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¢ Resumo

Ao longo de 40 anos, muitos trabalhos tém vindo a ser desenvolvidos no ambito do tema da
eutrofizacdo e desenvolvimento de biomassa fitoplancténica. Em todos eles, eram sugeridos
factores responsaveis, desde a latitude, luz, temperatura, mistura da coluna de agua e os
inputs de nutrientes.

Toda a controvérsia gerada em torno da eutrofizagédo, levou a que a inércia adoptada em
situacdes de risco induzisse a degradacdo de muitos sistemas aquaticos. E quando, além da
degradacéao estética, os problemas comegam a surgir, que se compreende a necessidade
de que surjam medidas de gestdo e requalificacdo das lagoas e bacias hidrograficas. A
tendéncia para a ocorréncia de florescéncias de organismos como cianobactérias, implica a
necessidade de maiores cuidados nos usos das massas de agua, principalmente ao nivel da

producao de agua para consumo humano e do uso recreativo.

Uma boa gestdo, implica um conhecimento aprofundado do comportamento destes
organismos. Este trabalho, apresenta as respostas de organismos recolhidos em
florescéncias naturais, na Lagoa das Furnas — ilha de S. Miguel (Agores) em meios com
diferentes teores de azoto. As diferencas entre os resultados, permitem retirar algumas

conclusdes sobre as condi¢des preferenciais ao seu desenvolvimento.

De um modo geral, as culturas comportaram-se da forma esperada, desenvolvendo-se mais
com doses de azoto mais elevadas. Este desenvolvimento foi verificado tanto pelo aumento
das particulas ao longo de todo o ensaio, mas também pelos valores de pigmentos
registados no fim deste.

Por outro lado, o facto do azoto ter sido adicionado sob a forma amoniacal ou de nitratos,
permite concluir que os organismos presentes nas florescéncias preferem assimilar as
formas azotadas que impliquem um menor consumo energético. Dai que se tenham
verificado desenvolvimentos mais significativos em meios em que foi adicionado azoto

amoniacal.

O facto de ser tratar de um trabalho baseado nas condicbes de desenvolvimento de
organismos vivos, era de esperar alguma imprevisibilidade dos comportamentos. Sendo
assim, sera recomendavel aprofundar o conhecimento das reaccées dos organismos em
cultura mista para doses diferentes de azoto, assim como a realizacdo de ensaios em que
para uma dose de N fixa, se fagam variar as concentracoes de P.



e Abstract

Over 40 years, many studies have been developed under the theme of eutrophication and
development of phytoplanctonic biomass. All of them suggested responsible factors, since
the latitude, light, temperature, mixing of the water column and inputs of nutrients.

The controversy beyond the eutrophication, which led to the inertia adopted in situations of
risk, induced the degradation of many aquatic systems. That is when, besides the aesthetic
degradation, problems begin to arise and is understood the need for measures that arise
from management and requalification of lakes and river basins. The trend for the occurrence
of blooms from bodies such as cyanobacteria, implies greater care in the use of water
bodies, especially at the level of production of drinking water and recreational use. A good
management, requires thorough knowledge of these bodies’ behaviour. This paper presents
the responses of collected organisms, from natural blooms, in Lagoa das Furnas - Sao
Miguel Island (Azores), in media with different levels of nitrogen. The differences between
the results, allow the drawing of some conclusions about the favourable conditions for its

development.

Generally, the crops behaved in expected ways, developing itself more with higher nitrogen
doses. This development was verified both by the increase of particles throughout the test

and the values of pigments recorded at the end of this.

Furthermore, the addition of nitrogen in the form of ammonia or nitrates, allows the
conclusion that the organisms present in blooms prefer to assimilate nitrogen forms,
involving a lower energy consumption. Therefore, there have been more significant
developments in the media where ammoniacal nitrogen was added. Since the work is based
on the development of living organisms, it was expected some unpredictability.

Therefore, it is recommended a deeper knowledge of the organisms’ reactions in mixed
culture, to different doses of nitrogen, as well as the holding of trials in which for a dose of N
established, varies the concentrations of P.
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1. Introducao

A agua é um elemento essencial a todos organismos e em todos os ecossistemas. Ainda
que as cianobactérias se caracterizem por povoarem qualquer tipo de habitat, € nos
sistemas aquaticos que elas sdo mais frequentes (Chorus e Bartram, 1999). Tendo em
consideragao que a ocorréncia de blooms é cada vez mais habitual, inclusive em periodos
de Inverno, justifica-se a necessidade de avaliacdo das condigcdes favoraveis ao
desenvolvimento excessivo de fitoplancton. A Lagoa das Furnas é um exemplo, a escala
regional, de um problema que é global e que afecta meios aquaticos naturais por todo o
planeta (Santos et al., 2005).

Os desenvolvimentos explosivos de fitoplancton estdo fortemente associados a massas de
agua ricas em nutrientes e matéria organica, pelo que sdo vistos muitas vezes como
indicadores de poluigdo organica, resultado directo ou indirecto das actividades humanas e
suas utilizacbes do solo. A primeira ideia que surge quando se fala de contaminacdo de
mananciais ou aquiferos é a de que a actividade agricola é a responsavel, o que esta, no
entanto, longe de ser a Unico problema. Se por um lado as escorréncias agricolas
transportam os suplementos nutritivos adicionados ao solo, por outro a impermeabilizagéo
das zonas urbanas potencia também escorréncias difusas para os sistemas naturais. E, no
entanto, nas descargas de efluentes domésticos e industriais que as contaminagdes podem

atingir maior importancia, principalmente devido a sua carga orgéanica.

Apesar de conhecida a capacidade de autodepuracdo dos meios hidricos naturais, é facil
prever que o processo de despoluicdo acabe dificultado caso as descargas poluentes sejam
elevadas e restritas a pequenos periodos de tempo. E neste processo que, em particular
nos sistemas lénticos, a eutrofizacdo surge através do enriquecimento excessivo das
massas de 4gua em nutrientes e matéria organica.

A flora aquética, em especial as algas, utiliza os nutrientes de forma a produzirem biomassa,
possibilitando assim o seu desenvolvimento e aumento das comunidades fitoplancténicas.
Se os nutrientes sdo normalmente assimilados a partir da massa de agua, o carbono por
sua vez é sintetizado através dos processos fotossintéticos. Se, além dos nutrientes, as
condigbes de temperatura e luminosidade forem favoraveis, o desenvolvimento do

fitoplancton, algas e cianobactérias ocorre com facilidade (Santos et al., 2005).

Caso o desenvolvimento dos organismos fitoplanctonicos seja muito rapido e intenso
denomina-se por florescéncia ou bloom. Estas situacbes sdo mais evidentes para um
ndmero reduzido de organismos que podem acumular-se a superficie, entre os quais
algumas cianobactérias formadoras de espumas superficiais. Além dos impactos estéticos
que este excesso de biomassa em suspensdo confere as aguas naturais, podem existir
problemas de ordem ecoldgica e sanitaria. Os blooms de cianobactérias caracterizam-se por

conferir as aguas gostos e cheiros desagradaveis, uma cor verde-amarelada ou azulada
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frequentemente acompanhada da formacado de espumas. Estas situagbes degradam, do
ponto de visa estético, a apeténcia dos locais afectados para actividades de recreio e

turismo.

No que toca a ecologia, o aumento de biomassa no sistema hidrico leva, aquando da
degeneracdo da cultura, a um aumento da matéria organica em suspensao o que conduz,
por si sO, a uma situagcdo de poluicdo organica. Além do consumo de oxigénio na
degradacao desta matéria organica presente, o0 aumento da turvagdo das massas de agua
influencia negativamente a produgdo de oxigénio através da fotossintese. As duas
ocorréncias conduzem a uma rapida deplecdo do oxigénio dissolvido, o que acarreta
problemas para a fauna existente no local, podendo levar a sua dispersao ou eliminacao de
animais como aves e peixes. Assim sendo, esta situacao pode ser vista como um problema

para a biodiversidade existente no local.

Em meios eutrofizados de climas temperados, as cianobactérias normalmente dominam a
populagdo fitoplanctonica durante o Verao e inicio do Outono (Chorus e Bartram, 1999).
Esta dominancia pode ser explicada pela capacidade que estes organismos tém de se
adaptar a temperaturas elevadas, de capturar luz em comprimentos de onda nao utilizaveis
pelas algas verdes e pela possibilidade de se desenvolverem em condigdes com uma razao
de N:P e concentragéo de carbono orgéanico dissolvido baixas. Além destas caracteristicas,
algumas espécies de cianobactérias possuem ainda a capacidade de regular a flutuagao, de
fuga aos predadores e de acumulacao fésforo em células especializadas (Whitton e Potts,
2000).

A degradacdo das massas de agua acarreta problemas sanitarios seja no uso para recreio
seja na produgdo de agua para consumo humano, porque obriga a que esta seja sujeita a
tratamentos adequados. No entanto, nem sempre 0s custos para a saude sao directos. No
que toca a ingestao, por exemplo, os problemas sdo normalmente cronicos e surgem apoés

consumos durante um elevado periodo de tempo.

AlteracOes significativas na qualidade da agua captada para producdo de agua potavel,
implicam modificagées na linha de tratamento, de forma a impedir a introducdo de agua
impropria na rede de distribuicdo. As microalgas e as cianobactérias, além das
caracteristicas organolépticas que conferem a agua, podem provocar obstru¢des nos filtros
das ETA e afectar a eficacia de determinados processos de tratamento.

Caso exista uma elevada concentracdo de células cianobacterianas produtoras de toxinas
em aguas utilizadas para recreio, podem ocorrer situagdes de alergia e irritacées cutaneas e
das mucosas. Se, normalmente, a ingestao acidental de pequenas quantidades de agua
contaminada ou espumas, por parte dos humanos, nao implica risco de vida, no caso de

animais domésticos ou selvagens, a ingestao indiscriminada pode conduzir a morte.



A ocorréncia de situagbes de intoxicacdo em meios naturais, onde espécies de
cianobactérias estdo presentes em grande numero, leva a que se procure conhecer mais
sobre estes organismos. Principalmente ao nivel do seu desenvolvimento, substancias
produzidas e suas formas de acgdo. Perceber as condicdes ambientais e fisico-quimicas
que resultam na degradacédo dos sistemas hidricos e afectam os seus usos mais nobres,
possibilitam uma aposta concreta na viavel resolugdo dos problemas ambientais e de salde
que destes decorrem.

7

Na ilha de S. Miguel (Acores) o processo de eutrofizagdo das lagoas é potenciado
essencialmente pela intensa actividade agro-pecuaria nas suas bacias hidrograficas. Em
zonas nao urbanizadas, os nutrientes provém essencialmente da erosao e de escorréncias
superficiais e sub-superficiais de terrenos agricolas (Santos et al., 2005).

A ocorréncia, durante todo o ano, de blooms algais na Lagoa das Furnas e a necessidade
de implementacdo de medidas de gestdo dos sistemas aquaticos e suas bacias
hidrograficas, justifica a avaliagdo das caracteristicas que favorecem o desenvolvimento de
microalgas. Este trabalho surge com o intuito de compreender o comportamento destes
organismos. Para avaliar os efeitos das concentragbes de azoto e fésforo no meio,
realizaram-se ensaios laboratoriais com fitoplancton recolhido em florescéncias naturais, na

Lagoa das Furnas —ilha de S. Miguel (Agores).

O arquipélago dos Acores caracteriza-se pelo clima maritimo com temperaturas que variam
entre os 16°C no Inverno e 26°C no Verdo. A precipitacdo € uma constante ao longo de todo
0 ano, sendo no entanto mais forte e frequente no periodo de Inverno. As ilhas estao
sujeitas a frequentes tempestades e o ar é bastante himido sendo a humidade relativa
média de cerca de 75% (AzoresWeb).

» Séte'Cidades

Sao Miguel

« Furnas

- -
- Image NASA oo
o 2008 Burapa Teohnoladiss ) ‘Google”'

Pointer 37°45'46.51° N 25°18'50.86" W elev 278 m Streaming |[|1|[I11| 100% Eye all _63.16 km
Figura 1 — Imagem de satélite da ilha de S. Miguel, Acores

Fonte: GoogleEarth



S. Miguel (Figura 1), com 757 km?, é a maior ilha do arquipélago dos Acores e apresenta
uma geologia determinada pelos vulcées de Sete Cidades, Fogo e Furnas (Amaral e
Rodrigues, 2007).

A Lagoa das Furnas (37945'30”N, 25220'03"W), situada a norte da freguesia de Furnas, é um
reservatério natural com um volume aproximado de 9,21*10°m? (Cruz et al., 2006), alojado
na cratera de um vulcdo. As caracteristicas desta massa de agua sado apresentadas no
Quadro 1.

Quadro 1 — Caracterizacao da Lagoa das Furnas

Fonte: Pacheco et al., 2002

Declive  Altitude  Profundidade

Area Perimetro Forma
médio média (m)
(ha) (km) 9 (m) Max. Méd.
Bacia
_ . 1245 10,53 20 280 - - Alongada
Hidrografica
Lagoa 193 6,3 - - 15 6,9 Eliptica

Estas caracteristicas facilitam a ocorréncia de condigbes de estratificacao térmica em
periodos de Verao.

Segundo Amaral e Rodrigues (2007), as Furnas apresentam um elevado indice de
precipitagcdo estimado em 2252mm/ano, um nivel de humidade médio de 87% e uma
temperatura média da ordem dos 15°C. Estas informagdes sdo importantes na medida em
que Cruz et al. (2006) mostraram que, de uma maneira geral, quanto mais elevada a
temperatura da massa de agua maior o valor de pH registado, e que a temperatura diminui
com o aumento da profundidade. Este padrao é verificado tanto a norte como a sul na lagoa,
ainda que a norte as temperaturas sejam ligeiramente mais baixas.

No que toca a carga de nutrientes afluente a Lagoa, esta estimado que 29,8 toneladas de
azoto e 1,44 toneladas de fésforo sao transportados anualmente pelas principais linhas de
agua e descarregados por estas na Lagoa das Furnas, correspondendo a cerca de 15,59
N/m?.ano e 0,75g P/m?.ano (Santos et al., 2005).

Lagoas com profundidades semelhantes devem admitir receber cargas maximas de
1,5g/m?.ano e 0,10g/m?.ano de azoto e fésforo, respectivamente. Cargas da ordem dos
3,09 N/m? ano e 0,20g P/m? ano sdo ja& potencialmente responsaveis por estados
eutrofizados, dai que Santos et al. (2005) definam as cargas afluentes como a principal
explicacdo para que a Lagoa das Furnas apresente um estado de eutrofizagdo tao
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avancado. De facto, em média, o azoto que chega a lagoa é dez vezes superior a carga
maxima aceitavel e cinco vezes superior a carga de perigo, enquanto o fosforo aflui sete
vezes e meia mais que a carga maxima permissivel adequada e quatro vezes mais que a

definida como carga de perigo.

Tendo em conta as caracteristicas das massas de agua em situacoes de risco, este trabalho
pretende avaliar o efeito sobre o crescimento de uma populacao fitoplanctonica mista,
dominada por cianobactérias, da adicao de nutrientes em diferentes concentragoes.

O objectivo principal é verificar o comportamento das populagdes expostas a diferentes
teores e formas de nutrientes, quando mantidas nas mesmas condi¢cdes ambientais. Avaliar
se a tendéncia é, como afirma a generalidade da literatura e 0 senso comum, para que o
crescimento dos organismos ocorra preferencialmente em meios em que os nutrientes estdo

presentes em concentragdes elevadas.

De um modo geral, para que se atingisse a concretizagdo dos objectivos propostos, o
trabalho foi estruturado da seguinte forma:

- Primeira fase - recolha de informacgéo e revisdo bibliografica sobre eutrofizagao e
desenvolvimento de cianobactérias;

- Segunda fase - realizacdo de ensaios laboratoriais com recurso a amostras de
organismos fitoplancténicos recolhidas no sistema natural da Lagoa das Furnas, na ilha de
S. Miguel — Acores;

- Terceira fase - analise de dados e discussao dos resultados.

A metodologia do trabalho laboratorial, assentou na cultura dos organismos fitoplancténicos
em condicbes controladas de temperatura, fotoperiodo e intensidade luminosa. Durante os
ensaios promoveu-se uma avaliacao continua do desenvolvimento da biomassa e do pH. No
final do ensaio foram ainda determinadas as concentragdes de pigmentos e de nutrientes (N

e P) remanescentes em solugao.

S6 um conhecimento aprofundado sobre o problema do enriquecimento em nutrientes dos
sistemas aquaticos e o seu impacto no desenvolvimento de espécies fitoplanctonicas, com
especial relevo para as cianobactérias, permite a definicdo e criagcdo de metodologias com
vista a proteccdo dos ambientes hidricos. Mais que o mero remediar dos problemas, estas
linhas de accao devem promover a proteccdo de zonas passiveis de sofrer de eutrofizacao.
S6 as actividades preventivas minimizam os riscos de ocorréncia de surtos de fitoplancton e
consequentemente as situagdes de toxicidade das massas de agua associadas.

Importa ainda ter em consideragédo que de uma forma geral as ac¢des preventivas implicam

um esforgo financeiro elevado. No entanto, os casos de restabelecimento de sistemas



naturais, além de dispendiosos em termos econémicos, apresentam normalmente custos

sociais e ambientais, que nem sempre podem ser determinados.

