo
OHLE (1972a, em ESTEVES, 1998).

Tipo de lago mgCL"
Oligotroéfico 0,5-5
Mesotréfico 5-10
Lagos cercados por florestas 10-20
Lagos poluidos 156 -30
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O carbono organico dissolvido influencia a dindmica dos ecossistemas de
varias maneiras, dentre elas pode-se citar seu uso como fonte de energia para
bactérias heterotréficas e como agente precipitador de nutrientes e complexador de
metais. Porém, em concentragdes muito elevadas pode tornar-se toxico ou causar
problemas como mau cheiro e sabor desagradavel (ESTEVES, 1998).

No presente estudo, a concentragéo de carbono orgéanico dissolvido (TABELA
3) néo apfesentou diferenca significativa entre as estagcdes e os periodos
amostrados (maximo 4,8 e minimo 2,51). De acordo com OHLE (1972a em
ESTEVES 1998) as taxas registradas para COD estdo dentro do esperado para
lagos oligotréficos. Contudo, considerando que o rio Nhundiaquara encontra-se
circundado por florestas e que recebe aporte de esgoto doméstico, as baixas taxas
de COD podem estar relacionadas com a elevada velocidade da corrente fluvial e o

curto tempo de renovagéo da agua.

TABELA 3 - Concentragdo de carbono 6rgénico dissolvido (mg/L) no Rio Nhundiaquara. COD
(Carbono Organico Dissolvido), CT (Carbono Total) e Cl (Carbono Inorganico).

Julho/04 Jan/05 Julho/05 Dez/05

CoD | CT Cl |[COD | CT Cl (COD | CT Cl (COD | CT Cl

Est1 [2,96 (3,38 (0,41 |2,96 (4,23 (127 |26 4.2 1.6 1.7 46 29

Est1 [2,51 (423 |1,71 |2,73 |3,80 |106 |28 8.9 6.1 1.6 3.2 1.6

Est.2 {299 |4,04 1,05 [274 (494 (220 (47 6.7 20 1.6 36 2.0

Est.2 (2,51 (4,23 (1,71 (2,77 [453 |[1,76 (4,8 7.1 23 1.6 1.8 0.2

5.1.6 Silicato — Si(OH)4

A concentragéo de silicato em aguas naturais é fortemente influenciada pelas
caracteristicas geoldgicas da bacia hidrogréafica, e a principal fonte desse elemento
para os ambientes aquaticos sdo as rochas igneas (ESTEVES, 1998). No presente
estudo, identificou-se flutuacbes sazonais na concentragdo de silicato no rio
Nhundiaquara, com um incremento durante o periodo seco (FIGURA 11), também
verificado por MARQUES (2004).
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FIGURA 11 - Distribuigio espago temporal da concentragdo de Silicato, Si(OH)4 (UM), media e desvio
padrdo no Rio Nhundiaquara. Box plot representando média, erro padréo e desvio padrao das
amostragens.

Segundo MARQUES (2004) a diferenga sazonal de concentragéo pode ser
atribuida a uma maior diluicdo no periodo chuvoso e/ou incorporagéo bioldgica, isto

é, incorporagéo em frastulas de diatoméceas (DEMASTER et al., 1996).

5.1.7 Fosfato - PO,

O fosfato presente em ecossistemas aquaticos continentais € proveniente de
fontes naturais e artificiais. A fonte natural para esses ambientes é o intemperismo e
a lixiviacdo de solos e rochas antigas, que pelo escoamento superficial pode
alcancar os diferentes ecossistemas aquaticos sob duas formas principais: soluvel e
adsorvido as argilas. Na maioria das aguas continentais o fosfato € o principal fator
limitante da produtividade e tem sido apontado como o principal responsavel pela
eutrofizacao artificial desses ecossistemas (ESTEVES, 1998).

A concentragdo de fosfato é fortemente influenciada pelas atividades
humanas em bacias hidrograficas, principalmente através dos residuos de esgotos
domésticos e industriais, além da utilizagao de fertilizantes, produzindo variagbes
que podem ser facilmente detectadas através de “picos” de concentragao em
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determinados trechos do rio, 0 que o qualifica como um bom indicador de fontes
pontuais de poluicdo (MARQUES, 2000).
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FIGURA 12 - Distribuicdo espago temporal da concentragdo de Fosfato, PO, (uM) no Rio
Nhundiaquara. Box plot representando média, erro padréo e desvio padrao das amostragens.

As concentracdes de fosfato registradas neste estudo (FIGURA 12) estéo
dentro da faixa de valores reportada para bacias de bouca interferéncia antrépica
segundo MARQUES (2000) (TABELA 7b). Houve uma variagéo de de 0,57uM na
est.1 em julho de 2004 a 0,17 uM na est.2 em julho de 2005, com um pico
pronunciado de fosfato (0,82 pM) na estagéo 1 em janeiro de 2005, que pode estar
relacionado a elevada taxa pluviométrica 136,4 mm e conseqiente lixiviagao dos
solos.

