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RESUMO

O aumento da eutrofizagdo e da contaminacdo de ambientes aquaticos levam ao
interesse em estudos sobre a interacdo entre a matéria organica dissolvida, metais tragos e a
biota. Os metais sdo lan¢ados nos ambientes aquaticos principalmente através dos processos
industriais, enquanto que a eutrofizagdo deve-se principalmente a entrada de esgotos
domésticos. A unido desses dois processos em um s6 ambiente causa riscos ainda pouco
conhecidos a biota. Neste estudo, avaliou-se a capacidade de complexacdo da agua do
Reservatorio do Monjolinho (eutrofizado), de onde os organismos teste foram obtidos para o
desenvolvimento desta pesquisa. Os resultados mostraram que, com pelo menos dois sitios
distintos para associacdo com o cobre, a concentragdo de cobre livre no reservatorio é baixa.
Sabe-se que a MOD natural é constituida por substancias de natureza humica e compostos
recém produzidos pela biota. Neste estudo, foi usada matéria organica natural do Suwanee River
(padrao comercial) como modelo de substancia hiimica e, como substancia recém produzida,
exopolissacarideos de cianobactérias (obtidos em laboratorio). Foi investigada a influéncia da
interagdo entre MOD-Cu-organismos sobre a dindmica de cobre e sua biodisponibilizagdo. Os
resultados mostraram a degradagdo de material hiimico pelas bactérias heterotroficas e, ainda,
que esses organismos sdo resistentes ao cobre, tolerando uma concentragdo de cobre total de 107
® mol.L"'. Através da atividade das bactérias sobre o complexo MOD-Cu, o cobre foi
disponibilizado e magnificado na cadeia trofica. No entanto, ndo foi detectada liberagdo do
cobre mediante a degradacdo do complexo exopolissacarideo-cobre. De modo geral, os
resultados mostraram que cobre complexado a MOD ou ao exopolissacarideo foi menos toxico
aos organismos do que o ion livre. Os resultados aqui apresentados vém contribuir para o
conhecimento sobre a especiacdo, disponibilidade e interagdo do cobre com organismos
aquaticos considerando a presenga da MOD natural, importantes para o gerenciamento de

ecossistemas aquaticos.



ABSTRACT

The increasing eutrophication and contamination of aquatic ecosystems motivates the
study of interactions between natural dissolved organic matter (DOM), metals and the biota.
Metals are mainly released into the environment by industrial processes, whereas organic
materials through municipal sewage sludge. The association of these two processes and its
effect on the environment poses unknown risks to aquatic communities. The support capacity of
aquatic systems is related to its ability to associate with dissolved elements. In this study, the
complexation capacity of Monjolinho Reservoir (eutrophic), from which the test organisms
were obtained, was evaluated. The results showed that two copper-complexing sites were
present, what contributes to the low free copper ion concentration in such environment. It is
known that natural DOM is formed by humic like and recently produced organic compounds.
Suwannee River natural organic matter was used throughout this investigation as models of
humic substance — DOM (commercial standard), whereas as model substance of recently
produced organic material, cyanobacteria (Anabaena spiroides) exopolysaccharides were used.
Considering that the environmental fate and chemical speciation of copper are dominated by
natural DOM and that heterotrophic bacteria processes are responsible for nutrient regeneration,
carbon transfer and energy, it was also investigated the influence of the interaction DOM-Cu-
organisms on copper dynamic and bioavailability. The results showed that the natural bacteria
population was copper resistant, tolerating up to 10® M total copper concentration. The
degradation of DOM by heterotrophic bacteria, detected by fluorescence spectroscopy, revealed
that after Cu-complexed DOM degradation, the metal was liberated into the environment,
causing toxicity and bioaccumulation in the microbial food chain. Nevertheless, this was less
pronounced when the organic materials were exopolysaccharides. In general, the results showed
that copper complexed to natural DOM or exopolysaccharides was less toxic to the organisms
than free copper ions. The present results are a contribution to aquatic ecosystems management
and to the knowledge of copper speciation, availability and interaction with aquatic organisms,

as it relates to dissolved organic materials in aquatic ecosystems.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. AGUA E POLUICAO

A &gua, constituinte da hidrosfera e da atmosfera, infiltra-se através dos solos,
regula as condig¢des climéaticas do planeta e representa uma parte essencial de todos os
organismos vivos, inclusive o homem. A distribuicdo da agua no planeta é heterogénea,
sendo 97,5% é&gua salgada e 2,5% &gua doce. Dos 2,5% de agua doce, cerca de 69,8%
congtituem as calotas polares e geleiras, 29,9% sdo aguas subterraneas, 0,3% sd0 rios e
lagos e 0,9% sdo referentes a outros reservatorios (Wetzel, 2001). Assm, a
disponibilidade da agua sofre variacBes no tempo e no espago, sendo que muitas vezes
ndo se encontra disponivel onde é necessaria (IETEC, 2001). Como pode ser

demonstrado na figura 01, sua distribuicdo e utilizacdo no Brasil ndo € homogénea

(ANA, 2003).
Utilizagao de agua no Brasil Distribuicao de 4gua doce no Brasil
Abastecimento
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Figura 01- Distribuicéo e utilizagdo de &gua doce no Brasil. Adaptado de ANA (2003).

O ciclo hidrolégico (figura 02) representa a circulacdo da agua nos diversos

ecossistemas e envolve os estados gasoso, liquido e sdlido. Segundo o Programa




Hidrologico Internacional (UNESCO, 2003), o ciclo hidroldgico é responsavel pela
circulagdo de um volume de 4gua de aproximadamente 577.200 km®/ano. Para a
populagdo mundial, lagos, reservatérios e rios sdo as fontes mais valiosas de agua
potavel, sendo que a agua doce é fonte de &gua para uso doméstico, agricultura e
indastria. No entanto, os usos multiplos da &gua tornam os ecossistemas de &gua doce

vulneraveis a poluicéo e degradacdo (Tundisi, 2003).

Figura 02- Ciclo hidrolégico. Adaptado de UNESCO, 2003.

A entrada de contaminantes nos ecossistemas agquéticos, tails como 0s esgotos
domeésticos, ainda que resultantes de tratamento secundario, leva ao desenvolvimento
acelerado do processo de eutrofizac8o. Este, por sua vez, leva a degradacdo da
qualidade hidrica. Dentre os sintomas da eutrofizagdo, encontram-se 0 aumento
exagerado de agas e suas toxinas, infestagdes macicas de alguns vegetais agquéticos,
aumento da incidéncia de doencas hidricamente transmissiveis, aguas turvas, odores
fétidos e ateracdo da palatabilidade da agua, deplecdo dos niveis de oxigénio dissolvido
e mortalidade da biota (Tundisi, 2003).

De acordo com sensos produzidos pelo IETEC (2001) e UNESCO (2003), cerca

de 1/3 da populacdo mundia vive em paises onde a falta de agua oscila de moderada a



altamente impactante. Mais de 1 bilh&o de pessoas tém problemas de acesso a agua
potavel; 2,4 bilhdes ndo tem acesso a0 saneamento basico, resultando em casos de
doencas de veiculacdo hidrica, com ocorréncia de aproximadamente 5 milhes de
mortes a cada ano. Estima-se que entre 10.000 e 20.000 criangas morrem por dia
vitimas de doencas de veiculagio hidrica. Em agumas regides da india, o lencol
fredtico afunda de 2 a 3 metros anualmente e 80% dos rios s80 muito toxicos para
suportar peixes e outros organismos aquaticos. Mais de 20% de todas as espécies de
organismos de &gua doce estdo ameacadas ou em perigo em razdo da construgdo de
barragens, diminuicio do volume de é&gua e danos causados por poluicdo e
contaminago. Aproximadamente 120.000 Km? de gua estdo contaminados e para 2050
espera-se uma contaminacdo de 180.000 Km® caso persista a taxa de contaminacdo
atual.

Os sistemas de abastecimento publico, que levam &gua para as cidades a partir
de grandes reservatérios centrais, sdo susceptiveis a propagacdo de doengas. Tem-se,
por exemplo, o tifo e a colera, doencas causadas por bactérias que podem ser
disseminadas através da agua. Ainda, diversas formas de desinteria amébica sdo
transmitidas por &guas contaminadas, bem como enterobactérias e rotavirus. Muitas
doencas podem ser transmitidas através de invertebrados aguéticos, como a
esquistosomose, a infeccdo do verme-da-Guiné e a malédria cuja transmissdo da-se
através de insetos cujos estégios larvais ocorrem em ambientes aquaticos eutréficos
(IETEC, 2001).

Além da eutrofizagdo, a contaminacdo da &gua por metais também € um
problema global. De acordo com Nriagu (1990), a partir do século X1X, com a expansdo
do desenvolvimento tecnol 6gico, socio-econdmico e industrial teve inicio a descarga de

guantidades significativas de metais téxicos no ambiente. Esta poluicdo ambiental esta



associada a atividade extrativista mineral, aindustria em geral e a agricultura através do
uso de defensivos agricolas (Nriagu, 1990). Seus principais indicadores sd0 0s aumentos
das concentragfes de metais traco, organoclorados, organofosforados e pesticidas no
solo, na &gua, no sedimento e respectivas comunidades. Diferentemente de alguns
poluentes orgéanicos, como por exemplo, o herbicida 2,4-D, que pode ser degradado as
custas de organismos heterotréficos (Van Demark e Batzing, 1987), os metais ndo séo
degradados quimica, nem biologicamente (Alloway, 1993), tendendo assim a sofrer um
acumulo no ambiente.

Muitos dos metais tragos introduzidos no ambiente como resultado de atividades
humanas sdo nutrientes, no entanto, quando presentes em concentragdes pouco mais
elevadas do que a natural, passam a exercer efeito tOxico em organismos autotroficos e
heterotréficos. Como parte da cadeia alimentar, o homem também € atingido e sofre
suas consequéncias, apresentando diversas doencas (Lacerda e Salomons, 1998;
Chapman et a., 1977; Laws, 2000). O modo principal de acdo pelo qual os metais
toxicos exercem efeitos adversos no ser humano consiste em reagdes com aomos
doadores de enxofre das proteinas, resultando muito comumente em desativacdo
enzimatica. Além disso, competindo com elementos essenciais tais como célcio e
magnésio, 0S metais toxicos podem desestabilizar a estrutura de biomoléculas,
resultando em efeitos mutagénicos e genotdxicos, ocasionando doengas genéticas e
cancer. Exemplos cléssicos de contaminacdo por metais sdo a “Doenca de ltai-Itai”,
causada por exposicao crénica ao cadmio, e a “Doenca de Minimata’, pela exposicéo
crénica ao mercurio (Laws, 2000).

Os metais tragos encontrados no ambiente podem ser essenciais ou ndo para
sobrevivéncia dos organismos. Dentre 0s essenciais encontra-se 0 cobre, que esta

presente naturamente no ambiente (Lewis e Cave, 1982). A essenciadidade do cobre



relaciona-se & sua habilidade em se converter entre os estados reduzido e oxidado, sendo
assim usado como cofator em um grande nimero de atividades enziméticas, como por
exemplo, transferéncia e transporte de elétrons. No entanto, devido a sua capacidade
redox, o cobre em altas concentracbes pode ser deletério a biota aguética
Consequentemente, o funcionamento saudével das células é dependente da perfeita
regulacdo deste metal como transporte, estocagem e distribuicdo dentro da célula
(Edding e Taa, 1996).

No ambiente, um metal pode seguir diversos caminhos, tais como interacOes
iGnicas simples, associagdo com particulas, precipitagdo e acimulo no sedimento,
oxidacOes e redugdes quimicas e bioldgicas, complexacdo com ligantes e adsorcéo e
absorcéo por microorganismos dentro da cadeia alimentar (Sigg e Behra, 2005). No
entanto, segundo Worms et al. (2006), os modelos disponiveis que visam esclarecer
sobre o transporte e a transformacéo desses elementos em ecossistemnas aquéticos sdo
incompletos, em grande parte por falharem ao considerar a complexidade das interagoes

biol 6gicas com os metais.

1.2. ESPECIAGAO DO METAL E A MATERIA ORGANICA DISSOLVIDA (MOD)

A formaem que um metal é encontrado na natureza (Figura 03), definida como a
especiacdo do elemento, pode ser classificada sob dois aspectos: (a) a especiacéo fisica,
gue compreende os metais nas formas dissolvida, coloidal e particulada, e (b) a
especiacdo quimica, que compreende as formas complexada ou ibnica, considerando-se

os diferentes estados de oxidagdo do metal (Leppard, 1983).
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Figura 03- Esquema representativo da especiacdo dos metais (M).

A especiacd0 dos metais em ecossistemas de agua doce, assim como a sua
concentracdo, transporte, transformacéo e destino, € controlada por fatores ambientais
tais como caracteristicas bioldgicas, quimicas e fisicas do ecossistema e as propriedades
dos compostos com 0s quais os metais interagem (Leppard, 1983; Twiss et al., 2000). A
temperatura atua sobre a solubilizagdo de muitas substancias, influenciando a forma
guimica ou especiacdo dos metais complexadas com elas (Leppard, 1983). O pH do
ambiente atua sobre o processo de ionizagdo de compostos e elementos especificos. No
caso do cobre, por exemplo, sabe-se que sua forma idnica livre tende a ser favorecida
em valores baixos de pH (pH<5) (Tessier e Turner,1995).

Os ligantes presentes em ecossistemas aquéticos e capazes de complexar 0s
metais incluem elementos inorganicos, compostos organicos de diversas massas
moleculares e propriedades quimicas, complexos organicos excretados pelos
organismos ou mesmo introduzidos na agua por atividades antropogénicas,
macromoléculas e particulas coloidais, aém de grupos funcionais na superficie dos
organismos (Sigg e Behra, 2005). Os ligantes inorganicos que influenciam a especiacéo

dos metais compreendem os hidréxidos e carbonatos, cloretos, fosfatos e sulfatos,



dentre outros (Sigg e Behra, 2005). Nas células, biomoléculas como as fitoquelatinas,
glutationinas e metalotioninas contribuem para a concentracéo e acimulo de metais em
seu interior (Sigg e Behra, 2005).

A matéria organica natural (MON) encontra-se entre 0s compostos organicos de
maior importancia ambiental capazes de complexacdo com os metais (Kaiser, 2002). De
acordo com o critério arbitrério do tamanho das particulas, aMON pode ser divididaem
trés tipos principais: solutos (<0,001 pum), coléides (~0,001 a 0,45 um) e sdlidos (>0,45
um) (Thurman,1985). Moléculas organicas como os é&cidos carboxilicos (oxalato,
acetato, malonato e citrato), aminoacidos, fendis e “ catecois’ sdo ligantes de metais que
podem ser disponibilizados através da decomposi¢ao da matéria organica ou excretados
pelos organismos (Tessier e Turner, 1995). Do total da MON, a parcela dissolvida € de
grande importancia ambiental, destacando-se as substéncias humicas (SH), que
contribuem com cerca de 50% do carbono organico dissolvido em aguas naturais.

Segundo Buffle (1990), a capacidade das substancias humicas (SH) de se
associarem aos metais relacionase as suas propriedades polifuncionais e
polieletroliticas, além da conformacdo espacia da molécula. Das propriedades
polifuncionais, pode-se dizer que as SH possuem cerca de 35% de oxigénio e 1-2% de
nitrogénio e enxofre, 0s quais S80 0s principais responsavels pelas caracteristicas de
complexagcdo dessas moléculas. O oxigénio encontra-se principalmente nas formas de
grupos carboxilicos e fendlicos, enquanto que o nitrogénio e enxofre estdo alocados em
grupos peptidicos, sulfonicos e tidis. Os grupamentos com nitrogénio e enxofre
possuem maior forga de ligagdo por certos metais do que 0s grupamentos oxigenados
(Buffle, 1990). Da conformagdo espacial da SH, pode-se afirmar que fatores ambientais
como forga iénica, pH e hidratagdo sdo aspectos importantes em relagdo a complexagao

de metais.



Também congtituinte da MON, os polissacarideos sdo importantes na regulacdo
dos elementos metalicos nos ecossistemas agquéticos através da formagdo de complexos
(Lombardi et al., 2002, 2007). No entanto, diferentemente das substancias humicas,
moléculas de dificil degradacdo, os polissacarideos sdo degradados mais facilmente pela
biota. Colombo et al. (2004) observaram que a degradacdo dos polissacarideos ocorre
em duas fases. Na primeira, parte do polissacarideo (41%) € degradado rapidamente
enguanto que na segunda fase, a degradacdo do polissacarideo restante (59%) ocorre
mais lentamente. Tais macromoléculas contribuem de 1 a 30% para a concentracéo de
carbono orgéanico dissolvido em ecossistemas aquaticos ( Hellebust, 1974). A maior
parte dos carboidratos excretados por microalgas € polimérica e podem ser estruturais,
de reserva e/ou extracelulares. Os polissacarideos extracelulares, além de formarem
capsulas e bainhas de muitas espécies de algas (Brook, 1981), podem sofrer processo de
dissolugdo para 0 meio circundante (Boney, 1981; Paulsen e Vieira, 1994).

A complexagdo de ions metdlicos com polissacarideos apresentando grupos
funcionais com cargas negativas, tais como acidos urdnicos, piruvatos, fosfatos,
hidroxilas, aém de proteinas (Kieras et al., 1977), pode ser quantitativamente
importante (Lombardi e Vieira, 1999), uma vez que considerdveis quantidades desses
compostos sdo produzidos nos ambientes aquéti cos.

A importancia ambiental dos exopolissacarideos produzidos pelas microalgas e
cianobactérias tem sido demonstrada na literatura. Sua degradacdo pela microbiota foi
documentada por Colombo et al. (2004), assim como sua contribuicdo como matriz para
a formacdo de agregados gelatinosos orgéanicos (TEP) que, por sua vez, podem ser
utilizados como substrato alimentar por varios organismos (Cho e Azam, 1988).
Choueri et al. (2007) demonstraram a utilizagdo de exopolissacarideos de cianobactérias

como fonte alimentar para claddceros, aumentando a producéo secundaria e as taxas de



crescimento desses microcrustaceos filtradores. Além disso, 0s exopolissacarideos séo
importantes reguladores da disponibilidade de ions metdlicos (Sigg et al., 1987;

Lombardi et al, 2002; 2007).

1.3. BIODISPONIBILIDADE E TOXICIDADE

O impacto dos metais sobre os invertebrados aquaticos esta ligado direta ou
indiretamente a interacdo entre o elemento quimico e 0s organismos, sendo esta
interac@o fortemente dependente da especiagcdo dos metais (Rainbow, 2002). De acordo
com Sigg e Behra (2005), a biodisponibilidade dos metais precisa ser discutida como
uma funcdo dos complexos fortes e fracos na solugdo, sua solubilidade, precipitagéo,
co-precipitacdo e/ou adsorcdo em superficies. Para evidenciar a biodisponibilidade dos
metais, fatores como a estabilidade termodindmica dos complexos e o resultado da
atividade dos ions livres, a labilidade cinética, o tamanho e as propriedades hidrofilicas
e hidrofébicas dos complexos devem ser considerados (Sigg e Behra, 2005).
Adicionamente, segundo Rainbow (2002), a captura dos metais € dependente de fatores
biol 6gicos como as taxas de crescimento dos organismos e 0 metabolismo celular.

A biodisponibilidade ambiental € definida por Rand (1995) e Rainbow e
Darllinger (1993b) como o metal que esta disponivel para ser capturado pelos
organismos passando a fazer pate de seus processos metabdlicos. Ja a
biodisponibilidade toxicoldgica € definida como a fragéo da concentragdo do metal que
€ absorvida e/ou adsorvida pelo organismo e, necessariamente, interage com receptores
e sitios fisiol 6gicos fundamentais ao metabolismo do organismo, causando desse modo,
possiveis danos celulares.

Sabe-se, por exemplo, que as mitocondrias possuem enzimas e proteinas ligadas

as fungdes respiratérias, as quais a0 se ligarem a metais, perdem sua eficiéncia na
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conversdo de energia e paraisam a fosforilagdo oxidativa, causando danos a céula
(Rand, 1995). Laws (2000) demonstrou que, em nivel celular, ha sitios de ligacdo de
metais que agem regulando a disponibilidade tanto dos metais essenciais, como também
dos ndo essenciais. Esses sitios, como a metalotionina (MT) e a fitoquelatina, e o
sequiestramento de metais em vesiculas de membrana, tais como lisossomos secundérios
e terciarios, possuem as funcOes de estocar, transportar ou compartimentalizar os
metais, evitando seus efeitos tdxicos. Deste modo, a toxicidade celular tem inicio apds a
saturacdo desses sitios. A figura 04 ilustra possiveis interagdes dos metais com as

células.