Neste trabalho apresenta-se uma recolha de informagbes necessérias ao conhecimento dos
vectores mais relevantes associados a situacdes de risco. E, se nos nossos dias os
aumentos de temperatura verificados ao longo dos anos sdo apontados, por Fernald et al.,
(2007), como uma causa para o desenvolvimento excessivo de biomassa cianobacteriana
nos sistemas hidricos, pode-se verificar que muitos autores antes destes apontaram
diversos factores com influéncia no acelerar do processo de eutrofizagdo e consequente

desenvolvimento excessivo de fitoplancton.



2. Eutrofizacao e florescéncias de cianobactérias

2.1. Eutrofizacao

A eutrofizacdo é, segundo o UNEP - Programa Ambiental das Nagdes Unidas (2001), um
dos maiores problemas ambientais das aguas interiores, € que consiste no enriquecimento

destas em nutrientes, de modo especial em azoto e fosforo.

Segundo Schindler (2006), Hutchinson (1973) afirmou que o termo eutrofizagdo surgiu com
Weber (1907) e associado ao aparecimento de zonas de pantanos, chamadas wetlands. A
principio a utilizagcdo do termo era amplamente descritiva, baseada apenas no aparecimento
de determinadas espécies de macroinvertebrados bentoénicos e de lagos com baixos teores

de oxigénio, principalmente nas camadas inferiores, (Figura 2).

Epilimnion

Hypolimnion

Figura 2 - Esquema do perfil vertical de estratificacdao de um lago

Fonte: RMB — Environmental Laboratories, Inc. (adaptado)

S6 a partir de meados de 1970, a eutrofizacdo comecgou a ter em conta diversos aspectos
fisico-quimicos que possibilitavam uma caracterizagao das massas de agua de forma mais
efectiva. Pardmetros como o conceito de renovacdo de agua, a determinagdo da
produtividade fitoplancténica em lagoas e o papel importante do que acontece ao nivel das
bacias hidrograficas, permitiram a integracdo da informagao disponivel num sistema terra-
agua, conferindo assim ao conceito de estado tréfico, uma vertente mais dinamica.

Vollenweider (1968) colaborou nos anos sessenta com a Organizacado de Cooperacéo e de
Desenvolvimento Econémico (OCDE) na analise do problema da eutrofizagdo. Através de



uma ampla revisao da literatura, conseguiu inferir que o controlo dos inputs de fésforo e em
alguns casos de azoto em lagoas seria 0 passo determinante na redugdo do processo de
eutrofizacdo. O seu estudo n&o foi disseminado enquanto literatura primaria', mas tornou-se
ainda assim a base dos mecanismos de gestao de lagos eutrofizados em todo o mundo e
principalmente na Europa (Schindler, 2006 citando Vollenweider, 1968).

O simpdsio de Madison sobre eutrofizacdo (EUA - Academia Nacional de Ciéncia, 1969)
também se referiu ao fésforo e o azoto, mas de uma forma passageira (Schindler, 2006). E
curiosa a evolugao da informagao, ja que nos dias que correm sado estes os nutrientes tidos
como determinantes e por isso considerados alvo para o controlo da eutrofizacdo de aguas
interiores e estuarios. Actualmente, a relacdo entre a carga de nutrientes afluente a massa
de agua e a possibilidade de eutrofizacdo é mais clara, facto que se deve essencialmente

aos avancos das ultimas quatro décadas.

Apesar do aumento da evidéncia entre o fluxo de nutrientes e a eutrofizagao, nos primeiros
anos de IBP - Programa Bioldgico Internacional, os nutrientes ndo eram considerados
determinantes para a produtividade. Os factores apontados com principais responsaveis
eram a luz, a temperatura e a latitude (Kajak e Hillbricht-llkowska, 1972 e Brylinsky e Mann,
1973).

A latitude define a altitude a que se encontra o sol e determina a forma de incidéncia da
radiacdo, o fotoperiodo e a temperatura do ar e da agua (Brylinsky e Mann, 1973), pelo que
nao é uma surpresa quando se refere que afecta em cerca de 56% a produtividade da
massa de agua. No mesmo estudo é referido ainda que sistemas aquaticos inseridos numa
gama estreita de latitudes e por isso sujeitos a idénticos estados de energia, apresentam
uma produtividade por unidade de &rea muito semelhante, independentemente da
morfometria do lago.

Segundo Oliver e Ganf (2000), a correlagao entre o desenvolvimento de cianobactérias e as
estacdes quentes é duvidosa, ja que a temperatura parece influenciar sim, mas através da
estratificagdo das massas de agua e alteracdes na turbuléncia das mesmas.

A Figura 3 mostra que o processo de envelhecimento e degradagéo de lagos, albufeiras e
reservatérios ocorre de forma natural, o que sustenta a teoria de Brylinsky e Mann (1973). E
no entanto, em resultado de accdo do homem, que se intensificaram os fenémenos de

enriquecimento em elementos nutritivos de onde se destacam o fésforo e 0 azoto.

" Quando a informagao cientifica é exposta pela primeira vez.
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Laboratério de Limnologia e Planef@mento Ambiental - UFES

Figura 3 - Diferencas entre a eutrofizacao de caracter natural e artificial (ou social)
Fonte: UFES-DERN (2001)

Citando Drever (1982) e Domenico e Schwartz (1990), Boavida (2001) assumiu que a
maioria dos desequilibrios do planeta sdo causados pela actividade humana. Estes
influenciam a estabilidade do ciclo hidrolégico com consequéncias para a qualidade das
aguas naturais, sendo estas situagcdes tdo mais gravosas quanto maior a poluicao

provocada e a populacao afectada.

Estudos realizados pela OCDE revelaram que diversos lagos em zonas temperadas viram a
qualidade da sua agua sofrer uma deterioracdo acentuada em consequéncia da actividade
humana, sendo este processo designado por “eutrofizagcdo cultural’. Esta degradagéo
interfere com os usos mais nobres das massas de agua, nomeadamente a producido de
agua para consumo humano, provocando perdas econémicas significativas. Por outro lado,
a opinido publica tem-se ainda mostrado sensivel ao impacte da eutrofizagdo sobre o
turismo e os usos recreativos da agua (Santos et al., 2005 citando Vollenweider e Kerekees,
1982 em Mandaville, 2000).

As alteragOes da natureza e das actividades humanas contribuem para a degradagéo tanto
da qualidade de aguas subterrdneas como superficiais, no entanto é nestas Ultimas que o
problema da eutrofizagdo se torna mais visivel (Santos et al,, 2005). De entre mares, rios,
lagos e reservatérios podem destacar-se como mais problematicos os sistemas em que o
tempo de residéncia da massa de agua é mais longo, pois tendem a acumular sedimentos
que actuam normalmente como depdésitos de nutrientes. A permanente introdugédo de



nutrientes pode provocar perturbagcdes no meio natural pelo excessivo crescimento de
produtores primarios e consequentemente acréscimo de biomassa disponivel. Ainda que o
estudo de Painting et al. (2007) diga respeito a sistemas estuarinos, pode-se admitir que as
consequéncias referidas sdo validas também para aguas interiores, na medida em que o
crescimento excessivo de fitoplancton potencia o aumento da turvagcido da massa de agua.
Esta restringe a penetracao da luz na coluna de agua o que pde em causa a distribuicdo das
algas em profundidade. As mudancas de condicbes sao citadas como tendo implicacées

importantes na estrutura e funcionamento dos ecossistemas ao nivel das teias alimentares.

O azoto e o fosforo sdo considerados nutrientes causadores de poluicdo. Se por um lado o
fosforo surge naturalmente em resultado da erosao de rochas com fosfatos e o azoto chega
normalmente as aguas naturais por dissolucdo directa na massa de agua, por outro sabe-se
que cada vez mais estes nutrientes chegam aos sistemas naturais através de escorréncias
superficiais ou subterraneas de actividades agricolas agro-pecuarias e descargas de aguas
residuais (Boavida, 2001).

No final dos anos sessenta a gestdo da eutrofizagcdo comegou a centrar-se no nutriente
fésforo, sendo este normalmente considerado como limitante ao crescimento fitoplancténico
na maioria dos lagos. No entanto, Schindler (1978) afirmou que sendo o fésforo um dos
mais populares indices de eutrofizagdo, seria de esperar uma boa relagdo entre a
produtividade primaria e as entradas de fésforo no sistema, o que de facto nao se observa,
pois a correlacao de 0,23 obtida para estes parametros € pouco significativa.

Vollenweider (1968) propds como medidas para a redugdo dos teores de fésforo em
sistemas naturais a alteracdo da composicao dos detergentes, que na altura continham
cerca de 50% de fosfatos, e a remocgao do fésforo das aguas residuais (Schindler, 2006).

Carlson (1977), desenvolveu um indice que permite ainda hoje a avaliacdo do estado tréfico
(Quadro 2) de um sistema aquatico — TSI (Harper, 1992). Este indice baseia-se nos valores
de transparéncia da massa de agua (T), de clorofila-a (Cla) e de fésforo total (PT). Este
ultimo é considerado como directamente relacionado com a biomassa considerando que o
fésforo total é o factor limitante ao crescimento das algas. Sao estes trés parametros que, de
forma independente, permitem aferir o estado tréfico de uma massa de agua.

A nivel nacional (CCDR/LVT, 2006) utiliza-se uma escala discreta de categorias para definir
o estado trofico.
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Quadro 2 - Relag¢ao entre o TSI e o estado tréfico

Fonte: CCDR/LVT, 2006

PT Cla
TSI (PT) TSI (Cla)
(Hg/L) (Ho/L)
Oligotrofico <10 <37 <25 <40
Mesotréfico 10-35 37-55 25-10 40 - 53
Eutréfico > 35 > 55 >10 >53

Segundo Schindler (1978), o IBP reconheceu mais tarde a importancia dos nutrientes e da
mistura da coluna de agua, pelo que o alvo dos estudos foi sendo alterado ao longo do
tempo. Mesmo assim, o autor afirma que durante muito tempo foram esquecidos os efeitos

do impacte nos sistemas aquaticos, ao nivel das comunidades.

Citando Kjerfve (1994) e Castel et al. (1996), Kozlowsky-suzuki et al. (2002) mostraram que
elevados teores de nutrientes afluentes as lagoas, associados a uma intensa radiagao solar
e a uma frequente mistura da coluna de agua, favorecem elevadas taxas de produtividade.
O autor verificou ainda que este enriquecimento potencia consequentemente um aumento
do nimero de cianobactérias e de clorofila-a.

Experiéncias no Lake Mcllwaine sugeriam que a reducao da carga de nutrientes provocava
a diminuicao da biomassa fitoplancténica e concluiam ainda, mas de forma irrealista, que as

comunidades de cianobactérias desapareceriam por acréscimo (Oliver e Ganf, 2000).

Os modelos desenvolvidos nos anos 70 (Dillon e Rigler, 1974 e Vollenweider, 1976) sao
ainda hoje utilizados como base das metodologias de gestdo de lagoas e mostram que a
taxa de renovagao da massa da agua é importante para a carga de nutrientes disponivel.
Nos lagos onde a ressuspensao do fosforo a partir dos sedimentos é baixa, a duplicagao do
tempo de renovacao da agua tem um efeito semelhante a duplicagéo da carga de nutrientes
que a ele aflui, sendo assim um importante factor com efeitos sobre a eutrofizagdo
(Schindler et al., 1978).

Referindo como exemplo o Lago Tahoe, Goldman (1981) considerou evidente que lagos em
situacdo de limitagdo de azoto, rapidamente passavam a ser limitados pelo fésforo. Esta
alteracdo dever-se-ia essencialmente a entrada de azoto no sistema por accgéao
antropogénica (Schindler, 2006). Estes lagos com limitadas concentracdes de azoto eram,
em meados do século XX, deixados de fora dos esforgos para o combate a eutrofizagdo. No
entanto, o rapido aumento de deposicao atmosférica de N e do uso de fertilizantes azotados

11



nos solos das bacias hidrograficas, fizeram com que acabassem reconhecidos como parte
integrante do problema (Schindler, 2006 citando Vitousek e Howarth, 1991, Tilman et al.,
2001 e Sickman et al., 2003).

Oliver e Ganf (2000) referem bioensaios em que a adi¢cdo simultdnea de N e P induziu o
crescimento cerca de 86% das vezes, enquanto a adicdo de apenas N ou P produzira
resultados positivos apenas 40% e 47% das vezes, respectivamente. Estes valores mostram
que nenhum dos dois nutrientes deve ser descurado no que respeita ao controlo do
processo de eutrofizago.

O artigo de Schindler (2006) destacou o facto de Wetzel (2001) ter apontado o uso da
producao de biomassa como a variavel chave na classificacao dos reservatorios, eliminando
assim algumas das dificuldades na atribuicdo de uma classificacdo através de metodologias
anteriores. De facto, alguns estudos, como o de Gowen et al. (1992), apresentam relacoes
empiricas entre nutrientes, em particular concentragées de azoto e clorofila-a, sendo esta

representativa do fitoplancton existente no meio.

Segundo Santos et al. (2005), o intenso processo de producao biol6gica é responsabilidade
do aumento do nivel de nutrientes, em especial azoto e fésforo. No entanto, Boavida (2001)
referiu que o desenvolvimento exagerado de produtores s6 ocorre quando se combina uma
grande quantidade de nutrientes disponiveis com uma populagéo de predadores insuficiente
para equilibrar o sistema, ja que a predacdo é normalmente um factor de redugdo da
biomassa e/ou de alteracao da composicao das comunidades de fitoplancton (Oliver e Ganf,
2000).

Fulton e Pearl, 1987, Lampert, 1987 e DeMott, 1999 apontaram a presenca de filamentos ou
a formacgao de coldnias, deficiéncias nos nutrientes essenciais e portanto com baixo valor
nutricional e produgédo de compostos intracelulares tdxicos, como caracteristicas que fazem
das cianobactérias um alimento de baixa qualidade (Nogueira et al., 2006). Este facto pode
estar relacionado com a diminuicdo do efeito estabilizador dos predadores no tamanho da

populacao.

Dos factores apontados como responsaveis pela excessiva produtividade nos sistemas
aquaticos, Schindler (1978) afirmou que apenas a quantidade de nutrientes que afluem aos
lagos pode ser controlada pelo Homem. Mais tarde, Oliver e Ganf (2000) admitiram que a
promocao da mistura da coluna de agua funciona mais rapida e eficientemente que a gestao
de populagdes de cianobactérias por biomanipulagdo ou reducao de nutrientes afluentes ao

sistema.

Na maior parte dos reservatoérios e lagos o crescimento das plantas e algas a superficie
ocorre preferencialmente em periodos de temperatura e radiacdo mais elevadas, como
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durante a Primavera e o Verao. Ja por alturas do Outono estas populacdes tendem a decair
e acabam por se afundar na massa de agua, sofrendo posterior decomposicao.

Durante os periodos em que as massas de agua estdo saturadas de oxigénio, a custa das
elevadas densidades de seres fotossintéticos, o O, excedente é libertado para a atmosfera.
Na fase seguinte, da degradacdo da matéria organica por parte da comunidade microbiana,
os reduzidos teores de oxigénio nas camadas inferiores dos lagos podem conduzir a
condicbes de andxia. A degradagdo da matéria organica ao potenciar a diminuicdo das
disponibilidades de oxigénio dissolvido na massa de agua, apresenta consequéncias para
as espécies aquaticas mais sensiveis, podendo, em condicées extremas, conduzir ao seu

desaparecimento (Faria, 1993 em Kozlowsky-suzuki et al., 2002).

Segundo Schubert et al. (2003), sdo as descargas de aguas residuais domésticas e/ou
industriais nos centros urbanos e as escorréncias provenientes das actividades agricolas
nas regides rurais as principais fontes de matéria organica e nutrientes para os sistemas
hidricos. Estas descargas provocam localmente uma imediata reducao da concentracao de
oxigénio dissolvido, pelo que se admite uma estreita relagcdo entre o oxigénio consumido e a
quantidade de matéria organica degradada. E nesta perspectiva que este parametro de
avaliacdo da qualidade da agua ganha importancia, pois reflecte 0 consumo de oxigénio por
parte dos organismos decompositores de matéria organica.

As cianobactérias podem representar grande parte do fitoplancton das comunidades dos
sistemas de tratamento de aguas residuais por lagunagem, principalmente devido a
temperatura elevada, a concentracdo de nutrientes e a estabilidade das aguas nas lagoas.
Aquando das descargas, estes organismos podem ser considerados como agentes
contaminantes das massas de agua naturais (Vasconcelos e Pereira, 2001).

A UNEP (2001) refere que o enriquecimento das massas de agua favorece o crescimento,
através do processo de fotossintese. Neste processo, sao gerados compostos organicos e
biomassa pela fixagcao de nutrientes disponiveis tanto no solo como na agua. A fotossintese
faz uso da luz solar, como fonte de energia, e do CO; disponivel na massa de agua como
fonte de carbono.

As variagdes de pH sdo maiores em aguas com fraco poder tampao e dependem, entre
outros factores, da actividade fotossintética e da temperatura. Estes processos tendem a
deslocar o equilibrio quimico do sistema no sentido da diminuicao da concentracédo de acido
carbonico em solucao (Duarte, 2000). Se por um lado, o CO, dissolvido é assimilado no
processo fotossintético, por outro, as temperaturas elevadas aumentam a reactividade do
acido carbénico facilitando a libertacao do dioxido de carbono para a atmosfera. Em ambas
as situacdes a diminuicdo da concentracdo de CO, dissolvido conduz a um aumento do pH
da agua (Schumacher e Sekoulov, 2002).
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As cianobactérias sdo organismos que normalmente dominam o fitoplancton em sistemas
aquaticos cujo pH é elevado. King (1970) afirmou que este facto pode conduzir a hipotese
de que estes organismos competem de forma vantajosa com microalgas eucariéticas em
situagdes em que o CO, disponivel é reduzido. Por seu lado, Shapiro (1997) concluiu que
nao é o pH elevado e as baixas concentragdes de CO, que potenciam o desenvolvimento de
cianobactérias mas que a sua abundancia promove uma redugdo do didéxido de carbono a
niveis so6 utilizaveis por elas. A proporcao de CO, é maxima para pH 4, mas reduz-se para
cerca de 0,003% a pH 9 (Oliver e Ganf, 2000).