TABELA 4 - Concentragdo P-total em relagéo ao estado tréfico de lagos, segundo a agencia de
Protegio Ambiental dos EUA (em Esteves, 1998).

Tipo de lago ug L™
Oligotréfico <10
Mesotréfico 10-20
Eutréficos >20
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De acordo com a classificacdo tréfica utilizada pela agencia de Protegao
Ambiental dos EUA (em ESTEVES, 1998) para lagos (TABELA 4) o ambiente
estudado pode ser classificado como oligotréfico para os periodos de Jul-05 (9,1 ug
L' est.1 e 6,2 ug L' est.2) e Dez-05 (7,2 ug L™ est.1 e 9,2 ug L™ est.2) e mesotrofico
para Jul-04 (14,3 ug L™ est.1 e 13,7 pg L™ est.2) e Jan-05 (11,1 g L™ est.2), com
excegao da éstagéo 1 em janeiro de 2005 (25,1 ug L™).

5.1.8 Nitrogénio

O nitrogénio é um dos elementos de grande importancia no metabolismo de
ecossistemas aquaticos e por isso quando presente em baixas concentragbes pode
atuar como fator limitante na produgao primaria desses ecossistemas. Nitrogénio na
forma de nitrito (NO,) é encontrado em baixas concentragbes, notadamente em
ambientes bem oxigenados, onde é rapidamente transformado em nitrato (NO3).
Entretanto, o nitrito tem grande importancia em termos de monitoramento, podendo
indicar fontes pontuais de poluigdo como esgotos domésticos e industriais, além do
uso de fertilizantes.

Geralmente o nitrogénio na forma de nitrato (NO3) é a forma inorganica,
estando muitas vezes diretamente associada aos teores de oxigénio dissolvido, que
influem decisivamente em seu ciclo e determinam a eficiéncia dos processos de
nitrificacdo e denitrificagdo (TANIGUCHI 1998). O nitrato € uma forma do nitrogénio
bastante moével e facilmente transportada pela agua. As maiores fontes de nitrato
para o ecossistema aquatico sdo o escoamento superficial da agua das chuvas, 0s
processos de lixiviagdo em ambientes florestados e os processos de nitrificagdo no
lencol freatico. "

As formas amoniacais (NHz e NH,") do nitrogénio, ou N-amoniacal ocorrem
geralmente em baixas concentragdes em aguas naturais. As principais fontes de N-
amoniacal estao associadas aos processos de decomposicdo de algas e macroéfitas
aquaticas em condigdes naturais, € a decomposicdo de material organico
proveniente de fontes poluidoras, sendo um bom indicativo de poluicdo pontual em
rios.

Os valores de nitrato encontrados no Rio Nhundiaquara foram mais altos para
os periodos mais chuvosos (FIGURA 13), possivelmente devido aos processos de
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A .

lixiviagao da floresta atlantica que se desenvolve nessa vertente da Serra do Mar. A
predominancia do nitrato também pode ser devida a elevada concentragdo de
oxigénio nas estagdes amostradas, além do aporte de aménio e nitrito ao decorrer
das estacbes, evidenciando a rapidez do processo de nitrificacao propiciado pelas
condigdes locais (TANIGUCHI, 1998).
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FIGURA 13 - Distribuicho espago temporal da concentragio de Nitrato, NO; (uM) no Rio
Nhundiaquara. Box plot representando média, erro padrao e desvio padréo das amostragens.
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FIGURA 14 - Distribuicdo espago temporal da concentracdo de Nitrito, NO, (uM) no Rio
Nhundiaquara. Box plot representando média, erro padrao e desvio padréo das amostragens.
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O nitrito apresentou uma leve tendéncia de maior concentracéo nos periodos
mais chuvosos com os valores observados (media de 0,01 a 0,18 uM) préximos aos
limites de deteccdo do método utilizado. Nao foi detectada, variagéo significativa em
nenhum ponto do rio (FIGURA 14).
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FIGURA 15 - Distribuicio espago temporal da concentragdo de Aménio, NH, (M) no Rio
Nhundiaquara. Box plot representando média, erro padréo e desvio padréo das amostragens.

Para o N-amoniacal, foram registradas maiores concentragées na estagao 2
(FIGURA 15), depois da cidade de Morretes, provavelmente decorrentes dos aportes
de efluentes domésticos. MARQUES (2004) também verificou incremento de aménio
a jusante da cidade de Morretes, porem as taxas reportadas pelo autor foram
maiores do que as encontradas no presente estudo (TABELA 7b). Em geral, as
maiores concentracées de aménio foram nos periodos mais secos, denotando a
diluigdo das concentragdes dos constituintes particulados e dissolvidos na agua do
rio pela chuva.