Difusio Complexacio Internalizacio

T

{4 -
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o
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oo v " .-
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//' s
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i g .
v / e
. L
M-Lyiq L Secrecio "--—7_...——-"'_ ,."\4
?’:.‘\‘ II/ e [ __,,-'_’ Vactiolo
i | * - estocagem
- Efluxo
M-Lpio a—
ou
b M
solugdo membrana citoplazsma

Figura 04- Esquema representativo da interacdo entre os metais e uma célula: L= ligante complexante de
metal (M), L= ligante lipofilico, Ly= ligante hidrofilico, Ly.= ligante bioldgico, int = metal internalizado.

Adaptado de Worms et al. (2006).
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De acordo com Rainbow (2002), o acimulo de metais por invertebrados
aquaticos é definido como a captura do metal menos sua eliminagdo pelo organismo e
pode ser dividida em trés fases: i) captura do metal; ii) transporte e distribui¢cdo do metal
no corpo e iii) excrecdo do meta. A interacdo desses processos define a estratégia de
acumulacdo do metal no invertebrado. H4 uma fracdo de metais que pode ser
passivamente adsorvida ao exoesqueleto, a qual € excluida dos metais descritos como
acumulados, uma vez que ndo entram em processos metabdlicos.

A quantidade de metais tracos que pode ser acumulada nos invertebrados, varia
com o animal. Assim, uma concentracdo de metal traco que é considerada tipicamente
alta para algumas espécies, pode ser baixa para outras (Eisler, 1981; Phillips e Rainbow,
1994). Portanto, sempre que um metal traco é capturado por um invertebrado aquético,
sgja diretamente do meio aquatico circundante ou através do alimento, seu destino
dentro do organismo ira variar de acordo com as caracteristicas do anima e com a
biodisponibilidade do metal (Rainbow e Wang, 2001).

Rainbow (2002) descreve alguns modelos com as possivels rotas dos metais

essenciais nos invertebrados agquaticos. Séo elas:

(& Regulacdo da concentracdo do metal no corpo do individuo, como mostrado na
figura 05, onde observa-se que a captura do metal ocorre na propor¢éo em que este €
disponibilizado para 0 organismo. No entanto, uma quantidade equivalente de meta é
excretado. Assim, a concentragdo intracelular do metal no invertebrado permanece

constante ao longo da exposi ¢éo.
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Figura 05- Esquema representativo da
regulacdo de metal por invertebrados.
[U]=captura, [E]=excrecdo, [A]l=metal
acumulado e disponivel
metabolicamente. Este & subdividido
em metal requerido [Ag] e metal em
excesso [Ag]. Adaptado de Rainbow

(2002).

(b) Acumulagdo sem excregdo, como mostrado na figura 06, onde observa-se que o

metal acumulado e estocado em compartimentos nédo toxicos € a forma mais comum de

desintoxicacdo utilizada pelos invertebrados. No entanto, quando a capacidade de

estocar metal desses compartimentos € excedida, os organismos sofrem os efeitos

toxicos, umavez que ndo sao excretados.

M Estocado em

—= ) forma nao toxica
Dizponivel [A]
metabolicamente

I

[ —=3 _ [D]

{8

Figura 06- Esquema representativo da
acumulacdo de metal sem excrec¢do pelo
invertebrado. [U]= captura, [A]= metal
acumulado e disponivel metabolicamente,
subdividido em metal requerido [Agr] € metal
em excesso [Ag]. [S]= metal estocado, [D]=
desintoxicado. Adaptado de Rainbow
(2002).

(c) Acumulacdo com excrecdo, como mostrado na figura 07. Esse modelo pode

apresentar duas rotas, uma ha qual o organismo regula a taxa de metal necessaria dentro

de seu corpo até o momento em que a captura excede a capacidade de regulacéo e, a

partir de entdo, o metal € detoxificado ou excretado (Figura 7A), e a outra rota da-se

através da acumulacdo liquida do metal e o metal excretado é aguele que se encontra

detoxificado (Figura 7B).
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Figura 07- Esguema representativo da acumulagcdo de metal com excrecdo pelo invertebrado. [U]=
captura, [E]= excregdo, [A]= metal acumulado e disponivel metabolicamente, no qua é subdividido em
metal requerido [Agr] e metal em excesso [Ag]. [S]=metal estocado, [D]=desintoxicado. Adaptado de

Rainbow (2002).

A transferéncia de metais tracos na cadeia alimentar pode ser significante para os
invertebrados aguéticos, uma vez que € controlada ndo somente pela quantidade de
metal acumulado pelo aimento, mas também pelos processos fisioldgicos e quimicos
gue compreendem ainteracdo invertebrado-metal (Rainbow, 2002).

Os metais interfferem no ciclo de vida dos organismos, podendo causar
modificagdes sobre a reproducdo e sobre 0s processos fisioldgicos normais, tais como
crescimento e desenvolvimento. Além disso, os metais influenciam o comportamento
dos organismos, tendo como conseqiiéncia uma variedade de efeitos em relacéo as
interacdes biologicas (Bruland et al.,1991). Desta forma, as interferéncias irdo afetar a
longevidade e dindmica de populacdes (Rand,1995; Laws et al., 2000), podendo causar
desequilibro ecol gico no ecossi stema aquiti co.

A acumulacdo dos metais nos consumidores agquaticos esta intrinsecamente ligada

a0 destino e efeito dos poluentes na cadeia alimentar e nos ciclos biogeoquimicos. As
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informagdes geradas através dos estudos sobre estas interagdes podem contribuir para a
geracdo de procedimentos que visem o controle da contaminagdo, além de servir como
subsidio para avaliacdo da amplitude dos riscos de uma contaminagdo ambiental
ocasionada por metais com suas possivels conseqiiéncias para biota e para a salide

publica em geral.
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2. OBJETIVO GERAL

A interferéncia da matéria organica dissolvida natural sobre a biodisponibilidade
e toxicidade de elementos metdlicos para a biota € amplamente reconhecida (Morel et
al., 1991; Rainbow e Darlinger, 1993; Laws, 2000; Nogueira et al., 2005; Lombardi et
al., 2007). A maioria dos trabahos relata uma reducéo significativa nos efeitos toxicos
de metais quando complexados a MOD. No entanto, este efeito parece ser dependente
da natureza da MOD e dos organismos em questéo, permanecendo incerto os efeitos do
metabolismo dos organismos heterotréficos sobre a MOD natura e sobre a
biodisponibilizac&o de metais no ambiente agquético.

Assim, o objetivo principal deste trabalho foi verificar os efeitos da matéria
orgéanica dissolvida natural (substéncia himica e exopolissacarideos de cianobactéria)
sobre a disponibilidade de um elemento metdlico para microheterotréficos,
considerando-se as reaces fisioldgicas e quimicas relacionadas com a interagdo MOD —
METAL — ORGANISMO. Para verificar tal interacdo, fez-se uso do elemento metélico
cobre, nutriente essencial requerido em quantidades traco e dotado de grande afinidade
por materiais organicos. Desse modo, a hipétese delineada para suportar esta pesquisa
foi a de que o metal, ainda que complexado a MOD, sga passivel de ser
biodisponibilizado para organismos de outros niveis tréficos através de processos
microheterotroficos sobre a MOD e o ambiente circundante, aterando a

disponibilizacdo do elemento quimico.
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RESUMO

Os metais tracos estdo naturalmente presentes nos ecossistemas agquéticos. A
forma ou espécie quimica em que o metal se encontra no ambiente relaciona-se aos seus
efeitos sobre a biota, biodisponibilidade e toxicidade. Esta parte da pesquisa teve como
objetivo verificar a especiacdo do cobre no reservatério do Monjolinho, local onde os
organismos foram obtidos. Além disso, avaliou-se a capacidade de complexacdo da
agua do reservatorio, quantificando-se a forca de associacéo (K’) e a concentracdo de
sitios (CL) disponiveis para ligagdo com o cobre. Foram determinadas as espécies de
cobre livre, total dissolvido e total particulado. Os resultados mostraram que grande
parte do cobre encontra-se na forma particulada, e que praticamente todo o cobre
dissolvido encontra-se complexado. Através da titulacdo complexomeétrica, dois ligantes
distintos foram detectados na agua do reservatorio, um mais forte (Log K’; = 6.6; CL; =

2.8x10° mol.L™) e outro maisfraco (Log K, = 4.8; CL, = 6.2x10° mol.L ™).
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INTRODUCAO

Os ecossistemas de agua doce superficiais sdo fundamentais para a humanidade,
atendendo a um amplo espectro de suas necessidades. No entanto, 0 aumento das
atividades antropicas tem levado ao desequilibrio desses ambientes, tornando-os cada
vez mais improprios para sobrevivéncia de muitas espécies, e para 0S VAai0S usos
necessarios para a qualidade de vida humana (Nriagu, 1990).

O cobre € um elemento traco encontrado naturalmente no ambiente e essencial
a0s seres Vivos, uma vez que € requerido para o crescimento norma de plantas e
animais (Lewis e Cave, 1982). Isso se deve em grande parte a habilidade do cobre em
converter-se entre os estados reduzido e oxidado, sendo assim usado como cofator em
um consideravel nUmero de atividades enzimaticas, como por exemplo, transferéncia e
transporte de elétrons. No entanto, em altas concentragdes o cobre pode ser deletério a
biota aquatica (Edding e Taa, 1996). Conseqlientemente, o funcionamento saudéavel das
células é dependente da perfeita regulacdo desse metal considerando seu transporte,
estocagem e distribuicédo dentro da célula.

O impacto dos metais nos organismos aguaticos esta relacionado a interacéo
entre o metal e os organismos, sendo esta interagdo controlada pela espécie quimica, ou
especiacéo, do metal (Leppard, 1983). Sabe-se que a biodisponibilidade dos metais
tracos no ambiente é controlada pela presenca de varios ligantes, 0s quais sdo capazes
de formar complexos com esses elementos (Sigg e Behra, 2005).

Os ligantes atuantes na especiacdo dos metais em ecossi stemas aguéaticos podem
apresentar grande diversidade, podendo ser organicos e€/ou inorganicos. Dentre os
ligantes organicos, pode-se citar as substancias himicas, compostos produzidos pelos

organismos (autoctones), compostos introduzidos na agua por atividades
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antropogénicas, macromoléculas e particulas coloidais, e ainda grupos funcionais
localizados na superficie dos organismos (Leppard, 1983; Sigg e Behra, 2005). Assim,
0s metais sdo distribuidos nos ambientes aquéticos em formas dissociadas ou em
complexos com diferentes propriedades, tais como a estabilidade termodinamica,
labilidade cinética e tamanho do composto.

O estudo da especiacdo dos metais tragos nos ambientes aquéticos é importante
para o entendimento da reatividade, mobilidade, biodisponibilidade e principalmente
toxicidade dos metais para biota (Tessier e Turner, 1995; Nogueira et al., 2005;
Lombardi et al., 2007), contribuindo para o conhecimento a respeito dos impactos

ecol 6gicos dos metais sobre 0s ecossi stemas aquaticos.

OBJETIVO

O objetivo principal deste estudo foi inferir sobre a especiacéo do cobre na dgua
do reservatério do Monjolinho, onde os organismos da pesquisa foram obtidos. Para
tanto, foram delineados o0s seguintes objetivos especificos:
» Determinar as concentragdes de cobre livre, cobre total dissolvido e cobre particulado
no reservatorio Monjolinho;
» Determinar a constante de estabilidade condicional e a concentracéo de ligantes para o

cobre presentes no reservatério Monjolinho, através de titulagbes complexomeétricas.

MATERIAISE METODOS
1. O RESERVATORIO DO MONJOLINHO

De acordo com Sé (1992), a bacia hidrogréfica do rio Monjolinho é
caracterizada, na suamaior parte, por arearural com solo arenoso. No entanto, no trecho

do rio que antecede a represa do Monjolinho, pode-se distinguir duas areas. uma
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compreende a nascente, localizada em &rea rural com pastagens, sendo o leito do rio
preservado por mata ciliar, com ponto de captacdo de &gua para abastecimento ao
publico; a segunda area possui uma ocupacdo sub-urbana (margem esquerda), além da
ocupacao rural (margem direita).

O reservatério do Monjolinho é um ambiente eutréfico tropical, construido com
objetivo paisagistico em 1970 no campus da Universidade Federal de Séo Carlos, Sdo
Carlos (47°53'W e 22°01'S), SP.

Segundo Nogueira e Matsumura-Tundisi (1996), o reservatério do Monjolinho
esta localizado a uma altitude de 816 m, apresenta area superficial de 4,6 ha, volume de
73.251,0 m*, largura méxima de 150,0 m, comprimento méaximo de 510,0 m,
profundidade maxima de 3,0 m, profundidade média de 1,54 m, &ea inundada de
47.157 m®, tempo de retencéo no periodo de seca de 22,9 dias e tempo de retencdo no

periodo de chuvade 2,1 dias.

2. ESPECIACAO DO COBRE NO RESERVATORIO M ONJOLINHO

Trésformas do metal cobre foram determinadas no presente estudo: ions cobre livre,
cobre total dissolvido e cobre total particulado. Para tanto, 50 mL de agua coletada do
reservatorio do Monjolinho foram filtradas em filtros de acetado de celulose com 0,45
um de didmetro de poro previamente lavado com &cido nitrico (HNO; 1,0 mol.L™). O
filtrado foi separado para andlise de ions cobre livre (30 mL) e cobre total dissolvido
(20 mL), enquanto que o filtro seguiu para andlise de cobre total particulado. Trés
réplicas deste procedimento foram realizadas no més de outubro/2006.

O cobre livre (mol.L™) foi determinado através da técnica de potenciometria,
usando-se um eletrodo seletivo ao ion cobre (ANALION — SP, Brasil) em conjunto com

um eletrodo de referéncia de vidro de dupla juncéo Ag/AgCl (ANALION — SP, Brasil).
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Para a quantificagdo foi utilizado um potenciémetro ANALION 2000. A forca idnica
das amostras foi gjustada para 0,1 mol.L™* com NaNOs ultrapuro (MicroSelect, Fluka
Chemie). Sabe-se que a estabilidade na resposta do eletrodo seletivo varia com a
concentragdo do metal em solucéo (Lombardi et al., 2007) e, para uma concentragdo da
ordem de 10® mol.L™, foi requerido um tempo de 4h para estabilizacgo. Esse tempo
diminui com o aumento da concentracéo de cobre. Todas as medicdes foram realizadas
em temperatura constante de 25 °C.

O limite de deteccdo em técnicas potenciométricas pode restringir seu uso em
concentragdes ambientalmente relevantes. No entanto, quando a calibragdo do
equipamento é realizada com tampdes metdlicos, estende-se o limite de detec¢do para
concentrages na faixa de 10™ - 10™ mol.L™ (Jardim et al., 1986; Lombardi et al.,
2007). Um tampédo metdlico atua de maneira similar ao tamp&o de pH, como descrito a
seguir.

Em uma solucgéo contendo o metal (M) e o ligante (L), um tamp&o metdlico pode ser
formado desde que exista um excesso de ligantes e, assim, 0 metal i6nico encontrar-se-a4
na forma de complexo ML (Eg. 1). Nesta situacdo, 0 metal pode ser tamponado da

mesma maneira que os ions de hidrogénio em tampdes de pH,

M +nL — MLn Q)

com o inicio do equilibrio expresso quantitativamente pela constante de estabilidade

apropriada

pn = (MLn) (2
(M)(L)"
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0 qual pode ser escrito

pM =log Bn + log(L) " (3

(MLn)

onde pM é o logaritmo negativo da atividade do metal livre andlogo ao pH. A
similaridade entre pM e pH € maior para sistemas contendo metal e complexos na
proporcéo de 1:1 pois, na presenca de excesso de ligantes e pH constante, arazdo [L] :
[ML] ndo é significantemente aterada sob diluicdo e, ainda, através da Eq. 3, observa
se que pM permanece essencialmente constante. Usando-se tampdo metadlico, as
espéecies de metal livre variam com a funcdo da razdo metal : meta - ligante, assim
como com pH, desde que a protonacdo do metal ndo segja afetada (Perrin e Dempsey,
1979).

No presente estudo, foi usado um tampao metdlico para confeccdo da curva de
calibracgo. A solucdo de tampdo metdlico usada foi composta de cobre, NTA (écido
nitrilo triacético) e um gjustador daforcaidnica (NaNOjz) para trabalhar com coeficiente
de atividade fixo. O tampao metalico foi preparado como descrito em Jardim et al.
(1986) e a curva de calibracdo obtida € mostrada na figura 01. O limite de deteccdo do

aparel ho estendeu-se para 10 mol.L™ de cobre livre.
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Figura 01- Exemplo da regressdo linear resultante da curva de calibracdo do ISE com uso do tampéo
metdlico. O potencia de leitura do aparelho (mV) é plotado em funcdo do log da concentragdo de cobre
livre (M).

Cobre total dissolvido (mol.L™) inclui todas as espécies de cobre no retidas pelo
filtro, quer sgjaion livre, ligado a compostos organicos ou inorganicos. Neste trabalho,
as determinacbes de cobre total dissolvido foram realizadas em espectrofotébmetro de
absor¢cdo atdbmica com auxilio de forno de grafite (VARIAN, Spectra A.A 220,
Austrdlia), apds terem sido fixadas com HNO3; em uma concentracdo final de 2,0 mol.L
1.

Para a determinac@o do cobre total particulado, os filtros de acetado usados no
processo de filtracdo foram previamente numerados e pesados em balanca
microanalitica com legibilidade de 1 ug (Sartorius MC21S, Alemanha). Posteriormente,
esses filtros contendo todo o material particulado retido no processo de filtracéo, foram
colocados em estufa a uma temperatura de 60 °C por 48 h para secagem do materia e
determinacdo do peso seco (PS). Assim, cobre total particulado é reportado como

HgCu.pgPS™t. Em seguida, o material particulado sofreu processo de digestdo &cida
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adicionando-se 2 mL de HNO;3; concentrado e transferindo-o para uma estufa a 90° C
onde permaneceram por 48 h, seguindo a metodologia descrita por Lores et al. (1999).
Apbs digestéo, o volume da amostra foi completado para 50 mL com agua deionizada e
seguiu para determinacdo em espectrofotébmetro de absorcdo atémica com auxilio de

forno de grafite. A curva de calibracdo do espectro de absorcdo atdbmica é mostrada na

figura 02.
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Figura 02- Exemplo da curva de calibracéo do espectro de absorcdo atdbmica a partir de uma regressao
linear onde a concentragdo de cobre total € plotada em fungéo da leitura de absorbancia do aparelho.

3. COMPLEXAGAO DO COBRE NO RESERVATORIO M ONJOLINHO

As propriedades de complexacdo da agua do reservatério do Monjolinho em
relacdo ao cobre foram obtidas em amostras filtradas através de filtros de acetato de
celulose com 0,45 um de didmetro de poro previamente lavados com HNO3 1,0 mol L
As amostras foram submetidas a0 processo de titulagdo complexométrica através da
adicdo de solucdo padrdo de cobre (1 mg.mL™? CuCl, Titrisol, Merck) em

concentragdes crescentes do metal. A forca ibnica foi mantida constante através da
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adicdo de NaNO; (MicroSelect, Fluka) em concentraczo fina de 1x10™* mol.L™. O pH
foi mantido constante utilizando-se o tamp&o orgéanico PIPES (sal disddio hidratado,
98%, Aldrich) em concentracgo final de 7,5x10° mol.L™. A concentracso total de
ligantes (CL) e a constante de estabilidade condicional (K’) foram obtidas analisando-se
a curva de titulacdo através do Modelo de Scatchard (Scatchard et al, 1957), onde a
concentracgo do metal ligado (ML) dividido pela concentracdo do metal i6nico (M?) é
plotado como uma fungdo de ML. Como resultado desse tratamento matematico,
guando mais de um sitio de ligagdo esta presente, uma curva concava € obtida. Quando

ha apenas um sitio presente, umareta € obtida.

RESULTADOS

As concentracfes das trés espécies de cobre determinadas no reservatorio do
Monjolinho sdo apresentadas na Tabela 01. Os resultados mostram gue grande parte do
cobre encontra-se na forma particulada (8,1x10° ugCu. pgPS™), enquanto que na forma
dissolvida foram encontrados 4,8x10® mol.L™?, cerca de 100 vezes mais do que a

concentracdo de fons cobre livre (5,1x10™° mol.L ™).

Tabela 01- Vaores das concentragdes das formas quimicas de cobre (cobre livre, total
dissolvido, total particulado) determinadas na &gua do reservatério do Monjolinho. Na dltima linha da
tabela é apresentado o valor médio + o desvio padréo.

