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RESUMO

CALOTO-OLIVEIRA, A. - Toxicidade de elementos-traco para consumidores

primarios na presenca de exopolissacarideos produzidos por organismos

fitoplancténicos (Chlorophyceae e Cianophyceae). 2007. 106f. Dissertagao

(Mestrado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo,

Sao Carlos, 2007.

O impacto causado pelo aumento da quantidade de substancias quimicas
descartadas no meio ambiente esta presente na maioria dos ecossistemas.
Poluentes industriais contendo metais sao frequentemente transportados para a
agua, o solo e o ar, podendo-se acumular nas cadeias troficas e apresentar
toxicidade para a biota. Em ambientes aquaticos, a biodisponibilidade e destino
dessas substancias xenobidticas podem ser influenciadas por varios fatores, entre
eles a matéria organica dissolvida e outros compostos quelantes, os quais tem
capacidade de aprisionar ou liberar ions para o ambiente. Os exopolissacarideos,
substancias excretadas pelo fitoplancton, podem interagir com diversas
substancias, interferindo na toxicidade dos compostos para os organismos ou
comunidades biolégicas aquaticas e, consequentemente, subestimando o
verdadeiro valor toxico das substancias. Este trabalho foi conduzido para
determinar a influéncia dos exopolissacarideos da Cloroficea Pseudokirchniriella
Subcapitata, e da Cianoficea Anabaena spiroides na toxicidade dos elementos

traco cadmio e cromo em Daphnia similis (Cladocera). Os metais foram escolhidos



xi

pela afinidade por quelantes organicos. Foram realizados testes ecotoxicologicos
agudos para verificar a sensibilidade do cladécero Daphnia similis em diferentes
concentragdes dos metais cadmio (cloreto de cadmio) e cromo (dicromato de
potassio), adicionando algas e exopolissacarideos. Nos testes com os
exopolissacarideos foram utilizadas diferentes fragées (excretado total, <10000D e
>10000D). Para obtencédo das fragcbes de exopolissacarideos foram realizadas
filtracbes tangenciais em cartucho oco de celulose com bomba peristaltica. Nos
testes com a adigdo das algas foram usados numeros conhecidos de células
obtidas do concentrado de algas. Observou-se reducdo da toxicidade de 20 a 30%
nos testes com a adi¢ao de excretado total, e redugdes menores para as fragcoes <
e > 10KD para as cloroficea e cianoficea. Com os resultados deste trabalho, foi
possivel avaliar a capacidade dessas substancias em quelar e indisponibilizar
compostos téxicos e avaliar a toxicidade das substancias quando testadas nos

organismos plancténicos.

Palavras chave: Exopolissacarideos, cromo, cadmio, Anabaena spiroides,

Pseudokirchniriella subcapitata, Daphnia similis.
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ABSTRACT

CALOTO-OLIVEIRA, A. - Toxicity of element-trace for primary consumers in the

presence of exopolysaccharides produced by phytoplankion organisms

(Chlorophyceae and Cianophyceae). 2007. 106f. Dissertation (Master’s) - School

of Engineering of Sao Carlos, University of Sdo Paulo, Sado Carlos, 2007.

Chemical substances have been exerting increasing impact on ecosystems.
Industrial pollutants containing metals frequently reach water bodies, soil, and air,
wherein they may accumulate on the trophic chain, resulting in toxicity to the biota.
In aquatic environments, the bioavailability and the destination of these xenobiotics
are influence by several factors, such as the amount of solved organic matter and
other chelating compounds, since these substances can either bind or liberate ions
to the environment. Exopolysaccharides, in particular, are excreted by
phytoplankton and, once in water, can interact with several substances altering the
toxicity of compounds to aquatic organisms and biological communities. As a
consequence, the real toxic potential of these xenobiotics is underestimated. The
aim of this work was to determine the influence of the exopolysaccharides
produced by the Chloroficeae Pseudokirchniriella subcapitata and by the
Cyanophiceae Anabaena spiroides on the toxicity of the trace-elements cadmium
and chromo over the primary consumer Daphnia similis. These metals were
chosen due to their high affinity towards organic chelators. Tests for acute
ecotoxicity were performed to verify the sensitivity of the Cladocera Daphnia similis

exposed to different cadmium (cadmium chloride) and chromo (potassium
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dichromate) concentrations, with and without algae and/or exopolysaccharides.
Three fractions of exopolysaccharides were tested (total excreted, < 1000D, and >
1000D), which were obtained by tangencial filtration through a cellulosis membrane
using a peristaltical pump. On tests using algae, a fixed number of cells were
obtained from an algae concentrate. The toxicity of Daphnia similis to the metals
was 20-30% reduced when the total excreted from algae was added, while the
reduction in toxicity was lower to the fraction < and > than 10KD. The results
demonstrated that exopolysaccharides chelate toxic compounds rendering them

unavailable for exerting their effects on planktonic organisms.

Keywords: Exopolysaccharides, chromium, cadmium, Anabaena spiroides,

Pseudokirchniriella subcapitata, Daphnia similis.
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1 INTRODUGCAO

Com o avango da tecnologia produziu-se um conjunto de substancias
quimicas que quando liberadas no meio ambiente podem ser potencialmente
toxicas as comunidades biolégicas. A contaminagcdo ambiental por estas
substancias é consequéncia da grande industrializagcdo, da utilizagao crescente de
veiculos e de atividades agropecuarias e de mineragédo (MIYASHITA; NUVOLARI,
2003). O poluente, uma vez no ambiente, pode interagir e atingir diversos niveis
na cadeia trofica por meio da bioacumulagéo e biomagnificagdo (FERNICOLA et
al.,2003).

Dentre estas substancias tdéxicas podem-se classificar os acidos, os metais
pesados, os compostos organicos e a radioatividade. Os metais sdo toxicos para a
maioria das formas de vida. Estudos ecoldgicos revelam o movimento, transporte
e a concentracdo desses poluentes através da cadeia alimentar, além da
persisténcia e transformacdo desses elementos dentro dos ecossistemas
(RICKLEFS, 1996).

Diversos metais tém papel essencial em varias etapas do metabolismo e do
crescimento de plantas e animais. Entre esses metais encontra-se: cobalto,
cromo, ferro, manganés, niquel, molibdénio, selénio, estanho e zinco (REZENDE;
LACERDA, 1986). No entanto, a necessidade nutricional dos metais essenciais
entre as espécies varia. Concentracdes ideais encontram-se numa faixa estreita, a

partir da qual ja pode ser observado aumento significativo de mortalidade, em



raz&do da deficiéncia nutricional em casos de niveis baixos dos metais no meio ou
por toxicidade associada ao excesso dessas substancias. Alguns metais n&o
essenciais, dentre eles o chumbo, o cadmio e o mercurio, podem ser altamente
toxicos, mesmo em concentragdes normalmente encontradas no ambiente
(FERNICOLA et al., 2003).

A toxicidade de cada composto varia para cada espécie e dependera das
caracteristicas de cada substancia, como também da sua disponibilidade para
incorporacéo biolégica e de sua concentragdo quimica (REZENDE; LACERDA,
1986 ; CHAPMAN et al.,1996).

Os efeitos téxicos sdo resultantes de interagcbes bioquimicas entre os
agentes toxicos e algumas estruturas do organismo. A natureza dos efeitos pode
variar de organismo para organismo (LU,1985).

Alguns metais associados possuem uma relativa facilidade de penetrar e
permanecer nas cadeias troficas por longos periodos, apresentando altos indices
de toxicidade para os organismos mesmo em baixas concentragdes. Por isso
torna-se necessario monitorar e preservar os ecossistemas aquaticos da poluicao
ambiental antropogénica por metais pesados por meio do conhecimento de seus
niveis de base (FERREIRA et al., 2000).

Entende-se por toxicidade a propriedade inerente de um agente quimico
produzir efeitos deletérios (agudos, subletais, letais ou crbénicos) sobre um
organismo (GOES,1998). A toxicidade € fungdo da concentragdo, composi¢ao e
propriedades, como também do tempo de exposigdo (LARINI; CECCHINI, 1997).

