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Quando vim da minha terra,
se é gque vim da minha terra
(ndo estou morto por 1a?),

a correnteza do rio

me susurrou vagamente
gue eu havia de quedar

I& donde me despedia.

Os morros, empalidecidos
no entrecerrar-se da tarde,
pareciam me dizer

gue ndo se pode voltar,
porgue tudo é conseqiiéncia
de um certo nascer ali.

Quando vim, se é que vim
de algum para outro lugar,
0 mundo girava, alheio

a minha baca pessoa,

€ No Seu giro entrevi

gue ndo se vai nem se volta
de sitio algum a nenhum.

Que carregamos as coisas,
moldura da nossa vida,
rigida cerca de arame,

na mais andnima célula,

e um chdo, um riso, uma voz
ressoam incessantemente
em nossas fundas paredes.

Novas coisas, sucedendo-se,
iludem a nossa fome

de primitivo alimento.

As descobertas sdo mascaras
do mais obscuro real,

essa ferida alastrada

na pele de nossas almas.

Quando vim da minha terra,
ndo vim, perdi-me no espaco,
na ilusdo de ter saido.

Ai de mim, nunca sai.

L& estou eu, enterrado

por baixo de falas mansas,
por baixo de negras sombras,
por baixo de lavras de ouro,
por baixo de geracdes,

por baixo, eu sei, de mim mesmo,
este vivente enganado,
enganoso.

Carlos Drummond de Andrade (A ilusdo do migrante)
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RESUMO

Em ambientes aquaticos, a matéria organica dissolvida natural (MOD) apresenta propriedades
quelantes de metais e, dessa maneira, pode atuar sobre a biodisponibilidade desses elementos
para organismos do fitoplancton. O emprego de espécies fitoplancténicas para avaliar risco
potencial de toxicidade € estratégico, pois estes organismos encontram-se na base das cadeias
troficas de ecossistemas aquaticos e, portanto, sdo importantes na transferéncia de metais
nesses ambientes. O objetivo deste trabalho foi analisar as interacdes entre o metal cobre, a
MOD natural e Selenastrum capricornutum. Meio de cultura enriquecido foi utilizado para os
bioensaios de toxicidade, que tiveram 96 h de duracdo e foram realizados com duas réplicas
em culturas estanques. Frascos de policarbonato de 1000 ml de capacidade com 500 ml de
meio nutritivo foram utilizados. Culturas controle foram realizadas sem adicao extra de cobre,
mas com a concentracdo naturalmente presente no meio enriquecido WC. Diversas
concentragdes de cobre livre foram adicionadas, desde 4x10™° M até 4x10™. A fracéo livre do
metal foi determinada no inicio e final dos experimentos utilizando-se eletrodo seletivo ao ion
cobre. Substancia humica comercial foi utilizada como modelo de MOD em concentracao
final de 10 mg.L™. Foram feitas amostragens diérias para determinacdo do nimero de
células/mL e concentracdo de clorofila-a. S. capricornutum apresentou alta resisténcia as
concentracdes do metal, visto que apenas em concentragdes maiores que 10° M do fon livre
no caso dos experimentos sem MOD, e maiores que 10® M nos experimentos com MOD,
houve um decréscimo na sintese de clorofila-a. Concentracdes menores que 10° M de Cu
ibnico ndo afetaram significativamente a taxa de crescimento da microalga, cujo ECsy para
cobre livre foi de cerca de 5x10® M. Considerando-se ECsy calculado com base na
concentracdo de cobre nominal, o respectivo valor passa a 5x10° M. Foi detectada uma
diferenga significativa em relacdo a concentracdo de cobre nominal e cobre livre no meio de
cultura. Tal diferenca € resultante da complexacao do cobre por substancias presentes no meio
e pelos fitoquelantes produzidos pelas proprias células algais. No entanto, a adi¢do extra de
MOD em concentragdo de 10 mg.L™ néo afetou tais concentracdes, que foram similares para

0S experimentos com e sem MOD.

Palavras-chave: cobre, matéria organica dissolvida, Selenastrum capricornutum, toxicidade,
ISE.
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1 INTRODUCAO

A matéria organica natural € representada pelos organismos Vivos, Seus
produtos de excrecdo e restos apds a morte. Pode ser encontrada em grandes depositos,
como os de combustiveis fosseis e solos, ou em estado disperso nas aguas oceanicas e
reservatorios de agua doce.

Segundo ESTEVES (1998), a concentracdo de matéria organica dissolvida no
meio aquatico influencia fortemente a disponibilidade de metais tragos.

Os metais sdo naturalmente encontrados nos diferentes segmentos integrantes
dos sistemas aquaticos naturais, tais como rochas, solos, sedimentos, aguas e
organismos. Entretanto, o aumento da concentracdo destes elementos devido as
atividades antropicas, associado com seu elevado potencial tdxico, podem provocar
efeitos adversos aos ecossistemas aquaticos e ao homem (SALOMONS e FOSTER,
1984). Quanto a contaminagdo ambiental, os metais apresentam um risco adicional em
relacdo a maior parte dos contaminantes de origem organica, uma vez que estes
elementos ndo sofrem degradacdo, sendo apenas transferidos de um compartimento
para outro.

