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RESUMO

A eutrofizacdo artificial em reservatdrios, resultado do aumento das concentragGes de nutrientes advindos de
atividades antropicas, tem contribuido para a piora da qualidade das aguas represadas. O estudo do papel da
comunidade fitoplancténica em alguns processos do ciclo do nitrogénio pode contribuir para o controle do
estado trofico dos sistemas aquaticos. O presente estudo quantificou a assimilagéo de trés formas nitrogenadas
(nitrato, aménio e ureia) pelo fitoplancton com uso do tragador *°N em amostras do reservatério do Lobo/SP.
Tais amostras foram coletadas em outubro de 2014 e janeiro de 2015 e transportadas ao laboratério BIOTACE
(EESC/USP), onde foram reproduzidas, em incubadoras, as condi¢cdes de Radiacdo Solar Fotossinteticamente
Ativa (RSFA) e temperatura da &agua observadas in situ. Foram testadas duas condi¢cGes de luz
(correspondentes a 50% e 10% da RSFA) e temperatura (nessas mesmas profundidades). As amostras
receberam um volume conhecido de tracador [nitrato — *NOs; aménio — *NH,; ureia — (**NH,),CO] e foram
filtradas ap6s 1 h incubadas. Em seguida, os filtros foram encaminhados para analise elementar para
quantificagdo do nitrogénio particulado e espectrofotometria de massa para a determinacdo da composicéo
isotépica (*°N/**N) no CENA/USP. As concentracdes ambientais de nutrientes apresentaram variagdo
temporal. Os resultados sugeriram que a temperatura tem influenciado a assimilacdo das formas nitrogenadas
pelo fitoplancton no reservatério. Em outubro, a forma preferencialmente assimilada foi 0 aménio (maximo de
24 pg/L.h) e, em janeiro, a ureia (maximo de 3 pg/L.h). Espera-se que esses dados contribuam com estudos
sobre o estado tréfico do reservatorio e com agdes para o controle do aporte de nutrientes ao sistema aquatico.

PALAVRAS-CHAVE: Tracador N, fitoplancton, eutrofizacéo, assimilacéo de nitrogénio.

INTRODUGAO

O elevado crescimento populacional das Gltimas décadas, vinculado ao planejamento inadequado do uso e
ocupacdo do solo, tem acarretado pressfes sobre os recursos hidricos. Tal processo levou a um aumento da
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demanda de &gua para usos multiplos, surgindo a necessidade de estratégias para seu armazenamento. A
alternativa usada até os dias atuais € o represamento das aguas, que de inicio foi utilizada, principalmente, para
reserva energética. Com o tempo, novos usos se tornaram igualmente importantes, tais como abastecimento de
agua potavel, irrigacdo, recreacdo, entre outros.

Apesar dos beneficios que podem trazer, os reservatérios acarretam alteragdes ambientais. Segundo Ribeiro
Filho (2006), Molozzi (2011) e Soares et al. (2012), a construcdo de reservatdrios pode causar alteracbes
hidrologicas, geologicas, efeitos sobre o microclima e a paisagem, além de influenciar as caracteristicas fisicas
e quimicas da agua. Uma dessas alteraces estd vinculada a um fenémeno recorrente atualmente nestes
ambientes, a eutrofizacdo artificial. O aumento do grau de trofia resultante do acimulo de nutrientes advindos
de atividades antrépicas propicia o desenvolvimento acelerado de produtores primarios (e.g., macréfitas
aquaticas, algas e cianobactérias) e traz uma série de efeitos indesejaveis a qualidade da agua.

O fitoplancton, uma comunidade de organismos aquaticos formada por algas e cianobactérias (organismos
fotoautotroficos), é de especial importancia por indicar o grau de trofia do ambiente (CARVALHO, 2003).
Tais organismos participam dos diferentes ciclos biogeoquimicos. A assimilacdo de nutrientes, principalmente
fésforo e nitrogénio, depende das caracteristicas fisicas e quimicas da dgua, condi¢cBes meteoroldgicas, entre
outras. A assimilagdo de nitrogénio pelo fitoplancton possibilita a conversdo de formas inorganicas de
nitrogénio (e.g., amoénio e nitrato) em compostos organicos imprescindiveis para o funcionamento celular
(LAUTENSCHLAGER, 2001).