Segundo o estudo da CCDR/LVT (2006), o transporte de nutrientes para as massas de agua
ocorre através de uma série de processos fisico-quimicos e biolégicos que se definem como

ciclo de nutrientes. Os dois ciclos principais sao o do azoto e o do fosforo.

O ciclo do Azoto:

O azoto é um macronutriente necessario ao desenvolvimento dos organismos
fitoplancténicos. Este nutriente é parte integrante de acidos nucleicos, proteinas, enzimas e
clorofila.

A atmosfera é na sua maioria composta por azoto molecular (No), mas para que este seja
consumido pelos organismos tem de sofrer um processo de conversdo a forma amoniacal
(NHg4) ou de nitrato (NO3). Em primeiro lugar, organismos como algumas algas azuis-verdes
(cianobactérias) e as bactérias dos géneros Rhizobium e Azotobacter fixam azoto
atmosférico. Dividem depois a molécula permitindo que o azoto se combine com o
hidrogénio formando azoto amoniacal (NH,). Por outro lado, organismos que decompde os
tecidos e a matéria morta em aminoacidos possibilitam a oxidacao posterior destes em agua
e CO, e libertam o azoto amoniacal.

O azoto inorganico na forma amoniacal é assimilavel pelas algas, no entanto acima de
determinados niveis esta forma ionizada tende a converter-se em amoniaco (NH;)
apresentando-se toxico para algumas espécies. Por outro lado, em termos ambientais,
Boavida (2001) refere ainda que o azoto amoniacal pode ser oxidado a nitrato por bactérias
nitrificantes, com elevado consumo de oxigénio que potencia o processo de desoxigenagao

da agua.
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Ciclo do azoto

NO3

Proteinas

(CO2 - NHz)

Figura 4 - Ciclo do azoto

Fonte: Hartzog, K.C. (adaptado)

As formas azotadas mais perigosas para o Homem sao as inorganicas (Boavida, 2001
citando Mceldowney et al, 1993), em particular o ido amonio que, em climas em que a
temperatura da agua exceda os 20°C, pode ser convertido em amoénia nao ionizada ou
amoniaco NHs, que é téxico. Esta toxicidade aumenta com o aumento do pH.

A existéncia de amoénia traduz uma degradacdo incompleta de matéria organica (Duarte,
2000 citando Rodier, 1984), pelo que estd associado a ambientes naturais em que o
processo de decomposicdo de compostos organicos ocorre em condicdes de oxigénio
dissolvido insuficiente. Imediatamente a jusante de focos de poluicdo podem encontrar-se
concentragdes de azoto amoniacal de 0,5 a 3mg/L (Dias, 2000 citando Formigo, 1997).

No processo de nitrificacdo, o azoto amoniacal é oxidado por bactérias como Nitrosomonas
a nitritos e estes sédo oxidados por bactérias como Nitrobacter a nitratos. A desnitrificagao
consiste numa redugdo dos nitratos a azoto molecular gasoso por ac¢do de organismos
anaerébios (CCDR/LVT, 2006).

Os nitratos sdo a forma mais oxidada obtida na mineralizagdo dos compostos azotados. Nao
sdo compostos téxicos, ainda que a sua conversao em nitritos lhes confira uma toxicidade
indirecta (Duarte, 2000 citando Rodier, 1984). Quando em excesso, estdo associados a
fenomenos de eutrofizacdo e segundo Dias (2000) citando Nisbet e Verneaux (1970), a
medida que o grau de trofia das aguas naturais aumenta, consequéncia da introducao de
matérias organicas, os teores de nitratos podem atingir valores de 1 a 2mg/L.
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O ciclo do Fosforo:

O fosforo é normalmente o macronutriente mais escasso na natureza, pelo que é
normalmente limitador ao desenvolvimento das comunidades de microalgas. Em aguas
superficiais com pH compreendido entre 5 e 8, o fésforo encontra-se naturalmente sob a
forma de ortofosfatos (Dias, 2000 citando Rodier, 1984).

As formas fosfatadas disponiveis para as plantas e algas sao as inorganicas de ortofosfato
H,PO,, HPO,* e PO,*, o chamado fésforo soltvel reactivo. Nos detritos e plancton o fésforo
apresenta-se sob a forma organica. A relagcdo entre as formas mais e menos
biodegradaveis, depende das condigbes ambientais e da acgdo microbiana (CCDR/LVT,
2006). Segundo Dias (2000) em aguas superficiais, concentracdes de 0,1 a 0,2 mg de
Hs;PO, /L indiciam poluicdo da massa de agua e consequentemente potencial grau de
eutrofizacao.

Ciclo do fosforo

Rochas e
solo

Fosfato
inorgénico

Figura 5 - Ciclo do fésforo

Fonte: Hartzog, K.C. (adaptado)

Quanto a disponibilidade de fésforo, para tempos de residéncia curtos, como acontece nos
rios, a medicao das formas reactivas € a mais adequada ja que a sua conversao é reduzida;
em lagos e albufeiras, a determinagao do fésforo total € o meio mais adequado para avaliar
o fésforo disponivel.

O tema da eutrofizacao cria polémica a partir do momento em que se inicia a busca dos
responsaveis. Temos como exemplo as fortes contestagcdes dos produtores de detergentes,
como é referido em Schindler (2006), aquando da responsabilizacdo destes pela introdugao
excessiva de foésforo nos sistemas hidricos. Ao sentirem-se prejudicados pelas conclusdes
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apresentadas, apelaram a primazia da eficiéncia dos seus produtos fosfatados face aos
seus hipotéticos efeitos no ambiente. E citado ainda no mesmo artigo que sdo os ditos
produtores que surgem como impulsionadores da divulgacdo dos estudos de Hutchinson e
Bowen (1947, 1950), Kuentzel (1969), Kerr et al. (1970) e Lange (1970). Nos primeiros, era
referido que nos sistemas hidricos o fésforo era rapidamente reciclado o que impossibilitava
a sua reducdo com vista ao controlo da eutrofizagdo, ja nos restantes as experiéncias
realizadas mostraram que o controlo da produtividade era dependente do carbono e nao do
fésforo disponivel. Os ensaios publicados apresentavam porém uma falha comum, a néao
avaliacdo preliminar do estado das massas de agua estudadas no que toca aos efeitos ja
provocados pelo fésforo.

A possivel influéncia do carbono na eutrofizagao, levou o Freshwater Institute (West Virginia,
EUA) a definir uma Area Experimental de Lagos (AEL), em que os lagos abrangidos foram
definidos como oligotréficos. Estes sistemas lagunares apresentavam reduzidas
concentragdées de carbono inorganico dissolvido - CID (Schindler 2006). O objectivo do
estudo era verificar, com base nas informacgdes recolhidas, se os lagos podiam ser levados
a atingir um grau de eutrofizacdo por adicdo de azoto e foésforo. Escolheram o lago com
menor DIC e no inicio de 1969 comecaram a adicionar N e P numa razao 14:1 em peso
tendo rapidamente verificado que apesar dos baixos teores de carbono, o lago se tornou
eutrofico (Schindler, 2006 citando Schindler et al, 1971, 1973). O carbono nao é
naturalmente o nutriente limitante ja que, se por um lado as algas consomem o carbono
inorganico dissolvido na massa de agua através da fotossintese, por outro podem substitui-
lo por CO, atmosférico, o que mostra que a gestao do carbono nao é problematica.

T. Edmondson (1970, 1991 referido em Schindler, 2006) dedicou-se a documentacido da
eutrofizacdo do Lago Washington a medida que a cidade de Seattle crescia. Baseando-se
nas correlagdes entre o fésforo e culturas permanentes de algas, ele deduziu que o fésforo é
o possivel culpado do processo de degradacao. Nestas condi¢des, a cidade decide desviar
a descarga de aguas residuais do reservatorio, levando a que este recuperasse
rapidamente.

Face ao desvio das aguas residuais drenadas, os produtores de detergentes tentaram
influenciar as conclusdes publicitando que os estudos de Edmondson eram invalidos,
porque além do fésforo outros nutrientes eram afastados do lago (Schindler 2006).
Ignorando o sistema causa-efeito, de modo a contrariar os resultados do estudo tentaram
ainda impor a ideia de que era a redugao de fitoplancton na massa de agua que provocava
uma reducao nos teores de fésforo (Edmondson 1991 citado em Schindler 2006).

Schindler (2006) afirmou que a recolha de informagdo por parte dos limnologistas
possibilitou que o controlo do foésforo fosse encarado como uma das medidas mais comuns
na maioria dos paises desenvolvidos. Citam-se, como mais relevantes, Edmondson (1970),
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Ahlgren (1978), Holtan (1981) e ainda a resolugéo lida no IXX Congresso Internacional da
Sociedade Limnolégica - SIL: “Pelo papel critico do fésforo no rapido desenrolar do processo
de eutrofizacao, fica definido que além do tratamento secundario de aguas residuais é

necessario o controlo das descargas deste elemento nas aguas interiores.”

Schindler (1978) sugeriu que deveriam ser postas em pratica 0 mais rapidamente possivel
estratégias de gestdo de corpos de agua. Mais de uma década depois da UWWTD — Urban
Wastewater Treatment Directive C.E.C. (1991,2000) definir a eutrofizagdo como um
“indesejavel disturbio da qualidade da agua” (Painting et al., 2007), continuam a ser feitos
esforgos na tentativa de implementar ferramentas de determinagéo de riscos e impactos da
eutrofizacdo. Dai que no mesmo estudo de Painting et al. (2007), se afirme que grandes
avancos foram conseguidos relativamente a eutrofizacado através da mais variada pesquisa
desenvolvida nos ultimos 30 anos, mas ainda assim muito ha a fazer, principalmente no que

toca as fontes difusas de nutrientes.

Apesar da importancia de manter a qualidade da agua, as comunidades humanas efectuam
descargas de efluentes domésticos e/ou industriais nos sistemas hidricos, que sao
potenciais causadores de poluicdo (Boavida, 2001). Além disso, ensaios de Mortimer (1941,
1942) mostraram a influéncia da libertacao de fésforo e azoto dos sedimentos em lagos com
condicoes de andxia no fundo. Lagos pouco profundos situados em zonas de solos ricos em
fésforo, que sofrem a cada Verao repetidos periodos de anoxia, estdo sujeitos a grandes
libertacdes de P dos sedimentos. Este tipo de lagos tende a ser eutréfico ainda que as
actividades humanas nao contribuam grandemente para as entradas de P no sistema
(Schindler e Comita, 1972 e Barica, 1975 em Schindler, 2006) e é por isto que se pode
afirmar que em alguns casos o célculo da carga interna de um sistema, fica além das

descargas a que ele aflui.

Com o passar do tempo, os nutrientes acumulam-se naturalmente nas bacias lacustres,
promovendo um maior desenvolvimento de fitoplancton, o que conduz ao aparecimento de
blooms (Boavida, 2001 citando Wetzel, 1993). Desta forma pode-se perceber que nao é a
eutrofizacdo o problema, ja que segundo Boavida (2001) este € um processo natural, lento e
gradual, levando dezenas de anos a estabelecer-se. O verdadeiro problema estd na taxa
acelerada a que este processo ocorre, potenciado pelas actividades antropogénicas.

Sao os blooms, em particular os de cianobactérias, a pior consequéncia da eutrofizacao
para as populagdes ja que estes organismos produzem uma série de diferentes tipos de
toxinas com efeitos nefastos para a saude, em casos de utilizacdo de agua contaminada
(Vasconcelos, 1995 em Boavida, 2001 e Azevedo, 1998).
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2.2. Florescéncias de cianobactérias

As cianobactérias, ou algas azuis-verdes sdo organismos procariontes e fotossintéticos,
muito comuns em sistemas aquaticos, em particular em aguas doces, paradas e eutrdéficas.
Ainda que estes organismos tenham preferéncia por aguas neutras a alcalinas, em que o pH
varia de 6 a 9, com temperaturas entre os 15 e 30°C e elevada concentragdo de azoto e
fésforo (Chorus e Bartram, 1999) podem também ser encontrados em diversos ambientes,
sejam eles terrestres - rochas, cascas de arvores, paredes, telhados, vidros, ou aquaticos -
rios, estuarios e mares (UPC, 2002).

A sua elevada capacidade de adaptacdo é-lhes apontada como sendo uma garantia de
perpetuarem a sua presenca na superficie terrestre. Existem referéncias de que a origem
das cianobactérias esta estimada em cerca de 3,5 bilibes de anos, pelos fésseis
descobertos em rochas sedimentares na Australia (Azevedo, 1998 e Osswald et al., 2007
citando Wilmotte, 1994 e Falconer, 2005).

As cianobactérias sao microrganismos versateis que podem viver em ambientes terrestres e
aquaticos. Em aguas nao poluidas, estes organismos sdo sazonais, mas em situacoes de
eutrofizagdo, elas tornam-se parte dominante do fitoplancton, por periodos de tempo
normalmente superiores, com consequéncias para a saude e ambiente (Osswald et al.,
2007).

Segundo o MRACC - Murray Regional Algal Coordinating Commitee (2002), de uma forma
geral, as cianobactérias podem ser encontradas em todo o tipo de habitats que fornecam
condicoes de desenvolvimento e reproducédo. De acordo com UPC (2002) esta capacidade
de adaptacao esta relacionada com a flexibilidade que as cianobactérias apresentam face a
alteracdes bioquimicas, fisiologicas, genéticas e reprodutivas.

Braga (2004), afirma que as cianobactérias ndao sdo muito exigentes em termos da
disponibilidade de nutrientes necessaria ao seu desenvolvimento, ja que na presenca de luz
conseguem desenvolver-se em meios minerais. Normalmente, utilizam sais de azoto

inorgénico e bicarbonatos, ou o diéxido de carbono atmosférico como fontes de N e C.

Algumas cianobactérias utilizam o azoto (N,) transformando-o em aménia (NHs). Esta
capacidade associada a baixos teores de luminosidade e nutrientes, e a presenca de
vesiculas gasosas em algumas espécies, que as permitem migrar pela coluna de agua,
tornam-nas ecologicamente mais favorecidas nos sistemas hidricos. Quando as
cianobactérias atingem elevada densidade celular, dominam normalmente face outros tipos
de fitoplancton. Estes blooms surgem normalmente a superficie da agua e nas margens,
caracterizam-se por apresentar uma com azul-esverdeada pela presenga de pigmentos
fotossintéticos (Dittman e Wiegand, 2006).
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Durante muito tempo foram classificadas como algas, aparecendo associadas a divisdo
Cyanophyta ou a classe Cyanophyceae, dai que o termo cianoficeas seja ainda hoje
utilizado (Azevedo 1998). As cianobactérias eram consideradas algas pelo seu tamanho,
mas principalmente pela sua tonalidade maioritariamente esverdeada e pela capacidade de
realizar fotossintese. As suas caracteristicas de plantas e bactérias, fizeram da sua
classificagdo taxiondmica um problema para botanicos e bacteriologistas (Osswald et al.,
2007 citando Wilmotte, 1994). A classificacdo taxiondémica foi baseada nas suas
caracteristicas morfolégicas, no entanto estas podem alterar-se de acordo com as condicoes
ambientais, pelo que influenciam a classificagcdo de modo duvidoso, dai que Drouet (1968)
tenha chamado a atengao para as variabilidades genéticas no mesmo fenétipo (Osswald et
al., 2007).

Para além destas caracteristicas, casos de intoxicacdo de gado despertaram a atencao para
estes organismos, levando a que se efectuassem estudos sobre a sua toxicidade (Bartram,
1998). Actualmente, sabe-se que ndo tém qualquer tipo de relacdo filogenética com
qualquer grupo de algas, pelo que fazem parte de um filo especifico, do dominio Bacteria.

Estes organismos possuem uma parede celular constituida por uma fina camada de
citoplasma por fora da membrana celular, uma camada rigida de mureina, um
peptidoglicano, e duas camadas de polissacarideos associados a lipidos e proteinas.
Algumas espécies possuem ainda uma espessa camada gelatinosa externa que permite a
agregacao das células em coldénias. O espago periplasmatico representado na Figura 6

permite as células o armazenamento de enzimas degradativas (wikipédia).

Membratia plasmdtica

Espaco periplasmético
Peptidoglicano —
IMembratia externa

(lipopolisacdridos
e proteitiag)

Gram Negativa

Figura 6 - Esquema da parece celular de uma célula Gram Negativa

Fonte: Wikipédia (adaptado)

Ainda que sejam classificados como gram-negativos, estes organismos podem apresentar
uma parede celular que inclui uma série de caracteristicas combinadas, pelo que Hoiczyk et
al., (2000) refere-se a este tipo de classificagdo como simplista.
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De uma forma geral as cianobactérias apresentam uma camada de peptidoglicano mais
grossa que as bactérias gram-negativas tipicas, atingindo mais de 700nm na Oscillatoria
princeps (Hoiczyk e Baumeister, 1995). O grau de ligagdo entre as cadeias de
peptidoglicano na Synechocystis sp. € muito superior aos 20-33% da maioria das gram-
negativas (Glauner et al., 1988), e ha auséncia de acido teicoico nas paredes de células de
cianobactérias, constituinte esse que é tipico na constituicdo das células bacterianas (em
Hoiczyk, et al. 2000).