O cobre, metal utilizado neste estudo, € comum em rochas e minerais da crosta
terrestre. Fontes naturais de cobre nos ambientes aquaticos incluem o intemperismo e a
dissolucdo de minerais que contém cobre, sulfetos de cobre e cobre livre. Potenciais
fontes antropogénicas de cobre incluem o uso de compostos de cobre como algicidas,
efluentes de plantas de tratamento de esgotos, drenagem de aguas urbana e subterranea
contaminadas, usos agricolas de compostos contendo cobre como fungicidas e
pesticidas, além de precipitacdes atmosféricas e descargas industriais. As vias
principais de entrada de cobre e outros metais em ecossistemas marinhos incluem a
contaminacdo e liberacdo de residuos de metais em rios e leitos que acabam por
desaguar nos oceanos.

Cobre faz parte da dieta normal e é necessario para o crescimento saudavel de
microalgas planctonicas. E requerido em baixa concentracio, da ordem de 10™° — 107

M na forma livre, sendo que concentracGes pouco mais elevadas podem ser toxicas.
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O aumento na descarga de metais em ambientes naturais tem acarretado
problemas de toxicidade cronica, o que resulta na adaptacdo de alguns organismos e
extincdo de outros, os menos adaptados. Estudos ecofisioldgicos relacionados aos
organismos do fitoplancton permitem uma compreensdo dos processos quimico-
bioldgicos que regulam a toxicidade dos metais em ambientes naturais. Considerando
que processos de eutrofizacdo tém atingido, além de rios e lagos, regides costeiras tais
como baias e estudrios, o estudo das interacdes metais-MOD-microalgas contribui de
para a avaliagdo dos impactos ambientais causados por contaminacdo de metais em
ambientes aquaticos ricos em matéria organica dissolvida, tais como os eutrofizados.

A contaminacgdo ambiental causada por metais, cuja caracteristica notavel é sua
persisténcia e tendéncia de concentrarem-se em cadeias alimentares através de
bioacumulacao e biomagnificacdo (WOODWELL, 1974; RAINBOW e DALLINGER,
1993; REINFELDER et al., 1998), pode resultar em alteracdes na estrutura e funcao da
comunidade de um modo geral. Nos ambientes aquaticos, 0s seres vivos possuem uma
relacdo intima e reciproca com o meio circundante, sendo que a introducdo de
substancias ou compostos toxicos leva a alteragdes profundas na biota (ROCHA,
2000). Como exemplo, temos a reducdo das taxas alimentares em consumidores
primarios, resultando em mudancas significativas nas populagdes, uma vez que a
reproducdo, crescimento e sobrevivéncia dos organismos dependem da energia
proveniente do alimento (TAYLOR et al., 1998).

Nos ambientes aquaticos, um metal pode seguir diversos destinos, tais como
interacbes idnicas simples, associacdo com particulas, precipitacdo e acimulo no
sedimento, oxidacdes e redugdes quimicas e biologicas, complexagdo com ligantes e
adsorcdo e absorcdo por microorganismos dentro da cadeia alimentar. No entanto,
apesar de conhecer os provaveis destinos dos metais dentro dos ecossistemas
aquaticos, a ciéncia € atualmente incapaz de prever acuradamente a extensdo dos
riscos impostos por uma contaminacdo ambiental causada por metais. Segundo
VOELKER e KOGUT (2001), os modelos disponiveis para o transporte e

transformacdo desses elementos em ambientes aquaticos sao incompletos, em grande
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parte, por falharem ao considerar a complexidade das interaces biologicas com 0s
metais.

A relacdo entre metais, microalgas e materiais organicos é ainda pouco
conhecida. Os materiais organicos podem sofrer processo de adsorcdo na superficie
das células algais e, como sdo capazes de sequestrar alguns metais, e.g. Cu, esta
mesma MOD pode, ainda, controlar a toxicidade daquele ion especifico
(GONZALEZ-DAVILA et al., 1995). Além disso, os materiais organicos dependendo
de sua polaridade e massa molecular podem facilitar a entrada dos metais em
organismos unicelulares. Assim, 0os materiais organicos podem ndo somente reduzir a
toxicidade dos metais em ambientes aquaticos, mas também aumentar sua toxicidade
(ERRECALDE et al., 1998).

A importancia da MOD natural, substancia humica ou geopolimeros (SAAR e
WEBER, 1982) no ambiente é amplamente reconhecida. Sua natureza faz com que
funcione como agente tamponante de ions metalicos em ambientes naturais (BUFFLE,
1988). Deste modo, as substdncias hiumicas podem alterar a particdo de metais
passiveis de complexacdo, sequestrando ou liberando estes ions para o ambiente
(FOX, 1984; LOMBARDI e JARDIM, 1997a; 1997b) e, eventualmente alterando a
biodisponibilidade de metais aos organismos (LOMBARDI et al., 2002).