O processo de assimilagdo sofre influéncias de diversos fatores ambientais (OLIVEIRA, 2010), como a
disponibilidade de luz, temperatura e concentracdo ambiental de nutrientes, além da diversidade de espécies de
algas e cianobactérias. Estes fatores sdo estudados principalmente em ambientes marinhos. Quando avaliados
em agua doce, a maioria das pesquisas se concentrou em ambientes temperados em detrimento dos tropicais e
subtropicais (SOUZA, 2006; FALCAO, 2006; BERMAN et al., 1984; DOHLER, 1997; BRADLEY et al.,
2010; FILIPPINO et al., 2011; SEEYAVE et al., 2013; GANGULY et al., 2013; MONETA et al., 2014).

Em ambientes subtropicais, existem incertezas sobre o principal nutriente limitante a producdo primaria
fitoplanctonica. Além disso, ainda pouco se sabe sobre a forma nitrogenada preferencialmente assimilada pela
comunidade, além dos fatores intervenientes no processo. O presente estudo se dedica a aprofundar a
compreensdo dos fatores relacionados a assimilacdo de amonio, nitrato e ureia pelo fitoplancton com uso do
tragador °N. Utilizando-se o reservatério do Lobo (SP) como estudo de caso, contribuir para o entendimento
da influéncia da temperatura e da disponibilidade de luz sobre o processo de assimilacdo de nitrogénio em
amostras ambientais.

Espera-se que esta pesquisa indique caminhos para solucionar as consequéncias prejudiciais que a eutrofizacdo
traz aos reservatérios e, assim, subsidiar o planejamento e a tomada de decisdo para melhorar a qualidade da
agua, com vista a garantir uma gestdo adequada deste recurso hidrico, compativel com os objetivos desejados e
0S usos esperados.

MATERIAL E METODOS
e AREA DE ESTUDO

As amostras de agua foram provenientes do reservatério do Lobo, localizado nos municipios de ltirapina e
Brotas, a aproximadamente 15 km de Séo Carlos (Figura 1), na regido centro-leste do estado de S&o Paulo
(RIVERA et al., 2007).
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Figura 1: Localizagdo do reservatorio do Lobo no estado de S&o Paulo. Fonte: PASSERINI (2010).

Esta sub-bacia, inserida na Unidade de Gerenciamento dos Recursos Hidricos do Tieté-Jacaré, apresenta um
clima subtropical mesotérmico, com invernos secos e verfes chuvosos (PEREIRA, 2005). O reservatério
apresenta cinco principais tributarios, os ribeirdes Itaqueri, do Lobo e da Onca, e os corregos do Limoeiro e da
Agua Branca (MOTHEO, 2005). Caracteriza-se por ser um sistema raso (profundidade média de 3 m e
maxima de 12 m), com dimens®es relativamente pequenas (largura maxima de 2 km, comprimento maximo de
8 km, area total de 6 km? e volume de 22 milhdes de m®) (RIVERA et al., 2007).

Sua area de entorno possui usos agricolas de monocultura de eucalipto e cana-de-agUcar, além de mineragéo de
areia e construcdes (PEREIRA, 2005; PASSERINI, 2010). A falta de planejamento de uso e ocupacdo das
areas de entorno do reservatério do Lobo tem proporcionado alteracdes ambientais significativas, como
mortalidade de peixes, presenca de cianobactérias potencialmente toxicas, alteracdo da biomassa das espécies
de macrofitas presentes no reservatorio, assoreamento, aceleracdo da eutrofizacdo, introducdo de agentes
quimicos nocivos ao meio ambiente, aumento da descarga de esgoto doméstico ndo tratado e desmatamento
das margens (MOTHEO, 2005; PEREIRA, 2005; PASSERINI, 2010).

e ANALISES EM CAMPO

Em campo, além da coleta das amostras no reservatério do Lobo, foram realizadas medic¢des de temperatura
(°C) da agua com Sonda Multiparamétrica YSI556 (Yellow Springer®). A transparéncia da agua foi estimada
pelo Disco de Secchi e o perfil de RSFA (Radiacdo Solar Fotossinteticamente Ativa) foi construido com
auxilio de um radidmetro (Quanta-Meter Ly-Cor, faixa de 400 a 700 nm). As amostras foram coletadas na
regido da barragem com garrafa de Van Dorn em duas profundidades, correspondentes a 50 e 10% de RSFA.
Esses procedimentos foram realizados em outubro de 2014 e janeiro de 2015.

e ANALISES EM LABORATORIO

Em laboratério, foram quantificadas as concentragBes de nitrogénio total Kjeldhal (NTK) (mg/L), nitrato
(NO3) (mg/L), nitrito (NO,) (ug/L), amdnia (NH3) (ug/L) e ureia (ug/L), de acordo com os métodos propostos
por APHA (2005).