Algumas substancias em vez de se dispersarem tornam-se cada vez mais



concentradas a medida que passam entre os elos da cadeia alimentar (ODUM,
1988).

A presengca dos elementos-trago cadmio e cromo ao longo do tempo
representa uma ameacga para os ambientes aquaticos, podendo haver acumulo ao
longo da cadeia trofica (MASUTTI et al.,, 2000) destes elementos potencialmente
toxicos.

Poluentes como os metais tendem a se complexar com a matéria organica,
inclusive os polissacarideos, anulando ou diminuindo sua disponibilidade toxica
para os organismos presentes na coluna d’agua (VIEIRA et al., 1994). Os
polissacarideos excretados pelo fitoplancton podem interagir com metais e
diminuir a toxicidade efetiva da concentracdo do metal.

Segundo Tien et al (2002) a ocorréncia da eutrofizagdo, como vem
ocorrendo em muitos dos nossos ambientes aquaticos nos ultimos anos, tende a
aumentar o florescimento de muitas espécies de algas, como as cianobactérias e
as cloroficeas e, consequentemente, a quantidade de polissacarideos dissolvidos
neste meio.

Os “blooms” fitoplanctdénicos por sua natureza de curta permanéncia (dias
ou semanas), podem ser determinantes para a composicdo do agucar
(monossacarideo) dos polissacarideos liberados (MEON; KIRCHMAN, 2001;
GIROLDO; VIEIRA, 2002) através da fisiologia do fitoplancton durante estes
“blooms”.

Soares (1992) demonstrou que em ambientes eutrofizados as

concentragdes de diferentes monossacarideos representam indicios de que a



comunidade fitoplanctonica foi a principal contribuinte para a concentragdo de
carboidratos dissolvidos no ambiente.

Os produtos da excregcdo por estas floragbes podem contribuir
significativamente para o “pool” de carbono organico dissolvido (GOUVEIA et al.,
2005) e ser uma fonte de polissacarideo extracelular (EPS) para o sistema
(DELLAMANO-OLIVEIRA, 2006).

Os polissacarideos uma vez produzidos e liberados pelas células algais,
participam da formagao dos TEP (“Transparent Exopolymer Particles”), particulas
mucilaginosas amorfas de tamanho variado que, por sua vez, por meio de choque
e agregacao, podem formar os agregados gelatinosos (“lake snow”) (ALLDREDGE
et al., 1990), os quais sdo importantes na liberacdo e reciclagem de matéria
organica (GROSSART; SIMON, 1993), no fluxo de carbono através da cadeia
trofica e para o sedimento dos sistemas lacustres.

Os polissacarideos extracelulares (EPS) podem ser usados como
substratos pelas bactérias (FREIRE-NORDI; VIEIRA, 1998; COLOMBO et al.,
2004), e passam a realizar um importante papel na possivel associagao especifica
bactéria/alga (GROSSART et al., 2003)

Uma das caracteristicas da excregao algal de Matéria Organica Dissolvida é
que os carboidratos s&o invariavelmente predominantes na composi¢do do
excretado. Estes carboidratos encontrados em corpos d’agua naturais sao
constituidos por agucares livres (monossacarideos e dissacarideos) e por
carboidratos poliméricos hidrolisaveis, acucares combinados como o0s
polissacarideos e oligossacarideos (GREMM,1997). Os acgucares livres e

combinados sdo liberados para o meio como resultado de excre¢gdo e morte das



células (MOPPER et al., 1992). A matéria organica dissolvida excretada pelo
fitoplancton pode ser considerada a base da cadeia alimentar do zooplancton nos
sistemas lacustres.

A presenca no meio de certos carboidratos pode interferir na disponibilidade
de ions metalicos que atuam como quelantes, diminuindo o efeito toxico
(DULCINI, 1996).

Para conduzir testes toxicologicos agudo de agua comumente sao
utilizados organismos invertebrados, como as espécies de pulgas d’agua, os
cladoceros Daphnia spp. (BITTON; DUTKA, 1986). Os clad6ceros séao
encontrados em todos os tipos de agua doce mas geralmente os lagos e
reservatorios possuem maior densidade que nos rios (TAVARES; ROCHA, 2003).

A toxicidade aguda é um estudo comparativo no qual organismos
submetidos a diferentes tratamentos sao observados por periodo curto de tempo,
geralmente ndo constituindo uma parte substancial do seu ciclo de vida
(LARINI,1979). Testes agudos geralmente utilizam a imobilidade ou a mortalidade
como efeito medido.

Na determinac&o da toxicidade dos compostos cadmio e cromo foi utilizado
o consumidor primario Daphnia similis. Para avaliar a influéncia dos
exopolissacarideos sobre a toxicidade, foram escolhidas duas espécies de
produtores primarios: a cloroficea - Pseudokirchniriella subcapitata, espécie
largamente utilizada em testes de toxicidade e a cianobactéria - Anabaena
spiroides, comum em reservatorios do Estado de S&o Paulo. Os ensaios com os
produtores primarios objetivaram observar as interferéncias dos polissacarideos

sobre a redugéo do efeito toxico de cromo e cadmio, quando adicionada as algas



nos ensaios ecotoxicolégicos. Os testes com os exopolissacarideos de ambas as
algas ajudaram a aprofundar o conhecimento da possivel interferéncia de seus

excretados fracionados sobre as concentragdes dos metais no meio.



2 JUSTIFICATIVA

O efeito toxico dos metais na presenga de exopolissacaridos

Agentes complexantes naturais presentes na agua sao habeis para diminuir
a toxicidade dos metais adicionados a agua superficial. Entretanto, é bem
estabelecido que o ion metalico livre apresenta a maior biodisponibilidade se
comparado as diversas substancias presentes.

Os exopolissacarideos sao liberados para o meio aquatico como resultado
de excrecao e morte das células, e o produto da excreg¢do algal - matéria organica
dissolvida (MOD), € composta por carboidratos. As concentragcbes de
exopolissacarideos liberadas no ambiente variam em fungdo das espécies de
algas abundantes.

Devido a importancia ecologica dos exopolissacarideos nos ecossistemas
aquaticos, estudos com os polissacarideos extracelulares (EPS) produzidos pelo
fitoplancton s&o realizados (GIROLDO; VIEIRA, 2005) e demonstram ser
excelente indicador de matéria organica particulada e dissolvida, e a matéria
organica dissolvida (MOD) presente no meio pode ser considerada a base da
cadeia alimentar do zooplancton nos ecossistemas lacustres. Como constituintes
de substancias humicas e fulvicas, levam a um melhor entendimento dos

mecanismos da génese da matéria organica complexa e pela susceptibilidade de



complexar-se com metais tragos, podendo controlar a disponibilidade destes no
meio aquatico (LOMBARDI et al., 2000; NOGUEIRA et al., 2005).

Os exopolissacarideos participam da formagao dos TEPs (Transparent
Expolymer Particles) — particulas mucilaginosas de tamanhos variados e da
formacédo de agregados gelatinosos (lake snow). Auxiliam no fluxo de carbono
através da cadeia tréfica e no sedimento de sistemas lacustres, e na reciclagem
de matéria organica e podem ser usados como substratos pelas bactérias —
associacao especifica - bactéria/alga.

Os poluentes como metais tendem a se complexar com exopolissacarideos
anulando ou diminuindo sua disponibilidade para os organismos, reduzindo a sua
toxicidade. Para aprofundar a avaliacdo dos efeitos desses compostos sobre os
metais cadmio e cromo foram realizados estudos para a compreensdo da
eficiéncia dos exopolissacarideos na diminuicdo dos efeitos toxicos destes

elementos.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

- Verificar a influéncia dos polissacarideos excretados de algas sobre a

toxicidade dos metais cadmio e cromo nos organismos zooplanctdnicos.