Cu? Cu Total dissolvido Cu Total particulado
(mol.L™®) (mol.L™ (ugCu. pgPS™)
43x 10 5,3x10° 6,2x10°
5,9x10%° 5,1x10°® 9,6x10°
5,1x10%° 3,9x10° 8,5x10°

5,1x10%° + 8x10™ 4,8x10°® + 7,6x10° 8,1x10° + 1,7x10°®
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Na figura 03, pode-se visualizar os resultados da titulagdo complexométrica da
agua com o cobre (Fig. 3A), assim como a andise de Scatchard (Fig. 3B). O grafico
mostra duas classes de ligantes, uma com ligantes mais fortes, Log K’'; = 6,6 em
concentragdo de CL; = 2,8x10° mol.L™. Os ligantes mais fracos foram encontrados em
concentracdo de CL, = 6,2x10° mol.L™ e com forca de associagdo Log K', = 4,8,

portanto apresentando menor afinidade para o cobre.
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Figura 03- Capacidade de complexacdo da agua do reservatério do Monjolinho. A = Curva de titulagdo
complexométrica com cobre, obtida a partir da &gua do reservatério; B = Modelo de Scatchard obtido a partir
dos dados da curva de titulagio. ParAmetros obtidos: Log K'1=6.6 CL1 = 2.8x10° mol.L™; LogK’2=4.8 CL2
=6.2x10° mol.L ™.



DISCUSSAO

A especiacdo dos metais em ambientes aquéticos possui grande influéncia na
biodisponibilidade desses elementos (Sigg e Behra, 2005) e consegilientemente em sua
toxicidade. As formas em que um metal se encontra no ambiente podem ser fisica
(particulado e dissolvido) e quimicamente fracionadas (livres ou complexados).

A distribuicdo dos metais entre as formas particuladas e dissolvidas € regulada
por fatores fisicos e quimicos da &gua, pela atividade bidtica e pelas propriedades do
proprio elemento (Leppard, 1983). No presente trabalho, a concentracéo de metal
particulado (8,1x10° + 1,7x10®) foi superior ao dissolvido (4,8x10® + 7,6x10°).
Segundo Sigg et al. (1995) os metais tragos ligados a particul as abiéticas sdo removidos
da coluna d"a&gua através da sedimentacdo. Neste estudo, as amostras de agua foram
coletadas na superficie da regi&o mais profunda do reservatorio, em um periodo com
auséncia de chuvas e pouca variacdo de temperatura. Estas caracteristicas déo
estabilidade a dindmica de movimentacdo das aguas no referido reservatorio. Seguindo
discutido por Sigg et al. (1995), podemos considerar que a maior contribuicdo para os
valores de metal particulado neste estudo foi de origem bidtica.

Além do cobre ser um metal essencia requerido em diminutas quantidades pela
biota, de acordo com Rand (1995), a proporcéo entre a razdo da concentragcdo do metal
na biota em relacdo ao seu habitat € sempre maior que 1, fazendo com que os metais
sejam acumulados e biomagnificados na cadeia trofica. Os resultados apresentados aqui
estdo de acordo com estudos relacionados com andlises sobre concentracbes de metais
em vérios compartimentos ambientais (Blanchard et al.1999; Wastras et al. 1998; Twiss
et al., 1996). Blanchard et al. (1999), estudando o impacto das atividades industriais e
urbanas do rio Sena, verificaram que a biota continha uma concentragéo de cobre 40 x

maior do que a encontrada na agua. Wastras et al. (1998), a0 estudarem a
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biomagnificacdo do mercurio ao longo de uma cadeia alimentar aquética observaram
gue uma concentracdo maior de mercurio foi encontrado na biota (47 x maior) em
relacéo a fracdo dissolvida. Twiss et al. (1996) verificaram que, no lago Erie, tanto a
concentracdo de zinco quanto a de cadmio estavam presentes em valores mais elevados
nabiota (> 70 %) do que naforma dissolvida.

Dependendo da concentragdo e do grau de complexacdo, 0s metais essenciais
podem tanto limitar o crescimento dos organismos quanto causar toxicidade (Meylan et
al., 2004; Rainbow, 2000). Para o entendimento da dindmica desses elementos nos
ambientes agquaticos é importante a determinacdo da habilidade dos ambientes em
complexar o metal. Em relacdo a toxicidade, a forca dos ligantes assim como sua
concentracdo tém grande significado, uma vez que ligagOes fracas sdo ineficientes em
reduzir a toxicidade. Deste modo, esses dois pardmetros, a constante de estabilidade
(relacionada com a forga de associacd0) e a concentragdo de ligantes determinam a
capacidade complexante de uma amostra de &gua (Jin e Gogan, 2000).

A capacidade complexante da &gua do reservatério do Monjolinho foi
determinada através da titulacdo complexométrica na qual verificou-se duas classes de
ligantes, onde a constante de estabilidade correspondente a associagfes mais fortes
(logk’1= 6.6) apresentou concentracdo de ligantes CL; = 2.8x10° mol.L™, ou sda,
superior & concentracdo de cobre total dissolvido (4,8x10°® + 7,6x10°%). Considerando a
equacdo (4), demonstra-se que praticamente todo o cobre dissolvido (4.7x10® mol.L™)

encontra-se na forma de complexos organicos e/ou inorgani cos.

CuTC = CuTD - CuL (4)

onde:
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CuTC = cobre total complexado; CuTD = cobre total dissolvido; CuL = ions cobre
livre.

No reservatorio do Monjolinho, cerca de 98,9% do cobre total dissolvido foi
encontrado na forma complexada, enquanto que somente 1,1% do cobre total dissolvido
foi encontrado na forma idnica livre. Estes resultados estdo de acordo com outros da
literatura, que mostram que em ambientes naturais, a especiacdo do cobre é dominada
pelaformacéo de complexos (Achterberg et al., 1997; Hellebusch et al., 2003, Mylon et
al., 2003; Meylan et al., 2004). Achterberg et al. (1997) observaram que 94% do cobre
no lago Esthwaite encontrava-se complexado por ligantes naturais. Similarmente,
Hullebusch et al. (2003), a0 estudarem a especiacdo do cobre no reservatorio Sant
German Les Bélles, verificaram que de 84 a 99% do cobre encontrava-se na forma
complexada. Mylon et al. (2003), encontraram no lago de Connecticut (Hannonasset) o
mesmo comportamento, onde somente 8,8% do cobre estavam na forma ibnica. O
mesmo foi verificado no lago Suico Greifen, por Meylan et al. (2004), onde 99,9% do
cobre dissolvido estava complexado.

A complexacdo do cobre nos ecossistemas aquéticos pode ocorrer através de
elementos inorganicos e compostos organicos (Sigg e Behra, 2005). No entanto, sdo 0s
compostos organicos os de maior importancia na complexacao desse elemento (Apte et
al., 2000; Jin e Gogan, 2000; Kaiser, 2002; Unsworth et al., 2006), principalmente em
ambientes eutrofizados (Xue et al., 2004; Gouvéa et al., 2005) onde a atividade do
fitoplancton pode ser elevada. Apte et al. (2000), ao estudarem os complexos
dissolvidos de cobre, demonstraram gue a destruicdo da matéria organica das amostras
através de luz UV, resultou em perda da capacidade complexante dessas amostras,
confirmando que a complexagdo do cobre estava mais associada a ligantes organicos do

gue aos inorganicos.
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Através do estudo da capacidade complexante do cobre em aguas naturais, Jin e
Gogan (2000) demonstraram que a existéncia de complexos com alta constante de
estabilidade condicional (log k’; = 15,68 - 18,25) para cobre devia-se a compostos
organicos. Xu et al. (2004), a0 estudarem a especiacdo de cobre em aguns lagos da
Suica, concluiram que este metal é fortemente complexado por ligantes organicos
produzidos provavelmente por processos bioldgicos, como indicado pela variacéo
sazonal nos lagos eutroficos e pela relacéo entre a complexagdo do cobre e a atividade
algal nesses ambientes. Esses autores encontraram a constante de estabilidade com
associagdes mais fortes para o lago Greifen de Log K’ 1= 14,5, para o lago Sempach de
LogK’;= 15,5 eparao lago Lucernede K’ ;= 13,0.

Gouvéa et al. (2005) encontraram correlacdo entre os ligantes de cobre e a
matéria organica dissolvida excretada por cianobactérias (log K1= 9,2 — 9,5) eaMOD
isolada da &gua de um reservatorio eutrofizado (log K;= 8,6 — 8,8), indicando que as
fortes associagdes do cobre em ambientes eutrofizados podem ser devidas
principalmente aos polissacarideos excretados pelo fitoplancton.

Unsworth et al. (2006), a0 detectarem as espécies de cobre no lago Greifen e no
rio Wyre, através das técnicas de filme de gradiente difuso (DGT) e voltametria com gel
integrado a0 microeletrodo, observaram que 99% do cobre dissolvido do rio Wyre
estava complexado aos écidos fulvios, e que mais do que 99% do cobre dissolvido do
lago Greifen estavaligado as substéancias himicas.

Os vaores de constante de estabilidade condiciona (K’) obtidos pelos autores
citados acima sdo superiores aqueles encontrados no presente estudo. Isto pode ser
devido ao fato de que os ambientes aquaticos possuem uma variedade de ligantes com
diferentes caracteristicas. Além disso, essas variaveis sao dependentes do método usado,

da composicéo da agua e do tratamento dos dados (Jin e Gogan, 2000), uma vez que 0s
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valores de K’ obtidos sdo relacionados a amplitude de concentracdo do metal utilizada
natitulagdo complexomeétrica.

A determinacdo da concentracdo total de um metal no ambiente ndo € suficiente
para predizer seus efeitos toxicos. A importancia da determinacdo da especiacdo dos
metais no ambiente refere-se principalmente a necessidade de avaiar-se o impacto
ambiental desses elementos. Ainda, para a correta interpretacdo do destino e impacto
ambiental dos metais e seus complexos, é necessario considerar a importancia do fluxo
e reatividade dos compostos, além das trocas dos metais entre o ambiente e a biota (van
Leeuwen et al., 2005). Assim, as andlises da dindmica de especiacdo de metais em
€cossistemas aguéticos podem ser consideradas um dos passos para a tomada de base ao
desenvolvimento de modelos de biodisponibilidade e de estratégias de gerenciamento

dos riscos ambientais.
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RESUMO

A matéria organica dissolvida (MOD) natural é importante em ambientes
aquaticos. Seu fluxo nas cadeias troficas € dependente das caracteristicas fisicas e
quimicas de suas moléculas constituintes. Sua concentragdo nos ecossistemas €
dependente das taxas de entrada e de sua degradacdo por organismos heterotroficos,
além da degradacdo fotoquimica. Esta pesquisa avaliou a degradacdo da MOD natural
(substancia hamica) por bactérias heterotréficas. A espectroscopia de fluorescéncia
(espectros de emisséo e excitacdo sincronizada) foi utilizada para a caracterizacdo da
MOD e acompanhamento do processo de degradacdo. Em experimentos contendo uma
solucdo de 15 mg.L™ de MOD natural, foi inoculada uma populacio natural de bactérias
e, em intervalos de tempo regulares (0, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 168 h), as amostras foram
retiradas para o acompanhamento do crescimento das bactérias, através de absorbancia
(540 nm), e caracterizacdo fluorimétrica da MOD. Os resultados demonstraram que as
bactérias cresceram durante o tempo de incubacdo e usaram a MOD como substrato,
fato este comprovado através das mudangas na intensidade de fluorescéncia e

deslocamento dos maximos de emissao.
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INTRODUCAO

Nos ambientes aquéaticos ha dois tipos principais de matéria organica natural:
biomassa e matéria abiotica (Wetzel, 2001). Dentre a matéria a biotica estdo
compreendidas a matéria organica particulada (MOP) e a matéria organica dissolvida
(MOD) (Muster e Chrést, 1990), as quais servem como recurso alimentar e energia para
0s organismos dos ambientes aquéaticos (Pomeroy, 1984). A MOD é a fracdo
predominante da matéria organica total presente nesses ambientes (Mister e Chrost,
1990), podendo ter origem de recursos al6ctones e/ou autdctones. E formada por uma
mistura complexa de compostos organicos, cada qual com uma composicdo elementar,
massa molecular e propriedades fisicas e quimicas Unicas (Perdue e Ritchie, 2003). A
MOD natural dos ecossistemas aquaticos inclui aminodcidos livres, peptideos,
proteinas, carboidratos, &cidos carboxilicos, acidos nucléicos e substancias himicas
(Thomas, 1997).

O fluxo de matéria organica em lagos é dominado pela sua producdo
fotossintética e subsequente transformagdo e decomposicdo por organismos
heterotroficos (Azam, 1983). De 10 a 50 % do carbono orgénico fotossintético €
transformado em biomassa bacteriana (Larsson e Hagstrom, 1982, Sondergaard et al.,
1988), canalizado para a cadeia alimentar denominada alca microbiana e,
posteriormente, transferido para niveis tréficos superiores. Assim, héa evidéncias de que,
em ambientes aquaticos, as bactérias podem ocupar o primeiro nivel tréfico
(Overbeck,1975; Azam, 1983).

Devido ao fato de a MOD ser um importante recurso para as bactérias
heterotréficas, esses organismos sao dependentes tanto da sua composi¢do quanto de
sua quantidade (Chrést et al., 1989). Segundo Muster e Chrost (1990), ha trés teorias

tréficas sobre a utilizacdo da MOD por bactérias heterotroficas: (a) a primeira relata que
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parte da MOD capturada é rapidamente utilizada e resulta em um aumento da taxa de
crescimento e biomassa bacteriana (a MOD é usada como substrato para a producgéo
secundaria bacteriana); (b) a segunda propde que a MOD ¢ utilizada em taxas baixas e €
suficiente somente para manter a sobrevivéncia das bactérias (isso decorre do baixo
grau de assimilacdo das estruturas poliméricas pelas bactérias ou ainda pela baixa
producéo de substratos organicos pelas bactérias); (c) a terceira teoria propde que alguns
compostos organicos ndo podem ser utilizados sozinhos para a produgéo e manutengédo
das bactérias, necessitando de outros para serem metabolizados.

Uma vez que a ciclagem da MOD via bactérias é regulada por sua qualidade e
quantidade (Kirchman et al., 2001; Pullin et al., 2004), a forma quimica da MOD
influencia seu destino e a taxa na qual é consumida e transformada dentro de uma
cadeia tréfica (Carlson et al.,1998). Os estudos das caracteristicas bioquimicas da MOD
sdo complexos devido as dificuldades em se concentrar a MOD para anélises e
facilidade de contaminacdo das amostras (Mopper et al., 1996). No entanto, as
propriedades Opticas da MOD, como sua fluorescéncia, podem fornecer informagdes
significativas sobre sua composicdo em concentra¢Oes naturais. Sem a necessidade de
concentracdo do material, hd uma reducéo significativa dos riscos de contaminacdo da
amostra. A espectroscopia de fluorescéncia na modalidade excitacdo sincronizada é
particularmente sensivel e pode ser usada em estudos de fracionamento ou degradacédo
da MOD (Mayer et al., 1999). Na espectroscopia de fluorescéncia, alteracdes do
comprimento de onda de maxima emissdo sdo devidas tanto a presenca de diferentes
constituintes, como também a diferentes origens. Assim, a fluorescéncia da MOD pode
ser usada como um tragador entre ecossistemas diferentes, distinguindo MOD de

origens distintas (Lombardi e Jardim, 1999; McKnight et al., 2001; Sierra et al., 2005).



49

Devido a grande importancia ambiental da MOD nos ecossistemas aquaticos,
estudos que visam o entendimento da interagdo MOD-organismo-ambiente fornecem
informacdes importantes para o conhecimento e gerenciamento de ecossistemas

aquaticos, principalmente no que se refere a dinamica de metais tracos.

OBJETIVO
O principal objetivo deste trabalho foi demonstrar a utilizacdo da MOD por
bactérias heterotroficas utilizando-se a fluorescéncia de emissdo e excitagdo

sincronizada antes e ap6s o contato da MOD com as bactérias.

MATERIAIS E METODOS
1. A MATERIA ORGANICA DISSOLVIDA NATURAL

Os experimentos de laboratério foram conduzidos utilizando-se matéria orgénica
dissolvida natural em uma concentracéo de 15 mg L™. O material organico (Suwannee
River NOM - RO isolation) foi adquirido atraveés da Sociedade Internacional de
Substancias Humicas (IHSS). De acordo com a IHSS, a composicdo elementar da
matéria organica dissolvida natural, assim como seus grupos funcionais acidos, estdo
presentes nas seguintes proporgdes: 52,47% de carbono, 4,19% de hidrogénio, 42,69%
de oxigénio, 1,10% de nitrogénio, 0,65% de enxofre e 0,02% de fosforo. Segundo
Thurman (1985), em 4guas continentais, a concentracdo de MOD encontra-se em um
limite entre 1 - 15 mg C.L™, sendo que concentracdes de MOD na faixa de 10 - 15

mg.L™ séo caracteristicas de ambientes eutrofizados.



50

2. CRESCIMENTO POPULACIONAL BACTERIANO

Os experimentos foram efetuados utilizando-se agua reconstituida (APHA,
1998), tendo como base agua bi-destilada em vidro. A agua foi autoclavada a 120 °C
por 30 min. para esterilizacdo e, posteriormente, foi adicionada a matéria organica
dissolvida natural em uma concentracdo de 15 mg.L™.

Para o in6culo da bactéria, foi coletada 4gua do ambiente natural (Reservatdrio
do Monjolinho) em trés replicas de 500 mL. Esta foi primeiramente filtrada em filtro
GF\C (Whatman) para retirada de predadores e, posteriormente, filtrada em filtros com
poros de 0,2 um (Gelman GA-8) para retencdo das bactérias. O filtro com a populacéo
bacteriana foi inoculado em &gua reconstituida (500 mL) contendo a matéria organica
natural (15 mg.L™). Durante o experimento, a comunidade bacterioplanctdnica foi
mantida em sala com temperatura controlada de 25 °C + 2, no escuro e sob agitacao
constante (60 — 100 rpm) (Tranvik e Sieburth, 1989) em mesa agitadora (Nova Etica,
modelo 109, Brasil).

O crescimento populacional bacteriano foi acompanhado através da
determinacdo da turbidez da amostra em espectrofotdbmetro (Shimadzu, Japdo) em
comprimento de onda de 540 nm. Para tanto, em tempos distintos de incubacdo (0, 24 h,
48 h, 72 h, 96 h e 168 h), foram retiradas aliquotas de 5 mL, homogeneizadas e
analisadas no espectrofotdometro. Como a solucdo de MOD apresenta coloracdo
ligeiramente amarelada, foi realizada uma varredura para a escolha do comprimento de
onda na qual a interferéncia da MOD fosse minimizada durante as leituras de
absorbancia para a quantificacdo do crescimento populacional bacteriano. Além disso,
uma solucdo de MOD (10 mg.L™) sem bactéria foi usada para calibrar o

espectrofotémetro.
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Durante o periodo de incubacéo, toda manipulacdo das amostras foi realizada em
fluxo laminar (Pachane, Brasil) dotado de luz ultravioleta para minimizar

contaminacoes.

3. UTILIzACAO DA MOD PELA POPULACAO BACTERIANA

Para acompanhar a degradacdo bacteriana da MOD, determinagfes através de
espectroscopia de fluorescéncia foram realizadas durante o periodo experimental. Para
tanto, utilizou-se um espectrofluorimetro (Jasco 6500) dotado de lampada de xendnio de
150 W para excitacdo da amostra. Monocromadores foram usados para selecdo do
comprimento de onda de emissdo e de excitacdo, sendo que os comprimentos de 5 nm e
10 nm foram escolhidos para emissdo e excitacdo, respectivamente.

O espectro de emissdo € produzido através do registro da intensidade de luz
emitida em funcdo de seu comprimento de onda, com excitacdo realizada em um
comprimento de onda fixo. Neste trabalho, os espectros de emissdo foram registrados
em uma amplitude de comprimento de onda entre 370 nm a 600 nm para excitagdo fixa
em 350 nm, e amplitude de registro de emisséo de 470 nm a 600 nm para excitagdo fixa
em 450 nm.

O espectro de excitacdo sincronizada € uma combinacdo dos espectros de
excitacdo e emissdo, resultando em um espectro mais estruturado. A varredura
simultanea da excitacdo e emisséo foi realizada em uma amplitude de comprimento de
onda de 300 a 600 nm. A diferenca entre os comprimentos de onda de excitacdo e
emisséo (6 = 18 nm) foi mantida constante. Todo o procedimento experimental utilizado
para as determinacGes de fluorescéncia encontra-se descritos em Lombardi e Jardim

(1997, 1999).
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Os comprimentos de onda usados neste trabalho para caracterizar a matéria
organica dissolvida natural durante o processo de degradacgédo séo tipicos de estudos de
fluorescéncia de substancias humicas (Lombardi e Jardim,1999; Belzile, 2006; Misic,
2006).