Para o estudo qualitativo e quantitativo da comunidade fitoplanctdnica, foi transferida aliquota de 100 mL para
frasco de vidro, fixada com lugol acético. Esses frascos foram armazenados em local escuro. A densidade total
do fitoplancton foi estimada com auxilio de camaras de sedimentacio (UTHERMOHL, 1958) e microscopio
otico invertido Olympus CK2 com aumento de 400 vezes, segundo metodologia de APHA (2005). A
identificacdo dos organismos ao menor nivel taxondmico possivel foi realizada por chaves de classificacdo
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existentes na Iiterqtura. Todas essas andlises foram realizadas no laboratério BIOTACE (Laboratério de
Biotoxicologia de Aguas Continentais e Efluentes) do Departamento de Hidraulica e Saneamento da Escola de
Engenharia de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo (EESC/USP).

Foram reproduzidas, também no mesmo laboratério, as condices de temperatura e RSFA observadas em
campo e relativas as profundidades com 50% e 10% da radiacdo solar disponivel. Essas profundidades foram
escolhidas por possibilitarem o estudo da assimilacdo em diferentes condicGes de disponibilidade de luz. Apés
0 transporte das amostras para o laboratério, foram introduzidos volumes conhecidos dos tracadores de
nitrogénio [nitrato — ®NOg; aménio — ®*NH,; ureia — (**NH,),CO]. Essa introducdo buscou representar um
enriquecimento na faixa de 2-10% em relacdo & concentracdo ambiental original. Acréscimos de >N superiores
a essa porcentagem poderiam representar uma situacdo de enriquecimento excessivo pelo nutriente e prejudicar
a interpretacdo dos resultados.

Foram utilizados frascos com 250 mL da amostra ambiental, em esquema de tréplica, além da utilizacdo dos
brancos. Com isso, foram vinte e quatro frascos, sendo dezoito processados em cada profundidade, nove
amostras em cada incubadora que representa condi¢des diferentes de luz e temperatura, de acordo com a
ilustracdo da Figura 2, além dos brancos. Em cada incubadora, de forma aleatdria, os frascos foram
distribuidos de acordo com a intensidade de luz desejada, regulada por meio de um radidémetro e de lampadas
LED.

Brancn D [j ij

Incubadora 1:

Temperatural
RSFA 50% 3, o
(NN
068
B2 000
Incubadora 2; m [‘j B [j
Temperatura2 -
RSFA10% =

660

Tragadores

Figura 2: Esquema da etapa de incubacédo das amostras ambientais para a analise de assimilacao de
nitrogénio nas amostras ambientais provenientes do reservatorio do Lobo (SP).

O conteldo dos dezoito frascos foi filtrado apds 1h de incubagdo em filtros de fibra de vidro de 25 mm, em um
sistema de Manifold. Os filtros foram previamente calcinados em mufla a 550°C por trinta minutos, antes da
etapa de filtragdo. Apoés esse procedimento, os filtros foram armazenados em freezer a -20°C e posteriormente
secos em estufa a 60°C por um dia, pesados novamente e armazenados em local seco e escuro. Estes filtros
foram encaminhados ao laboratério de Is6topos Estaveis do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, da
Universidade de Sdo Paulo (CENA/USP), onde foi realizada analise elementar para quantificacdo do
nitrogénio particulado e espectrofotometria de massa para a determinagdo da composicao isotopica (°N/*N).