3.2 Especificos
- Determinar, através de testes ecotoxicolégicos, a CEg, dos metais-traco
cadmio e cromo para Daphnia similis na presenca de diferentes fragdes de

exopolissacarideos produzidos por P. subcapitata e A. spiroides;

- Determinar, atraveés de testes ecotoxicologicos, a CE;; dos metais-traco

cadmio e cromo para Daphnia similis na presenca de células de P.

subcapitata e A. spiroides;

- Determinar, através de testes ecotoxicolégicos, a influéncia do EDTA
presente no meio de cultivo das espécies fitoplanctbénicas estudadas na

alteracao da toxicidade de cadmio e cromo para Daphnia similis;
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

41 Presenca de substancias xenobiéticas no ambiente aquatico e sua

toxicidade

Desde a Revolugao Industrial, com o progressivo crescimento populacional
e econdmico, muitas foram as interferéncias antropogénicas nos recursos naturais
(ESPINDOLA et al., 2000), seja para extrair 0S recursos necessarios ao
crescimento, seja para langar detritos e as sobras resultantes das atividades.
Assim, o solo, o ar e a agua foram progressivamente contaminados pela poluigao
e 0s recursos minerais foram extraidos sem nenhum cuidado com a conservagao
do meio (MIYASHITA; NUVOLARI, 2003).

Processos influenciados por essas atividades antropogénicas podem contribuir
para o aumento de concentragbes de poluentes no solo e agua. Entre eles estdo: o
escoamento superficial em areas urbanas e agricolas (JERGENTZ et al., 2004); os
processos de descarga de mineragao, industria e desagle municipais; a deposigao
atmosférica (NIMMO, 1985; LELAND; KUWABARA, 1985); a percolagao através do
solo previamente contaminado (SINGH et al., 2000; PANG; LETEY, 1999); descargas
acidentais (ORTIZ et al., 2003; TAYLOR et al., 1996); lavagem de equipamento de
aplicacédo e manuseio inadequado de embalagens para descarte (HURTIG et al.,

2003; FELSOT et al., 2003).
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Com o avango da tecnologia produziu-se um conjunto de substancias
quimicas com efeitos adversos a comunidade aquatica. Dentre essas substancias
toxicas estdo os acidos, os metais pesados, os compostos organicos e a
radioatividade. Os metais sdo potencialmente toxicos para a maioria das formas
de vida. Estudos ecoldgicos revelam o movimento e a concentragcdo dos metais
através da cadeia alimentar, bem como a persisténcia e transformacdo desses
elementos dentro dos ecossistemas (RICKLEFS, 1996).

Os poluentes sdo distribuidos pela acdo da &agua, podendo ou nao
permanecer em solugédo por longos periodos de tempo. Dependendo das
caracteristicas fisico-quimicas do composto, parte dele podera volatilizar ou
podera se adsorvido ao material suspenso e ao sedimento. Ou ainda, podera
ingressar nos organismos aquaticos, nos quais podera se acumular, sofrendo
determinado grau de metabolizagdo e excregao, exercendo eventualmente seu
efeito toxico (NIMMO, 1985).

Os metais sdo poluentes conservativos e o acumulo destes elementos
representa uma ameaca para os ambientes, podendo atravessar todo o ciclo
ecologico envolvido no ecossistema (MASUTTI et al., 2000).

A toxicidade de cada metal é bastante varidvel e depende das
caracteristicas de cada elemento, de sua disponibilidade para incorporagao
bioldgica, de sua concentragdo e forma quimica, bem como de sua essencialidade
em processos metabdlicos ao longo da vida do organismo (REZENDE; LACERDA,
1986).

Alguns metais sdo componentes naturais dos organismos e a grande

maioria € encontrado em concentragdes traco. Estes elementos podem ser
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classificados como essenciais e ndo-essenciais, devido a alguns deles possuirem
fungdes bioldgicas.

Os elementos Cr, Cu, Fe e Zn sao essenciais pois participam dos
processos de compostos enzimaticos fazendo parte do sistema aceptor/doador de
elétrons em muitos organismos (LACERDA et al., 1989). Elementos n&o-
essenciais como o Cd, Hg e Pb, por ndo serem necessarios as fungdes bioldgicas,
podem apresentar efeitos toxicos cronicos e agudos, mesmo quando em baixas
concentragdes, principalmente por meio de mecanismos de competicao por sitios
de ligacdo com os metais essenciais (FERNICOLA et al., 2003).

Os altos indices de toxicidade de alguns metais para os organismos,
mesmo em baixas concentragdes, associados a sua relativa facilidade de entrar e
permanecer nas cadeias troficas por longos periodos reforgam a importancia de
estudos que determinem suas concentracbes em ambientes aquaticos
(FERNICOLA et al., 2003).

A maior parte das aguas naturais possui certa capacidade de reduzir a
toxicidade dos metais adicionados a ela, devido a presencga de ligantes que podem
complexar os ions metalicos, diminuindo também a biodisponibilidade de metais para
os organismos (VIEIRA et al.,, 1994). O comportamento de metais em sistemas
aquaticos é altamente complexo devido ao grande numero de possiveis interagdes

com componentes particulados e dissolvidos fora das condigdes de equilibrio.
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4.1.1 O metal cromo

O cromo é um metal cinza-ago, com forma cristalina cubica, sem odor e
muito resistente a corrosdo. O cromo € o sétimo mais abundante metal na Terra
como um todo. O metal ndo é encontrado livre na natureza. Os estados de
oxidagdo mais comuns do cromo sao: +2, +3, +6. Sdo mais estaveis as formas tri
e hexavalente, além da forma elementar, aparecendo na composicdo de oxidos,
sulfatos, cromatos, dicromatos, sais basicos e na forma elementar recobrindo
pecas metdlicas e plasticas (SILVA, 2003).

O cromo é encontrado naturalmente em rochas, animais, plantas, solo,
poeiras e névoas vulcanicas. Somente as formas tri e hexavalente sao importantes
para saude humana. A maior parte do cromo liberado na agua deposita-se nos
sedimentos. O cromo VI é acumulado pelos organismos aquaticos por difuséo
passiva (SILVA, 2003).

O cromo é um elemento geralmente abundante na crosta terrestre. Entre as
fontes naturais de contaminagdo ambiental estdo os incéndios florestais e as
erupgdes vulcanicas. As fontes antropogénicas derivam das principais atividades
humanas nas quais o cromo e seus compostos sdo liberados para o meio
ambiente. Emissdes decorrentes de fabricas de cimento, soldagem de ligas
metalicas, fundigbes, manufatura de aco e ligas, industria de galvanoplastia,
ldmpadas, minas, lixos urbano e industrial, incineragcédo do lixo, cinzas de carvao,
curtumes, fertilizantes (SILVA, 2003), sdo algumas das atividades responsaveis

pela disponibilizagcado deste elemento no ambiente.
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Os processos de transformagdo que as espécies de cromo sofrem na
atmosfera, agua e solo, dependem de varios fatores como pH, potencial redox,
das espécies presentes aliada as condigbes aerobicas e complexantes organicos
presentes. O numero de complexos e quelatos de cromo € elevado variando da
forma hexavalente, ou complexos tetra-aquosos, para aquelas com &acidos
organicos, vitaminas e aminoacidos (SILVA, 2003).

O cromo € um elemento trago essencial para os sistemas biolégicos em
determinados niveis de concentragcdo, porém pode ser potencialmente toxico
quando estes niveis sdo ultrapassados.

Em algas, assim como em plantas, a toxicidade do cromo e de alguns
metais esta associada a inibicdo do transporte de elétrons na fotossintese e da
sintese de pigmentos fotossintéticos, destruicdo da membrana de cloroplastos e
decréscimo intracelular das concentragdes de Na+ e K+ (FATHI; EL-SHAED, 2000;
RAI; RAI, 1997; CID et al., 1997).

Entretanto, a tolerancia de algas e de outros organismos para o cromo tem
sido demonstrada, propondo-se mecanismos para este fenbmeno tais como:
ligacdo do metal a constituintes da parede celular e complexagdo com acidos
organicos com consequente remog¢ao para os vacuolos (WHO, 1998, MOENNE,
2001).