As cianobactérias podem ser unicelulares como os géneros Synechococcus e Aphanothece
ou formar colénias globulares como Microcystis, Gomphospheria, Merismopedia. Podem
ainda apresentar-se em colénias sob a forma de filamentos como Oscillatoria, Planktothrix,
Anabaena, Cylindrospermopsis, Nostoc (UPC, 2002). Segundo MRACC (2002), as colonias
filamentosas podem apresentar trés tipos de células diferenciadas: células vegetativas, que
sdo as células fotossintéticas; acinetos, esporos resistentes onde ocorre a acumulagéo de
substancias de reserva como o amido e que se formam em condi¢gbes ambientais mais
dificeis; heterocistos, células de paredes densas que contém nitrogenase, um enzima
necessario a fixacao de azoto, e que também se formam sempre que o0 azoto combinado
esteja abaixo dos 50-100ug/L (Oliver e Ganf, 2000). Importa referir no entanto que espécies
de Oscillatoria nao formam heterocistos mas sao capazes de fixar azoto atmosférico (Oliver
e Ganf, 2000).

As figuras que se seguem sao desenhos esquematicos das principais espécies nocivas de
cianobactérias. A questao principal no que toca a cianobactérias em corpos de agua doce é
a sua capacidade de producao de toxinas, que se apresentam como riscos para a saude
humana e dos ecossistemas. Este facto levou a que a comunidade cientifica desenvolvesse
pesquisas com vista a compreensdo das cianobactérias assim como as circunstancias

potenciadoras de producéao de téxicos (Osswald et al., 2007).

Como se pode ver pela Figura 7, as colénias de cianobactérias podem apresentar-se sob
diferentes formas e tamanhos. Estes aglomerados podem sofrer alteragdes de dimenséo por
crescimento ou diminuicdo do numero de individuos mas também pela agregacao de outras
colénias (Oliver e Ganf, 2000 citando Reynolds et al., 1981). Este tipo de associagcéo
apresenta vantagens do ponto de vista da regulagcédo da capacidade de flutuar, a captura de
nutrientes, trocas gasosas e tornam-se menos susceptiveis de sofrer predagédo (Oliver e
Ganf, 2000).
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Figura 7 - Esquemas de espécies de cianobactérias

Fonte: UPC (adaptado de Chorus e Bartram, 1999)

Estes organismos nao possuem flagelos. O movimento de algumas cianobactérias depende
de fibras em espiral que podem existir na parede celular ou de migragéo vertical na coluna
de agua. Esta deslocacdo na coluna de agua é possibilitada por vesiculas gasosas
lateralmente conectadas a tubos de proteinas desprovidos de membranas (Jochem, 2002).
A movimentacdo em profundidade na massa de agua permite as cianobactérias procurar as
condicdes mais adequadas para a realizagdo de fotossintese ou maior disponibilidade de
nutrientes (Azevedo, 1998). Na bibliografia os vacuolos sdo associados a capacidade que
estes organismos tém de flutuar, principalmente como resposta na alteragdo das condigdes
ambientais. Algumas das vantagens sdo a obtengdo de melhores condicoes de
luminosidade assim como 0 acesso a reservas de nutrientes em particular em massas de
agua estratificadas (Oliver e Ganf, 2000 citando Reynolds e Walsby, 1975, Ganf e Oliver,
1982, van Rijn e Shilo, 1985, Walsby, 1987, Reynolds et al., 1987, Walsby, 1994, Humphries
e Lyne, 1988, Walsby et al., 1997).

Segundo Hoiczyk (2000), a permeabilidade das membranas externas das bactérias gram-
negativas deve-se a existéncia de purinas, proteinas que formam canais que permitem a
difusdo de moléculas de baixo peso molecular (citando Benz e Bauer, 1988). Estes canais
sd0 menores em células de cianobactérias. Ainda que se desconheca a explicagdo para
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este facto, Hoiczyk, (2000) diz que apenas se pode admitir que se deva as caracteristicas
fotoautotroficas das cianobactérias, cujos poros sé precisam ser capazes de permitir a
assimilagdo de nutrientes disponiveis no meio e ndo moléculas grandes, ja que essas sao

sintetizadas pelas préprias cianobactérias.

A maior parte do fitoplancton é capaz de armazenar suplementos de fésforo, normalmente
na forma de polifosfato. Sommer (1985) sugeriu que a acumulacdo de fésforo € maior em
cianobactérias que na maioria das microalgas, o que lhes confere vantagens competitivas.
Por sua vez, Istvanovics et al. (1993) investigaram a captura de fésforo da G. echinulata,
uma cianobactéria filamentosa nao fixadora de azoto, no Lake Erken e mostraram que esta
€ incapaz de utilizar o fésforo presente no fundo do lado durante o bloom. Ao contrario da
Microcystis esta ndo parece conseguir regular a sua capacidade de flutuar pelo que os
autores concluiram que as colonias armazenam fésforo antes de ascender a superficie,

usando as reservas internas no crescimento (Oliver e Ganf, 2000).

O azoto é importante na composicao das vesiculas gasosas. A sua baixa disponibilidade no
meio afecta além do crescimento celular, a sua capacidade de flutuar e regular a sua
flutuacdo. A limitagdo em azoto pode ser particularmente critica para espécies formadoras
de blooms que nao sejam fixadoras de azoto (Oliver e Ganf, 2000).

O azoto pode ser adquirido como NOjz, NO, ou NH," e ainda como N,. A ordem de
preferéncia é NH,>NO3>N, (Tandeau de Marsac e Houmard, 1993) e quando NH," esta
disponivel as cianobactérias e microalgas nao assimilam formas alternativas de N (Oliver e
Ganf, 2000 citando Turpin, 1991 e Ochoa de Alda et al., 1996). Células que crescem em
meios com condigdes limitantes de azoto, melhoram substancialmente a sua capacidade de
capturar este nutriente. As cianobactérias nao fixadoras sdo favorecidas em meios com
azoto combinado, algas eucariéticas em meios com nitratos e as cianobactérias fixadoras

em meios com concentracdes deficiente de azoto (Oliver e Ganf, 2000).

Enquanto algumas espécies sintetizam matéria organica como as bactérias autotrdficas,
através do sulfureto de hidrogénio (H.S), a maioria realiza fotossintese ao nivel das pregas
da membrana celular, nos tilacéides, e ndo em fotossistemas | e Il organizados em

cloroplastos como as plantas (UPC, 2002).

O facto de serem seres fotossintéticos e de serem 0s organismos mais antigos no planeta
faz com que se admita que a eles se deve a atmosfera tal como a conhecemos, rica em
oxigénio (Velazquez, 2005), possibilitando assim a origem de inumeras formas de vida
(Jochem, 2002).

As cianobactérias sdo também designadas por azuis-verdes por serem as cores das
primeiras espécies identificadas. Sabe-se hoje em dia que as cores destes organismos
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variam entre o verde-amarelado, verde-azulado, verde-cinza e vermelho (Schubert et al.,

2003 citando Prescott, 1999). As diferentes cores ficam a dever-se a presenca de clorofilas:
-de cor azul — clorofila-a com ficobilinas (proteinas)
-de cor verde brilhante — combinagao de clorofila ae b

Quando as condicbes de temperatura, luminosidade e disponibilidade de nutrientes sao
favoraveis ao desenvolvimento de fitoplancton, algas e cianobactérias podem multiplicar-se
com facilidade. Ha no entanto, que ter em consideragéo o facto de que factores vantajosos a
uma espécie ndo sdo necessariamente os que mais favorecem outra. Segundo Oliver e
Ganf (2000) a Microcystis aeruginosa pode coexistir com a Anabaena flos-aquae, mas nao
com a Oscillatoria rubescens. Estas diferencas nas condigcdes Optimas estao naturalmente

associadas as diferencgas estruturais, fisioldgicas e ecoldgicas entre as espécies.

Quando estes organismos existem em grande numero, dispersos pela massa de agua, é
normal que ocorra um aumento da turvagcdo da mesma. No entanto, algumas espécies de
cianobactérias tendem a acumular-se a superficie numa camada densa e esverdeada.
Quando esta proliferacao é limitada a nimero um relativamente reduzido de espécies, esta-
se na presencga de um bloom ou florescéncia.

Segundo Vasconcelos (1999), em Portugal existem registos desde os anos 30 da presenca
de cianobactérias em lagos naturais, reservatérios e rios com correntes muito baixas
(Sampaio, 1933, Nauwerck, 1962, Oliveira, 1984 e Santos e Mesquita, 1986).

A avaliacdo da distribuicdo de cianobactérias téxicas em aguas naturais comegou em 1989,
e de 1989 a 1992 estudou-se a ocorréncia de cianobactérias toxicas. Foram analisadas 30
amostras de blooms de 30 locais como lagos, reservatorios e rios. As espécies dominantes
foram a M. aeruginosa, M. wesenbergii, Anabaena flos-aquae, A. scheremetievi e
Aphanizomenon flosaquae. Enquanto a Microcystis forma colénias a Anabaena e a
Aphanizomenon formam agregados filamentosos (Oliver e Ganf, 2000).

Schindler (2006) refere-se a Schindler (1977) para evidenciar o facto de as cianobactérias
sairem favorecidas, relativamente a outras espécies de algas, para situagcbes em que a
razdo N:P é baixa, ja que algumas destas apresentam a capacidade de fixar azoto
atmosférico. A escassez de nutrientes estimula, por outro lado, o armazenamento dos
nutrientes ndo limitantes que existem no meio. Esta acumulagdo permite que as células
utilizem grupos de nutrientes que estejam desfasados temporal e/ou espacialmente (Oliver e
Ganf, 2000).

Muitos sé@o os tipos de algas que provocam a formacdo de blooms, mas 0s mais comuns
estdo normalmente associados a um rapido aumento de células de cianobactérias. Ainda
que muitos blooms sejam inofensivos, podem surgir situagcdes de perigo derivadas da

presenca de toxinas, substancias quimicas ou organismos patogénicos que podem levar a
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morte de organismos aquaticos ou provocar problemas ao nivel da saude humana (MRACC,
2002). Segundo Sagrane et al. (2007), muitos autores observaram uma diminuicdo na
abundancia de espécies de macréfitas em lagos eutrofizados em que ocorrem blooms de
cianobactérias (Weiss e Liebert, 1998, Weiss et al., 2000, Mitrovic et al., 2004, LeBlanc et
al., 2005, Jang et al., 2007, Yamasaki, 1993, Pflugmacher et al., 1998, Rowmanowska-Duda
e Tarczynska, 2002, Chen et al, 2004). A reducdo de oxigénio que as florescéncias
potenciam e as toxinas produzidas favorecem a diminuicdo da biodiversidade nos sistemas

aquaticos.

Muitas vezes, as baixas concentracdes de toxinas no meio ndo séo letais possibilitando
assim uma acumulagdo destas nos animais expostos. Dependendo do local onde se
acumulam e do animal em causa, estas cianotoxinas podem ser transferidas ao longo da
cadeia alimentar, por exemplo através do consumo de moluscos e peixes (Vasconcelos,
1999).

Sao frequentes os casos de alergias a algas e cianobactérias referidos como “evidéncia
acidental” da existéncia de &guas eutréficas. E importante referir que nem todas as reaccdes
alérgicas se devem a toxinas de cianobactérias. No entanto, a existéncia de uma elevada
concentracdo celular destes organismos na massa de agua leva a que os efeitos que se
facam sentir, lhes sejam imputados (Bartram, 1998).

Estes organismos tendem por vezes a ascender a superficie da massa de agua conferindo
um aspecto desagradavel devido a tonalidade azulada ou esverdeada que provoca a
formacao de escumas e a producado de odores. Estas situagdes sao identificadas como um

problema que inclui perdas econdémicas e ambientais (Osswald et al., 2007).

Durante o século XX, fendbmenos como o desenvolvimento excessivo de cianobactérias e
plantas macrofitas em consequéncia do enriquecimento em nutrientes das massas de agua,
0 aumento da ocorréncia de espumas e as mortes periddicas de peixes, foram sintomas
dificeis de ignorar, sendo reconhecidos como um problema por quem vive na dependéncia

dos sistemas hidricos, para os seus mais diferentes usos (Schindler, 2006).
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Figura 8 — Esquema de ocorréncia de florescéncias de cianobactérias: Suas causas e

consequéncias

Fonte: Bartram, 1998 (adaptado)

As florescéncias de cianobactérias em massas de agua utilizadas para produgédo de agua
para consumo humano acarretam, além da toxicidade, uma série de dificuldades associadas
principalmente a remogéao de cheiros e gostos da agua, ja que implicam a utilizagdo de uma
linha de tratamento mais complexa. Do ponto de vista ambiental, os blooms densos, além de
promoverem um elevado consumo do oxigénio disponivel, impossibilitam a penetracdo da
radiagdo solar na coluna de agua dificultando a manutengdo da diversidade faunistica e
floristica no ecossistema (MRACC, 2002).

Na Figura 8 apresenta-se um esquema dos factores causadores e intensificadores de
florescéncias de cianobactérias em sistemas naturais. Através dele pode perceber-se que as
causas devem ser tidas como ponto de partida na resolugdo do problema, ainda assim, as

consequéncias apresentadas devam ser minimizadas, ao longo de todo o processo.

Se por um lado Schubert et al. (2003) referiam que as floragbes podem ou nao ser téxicas,
de acordo com a espécie de cianobactéria presente, ja Bartram, (1998) afirma que a
toxicidade nem sempre é uma caracteristica que defina uma espécie, e que 0 que acontece
normalmente é que cada espécie pode apresentar-se sob a forma de estirpe tdxica ou nao

toxica.

Ainda que a toxicidade e a possivel predominancia das estirpes téxicas sobre as nao téxicas
ndo estejam claramente explicadas, pode justificar-se pelo facto de a produgéo de toxina
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constituir uma vantagem face aos predadores de fitoplancton. Dai a importancia da
avaliacao das espécies de cianoficeas nos sistemas hidricos estar associada aos
compostos toxicos que estas podem libertar e que afectam a potabilidade da agua. O
porqué da produgao de toxinas por parte das cianobactérias € ainda um mistério, e a
resolucdo desta questdo pode ser uma mais valia no controlo da producdo destes
compostos.

Segundo o MRACC (2002), determinadas espécies de cianobactérias produzem venenos
poderosos com efeitos letais até para concentragdes reduzidas. Patockaa e Stredab (2002)
definem as cianotoxinas como mais agressivas que os agentes quimicos tradicionais, o que

faz delas um problema aquando da utilizagdo das massas de agua.

As principais formas de intoxicacéo, tanto de animais como humanos incluem normalmente
perturbacdes hepaticas, neuroldgicas, gastrointestinais e reacgbes alérgicas (Schubert et al.,
2003), no entanto os efeitos dependem do tipo de toxina e das condicdes do organismo
atingido.

As toxinas produzidas por cianobactérias séo classificaveis, de acordo com o0 modo como
actuam, em Neurotoxinas (anatoxinas), Hepatotoxinas (microcistinas) e irritantes ao
contacto (Schubert et al., 2003 citando Carmichael, 1992).

De acordo com a velocidade com que actuam, as toxinas podem ser distinguidas em dois
grupos distintos. Segundo Chorus & Bartram (1999) as neurotoxinas sé@o alcaldides ou
organofosforados neurotéxicos que se caracterizam por causar a morte por paragem
respiratéria de uma forma rapida e mesmo apés poucos minutos de exposicao. Por outro
lado, as hepatotoxinas actuam mais lentamente podendo no entanto conduzir a morte, de
poucas horas a poucos dias, e sao identificadas como peptideos ou alcaldides
hepatotéxicos.

Segundo Patockaa e Stredab (2002), o grupo das neurotoxinas naturais € importante pela
estrutura quimica Unica dos seus compostos e pelos seus poderosos efeitos bioldgicos.
Independentemente da forma de actuar, as neurotoxinas sao letais, no entanto desconhece-
se a relagcao, se é que esta existe, entre morte de seres humanos e o uso em recreio de

agua contaminada (Bartram, 1998).

De acordo com Azevedo (1998) as neurotoxinas sdo produzidas por espécies dos géneros
Anabaena (Carmichael et al., 1990), Aphanizomenon (Mahamood e Carmichael, 1986),
Oscillatoria (Sivonen et al, 1989), Trichodesmium (Hawser et al, 1991) e
Cylindrospermopsis (Lagos et al., in press).

As situagbes de intoxicagdo mais comum envolvendo cianobactérias sdo devidas
normalmente as hepatoxinas que provocam hemorragias intra-hepaticas de que resulta
elevada perda de sangue que conduz a um choque hipovolémico (Azevedo, 1998 citando
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Carmichael e Schwartz, 1984 e Beasley et al., 1989). Estas situagdes sao normalmente
acompanhadas de sintomas como dor abdominal e prostragdo, anorexia, vomitos e diarreia
(Azevedo em Schubert et al., 2003).

As espécies identificadas como produtoras de hepatotoxinas pertencem aos géneros
Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria, Nostoc e Cylindrospermopsis (Azevedo 1998
citando Carmichael, 1992).