Segundo a classificagdo de lagos relativa & diferentes formas de compostos
nitrogenados sugerido por VOLLENWEIDER (1968 em ESTEVES 1998) para lagos
(TABELA 5), o ambiente estudado pode ser classificado como oligotrofico, com
medias de 0,001 mg/L de nitrito, 0,15 mg/L de nitrato e 0,018 mg/L. de aménio.
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TABELA 5 - Concentragdo N-total em relagdo ao estado tréfico de lagos, segundo a agencia de
Protecio Ambiental dos EUA (apud ESTEVES 1998).

Tipo de lago Nitrogénio Amoniacal Nitrato Nitrito
(mg/L) (mg/L) (mglL)
Oligotréfico 0,0-0,3 0,0-1,0 0,0-05
Mesotroéfico 03-20 1,0-5,0 0,5-5,0
Eutréficos 2,0-15,0 5,0-50,0 50-15,0

De acordo com a TABELA 7b que compara os resultados do Rio
Nhundiaquara com outros rios, a taxa de nitrato encontrada no presente estudo esta
um pouco acima dos valores reportados por MARQUES (2004) e TODESCHINI
(2004), e maiores que os valores reportados por WASSERMAN (2000). Em
contraste, o amodnio apresenta concentragbes mais baixas que os valores
registrados nos estudos supracitados, com maior indice de uso e ocupagéo do solo
no entorno, evidenciando a importancia da mata ciliar e saneamento basico das

regides urbanas.

5.1.9 Biomassa Fitoplanctonica — Clorofila-a

O teor de clorofila-a foi baixo para ambos os periodos, fato esperado em
funcao das condigbes de corrente do local, com valores relativamente mais elevados
na estacgao 2, decorrente do incremento de nutrientes ao longo do percurso (FIGURA
16). MARQUES (2004) verificou um forte gradiente de clorofila-a no rio
Nhundiaquara no periodo seco, em que o ambiente Iético apresenta menor nivel de
vazao, indicando um processo de alta produtividade algal. De acordo com o autor,
esse processo pode estar relacionado ao aumento no aporte de esgotos. Contudo,
no presente estudo n&o foi observado aporte expressivo de nutrientes proveniente,
da cidade de Morretes, o que explicaria os baixos valores de clorofila-a, quando

comparados a outros estudos (Tabela 7a e 7b).
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FIGURA 16 - Distribuicido espago temporal da concentracdo de clorofila-a (ug/L) no Rio
Nhundiaquara. Box plot representando média, erro padréo e desvio padréo das amostragens.

A divisdo Chlorophyta contém cerca de 8000 espécies conhecidas (VAN DEN
HOEK et al., 1995) e 500 géneros com organismos predominantemente de agua
doce ou de aguas marinhas. Sdo amplamente distribuidas em ambientes de diversos
graus de trofia e temperatura conhecida. Alguns géneros s&o indicadores da
qualidade da &gua, outros apresentam plasticidade fenotipica. Apresentam grande
variedade de nivel organizacional, desde flagelados de vida livre, organismos
unicelulares ou coloniais, cocoides ou palmeléides e ainda multicelulares. A espécie
Eutetramorus sp. utilizado em experimentos deste projeto pertencem a diviséo
Chlorophyta, classe Chlorophyceae, ordem Chloroccocales. S&o organismos
produtores de mucilagem rica em exopolisscarideos semelhantes aquele produzido
por Kirchneriella sp. e outras Chlorophyceae (LOMBARDI e VIEIRA, 1999;
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TABELA 7a — Descrigao dos rios Bacaxa, Seco, Tingui, Jundia, Mole, do Padre, Cubatao, Marumbi,
Nhundiaquara, Monjolinho, Ribeirdo do Feijdo em coletaneas de vérios trabalhos na literatura para
comparagdo com os resultados encontrados no presente estudo.

Rio Est. Caracteristicas Referencia
Bacaxa, Seco, T Planicie litoranea da serra do mar, pouca vegetagdo em | WASSERMAN
Tingui, Jundia, torno do rio. (2000)