Segundo Wangersky (1994), as transformacBes quimicas em ambientes
marinhos sO serdo totalmente entendidas quando se considerar as reagfes com as
substancias humicas ou por ela mediadas. De acordo com TAYLOR et al. (1998), o
material organico particulado suspenso na coluna d’agua pode atuar tanto como
sumidouro, como também como fonte de metais para 0s organismos aquaticos. Podem
induzir a alteragfes nos habitos desses organismos com efeitos sobre a estrutura e
funcdo dos ecossistemas aquaticos, incluindo mudancgas na transparéncia da agua,
alteracOes na regeneracdo de nutrientes e no tamanho das populagdes de invertebrados
e vertebrados.

Nos ambientes aquaticos os organismos de diferentes niveis tréficos apresentam
mecanismos distintos de captura de metais aos quais estdo expostos no meio. Para

microalgas da-se a absorcdo diretamente a partir do meio, para zooplancton da-se
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principalmente através da ingestdo de ions em solucdo ou de metais incorporados a
material bioldgico (SALOMONS e FOSTER, 1984). Assim, a disponibilidade de
elementos traco para 0s organismos pode ser influenciada por caracteristicas
fisiologicas e ecoldgicas, bem como por um grande nimero de fatores intrinsecos, tais
como tamanho, idade e sexo do individuo, ou extrinsecos, tais como especiacdo
metélica, salinidade, temperatura e a presenca de outros poluentes (OCHIALI, 1995).
A definicdo de cobre como o0 modelo de metal a ser investigado baseou-se no fato de
que cobre associa-se a materiais organicos. O metal é também um micronutriente, isto
é, nutriente essencial requerido em pequenas concentracdes, porém toxico em
concentragGes pouco mais elevadas.

A presente proposta tem como objetivo principal a verificagdo dos efeitos de
fons cobre sobre células de Selenastrum capricornutum e o modo como estas

interacdes sdo influenciadas pela presenca de materiais organicos naturais.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi analisar as interagcdes entre o cobre, a
matéria organica dissolvida natural e ceélulas fitoplanctonicas de Selenastrum
capricornutum Printz. A toxicidade do cobre aos organismos foi avaliada em relacéo a
presenca e auséncia dos materiais organicos dissolvidos naturais.

Como consequéncia deste objetivo central, diversos outros objetivos
secundarios foram atingidos. Estes sdo descritos a seguir:

a) Cultivo de microalga fitoplanctonica utilizada nos testes;
b) Verificacdo da toxicidade de cobre para organismo do fitoplancton testado através
de culturas contaminadas com o metal em varias concentracoes;

c) Verificagéo do efeito da MOD sobre a toxicidade de cobre.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTURAS ALGAIS

O objeto de estudo deste trabalho foi a microalga Selenastrum capricornutum.
Os ino6culos foram obtidos no Laboratdrio de Ficologia do Departamento de Botanica
da Universidade Federal de S&o Carlos e mantidos em cultura unialgal no Laboratorio
de Plancton do Departamento de Hidrobiologia da Universidade Federal de Séo
Carlos. Sua escolha baseou-se na facilidade de cultivo, uma vez que a referida
microalga tem habilidade de crescer rapidamente em condi¢Ges de laboratério, na
facilidade de contagem, se comparada a outras microalgas, mas principalmente por
constar na legislacdo ambiental (Norma ASTH D3978 ISO 8692) como organismo
teste padréo para testes de inibicdo de crescimento algal.

Todas as culturas foram feitas em meio WC (GUILLARD e LORENZEN,
1972; TABELA 1) modificado, sem EDTA (agente quelante de ions metalicos) e com
adicdo de TRIS, cuja funcdo é manter o pH constante (pH 7) no meio de cultura
durante o experimento. O meio foi esterilizado em autoclave a 120° C por 30 minutos
24 horas antes da inoculacéo e o pH foi ajustado para 7,0.

Os testes de toxicidade, realizados com duas réplicas, foram feitos com e sem a
adicdo de matéria organica dissolvida natural (substancia humica obtida do Suwannee
River, e adquirida atraves da International Humic Substances Society) e tiveram a
duracdo de 96 horas. Foram empregadas culturas estanques em Erlenmeyers de
policarbonato com 1000 ml de capacidade e 500 ml de meio de cultura. As culturas
experimentais foram mantidas sob condi¢cdes ambientais controladas, com ciclo claro-
escuro de 12-12 h e temperatura entre 20-22° C.

A limpeza do material de policarbonato foi feita colocando-se os Erlenmeyers
em imersdao em HCI 1M durante sete dias e posteriormente enxaguados com agua
destilada. Detalhes dos procedimentos laboratoriais utilizados para o preparo e limpeza
de amostras encontram-se descritos em LOMBARDI et al. (2002). Frascos de

policarbonato sdo indicados para experimentos envolvendo elementos metalicos
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devido a adsorcdo dos mesmos em frascos de vidro, que pode chegar a 30% do total

adicionado do elemento.