Segundo Schubert et al. (2003), o figado & um dos 6rgaos mais afectados pelas toxinas
pelas suas funcbes em reacgdes metabdlicas principalmente ao nivel da transformacao de
substancias quimicas no organismo. Os impactos no figado podem ir das alteragdes
bioquimicas e enzimaticas até lesdes morfoldgicas com danos do metabolismo ou da
estrutura celular, que podem ser irreversiveis. Estas alteracdes podem nao revelar lesao
morfolégica mas indiciar no entanto lesdo subclinica ou descarga enzimatica sem agressao

celular quando ndo se manifestam sintomas de doenga hepatica.

As toxinas irritantes ao contacto provocam, como o préprio nome indica, irritagcbes da pele e
mucosas, além de sintomas alérgicos (Chorus e Bartram, 1999). Estas situacdes ocorrem
normalmente através de banhos e/ou actividades recreativas em massas de agua com

elevado nimero de organismos produtores deste tipo de téxicos.

Outro tipo de toxinas produzidas por cianobactérias, sdo as citotoxinas, que provocam
desde gastroenterites a doencgas hepaticas. Estas enzimas estdo normalmente associadas a
organismos da espécie Cylindrospermopsis raciborski (Braga, 2004).

Bartram, (1998) refere-se a cilindospermopsina como um alcaldide que blogueia a sintese
proteica, dai que os primeiros efeitos sdo os danos no figado e rins. Ao contrario da toxina
pura, os extractos podem ainda provocar danos nos pulmdes, glandulas supra-renais e
intestinos. A identificacdo do sistema causa-efeito ndo é imediata porque os sintomas

clinicos aparecem normalmente alguns dias ap6s a exposicao.

A espécie Cylindrospermopsis raciborskii € um organismo tipicamente tropical e sub-tropical,
ainda que, segundo Bartram (1998) cada vez mais haja tendéncia para que estejam
presentes em regides temperadas (citando Padisak, 1997), pois foram identificados blooms
em locais como Viena de Austria (citando Roschitz, 1996) e Alemanha (citando Wiedner,

com. pessoal).

Como se pode prever, tendo em conta a variedade de toxinas existentes, a toxicidade dos
blooms de cianobactérias pode assumir diferentes formas, assim pode ocorrer durante
curtos periodos de tempo ou ser sazonal, mas pode variar também em termos espaciais.
Segundo Yunes (1996) ndo parece haver uma relagédo directa entre o aumento de biomassa
em suspensao e a ocorréncia de toxicidade, ja que numa florescéncia é possivel encontrar

espécies toxicas e nao toxicas de cianobactérias. Esta variabilidade, associada a dificuldade
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que existe na identificacdo da toxicidade das diferentes espécies, conduz a uma
necessidade premente de acompanhamento e controlo dos blooms de forma a evitar
situacdes problematicas (Braga, 2004).

N

Segundo Azevedo (1998), este comportamento é devido a diferente proporgao de
organismos toxicos e nao téxicos na populacdo, no entanto, esta irregularidade de
comportamento ndo se encontra bem definida. Admite-se, no entanto, que sado cada vez
mais frequentes os blooms toxicos, ja que das floracbes amostradas e testadas em
diferentes paises, cerca de 50% apresentaram toxicidade demonstrada em ensaios
biolégicos (Azevedo, 1998 citando Carmichael e Gorham, 1981, Repavich et al., 1990,
Sivonen et al., 1990, Lawton e Cood, 1991, Watanabe et al., 1991, Costa e Azevedo, 1995).

Segundo Azevedo (1998) os principais sintomas de intoxicagdo de animais e seres humanos
por agentes produzidos por cianobactérias, incluem distdrbios hepaticos, neuroldgicos,
gastrointestinais e reaccoes alérgicas. Ainda que exista maior nimero de casos identificados
no hemisfério norte, admite-se que estas situagdes de intoxicacdo ocorram por todo o globo
- com consequéncias para humanos registados na Austrdlia, Inglaterra, China e Africa do
Sul (Falconer, 1994). As situagoes registadas podem ter-se ficado a dever, ndo a uma maior
taxa de ocorréncia, mas a um maior investimento na tentativa de identificar as causas de

intoxicacdo, ou mesmo uma maior preocupacao face a toxicidade dos meios aquaticos.

Segundo Bartram (1998), existem inimeros registos de casos de envenenamento mortal de
animais através de agua com excesso de cianobactérias. O primeiro caso registado, no
século XIX, diz respeito a uma intoxicacao de gado que bebeu agua de um lago fortemente
contaminado com cianobactérias. Desde ai surgiram registos de envenenamento de ovinos,
bovinos, equinos, suinos, caes, peixes, roedores, anfibios, aves aquaticas, morcegos,
zebras e rinocerontes (Codd et al., 1999).

Se por um lado existem numerosos casos letais de intoxicagdo de animais por ingestao de
cianobactérias presentes na agua, a morte de seres humanos apenas foi reportado uma vez
e envolveu doentes renais. Sao conhecidas no entanto situacdes esporadicas de irritacoes
ao nivel da pele e mucosas ou de doencas associadas a ingestao de agua contaminada ou
inalacdo de espumas. De uma forma geral os sintomas consistem em desconforto
abdominal, nauseas, vomitos, diarreias, dores de garganta, tosse seca, dores de cabeca,
aftas, pneumonia atipica, elevado nimero de enzimas hepaticas no soro, enjoos, fadiga e
irritacoes de pele e olhos pelo que podem dificultar um diagnéstico (Bartram, 1998).

O baixo nimero de casos registados pode-se dever a falta de conhecimento sobre a
toxicidade de cianobactérias, pelo que nem os médicos nem os doentes possam facilmente
associar os sintomas a verdadeira causa de intoxicacao (Bartram, 1998).
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Ainda que reduzidos, os casos de exposicdo a populacdes de cianobactérias devem ser
evitados a todo o custo, e é com este objectivo que Bartram (1998) sugere medidas de curto
e de longo prazo. A curto prazo, a medida mais importante é informar o publico alvo sobre
os potenciais riscos para a saude que as cianobactérias podem provocar, dando ainda a
conhecer os sintomas causados pela exposicdo. Estes avisos podem ser dados através dos
meios de informagao — media, acompanhando os regulares relatérios de qualidade da agua
e/ou junto da massa de 4gua contaminada. As medidas de longo prazo visam minimizar os
riscos causados por algas téxicas. A ideia ndao é proibir a utilizacdo de zonas para recreio,
mas sim garantir a manutengdo ou restabelecimento da qualidade dos sistemas hidricos,
principalmente no que toca a transparéncia — mais de 2m no método do disco de Secchi- e
teores de fésforo — abaixo de 10 ug de P /L — evitando assim o favorecimento de blooms

téxicos.

Estes valores sao dificeis de alcangar em locais sujeitos a descargas de nutrientes, pelo que
se recomenda a identificacdo das fontes poluidoras e desenvolvimento de metodologias com
vista a resolucdo do problema de eutrofizacao (Bartram, 1998 citando Chorus e Mur, 1998).

Este processo de eliminagdo das fontes poluidoras nem sempre é facil ja que existem
muitas fontes difusas, principalmente no que toca aos efluentes agricolas, mas existem
ainda outras fontes difusas de nutrientes como as escorréncias florestais, as provenientes
de zonas impermeabilizadas, como é o caso das zonas urbanizadas, e as descargas de
efluentes domésticos nao controlados.

Importa ter em conta que a presenca de algas por si s6 ndo € um problema para o
tratamento de agua, no entanto as suas caracteristicas podem implicar a necessidade de
uma série de procedimentos extra. As algas alteram a cor, o sabor, 0 odor e o pH da agua,
podendo assim encarecer o tratamento nas ETA, ja que estdo normalmente associadas a
problemas de corrosédo, colmatacao de filiros e dificuldades na decantacdo quimica (Di
Bernardo, 1995 em Schubert et al., 2003).

Sabendo isto, é facil de compreender que a agua utilizada na produgdo de agua para
consumo humano seja captada a uma profundidade suficiente para que a falta de luz
funcione como inibidor da presenca de cianobactérias.

Se por um lado nas ETA os microrganismos patogénicos existentes na agua bruta sdo
eliminados através de tratamento convencional, o0 mesmo ndo acontece com as
cianobactérias. Caso o tratamento seja inadequado, estes organismos podem ser levados a
libertar toxinas que ao permanecerem na rede de abastecimento, vao acarretar muito
provavelmente importantes problemas de salde publica (Schubert et al., 2003).

30



Propostas de intervencéo para controlo da eutrofizacdo e seus efeitos

Até aos anos 60s acreditava-se que situacao interna de poluicao dos sistemas tornava os
lagos irrecuperaveis de forma permanente. No entanto, ao longo dos anos 70 e 80, muitos
estudos foram elaborados mostrando que a carga de nutrientes a que esta sujeito o lago,
influencia de diferentes formas a recuperacéao destes face a eutrofizagao.

Estas situagdes permitiram o desacreditar de teorias que afirmavam que uma vez eutréficos,
os lagos seriam irrecuperaveis. E é nesta perspectiva de restabelecimento, que devem
assentar ainda hoje as medidas de gestdo e recuperacdo de massas de agua, integrando
ainda a sua bacia hidrogréfica.

Em 1970s era claro que as alteragbes dos usos de solo, assim como fontes de poluicao
pontuais, introduziam importantes quantidades de nutrientes nos lagos. Estudos mostravam
ainda que a conversdo de terrenos florestais em pastagens aumentavam a perda de
nutrientes (Schindler, 2006 citando Dillon e Kirchner, 1975) assim como a alteracdo de
paisagens naturais para solos agricolas e/ou urbanizados tiveram implicagbes para o
acelerar de processos de degradagao (Soranno et al., 1996 e Jeppesen et al., 1999).
Compreende-se entdo que Schindler (2006) afirme que o controlo de fontes de fésforo reduz
florescéncias de algas em muitos lagos, implicando um particular esforgco no controlo das
fontes difusas de nutrientes ao nivel da bacia hidrografica, na gestao e reabilitagdo destes.

No inicio, o combate a eutrofizacdo assentava na utilizacdo de herbicidas em vez de
actuarem na fonte do problema. Sé mais tarde os cientistas comegaram a relacionar os
blooms de algas com o aumento dos teores nutricionais, possibilitando avangos no controlo
da eutrofizagcdo num plano mais preventivo. Foi nesta perspectiva que o controlo da
producao de detergentes fosfatados e das descargas pontuais de aguas residuais nos anos
70s se tornou uma vitéria, ndo correspondendo ainda assim ao fim da eutrofizagdo. As
fontes difusas como escorréncias agricolas, e a reciclagem de fosforo ao nivel dos
sedimentos continuaram a ser um problema sem resolugdo (Schindler, 2006).

Ainda que a actividade agricola tenha um impacto significativo no que toca ao
enriquecimento, também as aguas residuais domésticas sdo de ter em conta. Nem todas as
descargas das zonas urbanas estao hoje sujeitas a drenagem e tratamento de esgotos. Por
outro lado, a elevada area impermeabilizada possibilita 0 escoamento de forma difusa para
0S meios naturais receptores, constituindo também esses, uma consideravel fonte de N e P
(Schindler, 2006 referindo Cairns, 1995). Infelizmente, a reducao destas fontes é muito mais
complicada que a de fontes pontuais, ja que estas Ultimas sio abrangidas pela legislacao
(DL n? 152/97 de 19 de Junho e DL n°236/98 de 1 de Agosto) além de que sao mais faceis
de identificar. Ainda assim, Jeppesen et al. (1999) afirmam que a aposta em melhores
praticas agricolas, a recuperagao de zonas humidas e areas ribeirinhas e a reparacao de
ribeiras canalizadas permitem o avango no combate as fontes de poluicao difusa.
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Segundo Schubert et al. (2003), o sulfato de cobre e o cloro eram utilizados no combate a
presenca de algas em albufeiras e estacdes de tratamento. Em particular o sulfato de cobre
era bastante utilizado, mas o facto de promover a morte celular e consequente libertagdo de
toxinas implicaria uma atengéo especial no que toca as concentracdes utilizadas. Ainda que
no mesmo estudo seja referido que o sulfato de cobre era recomendado na ordem de 1ppm
(citando CETESB, 1973), existem casos em que o0 agente com vista a eliminagcao de algas
em lagoas era utilizado em concentragées finais de até 250ppm (Burnett et al., 1994).

O principal procedimento devera ser a defesa dos meios aquaticos. A eliminagdo das
cianobactérias pode ser conseguida através da diminuicdo da estratificagdo e da reducao
dos nutrientes disponiveis, sejam eles provenientes dos sedimentos ou das escorréncias
afluentes ao sistema. Nao se deve recorrer a qualquer tipo de tratamento com algicidas, ja
que estes levam a destruicao das células dos organismos responsaveis pelo bloom podendo
acarretar a libertagao de toxinas para o meio aquatico (Azevedo, 1998).

No que toca as técnicas de tratamento de agua, estas podem ser bastante eficazes na
remocao de células de cianobactérias assim como de microcistinas, desde que seja utilizada
uma eficaz combinacao de tecnologia adequada. As cianotoxinas que permanecem dentro
das células podem ser facilmente removidas por processos de coagulacédo e/ou filtracao
presentes numa linha de tratamento convencional. As microcistinas podem também ficar

adsorvidas em carvao activado (Braga, 2004).

Processos de filtragao, floculagdo e coagulagdo, precipitagdo e flotagdo podem no entanto
promover a destruicao das células com consequente libertacdo de elevadas quantidades de
toxinas. As toxinas cianobacterianas dissolvidas ndo sdo visiveis e tendem a causar
intoxicacbes de animais e até humanos. A eliminagdo destas toxinas da agua implica
procedimentos fisico-quimicos de forma a remover a sua toxicidade. O cloro é pouco
eficiente e a radiacado U.V. é ineficaz na remocao de toxinas dissolvidas, ja a ozonizacao € a
nanofiltragcdo sdo considerados processos eficientes (Teixeira e Rosa, 2006).

Estudos mostram que a eficiéncia de algumas linhas de tratamento de agua em Portugal é
inferior a 24% na remocado de células (Oliveira € Monteiro, 1992). Sao referidos como
exemplos os reservatérios eutrofizados de Aguieira e Monte Novo (Vasconcelos, 1999).
Elevados teores de cloro ou cloramina sdo eficazes na destruicdo de microcistinas
(Nicholson et al., 1994) no entanto a possibilidade da formagao de trihalometanos leva a que
o uso de cloro impligue a remocao prévia da matéria organica presente na agua
(Vasconcelos et al., 1996).

O carvao activado em p6 também & utilizado na adsorgdo de contaminantes como as
cianotoxinas. As dosagens deste sdo dependentes da qualidade da agua e variam
normalmente entre os 10 e 40mg/L. Para remover microcistinas o carvao devera ter um

grande volume de mesoporos, poros com 2 a 50nm de didmetro e microporos secundarios
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com 0,8 a 2 nm de didmetro (Rosa et al., 2007 citando Donati et al., 1994 e Pendleton et al.,
2001). As lamas resultantes deste tratamento devem ser armazenadas durante um periodo
de tempo que permita a biodegradacao das toxinas removidas.

A utilizacdo de carvao activado granulado permite, ao contrario do carvdo em pé a
regeneragao do carvao. Além disso possibilita a remogao de cianotoxinas mas também de
material particulado como cianobactérias (Rosa et al., 2007 citando Costa et al., 2004).

Segundo Chorus e Bartram (1999), os processos de separacdo por membranas,
particularmente a microfiltragdo com remogdo de material particulado superior a 1um, e
ultrafiltragcdo, com remocao de particulas com diametro superior a 0,05um, séo efectivos na
remocao de cianobactérias e toxinas intracelulares. Estudos realizados a escala laboratorial,
com modulos planos de ultrafiltragcdo e microfiltragao, demonstraram eficiéncias de remogéao
superiores a 98% (Teixeira, 2001).

A nanofiltragcdo remove as cianotoxinas, para além de constituir uma barreira segura a
passagem de cianobactérias, bactérias e virus, e promove a remogao de matéria organica
natural e seus derivados, bem como micropoluentes organicos como pesticidas e
disruptores enddcrinos. Esta remocdo de matéria organica natural diminui o uso de
desinfectante e potencial formagdo de trihalometanos, para além de contribuir para a
estabilidade microbiolégica da agua na aducéo e distribuicao (Rosa et al., 2004).

Segundo Bartram (1998) é pouco provavel que se tenham identificado todos os tipos de
toxinas que produzem efeitos negativos na salde humana, pelo que é necessario que se
continue a apostar na investigagdo nesta area, para que se conhega 0 mais possivel,
minimizando assim os riscos de intoxicagao.

E esta falta de informagédo concreta no que toca as toxinas e seus potenciais efeitos, que
conduz a necessidade de que os reservatérios de agua sejam controlados, principalmente
os que tém objectivos de produgéo de agua para abastecimento publico. Importa controlar o
seu potencial risco de contaminagdo por toxinas associadas a ocorréncia de blooms.
Perceber se as cianotoxinas sao libertadas apenas por lise ou morte celular e se sim, até
que ponto a idade das floragcdes tem consequéncias mais ou menos gravosas no que toca a
salde humana. Implica ainda perceber se o processo de tratamento de agua contempla a
ocorréncia de floragées na agua bruta e se a linha de tratamento se adequa a necessidade

de remogao dos compostos toxicos libertados.