Mole e Do Uso do solo: alta ocupago urbana e influencia antrépica.
Padre (RJ)
Cubatéo (PR) Planicie litoranea da serra do mar, com vegetacdo de | TODESCHINI
médio e pequeno porte e areas inundadas. (2004)
Uso do solo; Ocupagéo baixa, moderada e alta ao longo
do percurso, existéncia de atividades antropicas como
pecudria, cultivo de banana e arroz.
Marumbi (PR) Bacia hidrografica do Rio Marumbi — Serra do Mar MARQUES
1M | Trecho inicial do rio com alta declividade (1000M) (2004)
3M | Uso do solo: cobertura vegetal (Florestas Ombrdfila
Densa e Mista), com alto grau de preservagéo.
4M | Trecho final do rio, abaixo da cota de 300 m até a cidade
de Morretes.
Uso do solo: area preservada
6M | Trecho final do rio que desagua no Rio Nhundiaquara
Uso do solo: area urbana e atividades agricolas.
Nhundiaquara | 1Nh | Bacia hidrografica do Rio Nhundiaquara — Serra do Mar MARQUES
(PR) Vertente oceanica da Serra, abaixo da cota de 300 m até | (2004)
a cidade de Morretes.
Uso do solo: area preservada
2Nh | Trecho final da bacia do Nhundiaquara
3Nh | Uso do solo: area urbana e atividades agricolas.
Monjolinho M1 | 2,5 km da nascente, apés mata ciliar. RODRIGUES
(SP) Uso do solo: pastagem (2001)
Area de drenagem: 2,6 Km®
M3 | Apés o matadouro municipal de S&o Carlos.
Uso do solo: area urbana e cultivo de cana-de-agucar.
Area de drenagem: 121,5 Km?
Antes da confluéncia com o Rio Jacaré-Guagu
M5 | Uso do solo: pastagem
Area de drenagem: 58,1 Km®
Ribeirao do F1 3,4 km da nascente RODRIGUES
Feijao (SP) Uso do solo: pastagem (2001)
Area de drenagem: 6,9 Km?
F3 Cérrego do Sao Jose, a montante do antigo lixao de Sao
Carlos.
Uso do solo; nas margens ha abundante mata ciliar, com
assentamento humano a aproximadamente 300 m a
montante do ponto de coleta.
Area de drenagem: 18,2 Km®
Nhundiaquara Bacia hidrografica do Rio Nhundiaquara — Serra do Mar PRESENTE
(PR) Ponto a jusante da cidade de Morretes. ESTUDO
1 Uso do solo: cobertura vegetal, com fragos de
urbanizagao e atividades agricolas.
Ponta a montante da cidade de Morretes.
2 Uso do solo: Area urbana e atividades agricolas
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5.2 ESPECIACAO DO METAL COBRE NO RIO NHUNDIAQUARA

5.2.1 Micronutriente — cobre (livre)

Os metais-traco essenciais incluem Co, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, Mo, Se, Sne Zn, e
s&o requeridos para o desenvolvimento normal da biota e, consequentemente
influenciam a produtividade e composigao de espécies de uma comunidade algal.
Os ions metdlicos essenciais sdo requeridos para uma grande variedade de
processos biolégicos, para os quais 0s organismos apresentam sistemas de
transporte cuidadosamente regulados. Tem-se, por exemplo, que cobre € cofator da
plastocianina, enzima com atividade na cadeia de transporte eletrbnico da
fotossintese. Apesar dos requerimentos nutricionais em relagédo aos micronutrientes
diferirem para os diversos grupos de microalgas, esses metais apresentam
geralmente uma faixa estreita de concentragdo otima. Se, por exemplo, uma
contaminagdo ambiental apresentar carater crénico, podera haver a reducéo da
biodiversidade e da biomassa algal, fato que tem implicagbes para o equilibrio
dindmico do ecossistema.

Em ecossistemas aquaticos, a dinamica dos metais-trago e diretamente
influenciada pelos materiais organicos dissolvidos naturais. Encontrados associados
a materiais inorganicos, ligantes orgénicos e superficies de particulas, os metais-
trago estdo presentes em uma grande variedade de formas ou espécies quimicas. A
magnitude destas interagbes depende de diversos parametros, tais como pH,
natureza e concentracdo dos ligantes, dentre outros. Assim, tem-se que a
concentragao total de um ion metalico inclui espécies dissolvidas, ligadas ao material
particulado e livre, na forma de ions hidratados.

A determinagdo da concentracao de cobre livre no rio Nhundiaquara revelou
diferencas resultantes das chuvas no ambiente. A concentragéo mais elevada foi
obtida no periodo de julho de 2005 (seco) em relagéo as outras amostragens
(TABELA 8). No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas em relagéo
a qualidade do ambiente, e.g., montante e jusante do municipio de Morretes.
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TABELA 8 - Concentragao inicial de cobre livre em aguas naturais e algumas varidveis fisico-
quimicas do rio Nhundiaquara. Os valores de cobre livre sdo apresentados em log da concentragao
molar. * A pluviometria citada é referente a acumulada em 15 dias.