TABELA 1 — COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA DE AGUA DOCE WC (GUILLARD E
LORENZEN, 1972)

Composto Concentracio (10° M)
CaCl,- 2 H,0 250
MgSO, - 7 H,0 150
NaHCO; 150
K,HPO, 50
NaNO; 1000
Na,SiO; - 9 H,0 100
Na, - EDTA 11,7
FEC|3' 6 Hzo 11,7
CuS0O, - 5H,0 0,04
ZnS0O, - 7 H,0 0,08
CoCl,- 6 H,0 0,05
MnCIZ -4 H20 0,9
Na,MoO, - 2 H,0 0,03
H;BO, 16
Tris 4120
Vitaminas
Thiamina - HCI 0,29
Biotina 0,0002
B12 0,000037

Os testes de toxicidade (96 h de exposicdo ao agente toxico) foram feitos
adicionando-se CuSO, em concentracOes definidas (nominais ou calculadas) no meio
de cultura. Neste foi adicionado inoculo algal oriundo de uma cultura em fase
exponencial de crescimento (células em sua maioria saudaveis). A FIGURA 1 mostra
as diversas fases de crescimento pelas quais passa uma microalga quando cultivada em
sistemas estanques (ou batch) como aqueles utilizados no presente estudo. Uma vez
inoculado, o crescimento populacional foi monitorado diariamente durante as 96h de
duracgéo dos bioensaios.

A cultura controle teve em sua composi¢do a concentragdo de cobre usual
presente no meio de cultura WC (4x10® M). Os bioensaios de toxicidade de cobre
apresentaram as seguintes concentragdes (nominais) do metal: 10° M, 10° M, 107 M,

10° M, 10 M, 10 M, 10" M. Nos experimentos cujo objetivo foi verificar o efeito da
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MOD sobre a toxicidade de cobre foi adicionado, além do metal, 10 mg-L™" de

substancia humica para 500 ml de meio de cultura.

FIGURA 1 — PADRAO TIPICO DE CRESCIMENTO APRESENTADO POR UMA ALGA
UNICELULAR CULTIVADA EM CULTURA. MODIFICADO DE FOGG (1975).

Log numero de celula

Idade da cultura

NOTA: Fases de crescimento em culturas estanques: 1 - fase lag (adaptacdo ao novo ambiente), 2 -
fase exponencial (fase de maximo crescimento), 3 - fase estacionaria (fase de redugdo no crescimento),
4 - fase senescente (fase de morte celular, com redugdo do nimero de células).

3.2 CONTAGEM DE CELULAS

O crescimento das culturas foi acompanhado através de contagem de células ao
microscopio e concentracdo de clorofila-a Foram realizadas amostragens diarias para
as determinacdes do numero de celulas. O crescimento celular foi acompanhado por
contagem de células algais ao microscépio (nimero de células por ml de cultura).
Foram retirados diariamente 3 ml de cada cultura algal para esta analise e as amostras
foram fixadas com 2 gotas de solucdo de lugol (iodeto de potassio: iodo: agua
destilada; 1:2:20). As contagens de ceélulas foram realizadas com o0 uso de um

hemocitdometro Fuchs-Rosenthal sob microscépio optico.



18

3.3 CLOROFILA-A

Determinacdes de clorofila-a foram usadas para o monitoramento do
crescimento da populagdo durante o experimento. Taxas de crescimento foram
determinadas plotando-se a concentracdo de clorofila-a (ug/L) contra o tempo
experimental (horas) e calculando-se uma regressdo linear para o periodo de
crescimento. Este procedimento foi repetido para cada uma das concentracdes de cobre
usadas nos bioensaios.

Para a quantificacdo de clorofila-a foram realizadas amostragens diarias das
culturas algais. As amostras (12 ml de cada cultura algal) foram filtradas através de
filtracdo a vacuo (21 mmHg) utilizando-se filtros de fibra de vidro de 0,45 um de
didmetro de poro (SARTORIUS, Goeltingen, Alemanha). Estes filtros foram
armazenados em envelopes de papel aluminio e congelados até o0 momento de analise
de clorofila-a. Esta determinacdo foi realizada segundo procedimento descrito em
STRICKLAND e PARSONS (1972) no Centro de Estudos do Mar da Universidade
Federal do Parana. Para o célculo da concentracdo de clorofila-a foi aplicada a

seguinte equagéo:

Clorofila-a (ug/L) = (r/(r-1)) - (Fa—Fd) - v/V

Onde r é o fator do fluordbmetro (2,014), Fa é a fluorescéncia antes da
acidificacdo, Fd ¢ a fluorescéncia depois da acidificacdo, v é o volume (ml) de acetona

90% e V é o volume (ml) filtrado da amostra.

3.4 METAL PARTICULADO

A concentracdo total de cobre nas células algais foi determinada através
espectroscopia de absorcdo atdbmica. Amostragens para determinacdes de cobre total
particulado foram realizadas no final dos experimentos (96 h). A digestdo acida das
amostras para a extracdo do cobre celular foi baseada nas metodologias descritas em
FISHER & FROOD (1980) e SLAUENWHITE & WANGERSKY (1991) e seguiu 0s

procedimentos descritos em Lombardi et al. (2002). As amostras (10 ml de cada
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cultura algal) foram filtradas a vacuo (21 mmHg) usando-se filtros de membrana
(MILLIPORE, éster de celulose) com 0,45 pum de diametro de poro. Sabe-se que estes
filtros liberam materiais inorganicos e metais mesmo depois da passagem de 1 L de
agua, por isso foram deixados em HCI 1M por 24 h imediatamente antes do uso. No
momento de uso, os filtros foram enxaguados com agua destilada em vidro. Apds as
filtragens estes filtros foram secos em estufa a 65° C por 24 h e congelados até a

extracdo do cobre particulado.