Diversos estudos sobre bioacumulagdo de metais foram realizados com
organismos aquaticos, desde peixes de diversas espécies (KALAY et al., 1999;
LIANG et al., 1999, WHO, 1988), algas, plantas aquaticas, moluscos
(CAMPANELLA et al.,, 2001), ostras (FRIAS-ESPERICUETA et al, 1999),

camaroes sete-barbas (MANTELATTO et al., 1999) e também em nematddeos e
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boto - mamifero aquatico (SZEFER et al.,, 1998). Os resultados evidenciaram
concentragdes elevadas do metal cromo nas amostras observadas, sendo que
quanto maior o nivel tréfico na cadeia alimentar, maior o poder de bioacumulagéo.

Segundo a resolugdo 357 - CONAMA (BRASIL, 2005), as concentracdes
maximas permissiveis para o cromo em corpos de aguas doces que visam a

protecdo das comunidades aquaticas seguem na Tabela 01.

Tabela 01 — Valores maximos permitidos do metal cromo nos corpos de agua doce

Padroes de Classificagao Cromo total
1 Classe 1 — aguas doces 0,05 mg.L ™"
2 Classe 2 — aguas doces 0,05 mg.L
2 Classe 3 — aguas doces 0,05 mg.L ™
3 Classe 4 — aguas doces —
4 Padrées de Emiss&o de Efluentes 05mgL™" *

* Em concordéancia ao artigo 35 da Resolugao 357 — Conama — 17/03/2005.

4.1.2 O metal cadmio

O cadmio pode ocorrer em processos relativos a fontes naturais através de
rochas, incéndios em florestas e vulcbes, mas € oriundo principalmente de
atividades humanas como a queima de carvao mineral, recobrimento de aco e
ferro, como estabilizador para PVC, pigmentos para plastico e vidro, fabricagdo de

baterias niquel-cadmio e em ligas metalicas, residuos industrias e domesticos,
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processos de mineragao e refino de metais. A contaminagdo das aguas se da
principalmente pela disposi¢do inadequada dos residuos e pode ocorrer possivel
derrame de residuos e efluentes contaminados (CHASIN; CARDOSO, 2003;
BAIRD, 2002).

Concentragbes excessivas de cadmio em ecossistemas aquaticos podem
causar toxicidade, inibir a mineralizagdo do nitrogénio e fésforo e reduzir a
diversidade de fungos (CHASIN; CARDOSO, 2003).

Em agua doce o cadmio esta presente na forma de cadmio (+2), hidroxido
de cadmio e complexos de carbonato de cadmio. Em aguas com teor elevado de
matéria organica mais da metade esta sob forma de complexos organicos.
Compostos de cadmio como sulfito, carbonato e Oxido, s&o praticamente
insoluveis em agua, porém na presencga de acidos, luz ou oxigénio, podem ser
transformados em sais soluveis (CHASIN; CARDOSO, 2003).

O cadmio é acumulado por plantas aquaticas e terrestres e se concentra no
figado e rins dos animais que se alimentam destas plantas (BAIRD, 2002; WHO,
1992). Também sao bioacumulados por anfipodos (CASINI; DEPLEDGE, 1997),
ostras (BOU-OLAYAN et al., 1995), mexilhdes (BELLOTTO; MIEKELEY, 2000),
moluscos (FERREIRA et al., 2000), crustaceos (MASUTTI et al., 2000) e peixes
(LIANG et al., 1999; DE CONTO CINIER et al., 1998). Proporcionalmente a
concentragao do metal se eleva quanto maior for o nivel tréfico do organismo.

O cadmio € considerado um poluente persistente, pois acumula-se na
cadeia alimentar. Esse metal é visto como um poluente prioritario para o

monitoramento, e foi incluido na lista de substancias e processos considerados
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potencialmente perigosos ao planeta, IRPTC (International Register of Potentially
Toxic Chemical of United Nations Environment Program).

Segundo a resolugdo 357 - CONAMA (BRASIL, 2005), as concentragdes
maximas permissiveis para o cadmio em corpos de agua doces que visam a

protecdo das comunidades aquaticas, seguem na Tabela 02.

Tabela 02 - Valores maximos permitidos do metal cadmio nos corpos de agua

doce

Padroes de Classificagao Cadmio total
1 Classe 1 — aguas doces 0,001 mg.L "
2 Classe 2 — 4guas doces 0,001 mg.L ™
2 Classe 3 — aguas doces 0,01 mg.L ™
3 Classe 4 —aguas doces e
4 Padrées de Emiss&o de Efluentes 02mgL™" *

* Em concordéancia ao artigo 35 da Resolugao 357 - Conama — 17/03/2005.

4.2 O fitoplancton

No ambiente aquatico pode-se encontrar representantes de todos os grupos
de algas. Os principais grupos que apresentam relevancia sanitaria sdo as
cianoficeas, cloroficeas, diatomaceas e fitoflagelados, sendo as cianoficeas
consideradas as mais problematicas devido ao potencial toxico e riscos a saude

publica (ZAGATTO et al., 1997).
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Do ponto de vista ecolégico, as algas representam um grupo cosmopolita,
ocorrendo na superficie de todos os tipos de solo tendo, porém, sua maior
distribuicdo nas aguas (BICUDO; BICUDO, 1970) onde constituem os principais
produtores primarios de compostos organicos de carbono. Sado, portanto, parte
fundamental da cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos (ROUND, 1973).

Aproximadamente 70% da superficie do planeta esta coberta por aguas
superficiais e a importancia das algas nestes compartimentos ambientais reside
nos processos de conversdao de energia solar em energia quimica que circula
através da cadeia alimentar, com liberacdo de oxigénio como importante
subproduto (ROST, 1984).

O crescimento de algas é resultado do enriquecimento das aguas com
nutrientes (TUNDISI, 1998) e da integragéo de fatores fisicos, quimicos e bidticos
(BRANCO, 1986). Luz e nutrientes sdo os principais fatores que alteram a
producdo fotossintética, e suas disponibilidades influenciam diretamente a
densidade e a composigao da comunidade fitoplanctonica (CALIJURI et al, 2006).
Nestes ambientes eutrofizados € possivel observar concentragdes significativas de
polissacarideos provenientes da excrecao de algas.

Devido a grande entrada de nutrientes nos ecossistemas aquaticos,
algumas consequéncias podem ser apontadas como: aumento da biomassa e
producdo primaria do fitoplancton, diminuicdo da diversidade de espécies,
consumo do oxigénio dissolvido em larga escala, diminuigdo da concentracédo de
ions, aumento de fosforo total no sedimento e como consequéncia um aumento na
proliferacédo de algas (TUNDUSI, 1998), além de baixa transparéncia e uma

proporgéo elevada de cianobactérias (VON SPERLING, 1996).
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As algas muitas vezes podem encontrar condigdes favoraveis para o
crescimento como elevada quantidade de nitrogénio e fésforo, e luminosidade,
com isso, poderdo atingir uma superpopulagado (TUNDISI, 2001). O aumento da
carga de nutrientes nos ambientes aquaticos resulta no transporte de poluentes
pela biota afetando a cadeia alimentar e o ecossistema (SKEI et al., 2000). Um
bioproduto das explosdes de algas sdo as grandes concentragdes de carbono
organico dissolvido (TUNDISI, 1992).

Alta concentracdo de nutrientes, turbuléncia reduzida e elevadas
temperaturas, como observado em mananciais brasileiros, tornam propicias as
floragdes de algas, muitas vezes dominadas pelas cianobactérias (SANT'ANNA et
al., 2006).

Os sintomas da eutrofizagao incluem espuma de algas e toxinas derivadas
de seu florescimento, grandes infestagbes de plantas aquaticas, maior incidéncia
de doencgas hidricamente transmissiveis, aguas turvas, odores fétidos, agua com
mal paladar, deplecdo do oxigénio dissolvido e mortandade de peixes (TUNDISI,
2001).