Periodo Est. [ 1inicial de pH COD Pluviometria
Cu++ (mg/l) (mm) *
Jul— 04 1 3,48E-11 7,5 27 81
2 4,29E-12 6,7 27
Jan - 05 1 2,00E-09 53 28 136,4
2 1,20E-09 5,1 27
Jul - 05 1 1,75E-08 7.4 2,7 31,4
2 2,39E-08 6,5 47
Dez - 05 1 2,83E-09 6,1 1,6 133
2 1,18E-09 6,2 1,6

Contrastando a concentracéo inicial de cobre livie com as varidveis pH
(competicao), carbono orgénico dissolvido (complexagéo) e pluviometria (aporte),
ndo se observou qualquer relagdo expressiva que pudesse evidenciar 0s processos
que dominam a especiagdo quimica do metal cobre (TABELA 8). Observa-se que
apesar da estacdo 2 em Julho 2005 apresentar a maior concentragdo de carbono
orgénico dissolvido, a concentragéo de cobre livre inicial encontrada foi a mesma
que a observada na estagdo 1 no mesmo periodo. Considerando-se que no referido
periodo foi verificada a menor precipitagdo pluviométrica, e portanto o aporte de
metal no rio foi baixo, podemos aferir que a capacidade de complexacéo foi igual
para estacdes 1 e 2 (Jul-2005), o que pode ser explicado pelo fato de que nem toda
a matéria orgéanica dissolvida do sistema se liga ao metal ou caracteriza um sitio de

ligagcéo disponivel.

5.2.2 Cobre Complexado - K’ e CL.

A capacidade de complexacdo de um corpo d'agua reflete a habilidade do
mesmo em tamponar fons metdlicos, conseqlentemente pode ser definida como a
quantidade de ifons que podem ser adicionados sem que, no entanto, a espécie
ibnica seja predominante (BUFFLE e DE VITRE, 1994). A capacidade de
complexacédo é um paradmetro importante quando se analisa a qualidade das aguas.
Através de sua determinagédo se obtém valores de K' (constante de estabilidade
condicional = forgca de associagdo entre os ligantes e o metal) e CL (concentragao de
ligantes = quantidade de sitios ou ligantes disponiveis para o metal). Portanto,
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informacdes quantitativas e qualitativas podem ser obtidas mediante determinagao
da capacidade de complexagéo de amostras de agua.

A FIGURA 17 reporta uma curva tipica gerada a partir da ftitulagdo de
amostras do Rio Nhundiaquara com o cobre utilizando a potenciometria com
eletrodo fon sensivel como técnica de detecgdo. Podemos observar que as curvas
da estagdo 1 ndo apresentam uma grande diferenca em relagdo aquela da estagao
2 demonstrando que a capacidade de complexagao a montante e jusante da cidade
de Morretes s3o semelhantes. Outra informagao que se pode obter da mesma figura
¢ que ao inicio da titulagéo, conforme se adiciona o cobre na amostra da agua do
Rio Nhundiaquara, ha um sequestro do metal que passa para forma complexada e
nao é detectado pelo ISE. Desse modo, em baixas concentragdes iniciais de cobre
poucos ions livres sdo observados na amostra.

A concentracdo do ligante mais fraco CL, (menor K', classificado aqui como
K'2) estava presente em quantidade de cerca de 10 a 50 maior (CL2~1O'5 a10* M)
do que o ligante mais forte (CL1~ 107 a 10 M).
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FIGURA 17 - Curva de titulagdo para cobre ISE em aguas naturais da estagéo 1 (1) e 2 (2) do Rio
Nhundiaquara para os periodos amostrados. pCu = [ -log (Cobre i6nico livre)] vs - log (concentragao
de cobre total). Forga idnica = 0,1 M (NaNO3), ph 6.8. Julho de 2004 (A), Janeiro de 2005 (B), Julho
de 2005 (C) e Dezembro de 2005 (D).

A TABELA 9 mostra o resultado dos pardmetros de complexagao (Ky’, Cly, K2/,
Cl;) obtidos usando analises Scatchard Plot. Naturalmente, eles refletem o
comportamento das curvas de titulagdo. A FIGURA 18 ilustra trés Scatchard Plots
para os dados titulados, o qual foi obtido das amostras naturais do rio Nhundiaquara.
Os graficos mostram que dois ligantes distintos foram produzidos para cada
tratamento e que os ligantes sdo de natureza diferente, o que é indicado pela

diferenca das formas das curvas.

TABELA 9 - Parametros de complexagdo obtidos com analises Scatchard plot das titulagdes em
aguas naturais do rio Nhundiaquara. Todos os valores s&o apresentados em log da concentragéo
molar.

Periodo Est. | KT CL1 K2’ CL2

Jul - 04 1 7,03 | 46x10-6 543 | 3,64x 10-5
2 821 | 1,75x10-6 | 555 | 3,13x 10-5

Jan - 05 1 -——- —— — -
2

Jul - 05 1 6,46 | 2,32x10-6 | 442 | 631x10-5
2 6,36 | 1,98x10-6 | 408 | 1,09x10-4

Dez ~05 1 741 | 930x10-7 | 456 | 3,78x10-5
2 7,99 | 788x10-7 | 512 | 2,08x10-5
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FIGURA 18 - Scatchard plots para os dados titulados da estagéo 1 (A) e da estagdo 2 (B) do Rio
Nhundiaquara, com regresséo linear.