3.5 METAL LIVRE

As amostragens para determinacdo da concentracdo de metal livre foram
realizadas no inicio (0 h) e no final de cada experimento (96 h). As amostras foram
obtidas por filtracdo a vacuo (21 mmHg) de 100 ml de cada cultura algal utilizando-se
filtros de fibra de vidro de 0,45 um de diametro de poro (SARTORIUS, Goeltingen,
Alemanha), pré-lavados em HNO;z; 1M por 24 h. Os filtros foram descartados e 0s
filtrados colocados em recipientes de plastico para a determinacdo do cobre livre.

O cobre soltvel na forma idnica, cobre livre ou ainda cobre hidratado (Cu®*) foi
determinado utilizando-se um eletrodo seletivo ao ion de cobre ANALION cuja curva
de calibracdo pode ser vista na FIGURA 2, em conjunto com um eletrodo de
referéncia de dupla juncdo ANALION Ag/AgCl. Leituras do potencial (mV) foram
obtidas usando-se um pHmetro ANALION (modelo AN 2000, Ribeirdo Preto, Brasil)
com resolugéo 0,01 mV. Durante as analises foi mantida temperatura constante de 22
+1°C.
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FIGURA 2 - CURVA DE CALIBRAGAO PARA O ELETRODO SELETIVO A iON COBRE.
FORCA IONICA = 2 x 102 M (NaNOs), pH = 5,0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A biodisponibilidade dos elementos traco esta relacionada as caracteristicas
quimicas do elemento e a sua interacdo com as diferentes entidades presentes no meio,
tais como organismos, compostos organicos e inorganicos. Cobre é um metal reativo
com respeito a sua associacdo com materiais organicos, sendo que em ambientes
marinhos cerca de 99.9% deste metal ¢ normalmente encontrado sob a forma de
complexos (OLIVEIRA et al., 1995). Na maioria dos casos, 0s metais complexados a
matéria organica ndo se encontram biodisponiveis as microalgas. No entanto, observa-
se um equilibrio entre o metal livre e 0 complexado, ocorrendo uma dissocia¢ao dos
complexos a medida que o metal livre vai sendo consumido pela biomassa.

Estudos sobre a complexacdo de cobre com a MOD em ecossistemas aquaticos,
tém demonstrado que mais de 90% do metal encontra-se complexado organicamente,

com excecao da zona afética dos oceanos (XUE e SIGG, 1990).

No presente estudo, foram obtidos valores de cobre livre de até cerca de 100
vezes menores do que a concentragdo nominal (calculada) empregada (FIGURA 3). A
diferenca entre esses valores deve-se, provavelmente, ao fato de uma parcela do total
adicionado complexar-se a outras substancias no meio, tais como 0s excretados das
células algais, o tampéo utilizado (TRIS), e a MOD (10 mg.L™). Estes resultados s&o
mostrados nas TABELAS 2 e 3 e nas FIGURAS 4A e 4B.

TABELA 2 — DADOS DE CONCENTRAGCAO TOTAL E IONICA DE COBRE RELACIONADOS
AS TAXAS DE CRESCIMENTO NOS EXPERIMENTOS SEM PRESENCA DE MOD.

Concentragdo Nominal Concentragdo lonica Taxa de crescimento
(% desvio padrdo) (% desvio padrdo)

Controle (4 x 10° M) 2,6 (+1,6) x 107 M 0,013 +£ 0,003
10°M 4,3 (+0.4) x 10° M 0,014+0
10° M 1,4 (+0.4) x 10° M 0,015 + 0,001
107 M 1,7 (+1.2) x 10° M 0,013+0
10°M 5,8 (+0.3) x 10° M 0,017 + 0,001
10° M 1,2 (+1.3) x 10° M 0,006 + 0,002
10" M 1,0 (+0.6) x 10° M 0+ 0,003

10° M 4.4 (+0.4) x 10* M 0+0
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TABELA 3 — DADOS DE CONCENTRACAO TOTAL E IONICA DE COBRE RELACIONADOS
AS TAXAS DE CRESCIMENTO NOS EXPERIMENTOS COM PRESENCA DE MOD.

Concentragdo Nominal

Concentragéo I6nica

Taxa de crescimento
(% desvio padrao)

Controle (4 x 10° M) 8,9 (+8.6) x 10”7 M 0,011 + 0,005
10° M 9,4 (+2.0) x 10 M 0,015+0
10% M 1,7 (+1.3) x 10° M 0,016 + 0,002
10’ M 5,5 (+0.5) x 10 M 0,015+0
10° M 2,8 (+0.5) x 10° M 0,013 + 0,001
10° M 1,5 (+0.2) x 10" M 0,008 +0
10" M 1,2 (+0.4) x 10° M 0+ 0,002
10° M 5,3 (+3.3) x 10° M 0+ 0,006

FIGURA 3. LOG DA CONCENTRACAO DE COBRE LIVRE EM FUNCAO DA
CONCENTRACAO DO LOG DA CONCENTRACAO MOLAR DE COBRE CALCULADA (OU
NOMINAL) PARA TODAS AS CONCENTRACOES EMPREGADAS NOS BIOENSAIOS, COM
ADICAO DE MOD E SEM ADICAO DE MOD.