Estudos realizados por Lukak e Aegerter (1993) demonstram que o
fitoplancton utiliza alguns metais como elementos essenciais, mas em
concentragdes elevadas estes metais tornam-se téxicos. As algas fitoplanctonicas
apresentam afinidade por cations polivalentes e promovem a remog¢ao do metal da
agua, auxiliando na depuragdo do ambiente. Este fato resulta em aumento da
disponibilidade do metal para o seu crescimento, mas através do grazing, ocorre

transferéncia do seu conteudo celular como alimento para organismos superiores.
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Para este trabalho foram desenvolvidos experimentos com a cloroficea
Pseudokirchneriella subcaptata e com a cianoficea Anabaena spiroides, as quais

s&o descritas a seguir.

4.2.1 As Cloroficeas

As algas da classe Chlorophyceae, ou algas verdes, contém os pigmentos
clorofila a e b e o amido como reserva. A presenca destes pigmentos sustenta a
idéia de que as algas verdes tenham sido as ancestrais das plantas por serem estas
possuidoras destes tipos de clorofila (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). As algas
verdes diferem do resto dos outros eucariontes por formar seus compostos de
reserva no cloroplasto, ao invés do citoplasma (LEE, 1989).

As classes de cloroficeas mais frequentes no fitoplancton s&o
Chlorophyceae e Zygnemaphyceae. As Chlorophyceae possuem
aproximadamente 8000 espécies conhecidas (ESTEVES, 1998).

As cloroficeas sao fotoautotréficas embora algumas cresgam
heterotroficamente. Através da fotossintese, produzem oxigénio e utilizam o
diéxido de carbono como unica fonte de carbono. Os organismos autotroficos
utilizam o ATP como fonte de energia para fixagdo do CO, (PELCZAR, et
al.,1997).

Organismos fotossintetizantes, como as algas, possuem além das
mitocdndrias, as organelas citoplasmaticas, geradora de energia conhecida como

cloroplastos. Estes cloroplastos apresentam um tipo de clorofila denominada



21

clorofila-a, fundamental para a realizagdo da fotossintese. Esse pigmento ocorre
em praticamente todos os organismos fotossintetizantes sendo as bactérias
fotossintetizantes a excegédo, pois possuem a bacterioclorofila (ALEXOPOULUS;
BOLD, 1967).

O produto da fotossintese dos organismos clorofilados eucariontes podem
ser armazenados nas ceélulas sob a forma de polissacarideos de diversos tipos
que variam de acordo com o grupo. Algumas algas armazenam o alimento sob
forma de gotas de 6leo que podem estar localizadas no interior dos plastos ou no
citoplasma (LOPES, 1992).

A composigao quimica do meio tem grande influéncia sobre a distribui¢cao
vertical do fitoplancton. Dentre os compostos destacam-se nutrientes essenciais
(P, N, C, Ca, Mg, etc), compostos derivados do metabolismo da propria
comunidade fitoplancténica (carboidratos, antibidticos, vitaminas e toxinas) e
gases dissolvidos (oxigénio, metano e gas sulfidrico) (ESTEVES, 1998).

A reproducdo pode ser realizada por biparticdo (cissiparidade) ou por
esporulagdo. Apenas as algas unicelulares, pertencentes a classe Chlorophyceae,
como o género Chlamydomonas, reproduzem por biparti¢ao.

A reproducdo assexuada por esporulagdo ocorre tanto nas cloroficeas
unicelulares como nas multicelulares. Os esporos podem ser moveis, sendo neste
caso denominados zoosporos, ou imoéveis, chamados de aplandsporos. Nas algas
verdes existem espécies que produzem zoosporos e outras que produzem
aplandsporos. Na reproducao sexuada das algas verdes unicelulares, os proprios
individuos atuam como gametas, unindo-se dois a dois e dao origem a um zigoto

(LOPES, 1992).
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4.2.1.1 O género Pseudokirchneriella

Dentro do filo Chlorophyta, o género Pseudokirchneriella faz parte da classe
Chlorophyceae na qual uma das caracteristicas das células € possuir simetria
externa radial ou proxima de radial (LEE, 1989).

O género Selenastrum, originalmente descrito, foi descoberto em 1867 pelo
pesquisador Reinsch. Este género compreende 6 a 8 espécies distribuidas pelo
mundo todo. Suas células sdo lunadas e aparecem isoladas ou em grupos de
quatro, agregadas pela margem convexa, constituindo colénias multiplas
(BICUDO; BICUDO, 1970). Armazenam seu alimento como amido verdadeiro e
tém parede celular rigida composta de celulose com substancias pépticas
incorporadas na estrutura da parede (PELCZAR-JR, 1997).

A espécie que mais tem sido citada na literatura dentro deste género € a
Selenastrum capricornutum. Também s&o mencionadas outras espécies como
Selenastrum bibraianum, S. gracile (PIERRE, 2001) e S. minutum (RIVOAL et al.,
2002; THEODOROU et al., 1991). E importante destacar que nos ultimos anos a
espécie S. capricornutum foi também denominada por alguns autores como
Pseudokirchneriella subcapitata (FIORENTINO et al., 2003; HEIJERICK et al.,
2002) ou Raphidocelis subcapitata (MUYSSEN; JANSSEN, 2001; EVANDRI et al.,
2003).

Como todas as algas do filo Chlorophyta de agua doce, estes organismos
possuem uma distribuicdo cosmopolita em solos e corpos d’agua (LEE, 1989 ;
KEDDY, 1995), motivo pelo qual tem sido amplamente utilizada em estudos de

ecotoxicidade de poluentes ambientais (KASAI; HATAKEYAMA, 1993; KONG et
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al., 1998; JONSSON et al., 1993) e de ser recomendada no registro de agentes
quimicos e pesticidas por 6rgados nacionais (CETESB, 1990 ; IBAMA, 1989;
JONSSON; MAIA, 1999) e internacionais (OECD, 1981; U.S.E.P.A., 1994).

Desde o comecgo dos anos 70 as algas sao utilizadas para avaliagdo da
toxicidade aquatica de compostos quimicos e misturas quimicas e para avaliar o
aumento na eutrofizagdo. Esses testes foram inicialmente designados para avaliar
a adicdo de nutrientes, em especial nitrogénio e fdsforo, para avaliar a
eutrofizagdo. O procedimento posteriormente adaptado para uso em testes
toxicologicos e o resultado de testes com a alga verde de agua doce
Pseudokirchneriella subcapitata tornou-se o principal apoio para avaliar a
toxicidade de compostos quimicos e efluentes (WARD et al., 2002).

A espécie P. subcapitata mostrou ser excelente para a avaliagao do efeito
de poluentes no meio ambiente. Bossuyt e Janssen (2004) realizaram testes com
Pseudokirchniriella subcapitata expondo-as a diferentes concentragdes de cobre
num periodo de 3 dias. Os efeitos avaliados do cobre demonstraram alteragdes no

crescimento, na pigmentagao, na biomassa e na tolerancia da alga ao metal.

4.2.2 As cianobactérias

As cianobactérias, também chamadas de algas azuis, constituem um grupo
de organismos que possuem caracteristicas tanto de bactérias como de algas.
Elas sédo informalmente consideradas algas pela presenga de clorofila-a, liberagao

de oxigénio como resultado da fotossintese e quebra da molécula da agua durante
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esta reagdo. As caracteristicas basicas de bactérias € por serem procariontes e
apresentarem parede celular sem celulose, constituida de polissacarideos ligados
a polipeptidios, membrana plasmatica, capsula ou bainha mucilaginosa, nucleoide,
ribossomos, inclusdes de fosfato, proteinas e lipideos (ndo possuem amido, mas
granulos de cianoficina — composto de reserva que forma granulos de
poliglucanos, semelhante ao glicogénio), citoplasma e lamelas fotossintéticas
(tilacoides) (CALIJURI et al., 2006). Podem apresentar-se sob diferentes formas:
coldnias esféricas, ovais ou tabulares e também em filamentos (GOODWIN,1996).
As cianobactérias estado classificadas como classe Cianophyceae, composta de
150 géneros e aproximadamente 2400 espécies (SKULBERG et al., 1993). De
acordo com Sant'anna e Azevedo (2000), a espécie Microcystis aeruginosa
apresenta a distribuicdo mais ampla no Brasil e a Anabaena é o género com maior
numero de espécies potencialmente toxicas - A. spiroides, A. circinalis, A. flos-
aquae, A. planctonica e A. solitaria.