Aliquotas de 5 mL foram retiradas das culturas em periodos de tempo regulares
(0, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h) e filtradas em membranas de 0,2 um (Gelman GA-8). Uma
vez que o pH influencia na fluorescéncia da MOD (Saadi et al., 2006), este foi
monitorado durante o experimento e permaneceu constante entre 6,7-7,0. De acordo
com Pegau et al. (1997), a absorcdo de luz por solugbes aquosas € dependente da
temperatura, assim tomou-se o cuidado de aclimatar as amostras com a temperatura da
sala (19 °C) onde a fluorescéncia foi detectada. O experimento foi realizado com trés
réplicas. A estabilidade e perfeito funcionamento do espectrofluorimetro foi verificada a
cada dia de leitura atraves do pico Raman utilizando-se 4gua deionizada.

A calibracdo do espectrofluorimetro foi realizada através da emissdo de
fluorescéncia dos espectros sincronizado (Fig. 01) e de emisséo (Fig. 02), este com
fixo em 350 nm e Ae 450 nm utilizando-se concentracdes de carbono orgéanico
dissolvido referentes as concentragdes de MOD de 5, 10, 15 e 20 mg.L™ (Fig. 03). O
carbono organico total dissolvido foi determinado nas amostras da calibracdo apds
terem sido filtradas em membranas de 0,2 um de abertura de poro (Gelman GA-8) e
guardadas em frascos de vidro lavados em &cido cloridrico a 20% e deixados em mufla
por 2h a 550 °C para eliminar qualquer contaminacdo por matéria organica. As
determinacOes foram realizadas utilizando-se um analisador de carbono (TOC-5000

Shimadzu - Jap&o).
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Figura 01- Calibracdo do espectrofluorimetro entre as concentra¢fes do carbono orgénico dissolvido e a

intensidade de fluorescéncia do espectro sincronizado para os picos detectados em 450,0 nm e 540,0 nm.
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Figura 02- Calibracdo do espectrofluorimetro entre as concentra¢fes do carbono orgéanico dissolvido e a
intensidade de fluorescéncia dos espectros de emissdo excitados em 350 nm e 450 nm com maximos de
emissdo detectados em 451,8 nm e 520,0 nm, respectivamente.
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Figura 03- Reta proveniente da regresséo linear onde o carbono organico (mg. L™) foi plotado em funcéo
da concentracdo nominal de MOD (5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg. L™).

RESULTADOS

O aumento da populacdo bacteriana pode ser visualizado na figura 04. Pode-se
perceber que ocorreu um crescimento em 24 h de incubacdo, seguido de uma
estabilizacdo (24-72 h) e, apds esse tempo, as bactérias voltaram a apresentar

crescimento (72-168 h).

e

Inicial 24 48 72 96 168
Tempo (h)

Absorbancia (U.A.) x 1000
N

Figura 04- Aumento populacional bacteriano detectado através de absorbancia (540 nm) em
funcédo do tempo.
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A caracterizacdo da degradacdo da MOD pode ser visualizada na figura 05

através dos espectros sincronizado e de emissao nos tempos inicial, 24 h e 168 h.
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Figura 05- Espectros sincronizado e de emissdo com excitacdo a 350 nm e 450 nm, detectados

nos tempos (_.._) Inicial, (__) 24 h,

e (......) 168 h durante a degradacdo bacteriana sobre a MOD.
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Na tabela 01 apresenta-se a localizagdo de todos 0s picos com suas respectivas

intensidades de fluorescéncia. Deve ser considerado um deslocamento de +10 nm no

comprimento de onda de maxima emissdo dos picos como erro de leitura para amostras

de MOD.

Tabela 01- Valores de comprimento de onda (nm) e intensidade (1) de fluorescéncia (U.A) dos espectros

sincronizado e emissdo (Aex 350 € A 450) durante a degradacdo da MOD em cada tempo (t) experimental

amostrado. Os valores representam a média e desvio padrdo de trés replicas. Os valores destacados em

negrito representam os picos que apareceram durante a incubacgdo. *) pico e intensidade encontrados

somente na réplica A, °) pico e intensidade encontrados somente na réplica B, ©) pico e intensidade

encontrados somente na réplica C.

t0 t24h t48h t72h t96 h t168 h
nm 1 (U.A) nm 1 (U.A) nm 1 (U.A) nm 1 (UA) nm 1 (U.A) nm 1 (UA)
Sincronizado 417,9° 585° 3295° 1,81° 4261° 556°
4503 353 4509 7,31 4502 580 4478 576  4512° 566" 4275°  6,76°
+00 +00 +23 +07 +17 +05 +59  +04
5481 7,12  4650° 7,92 5404 711 5397 693  4971® 650° 4509 7,28
+00  +00 +1,0 +09 +10  +06 +0,9 +0,3
496,4* 7,16* 5878 782 5877 735 5321 652 5413 8,55
+18 +16 +01 +08 +116 +05  +63 +1,6
5411 7,85
+04  +18
5875 8,50 587,5 697 5822 10,0
+06  +1,0 +04  +10  +48 +3,2
Em (hex 350) 4518 29,18 4513 26,69 4515 27,44 4515 2852 4514 2818 4511 31,0
+00 +00  +04 +01 +01 +07 +01 +07 +03 +11  +0.1 +1,2
473 28,37 473 25,78 473 26,42 473 27,46 473 27,10 473 28,97
+00 +00 +00 +01 +00 +06 +00 +06 +00 +01  +00 +0,1
499,9°  31,06°
Em (A 450) 5206+ 705 5218+ 659 5182+ 6,64 5178+ 680 5185 645 5181+ 7,23+0.2
0,0 +0,0 7,5 +0,1 0,5 +0,2 3,8 +01  +00  +03 0,8 0,39
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Em relacdo ao espectro sincronizado, pode-se observar a existéncia de dois picos
localizados em 450,0 (Intensidade = 3,53 A.U.) e 548,0 nm (Intensidade = 7,12 U.A.).
Esses picos se mantiveram durante todo o experimento. No entanto, um aumento na
intensidade de fluorescéncia ao final da incubacéo foi observado nos dois picos, sendo
mais pronunciada no pico localizado em 450,0 nm (Intensidade = 7,28). A partir de 24 h
de incubacdo houve o aparecimento de um pico localizado em 587,5 nm (Intensidade =
8,5) em todas as réplicas experimentais, o qual permaneceu com intensidade
praticamente constante durante 96 h de incubacdo. Em 168 h, esse pico teve sua
intensidade aumentada (Intensidade = 10).

Durante o periodo experimental, alguns picos apareceram somente em uma das
réplicas experimentais. Para a réplica A, esses picos se localizaram em 465,0 nm em 24
h, 496,0 nm em 24 h e 96 h, 427,5 nm em 168 h. Para réplica B, os picos foram
encontrados em 417,9 nm em 24 h, 329,5 nm em 72 h. Na réplica C, o pico foi
encontrado em 426,0 nm em 96 h.

Nos espectros de emissdo excitados em 350 nm e 450 nm, oS picos nao
apresentaram deslocamento em relagdo ao comprimento de onda durante a incubagéo. A
intensidade de fluorescéncia teve uma diminuicdo ao inicio da incubacdo (24 h), apds a
qual permaneceu constante, até que em 168 h a intensidade de fluorescéncia atingiu
valores pouco superiores em relagdo ao inicial. Excecdo ocorreu na réplica C, onde a
intensidade chegou proxima de zero em 168 h de incubagdo no espectro de emisséo
excitado em 450 nm. Na réplica B, houve o desaparecimento do pico localizado em 473
nm detectado no espectro de emissdo com Aex fixo em 350 nm. Novo pico surgiu no

mesmo espectro, em 499,9 nm.
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DISCUSSAO

O crescimento populacional bacteriano observado na figura 04 sugere que a
populacdo bacteriana utilizou a MOD como recurso de carbono, apesar desta ser
considerada de dificil degradacdo. Estudos em ambientes aquaticos relacionados a
dindmica da MOD séo unanimes em concluir que a MOD labil é mais importante que a
refrataria para sustentar a producdo bacteriana (Moran e Hodson,1990; Ellis et al.,
2000). De acordo com Moran e Hodson (1990), a fracdo labil da MOD suporta quatro
vezes mais a producdo secundaria das bactérias do que as substancias himicas do
mesmo ambiente. Ainda, Ellis et al. (2000) mostraram que 0 crescimento microbiano
foi menor utilizando-se &cido himico em relagdo a aminoacidos e carboidratos. No
entanto, Tranvik e Sieburth (1989) demonstraram que as substancias himicas podem ser
degradadas pela populacdo bacteriana. Estudos recentes que combinam analises
moleculares de comunidades microbianas com a caracterizagdo da MOD chamaram a
atencdo para generalizacdo dos pesquisadores em relacdo aos microorganismos que
predominantemente metabolizam a fracdo labil da MOD (Webhr et al.,1999; Eiler et al.,
2003; Docherty et al.,2006). De acordo com Eiler et al. (2003), o peso molecular da
MOD pode ter menos relacdo com a produtividade do que a capacidade metabdlica da
comunidade bacteriana. Esses autores verificaram que o crescimento da populacédo
bacteriana em lagos humicos foi limitado pela concentracdo da MOD e ndo por sua
massa molecular. Adicionalmente, Wehr et al. (1999) ao estudarem o metabolismo
bacteriano observaram que as comunidades microbianas se diferenciavam em relacao as
diferentes concentracdes de carbono. Docherty et al. (2006) verificaram uma grande
interacdo entre concentracdo e composi¢cdo quimica da MOD e a composicéo e atividade
da comunidade bacteriana. Esses autores, ao acompanharem a biodegrada¢do de MOD

de véarias massas moleculares, concluiram que as comunidades microbianas crescem
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sobre uma variedade de MOD possuindo versatilidade no ajuste ao novo recurso de
carbono do ambiente. Além disso, esses autores demonstraram que as bactérias
consomem MOD de alta massa molecular, geralmente consideradas refratarias. Assim, a
MOD pode ser considerada como um importante recurso em ecossistemas aquaticos.

Devido a sua importancia ambiental, cresce a necessidade de caracterizacdo da
MOD. Assim, muitas analises quimicas e fisicas (ex: absorc¢ao de luz, concentracdo de
carbono orgéanico, aromaticidade, fluorescéncia, fracionamento e massa molecular,
dentre outros) estdo sendo utilizadas para esse fim. Na MOD estdo incluidas moléculas
organicas com cromoforos (absorvem luz) e fluor6foros (emitem luz), de modo que a
espectroscopia de fluorescéncia tem sido usada como recurso para investigar a
composi¢do quimica da MOD devido a sua habilidade em distinguir diferengas
estruturais na MOD, ser uma técnica ndo destrutiva e limpa (ndo ha necessidade de pré-
concentracdo da amostra) (Lombardi, 1995). Essa técnica possui alta resolucdo Gptica
(Baker, 2001), onde a fluorescéncia em diferentes regifes espectrais esta associada com
diferentes tipos de grupos funcionais (Sharpless et al.,1999).

Os resultados desta pesquisa concordam com outros da literatura (Lombardi,
1995; Hayakawa et al., 2003) que mostram a existéncia de linearidade entre a
intensidade de emissdo de fluorescéncia e a concentracdo de carbono orgénico
dissolvido. Destes resultados, conclui-se que ha uma relagdo diretamente proporcional
entre fluor6foros e carbono orgénico na MOD.

Os grupos de fluorescéncia contidos na MOD séo representados pelos acidos
falvicos, himicos e proteinas (Senesi et al., 1991; Yamashita e Tanoue, 2003, Leenheer
e Croué, 2003). De acordo com a classificacdo de Leenheer e Croué (2003), a
fluorescéncia entre 420-480 nm/300-350 nm e 380-480/250-260 nm (Aem/iex) estd

associada com material himico, enquanto que a fluorescéncia compreendida entre 0s
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comprimentos de onda de 300-350 nm/ 270-280 nm (Aem/iex) esta relacionada com a
presenca de proteinas na estrutura da MOD. Outros estudos também demonstram que 0s
picos de fluorescéncia na faixa entre Aex/Aem 340-350 nm/420-450 nm de lagos e rios
sdo devidos as substancias humicas (Senesi et al. 1991; Coble 1996, Suzuki et al. 1998,
Yoshioka et al., 2002). Esses picos sd@o similares aos encontrados neste trabalho,
indicando a natureza humica da MOD usada.

O surgimento de novos maximos de emissdo de fluorescéncia durante a
degradacdo microbiana da MOD, assim como as diferencas em suas intensidades séo o
resultado da modificacdo na estrutura e composicdo da matéria organica dissolvida
pelas bactérias. Como na MOD hé& uma grande variedade de fluor6foros, cujos sinais
fluorimétricos se sobrepdem, mediante o processo de degradacédo, fluoréforos distintos
sdo degradados e assim, outros fluoréforos que ja estavam presentes na MOD passam a
ser detectados. Este processo € andlogo aquele observado através da complexacéo
diferencial com metais paramagnéticos (Lombardi e Jardim, 1997).

A variacdo na intensidade de fluorescéncia dos picos de emissdo da MOD
durante o processo de degradacdo observado neste estudo esta de acordo com outros da
literatura. De modo similar, Saadi et al. (2006), ao estudarem a biodegradacdo da MOD
de um efluente, verificaram que a intensidade de fluorescéncia mudou durante a
biodegradacdo, no entanto 0s picos permaneceram estaveis no mesmo comprimento de
onda. Esses autores concluiram que a reducdo da fluorescéncia ¢ uma indica¢do, ou da
degradacdo do material fluorescente, ou do aparecimento de novas moléculas organicas.
Estas seriam formadas através do processo de degradacao e capazes de diminuir o sinal
de fluorescéncia da MOD. Assim, a degradagdo bacteriana da MOD pode resultar em

aumento da fluorescéncia, através da formacdo de novo material fluorescente ou ainda
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através da degradacao de grupos e/ou elementos quimicos que ocasionavam reducéo do
sinal fluorescente.

Outros autores também verificaram mudancas nos espectros de fluorescéncia da
MOD devido a sua biodegradacdo (Mayer et al.,1999; Ogawa et al., 2001; Misic et al.,
2006). Mayer et al. (1999) comprovou a utilizacdo da MOD por atividade heterotréfica
através do sinal fluorescente, verificando a liberacdo de moléculas de proteinas durante
a biodegradacdo. Ainda, de acordo com Misic et al. (2002), a lise de proteinas através
da enzima bacteriana, leucina aminopeptidase, contribui para a liberacdo de
aminoacidos da molécula organica. Similar aos nossos resultados, Misic et al. (2006)
mostraram, atraveés da variacdo na fluorescéncia da MOD, que bactérias da Antértica
(Terra Nova), foram capazes de capturar e degradar a MOD. Esses autores
demonstraram que a maior parte do desaparecimento da MOD fluorescente ocorreu
devido ao ataque microbiano, e que somente 7% do desaparecimento da MOD foi
devido a fotodegradagdo. Ogawa et al. (2001) reportaram sobre a producdo de MOD
refrataria a partir de compostos labeis, como glicose e glutamato, por bactérias
marinhas. Os autores chamam a atencdo ao fato de que um aumento parcial da
fluorescéncia associada com a formacdo de nova MOD pode ser mascarado pela
degradacéo de outros constituintes fluorescentes.

Assim, através dos resultados deste trabalho, pode-se concluir que as bactérias
heterotroficas possuem habilidade em usar a matéria organica dissolvida natural de
origem mais refrataria como substrato alimentar, influenciando na dindmica de carbono,

micronutrientes e poluentes associados a este tipo de MOD.
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RESUMO

A introdugdo de metais tragcos no ambiente aquatico pode produzir modificacdes
nas comunidades microbianas e em suas atividades. Por sua vez, essas modificacoes
irdo influenciar a dindmica e destino desses elementos na cadeia trofica aquatica. Sabe-
se que uma consideravel diversidade de bactérias heterotroficas possui mecanismos
fisiologicos capazes de conferir resisténcia aos metais potencialmente toxicos.
Consequentemente, tais organismos suportam concentragdes relativamente elevadas de
metal no meio. Este estudo investigou a resposta de uma populagdo natural de bactérias
a contaminagdo por cobre. Inicialmente a tolerdncia bacteriana ao metal foi testada
utilizando-se trés concentra¢des de cobre (107, 10° ¢ 107 mol.L™"). Posteriormente os
organismos foram expostos a uma concentragdo de cobre total dissolvido de 10 mol.L"
! ¢ foi realizado um estudo de especia¢io do metal no meio (cobre total dissolvido e
ions cobre livre) e da compartimentalizagdo do cobre nas bactérias (cobre total
internalizado ou absorvido e cobre total adsorvido) durante o crescimento dos
microorganismos. Os resultados mostraram que as bactérias foram resistentes ao cobre
em uma concentra¢io de 10° mol.L™". Ainda, uma oscilagdo sincronizada entre cobre
absorvido, adsorvido e cobre total dissolvido ocorreu durante o periodo de
experimentacdo, sugerindo a existéncia de um mecanismo pelo qual a populagdo

bacteriana libera cobre ao meio externo, conferindo-lhe resisténcia ao metal.
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INTRODUCAO

A concentracdo de metais no ambiente ¢ decorrente de processos naturais e
antropicos. No entanto, sdo as atividades antrdpicas, principalmente as industriais, que
mais contribuem para o desequilibrio desses elementos nos ecossistemas (Nriagu,
1990). O cobre, por exemplo, ¢ um metal essencial a sobrevivéncia dos organismos, no
entanto em altas concentragdes pode causar danos a célula (Edding e Tala, 1996),
desestabilizando comunidades biologicas (Hassen et al., 1998).

Em ecossistemas aquaticos, as bactérias heterotroficas sdo fundamentais aos
processos de regeneragdo de nutrientes e transferéncia trofica de carbono (Miinster e
Chrost, 1990; Twiss et al., 1996), podendo afetar o destino de diversos elementos. No
caso dos metais, esta influéncia ocorre principalmente devido aos processos de captura,
e\ou liberagdo (Ford e Mitchell, 1990), o que pode afetar a distribuicdo desses
elementos no ecossistema e consequentemente sua relagdo com o restante da biota. A
partir dos mecanismos de defesa desses organismos, os metais podem ser acumulados
ou disponibilizados novamente para o meio através de processos como o efluxo. Assim,
através desses organismos os metais podem ser biodisponibilizados e biomagnificados
ao longo da cadeia trofica (Mansouri-Aliabadi e Sharp, 1985; Lores e Pennock, 1999;
Lores et al., 1999; Miranda e Rojas, 2006; Worms et al., 2006).

As bactérias heterotroficas sdo afetadas pela descarga de metais no ambiente
tanto através do contato com a frag¢do ligada do metal, como também ao metal livre e/ou
labil (Silver, 1996; Miranda e Rojas, 2006). Esta dupla exposi¢do ocorre principalmente
pela degradacdo de materiais organicos dissolvidos, normalmente agentes complexantes
de metais e utilizados como fonte energética pelas bactérias (Sherr e Sherr, 1988; Azam
et al., 1983; Pomeroy, 1974; Silver e Phung, 2005), ou pela adsor¢do desses complexos

em sua parede celular (Campbell et al., 1997). Os metais tracos ¢ seus complexos
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podem difundir-se do meio externo para a superficie dos organismos e, dada a natureza
dinamica dos complexos, estes podem sofrer associacdes e dissociagdes quando na
superficie celular (Worms et al., 2006).

A matéria organica dissolvida (MOD) ¢ a fracdo predominante da matéria
orgénica total presente em aguas naturais (Azam et al., 1983), podendo seqiiestrar ¢/ou
liberar ions para o ambiente (Lombardi e Jardim, 1997; Lombardi et al.,1997; de
Oliveira et al., 1995), atuando de maneira diversificada e dindmica sobre a especiagao ¢
conseqiientemente sobre a biodisponibilidade dos metais nos ecossistemas aquaticos
(Lombardi et al., 2002; Nogueira et al., 2005; Lombardi et al., 2007).

Como conseqliéncia da exposicdo aos metais, as bactérias desenvolveram
mecanismos de resisténcia, dentre elas pode-se citar o acumulo intracelular de metal
através do seu seqiiestro por moléculas quelantes, impedindo-os de atingir sitios vitais,
associacdo com a parede celular, mecanismos de volatilizagio do metal (Ford e
Mitchell, 1990; Bosecker, 1997; Gordon et al., 2000; Markwiese ¢ Colberg, 2000), e
ainda o efluxo de metal (Rosen, 1996; White et al., 1997; Mirimanoff ¢ Wilkinson,
2000; Franke et al., 2003; Resing e Grass, 2003; Bertinato e Abbé¢, 2004).