Analise estatistica (ANOVA), contrastou os parametros de complexagao
(TABELA 9) para cada perfodo (jul-04, jul-05, dez-05) e estagéo (1 e 2), revelando
que entre as estacdes 1 e 2, o log K’y e CL, foi diferente (p<0,05) somente em Jul-
04, e log K’ foi diferente em Dez-05. Em relagéo aos periodos, na estagéo 1 log Ky
foi significativamente maior em Dez-05, log K’ foi maior em Jul-05, CLy e CL; foi
diferente (p<0,05) em Dez-05. Ja na estacgéo 2 log K'; e log K, foi menor em Jul-05,
enquanto CL, foi maior nesse'mesmo periodo.

Comparando-se as duas estagbes amostrais, observamos que a estacao 2,
localizada a jusante de Morretes apresentou valores de K’ mais elevados do que a
estacdo 1 e valores de CL menores, ou seja, menor quantidade de sitios disponiveis,
mas cada qual com maior afinidade pelo cobre. No entanto uma excegéo foi obtida
quando da andlise de titulagdo da amostra coletada em julho/2005, periodo de
menor indice pluviométrico. De maneira geral, os resultados mostraram que também
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nas analises de complexagéo, a pluviosidade exerce grande influéncia na dindmica

do cobre no Rio Nhundiaquara.

5.3 COMPLEXAGAO DO COBRE COM CELULAS DE EUTETRAMORUS SP

5.3.1 Curva de crescimento

A curva de crescimento (FIGURA 19), que mostra o nimero de células em
funcéo do tempo de incubagao, confirma que a fase exponencial foi alcangada apos
50 dias. As culturas foram destinadas para titulagbes quando a densidade
populacional atingiu aproximadamente 2.5x10° cells.ml™". De acordo com LOMBARDI
e VIEIRA (2000) a habilidade de complexagdo do ion cobre em meio de cultura
maior para os excretados na fase estacionaria do que na fase exponencial.
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FIGURA 19 - Curva de crescimento de Eutetramorus sp cultivada em meio WC modificado (Guillard e
Lorenzen 1972). Regressao linear da fase exponencial de crescimento: y = 4,30 + 0,058 log x, R =
0,999.

5.3.2 Titulacéo

A curva de titulacdo para material excretado, suspensédo de células mortas e
de células vivas de Eutetramorus sp é representada na FIGURA 20. Considerando o
material exéretado, podemos inferir que a habilidade para complexagéo de ions de
Cu™* do meio de cultura foi mais baixa para os excretos algais, com um aumento
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sequencial seguindo a ordem suspenséo de células mortas e suspensao de células

vivas.
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FIGURA 20 - Curva de titulagdo para cobre ISE em amostras filtradas, com células vivas e mortas da
Eutetramorus sp . Potencial (mV) registrado em funcéo do Log da concentracdo total de metal.
Excretados (A), células mortas (B), células vivas (C), Branco (D).

A TABELA 10 mostra o resultado dos parametros de complexagéo (K¢, Cly,
Ky, Cl) obtidos usando andlises Scatchard Plot dos dados titulados. Naturalmente,
eles refletem o comportamento das curvas de titulagdo. A FIGURA 21 ilustra trés
Scatchard Plots para os dados titulados, obtidos das culturas de Eutetramorus sp na

fase estacionaria.

TABELA 10 - Parametros de complexagéo obtidos usando analises Scatchard Plot da titulagéo dos
dados. Os valores de K’ estdo em log da concentragdo e CL est&o em Molar.

Fase Estacionaria
Eutetramorus K1’ CL1 K2’ CL2
Sp
Material 7,31 3,34x10° 5,12 5x 10°
excretado
Células mortas 8,48 ~388x10° 6,11 517 x 10°
Células vivas 9,11 3,16 x 10° 6,48 479 x10°
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Contrastando os trés tratamentos, K'1 e K2 foram diferentes com 95% de
intervalo de confianga, enquanto que CL, e CL, foram considerados similares entre
os tratamentos (ANOVA bifatorial). Além disso, ANOVA unifatorial com 95% de
intervalo de confianga contrastou K’y e K’ em cada tratamento e demonstrou que os
parametros de complexagéo foram diferente. Contudo, quando é considerado CLq e
CL, as analises estatisticas revelam que ndo ha diferenca significativa para cada
tratamento.
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FIGURA 21 - Scatchard Plot dos dados titulados. Ligantes associados ao metal por metal livre em
funcgio de ligantes associados ao metal. (A) Material excretado, (B) Células mortas, (C) Células vivas.

Os experimentos de complexagdo com Eutetramorus sp. tiveram como
objetivo verificar a capacidade de complexagdo de seu excretado total, de suas
células vivas e de células mortas. Os resultados mostraram que a produgéo e
exudagdo de agentes complexantes de cobre por Euteframorus sp. é capaz de
alterar a especiacdo de cobre no meio nutritivo, portanto atua sobre sua
biodisponibilidade (MORRISON e FLORENCE, 1989; LOMBARDI et al., 2002;
LOMBARDI et al., 2005). Por outro lado, a capacidade da superficie celular de quelar
metais pode ser um caminho para entrada destes no organismo.