Estes organismos recebem diferentes denominagdes como: cianobactérias
- apresentam este nome pela semelhanga com as bactérias e por néo
apresentarem nucleo e estruturas definidas; cianoficeas - por serem
fotossintetizantes e produtores primarios como as algas eucariontes e,
cianoprocariontes porque séo procariontes e nao possuem nucleo verdadeiro. Nao
contém material celular diferenciado dentro de membranas formando estruturas
como plastos e mitocéndrias (CHORUS; BARTRAM,1999).

O nome popular desses organismos, algas azuis, vem da coloragao verde
azulada das células quando vistas ao microscopio. Isto ocorre porque suas células

contém pigmentos fotossintetizantes, como clorofila, que confere cor esverdeada e
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a ficocianina que confere cor azulada, além da ficoeritrina responsavel pela cor
avermelhada (SOUZA, 2006). Esses pigmentos fotossintetizantes das
cianobactérias estdo localizados nos tilacéides, préximos das células periféricas
dentro do falso citoplasma - protoplasma (CHORUS; BARTRAM, 1999).

As cianobactérias podem ser encontradas nos mais diversos tipos de
ambientes, podendo ser terrestres, de agua doce, salobra ou marinha além de
habitats extremos como fontes termais, neve e deserto (PELCZAR, 1998).

As floracbes de cianobactérias podem causar danos a saude publica
(producédo de toxinas) e sao definidas em termos de concentragdo de células.
Pode-se quantificar a densidade e biomassa de cianobactérias de diversas
formas, seja diretamente pelo numero de células ou do numero de organismos,
por estimativa de biomassa (biovolume) ou indiretamente pela medida de clorofila
a. Alguns autores consideram floragdo quando da ocorréncia de >10mg.m™ de
clorofila a, >20.000 células de cianobactérias. mL™" ou >2 mm®. L ' (SOUZA,
2006).

Floracbes superficiais que formam natas e que podem mudar a coloracéo
da agua sao compostas por cianobactérias que possuem aerétopos - vesiculas
gasosas - em suas células, possibilitando a sua flutuagdo e permanéncia na
superficie (SOUZA, 2006).

Cianobactérias de varios géneros e espécies que formam floragdes
produzem toxinas. Essas toxinas s&o conhecidas como cianotoxinas por
constituirem uma fonte de produtos naturais téxicos produzidos por estes

microrganismos. As causas da produgcdo dessas toxinas, embora nao estejam
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devidamente esclarecidas, podem estar associadas a uma fungéo protetora contra
a herbivoria (CARMICHAEL, 1992).

Diversos fatores ambientais como luz, temperatura, concentracdo de
nutrientes e pH podem influenciar na produgdo de toxinas, porém a toxicidade
parece ser fator determinante da estrutura genética do florescimento. As toxinas
presentes na agua doce sao produzidas quase que exclusivamente por
cianobactérias. Os varios géneros e espécies de cianobactérias produzem
diferentes compostos toxicos classificados como neurotoxinas, hepatotoxinas,

citotoxinas e endotoxinas (TUNDISI, 2001).

4.2.2.1. Anabaena spiroides

As algas do género Anabaena possuem células em forma de contas,
espiraladas, com conteudo homogéneo ou granuloso e com ou sem
pseudovacuolos, as quais estdo dispostas em tricomas unisseriados e simples.
Apresentam heterocistos intercalares, maiores que as células vegetativas. Os
acinetos, encontrados em relagdo ou nao com os heterocistos, sdo maiores que as
outras células do filamento e com conteudo mais denso e granuloso. Quando
formam colénias, apresentam forma indefinida devido a inconsisténcia da
mucilagem colonial (VAN DEN-HOECK et al., 1997).

Os heterocistos destas algas podem ser distinguidos das células

vegetativas pela coloragdo amarelada e pela auséncia de granulos de reserva e

vacuolos gasosos. Eles possuem a fungdo de fixar o nitrogénio atmosfeérico.
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Dentro do heterocisto forma-se um ambiente livre de oxigénio no qual o nitrogénio
pode ser fixado. A producédo de heterocisto € estimulada em situagbes nas quais
existe deficiéncia de nitrogénio combinado no ambiente (VAN DEN- HOECK et al.,
1997).

Anabaena spiroides é encontrada em reservatorios por todo pais e em
alguns reservatorios do Estado de S&do Paulo € encontrada em altas densidades
(NOGUEIRA, 2002), sendo portanto, uma das grandes contribuintes para a
matéria organica de origem algal neste ambiente. A concentragdo de matéria
organica dissolvida no ambiente aquatico influencia a disponibilidade de
elementos-traco, além de servir como veiculo para o transporte destes elementos
através da coluna d’agua e para a cadeia tréfica, via ingestdo dessa matéria

organica contaminada (BREMER; LOUTIT,1986).

4.3 Polissacarideos excretados pelo fitoplancton

A importancia ecologica nos ecossistemas aquaticos € demonstrada por
estudos com os polissacarideos extracelulares (EPS) produzidos pelo fitoplancton
(GIROLDO; VIEIRA,2005) e mostram ser excelente indicador de matéria orgénica
particulada e dissolvida. Como constituintes de substancias humicas e fulvicas,
levam a um melhor entendimento dos mecanismos da génese da matéria organica

complexa e pela susceptibilidade de se complexarem com metais tragos, podendo
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controlar a disponibilidade destes no meio aquatico (LOMBARDI et al., 2000;
NOGUEIRA et al., 2005).

Poluentes como metais tendem a se complexar com a matéria organica,
inclusive os polissacarideos, anulando ou diminuindo sua disponibilidade toxica
para os organismos presentes na coluna d’agua. Os polissacarideos excretados
pela cultura de algas podem interagir com metais e diminuir a toxicidade efetiva da
concentragao do metal (VIEIRA et al.,1994).

Os exopolissacarideos apresentam propriedades quelantes a diversas
substancias e quando se complexam com os metais, os retiram das camadas
superiores da coluna d’agua (epilimno) podendo ocorrer acumulagao desses
poluentes na camada sedimentar (BERNI et al., 2003).

Nos cultivos de algas sob variadas concentragdes de nitrato, a produgao de
carboidratos na fase de indugdo é alta e baixa na fase exponencial, sendo as
maiores taxas de liberagcdo de carboidratos observadas na fase estacionaria de
crescimento (LOMBARDI et al.,1998).

Estudos com algas cianoficeas realizados por Jardim e Pearson (1984),
mostraram que na presencga de concentragdes estressantes de cobre, a alga tém
capacidade de liberar substancias extracelulares capazes de detoxificar e
complexar metais, além de reduzir as concentragbes de cobre disponiveis na
agua.

Jensen et al (1982) observaram que componentes intracelulares tém a
capacidade de sequestrar quantidades significativas de metais. Entre eles os
polifosfatos atraem os metais devido a sua carga negativa de superficie e se ligam

aos metais, enquanto os lipideos podem se ligar aos metais mas nao sao



29

considerados os agentes de maior sitio de ligacdo e as proteinas aparentemente
sd0 0s maiores quelantes de metais.

Os carboidratos se associam entre si formando oligo e polissacarideos e
também as proteinas formando glicoproteinas e aos lipideos, formando
glicolipideos. Tais complexos macromoleculares desempenham importante papel
funcional tanto atuando como reserva metabdlica para as células como
desempenhando papel estrutural e em muitos casos, participando ativamente de
fendbmenos de reconhecimento celular (LEHNINGER, 1990).

Uma das caracteristicas da excrecéo algal de matéria organica dissolvida é
que os carboidratos sio invariavelmente predominantes na composicdo do
excretado. Estes carboidratos encontrados em corpos d'agua naturais sao
constituidos por agucares livres (monossacarideos e dissacarideos) e por
carboidratos poliméricos hidrolisaveis, acucares combinados como o0s
polissacarideos e oligossacarideos (GREMM,1997). Os agucares livres e
combinados constituem grande fragdo da maioria dos organismos e até 60% do
peso seco de algumas algas (MOPPER et al., 1992) e sdo liberados para o meio
como resultado de excregado e morte das células.