Um estudo sobre a resisténcia de metais pesados em Ralstonia metallidurans
(linhagem CH34) efetuado por Nies (2003) mostrou que o efluxo ¢ um dos mecanismos
utilizados por estas bactérias para conferir-lhes uma maior resisténcia aos metais. Varias
pesquisas em nivel molecular vém sendo realizadas para esclarecimento dos
mecanismos celulares que participam desse processo. Sabe-se que trés familias de
proteinas atuam no mecanismo (Rosen, 1996; Grass e Resing, 2001; Resing et al., 2003;
Outten et al., 2001; Nies, 2003; Kittleson et al., 2006). Sao elas, (i) proteinas da
superfamilia RND, responsaveis pela resisténcia, nodulagdo e divisdo celular e

envolvidas no transporte de metais e compostos hidrofobicos, (ii) proteinas de fusdo de
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membrana (MFB), também designadas como proteinas de efluxo periplasmatico, e
finalmente (iii) proteinas da membrana externa (OMF). Esses trés grupos de proteinas
fazem parte do sistema Cus que juntamente com proteinas do “tipo P da familia das
ATPases (CopA e CopB) podem exportar os metais do citoplasma, da membrana
citoplasmatica ou do periplasma através da membrana externa do interior para o exterior
da célula. No entanto, os mecanismos envolvendo o transporte de fora para dentro das
células bcterianas ndo estdo totalmente elucidados. Sabe-se somente que os metais
dissolvidos no meio ligam-se as proteinas da membrana e sdo transportados para o
interior das células, onde entdo se unem a diversos ligantes (Rainbow, 2002).

De acordo com Outten et al. (2001), o complexo Cus ¢ induzido pela presenca
de cobre, onde em condicdes aerdbicas o sistema CueR (CuCFBA) entra em atuagdo
juntamente com as proteinas CopA e CueO. A CueO ¢ uma proteina oxidase localizada
no periplasma. A proteina CopA transporta Cu’ do citoplasma para o periplasma e,
neste local o cobre reage com algumas moléculas para formar Cu®". A molécula que
doou elétron para o cobre fica entdo danificada. Neste momento, a proteina CueO entra
em ac¢do, reduzindo e repararando a molécula danificada. Este processo ¢ ilustrado na

figura O1.
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a Escherichia coli b Enterococcus hirae

Figura 01 — Mecanismo de efluxo de cobre estudado em duas bactérias: Escherichia coli e Enterococcus
hirae. Retirado de Silver e Phung (2005).

Os mecanismos envolvidos na resisténcia bacteriana apresentam grande
importancia ecoldgica e varios estudos em nivel genético e de biologia celular t€ém sido
desenvolvidos para elucidar os processos celulares envolvidos nessa resisténcia
(Mirimanoff e Wilkinson 2000; Nies, 2003; Franke et al., 2003; Resing e Grass, 2003;
Bertinato ¢ Abbé, 2004, Silver e Phung, 2005). No entanto, estudos com enfoque sobre
a dinamica ambiental de metais resultante do metabolismo microbiano sdo raros
(Mirmanoff e Wilkinson, 2000; Croot et al., 2003).

Esta pesquisa se distingue por enfocar o metabolismo de uma populacio
heterotréfica em relagdo ao ambiente externo, onde a Unica fonte de cobre ¢ através do
complexo MOD-Cu, mostrando a dindmica desse elemento resultante da interagdo

MOD-Cu-organismo.
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OBJETIVO
O objetivo principal deste trabalho foi verificar a influéncia de uma populagao
de bactérias sobre a dinamica do cobre complexado a matéria organica dissolvida

(MOD).

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em agua de cultivo preparada com éagua
reconstituida (APHA, 1995) e autoclavada (120 °C, 30 min.). A esta dgua reconstituida
foram acrescidos a matéria organica dissolvida (MOD - Suwannee River Natural
Organic Matter) comercialmente disponivel através da Sociedade Internacional de
Substdncias Himicas em uma concentragio final de 10 mgL'. A escolha da
concentragdo de MOD baseou-se no fato de que de acordo com Thurman (1985), em
aguas continentais, a concentracdo de MOD encontra-se em um limite entre 1 - 15 mg
C.L", sendo que concentragdes de MOD na faixa de 10 - 15 mg.L™" sdo caracteristicas
de ambientes eutrofizados. A solugdo de MOD empregada equivale a aproximadamente
7.0 mg.L" de carbono organico total (TOC), determinada usando-se um analisador de
carbono organico (TOC-5000 Analyzer, Shimadzu, Japan). Trés réplicas experimentais
foram realizadas e no presente trabalho, a 4gua contendo a MOD serda chamada de
solucao de trabalho.

A populagdo bacteriana foi obtida através de filtragdo seqiiencial de uma amostra
de agua coletada no Reservatorio do Monjolinho. Para tanto, foram utilizados filtros
previamente autoclavados (120 °C, 30 min.) e lavados em HNOj; 1,0 mol.L™ por 24 h.
Primeiramente a dgua foi filtrada em filtro GF\C com poros de 1,2 um (Whatman) para

remogao de predadores, e posteriormente filtrada em filtros com poro de 0,2 um
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(Gelman GA-8) para retencao das bactérias. Todo esse procedimento foi realizado em

condigdes assépticas sob fluxo laminar, dotado de luz ultravioleta.

1. RESISTENCIA BACTERIANA AO COBRE

As concentra¢des de cobre nominais selecionadas (107, 10°® e 10° mol. L™
escolhidas para exposi¢do das bactérias foram baseadas no teste de resisténcia
bacteriana ao cobre por Thompson e Waltling (1983). Como efeito de toxicidade
considerou-se a inibi¢do do crescimento desses organismos (Mills, 2002) sob uma
determinada concentragdo de cobre. O controle foi constituido da solu¢do de trabalho
sem adicao de cobre. Todos os tratamentos foram realizados com trés réplicas.

Analises de cobre total foram realizadas antes do in6culo de bactérias retirando-
se 10 mL de amostra, a qual foi acidificada com HNOs (1 mol.L™") e posteriormente o
cobre foi determinado em espectrofotdometro de absorcdo atomica em forno de grafite
(VARIAN, Spectra A.A 220, Australia).

Os filtros contendo a populagdo bacteriana foram inoculados em frasco de
policarbonato com capacidade de 1000 mL, contendo 200 mL da solucdo de trabalho e
as concentragdes variadas de cobre a partir de uma solucdo estoque de concentragao 1
mg.mL" (CuCl, Titrisol, Merck). Os frascos contendo a populagio bacterioplanctonica
foram mantidos em sala com temperatura controlada de 25 °C + 2, no escuro e sob
agitacao constante (60 — 100 rpm) (Tranvik e Sieburth, 1989) em mesa agitadora (Nova
Etica, modelo 109, Brasil). O crescimento populacional bacteriano foi acompanhado
diariamente através de leitura em espectrofotometro (Shimadzu, Japao) a 540 nm (Lores
etal., 1999).

Todo o procedimento foi realizado em fluxo laminar (Pachane, Brasil) dotado de

luz ultravioleta para minimizar contaminagdes.
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2. INFLUENCIA DA POPULACAO BACTERIANA SOBRE A DINAMICA DE COBRE

Apos a filtragao seqiiencial, os filtros contendo a populagdo bacteriana foram
inoculados em frascos de policarbonato com capacidade de 1000 mL contendo um
volume de 700 mL de solucao de trabalho e uma concentracao total final de cobre de 10
% molL' (CuCl,, Titrisol, Merck). Em seguida, os frascos experimentais foram
colocados em mesa agitadora (60-100 rpm, Nova Etica, Brazil), em sala climatizada a
uma temperatura de 25 °C £ 2 no escuro, seguindo o procedimento descrito em Tranvik
e Sieburth (1989). Amostras foram retiradas em intervalos regulares de tempo: 0, 0,16
h, 0,5 h,2 hy4 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h e 72 h, para determinagdes da densidade
bacteriana e das concentracdes de cobre nas formas livre, cobre total dissolvido, cobre
adsorvido na superficie da célula bacteriana e cobre total particulado.

O crescimento populacional bacteriano foi acompanhado através de leitura em
espectrofotometro (Shimadzu, Japdo) a 540 nm (Lores et al., 1999). No entanto, para
reportar as concentragdes de cobre adsorvido e internalizado em ntimero de células,
estas foram contadas em microscopio de fluorescéncia seguindo a metodologia de Jones
(1979). A preparacao das laminas foram feitas seguindo o protocolo sugerido por Porter
e Feig (1980).

Para as determinagdes do cobre em suas vdarias formas, aliquotas de 50 mL foram
filtradas em filtros de 0,2 um (Gelman GA-8) previamente autoclavados (120 °C, 30
min.) e lavados com HNO; 1.0 mol.L™". Do filtrado foram separadas duas aliquotas: 10
mL foi acidificado com HNO; em concentragdo final de 2.0 mol.L" para determinacio
de cobre total dissolvido e 40 mL teve sua forga idnica ajustada para 0,1 mol.L™' com

NaNOs e seguiu imediatamente para quantificagcao do cobre livre.
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Para obtencdo do cobre adsorvido na superficie celular, as células retidas durante o
processo de filtragdo em cada tempo experimental foram ressuspendidas em 5 mL de
solucdo quelante constituida de EDTA (etilenodiamina acida tetraacética) em
concentracio de 0,01 mol.L"' ¢ pH 7.0, por 30 s (Miramanoff e Wilkinson, 2000).
Posteriormente o volume foi ajustado com &gua deionizada para 50 mL, onde a
concentracio final de EDTA foi de 2.0x10” mol.L". A amostra foi novamente filtrada
em filtros de 0,2 um de didmetro de poro (Gelman GA-8) previamente autoclavados
(120 °C, 30 min.) e lavados com HNO; 1.0 mol.L™". O filtrado (solu¢io quelante mais
45 mL de 4gua deionizada) foi acidificado para uma concentra¢io final de 2 mol.L™
com HNO; O filtro contendo as bactérias foi usado para determinacdo de cobre
intracelular e submetido a digestdo acida adicionando-se sobre os mesmos 2 mL de
HNO; concentrado, e posteriormente transferidos para uma estufa a 90°C, onde
permaneceram por 48 h. Apods a digestdo, o volume da amostra foi ajustado para 50 mL
com agua deionizada. As concentragdes de cobre total dissolvido e cobre intracelular
foram determinadas através de espectrofotdometro de absorcdo atomica com forno de
grafite (AAS-GF) utilizando-se um equipamento Varian AA220, (Mulgrave, Vic.,
Australia).

O cobre livre foi determinado através da técnica de potenciometria, usando-se
eletrodo seletivo ao ion cobre (ISE). O tempo de equilibrio foi determinado de acordo
com a resposta do eletrodo, que variou com a concentra¢do do metal na amostra. Quanto
menor a concentracdo de cobre, maior foi o tempo requerido para estabilizacdo do
eletrodo. O eletrodo seletivo ao ion cobre (ANALION) foi utilizado conjuntamente com
um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (ANALION) de dupla juncdo. A temperatura de 25

°C foi mantida constante durante as leituras das amostras.
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Para aumentar o limite de detec¢do do ISE, foi feito uso de tampdes metélicos de
modo que foi possivel estender o limite de deteccdo do sistema para 107 mol.L™'de
cobre livre. A metodologia seguiu procedimento descrito em Jardim et al. (1986) e

modificado por Lombardi et al. (2007).

RESULTADOS

O teste de resisténcia bacterioplanctonica pode ser visualizado na figura 02,
onde se observa que a concentragdo de 7,0x10° mol.L™" de cobre total causou inibi¢o
do crescimento nas bactérias apos 225h de incubagdo, e que o maior crescimento
populacional bacteriano, detectado no final da incubagdo, ocorreu na concentragdo de
1,7)(10'6 mol. L', No tratamento controle, ndo foi observado crescimento até 125 h de
incubacdo, onde a partir de entdo a populacdo bacteriana apresentou crescimento
comparado ao do tratamento com adi¢do de 1,8 x10” mol.L™" de cobre.

O crescimento populacional bacteriano no teste de dinamica de cobre ¢
apresentado na figura 03, mostrando que em 72 h ocorreu crescimento em todos as
réplicas (A, B e C) experimentais. Sendo que na réplica C, em 4 h de incubacio,
percebe-se um aumento do crescimento seguido de decréscimo, onde & partir de entdo a

populacdo comeca a apresentar novo crescimento.
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Figura 02- Absorbancia da cultura bacteriana em 540 nm em fun¢do do tempo experimental. Teste de

resisténcia bacterioplanctonica verificado através da curva de crescimento dos microorganismos. Os

simbolos representam as varias concentragdes de cobre testadas.
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Figura 03- Crescimento populacional bacteriano no experimento com concentragio de cobre de 1x107°

mol.L”, detectado através de espectroscopia de absor¢do em 540 nm, onde a absorbancia é plotada em

fun¢do do tempo experimental, nas trés réplicas experimentais (A, B, C).
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A dinamica do cobre durante o crescimento populacional bacteriano ¢ mostrada
nas figuras 04 (cobre adsorvido), figura 05 (cobre livre), figura 06 (cobre intracelular) e

figura 07 (cobre total dissolvido).
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Figura 04- Concentragdo de cobre adsorvido em fung¢@o do tempo experimental nas trés réplicas

experimentais (A, B, C).
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Figura 05- Concentracdo de cobre livre em funcdo do tempo experimental nas trés réplicas experimentais
(A, B, C).
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Figura 06- Concentragdo de cobre intracelular em fung¢fo do tempo experimental nas trés réplicas

experimentais (A, B, C).
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Figura 07- Concentragdo de cobre total dissolvido em funcdo do tempo experimental nas trés réplicas
experimentais (A, B, C).

A figura 04 mostra que a adsor¢do do cobre na superficie celular deu-se ao inicio
do experimento nas amostras B e C (1,2x10™ pgCu.Cel™), como pode ser visualizado na
figura 04. Na amostra A ocorreu uma diminuicdo da adsor¢io de cobre (9,7x10”° —

7,4x10” pgCu.Cel') com aumento simultdneo do metal internalizado (6,5x10° —
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5,9x10® pgCu.Cel™) (fig. 06). Na figura 05 observa-se que em 2h de incubagdo, em
todas as réplicas experimentais (A, B, C), houve um aumento da concentraciao de cobre
livre (A= 4,2x10®* — 2,1x10” mol.L™"; B=2,4x10*— 1,1x10”7 mol.L""; C= 2,6x10"—
5,7x10® mol.L™"), precedido por uma redugdo do cobre adsorvido nas bactérias (A=
9,.2x10” — 6,1x10” pgCu.Cel; B= 9,1x10°— 7,0x10° pgCu.Cel™; C= 9.4x10°—
3,0){10'9 ugCu.Cel'l). Posteriormente, em 6 horas experimentais, um novo aumento na
concentracio de cobre adsorvido (A= 1,3x10™ ugCu.Cel™; B= 1,7x10™ pgCu.Cel™’; C=
1,5x10® pgCu.Cel™) pode ser observado na figura 04, seguido de aumento da
concentragdo de cobre intracelular ( A= 12 h — 4,6x10” pgCu.Cel'; B= 48 h —
1,0x10°® pgCu.Cel'; C=24 h — 3,9x10™ pgCu.Cel™) (figura 06) e diminuigdo do cobre
livre em todas as réplicas experimentais. A concentracdo de cobre total dissolvido
permaneceu praticamente constante durante todo o periodo experimental, como

observado na figura 07.

DISCUSSAO

O maior crescimento populacional bacteriano ocorrido nos tratamentos com
concentragdo de cobre de 1,7x10° mol.L™ indica a tolerdncia desses organismos ao
metal, fato que € confirmado por resultados da literatura (Hassen et al., 1998;
Mirimanoff e Wilkinson, 2000; Solioz et al., 2003; Remonsellez et al.,2006). Hassen et
al. (1998) encontrou tolerdncia bacteriana ao cobre total em concentragdes de até 8x10™
mol.L"'. Mirimanoff e Wilkinson (2000) verificou tolerdncia ao zinco e cadmio por
bactérias gram-positivas. Esses autores verificaram que Rhodococcus opacus foi
resistente ao zinco e cadmio nas concentra¢des de 5x10° mol.L™. Solioz et al. (2003) ao
estudarem a homeostase do cobre em Enterococcus hirae, observaram que esses

organismos eram resistentes ao cobre em uma concentragdo total de 10° mol.L™.
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Remonsellez et al. (2006) registrou tolerdncia ao cobre em concentracio de 2x10°
mol.L" de cobre total pela bactéria Sulfolobus metallicus.

Vérios sdo os mecanismos adotados pelas bactérias para tolerar altas
concentragdes de metal no meio (Worms, 2006). No presente trabalho, a deteccdo do
cobre em suas varias formas durante o crescimento populacional bacteriano, mostra que
o efluxo de metal para o meio externo foi um mecanismo de resisténcia empregado
pelas bactérias durante o tempo de incubagdo. Neste processo, observa-se um aumento
do cobre adsorvido seguido de uma diminui¢do, a0 mesmo tempo em que se observa
aumento da concentragdo de cobre intracelular ou de cobre livre no meio. Isto indica
que o metal aderido a parede celular das bactérias pode se tornar tanto intracelular como
também liberado de volta ao meio. As concentragdes de cobre total dissolvido no meio
indicam que as bactérias estdo excretando concentracdes semelhantes de cobre
capturado, permanecendo a nivel intracelular somente o suficiente para o bom
funcionamento celular.

O comportamento de efluxo pelas bactérias tem sido descrito na literatura (Croot
et al., 1999; Mirimanoff e Wilkinson, 2000; Gregor et al., 2005; Adle et al., 2007).
Croot et al. (1999) verificaram o efluxo de cobre por uma cianobactéria marinha,
Synechococcus. Mirimanoff e Wilkinson (2000) estudaram a regulagdao de zinco e
cadmio por Rhodococcus opacus (bactéria gram-positiva) e também verificaram que
esses organismos utilizam o efluxo como estratégia de regulagao de metais. Adle et al.
(2007) verificaram o efluxo de cadmio pela levedura Saccharomyces cerevisiae, ¢
Gregor et al. (2005) verificaram que Cupriviadus metallidurans possui mecanismos de
efluxo de niquel quando este penetra no periplasma.

Existem duas maneiras de captura de metal complexado a MOD pelas bactérias:

além da biodisponibilizacdo do metal através da degradagdo bacteriana sobre a MOD
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contaminada, hd o processo de adsorcdo da MOD na parede celular das bactérias
(Campbell et al., 1997), o que pode levar ao aumento da captura de metais, aderidos a
MOD, por esses organismos (Pempkowiak et al., 1994, Penttinem et al. 1995; Worms,
2006).

No presente trabalho, apos a captura do metal complexado a MOD, as bactérias
liberaram ions cobre ao meio como resultado do processo de efluxo, sendo detectado
um aumento da concentra¢do dessa forma de metal em 2h de incubagdo em relacdo a
concentragao inicial.

A captura de metais pelos organismos esta associada a sua labilidade (Koster e
van Leeuwen, 2004), tornando assim, o tempo de difusdo através da parede celular um
processo importante nos sistemas ambientais. De acordo com van Leeuwen et al.
(2005), o coeficiente de difusdo efetiva do metal complexado a substincias organicas ¢
menor do que o do metal livre. Deste modo, o metal na forma i6nica além de se difundir
com maior velocidade através de membranas bioldgicas esta apto para se interagir com
macromoléculas no interior das células. Isso faz com que o metal livre seja a forma de
maior toxicidade e biodisponibilidade (Nogueira et al., 2005), pois os organismos que
nao utilizam a MOD como recurso alimentar ndo terdo acesso ao metal complexado a
ela.

Os metais tracos essenciais sdo precisamente regulados pelos organismos, seja
em ambientes com deficiéncia ou excesso do metal. Uma vez que os complexos de
metais sdo as formas predominantes desses elementos nos ambientes aquaticos (> 90
%), assume grande importancia ecoldgica a determinacdo quantitativa da contribui¢ao
desses complexos para os processos de captura bioldgica dos metais (Worms, 2006).