O decreto-lei 306/2007 de 27 de Agosto define, como valor para efeito de controlo de
qualidade da agua destinada ao consumo humano, 1ug/L de microcistinas. Este parametro
deve ser determinado a saida da estagdo de tratamento de agua, quando existam suspeitas
de eutrofizagao da massa de agua superficial.
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Importa acima de tudo reter que qualquer abordagem sobre um sistema aquatico, com vista
a resolucdo de processos de eutrofizacdo com implicagdes no processo de tratamento de
agua, deve ser feita de forma abrangente, para que nao se actue apenas a um nivel pontual,
mas a escala de bacia hidrografica, actuando assim a montante do problema que é a
presenca de cianobactérias e toxinas nas massas de agua.

E nesta abordagem global do sistema que os 5 principios base de Boavida (2001) devem
ser tidos em conta. Em primeiro lugar ha que ter nogcdo de que um ecossistema é constituido
por organismos vivos (produtores, consumidores e decompositores) que criam relagdes
entre si e com 0 meio ambiente em que se inserem; Em segundo, os nutrientes cumprem
uma espécie de ciclo em que sao transferidos dos organismos para o ambiente fisico-
quimico, e deste de novo para os organismos. Estes fluxos podem ocorrer ao nivel do
ecossistema, mas podem também estender-se aos ecossistemas relacionados, permitindo

assim uma continua reciclagem dos compostos quimicos.

O terceiro principio afirma que tudo nos ecossistemas se faz a custa de transformacoes
energéticas. Relembra ainda que pelas leis da termodinamica, ainda que nenhuma energia
seja criada ou destruida, mas que ocorra sempre uma transformacao de uma forma noutra,
nenhuma transformacao de energia apresenta 100% de rendimento, ja que existem sempre
perdas sob a forma de calor.

No quarto principio é referido que a energia necesséria ao ecossistema pode vir da
fotossintese através de transferéncias ao longo da cadeia tréfica ou indirectamente através
da decomposicao de detritos; Verifica-se portanto que em Uultima analise, toda a energia é
proveniente da radiagao solar. Por dltimo, tudo o que é langado nos ecossistemas entra nos
ciclos naturais dos elementos e potenciam a ocorréncia de situagdes desastrosas para o
ecossistema.

Medidas como o arejamento, a predagdo de macréfitas e biomanipulagdo foram aplicadas
na tentativa de remediar o processo de degradagdo, reduzindo a carga interna e/ou
acelerando a remocao de fésforo (Schindler, 2006 citando Cooke et al., 1993 e Keto et al.,
2004). Também no trabalho de Boavida (2001) sdo referido métodos de controlo de
eutrofizacdo como o arejamento do fundo dos lagos (citando Mcqueen e Story, 1986) até
complicados processos de biomanipulagcdo em que se modificam as populacdes bioldgicas
(citando Hrbacek et al., 1961).

Também em Santos ef al. (2005), é referido que no sentido de diminuir a carga interna de
fésforo registada durante os periodos de estratificacdo térmica, foi instalado em Abril de
1995 um sistema de arejamento e circulagdo artificial da massa de agua da Lagoa das
Furnas. A auséncia de episédios de estratificagdo manteve-se durante os periodos de
Primavera/Verdo de 1995 a 1997.
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O MRACC (2002) refere medidas como a minimizagdo das escorréncias contaminadas com
fertilizantes e pesticidas, tentativas no que toca a manter os animais selvagens longe de
reservas de agua eutrofizada e a diminuigdo dos nutrientes, luz ou temperatura, ja que estes
sd30 os parametros primordiais ao seu desenvolvimento. E referido como exemplo que a
velocidade a que a agua se movimenta € uma forma importante de controlar a luz e os
nutrientes disponiveis.

Como é do conhecimento comum, a existéncia de 4gua num sistema ambiental é importante
tanto para os ecossistemas como para utilizagdo humana. Além de fonte de agua pura
servem de sustentacdo aos organismos aquaticos, a agua das albufeiras de barragem sao
ainda utilizadas para rega ou aproveitamento hidroeléctrico, podendo eventualmente ser

utilizadas numa vertente recreativa.

Além das diferencas de usos, é importante perceber que os lagos sao todos diferentes entre
si. Pela sua morfometria, tempo de residéncia da agua, idade, hidrodinamica, penetragdo da
radiacao solar, temperatura e pH da agua, entrada de nutrientes (Boavida, 2001) dai que a
aplicacado de solugdes deva ser caso a caso, ja que nenhuma metodologia é globalmente
ajustavel.

As medidas preventivas sdo de longe as mais eficazes, no entanto o sucesso dos métodos
referidos varia de acordo com o lago em questdo, ja que os seus custos podem torna-los
impraticaveis em lagos de grandes dimensdes, sem esquecer também que toda e qualquer
accao deve implicar uma aposta na reducdo dos inputs de nutrientes, ja que a adopcao

simples de outras medidas nao atingem os objectivos a mesma escala.

As estratégias, a adoptar no controlo e combate a eutrofizagdo, devem ser discutidas e
definidas de acordo com as caracteristicas especificas de cada lagoa. Esta necessidade
prende-se com o facto de que além do teor de nutrientes que afluem a lagoa, importa
considerar o papel que factores como, a luz, a temperatura, a hidrologia, a mistura da coluna
de agua e a morfologia da bacia tém no processo de degradacéo. E também de interesse o
acompanhar da evolugao do problema através de campanhas de monitorizacao periddicas.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Amostragem e preparacao das amostras para ensaio

A recolha do fitoplancton da Lagoa das Furnas (S. Miguel — Acores) foi efectuada em Maio e
Julho de 2007, em que as cianobactérias correspondiam a cerca de 95% do fitoplancton da
lagoa. As amostras foram recolhidas com rede de 0,45um e porgdes das mesmas
inoculadas em Meio BG11, meio selectivo para cianobactérias (Rippka et al., 1979).

O meio de cultura BG11 modificado foi preparado conforme apresentado no Anexo |,
distribuido por frascos, em volumes de 200ml, e autoclavado a 121°C durante 20 minutos.

A inoculacdo consistiu na adigdo a cada frasco de meio de pequenos volumes de amostra
de fitoplancton de forma a permitir a manutencdo e desenvolvimento preferencial de
cianobactérias presentes nas amostras recolhidas. Os recipientes foram rolhados com gaze
e algodao, possibilitando assim a entrada de ar, e mantidos a temperatura ambiente e em
condi¢des de boa luminosidade.

3.2. Ensaios de crescimento de cianobactérias em cultura mista

Os ensaios realizados consistiram na adicdo de diferentes concentracbes de azoto
amoniacal ou nitratos, para uma concentracao fixa de fésforo, acompanhando-se depois o

crescimento das culturas ao longo do tempo.

Os ensaios foram realizados com adicdo de duas formas azotadas em concentrages de
0,5, 1 e 2,5 mg/L de N. Paralelamente a estes existiam duplicados para as mesmas
concentracoes. Foram realizados ainda ensaios testemunha, sem qualquer adicdo de azoto.

Assim sendo, os ensaios podem distinguir-se da seguinte forma:

- T — Testemunha, sem adigédo de azoto;

- 0,5NH, — Adigao de 0,5mg de NH./L;

- 1NH, - Adicdo de 1mg de NH,/L;

- 2,5NH, — Adicao de 2,5mg de NH.,/L;

- 0,5NO; — Adicao de 0,5mg de NO4/L;

- 1NO;3 — Adicao de 1mg de NOs/L;

- 2,5N0; - Adigdo de 2,5mg de NOy/L.

36



Os ensaios decorreram em camara de cultura Fitoclima 4600 — ARALAB, regulada para
18°C e 22° C de temperatura nocturna e diurna respectivamente. O fotoperiodo teve a
duracao de 12h.

Diariamente as culturas eram sujeitas a uma avaliagdo do numero de particulas em
suspensao e medicdo do pH do meio. Este era corrigido para valores situados entre 7,5 e 8,

sempre que necessario.

No ultimo dia dos ensaios, além dos procedimentos diarios, foram avaliados parametros
como as concentracbes de azoto e fésforo remanescentes nos meios de cultura, assim

como de clorofila-a e feopigmentos existentes.

3.2.1. Preparagao do meio de cultura (Meio Hoagland)

Para a realizagao dos ensaios de crescimento de cianobactérias em cultura mista utilizou-se
uma solugdo nutritiva, o meio Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) cuja composicdo é
apresentada no Quadro 3.

Quadro 3 — Composicao do Meio Hoagland

Composigio Massa (g) de sal por Tomas da sol. Stock
volume (L) de solucao para 1L (mL)
Nutrientes
KCl 149,112 1
CaCl, 44,396 5
MgS04. 7H,0 39,42 5
KH.PO, 4,3937 0,075
KoHPO, 5,6235 0,015
NaCl 58,44 0,5
HsBO3 1,425 2
MnSQO,4.H,0O 0,765 2
CuS0,.5H,0 0,04 2
CoCl,.6H,0 0,020 2
ZnS0,.7H0 0,110 2
Na,Mo00,.2H,0 0,125 2
Solucéo de
Fe-EDTA
FeSO,. 7H,0O 1/100 ml ;
EDTA Na,. 2H,0 1,4835/100 ml
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A solucdo de Fe-EDTA foi preparada em separado, dissolvendo o EDTA Na,. 2H.O e o
FeSO,. 7H,O em dois recipientes distintos. De seguida adicionou-se a segunda solugédo a
primeira mantendo sempre a agitacdo. O pH da solugao foi mantido entre os 5,5 e os 6,5.

A quantidade de fosforo presente no Meio Hoagland (30ug/L) aproxima-se da concentragao
média de fésforo existente normalmente na agua da Lagoa das Furnas.

A adicdo de azoto foi conseguida através de solugcbes de sais azotados, tendo-se optado
pelo cloreto de aménio — NH4CI e pelo nitrato de sédio — NaNOs.

3.2.2. Inoculagcao

Para se conseguir obter o maior nimero de células no menor volume possivel de BG 11,
recorreu-se a centrifugagao. O meio de cultura BG11 previamente inoculado foi centrifugado
durante 10 minutos a 2500rpm.

Recorrendo a uma pipeta de Pasteur, retirou-se e rejeitou-se o sobrenadante e promoveu-se
a ressuspensdo dos aglomerados através da adicdo de pequenos volumes de meio
Hoagland.

Apos ressuspensao, as células previamente centrifugadas foram utilizadas na inoculagao do
Meio Hoagland esterilizado.

3.2.3. Adicao de nutrientes

Efectuaram-se ensaios em branco em que as culturas foram mantidas sem adicédo de azoto,

0s ensaios Testemunha.

O Quadro 4 indica de forma resumida a composicdo em nutrientes N e P das culturas

utilizadas no ensaio experimental.
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Quadro 4 - Quadro resumo do ensaio realizado

. Adicao de Azoto
Fésforo no
Cultura .
meio NH, NO,
Testemunha 30 ug/L - -
1 30 ug/L 0,5 mg/I -
2 30 pg/L 1 mg/l -
3 30 pg/L 2,5 mg/l -
4 30 pg/L - 0,5 mg/l
5 30 ug/L - 1 mgl/l
6 30 ug/L - 2,5 mg/l

3.2.4. Acompanhamento do crescimento das culturas

Durante a realizagdo dos ensaios, o crescimento das culturas foi acompanhado através de
uma metodologia que permitiu a determinacdo da concentracdo de particulas em
suspensao. Esta determinacdo do numero ou volume de particulas em suspensao foi
conseguida através da utilizacao do Multisizer™ 3 COULTER COUNTER®, que funciona de
acordo com o principio de Coulter.

Neste método as particulas passam por uma pequena abertura e induzem uma mudancga de
resisténcia entre os eléctrodos que se encontram um de cada lado. O processo resulta num
impulso eléctrico proporcional ao volume das particulas que se encontram na coluna,
permitindo uma andlise da distribuicdo e tamanho das células convenientemente diluidas no
electrolito (Kobayashi et al., 2007). O uso do Coulter Multisizer permite uma grande
resolucdo no que toca a medicao de particulas de aerosséis na agua, assim como a
determinagao da concentragado de particulas com diversos intervalos de diametro.

A recolha das amostras foi efectuada sempre do mesmo modo, pipetando 1ml da solucdo da
cultura e colocando-a numa célula do MCC a qual se juntou de seguida 9ml de electrdlito
para espécies de agua doce — NaCl a 0,9%. Estas diluicbes sdo opcionais, sendo
normalmente escolhidas de acordo com a densidade celular no meio ou com a quantidade
de amostra disponivel. Uma vez devidamente configurado, o software associado ao MCC
permite o calculo da concentragao de particulas para qualquer grau de diluicio.
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Introduziu-se o eléctrodo do MCC na solucdo e apés trés contagens de particulas o software
associado ao aparelho elaborou automaticamente um grafico final com a média dos valores
obtidos. Esta metodologia pode fornecer resultados de formas bastante distintas, no entanto
optou-se pela representacao grafica do numero de particulas em funcdo do diametro das
mesmas. Esta seria a representagdo mais vantajosa ja que se trata de uma cultura mista,
permitindo assim limitar o intervalo de didmetros desejado.

Ao observar os resultados graficos do Coulter Multisizer pode-se conseguir identificar uma
curva de distribuicdo semelhante a normal ou a log-normal, sendo que esta Ultima é a mais
comum na natureza, correspondendo a uma distribuicdo normal, mas com um ligeiro desvio
em relagdo a média (Crow e Shimizu, 1988). Se possivel, a escolha do intervalo deve ser
feita de acordo com essa curva, de forma a agregar o maior nimero de organismos de um

intervalo valido.

Como nem sempre foi possivel a obtencao dessa curva definida, e tendo em conta que os
didmetros das células de cianobactérias rondam os 5 um, optou-se por um intervalo de
contagem numa gama situada entre 3 a 7um. Sabendo que estes organismos tendem a
agrupar-se em coldnias, era importante que antes das leituras o meio de cultura fosse

homogeneizado para que se garantisse uma boa dispersao das células.

Ainda que este método seja simples e claro, importa referir que todas as amostras
recolhidas do meio de cultura sdo independentes e diferentes entre si, dai que cada recolha
efectuada para determinacédo do teor de particulas em suspensao seja distinta de qualquer
outra. Este facto impossibilita que numa repeticao de contagem numa amostra, se obtenham

0s mesmos valores de concentragao de particulas.

3.2.5. Determinag¢des complementares

3.2.,5.1. Determinacao da concentracao de clorofila-a e feopigmentos

Segundo Painting (2007), a determinacdo dos teores de clorofila-a e feopigmentos é
utilizada como forma de quantificagdo indirecta da biomassa. Uma vez que este pigmento é
comum a todos os organismos fitoplancténicos (Dias, 2000), a determinacado das
concentracoes de clorofila-a e feopigmentos foi realizada no final do ensaio como forma de
estimar a quantidade de biomassa fitoplancténica produzida. Esta determinagéo foi
efectuada através do método de Lorenzen (1967).

Filtraram-se as amostras, sob vacuo, através de membranas de microfibra de vidro
Whatman GF/F ou equivalente com porosidade nominal de 0,7um e 47mm de diametro. Os

filtros com biomassa foram colocados em tubos graduados de centrifuga, encamisados para
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evitar alteracdes nos valores da clorofila por exposicao a luz, procedeu-se a adicao de 5 ml
de acetona a 90% e a maceracao durante perto de um minuto. Adicionaram-se mais 4ml de
acetona a 90% a cada tubo e cobriram-se com parafilime e papel de aluminio. Levaram-se
ao frigorifico, a uma temperatura de aproximadamente 4°C, para que o processo de

extracgdo decorresse durante toda uma noite.

O passo seguinte consistiu na centrifugacao do contetdo dos tubos, durante 20 minutos a
3000 rpm, para separagao do filtro. O sobrenadante limpido obtido foi colocado numa célula
do espectrofotdmetro e efectuaram-se leituras de absorvéncia a 750nm e a 664nm. A
primeira medicdo correspondeu a turvacdo das amostras e caso fosse elevada poderia
indicar uma centrifugacdo pouco eficiente. A medicdo ao segundo comprimento de onda
correspondeu ao pico de absorgéo da clorofila-a.

Acidificaram-se posteriormente os sobrenadantes para a degradagdo das clorofilas, e
repetiram-se as medicdes, mas desta feita a 750 nm e a 665 nm. Esta segunda etapa de
medicoes teve por objectivo efectuar a correccdo dos valores de clorofila-a relativamente
aos feopigmentos. O equipamento utilizado foi um espectrofotémetro Pharmacia LKB -
Ultrospec Plus.

Através da utilizacdo das equagdes de Lorenzen (1967) (APHA, 1998) efectuaram-se as
determinagdes de clorofila-a (1) e feopigmentos (2):

26,7 (A, 664 — A,750)—(A,665— A, 750)]*V,
V,*L

(1M

Clorofilaa (mg.1") =

26,7%[1,7(A,664 — A,750)— (A, 665— A,750)]*V,
V,*L

()

Feopigmentos (mg.1") =

Onde:

V; — Volume do extracto em L

V, — Volume da amostra filtrada em m®

L — Percurso 6ptico da célula em cm

A,664 e Ay750 — Absorvéncias a 664nm e 750nm antes da acidificacao

A,664 e A,750 — Absorvéncias a 664nm e 750nm apds acidificacao
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Importa ainda ter em conta que o valor 26,7 corresponde a correccao da absorvéncia, isto é
o produto do coeficiente de absorcéo da clorofila-a a 664 nm - 11,0 pela razdo de correccao
para a acidificacao - 2,43 (APHA, 1998).