Através de calculos propostos por Dugdale & Goering (1967), foi possivel estimar a assimilagdo de cada forma
de nitrogénio em pg-N/L.h. Os dados utilizados para o célculo da assimilagdo foram divididos em dados de
entrada (obtidos pelas analises realizadas em campo e/ou laboratério), dados calculados pela planilha, dados
adotados (disponiveis na literatura) e dados de entrada provenientes das analises elementares e de composicao
isotdpica (analises realizadas no laboratério do CENA/USP).
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Os dados de entrada foram: concentragdo ambiental da forma nitrogenada (pg/L), volume incubado (L),
concentracdo da solugdo estoque **NH,CI/*KNOs/CO(**NH,), (ug/L), volume pipetado (L), tempo incubado
(L) e volume filtrado (L).

Os dados calculados pela planilha foram: concentracdo ambiental da forma nitrogenada (UM), concentragdo na
solugdo estoque (uM), concentragdo adicionada de N (uM), Cd [(concentracdo do tragador x
100)/(concentracdo tracador + concentracdo ambiental)] (Atom %), NOP/Volume filtrado (nitrogénio organico
particulado) (ug.L™), taxa especifica (h™) e assimilagdo — uptake absoluto (rho; ugN.L™h™).

Os dados adotados foram: abundéncia natural de °N (C,) (Atom %) e concentrago adicionada de **N (uM).

Os dados de entrada provenientes das analises elementares e de composigdo isotopica foram: concentracdo
medida para a amostra (Cp) (Atom %) (espectrofotometria de massa para a determinacdo da composicéo
isotopica), NOP no filtro (ug) (anlise elementar para quantificagdo de nitrogénio particulado).

A assimilagdo absoluta foi calculada como NOP/Volume filtrado x taxa especifica.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A temperatura da agua foi cerca de 4°C maior em janeiro/2015 em comparacéo a outubro/2014 (Tabela 1). A
disponibilidade de radiacdo subaquética foi maior em outubro (100-440 pE/m?.s), provavelmente devido as
condicBes meteorolégicas (nebulosidade) no momento da coleta em janeiro (29-135 pE/mZ2s). Os perfis de
RSFA (Figura 3) mostram que na superficie, a RSFA foi de cerca de 950 uE/mZ2.s (outubro) e 300 PE/m*s
(janeiro); em profundidades maiores do que 1 m, nas duas coletas, menos de 100 PE/m?.s estavam disponiveis.

Tabela 1: Variaveis ambientais temperatura (°C), profundidade (m) e RSFA (UE/m?®.s) disponiveis no
Reservatério do Lobo nos meses de outubro de 2014 e janeiro de 2015 correspondentes as
profundidades de 50% e 10% da RSFA.

Varidveis Outubro/2014 Janeiro/2015
50% RSFA  10% RSFA  50% RSFA 10% RSFA
Transparéncia (m) - 1,2
Profundidade da medicéo (m) 0,2 0,7 0,5 1,5
Temperatura (°C) 22,4 22,4 26,8 26,9
RSFA (UE/m’.s) 440 100 135 29
RSFA (UE/m2.s)
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Figura 3: Perfil da Radiacdo Solar Fotossinteticamente Ativa no Reservatdrio do Lobo nos meses de
outubro de 2014 e janeiro de 2015.
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Na coleta de outubro de 2014, todas as concentracdes da série nitrogenada foram maiores na profundidade
correspondente a 10% da RSFA (Tabela 2). A concentracdo de nitrito foi cerca de seis vezes maior na segunda
profundidade (10% da RSFA) do que na primeira (50% da RSFA). As concentracdes de NTK, aménia e ureia
na segunda profundidade foram aproximadamente o dobro daquelas na profundidade relativa a 50% da RSFA
(0,49-0,91 mg/L; 29,8-59,1 ug/L; 23,1-42,6 ug/L, respectivamente). As concentracdes de nitrato variaram
entre 0,21-0,31 mg/L. No més de janeiro, foi possivel observar alteracbes nas concentracdes da série
nitrogenada para ambas as profundidades, com diminuicdo do nitrogénio total Kjeldhal. As outras formas
nitrogenadas tiveram aumento em suas concentracdes. A estiagem significativa que ocorreu na area desde o
inicio de 2014, associada com a ocupacédo agricola no entorno imediato do reservatério, pode ter contribuido
para esse incremento nas concentragdes de nitrogénio.