Neste estudo, os resultados demonstraram que o cobre complexado a MOD pode

ser capturado e biodisponibilizado novamente para o meio na forma livre ¢ de maior
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toxicidade, pela populagdo bacteriana, através do efluxo desses elementos para fora da
célula. No entanto, existem outros organismos que possuem capacidade de excretar os
metais na forma de complexos, tal como a microalga Thalassiosira sp estudada por Lee
et al. (1996). Esses estudos, assim como o presente trabalho, demonstram que
organismos unicelulares como bactérias e microalgas sdo capazes de modificar a
especiacdo quimica dos metais através da excrecdo desses elementos complexados ou
livres, interferindo assim na sua disponibilizagdo para outros organismos aquaticos.
Assim. Deste modo, os processos resultantes da interagdo entre bactérias e metais
complexados sdo importantes para o entendimento da dinamica desses elementos nos

ambientes aquaticos e suas conseqiiéncias para biota em geral.
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RESUMO

A introducdo de metais em ambientes aquaticos através das atividades antropicas
pode levar a bioacumulagao e magnificagdo desses elementos em cadeias troficas e,
conseqiientemente, a toxicidade para a biota. Tanto a biodisponibilidade quanto a
toxicidade dos metais nos ambientes aquaticos sofrem influéncia da concentragdo de
matéria organica dissolvida (MOD), uma vez que estas possuem sitios quelantes de
metais. Este trabalho visou elucidar a influéncia da atividade de microheterdtrofos sobre
o complexo MOD-Cu na dinamica do cobre em uma cadeia alimentar aquatica,
levando-se em conta as implicagdes ecotoxicologicas de cada organismo estudado. Para
tanto, a cadeia alimentar (bactéria — ciliado — Copepoda) foi exposta aos tratamentos
“Cu”, “DOM”, “DOM+Cu” e controle (dgua reconstituida), cada qual com 3 réplicas.
Os resultados demonstraram que a populacdo bacteriana utilizou a MOD como
substrato, e que o cobre complexado foi disponibilizado e biomagnificado dentro da
cadeia alimentar, causando toxicidade aos ciliados. Ainda, os resultados demonstraram

que ions cobre livres foram mais intensamente acumulados do que o cobre complexado.
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INTRODUCAO

O aumento das descargas de metais em ambientes aquaticos, resultantes de agdes
antropicas, tem como conseqii€éncias alteracdes no fluxo e distribuicdo dos metais no
ecossistema (Nriagu, 1990). O comportamento dos metais em ambientes aquaticos ¢
controlado por caracteristicas fisicas e quimicas do elemento, e pelas propriedades
fisicas, quimicas e biologicas do ecossistema (Leppard, 1983). A interacdo dessas
propriedades ird determinar a forma predominante em que um metal pode ser
encontrado no ambiente, o que, por sua vez, determinara seu efeito sobre a biota.

A concentracdo e tipo de matéria organica dissolvida (MOD) sdo caracteristicas
do ecossistema e sdo de grande importancia em relagdo ao comportamento dos metais.
A MOD ¢ a fragao predominante da matéria organica total presente em aguas naturais
(Azam et al., 1983), e que pode seqiiestrar ou liberar ions para o ambiente (Lombardi e
Jardim, 1997), atuando de maneira dindmica sobre a especiacdo e, conseqiientemente,
sobre a acumulagdo ¢ toxicidade dos metais nos ecossistemas aquaticos (Nogueira et al.,
2005).

A acumula¢do de metais por invertebrados ¢ definida como a captura do metal
menos sua eliminagdo pelo organismo. No entanto, existe uma fragdo de metais que
pode ser passivamente adsorvida ao exoesqueleto. A captura dos metais dissolvidos no
meio ocorre quando estes se ligam as proteinas de membrana e sdo transportados para o
interior das células (Rainbow e Darllinger, 1993). Ainda, de acordo com Reinfelder et
al. (1998), os metais podem ser capturados pelos organismos através da ingestdo de
alimento contaminado. Dentro das células, os metais se ligam a macromoléculas
biologicamente importantes causando danos celulares (Laws, 2000).

Os microorganismos heterotroficos sdo competidores entre si e, sendo redutores

dos recursos de carbono, afetam o metabolismo do ecossistema aquatico como um todo
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(Sherr, 1988; Azam et al., 1983; Pomeroy, 1974). Através do processo de degradagdo
da MOD, os microheterotrofos podem transferir tanto o carbono organico, quanto
disponibilizar os micro e macroelementos contidos na matéria organica para outros
niveis troficos (degradagdo da MOD pela bactéria — fitoplancton e organismos
predadores) (Overbeck e Chrost, 1990). Assim, através da degradagdao microbiana,
alguns nutrientes retornam para os produtores primarios (Pomeroy e Wiebe, 1988), o
que tem sido denominado de alga microbiana (“microbial loop”), ou sdo
disponibilizados para outros niveis troficos, através do alimento ou meio circundante.
De acordo com dados da literatura, a interferéncia da matéria organica na
especiacdo quimica de metais esta relacionada com sua biodisponibilidade e toxicidade
(Morel et al., 1991; Rainbow ¢ Dallinger, 1993; Laws, 2000; Nogueira et al., 2005). No
entanto, sdo raros os estudos (Lores e Pennock, 1999; Lores et al, 1999) sobre a
regeneragdo ¢ biodisponibilizagdo desses elementos a partir da interacdo do complexo

MOD+Cu com microorganismos heterotroficos.

OBJETIVO

O objetivo principal deste estudo foi avaliar o efeito da MOD e de sua
degradagdo por uma populagio bacteriana na dindmica do cobre e sua
biodisponibilizagdo em uma cadeia alimentar aquatica. Para tanto, foram usadas
bactérias heterotroficas (populagdo natural), ciliados (Paramecium caudatum) e
copépodes (Metacyclops mendocinus). Foram verificados a dinamica do cobre e as

implicagdes ecotoxicologicas sobre os trés grupos de organismos.
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MATERIAIS E METODOS
1. O METAL COBRE

O metal utilizado nos experimentos deste estudo foi o cobre em uma
concentracio de 1x10° molL”' (1 mg mL' CuCl, Titrisol, Merck). Sua escolha
baseou-se no fato de que, em concentragdes naturais, atua como um micronutriente
requerido ao crescimento saudavel dos organismos, enquanto que em concentragdes
pouco mais elevadas este metal ¢ toxico (Lewis e Cave, 1982). Além disso, o cobre ¢
um metal que tem consideravel afinidade com a matéria organica natural, como tem
sido demonstrado na literatura (Chau et al., 1974; Lombardi e Jardim, 1997; Lombardi e

Vieira, 1998; Lores e Pennock, 1999; Lores et al, 1999).

2. A MATERIA ORGANICA DISSOLVIDA NATURAL

Os experimentos de laboratorio foram conduzidos utilizando-se matéria organica
dissolvida natural (Suwannee River NOM — RO isolation) obtida pela Sociedade
Internacional de Substincias Himicas (IHSS) em uma concentracio de 10 mg.L"'. De
acordo com Thurman (1985), em &aguas continentais, a concentragdo de MOD em
ambientes eutrofizados encontra-se normalmente em um limite entre 10 — 15 mg C.L™.
Os experimentos foram efetuados utilizando-se agua reconstituida (APHA, 1998), que
possui baixa concentragdo de matéria organica dissolvida e de metais. A agua foi
autoclavada a 120 °C por 30 min. para esterilizacdo. A concentragdo de carbono
organico na solugdo de 10 mg.L" de MOD foi determinada usando-se um analisador de

carbono (TOC-5000 Shimadzu - Japao).
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3. DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE COMPLEXACAO DA MOD com O COBRE

Uma vez que se deseja que todo o cobre esteja quelado, a capacidade de
complexagdo da MOD com o metal foi estimada através de titulagdes complexométricas
para determinar qual a concentracdo inicial de cobre a ser usada nos experimentos,
seguindo a metodologia descrita por Lombardi e Jardim (1997).

A capacidade de complexagdo da MOD com o metal refere-se a quantidade de
sitios disponiveis no composto organico para a ligacdo com o mesmo. Dessa maneira, a
quantidade de metal capturado por uma amostra ¢ uma medida da quantidade de
ligantes ativos disponiveis para a complexagao (Chau et al., 1974). No presente estudo,
as propriedades complexantes da MOD com o cobre foram determinadas através da
técnica de potenciometria, usando-se eletrodo seletivo ao ion cobre (ISE). Foram feitas
titulagdes complexométricas através da adigdo crescente de metal mantendo-se
constante o pH e a forca iOnica da amostra. A concentragdo total de ligantes (CL =
quantidade de sitios disponiveis para o respectivo K’) ¢ a constante de estabilidade
condicional (K’ = for¢a de associagdo entre MOD natural e cobre) foram obtidas
analisando-se a curva de titulagdo através do Modelo de Scatchard (Scatchard et al,

1957).

4. OS ORGANISMOS
4.1.BACTERIOPLANCTON

A agua coletada do ambiente natural (trés réplicas de 500 mL) foi primeiramente
filtrada em filtro GF\C (Whatman) para retirada de predadores e, posteriormente,
filtrada em filtros com 0,2 pm de didmetro de poro (Gelman GA-8) para retencdo das
bactérias. O filtro que entdo continha a populacdo bacteriana foi inoculado em agua

reconstituida (500 mL). Nao houve cultura-estoque para a comunidade
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bacterioplanctonica, uma vez que o cultivo em laboratorio pode selecionar espécies,
ignorando aquelas com maior eficiéncia na assimilagdo da MOD. As coletas foram
realizadas na primaveira. Durante o experimento, a comunidade bacterioplanctonica foi
mantida em sala com temperatura controlada de 25 °C + 2, no escuro e sob agitacao
constante (60 — 100 rpm) (Tranvik e Sieburth, 1989) em mesa agitadora (Nova Etica,
modelo 109, Brasil). Todo o procedimento foi realizado em fluxo laminar (Pachane,

Brasil) dotado de luz ultravioleta para minimizar contaminagoes.

4.2. CILIADO

O ciliado escolhido para o presente estudo foi o Paramecium caudatum. Esta
espécie ¢ de facil adaptagdo as condi¢des de cultivo em laboratério, ¢ comumente
encontrado no Reservatorio do Monjolinho, e se alimenta basicamente de bactérias. A
agua foi coletada do ambiente natural e concentrada em rede de 20 um de abertura de
malha. No laboratério, os organismos foram triados por capilaridade com auxilio de
uma pipeta Pasteur (técnica de microaspersdao) sob microscopio optico (Leica DMLS).
O ciliado foi mantido no laboratério em agua reconstituida enriquecida com pd de
alface, grdos de arroz e levedura (Sipauba-Tavares ¢ Rocha, 2003), sob condicdes
controladas de temperatura (25 °C + 2) e foto-periodo de 12/12 h luz/escuro. A cada trés

dias, a 4gua de cultivo era renovada.

4.3. COPEPODA

Entre os organismos zooplanctonicos, foi escolhida uma espécie de Copepoda
Cyclopoida, Metacyclops mendocinus, que ¢ um organismo predador e possue habito
alimentar variado. O zooplancton foi coletado no ambiente com auxilio de rede de

plancton de 68 um de abertura de malha, fazendo-se arrastos horizontais e verticais. Os
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organismos foram acondicionados em galdes de polietileno com &agua do proprio
ambiente para o transporte. No laboratdrio, a espécie escolhida foi triada e aclimatada.
O uso de populagdes monoclonais foi evitado, procurando-se sempre cultivar uma
amostra representativa da populagdo. Para os cultivos, foram seguidas as
recomendacoes feitas por Vijverberg (1989).

Os organismos foram mantidos em aquarios com capacidade de 60 L, com agua
do proprio ambiente filtrada em filtros GF\C (Whatman) e aeracdo constante, em sala
aclimatada a temperatura de 25 °C + 2 e foto-periodo 12/12 h luz/escuro. O alimento
fornecido foi agua reconstituida enriquecida com o protozoario P. caudatum, racdo de
peixe fermentada com levedura na proporgdo 1:1 (Rojas et al., 2001) e alga cultivada no
laboratorio, a concentragdo de 10° célmL™’. As algas (Scenedesmus sp e
Chlamydomonas sp) utilizadas como fonte alimentar do zooplancton estavam em fase
exponencial de crescimento e foram cultivadas em meio W.C. (Guillard e Lorenzen,

1972).

5. DESENHO EXPERIMENTAL

A cadeia microbiana (bactéria — ciliado — copépode) foi exposta aos
tratamentos “Cu”, “DOM”, “DOM+Cu” e controle (dgua reconstituida), cada qual
realizado com 3 réplicas. Primeiramente foi realizado o experimento com a populagdo
bacteriana, onde, apds crescimento da mesma, foi introduzido o P. caudatum e,

posteriormente, o M. mendocinus, como mostrado a seguir.
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!
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carbono orgéanico

MOD = matéria organica
dissolvida

Figura 01 - Esquema representativo da metodologia utilizada no experimento de avaliagido da

biodisponibilidade do cobre na cadeia alimentar microbiana com ou sem MOD natural.

6. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE COBRE

6.1. COBRE LIVRE

. o , 2+ . . , L, . . .
A determinacdo de ions Cu” foi feita através da técnica de potenciometria, usando-

se eletrodo seletivo ao ion cobre (ISE). O eletrodo seletivo ao ion cobre (ANALION)

foi utilizado conjuntamente com um eletrodo de referéncia de dupla jungdo Ag/AgCl

(ANALION). A temperatura de 25 °C foi mantida constante durante a determinagdo. A

forca i6nica das amostras foi ajustada para 0,1 M com NaNO;. O tempo de equilibrio

foi determinado de acordo com a resposta do eletrodo. Para uma concentra¢do na ordem

de 10® M, foi requerido um tempo de 4 h, o qual foi diminuindo com o aumento das
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concentragdes de cobre. Para a calibracdo do sistema ISE, foram utilizados tampdes
metalicos como descrito em Jardim et al. (1986) com modificagdes de Lombardi et al.

(2007).

6.2. COBRE TOTAL

Cobre total inclui todas as espécies de cobre. Neste trabalho, as determinagdes
de cobre total na dgua de cultivo foram realizadas em espectrofotometro de absorgao
atomica (VARIAN, Spectra A.A 220, Australia), apos terem sido fixadas com HNOs em
uma concentragdo final de 2,0 M. Para a determinagdo do cobre total nos organismos
(cobre total particulado), ao final dos experimentos, esses foram transferidos para filtros
de acetato celulose previamente numerados e pesados em balanga microanalitica
(Sartorius MC218S, Alemanha). Posteriormente, os filtros contendo os organismos foram
colocados em estufa a uma temperatura de 60 °C por 48 h. Apos este procedimento,
esses filtros foram pesados novamente para estimativa de peso seco e transferidos para
frascos de policarbonato onde foi feita a digestao acida adicionando-se 2,0 mL de HNO;
concentrado em cada amostra. As amostras contendo os organismos ¢ HNOj; foram
transferidas para uma estufa a 90 °C onde permaneceram por 48 h (Lores et al., 1999).
Apo6s digestdo acida, o volume da amostra foi completado para 50 mL com agua
deionizada, para posterior determinacdo em espectrofotdmetro de absor¢do atdmica com

auxilio do forno de grafite.

7. EXPERIMENTOS DE PREDAGCAO/BIOACUMULAGCAO
No inicio dos experimentos foram tomados alguns cuidados:
a. Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados exclusivamente frascos

de policarbonato, lavados previamente com HNO; 1.0 M;
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b. Tudo o que foi adicionado aos frascos experimentais teve seu volume

especificado para que a dilui¢ao do metal fosse considerada posteriormente;

7.1. INTERACAO MOD- CU E BACTERIAS HETEROTROFICAS

Um in6culo da populagao natural de bactérias, coletada como descrito no item
4.1, foi submetido aos tratamentos Cu, MOD, Cu+MOD e controle, cada qual com trés
réplicas. O crescimento bacteriano foi acompanhado diariamente através de leitura em
espectrofotometro (Shimadzu, Japao) em 540 nm. Apds o crescimento, parte da cultura
(100 mL) foi separada e filtrada em filtros com poros de 0,2 um (Gelman GA-8) para
retencao das bactérias. O filtrado foi submetido a anélise de cobre livre (30 mL), cobre
total (20 mL) e analise de carbono organico - TOC (50 mL). O filtro contendo as
bactérias foi preparado para analise de cobre total particulado. Os 400 mL restantes
foram distribuidos em placas de policarbonato multiescavadas, onde em cada orificio

(10 mL) foram adicionados os ciliados como descrito a seguir.

7.2. INTERACAO MOD- CU-BACTERIAS E CILIADOS

A agua de cultivo (100 mL) estoque contendo os ciliados P. caudatum foi
filtrada com auxilio de rede de 10 um de abertura de malha e os organismos retidos
foram re-suspendidos em agua reconstituida. Uma aliquota da agua de cultivo de 1,0
mL foi retirada e fixada com lugol para contagem dos organismos (Lores et al., 1999).
Um ino6culo de 1,0 mL da cultura de P. caudatum foi adicionado a cada reservatorio das
placas multiescavadas contendo a cultura bacteriana de cada tratamento. Apds 72 h,
parte da cultura (100 mL de cada réplica experimental) foi filtrada em membrana
durapore com 5 um de didmetro de poro (Millipore) para retengdao dos protozoarios. O

filtrado foi separado para determinagdo de ions cobre livre (80 mL) e cobre total
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dissolvido (20 mL), enquanto o filtro contendo os ciliados foi preparado para analise de
cobre total particulado. Os 300 mL de agua de cultivo restantes foram usados no
experimento seguinte, onde os copépodes foram adicionados. O crescimento
populacional dos ciliados foram avaliadas através de contagem em lamina de
Sedgewick-Rafter. Para tanto, aliquotas de 1mL das culturas foram retiradas

diariamente e fixadas com lugol.

7.3. INTERACAO MOD-CuU-BACTERIAS-CILIADO E COPEPODES

Em cada reservatorio das placas de policarbonato (10 mL) contendo os
organismos dos niveis troficos inferiores, foram adicionados 2 copépodes adultos. Apos
72 h, os copépodes foram retirados e os sobreviventes contados. Os organismos vivos
foram preparados para andlise de cobre particulado e as amostras, entdo sem o0s
copépodes, foram filtradas em filtros de acetato de celulose com 0,45 pm de didmetro
de poro. Parte do filtrado foi preparado para andlise de ions cobre livre (30 mL) e a

outra parte preparada para determinacdo de cobre total dissolvido (20 mL).

RESULTADOS

Um dos fatores que controlam a biodisponibilidade do cobre ¢ sua capacidade de
complexagdo com a matéria organica natural. A MOD (Suwannee River NOM — RO
isolation) usada no presente estudo demonstrou ter dois tipos de ligantes capazes de
complexar com o cobre. Um mais forte com logK’1=7,52, CL1=3,6XIO'6 mol.L'l, e outro
ligante mais fraco com logK’,=5,44 and logCL,=4,7x10° mol.L™". Esses resultados sio

mostrados na figura 02.
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Figura 02 — Scatchard Plot para a titulagdo do complexo DOM-Cu. Forga idnica= 2x10* (NaNO3),
pH=6.8. Log K’1=7.52; CL1=3.6x10° mol.L""; Log K’2=5.44; CL2=4.7x10" mol.L™".

A curva de crescimento populacional das bactérias ¢ mostrada na figura 03.
Pode-se observar que o maior crescimento ocorreu no tratamento com a MOD
contaminada com cobre, enquanto que 0s menores ocorreram nos tratamentos onde nao
houve adicdo da MOD. O consumo da MOD pelas bactérias foi verificado através de
determinacdes de carbono (TOC) e mostrou que aproximadamente 4 mgC.L™" foi
consumido durante o crescimento (57% do total de carbono). Esses resultados
demonstraram que tais microorganismos sdo capazes de degradar a MOD e que a

presenca do cobre ndo inibiu o crescimento da comunidade bacteriana.

| |—=— Controle
—eo—DOM I
—4—DOM+Cu

o
;3}5%/ H
N }$
100 150 2;]'\250
Tempo(h)

Absorbancia (540nm) X1000 (A.U.)

Figura 03 — Curva de crescimento populacional das bactérias quantificado pela densidade
optica a 540 nm. Os valores representam a média + desvio padrao de trés replicas

experimentais.
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A dinamica do cobre nos experimentos com bactéria ¢ mostrada na figura 04. No
tratamento “DOM+Cu” (Figura 4A), uma diferenca significativa ocorreu entre a
concentracdo de cobre livre inicial e final (teste t, p < 0.05). No entanto, as
concentragdes de cobre total inicial e final ndo tiveram diferengas significativas (teste t,
p > 0.05) (figura 4B). No tratamento “Cu”, a concentracdo de cobre total final foi
significativamente menor do que a inicial (teste t, p < 0.01). A figura 4C mostra uma
acumulagdo significante de cobre (ANOVA, p < 0.05) pelas bactérias nos tratamentos
onde foi adicionado o metal (DOM+Cu; Cu).

A dinamica do cobre no experimento com ciliados estd documentada na figura
05. Em relagdo ao cobre livre, as concentragdes de cobre final foram estatisticamente
(teste t, p <0.0001) menores que as iniciais (Figura 5A) nos tratamentos em que o metal
foi adicionado. No entanto, as concentragdes de cobre total dissolvido iniciais e finais
ndo apresentaram diferengas significativas (teste t, p > 0.05) em nenhum dos
tratamentos. Similarmente ao ocorrido com as bactérias, nos tratamentos onde foram
adicionados o cobre (DOM+Cu; Cu) houve uma acumulagdo estatisticamente
significante (ANOVA, p < 0.05) do metal (Figura 5C).

A curva de crescimento populacional dos ciliados nos diferentes tratamentos ¢
mostrada na figura 06. Pode-se observar que o cobre afeta o crescimento dos
organismos e que no tratamento “Cu” houve 100% de mortalidade dos individuos.