O produto orgénico excretado por Euteframorus sp, acumulado no meio de
cultura na fase estacionaria de crescimento, apresentou caracteristicas de agente de
complexacdo (FIGURA 20) com forca de associag&o maior que o normalmente
obtido por muitas Chlorophyceae (LOMBARDI e VIEIRA, 2000). De acordo com
SWALLOW et al., (1978), que usa ISE para determinar complexagéo do cobre pelos
excretados algais, somente uma entre oito espécies de fitoplancton testadas
produzem compostos organicos extracelulares que podem alterar a especiacdo do
ion cobre no meio de cultura em concentragdo de cobre de 1x10° M.

Baseado em andlises estatisticas dos dados obtidos do material excretado,
podemos generalizar que séo produzidas maiores quantidades de ligantes fracos
(CL2) quando comparado com a produgdo do ligante forte (CL1). Esse material
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excretado é normalmente constituido por exopolissacarideos, como reportado por
LOMBARDI e VIEIRA (1999). A constante de estabilidade condicional (K’) obtida
com o material excretado estd em acordo com os resultados apresentados por
MCKNIGHT e MOREL (1979) e LOMBARDI e VIEIRA (2000). Esses autores
detectaram que algas eucariontes liberam ligantes de complexagéo fracos guando
comparados com os produzidos por Cyanobacterias. Contudo, algumas
Chlorophyceae podem produzir ligantes fortes.

LOMBARDI et al., (2005) detectaram LogK'1 igual a 7,3 para os excretados
de Scenedesmus acuminatus no fim da fase exponencial. MCKNIGHT e MOREL
(1979) e MCKNIGHT e MOREL (1980) encontraram resultados similares para S.
obliquus (Chlorococcales). Diferengas na habilidade de complexagao de metabdlitos
excretados por microalgas tém sido freqlientemente encontradas. LOMBARDI e
VIEIRA (1999) reportaram a produgdo de ligantes de complexacgao fracos pela
Chlorophyceae Kirchneriella aperta na fase exponencial, enquanto que a mesma
espécie produz ligantes fortes na fase estacionaria de crescimento.

A microalga Eutetramorus sp. forma col6nias esféricas de células livres que
sio mantidas unidas através da producdo de mucilagem. Similarmente a outras
mucilagens produzidas por Chlorophyceae, a produzida por Euteframorus sp €
capaz de complexar cobre e pode controlar a especiacdo do metal em ambientes
aquaticos.

As superficies celulares de microalgas sao caracterizadas pela presenca de
elevada heterogeneidade quimica de sitios de ligagao, constituidas de grupos
sulfénico, imidazoélico, amino, fendlicos, e principalmente carboxilicos (CRIST et al,
1990), os quais levam a uma distribuicdo de afinidades por metais. Ha uma
ocupagao preferencial por sitios mais fortes, seguida de sitios mais fracos, que sao
0s mecanismos responsaveis pela biosor¢do dos metais na superficie celular e
representam a somatéria de todos os processos passivos de interagdo da parede
celular com fons metalicos. Em contraste, o processo de absorgdo, que resulta na
bioacumulagdo de metais por microalgas € um mecanismo ativo, no qual o metal
entra na célula contra um gradiente de concentragao e, em microalgas, €
considerado irreversivel (SCHMITT et al., 2001).

O presente estudo demonstrou que esses sitios da superficie celular (células
mortas) apresentam alta afinidade (K'1 e K'2) com cobre quando se compara ao
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material excretado. Contudo, sua concentracéo foi similar (CL1 e CL2). Resultados
da literatura mostram que ha uma variagdo do metal associado a superficie celular
mediante variagbes do pH. XUE e SIGG (1990) investigaram a ligagao de cobre livre
com superficies de alga viva em varios niveis de pH, e obtiveram Log K'=10 em pH
6,5. CRIST e colaboradores publicaram uma série de estudos sobre a interacdo de
protons e metais com algas. CRIST ef al., (1990) mostrou que sdo 2 0s processos
responsaveis pela taxa de tomada de prétons por Vaucheria sp., uma alga
encontrada em solos umidos. Os autores demonstraram que 0s processos sdo
dependentes da [H'] e o primeiro relaciona-se a reacdes de superficie (ligagao
covalente na superficie anidnica da alga envolvendo troca ibnica), enquanto o
segundo € mais lento e envolve reacdes de parede celular.