No caso de microalgas cloroficeas de agua doce os carboidratos sao
geralmente heteropolissacarideos complexos que sao muito parecidos com as
pectinas. A matéria organica dissolvida excretada pelo fitoplancton pode ser
considerada a base da cadeia alimentar do zooplancton. Além disto, a presenca
no meio de certos carboidratos pode interferir na disponibilidade de ions metalicos,

atuando como quelantes e diminuindo o efeito toxico (DULCINI,1996).
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Acucares e amidos sdo carboidratos, a fonte primaria de energia nas
células. Alguns carboidratos também s&o encontrados nas paredes celulares
microbianas enquanto outros servem como fonte de reserva nutritiva e atuam
como precursores das proteinas, lipideos e acidos nucléicos. Os carboidratos tem
formula geral (CH20), , onde n é qualquer numero inteiro. (LEHNINGER, 1990).
Eles apresentam estruturas simples ou contém um grande numero de moléculas
arranjadas de maneira complexa (LOPES, 1992).

Quando um grande numero de monossacarideos esta ligado entre si, como
na molécula de amido, o resultado é denominado polissacarideo. Estes compostos
geralmente ndo sao soluveis em agua mas sao importantes na estrutura das
células e no armazenamento de energia. Sdo exemplos de polissacarideos a
dextrana, sintetizada por bactérias e a celulose, encontrada nas paredes celulares
de plantas e da maioria das algas (PELCZAR et al.,1997).

Dellamano-Oliveira (2006) observou que os polissacarideos foram os
principais carboidratos extracelulares liberados pelo fitoplancton no reservatorio de
Barra Bonita e que as concentragbes destes carboidratos variaram em fungéo da
dindmica das espécies abundantes. Estudos realizados por Colombo et al (2004)
determinaram porcentagens de arabinose (22%) e de glicose (29%) em amostras
de Anabaena spiroides, coletada no reservatério de Barra Bonita. Nicolaus et al
(1999) encontraram grande quantidade de glicose e galactose em amostras de

Anabaena sp, Anabaena tortulosa e Phormidium sp.
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4.4 Testes ecotoxicoldgicos

O aumento constante na quantidade de poluentes nos ecossistemas exige
o estabelecimento de uma nova ciéncia com base nos estudos dos efeitos
ecologicos destas substancias (BOUDOU; RIBEYRE, 1989).

Thuhaut (1978) define que a ecotoxicologia esta relacionada aos efeitos
toxicos das substancias quimicas e dos agentes fisicos sobre os organismos
vivos, especialmente em populagdes e comunidades dentro de um ecossistema
definido e inclui os caminhos de transferéncia desses agentes e sua interagao com
o ambiente. De acordo com Boudou e Ribeyre (op cit) o principio fundamental da
Ecotoxicologia € baseado na andlise de processos de transferéncia de
contaminantes nos ecossistemas e nos efeitos sobre sua estrutura e
funcionamento.

A utilizagao de testes ecotoxicolégicos tem se consolidado como importante
ferramenta para compreensao dos impactos provocados por agentes quimicos nas
comunidades biologicas (CAIRNS; PRATT, 1990). Esses testes tém sido
empregados no gerenciamento, manejo e monitoramento de ambientes aquaticos,
planejamento de politica ambiental, criacdo de legislacéo referente a emisséo de
efluentes, célculo de riscos ambientais e geracdo de informagdes vitais para o
setor de vigilancia da saude publica (OLIVEIRA-NETO; BOTTA-PASCHOAL,
2000; FERNICOLA et al., 2003).

Segundo a Resolugao 357 - CONAMA (BRASIL, 2005), a Toxicidade em

corpos de agua doce e das emissdes de efluentes deverdo ser controladas,
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visando a protecado das comunidades aquaticas. Os valores limites de toxicidade

estao na Tabela 03:

Tabela 03 — Padrdées maximos permitidos de toxicidade nos corpos de agua doce

Classificagao Toxicidade

1 Classe 1 — aguas doces Nao verificagdo do efeito crbnico a
organismos

2 Classe 2 — aguas doces Nao verificagdo do efeito crbnico a
organismos

2 Classe 3 — aguas doces Nao verificagéo do efeito agudo a organismos

3 Classe 4 —aguasdoces e

4 Padroes de Emissao de Efluentes Nao devera possuir potencial para causar

efeitos toxicos aos organismos aquaticos no

corpo receptor. *

* Em concordancia ao Artigo 34, Resolugao 357- Conama.

Organismos apropriados devem ser usados de modo a permitir uma
extrapolacdo ecologicamente realista de resultados de estudos de efeitos de
poluentes no meio aquatico. Portanto, uma série de critérios deve ser considerada na
escolha do organismo-teste, tais como sensibilidade entre as espécies,
disponibilidade, ser representante do ecossistema em estudo, facilidade de
manutencgao e informagao sobre a autoecologia da espécie em estudo.

Uma variedade de protocolos, nos quais sdo recomendadas as espécies a
serem utilizadas, tem sido desenvolvidas pela American Public Health Association

(A.P.H.A.), U.S.Environmental Protection Agency (U.S.E.P.A.), American Society for
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Testing and Materials (A.S.T.M.) e Organization for Economic Cooperation and
Development (O.E.C.D.). No Brasil, os procedimentos dos testes em organismos
aquaticos estado descritos no Manual de Testes para a Avaliagdo de Toxicidade de
Agentes Quimicos do IBAMA (IBAMA, 1989), em documentos da CETESB -
Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental - que informam sobre as
metodologias com diferentes organismos e nas Normas Brasileiras - NBR da
Associagao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)

Entre os organismos-testes de ambiente aquaticos mais utilizados na
avaliagdo de substancias tdxicas e poluentes estdo as algas e o zooplancton. As
primeiras por constituirem a base da cadeia trofica destes tipos de ambiente
através da producado primaria. Ja o zooplancton desempenha importante papel
nesta cadeia trofica servindo como elo entre produtores primarios e
macroinvertebrados, peixes, aves aquaticas, répteis, além de serem responsaveis
por grande parcela da regeneragdo de nutrientes e refertilizagcdo da coluna de
agua (OLIVEIRA-NETO, 1999).

Estudos ecotoxicologicos sédo realizados com organismos pertencentes a
diferentes niveis tréficos do ambiente aquatico. Como por exemplo, com os
produtores primarios, representados por espécies de algas como Chlorella
vulgaris, Pseudokirchneriella subcapitata, Ankistrodesmus sp e Scenedesmus sp,
com 0s consumidores primarios como 0s microcrustaceos Daphnia sp. (D. similis,
D. magna, D. laevis) e Ceriodaphnia sp. (C. dubia, C. silvestri) e com o0s
consumidores secundarios representados por peixes como Cheirodon notomelas,
Hemigrammus marginatus, Poecilia reticulata, Danio rerio e peixes da familia

Characidae em geral. Sdo também descritos testes com bactérias como
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Photobacterium  phosphoreum e Spirillum volutans representando os
decompositores. Além dos organismos citados, s&o relatados também na literatura
estudos de efeitos de poluentes com outros organismos aquaticos como anfibios
(RICHARDS; KENDALL, 2002), quironomideos (FONSECA, 1997), anfipodas
(ARAUJO, 1998), insetos (JIN-CLARK et al., 2002), anelideos (MELLER et al.,
1998), moluscos (SURESH et al., 1993), protozoarios (NICOLAU et al., 2004),

plantas (TEISSEIRE et al., 1998) e fungos (EL HISSY et al., 1995).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Zooplancton

5.1.1 Escolha do Organismo Teste

Os microcrustaceos desempenham um papel importante para a
transferéncia de energia de um nivel tréfico a outro, pois alimentam-se de algas e
servem de alimento para muitas espécies de peixes e invertebrados. Alteragdes
significativas destes organismos podem interferir nos niveis tréficos do

ecossistema aquatico.