N

Log (Cu Livre)

Log (Cu Nominal)
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A FIGURA 3 mostra que até uma concentragdo nominal de 107 M, ndo houve

diferenca significativa na concentracao de cobre livre, ficando préxima de 10 M. Este

comportamento foi observado tanto na auséncia como na presenca de MOD extra (10

mg.L™) no meio de cultura. A concentragéo de cobre livre no meio de cultivo comeca

a aumentar somente com cerca de 10° M de cobre nominal, seguindo em aumento

gradativo para ambas as espécies de cobre. Diferente do que seria esperado, nota-se

consideravel semelhanca entre os experimentos com e sem adicdo de MOD.
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Considerando que S. capricornutum pertence a famimila das Chlrococcales, e que
produz consideravel quantidade de fitoquelantes (LOMBARDI E VIEIRA, 2000), a
explicacdo para tal semelhanca entre os experimentos com e sem MOD quanto a
concentracdo de cobre no meio, pode estar relacionada a forca de associacdo e
quantidade de sitios disponiveis dos fitoquelantes produzidos por S. capricornutum e

cobre.

A liberacdo de exudatos por microalgas € bastante comum e é considerado
importante para o equilibrio e manutencdo das concentracdes de metais traco em aguas
naturais, podendo até diminuir os efeitos toxicos dos mesmos. Dessa maneira, a alga
pode influenciar a concentragdo residual de cobre na coluna d’agua tanto pela ligacao
do cobre nas superficies da célula e subseqliente remocao por sedimentacdo, quanto
pela producdo de ligantes que afetam a concentracdo de cobre livre (XUE e SIGG,
1990).

Cobre tem alta afinidade com &cidos organicos, que provavelmente constitui a
maior parte do material excretado produzido por certas células do fitoplancton. A
consequiéncia dessa alta afinidade é a formacdo de complexos inertes, que por sua vez
causa reducdo nas concentragdes de cobre livre (LOMBARDI e VIEIRA, 1998).

O crescimento obtido nos bioensaios € mostrado na FIGURA 4 em funcéo da
concentragdo de cobre livre (Fig. 4A) e nominal (Fig. 4B). Observa-se que a taxa de
crescimento (baseada na concentracdo de clorofila-a) foi afetada em concentracdes de
cobre livre pouco acima de 1x10® M, tanto para os experimentos com MOD como
também para aqueles sem MOD. Considerando-se a concentracdo nominal do metal,
que equivale a concentracdo total tedrica adicionada, observa-se reducdo na taxa de
crescimento das microalgas em valores superiores a 1x10° M. Este valor é cerca de
100 vezes superior aquele reportado para cobre livre. Neste caso, também néo foi
detectada diferenca significativa entre os experimentos com e sem MOD. Com estes
resultados, observa-se que a concentracdo de MOD empregada nos experimentos (10
mg.L™) foi pouco significante quanto & sua capacidade de sequestrar fons cobre. No
entanto, observa-se um erro (desvio padrdo) maior entre as replicas nos experimentos

com MOD em relacdo aqueles sem MOD. Este erro pode ser devido a estabilidade
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mais lenta do eletrodo seletivo a cobre quando detectando concentragdes mais baixas
do metal e tende a mascarar diferengas que de outra maneira seriam obtidas.

As taxas de crescimento foram calculadas através de regressao linear (y = a +
bx) da concentracdo de clorofila-a e sdo representadas pelo coeficiente angular (b)

assim obtido. Para estes dados pode-se estimar o valor de ECs,’.

FIGURA 4 - LOG DA CONCENTRACAO MOLAR DE COBRE LIVRE, (4A) EM FUNCAO DA
CONCENTRAGCAO DE COBRE NOMINAL (4B).
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! ECs:96h — concentracdo efetiva inicial média nominal do agente toxico, no inicio do teste, que causa
inibicdo do crescimento de 50% da biomassa algacea em relagdo ao controle, em 96 horas de
exposicdo (CETESB, 1986).
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A concentracdo especifica de cobre que reduziu em 50% a taxa de crescimento
da populagdo (EC50) para os experimentos sem MOD e com MOD considerando-se
a concentracdo de cobre livre foi de 5x10® M, enquanto que para a concentragio
nominal foi de 5x10° M. Este resultado mostra que houve seqiiestro de fons cobre
do meio de cultura pela MOD presente, ainda que tenha sido resultante da somatéria
tampéo, fitoquelantes liberados pela microalga e MOD adicionada. Estes resultados
mostram ainda que o cobre ligado a MOD apresenta menor toxicidade do que o
cobre livre, dai uma necessidade maior de cobre nominal para obtencdo de efeito

toxico similar.