A relagdo _ clorofila  permite ter uma ideia da idade dos organismos na cultura. Quanto
Sfeopigmentos

mais antigas as células maior os teores de feopimentos em relagdo aos valores de clorofila-

a encontrados nos mesmos extractos.

3.2.5.2. Determinacéao da concentra¢ao de Fésforo

Os parametros avaliados foram o fosforo total e total solivel e os ortofosfatos. As
determinagbes foram efectuadas por método colorimétrico (APHA, 1998). Os volumes de
amostra utilizados foram 50ml de amostra para as determinagcdes de P total e P sollvel e
25ml para a determinagéo dos ortofosfatos.

Para as determinacdes do fosforo total e total solivel efectuou-se uma digestao prévia das
amostras em frascos de 250ml com persulfato de aménio desidratado e acido sulfdrico, em
autoclave, a temperatura de 121°C durante 30 minutos. Apo6s digestdo as amostras foram
arrefecidas e neutralizadas com NaOH na presenca de solucao indicadora de fenolftaleina.
O conteldo dos frascos foi transferido para balées 100ml e completado o volume com agua
destilada. Foram feitas tomas adequadas a concentracdo esperada, as quais se adicionou
reagente colorimétrico. Apés desenvolvimento de cor, efectuaram-se leituras a 880nm em

espectrofotdbmetro Pharmacia LKB - Ultrospec Plus.

A determinagcdo dos ortofosfatos foi feita através de método colorimétrico com acido
ascorbico. O método consiste na reacgao do molibdato de aménio e tartarato de potassio e
antiménio em meio acido. Neste processo forma-se acido fosfomolibdico que é reduzido
pelo acido ascorbico a azul de molibdénio, que apresenta uma coloracdo intensa
proporcional a quantidade de ortofosfato presente. Apds neutralizagdo das amostras, foi
adicionado reagente colorimétrico as amostras e feitas medi¢coes de absorvéncia no

espectrofotémetro a 880nm.

Foram analisadas tanto a amostra representativa das condigdes iniciais, o0 meio inoculado,
como todas as culturas no ultimo dia do ensaio. Esta avaliagdo permitiu estimar qual o
consumo de fésforo em cada recipiente, mas também a possivel conversao entre si, das

diferentes formas em solucao.
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3.2.,5.3. Determinacao da concentracao de Azoto
O azoto poderia existir nas amostras em trés formas, azoto organico, amoniacal € nitratos.

A determinagdo de azoto total foi realizada pelo método de Kjeldhal com mineralizagdo na
presenca de selénio como catalizador. Este método permite o doseamento do azoto
organico e amoniacal em simultaneo, obtendo-se o azoto organico por diferenga entre o
azoto Kjeldhal e o amoniacal.

A mineralizagdo dos compostos organicos foi realizada pelo &cido sulfurico concentrado, a
quente, na presenga de elevada concentragcao de sulfato de potassio. As amostras foram
preparadas e sujeitas a destilagdo em aparelho KJELTEC System 1026 Distilling Unit
tecator. O destilado foi recolhido numa solugdo de acido bérico com indicador e titulado com
acido cloridrico de concentracao conhecida (APHA, 1998).

Os teores de azoto amoniacal foram determinados pelo método de Nessler que se baseia no
desenvolvimento de uma cor amarela proporcional ao NH,* presente. Esta cor, em baixas
concentracoes de azoto amoniacal, pode ser medida em espectrofotometro a comprimento
de onda 400-425nm. Para uma concentracdo perto de 10mg/L, a coloracdo aproxima-se do
castanho-avermelhado pelo que deve ser determinada a 450-500nm de comprimento de
onda (APHA, 1998).

Foi adicionado reagente de Nessler as amostras previamente filiradas, e apos
homogeneizagdo e desenvolvimento de cor entre 10 a 30, procedeu-se a medicdo das
absorvéncias correspondentes em espectrofotometro Pharmacia LKB - Ultrospec Plus, ao
comprimento de onda de 425nm.

Para a determinacao dos nitratos utilizou-se a cromatografia liquida (HPLC), de acordo com
a Norma ISO 10304:1992. A primeira parte desta norma define o processo de determinacao
de ides para aguas pouco contaminadas, como é o caso das aguas superficiais. As
amostras foram filtradas antes de injectar no cromatégrafo DIONEX, modelo UVD 340S,
equipado com sistema informatico para analise dos dados.

3.2.6. Determinacio do pH

Para contrariar qualquer variagdo brusca do pH nas culturas, efectuaram-se medicoes,
através de método potenciométrico (aparelho Thermo Orion 920), com o objectivo de avaliar
e corrigir, se necessario, o pH para valores proximos de 8, por adicao de HCl ou NaOH.
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4. Resultados

Ao longo dos 10 dias de duracdo dos ensaios observou-se que em todos os recipientes,
sem excepgao, aumentou 0 nimero de organismo pois 0 meio adquiriu progressivamente
uma tonalidade verde amarelada.

Ainda que tratando-se de uma cultura mista, a observagdo microscopica permitiu verificar
que os meios eram dominados por pequenas células, de cor amarela, pertencentes ao
género Microcystis, muito abundantes nas amostras recolhidas na Lagoa das Furnas.
Verificou-se ainda que as células tendiam a agregar-se em col6nias, decantando muito

rapidamente.

Os resultados apresentados representam a média dos resultados obtidos nos ensaios e
respectivos duplicados. No Anexo Il apresenta-se um quadro resumo com os resultados

obtidos em todas as culturas.

4.1. Concentracao de particulas em suspensao

No Quadro 5 sdo apresentados os resultados referentes a média da concentragdo das
particulas dos ensaios efectuados em duplicado, ao longo de dez dias. Estas concentragdes
dizem respeito as particulas com didmetro compreendido 3,02 e 7,07um.

Quadro 5 - Concentragao de particulas nos diferentes ensaios.

Particulas/mL
Dias
T 0,5NH, | 1NH, [25NH, | 05NO; | 1NO; |2,5NO;
0 7075 7958 6673 8840 8280 8953 | 10710
1 5673 6133 6075 8400 8103 6510 8908
2 6548 7743 8383 9930 11065 9790 10350
3 9325, 11200, 12145 15035 14615| 13103| 17010
7 15270 | 23148 | 23335| 25058 15210 15583 | 20048
8 14213 | 26940| 29960| 39488 20348 | 26010, 29955
9 15370| 30030| 35068| 45785 19415| 25655| 29715
10 16968 | 29180| 33663| 44615 - - -
Max. de
particulas 10 9 9 9 8 8 8
(Dia)
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Nos ensaios a que foi adicionado azoto, pode-se verificar que a densidade celular mais

elevada ocorreu ao 9° dia para a adicao de N-Amoniacal e ao 8° dia para a adigao de N-

Nitratos, apds o que a populagao tendeu a decair.

Para uma melhor visualizagdo do comportamento das culturas, apresentam-se, no Anexo

I, os graficos de crescimento da populagao ao longo dos ensaios.
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Figura 9 — Concentracao de particulas (part./mL) nas culturas com adicdo de azoto amoniacal
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Figura 10 - Concentracao de particulas (part./mL) nas culturas com adi¢éo de nitratos

Crescimento das Culturas

dsd9

T 0,5 NO3 1 NO3 2,5 NO3

Culturas com adicao de N-Nitratos

45



Como se pode observar pelas figuras 9 e 10, os ensaios testemunha foram os que
apresentaram um comportamento mais instavel ao longo dos dez dias de ensaio. Este facto
pode estar relacionado com a indisponibilidade de azoto no meio de cultura.

A cultura nos ensaios testemunha cresceu até ao sétimo dia, diminui e voltou a aumentar de
seguida. Este facto pode indicar ter havido lise celular, com consequente libertacdo para o
meio do seu material celular (Oudra et al., 2001). O aumento que se seguiu tera sido

consequéncia da reciclagem de nutrientes no meio.

O crescimento ainda que ligeiro da cultura dos ensaios testemunha pode ser explicado pela
existéncia de reservas internas de azoto nas células que possibilitaram a manutencao da
cultura. De acordo com o modelo comportamental de Droop (Hesse e Kohl, 2001 citando
Kohl e Nicklish, 1988) o crescimento é funcao da reserva de nutrientes e caracteriza-se por
dois processos independentes. Primeiro a rapida assimilagdo de nutrientes, através de
eficientes sistemas de transporte, e depois a conversao interna destes nutrientes em
biomassa. Admitindo por isso que o crescimento da cultura esta mais dependente da

concentragao de nutrientes no interior das células ou col6nias do que no meio circundante.

Este crescimento pode ainda ser justificado pela presenca de espécies fixadoras de azoto
atmosférico, ja que se tratava de culturas mistas. Em Schindler (1978) é referido um estudo
detalhado sobre a necessidade de nutrientes, em que a fixagdo de N atmosférico (Schindler
1976, 1977) surge como um processo que permite o desenvolvimento de fitoplancton em
lagos onde o quociente N:P é reduzido, da ordem dos 5:1. No lago Chaohu, na China, em
periodos em que as concentragdes de nitrato — NO; e amédnia — NH, diminuem, como é o
caso da Primavera, aumenta o desenvolvimento das espécies fixadoras de azoto, como
Anabaena, até que se atinja um méaximo no Verdo (Deng et al., 2007).

De uma forma geral, todos os outros ensaios se comportaram de forma semelhante. Existiu
uma nitida fase inicial de adaptagdo ao meio, em que o numero de individuos tendeu a
diminuir entre o dia em que as culturas foram inoculadas - dia zero, e o dia um do ensaio.
Seguiu-se uma fase de crescimento generalizada até ao dia oito nas culturas com adigdo de
nitratos (Figura 10) e ao dia nove nas culturas com azoto na forma amoniacal (Figura 9).

Pode-se perceber pelas figuras que o aumento do numero de particulas, isto é o
crescimento dos efectivos da populagdo, foi mais significativo para os meios com
disponibilidades de azoto amoniacal. O azoto nesta forma é directamente assimilado,
enquanto os nitratos tém de ser previamente reduzidos para serem consumidos pelas

cianobactérias.

Segundo Dias, 2000 (citando Wetzel, 1993) os estados menos oxidados requerem menos

energia de assimilagcao, isto &, a energia para assimilar a amonia é mais baixa aumentando
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para os nitratos, dai que se compreenda esta discrepancia nos valores maximos atingidos

para as particulas em suspensao.

4.2. Clorofila-a e feopigmentos

Os resultados obtidos para as concentragdes de clorofila-a obtidas no final de cada ensaio

sao apresentados no Quadro 6.

Quadro 6 — Teores de Clorofila-a e Feopigmentos

Sem adig¢édo de azoto
Amostra Inicial T
Cl-a (mg/m®) 0,5 9,7
Feopigmesntos 25 267
(mg/m°)
Razao cl-a/feo 0,2 0,4
Com adigao de azoto amoniacal
Amostra 0,5 NH4 1 NH4 2,5 NH4
Cl-a (mg/m®) 36,6 61,8 105,7
Feopigmentos 108,3 171,6 251.3
(mg/m’)
Razao cl-a/feo 0,3 0,4 0,4
Com adicao de nitratos
Amostra 0,5 NO3 1 NO3 2,5NO3
Cl-a (mg/m®) 14,2 21,0 46,2
Feopigmentos
(mg/m®) 37,3 63,6 135,2
Razao cl-a/feo 0,4 0,3 0,3
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Condicoes Finais de Pigmentos
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Figura 11 - Comparacao da densidade celular no ultimo dia (part./mL) com as concentracées
dos pigmentos (mg/m®) — Culturas com adicéo de azoto amoniacal
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Figura 12 - Comparacao da densidade celular no ultimo dia (part./mL) com as concentragdes
dos pigmentos (mg/m®) — Culturas com adicdo de nitratos

Como se pode verificar, tanto na adicao de azoto amoniacal (Figura 11) como na de nitratos
(Figura 12) quanto maior a dose de azoto adicionada, maior a concentragdo de pigmentos
obtida no final dos ensaios. Importa ainda referir que tanto no caso da clorofila-a como no

dos feopigmentos, os valores encontrados foram claramente superiores nas culturas em que
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se adicionou azoto na forma amoniacal, relativamente aqueles em que a forma de azoto

utilizada foi a de nitrato.
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Particulas no ultimo dia part./ml

Figura 13 — Correlacao entre a concentracao (part./mL) de particulas em suspensao e a
concentracdo de clorofila-a (mg/m®) registadas no final das culturas

Na Figura 13, pode-se observar que a concentracdo dos pigmentos esta linearmente
relacionada com a quantidade de particulas em suspensédo. Pode por isso admitir-se que
uma maior disponibilidade de nutrientes favorece o crescimento dos organismos e
consequentemente a concentracdo de pigmentos fotossintéticos ou a alteracido da relacao

quantitativa entre os varios grupos fitoplancténicos presentes.

De acordo com a OCDE (Santos et al., 2005) os valores de clorofila-a definidos para meios
eutréficos sdo de 25 a 75ug.L™" e para meios hipertréficos maiores de 75ug.L™, pelo que de
acordo com o0s ensaios aqui apresentados pode-se admitir que meios que apresentem mais
de 0,5mg de N/l na forma amoniacal sdo meios passiveis de sofrer eutrofizagdo. Ja para os
meios em que a disponibilidade de azoto surge na forma de nitratos, & necesséaria uma

concentracao de azoto superior a 1mg/l para que o mesmo efeito se verifique

Sabendo que a razdo Clorofila-a/Feopigmentos permite ter uma ideia da idade da cultura,
estimando o seu envelhecimento, apresentam-se também os resultados daquela relagao
para o ensaio realizado (Quadro 6), tendo em conta que quanto mais velha é uma
populacdo menor devera ser o teor de clorofila-a presentes e maior o valor de feopigmentos.
Como se pode verificar os organismos utilizados como indculo ja estavam envelhecidos, o
que em parte explica a dificuldade de adaptagdo ao novo meio e consequente diminuicao de
efectivos referida ja anteriormente.
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De acordo com Oliver e Ganf (2000) considera-se a presenga de um bloom para
concentragbes de clorofila-a superiores a 10pg/L ou 20*10°élulas/L de organismos
fitoplancténicos. Ainda que pelas concentragbes de particulas em suspensdo estejamos
muito longe deste valor, no que toca as concentracdes de clorofila-a, todas as amostras a
excepcgao da testemunha, excederam o valor referido.

No Quadro 7 sdo apresentadas as relagbes entre a concentragao de clorofila-a e a de

particulas no Ultimo dia do ensaio.

Quadro 7 — Concentracao de Clorofila —a por unidade de biomassa
Culturas com adigao de

N-Amoniacal
Amostra T 0,5mg/L 1mg/L 2,5mg/L
Nr de particulas
no ultimo dia 16968 29180 33663 44615
(part./mL)
Cl-a 0,0097 0,0366 0,0618 0,1057
(ng/mL)
CI-a/P_1 5,71664E-07 1,25E-06 1,84E-06 2,37E-06
(ug.part™)

Culturas com adi¢ao de

N-Nitratos
Amostra 0,5mg/L 1mg/L 2,5 mg/L
Nr de particulas
no ultimo dia 19415 25655 29715
(part./mL)
Cl-a
0,0142 0,021 0,0462
(ng/mL)
CI-a/P_1 7,31E-07 8,19E-07 1,55E-06
(ng.part”)

Pode-se observar que a produgao unitaria de clorofila-a aumenta com a dose de azoto
adicionada o que leva a crer que doses crescentes de azoto influenciam positivamente a
producdo de pigmentos. E ainda visivel que a producgdo de clorofila-a € maior nas culturas

com adi¢édo de azoto na forma amoniacal.

4.3. Formas de fosforo

As condigdes iniciais no que toca as formas de fésforo disponiveis eram iguais para todos os

meios de cultura.

Nas figuras 14 e 15 sdo apresentadas, a relagdao entre as concentragdes maximas de
particulas atingidas nos ensaios, e as das varias formas de fésforo, para as diferentes

formas de azoto inicialmente disponiveis nos meios de cultura.

50



Condicoes Finais de Fosforo
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Figura 14 — Comparacao da densidade celular maxima (part./mL) com as concentragcoes das
formas de fosforo (ug/L) disponiveis no final dos ensaios com adi¢cao de azoto amoniacal
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Figura 15 - Comparacao da densidade celular maxima (part./mL) com as concentrac6es das
formas de fosforo (ug/L) disponiveis no final dos ensaios com adicao nitratos

Pela analise das figuras podemos verificar existir uma relagao entre as concentracgées finais
das diferentes formas de fésforo presente e o aumento das particulas em suspensao.
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Quanto maior a concentracado de particulas menor a concentracao final de fésforo sollvel e

ortofosfatos, o que significa que existiu um consumo maior deste nutriente.