A figura 07 se refere a dindmica do cobre nos experimentos com o copépode
Metacyclops mendocinus. A concentragdo de cobre livre final foi significativamente
(teste t, p < 0.001) maior do que a inicial, enquanto que ndo houve diferengas
significativas (teste t, p > 0.05) entre as concentragdes de cobre total (Figura 7B), em

todos os tratamentos. As concentragdes de cobre particulado foram similares entre os
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tratamentos (ANOVA, p > 0.05), o que sugere que os copépodes podem ser reguladores
de cobre.
A figura 08 reporta a mortalidade dos copépodes, a qual foi inferior a 50% para

todos os tratamentos.
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Figura 08 — Porcentagem de mortalidade de M. mendocinus adultos como uma fungéo das

concentragoes de cobre livre e total apos 72h de exposigdo nos diferentes tratamentos.

DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho demonstraram que o crescimento populacional das
bactérias ao final do tempo de incubacdo (230 h) foi trés vezes maior nos tratamentos
em que houve adi¢do de MOD em relagdo a sua auséncia. De fato, Capone E Bauer
(1992) mostraram que, em ecossistemas aquaticos, as bactérias heterotréficas utilizam a
MOD natural como fonte de energia. Tranvik e Sieburth (1989) demonstraram que a
MOD, como por exemplo as substancias humicas, podem ser degradadas pela

populacdo bacteriana. Similarmente ao demonstrado nos nossos resultados, esses
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autores encontraram maior densidade bacteriana nas amostras com adi¢cdo de material
organico do que na sua auséncia.

Os resultados deste estudo demonstraram que a captura de cobre, quantificada
como cobre particulado (acumulado e adsorvido) nas bactérias foi maior quando o metal
estava presente na forma livre em relagdo a complexada com a MOD. Esses resultados
estdo de acordo com dados encontrados na literatura, onde a menor concentragdo de
cobre livre (Cu®") detectada em culturas com presenca de MOD, sugere uma menor
biodisponibilidade do metal (Nogueira et al., 2005; Lombardi et al, 2002; Lores e
Pennock, 1999; Lores et al., 1999; Parent et al., 1996).

O maior crescimento bacteriano ocorrido nos tratamentos com cobre pode ser
considerado uma indicagdo de tolerancia desses organismos ao metal. Esses dados sao
similares aos encontrados na literatura (Rosen,1996; Hassen et al., 1998; Mirimanoff e
Wilkinson, 2000; Nies, 2003), onde ¢ descrita a tolerancia aos metais por bactérias.
Hassen et al (1998) encontrou tolerancia bacteriana ao cobre em concentragdes de até
8x10™ mol.L"', ¢ Mirimanoff ¢ Wilkinson (2000) verificaram tolerincia ao zinco por
bactérias gram-positivas. De acordo com Nies (2003), a tolerancia de metais pesados
pela comunidade bacteriana ¢ resultado da agdo de varios mecanismos de resisténcia.
Rosen (1996) relatou através de seus estudos que tanto a homeostase do cobre quanto
do zinco ¢ mantida por um par de sistemas de transportes, no qual um catalisa a captura
do metal, enquanto o outro fica responsavel pela sua excrecao.

Os resultados aqui obtidos sugerem que o efluxo de cobre foi o mecanismo
adotado pelas bactérias como estratégia de tolerdncia a este metal, pois uma maior
concentragio de Cu”" final no tratamento DOM+Cu foi encontrada apos consumo da

DOM. Dados da literatura (Lee et al., 1990; Silver e Phung, 1996; Nies, 2003;
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Albergoni et al., 1980; Rosen, 1996) reportam o processo de efluxo como um dos
mecanismos mais comum de tolerancia utilizados pelas bactérias.

Similarmente ao ocorrido com as bactérias, os resultados deste estudo
demonstraram que o cobre acumulado pelos ciliados foi menor no tratamento
“DOM+Cu” em relagao ao tratamento “Cu”. Uma acumulagdo duas vezes maior foi
quantificada no tratamento “Cu”. Provavelmente, neste caso, uma maior concentragao
de Cu®" no meio, aliada as bactérias contaminadas com metal e provavelmente
consumidas pelos ciliados, contribuiram para uma maior concentragdo do cobre
acumulado por esses organismos. A transferéncia de metais a partir das bactérias para P.
caudatum foi descrita por Mansoure-Aliabadi e Sharp (1985), que demonstraram a
acumulacdo de Zn, Ni e Pb por P. caudatum apds a ingestdo de bactérias contaminadas
por esses metais.

No presente estudo, os ciliados foram os organismos que apresentaram
sensibilidade ao cobre. Uma concentragdo de 3,6x107 mol.L"' Cu®" foi capaz de causar
100% de mortalidade nos organismos ap6s 48 h do inicio do experimento. Os dados da
literatura demonstram que a sensibilidade dos ciliados ao cobre ¢ variavel e dependente
do organismo ¢ das condigdes experimentais. Mandoni et al. (1996) observaram que
uma concentracdo total de cobre de 9.6x10° mol.L™' causou 89% de mortalidade na
populacdo de protozoarios e que 7 das 16 espécies estudadas desapareceram. Coppelloti
(1998) reportou que Euplotes vannus tolerou uma concentragdo de cobre total de
3.1x10° mol.L" e que a acumulacio do metal ocorreu apds os organismos terem sido
expostos a uma concentragio total de cobre de 6.2x10° mol.L™,

A permanéncia dos niveis de cobre acumulado (10~ pgCu.pg.peso seco™) em M.
mendocinus e o aumento de cobre livre no meio apos a exposi¢do, sugerem que esses

animais podem ser reguladores de cobre. Os niveis de cobre nos organismos
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mantiveram-se independentes das concentragdes externas do metal. Esses resultados
sugerem que, similarmente aos organismos reguladores de metal, M. mendocinus possui
mecanismos de excre¢do de metal. Sabe-se que alguns organismos regulam a
concentracdo interna de metal, permanecendo estas dentro de um nivel definido
(Albergoni, et al., 1980). De acordo com Albergoni et al. (1980), dois mecanismos
participam da regulagdo interna de metal: a) decréscimo da internalizagdo através da
diminui¢do da permeabilidade e/ou adsor¢do na superficie dos organismos e, b) a
expulsdo do metal de dentro do organismo através de sistemas excretores. Rainbow e
Darllinger (1993) demonstraram que tanto os organismos reguladores quanto os
excretores possuem moléculas capazes de regular a concentragdo interna de metais. No
entanto, esses autores relatam que, apesar desses processos ndo serem raros em
invertebrados, eles sdo restritos a certos metais essenciais como o cobre e 0 zinco.
Através dos resultados deste estudo, pode-se concluir que parte do Cu®" foi
regenerado para o meio através do efluxo bacteriano e biodisponibilizado para os outros
organismos. O Cu”" foi biomagnificado dentro da cadeia em uma intensidade maior que

o cobre complexado na MOD.
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RESUMO

A poluicdo aquatica por metais decorrente principalmente de atividades
antropicas € um problema global. A bioacumulacdo e a magnificacdo de metais em
cadeias troficas podem levar a toxicidade para a biota com consequliéncias para saude
publica. Tanto a toxicidade quanto a biodisponibilidade dos metais nos ambientes
aquaticos sofrem influéncia da concentracdo dos materiais organicos dissolvidos, dentre
eles os exopolissacarideos originados de microalgas e cianobactérias. Esses compostos
formam complexos com o0s metais e podem ser encontrados em concentragdes
significantes nos ambientes dulcicolas. Este estudo teve como objetivo principal
verificar o efeito de exopolissacarideos de Anabaena spiroides na dindmica do cobre em
uma cadeia microbiana. Para tanto, a cadeia alimentar (bactéria — ciliado — copepoda)
foi exposta a tratamentos com cobre e exopolissacarideos em varias combinac6es. Os
resultados demonstraram que a populacdo bacteriana usou o exopolissacarideo como
substrato, mas o cobre complexado ndo foi disponibilizado dentro da cadeia. O cobre
livre foi acumulado pelas bactérias e ciliados. No entanto, efeito toxico foi observado

somente nos ciliados.
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INTRODUCAO

O aumento das descargas de metais em ambientes aquaticos, resultantes de a¢des
antropicas, especialmente industriais, tem como consequéncia alteracbes no fluxo e
distribuicdo dos metais (Niragu, 1990). O comportamento dos metais em ambientes
aquaticos é controlado por caracteristicas fisicas e quimicas do elemento, e pelas
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do ecossistema (Leppard, 1983). A interacéo
destas propriedades ira determinar a forma predominante em que um metal pode ser
encontrado no ambiente, 0 que, por sua vez, determinara seu efeito sobre a biota.

A concentracdo e tipo de matéria organica dissolvida (MOD) sdo aspectos
ambientais importantes em relagcdo ao comportamento dos metais (Lombardi, 1995). Em
ambientes dulcicolas, um dos contribuintes da MOD sdo os polissacarideos excretados
pelo fitoplancton, os quais podem contribuir de 1 a 30% para a concentracdo de carbono
organico dissolvido no ecossistema (Vieira e Myklestad, 1986; Paulsen e Vieira, 1994).
Os polissacarideos apresentam importante significado ecoldgico, pois, além de seu uso
como fonte alimentar para microheterétrofos (Choueri et al., 2007), sdo constituintes de
capsulas mucilaginosas que envolvem as células de algumas microalgas (Brook, 1981)
que, por sua vez, servem de protecdo contra predadores (Stutzman, 1995). Além disso,
podem atuar como agentes complexantes de metais (Lombardi e Vieira, 1998, 1999,
2000) e constituirem as matrizes para a formacdo de agregados gelatinosos organicos
(TEP), os quais podem ser utilizados como substrato por varios organismos (CHO e
AZAM, 1988; SIGG et al., 1987).

A acumulacdo de metais por invertebrados é definida como a captura do metal
menos sua eliminacdo pelo organismo. No entanto, hd uma fracdo de metais que pode
ser passivamente adsorvida ao exoesqueleto. A captura dos metais dissolvidos no meio

ocorre quando estes se ligam as proteinas de membrana e sdo transportados para o
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interior das celulas. A ligacdo do metal traco com a proteina de transporte ha membrana
ocorre com o metal na forma ibnica, que é a espécie quimica de maior
biodisponibilidade (Rainbow e Darllinger, 1993a). Ainda, de acordo com Reinfelder et
al. (1998), os metais podem ser capturados pelos organismos atraves da ingestdo de
alimento contaminado. Dentro das células, os metais podem se ligar a macromoléculas
biologicamente importantes causando assim danos celulares (Laws, 2000).

Os microorganismos heterotréficos sdo competidores entre si e, sendo redutores
dos recursos de carbono, afetam o metabolismo do ecossistema aquatico como um todo
(Sherr e Sherr, 1988; Azam et al., 1983; Pomeroy, 1974). Através do processo de
degradacdo da MOD, os microheterotrofos podem transferir tanto o carbono organico,
quanto disponibilizar os micro e macroelementos associados ao carbono para outros
niveis troficos (Overbeck e Chrost, 1990). Assim, a degradacdo microbiana tem por
conseqliéncia a disponibilizacdo de nutrientes para outros niveis troficos ou seu retorno
aos produtores primarios (Pomeroy e Wiebe, 1988), fato conhecido como alca
microbiana (“microbial loop”).

Dentre outras, a importancia ambiental da relagio MOD - metais reside
principalmente na alteracdo da especiacdo do elemento quimico e, consequientemente,
em sua biodisponibilidade e toxicidade a biota (Morel et al., 1991; Rainbow e
Dallinger, 1993; Laws, 2000; Nogueira et al., 2005;). Os polissacarideos algais
apresentam natureza predominantemente hidrofilica e comportam-se similarmente a
MOD em relacdo aos elementos metalicos, alterando sua biodisponibilidade (Lombardi
et al., 2002; Lombardi et al., 2007).

Estudos sobre a biodisponibilizacdo de metais a partir da interacdo do complexo

MOD - metal e atividade de microorganismos heterotr6ficos mostram que, dependendo
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do organismo e tipo de MOD, essa interacdo pode tanto reduzir quanto aumentar a
biodisponibilidade desses elementos (Lores e Pennock, 1999; Lores et al, 1999).

Em ambientes eutrofizados, os polissacarideos algais e de cianobactérias podem
constituir fracdo significativa da MOD. Considerando que o0s ambientes eutrofizados
sdo comuns nos dias atuais, 0 estudo da interacdo polissacarideos — metais apresenta
consideravel significado ecoldgico e vem contribuir com informac6es sobre a dindmica

de metais em ecossistemas eutroficos.

OBJETIVO

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da degradacdo bacteriana
sobre os polissacarideos excretados pela cianobactéria Anabaena spiroides na
biodisponibilizacdo e destino do cobre dentro de uma cadeia alimentar aquética
(bactérias heterotroficas — ciliados — copépode) e suas implicagdes ecotoxicoldgicas
sobre os trés grupos de organismos especificados. Assim, foi determinado o fluxo de
cobre a partir dos polissacarideos através de experimentos de predacao e especiacdo de

cobre em cada elo da cadeia.

MATERIAIS E METODOS
1. COBRE

Cobre foi 0o metal utilizado nos experimentos desta proposta numa concentracdo de
1x10°® mol.L™ (1 mg mL™ CuCl,, Titrisol, Merck). Sua escolha baseou-se no fato de
gue em concentracBes naturais atua como um micronutriente requerido ao crescimento
saudavel dos organismos, enquanto que em concentracdes pouco mais elevadas este
metal é toxico (Lewis e Cave, 1982). Além do fato de que, o cobre é um metal que tem

consideravel afinidade com MOD em geral, inclusive polissacarideos de origem algal,
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como tem sido demonstrado na literatura (Chau et al., 1974; Lombardi e Jardim, 1996;
Lombardi e Vieira, 1998, 1999, 2000; Lores e Pennock, 1999; Lores et al, 1999;

Lombardi et al., 2002, 2007).

2. ORGANISMOS
2.1. CULTIVO DE ANABAENA SPIROIDES E EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS

Os experimentos de laboratério foram conduzidos utilizando-se polissacarideos
excretados por Anabaena spiroides em uma concentracdo de 40 mg L*, o que
corresponde & concentracdo de 15mg. L™ de carbono orgénico. De acordo com Thurman
(1985), em aguas continentais, a concentracdo de MOD encontra-se em um limite entre
1 - 15 mg C.L™Y. Sendo que concentracdes de MOD na faixa de 10-15 mgL™ séo
caracteristicas de ambientes eutrofizados. Os experimentos foram efetuados usando-se
agua reconstituida (APHA, 1998). A &gua foi autoclavada a 120 °C por 30 min para
esterilizacdo. A concentracdo de carbono orgénico dissolvido foi determinada
utilizando-se um analisador de carbono (TOC-5000 Shimadzu - Jap&o).

O cultivo de Anabaena spiroides foi feito em garrafdes com capacidade para 10 L.
Foram preparados 7 L de meio ASM-1 (GORHAM et al, 1964) tamponado com 500 mg
L™ de tampao TRIS em pH 7,0. O meio foi autoclavado por 30 min a 120 °C. Apés
resfriado, foi inoculado com 15 mL de cultura da cianobactéria em fase exponencial de
crescimento. A cultura foi mantida em sala com temperatura controlada (23 °C + 1) e
fotoperiodo de 12/12 h luz/escuro. As culturas foram gentilmente aeradas utilizando-se
ar filtrado. Condicdes assépticas foram mantidas em todas as fases experimentais.

Os polissacarideos extracelulares provenientes de Anabaena spiroides sdo aqueles
excretados e encontrados dissolvidos no meio de cultura. As culturas tiveram suas

celulas separadas no inicio da fase estaciondria através de filtragdo tangencial em
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cartuchos de fibras ocas com poros de 0,65 um. O filtrado foi concentrado em
rotaevaporador a 40 °C e dialisado em membranas com poro de 14 Kd durante quatro
dias em agua destilada, para a remocdo dos sais. A fracdo assim obtida conteve
materiais organicos de alta massa molecular, os exopolissacarideos, os quais foram
liofilizados e armazenados em freezer e no escuro até o momento do uso, ndo

excedendo o tempo de 10 dias.

2.2. BACTERIOPLANCTON

A populagdo bacteriana foi obtida do ambiente natural, Reservatorio do
Monjolinho na UFSCar. A &gua coletada do ambiente natural (tréplicas de 500 mL) foi
filtrada em filtro GF/C (Whatman) para retirada de predadores e, posteriormente,
filtrada em filtros com poros de 0,2 um (Gelman GA-8) para retencdo das bactérias. O
filtro com a populagdo bacteriana foi inoculado em agua reconstituida (APHA, 1995)
(500 mL). Nao houve cultura-estoque para a comunidade bacterioplanctonica, uma vez
que o cultivo em laboratdrio poderia selecionar espécies ignorando aquelas com maior
eficiéncia na assimilacdo de polissacarideos. As coletas foram realizadas na época da
experimentacdo, procurando-se trabalhar sempre na mesma estagdo do ano para evitar
variagdo na populacdo de bactérias. Durante o experimento, a comunidade
bacterioplancténica foi mantida em sala com temperatura controlada de 25 °C + 2, no
escuro e sob agitagdo constante (60 — 100 rpm) (Tranvik e Sieburth, 1989) em mesa
agitadora (Nova Etica, modelo 109, Brasil). Todo a manipulagio dos frascos
experimentais foi realizada em fluxo laminar (Pachane, Brasil) dotado de luz

ultravioleta para minimizar contaminagoes.
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2.3. CILIADO

O ciliado escolhido para ser estudado no presente trabalho foi o Paramecium
caudatum. Esta espécie é de facil adaptacdo as condicOes de cultivo em laboratorio, €
comumente encontrado no Reservatdrio do Monjolinho e sua alimentagéo é basicamente
constituida de bactérias. Eles possuem grande capacidade reprodutiva e sdo o elo de
ligacdo trofica entre bactérias e metazooplancton, atuando assim no fluxo de carbono e
outros elementos minerais dentro da cadeia alimentar.

Para obtencdo dos organismos, a agua foi coletada do ambiente natural e
concentrada em rede de 20 um de abertura de malha. No laboratério, 0s organismos
foram triados por capilaridade com auxilio de uma pipeta Pasteur (técnica de
microaspersdo) sob microscépio optico (Leica DMLS). Os ciliados foram mantidos no
laboratorio em &agua reconstituida enriquecida com pd de alface, grdos de arroz e
levedura, sob condi¢des controladas de temperatura (25 °C + 2) e foto-periodo de 12/12
h luz/escuro (Sipauba-Tavares e Rocha, 2003). A cada trés dias a agua de cultivo era

renovada.

2.4. COPEPODA

Como organismo topo da cadeia alimentar neste estudo, 0 Copepoda Cyclopoida,
Metacyclops mendocinus foi o animal escolhido. Esses organismos sdo predadores,
possuem habitos alimentares variados e servem como fonte alimentar para muitos
animais (Vijverberg, 1989). Além disso, 0s copépodes sdo importantes na regeneracdo
de nutrientes como nitrogénio, fosforo, carbono, dentre outros microelementos
(O“Doherty, 1985).

O zoopléancton foi coletado do ambiente natural com o auxilio de rede de plancton de

68 um de abertura de malha, fazendo-se arrastos horizontais e verticais. Os organismos
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foram acondicionados em galdes de polietileno com agua do préprio ambiente para o
transporte. No laboratério, a espécie escolhida foi triada e aclimatada. O uso de
populacbes monoclonais foi evitado, procurando-se sempre cultivar uma amostra
representativa da populacdo. Para os cultivos, foram seguidas as recomendacdes feitas
por Vijverberg (1989).

Os organismos foram mantidos em aquarios com capacidade de 60 L, com agua
do proprio ambiente filtrada em filtros GF/C (Whatman), com aeragdo constante em
sala climatizada a temperatura de 25 °C = 2 e foto-periodo 12/12 h luz/escuro. O
copépode foi alimentado com uma solucdo feita de dgua reconstituida enriquecida com
0 protozoario P. caudatum, racdo de peixe fermentada com levedura na proporcao 1:1
(Rojas et al., 2001), e alga cultivada no laboratério, & concentracdo de 10° cél.mL™
(Sipauba-Tavares e Rocha, 2003). As algas usadas como fonte alimentar ao zooplancton
foram Scenedesmus sp e Chlamydomonas sp cultivadas em meio W.C. (Guillard e

Lorenzen, 1972) e fornecidas aos animais quando em fase exponencial de crescimento.