Os resultados do presente estudo mostraram também que as células de S.
capricornutum foram tolerantes a uma larga amplitude de concentracdo de cobre, de
cerca de 1x10™° M até 1x10® M em concentragdo nominal e de 5x10™° M até 1x10® M
de ions livre de cobre. Nessas amplitudes de concentracado, a taxa de crescimento ficou
praticamente igual aquela do controle.

Os efeitos do cobre na dinamica da populagédo, quantificado como concentracao
de clorofila-a (ug-L™) versus tempo experimental, sdo ilustrados nas FIGURA 5 e 6.
As curvas mostram uma variagdo concentracdo de clorofila-a dependendo da
concentracdo de cobre. Sabe-se que a taxa de crescimento é variavel de fundamental
importancia em estudos de fisiologia de microalgas e deve, portanto, ser determinada
por parametros sensiveis. Varios métodos sdo usados para avaliacdo da biomassa e
determinacdo da taxa de crescimento. No presente estudo utilizou-se clorofila-a para
avaliacdo da biomassa e sensitividade ao cobre por seu erro ser menor do que 0S
obtidos a partir das contagens celulares ao microscopio.

Em testes de toxicidade é de fundamental importancia a obtencdo do valor de
ECso. Este valor serve para avaliar a toxicidade de um agente quimico e,
consequientemente, comparar o potencial toxico entre os diversos agentes. No presente
estudo, o parametro ECs, foi determinado para 0s experimentos com e sem presenca
de MOD (FIGURA 4).
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FIGURA 5 — CONCENTRAGCAO DE CLOROFILA-A EM FUNGCAO DO TEMPO
EXPERIMENTAL NOS DIVERSOS TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS SEM PRESENCA DE
MOD INDICANDO UMA ESCALA DE TOXICIDADE.
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FIGURA 6 — CONCENTRACAO DE CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO
EXPERIMENTAL NOS DIVERSOS TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS COM
PRESENCA DE MOD INDICANDO UMA ESCALA DE TOXICIDADE
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A concentracdo de cobre celular variou de acordo com a concentragdo do metal
no meio experimental. O acUimulo do metal nas células foi observado nos
experimentos com concentracdes mais elevadas do metal (FIGURA 7), proximo a 10
M de cobre livre. Esta concentracdo foi aquela onde observa-se reducdo da taxa de
crescimento e na concentracdo de clorofila-a da microalga. Comportamento
semelhante foi observado tanto para os experimentos com MOD e sem MOD. Sabe-se
que organismos cuja historia de vida deu-se em ambientes com concentracGes elevadas
de um metal especifico sdo tolerantes aqueles elemento. Dos resultados apresentados,
concluimos que Selenastrum capricornutum é um organismo capaz de acumular ions
cobre e portanto é considerado um agente de transferéncia do elemento na cadeia
tréfica.
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FIGURA 7 - CONCENTRAGCAO DE COBRE EM CELULAS DE SELENASTRUM
CAPRICORNUTUM (mgCu.cel™) CULTIVADAS EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
COBRE LIVRE.
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5 CONCLUSAO

Para se avaliar o impacto de metais pesados sobre a biota, testes de toxicidade
correlacionando a concentracdo de metal podem conter erros por ignorar a especiagao
de metais, uma vez que muitos metais existem como cations passiveis de
complexacdo. Esta complexacdo pode ocorrer em diferentes e variados graus por
compostos organicos e inorganicos, influenciando a disponibilidade dos metais para a
biota.

Os resultados apresentados neste estudo mostram que a fracdo i6nica do cobre,
em sua forma livre (ou hidratada) foi a forma de maior toxicidade para Selenastrum
capricornutum. Esta conclusdo é confirmada pela maior toxicidade do cobre livre em
relacdo ao nominal, como foi detectado pelo valor de EC50.

Ainda como conclusdo do presente estudo, observamos que a limpeza dos
materiais e equipamentos, assim como a acuracidade e reprodutibilidade dos dados sé&o
fatores preponderantes em uma pesquisa cientifica, resultando certamente em erros de

peguena proporgao.
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TABELA 4 — VARIACAO DO NUMERQ DE CELULASML™ EM FUNGCAO DO TEMPO
EXPERIMENTAL E DA CONCENTRACAO DE COBRE NOMINAL NOS EXPERIMENTOS

SEM MOD

Cu nominal Oh 24 h 48 h 72 h 96 h

controle A 2,1x10° 2,5x 10° 2,9 x10° 3,9x10° 44 x10°
107 A 6,9 x 10° 1,9 x 10° 1,7 x 10° 2,1x10° 6,5 x 10°
10" B 6,5 x 10° 1,7 x 10° 1,7 x 10° 1,9 x 10° 6,3 x 10°
10° A 7.4 x 10° 1,9 x 10° 1,8 x 10° 2,2 x 10° 2,6 x 10°
10°B 7,2x10° 2x10° 1,9 x 10° 2,7x10° 2,8x10°
10° A 1,37 x 10° 2,35 x 10° 2,17 x 10° 7,64 x 10° 9,67 x 10°
10°B 8,99 x 10° 7,87 x 10° 5,62 x 10° 7,19 x 10° 6,75 x 10°
10% A 2,22 x 10° 2,93 x 10° 6,97 x 10° 6,97 x 10° 4,13 x 10°
10°B 8,55 x 10° 8,1x10° 9,89 x 10° 7,87 x 10° 8,32 x 10°
10° A 1,46 x 10° 2,13 x 10° 6,52 x 10° 8,1x10° 8,99 x 10°
10°B 1,91 x 10° 5,84 x 10° 8,77 x 10° 7,87 x 10° 6,07 x 10°