Remocao Percentual de Fésforo Soluvel

0 .. o : - : -
O n T T T T T T
T 0,5NH4 1NH4 2,5NH4 0,5NO3 1NO3 2,5NO3

Figura 16 — Remocao percentual (%) de fosforo soltivel nas culturas com adicao de azoto na
forma amoniacal e de nitratos

Remocao Percentual de Ortofosfatos
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Figura 17 — Remocgao percentual (%) de ortofosfatos nas culturas com adicao de azoto na
forma amoniacal e de nitratos

As figuras 16 e 17 permitem identificar uma relagao entre as adigdes crescentes de azoto e
os consumos de fosforo registados, facto que confirma que quanto maior a disponibilidade

de azoto no meio, maior € o consumo do fosforo.
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Em termos percentuais ndo se verifica uma grande diferenga entre o fésforo sollvel e os
ortofosfatos consumidos nas culturas com adicao de azoto amoniacal face aquelas em que
foi adicionado nitratos. Pode-se verificar que os consumos nas culturas com nitratos sao
ligeiramente mais baixos, o que se deve ter ficado a dever ao facto das densidades

populacionais terem sido menores.
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Figura 18 - Correlacao entre a remocao de P soluvel e Ortofosfatos (%) e a concentracao de
clorofila-a (mg/m®) registada no final das culturas
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Figura 19 - Correlacao entre a remocao de P sollvel e Ortofosfatos (%) e a concentracao
maxima de particulas (part./mL) em suspensao

As figuras 18 e 19 apresentam a relagcao exponencial entre a remocao de formas de fésforo
e as concentragdes de clorofila-a e particulas em suspensao. Esta relacdo € no entanto
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ligeiramente mais significativa para a remocao de fésforo na forma de ortofosfatos que na
forma de fosforo total soltvel.

Os coeficientes de correlagdo ndo sdo no entanto tdo elevados quanto o esperado, muito
provavelmente por ter existido um consumo de luxo de P, isto €, um consumo por parte dos

organismos, muito além do que as suas necessidades exigiriam.

De um modo geral pode-se concluir que todas as formas de fosforo sao consumidas ao
longo do tempo dos ensaios, ainda que o fésforo total deva sofrer reciclagem nos meios de
cultura. A tendéncia é para que as concentracdes de fosforo particulado aumentem com a
evolugéo das populagdes. Ainda assim, do que se verifica nas figuras 20 e A.9 do Anexo |V,
esta relacdo nao parece muito consistente, muito provavelmente devido ao consumo de luxo
ja referido. Ainda que o fésforo seja incorporado nas células dos organismos, nao é
totalmente metabolizado no desenvolvimento de biomassa.

Fosforo Particulado e Concentragao de Particulas
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Figura 20 - Relagao entre a concentracao maxima de particulas (part./mL) e o féosforo na forma
particulada (pg/L)

Kozlowsky-suzuki et al. (2002) referiu que os teores de clorofila-a mostram uma relagéao
positiva com as concentracoes de ortofosfatos, fésforo sollvel e fosforo total, suportando a
teoria da limitacdo de P. Esta correlagao entre a clorofila-a e o fésforo particulado reflecte a
incorporacdo de P nas células de fitoplancton, uma vez que os organismos tendem a
absorver e incorporar nas suas células elevadas quantidades do nutriente limitante (Urabe et
al., 1995). Esta relagcdo nao se verifica para o ensaio realizado. Tendo em conta que a
quantidade de fosforo introduzida no meio era igual para todas as culturas, seria de esperar
que segundo a teoria, a producgéao de clorofila-a fosse semelhante para todos os ensaios.
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Tomando em consideracao que o fésforo particulado corresponde a diferenga entre o valor
do fosforo total e do fosforo sollvel, apenas se pode ver pela Figura 21 que quanto maior a
concentragdo de fosforo particulado maior a concentracdo de clorofila-a. Nao se observa
ainda assim (Anexo |V, Figura A. 8) uma relagao entre a incorporagao celular e o aumento
da concentragéo deste pigmento.

Fésforo Particulado e Producao de Clorofila-a

__ @ Fosforo Particulado
12 @ Clorofila-a x10
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Figura 21 - Comparacao dos teores de clorofila-a produzida (mg/m3) com o fosforo (ug/L)
particulado

4.4. Formas de azoto

Para apresentar os resultados obtidos no final dos ensaios optou-se pela representacao
gréfica dos consumos percentuais de azoto nas diferentes culturas (figuras 22 e 23).

Remocao Percentual de Azoto Amoniacal
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Figura 22 — Remocéo percentual (%) de azoto amoniacal
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Remocao Percentual de Nitratos
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Figura 23 — Remocgao percentual (%) de nitratos

Nas figuras 22 e 23 ¢é visivel que o consumo percentual de azoto amoniacal foi maior nos
meios em que esta foi a forma de azoto adicionada a composicdo do meio. Ja nas culturas
em que o azoto foi adicionado na forma de nitratos, foi esta forma que apresentou maior
percentagem de remocado. Este facto parece indicar que as popula¢cdes que dominam as
culturas com adicdes de diferentes formas de azoto sao também diferentes.

A remocédo calculada de nitratos na cultura com adicdo de 1mg/L de azoto amoniacal foi
negativa, uma vez que a concentragdo de nitratos nessa cultura aumentou cerca de 8%,
pelo que na Figura 23 se optou pela nao representacdo. Admitiu-se que esta situacao tenha
ocorrido por nitrificacdo de azoto, ja que é possivel ter existido contaminagdo do meio por
bactérias nitrificantes.

Pode ainda verificar-se que a remocao de azoto amoniacal nos ensaios com adicdo de
nitratos ao meio de cultura foi de aproximadamente 50% do inicialmente presente. Por outro
lado, nas culturas em que a adicdo de azoto foi feito na forma amoniacal, a remogao de
nitratos foi apenas de 10%. Este baixo consumo é justificado pela presenca de azoto
amoniacal disponivel. Se existe uma forma de azoto mais facilmente assimilavel no meio, os

organismos nao vao utilizar formas que impliquem um maior investimento energético.

As figuras 24 e 25 representam as relagdes entre a remocao de nitratos e azoto amoniacal
(nas culturas com adicdo de nitratos e azoto amoniacal respectivamente) com a

concentracao de clorofila-a e de particulas em suspensao.
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Figura 24 — Relacao entre as formas de azoto removidas (mg/L) com a concentragao de

clorofila-a (mg/m3)
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Figura 25 - Relacao entre as formas de azoto removidas (mg/L) com a concentracao de

particulas em suspensao (part./mL)

Pode-se perceber pelas figuras 24 e 25 que, tanto a remogao de azoto amoniacal como a de

nitratos nas respectivas culturas, esta relacionada com a concentragao final de clorofila-a e

com a concentragao maxima de particulas.
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Nem todas as formas de azoto disponivel no meio foram consumidas. As concentracdes de
N-Kjeldahl, isto € a soma do azoto organico com o azoto amoniacal, no final revelaram-se
tanto maiores quanto maiores as doses de azoto adicionadas. Este facto ndo surpreende ja
que é normal que o azoto presente no meio seja convertido em azoto organico aquando da

incorporagcdo no material celular.

O azoto organico produzido esta representado na Figura 26.

Producao de Azoto Organico
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Figura 26 — Producéao de azoto organico (mg/L)

A producdo de azoto orgénico esta claramente associada ao crescimento de particulas em
suspensdo. Assim como as populagbes cresceram mais nos meios com adicdo de N-

amoniacal, também os teores de azoto organicos foram mais elevados para essas culturas.
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Figura 27 - Correlacéo entre azoto organico produzido (mg/L) e a concentracao de clorofila-a
(mg/m®) registada no final das culturas
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Figura 28 - Correlacao entre azoto organico produzido (mg/L) e a concentracao maxima de
particulas (part./mL) registada

Nas figuras 27 e 28 é visivel que existem relacdes lineares entre o azoto organico produzido
e as concentragcdes maximas de particulas em suspensédo e de clorofila-a registada no

Ultimo dia das culturas.
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5. Conclusoes

De uma forma geral, conclui-se que as culturas aumentaram o nimero de efectivos ao longo
do tempo de duragdo do ensaio, e que o aumento da populagéo foi bem mais significativa
nos meios em que as disponibilidades de azoto amoniacal eram maiores. Este facto deve-se
a facilidade com que este composto é assimilado pelos organismos, implicando um menor

dispéndio de energia.

Obernosterer e Herndl (1995) apresentam como relagédo ideal para fitoplancton o racio de
Redfield (1963) 16N:P, o que significa que para os 30ug de P adicionados as culturas
seriam necessarios 0,5mg de N. Assim, conclui-se que nos ensaios com adi¢cao de 1mg e
2,5mg de N/L, seja na forma de amoniacal seja na de nitratos, 0 azoto esta em excesso, 0
que é mais comum em condigbes naturais. Ainda que os meios utilizados simulassem, na
sua maioria, condicoes de excesso de azoto, as populagées nao atingiram valores que
demonstrassem a limitacdo normalmente imposta pelo fésforo, j& que todas as culturas

cresceram mais quanto maior a dose de azoto adicionada.

Pode-se também concluir que as doses de azoto adicionadas influenciaram positivamente a
producao de pigmentos. A concentracdo destes aumentou ao longo dos ensaios, também
em consequéncia do aumento da densidade celular. Nota-se ainda que se 0 azoto estivesse
na forma de N-amoniacal, 0 aumento era bem mais significativo. Esta relagcdo entre a
concentracao de particulas em suspensao e a concentracao de clorofila-a foi aproximada a
linear com um R? de 0,95 (p<0,01).

Quanto maior a concentracdo de feopigmentos face a de clorofilas, mais envelhecida é a
cultura. Esta relacdo deve ser tida em conta na populagéo inicial, jA que quanto mais
degradados os organismos que vao servir de inéculo, mais dificil serd o arranque do
desenvolvimento nos recipientes de cultura. E ainda importante considerar que quanto maior

a idade da cultura maior a possibilidade de que sejam libertados compostos téxicos.

A remocéao de fosforo sollvel e ortofosfatos acompanhou o aumento das concentragées de
particulas e de clorofila-a presente no meio. Estes pardmetros apresentaram uma correlacéao
que pode ser aproximada da exponencial, sendo que R? foi de aproximadamente 0,73
(p<0,05) e 0,71 (p<0,05) na remogao de P solivel e de 0,90 (p<0,01) e 0,85 (p<0,01) na de
ortofosfatos. Os coeficientes de correlacao baixos estdo relacionados com o consumo de
luxo de foésforo, levada a cabo pelos organismos, indicando assim quem nem todo o fésforo
assimilado é utilizado na producgao de biomassa.

No que toca a remogéao de azoto, 0 consumo na forma amoniacal foi sempre significativo,

mesmo em situagdes de adigado de nitratos.

Pode-se ainda concluir que a remocao de azoto em ambas as formas apresentou uma

relagdo com a clorofila-a existente nas culturas. Estas correlacdes apresentaram um R? de
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0,98 (p<0,05) para a remocao de azoto amoniacal em culturas com adicdo de azoto nesta
forma e 0,94 (p<0,05) para a remocgao de nitratos nas culturas com adicdo destes. Estas
correlacées mostram uma dependéncia do azoto na producéo de pigmentos como é referido
na bibliografia.

Ja a remocédo de formas de azoto e a concentracdo maxima de particulas apresentou uma
correlacdo aproximada a funcéo logaritmica, com um R? de 0,99 (p<0,01) para a remogao
de azoto amoniacal e de 0,98 (p<0,05) para a remogéao de nitratos.

Pode-se concluir também que a medida que os organismos se desenvolveram, o azoto
organico aumentou, ja que foi incorporado o azoto inorganico na biomassa celular. Tanto as
concentragdées de clorofila-a como as de particulas em suspensdo estdo linearmente
relacionadas com a producdo de azoto organico, apresentando ambas um R? de
aproximadamente 0,86 (p<0,01).

Admite-se que a variabilidade de uma variavel pode ser explicada a partir das variagdes de
outra, ainda que as correlagbes observadas ndo sejam muito fortes do ponto de vista
matematico. No entanto, e por se tratar de um ensaio experimental com organismos vivos,
estes resultados foram considerados aceitaveis. As correlagdes apresentam uma
significancia estatistica entre os 95% e 99%, pelo que sao consideradas validas.

Ha que ter em conta que este género de ensaios implica alguma imprevisibilidade, por se
tratarem de organismos vivos em cultura mista. Este facto dificulta por si s6 a repetibilidade
dos resultados.

Recomenda-se a realizagcao de uma segunda fase de ensaios, em que as concentracoes de
azoto sejam fixas. Nesta, aos meios de cultura devem ser adicionados diferentes teores de
fésforo, de forma a permitir complementar os resultados aqui apresentados.
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Anexo | — Composicao do Meio BG 11 (Rippka et al., 1979)

Quadro A. 1 - Composicao do Meio BG 11 utilizado

Concentragdo da Volume a utilizar
Componente Solugao Stock
(mL/L)
(9L
NaNO; 150 0,2
K;:HPO,.3H,O 2 0,18
CaCl,.2H,0 36 1
Acido citrico combinado com
; 2o b 6 1
citrato férrico de aménio
EDTA 1 1
Na,COj3 20 1
Trace Metal Solution Quadro A. 2 1

Quadro A. 2 - Composicao da solugcdo de metais em concentragoes vestigiais

Substancia g/L
H3BO3 2.86 g
MnCl2.4H20 1.81g
ZnS04.7H20 0.222 g
Na MoO4.5H20 0.390 g
CuS04.5H20 0.079¢
Co(NO3)2.6H20 0.0494 g

Estas substancias devem ser dissolvidas em separado, para sé depois adicionar a seguinte
da lista.

O pH inicial do meio é de aproximadamente 8,5 devendo ser ajustado para 7,5 para depois
proceder a autoclavagem.
A adicéo de solugao tampéao HEPES é opcional.
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Anexo Il - Resumo dos ensaios

Quadro A. 3 - Quadro resumo dos ensaios

Culturas com adicao de

Culturas com adigao de

N-Amoniacal N-Nitratos
Amostra inohgﬁllg do T 0,5mg/L  1mg/L [2,5mg/L| 0,5mg/L | 1 mg/L |2,5mg/L
Nr max de particulas : 16968 | 30030 35068 | 45785 | 20348 | 26010 | 29955
(part./ml)
Dia do maximo - 10 9 9 9 8 8 8
. Inicio 1,1 1,1 1,6 2,1 3,6 1,1 1,1 1,1
Kjeldhal Final - 21 27 3.1 42 27 28 3.1
Amonlacal Inicio 0,4 0,4 0,9 1,4 2,9 0,4 0,4 0,4
Azoto Final - 0,2 0,2 0,3 0,4 0,2 0,2 0,2
(mg/L) Nitratos Inicio 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,9 2,4 3,9
Final - 1,0 1,3 1,5 1,3 1,3 1,3 1,3
Organico Inicio 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Final - 1,9 2,4 2,8 3,8 2,4 2,6 2,9
Total Inicio 35,5 35,5 35,5 35,5 35,5 35,5 35,5 35,5
Final - 29,5 32,4 31,1 29,5 31,8 29,2 27,6
Fosforo Soltvel Inicio 32,3 32,3 32,3 32,3 32,3 32,3 32,3 32,3
(ng/L) Final - 26,3 17,4 14,7 13,2 18,9 15,8 13,1
Orlofostatos Inicio 30,3 30,3 30,3 30,3 30,3 30,3 30,3 30,3
Final - 14,7 10,9 8,0 7.7 13,1 9,9 10,2
Cl-a Inici 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
(mg/ms) nicio s s s y y y y y
. Final - 9,7 36,6 61,8 105,7 14,2 21,0 46,2
Pigmentos — ¢ pigmentos Inicio 25 25 25 25 25 2,5 2,5 2,5
(mg/m?) Final - 26,7 108,3 171,6 251,3 37,3 63,6 135,2
cl-a/feo Final 0,2 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3
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Anexo Il - Comportamento das culturas ao longo do tempo

Nr de Particulas/mL

Nr de Particulas/mL

50000 -
45000 -
40000 -
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -

9
5000 4

50000 4

45000 -

40000 -

35000 +

30000 -

25000 +

20000 +

15000 -

10000 -

5000 -

Dias de Ensaio

Figura A. 1 - Comportamento do ensaio Testemunha

0,5 NH4

Dias de Ensaio

Figura A. 2 - Comportamento do ensaio com adicao de 0,5 mg/L de azoto amoniacal
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Nr de Particulas/mL

Nr de Particulas/mL

1 NH4

50000 ~
45000 -
40000 -
35000 +
30000 +
25000 +
20000 +
15000 -
10000 -

5000 +

Dias de Ensaio

Figura A. 3 - Comportamento do ensaio com adicao de 1 mg/L de azoto amoniacal

2,5 NH4

50000 -
45000 -
40000 -
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 ~
10000 -

5000 4

Dias de Ensaio

Figura A. 4 - Comportamento do ensaio com adicao de 2,5 mg/L de azoto amoniacal
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Nr de Particulas/mL

Nr de Particulas/mL

0,5NO3

50000 -
45000 -
40000 -
35000 -
30000 -

25000
20000 ’4/—\,
15000

10000 j

5000 -

Dias de Ensaio

Figura A. 5 - Comportamento do ensaio com adicao de 0,5 mg/L de nitratos

1NO3

50000 -
45000 -
40000 -
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 {

5000 ~

Dias de Ensaio

Figura A. 6 - Comportamento do ensaio com adicao de 1 mg/L de nitratos
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Nr de Particulas/mL

50000 -

45000 -

40000 -

35000 -

30000 -

25000 -

20000 -

15000 -

10000 A

5000 -

2,5N03

Dias de Ensaio

Figura A. 7 - Comportamento do ensaio com adicao de 2,5 mg/L de nitratos
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Anexo IV — Correlacao entre parametros avaliados

120

y = 4,4658e" 1497
R? = 0,6507 .
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Producéo de P-particulado

Figura A. 8 - Correlacao entre o fésforo particulado produzido (pg/L) e a concentracao de
clorofila-a (mg/m3) registada no final das culturas
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Figura A. 9 - Correlacao entre o fésforo particulado produzido (pg/L) e a concentragcao maxima
de particulas (part./mL) registada
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