3. DESENHO EXPERIMENTAL

A cadeia microbiana (bactéria — ciliado — copépode) foi exposta aos
tratamentos adicdo de cobre (“Cu”), adicdo de polissacarideo (“MOD”), adicdo de
polissacarideos e cobre (“MOD+Cu”) e o controle constituido agua reconstituida sem
adicdo de matéria organica dissolvida e sem adicdo de cobre. Cada tratamento foi
realizado com 3 réplicas. Primeiramente, foi realizado o experimento com a populagédo
bacteriana, onde ap6s crescimento da mesma, P. caudatum foi introduzido e,

posteriormente, o0 M. mendicinus, como mostrado a seguir.
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MOD Cu MOD + Cu Controle
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Legenda:

v

- N [M]T e [M]L = concentragdes

Bacterioplancton de metal total e livre

[C] = concentracdo de carbono

l organico
MOD = matéria organica

— dissolvida
[M]T e [M]L <+<——| Ciliado

'\ !

Copepoda

Figura 01 — Fluxograma ilustrando o desenho experimental utilizado no experimento de avaliacdo da

biodisponibilidade ao longo da cadeia alimentar microbiana.

4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE COBRE

4.1. COBRE LIVRE

O cobre livre, conhecido também como cobre hidratado ou i6nico foi determinado
através da técnica de potenciometria, usando-se eletrodo seletivo ao ion cobre
(ANALION, SP - Brasil). O eletrodo seletivo ao ion cobre foi utilizado conjuntamente
com um eletrodo de referéncia Ag/AgCl de dupla juncdo (ANALION, SP - Brasil). A
temperatura de 25 °C foi mantida constante durante a determinacéo. A forca idnica das
amostras foi ajustada para 0,1 M com NaNOs;. O tempo de equilibrio para as

determinac@es de cobre livre variou de acordo com a resposta do eletrodo, entre 4 h para
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uma concentracdo de 10® M e 20 min. para concentracdes da ordem de 10° M de fons
cobre livre nas amostras. A calibracdo do sistema foi realizada utilizando-se tampdes
metalicos de acordo com os procedimentos descritos em Jardim et al. (1986) e

Lombardi et al. (2007).

4.2. COBRE TOTAL

Cobre total dissolvido inclui todas as espécies de cobre presentes em uma amostra.
Neste trabalho, as determinagdes de cobre total dissolvido na agua de cultivo foram
realizadas em espectrofotdbmetro de absorcdo atdmica (VARIAN, Spectra A.A 220,
Austréalia), apds terem sido fixadas com HNO3z; em uma concentracdo final de 2,0 M.

Para a determinacdo do cobre total nos organismos (cobre total particulado), ao
final dos experimentos, esses foram transferidos para filtros de acetato celulose
previamente numerados e pesados em balanca microanalitica (Sartorius MC21S,
Alemanha). Posteriormente, os filtros contendo os organismos foram colocados em
estufa a uma temperatura de 60 °C por 48 h. Apos este procedimento, esses filtros foram
pesados novamente para estimativa de peso seco e transferidos para frascos de
policarbonato onde foi feita digestdo acida adicionando-se 2,0 mL de HNO;
concentrado em cada amostra. As amostras contendo os organismos e HNO3; foram
entdo transferidas para uma estufa de secagem a 90 °C, onde permaneceram por mais 48
h (Lores et al., 1999). Apo6s digestdo, o volume da amostra foi completado para 50 mL
com &gua deionizada, para posterior determinacdo em espectrofotdmetro de absorcédo

atdbmica com auxilio de forno de grafite.

5. EXPERIMENTOS DE DINAMICA DO COBRE ATRAVES DA INTERACAO ENTRE OS

ORGANISMOS, E O COMPLEXO MOD-Cu



142

No inicio dos experimentos foram tomados alguns cuidados:

a. Para a realizacao dos experimentos foram utilizados exclusivamente frascos
de policarbonato, lavados previamente com HNO3 1.0 M;

b. Tudo o que foi adicionado aos frascos experimentais teve seu volume

especificado, para que a diluicdo do metal fosse considerada posteriormente;

5.1. INTERACAO POLISSACARIDEO- CU E BACTERIAS HETEROTROFICAS

Um indculo da populacao natural de bactérias coletada como descrito no item 2.2,
foi submetido aos tratamentos (Cu, MOD, Cu+MOD e controle) em trés réplicas. O
crescimento bacteriano foi acompanhado diariamente através de leitura em
espectrofotémetro (Shimadzu, Japdo) em comprimento de onda de 640 nm. Apés o
crescimento, parte da cultura (100 mL) foi separada, filtrada em filtros com poros de 0,2
um (Gelman GA-8) para retencdo das bactérias e o filtrado foi submetido a
determinacdo de ions cobre livre (30 mL), cobre total dissolvido (20 mL) e carbono
organico total - TOC (50 mL), enquanto que o filtro contendo as bactérias foi preparado
para andlise de metal total particulado. Os 400 mL restantes foram distribuidos em
placas de policarbonato multiescavadas, onde em cada orificio (10 mL) foram

adicionados os ciliados como descrito a seguir.

5.2. INTERACAO POLISSACARIDEO- CU-BACTERIAS HETEROTROFICAS E CILIADOS

A 4gua de cultivo (100 mL) estoque contendo os ciliados P. caudatum foi
filtrada com auxilio de rede de 10 um de abertura de malha e os organismos retidos
foram re-suspendidos em agua reconstituida. Uma aliquota da agua de cultivo de 1,0
mL foi retirada e fixada com lugol para contagem dos organismos (Lores et al., 1999).

Um inéculo de 1,0 mL da cultura de P. caudatum foi adicionado a cada reservatorio das
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placas multiescavadas contendo a cultura bacteriana de cada tratamento. Apds 72 h,
parte da cultura (100 mL de cada réplica experimental) foi filtrada em membrana
durapore com 5 um de didmetro de poro (Millipore) para retencdo dos protozoérios. O
filtrado foi separado para determinacdo de ions cobre livre (80 mL) e cobre total
dissolvido (20 mL), enquanto o filtro contendo os ciliados foi preparado para analise de
cobre total particulado. Os 300 mL de agua de cultivo restantes foram usados no
experimento seguinte, onde os copépodes foram adicionados. As taxas de crescimento
dos ciliados foram avaliadas através de contagem em lamina de Sedgewick-Rafter. Para

tanto, aliquotas de 1mL das culturas foram retiradas diariamente e fixadas com lugol.

5.3. INTERACAO POLISSACARIDEO-CU-BACTERIAS-CILIADO E COPEPODES

Em cada reservatorio das placas de policarbonato (10 mL) contendo o0s
organismos dos niveis troficos inferiores, foram adicionados 2 copépodes adultos. Apds
72 h, os copépodes foram retirados e os sobreviventes contados. Os organismos Vivos
foram preparados para analise de cobre particulado e as amostras, entdo sem 0s
copépodes, foram filtradas em filtros de acetato de celulose com 0,45 um de didmetro
de poro. Parte do filtrado foi preparado para analise de ions cobre livre (30 mL) e a

outra parte preparada para determinacéo de cobre total dissolvido (20 mL).

RESULTADOS

A densidade bacteriana em funcdo do tempo experimental é mostrada na figura 02.
Observa-se que, em todos os tratamentos, foi detectado crescimento bacteriano, no
entanto na presenca dos exopolissacarideos de Anabaena spiroides quer na auséncia ou
presencga de cobre, o crescimento foi ligeiramente superior. Como mostrado na Tabela

01, as bactérias consumiram cerca de 7 mg C.L™, totalizando uma média de consumo de
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aproximadamente 39% do total de carbono durante o crescimento. Esses resultados
demonstram que as bactérias foram capazes de degradar os polissacarideos produzidos
por Anabaena spiroides e que a presenca de cobre ndo inibiu o crescimento da

comunidade bacteriana.

30
—m— Controle
--e-- MOD
254 —A— MOD+Cu
v--Cu
20 N \
15+ . /

Absorbancia (U.A.)

48 72 120
Tempo (h)

Figura 02- Curva de crescimento da populagdo bacteriana quantificada através de densidade dptica
em 640 nm (x 1000). Os valores representam média + desvio padrdo de trés replicas

experimentais.

Tabela 01- Concentragdes de carbono organico (mg.L™) antes e ap6s o crescimento bacteriano nos
tratamentos com adicdo de polissacarideos (MOD, MOD+Cu).

MOD MOD+Cu
Amostra Inicial Final Consumido Inicial Final Consumido
A 22,64 19,77 11,18 14,43 11,18 2,87
B 15,84 1,7 9,5 22,53 9,5 8,14
C 15,16 9,3 8,2 16,86 8,2 5,86
Média+DV | 17,9+4,1 12,3+6,6 9,6+1,5 17,9+4,2 9,6+1,5 5,6+2,6
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A dindmica do cobre nos experimentos com as bactérias € mostrada na figura 03. No
tratamento “Cu”, a concentracao de ions cobre livre (Figura 3A) e cobre total dissolvido
(Figura 3B) ao inicio dos experimentos foram estatisticamente superiores a
concentracdo detectada ao final (teste t, p<0.05). No entanto, considerando os outros
tratamentos ndo foram detectadas diferencas significativas (teste t, p>0.05) para as
concentracOes de cobre, quer ions livre ou total. A figura 3C mostra uma acumulagao
significante de cobre (ANOVA, p<0.05) nas bactérias no tratamento onde foi
adicionado o metal sem a presenca dos exopolissacarideos.

A dindmica de cobre no experimento com ciliados estd documentada na figura 04.
Em relagdo ao metal livre, no tratamento “Cu”, a concentragdo de cobre final foi
estatisticamente (teste t, p<0.05) menor que a inicial (Figura 4A), enquanto que nos
outros tratamentos ndo houve diferencas significativas (teste t, p>0.05). Em relacdo ao
cobre total dissolvido, nenhum dos tratamentos apresentou diferengas significativas
entre as contragOes iniciais e finais (teste t, p>0.05) de cobre. Similarmente ao ocorrido
com as bactérias, no tratamento onde foi adicionado cobre sem exopolissacarideo
(*Cu”) houve uma acumulacdo estatisticamente significante (ANOVA, p<0.05) do
metal (Figura 5C), com 100% de mortalidade dos individuos.

A curva de crescimento dos ciliados nos diferentes tratamentos € mostrada na figura
05 e mostra que o cobre interferiu no crescimento dos organismos.

A figura 06 refere-se a dindmica do cobre nos experimentos com o copépode
Metacyclops mendocinus e mostra que a concentracdo final de ions cobre livre foi
significativamente (teste t, p<0.001) menor do que a inicial. Por outro lado, ndo houve
diferencas significativas (teste t, p>0.05) entre as concentragdes de cobre total
dissolvido em nenhum dos tratamentos (Figura 6B). As concentracdes de cobre

particulado foram similares entre os tratamentos (ANOVA, p>0.05).



A)

B)

C)

Figura 03- Concentracfes de cobre particulado e dissolvido nos experimentos com bactéria: (A)
Coabre livre; (B) Cobre total dissolvido; (C) Cobre particulado. Os valores sdo a média + SD de trés

replicas experimentais.
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DISCUSSAO

A dindmica do cobre nos experimentos mostrou que na presenca do
exopolissacarideo, houve uma reducdo significativa de ions cobre livre, diferentemente
daquele obtido nos experimentos sem o material organico, o que demonstra o sequestro
do cobre pelo exopolissacarideo. Estudos encontrados na literatura estdo de acordo com
estes resultados e confirmam que exopolissacarideos e materiais organicos de baixa
massa molecular produzidos por microalgas sdo capazes de associar-se ao cobre e
outros metais (Lombardi e Vieira, 1999; Lombardi e Vieira, 2000; Gouvéa et al., 2005;
Nogueira et al., 2005; Lombardi et al., 2005), exercendo desse modo significante papel
ambiental em relacéo a especiagdo e disponibilizacdo de metais.

O crescimento bacteriano obtido neste estudo, foi maior nos tratamentos em que
houve adicdo de exopolissacarideo em relacdo a sua auséncia. O consumo de
polissacarideos excretados por Anabaena spiroides por bactérias heterotroficas ja foi
comprovado por Colombo et al. (2004). Capone E Bauer (1992) mostraram que em,
ecossistemas aquaticos, as bactérias heterotréficas utilizam a MOD natural como fonte
de energia. Tranvik e Sieburth (1989) demonstraram que a matéria organica, como por
exemplo, as substancias hdmicas, podem ser degradadas pela populacdo bacteriana.
Similarmente ao demonstrado nos nossos resultados, esses autores encontraram maior
densidade bacteriana em amostras com adicdo de material organico do que em sua
auséncia.

Nesta pesquisa, a captura de cobre pelas bactérias, quantificada como cobre
particulado (acumulado e adsorvido), ocorreu em maior quantidade quando o metal
estava presente na forma livre. Na forma complexada, ndo houve acumulo significativo

do metal nos organismos. Esses resultados estdo de acordo com os dados encontrados
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na literatura, os quais mostram que fons cobre livre (Cu®*) é uma das formas quimicas
do metal que se encontra biodisponivel, tanto para adsor¢do na superficie celular dos
organismos como também para absorcdo pelos mesmos (Lores e Pennock, 1999; Lores
et al., 1999; Parent et al., 1996 Lombardi et al., 2002; Nogueira et al., 2005).

Provavelmente, o cobre complexado no exopolissacarideo ndo foi capturado pelas
bactérias devido ao pouco tempo de incubagdo, onde somente 39% do material foi
degradado. De acordo com Colombo et al. (2004), a composicdo monomérica dos
polissacarideos de Anabaena spiroides € 29,3% de glicose, 24,2% de manose, 21,9% de
raminose, 7,8% de xilose, 6,6% de acido glicurbnico, 5,6% de fucose, 2,0% de
galactose, 1,8% de &cido galacturdnico e 0,8% de arabinose. De acordo com esses
autores, o consumo dos polissacarideos pelas bactérias heterotroficas é caracterizado
por duas fases. A primeira, de degradacdo mais rapida, acontece nos 5 dias iniciais de
incubacdo, onde a maior atividade enzimatica ocorre para a glicose, que sao
monossacarideos de pouca capacidade complexométrica com o cobre. Ao término desta
fase ocorre sucessdo bacteriana, onde inicia-se uma segunda fase de degradacdo do
polissacarideo, mais lenta que a primeira. Nos estudos de Colombo et al. (2004), 29 dias
de incubacdo foram necessarios para que todo o polissacarideo fosse degradado pelas
bactérias.

O crescimento bacteriano ocorrido no tratamento com concentracdo de cobre
livre de 1x107 mol.L™" pode ser considerado uma indicacdo de tolerancia desses
organismos ao metal. A tolerancia bacteriana aos metais tem sido mostrada na literatura
(Rosen,1996; Hassen et al., 1998; Mirimanoff e Wilkinson, 2000; Nies, 2003). Hassen
et al (1998) encontrou tolerancia bacteriana ao cobre total dissolvido em concentragdes
de até 8x10™* mol.L™. Mirimanoff e Wilkinson (2000) verificou tolerancia ao zinco por

bactérias gram-positivas. De acordo com Nies (2003) a tolerancia aos metais pesados
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pela comunidade bacteriana é resultado da acdo de varios mecanismos de resisténcia,
dentre elas pode-se citar o acimulo intracelular de metal através do seu sequestro por
moléculas quelantes, impedindo-o0s de atingir sitios vitais, associacdo com a parede
celular, mecanismos de volatilizacdo do metal, e efluxo. Rosen (1996) relatou, através
de seus estudos, que tanto a homeostase do cobre quanto a do zinco sao mantidas
através de dois sistemas de transportes, no qual um é responsavel pela captura do metal,
enguanto o outro pela sua excre¢do ou efluxo.

Similar ao ocorrido com as bactérias, os resultados deste estudo demonstraram
que o cobre acumulado pelos ciliados ocorreu no tratamento em que o cobre foi
adicionado sem a presenca do exopolissacarideo. Uma acumulacéo doze vezes maior foi
quantificada no tratamento “Cu” em relacdo ao tratamento “DOM+Cu”. Neste caso,
uma concentracdo de Cu** de 3,9 x 10® mol. L™ que permaneceu no meio apés o
crescimento bacteriano, aliada as bactérias contaminadas (2,1x102 ug Cu . pg PS™) e
utilizadas como fonte alimentar pelos ciliados, foram os fatores que ocasionaram a
toxicidade nesses organismos. A transferéncia de metais de bactérias para P. caudatum
foi descrita na por Mansoure-Aliabadi e Sharp (1985), que mostraram a acumulagéo de
Zn, Ni e Pb ap6s a ingestao de bactérias contaminadas por esses metais.

Os dados da literatura demonstram que a sensibilidade dos ciliados ao cobre é
variavel e dependente do organismo, das condigdes experimentais e da forma do metal
ao qual o organismo € exposto. Mandoni et al. (1996) observou que uma concentragao
de cobre total de 9.6x10° mol.L™ causou 89% de mortalidade na populacdo de
protozoarios e que 7 das 16 espécies estudadas desapareceram. Coppelloti (1998)
reportou que Euplotes vannus tolerou uma concentracio de cobre de 3.1x10° mol.L™ e
que a acumulacdo do metal ocorreu apds 0s organismos terem sido expostos a uma

concentracdo de 6.2x10° mol.L™". Stoecker et al (1986) demonstrou que uma
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concentracéo de 10™° mol.L™ Cu** causou mortalidade em Favella sp e Balanion sp em
5 h de exposicdo, enquanto que 1.6x10™ mol.L™ Cu* foi suficiente para diminuir a
taxa de crescimento em exposi¢cfes mais longas. Shakoori et al. (2004) demonstrou
resisténcia em Vorticella microstoma em uma concentracio de 3.4x10 mol.L™* Cu?*,

Os resultados deste estudo sugerem que o cobre associado ao exopolissacarideo
pode ndo ter sido disponibilizado através da degradacdo bacteriana, e o cobre livre
detectado no experimento referente ao final da cadeia tréfica (2x10® mol.L™ Cu®*) ndo
foi acumulado por M. mendocinus. Este fato pode ser decorrente de uma capacidade
reguladora de metal exibida por M. mendocinus. Sabe-se que alguns organismos
regulam a concentracdo interna de metal, permanecendo estas dentro de um nivel
definido (Albergoni, et al., 1980). De acordo com Albergoni et al. (1980), dois
mecanismos participam da regulacdo interna de metal, o decréscimo da internalizagdo
através da diminuicdo da permeabilidade e/ou absor¢do na superficie dos organismos e,
a expulsdo do metal de dentro do organismo através de sistemas excretores. Rainbow e
Darllinger (1993) demonstraram os organismos reguladores possuem moléculas capazes
de regular a concentracdo interna de metais. No entanto, esses autores relatam que
apesar desses processos ndo serem raros em invertebrados, eles séo restritos a certos
metais essenciais como o cobre e zinco.

Os resultados deste estudo demonstraram que o0 cobre associado ao
exopolissacarideos de Anabaena spiroides ndo € acumulado pelos organismos e que
ions cobre livre foi acumulado em maior quantidade pela populacdo bacteriana e pelo
ciliado. O organismo zooplancténico M. mendocinus ndo acumulou ions cobre livre,
nem tampouco o cobre associado ao exopolissacarideo, sugerindo ser regulador do
metal. Estes resultados apresentam importante significado ecoldgico, pois tanto o

ciliado quanto o copépode sdo organismos bastante comuns em ambientes eutrofizados,
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ricos em materiais organicos dissolvidos e que exercem grande influéncia na especiacéo

do cobre.
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4, CONCLUSAO GERAL

A interacdo entre a matéria organica dissolvida, o metal traco cobre e os
organismos microheterotréficos, assim como os efeitos dessa interagdo sobre a dindmica
e a biodisponibilidade do cobre, foram avaliadas no presente trabalho. Através dos
resultados apresentados, demonstrou-se que as aguas do Reservatorio do Monjolinho
possuem dois sitios de complexagao para o cobre, 0 que leva a uma baixa concentracdo
de ions cobre livre nesse ambiente. Conclui-se, ainda, que as bactérias heterotroficas
possuem habilidade em usar a matéria organica dissolvida natural como substrato
alimentar, e que o cobre complexado a essa matéria pode ser capturado e
biodisponibilizado pela populacéo bacteriana. Deste modo, as bactérias heterotréficas
podem influenciar na dindmica do cobre, assim como na sua disponibilidade para a
biota aquética.

A matéria organica dissolvida mostrou diminuir a toxicidade e a acumulacéo do
cobre nos organismos em relagdo ao metal i6nico livre. No entanto, a influéncia do
complexo MOD-Cu sobre a disponibilidade de metal depende do tipo de matéria
organica e do tempo de exposicdo a esses complexos como demonstrado através dos
resultados experimentais onde utilizou-se material hiimico e exopolissacarideo.

Assim, 0s processos resultantes da interacdo entre as bactérias heterotréficas e os
metais complexados a MOD s&o importantes para o entendimento da dindmica desses
elementos nos ambientes agquéticos e suas consequiéncias para biota em geral. Ainda,
para a correta interpretacéo do destino e impacto ambiental dos metais e seus complexos
€ necessario considerar a especiacdo dos metais, assim como as trocas dos metais entre

0s complexos, 0 ambiente e abiota.