controle B 9,67 x 10° 5,62 x 10° 6,29 x 10° 7,87 x 10° 1,03 x 10°

controle C 1,17 x 10° 8,32 x 10° 5,39 x 10° 7,42 x 10° 8,55 x 10°
10" A 3,59 x 10° 4,05 x 10° 3,15 x 10° 3,82 x10° 3,52 x 10°
10* B 4,05 x 10° 4,94 x 10° 3,6 x 10° 4,27 x 10° 4,95 x 10°
10°% A 4,94 x 10° 1,6 x 10° 45x 10° 6,3 x 10° 5,62 x 10°
10°B 4,72 x 10° 4,27 x 10° 45x 10° 6,52 x 10° 4,05 x 10°

TABELA 5 — VARIACAO DO NUMERQ DE CELULASML™ EM FUNCAO DO TEMPO
EXPERIMENTAL E DA CONCENTRACAO DE COBRE NOMINAL NOS EXPERIMENTOS

COM MOD
AMOSTRA 0h 24 h 48 h 72 h 96 h

controle A 3,82 x10° 4,72 x 10° 6,29 x 10° 7,19 x 10° 1,55 x 10°
controle B 4,05 x 10° 4,72 x 10° 4,49 x 10° 6,07 x 10° 8,99 x 10°
107 A 3,37 x 10° 2,47 x 10° 3,24 x 10° 3,68 x 10° 4,13 x 10°
10" B 4,27 x 10° 2,57 x 10° 2,35 x 10° 3,46 x 10° 4,35 x 10°
10° A 4,27 x 10° 2,22 x 10° 2,08 x 10° 3,15 x 10° 3,95 x 10°
10°B 3,37 x 10° 4,57 x 10° 3,33 x 10° 3,02 x 10° 3,86 x 10°
10° A 5,08 x 10° 4,37 x 10° 4,89 x 10° 5,18 x 10° 5,97 x 10°
10°B 5,73 x 10° 4,81 x 10° 5,0 x 10° 5,39 x 10° 5,87 x 10°
10% A 5,27 x 10° 4,72 x 10° 4,49 x 10° 5,02 x 10° 5,73 x 10°
10%B 6,17 x 10° 5,43 x 10° 4,33 x 10° 4,96 x 10° 5,15 x 10°
10° A 5,74 x 10° 3,87 x 10° 2,23 x 10° 3,93 x10° 4,67 x 10°
10°B 6,03 x 10° 4,50 x 10° 2,89 x 10° 4,07 x 10° 5,13 x 10°
controle C 6,07 x 10° 7,42 x 10° 6,75 x 10° 8,55 x 10° 7,65 x 10°
controle D 5,85 x 10° 6,75 x 10° 7,19 x 10° 6,97 x 10° 8,77 x 10°
10* A 5,62 x 10° 2,66 x 10° 3,15 x 10° 1,68 x 10° 3,37 x 10°
10* B 7,42 x 10° 1,77 x 10° 2,69 x 10° 2,69 x 10° 2,7x10°
10°% A 5,17 x 10° 1,86 x 10° 2,69 x 10° 1,95 x 10° 3,15 x 10°
10°B 5,17 x 10° 3,82 x10° 2,69 x 10° 2,47 x 10° 3,37 x 10°
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FIGURA 10 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10® M SEM PRESENCA DE
MOD
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FIGURA 11 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 107 M SEM PRESENCA DE
MOD
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FIGURA 12 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10° M SEM PRESENCA DE
MOD
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FIGURA 13 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXSPERIMENTOS SEM PRESENCA DE MOD COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE
10" M
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FIGURA 14 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10* M SEM PRESENGCA DE

MOD
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FIGURA 15 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10° M SEM PRESENCA DE

MOD
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FIGURA 16 - CLOROFILA-A EM FUNGCAO DO

EXPERIMENTOS CONTROLE COM PRESENCA DE MOD
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FIGURA 17 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10° M COM PRESENCA DE

MOD
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FIGURA 18 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10® M COM PRESENCA DE
MOD
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FIGURA 19 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10" M COM PRESENCA DE
MOD
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FIGURA 20 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10°® M COM PRESENCA DE
MOD
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FIGURA 21 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10° M COM PRESENCA DE
MOD
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FIGURA 22 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10“ M COM PRESENCA DE

MOD
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FIGURA 23 - CLOROFILA-A EM FUNCAO DO TEMPO EXPERIMENTAL NOS
EXPERIMENTOS COM CONCENTRACAO NOMINAL DE COBRE 10° M COM PRESENCA DE

MOD

Log [CLOR] (ug/L)

4,0

3,5

3,0

2,5}

2,0t

1,5¢

1,0

0,5}

0,0

-0,5¢

o~ 1E-3 A
-o- 1E-3 B

20

40

Horas

60

80

100