Tabela 2: Concentracbes ambientais de nitrogénio total Kjeldhal, nitrato, nitrito, aménia e ureia no
reservatério do Lobo nos meses de outubro de 2014 e janeiro de 2015, em duas profundidades
correspondentes a 50% e 10% da RSFA.

Série Nitrogenada
Coletas Profundidades NTK NO; NO, NH; N-ureia
(Hg/L) (Hg/L) (Mo/lL)  (Mg/L) (Hg/L)
Outubro/2014 50% RSFA 490 210 0,26 29,8 23,1
10% RSFA 910 310 1,62 59,1 42,6
Janeiro/2015 50% RSFA 250 620 1,44 460,2 50,0
10% RSFA 430 370 1,41 416,9 50,0

RSFA: Radiacdo Solar Fotossinteticamente Ativa; NTK: nitrogénio total Kjeldhal; NO: nitrato; NO,: nitrito;
NHs: aménia.

Comparando as profundidades de cada més estudado, a Figura 4 mostra que as densidades totais do
fitoplancton foram semelhantes (out/14: 50% - 11.885 ind/mL e 10% - 10.770 ind/mL; jan/15: 16.007 ind/mL
e 10% - 14.395 ind/mL). As densidades foram maiores a 50% de RSFA nas duas coletas, o que corrobora a
relacdo entre disponibilidade de luz e maior densidade fitoplancténica. Do ponto de vista qualitativo (Figura
5), em outubro foi possivel verificar seis grupos fitoplanctnicos (Bacillariophyceae, Chlamydophyceae,
Chlorophyceae, Cryptophyceae, Cyanobacteria e Dynophyceae), com destaque para a abundancia relativa de
cianobactérias, na faixa de 82-83%. Os outros grupos se apresentaram distribuidos da seguinte forma (média
das profundidades: Bacillariophyceae 6,6%; Chlamydophyceae 2,1%; Chlorophyceae 4,9%; Cryptophyceae:
3% e Dynophyceae 0,8%). Em janeiro de 2015, foi observada menor diversidade (quatro ou cinco grupos,
dependendo da profundidade). A participacdo das cianobactérias foi menor, na faixa de 45-46%.

Densidade total de fitoplancton (ind/mL)
0 5000 10000 15000 20000

1 1 J

®m Outubro 2014

®mJaneiro 2015

Reservatério de
ltupararanga

10% RSFA

Figura 4: Densidade total de fitoplancton no Reservatério do Lobo nos meses de outubro de 2014 e
janeiro de 2015, nas profundidades de 50% e 10% de RSFA.
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Entre os organismos mais frequentemente observados em outubro, na primeira profundidade, estiveram
Cylindrospermopsis raciborskii (8.752 ind/mL), Aphanocapsa elachista (1.013 coldnia/mL) e Aulacoseira
granulata (645 ind/mL). Na segunda profundidade, as espécies com maior densidade foram
Cylindrospermopsis raciborskii (7.720 ind/mL), Anabaena sp. (762 ind/mL) e Aulacoseira granulata (572
ind/mL). Em janeiro, as espécies mais comuns na primeira profundidade foram: Actinastrum hantzschii (4.261
ind/mL), Cylindrospermopsis raciborskii (3.915 ind/mL) e Aphanotece sp. (2.188 ind/mL). Na segunda
profundidade, Cylindrospermopsis raciborskii (4.837 ind/mL), Actinastrum hantzschii (3.685 ind/mL) e
Cyclotella sp. (1.727 ind/mL).

Bacillariophyceae

m Cryptophyceae

Janeiro 2015 - 10% RSFA m Cyanobacteria

®m Dynophyceae

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Abundancia relativa do fitoplancton (%)

Figura 5: Abundéncia relativa (%) da comunidade fitoplanctnica no Reservatorio do Lobo,
Bacillariophyceae, Chlamydophyceae, Chlorophyceae, Cryptophyceae, Cyanobacteria e Dynophyceae,
relativa as profundidades de 50% e 10% da RSFA nos meses de outubro de 2014 e janeiro de 2015.