Aplicando-se o0 modelo de Scatchard aos presentes resultados, foram obtidas
curvas concavas, evidenciando a existéncia de 2 sitios de ligacao para os exudados,
celulas vivas e células mortas de Euteframorus sp. Segundo CRIST et al., (1994), a
curva cdncava resultante pode ser interpretada como a presenga de mecanismos de
troca ibnica, ndo simplesmente processo de adsor¢ao. Assim, para as células vivas,
cujos valores de K’1 foram os maiores obtidos neste estudo, os resultados sugerem
que outros mecanismos, além de troca ibnica podem estar operando em nivel de
parede celular. Tais mecanismos estdo presentes somente nas células vivas e,
portanto relacionam-se ao metabolismo celular. Conforme os ions metalicos ligam-se
a parede celular das células vivas, o processo de tomada de metal tem inicio,
sugerindo que esse é uma combinag¢ao de mecanismos de troca idnica na superficie
algal e bioacumulacgéo, levando ao enriquecimento de metais no interior da célula.
Estes resultados estdo de acordo com os reportados em LOMBARDI ef al., (2002)
sobre a ligagdo de metais na mucilagem e superficie algal, e posterior transporte
ibnico para dentro da célula.

Portanto, pode-se concluir que a quelagao dos ions metalicos as algas ocorre
através de grupos funcionais especificos na superficie celular e/ou devido aos
mecanismos especificos de absorcdo (SCHMITT et al, 2001). A constante de
estabilidade do complexo formado entre metal/ligante proveniente das células vivas
em suspensao sao duas ordens de magnitude maior que o material excretado € uma

ordem maior do que o obtido para a suspenséo de células mortas.
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Dos resultados deste trabalho obtidos sobre interagdes de microalgas com
metais, pode-se concluir que uma microalga, como entidade dotada de carga
superficial e produtora de agentes complexantes de metais (cobre) afeta a
especiacdo de ions metalicos no ambiente. Varias conseqiéncias podem ser
previstas dessa interacao, dentre elas, menciona-se o transporte facilitado de metais
em cadeias tréficas e mesmo a redugao da biodisponibilidade de fons metalicos no

ambiente.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Como resultado do desenvolvimento da presente proposta, avaliou-se o
impacto de atividades antrépicas do municipio de Morretes no Rio Nhundiaquara,
através do estudo da comunidade algal, dos materiais orgénicos e inorgénicos
dissolvidos e da especiacdo do metal cobre. Os resultados demonstraram que o Rio
Nhundiaquara apresenta carater oligotréfico e elevado potencial de recuperagéo da
influéncia exercida pelos efluentes urbanos da cidade de Morretes. Ficou evidente
também que a chuva dilui as concentragées dos constituintes dissolvidos na agua do
rio, contribuindo para a manutengéo da saude do sistema.

O relevo (alta declividade) e a vegetacéo local (Florestas Ombrofila Densa e
Mista, com alto grau de preservagédo) exercem influenciam a dindmica do sistema,
caracterizando o ambiente como bem oxigenado, com pouco material em suspensao
e baixos teores de nutrientes. As variagdes sazonais foram bem menores em relagéo
ao encontrado em outros trabalhos, denotando a protegdo que as condigbes de
preservagéo da vegetagéo conferem aos cursos d'agua.

As amostras do Rio Nhundiaquara apresentaram niveis de cobre abaixo do
limite estipulado pela legislagdo brasileira e seus valores estdo diretamente
relacionados com os parédmetros de complexacéo, os quais apontam para uma
grande capacidade de tamponamento do aporte do cobre, pois quanto maior a
constante de estabilidade condicional menor a concentracao de ions livre no meio.

Os experimentos de interagcdes do metal cobre com Euteframorus sp
possibilitaram uma melhor compreensédo da dindmica desse metal em relagéo a sua
capacidade de adsorgdo na superficie celular e de complexagdo com exudatos
algais. Os resultados mostraram um aumento no valor da constante de estabilidade
condicional seguindo a ordem: material excretado; suspenséo de células mortas; e
suspenséo de células vivas, apresentando esta Uitima os maiores valores de K.
Assim, considerando que as microalgas sdo capazes de alterar a especiagao
quimica e biodisponibilidade de ions metdlicos, tanto através da produgéo de
ligantes organicos extracelulares, como também através de adsorgdo e absorgéao
idnica, o estudo das interagbes envolvendo ions metalicos e microalgas assumem
grande importancia ambiental. Podemos ainda concluir que a microalga, presente no
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Rio Nhundiaquara e dele isolada, pode contribuir para a capacidade de complexagao
obtida para as amostras naturais do rio.

No presente estudo, valores atipicos foram verificados quando o indice
pluviométrico foi elevado e fora de época, ou quando o mesmo foi muito baixo, o que
demonstra a grande influéncia que as chuvas exercem em sistemas |6ticos.
Reforcamos ainda a necessidade, nao s6 da preservacdo da mata ciliar, como éde
conhecimento publico, mas também de um controle rigoroso quanto ao uso de

agrotoxicos e fertilizantes agricolas em plantagdes desenvolvidas no entorno do rio.
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