Houve maior assimilagcdo de aménio no més de outubro/14 (7,4 ugN/L/h — 50% RSFA; 23,9 pgN/L/h — 10%
RSFA) em comparagdo com as outras formas nitrogenadas em ambas as coletas (Figuras 6, 7, e 8). No entanto,
esta mesma forma nao apresentou resultado detectavel no més de janeiro de 2015 (Tabela 3). A assimilagdo de
nitrato foi de 0,1 pgN/L/h, exceto na primeira profundidade em janeiro. A assimilagdo de ureia foi maior em
janeiro (2,3 ugN/L/h em 50% da RSFA e 2,8 em 10% da RSFA), em comparacdo a outubro de 2014, com
assimilacdo de 0,6 pgN/L/h na profundidade de 50% e 2,4 ugN/L/h em 10% da RSFA.

Tabela 3: Assimilacdo da ureia, nitrato e amdnio nas profundidades de 50% e 10% de RSFA, nos meses
de outubro de 2014 e janeiro de 2015, no Reservatério do Lobo.

Assimilacéo - uptake absoluto (rho; pgN/L.h)
Coleta Profundidade ) ) .
Ureia Nitrato Amonio
50% RSFA
(LE/M’.s) 0,6 0,1 7,4
Outubro/2014
10% RSFA
(LE/MP.s) 2,4 0,1 23,9
50% RSFA -
(LE/M2.s) 2.3 10
Janeiro/2015
10% RSFA -
(LE/mZ.s) 2.8 0.1

* ndo detectado.

Assim como no estudo de Moneta et al. (2014), realizado no Mar do Norte, na Holanda, que correlacionou a
assimilacdo do nitrogénio com a temperatura da agua, foi possivel verificar que no més que janeiro, com a
temperatura da agua na faixa dos 26°C, houve maior assimilacdo de duas formas nitrogenadas (ureia e nitrato)
entre as trés estudadas no reservatério do Lobo. Até 0 momento, ndo foi possivel observar uma relacdo direta
ou inversamente proporcional entre a radiacdo solar fotossinteticamente ativa e os resultados de assimilacéo,
diferentemente do que ja foi observado em estudos como o de Berman et al. (1984), em que houve aumento da
assimilacdo do nitrogénio em elevadas intensidades de radiacdo solar, sobretudo durante o meio-dia.
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O aumento da concentracdo ambiental de nitrato e ureia no més de janeiro de 2015 coincidiu com a maior
assimilacdo destas formas nitrogenadas no mesmo periodo. No entanto, para o aménio, as maiores
concentragcdes ambientais em janeiro ndo propiciaram maior assimilacdo desta forma, que sequer foi detectada
no periodo. As concentracdes de nutrientes podem influenciar a assimilacdo das formas nitrogenadas, como foi
sugerido nos estudos de Berman et al. (1984), Souza (2006) e Falcdo (2006). No entanto, ainda ndo esta claro
se existe um padrdo geral da relacdo entre a disponibilidade de formas nitrogenadas e a assimilagdo de
nitrogénio. Ward (1985) observou influéncia positiva ou negativa das concentracGes ambientais de amdnio
sobre a sua assimilacdo pelo fitoplancton, dependendo da localizacdo espacial das estacfes de monitoramento.

50% RSFA

m Qutubro 2014

B Janeiro 2015

Profundidades

0 0,5 1 15 2 2,5 3
Assimilacéo de ureia (ugN/L.h)

Figura 6: Médias da assimilagéo da ureia (ugN/L/h) nos meses de outubro de 2014 e janeiro de 2015 nas
profundidades de 50% e 10% da RSFA, no Reservatorio do Lobo.
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Figura 7: Médias da assimilacdo do nitrato (ugN/L/h) nos meses de outubro de 2014 e janeiro de 2015
nas profundidades de 50% e 10% da RSFA, no Reservatorio do Lobo.

50% RSFA h
EJaneiro 2015

10% RsrA T

0 5 10 15 20 25 30
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Figura 8: Médias da assimilagdo do amonio (rgN/L/h) nos meses de outubro de 2014 e janeiro de 2015
nas profundidades de 50% e 10% da RSFA, no Reservatério do Lobo.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos tém sugerido que a temperatura provavelmente é um importante fator que influencia a
assimilacdo das formas nitrogenadas pelo fitoplancton no reservatério do Lobo. A forma preferencialmente
assimilada pelo fitoplancton apresentou variagcdo temporal. No caso do reservatério do Lobo, em outubro, a
forma preferencialmente assimilada foi o aménio e, em janeiro, a ureia.
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