Estes organismos apresentam uma ampla distribuicdo em ambientes
temperados e tropicais, sendo facilmente encontrado em lagos, represas e
reservatorios. Caracterizam-se pela segmentagdo reduzida do corpo e por
apresentarem torax e abdémen fundidos em um tronco no qual sdo inseridos
quatro a seis pares de apéndices na porgao anterior, os quais funcionam
individualmente como branquias e estruturas filtradoras de alimento (ROCHA;

GUNTZEL, 1999)

A Daphnia, conhecida também como pulga d’agua, € um microcrustaceo de
agua doce pertencente ao filo Arthropoda, subfilo Crustacea, classe Branchiopoda,

ordem Cladocera e familia Daphnidae e mede cerca de 0,5 a 50 mm de
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comprimento. O corpo é protegido por uma carapaga transparente e bivalve,
exceto a cabeca e antenas. O olho é composto, bem evidente na cabeca e é
sensivel a mudanga de luz. Suas longas antenas funcionam como remos e sao

responsaveis pelo seu impulso natatoério para frente, caracteristico da Daphnia.

E um organismo filtrador alimentando-se de algas, bactérias e detritos
organicos presentes na agua. Reproduzem-se principalmente por partenogénese
e durante a maior parte do ano sua populagdo natural é constituida apenas de
fémeas. Em cultivos o aparecimento de machos parece estar associado a baixas
temperaturas, alta densidade de organismos com acumulo subsequente de
produtos de excregcdo e baixa disponibilidade de alimentos (CETESB, 2004).
Essas condigdes adversas levam a uma diferenciacdo das fémeas com
aparecimento de efipios (ARAUJO,1999), caracterizada pelo escurecimento de
parte das valvas que cobrem a camara incubadora e aumento dos tegumentos

(RAND et al., 1995).

O numero de ovos partenogenéticos € variavel intra e inter espécies e esta
relacionado com a qualidade e quantidade de alimentos e outros fatores fisicos
tais como, temperatura, intensidade luminosa, OD, pH e concentragdo de ions
entre outros (CETESB, op cit.). O ciclo de vida médio da Daphnia similis é de 40

dias a 20°C.

A utilizagdo de espécies da familia Daphnidae como organismos-teste se
deve ao fato de apresentarem a maioria dos requisitos exigidos, tais como:
representatividade dentro de um grupo ecolégico em termos de nivel trofico;

facilidade de cultivo e de manutencao em laboratério, possibilitando a obtencéo de
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populacbes homogéneas com sensibilidade constante para uso em teste de
toxicidade (ARAUJO, 1999); estabilidade genética; conhecimento da biologia da
espécie e sensibilidade a uma grande variedade de contaminantes ambientais

(RAND et al., 1995).

Figura 01 - Daphnia similis

Fonte: Ipen (www.ipen.br), (2005).

5.1.2 Procedéncia dos organismos

A espécie de cladécero Daphnia similis foi obtida do Laboratério de
Ecotoxicologia Aquatica do CRHEA/USP, S&o Carlos e vem sendo mantida no
Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica e Limnologia do CESET/UNICAMP,
Limeira/SP desde 2004, de acordo com os procedimentos descritos pela ABNT
NBR 12713 (2004).

As espécies de cloroficea Pseudokirchneriella subcapitata (Selenastrum

capricornutum) e da cianoficea Anabaena spiroides foram obtidas no Laboratorio
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de Ficologia no Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sé&o

Carlos.

5.1.3 Cultivo do organismo teste — Cladécero

O cultivo do cladécero foi feito em agua de diluicdo e as culturas foram
mantidas em local limpo, isento de substancias ou vapores toxicos. Os organismos
foram mantidos em cristalizadores com capacidade para 02 litros (70
organismos/cristalizador), em estufa incubadora B.O.D. marca Ag¢éo Cientifica
modelo, AC 72, com controle de temperatura e luz. A incubadora foi regulada para
um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, intensidade luminosa de
aproximadamente 1000 lux e temperatura de 22 +/- 2° C.

A renovacdo da agua de cultivo nos cristalizadores foi feita 3 vezes por
semana evitando-se diferengca de temperatura maior que 2°C. No manuseio de D.
similis foram utilizadas pipetas de didametro adequado ao seu tamanho, com borda
arredondada (ABNT, 2004). A sala de cultivo para manipulagdo das culturas foi
aclimatada com temperatura de 20 + 2 °C.

Como citado anteriormente condicbes desfavoraveis, incluindo
superpopulacao, falta ou excesso de alimentacao, podera influenciar a reproducao
dos microcrustaceos. Nestas condi¢des podem surgir organismos machos na
cultura, por reprodugdo sexuada e efipios. Caso dois ou mais individuos com

efipios surgirem em um lote, os organismos jovens neste lote ndo deverdo ser
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utilizados no ensaio e o procedimento de cultivo devera ser avaliado. Também é
recomendado o descarte do lote com organismos com idade superior a 28 dias no

caso de D. similis (ABNT, op cit).

Os organismos jovens do género Daphnia , obtidos por partenogénese a
partir da segunda postura e cultivados nas condicbes estabelecidas, foram os
organismos utilizados nos ensaios, atendendo aos seguintes requisitos de acordo
com a ABNT (op.cit.):

- Segundo esta norma para D. similis deverao ser utilizados organismos
jovens entre 6 e 24 horas de idade, obtidos a partir de fémea com idade entre 7

dias e 28 dias;

Figura 02 - Camara incubadora para cultivo de Daphnia similis

Fonte: Laboratério de ecotoxicologia Aquatica e Limnologia — CESET/UNICAMP/Limeira.
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5.1.4 Agua de Diluigao.

A agua de diluigao foi preparada com agua mineral de boa qualidade, de
uso comercial com procedéncia conhecida (Jacutinga), a qual € utilizada para a
manuteng¢ao de culturas e para a realizagao de testes de toxicidade. Adicionou-se
sais durante o preparo para corre¢cado de alguns parametros, tais como: pH de 7.2
a 7.6, dureza total de 40 a 48 mg/L em CaCOs; e condutividade de
aproximadamente 160 uS/cm. Para o preparo da agua de diluigdo foram utilizadas
2 solugdes: SOLUCAO 1, contendo sulfato de calcio e SOLUCAO 2, contendo
cloreto de potassio, bicarbonato de sddio e sulfato de magnésio. A agua de
diluicdo deve ser mantida com aeracéo constante e filtrada antes de ser utilizada.

Para manter o controle da qualidade de cada lote de agua de diluicao
preparado realizou-se o teste de viabilidade. Este teste foi feito uma vez por més
através da exposicao de 10 organismos-teste distribuidos em 5 réplicas. Esses
recipientes foram mantidos nas mesmas condi¢gdes da manutencao das culturas e
sem alimentacdo, por um periodo de 48 horas. Apds esse periodo, foram
efetuadas as leituras dos testes, sendo anotado o numero de organismos moveis.
O lote de agua de diluigdo foi considerado aceitavel para uso quando a
porcentagem de imobilidade dos organismos ndo excedeu a 10% do valor total

(ABNT, 2004).
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Figura 03 - Agua de cultivo ou de diluigdo (Agua Mineral + adigdo de sais)

Fonte: Laboratério de ecotoxicologia Aquatica e Limnologia — CESET/UNICAMP/Limeira.

5.1.5 Alimentacao do Cladécero

As culturas de Daphnia foram alimentadas com cultura de P. subcapitata
em fase exponencial de crescimento e concentracdo final de 3 x 10° células /
Daphnialdia e alimento composto (ragao para truta e levedura) cuja concentragao

final foi 0,05mL /Daphnialdia.

5.1.6 Teste de sensibilidade — Daphnia similis

Testes de sensibilidade foram realizados mensalmente para avaliacdo das
condicOes fisiolégicas dos organismos-teste, utilizando substancias de referéncia.
Os resultados obtidos e analise estatistica indicam se o organismo esta dentro da

faixa estabelecida (carta-controle) e apto a ser usado nos testes.
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Para o teste de sensibilidade com Daphnia similis preparou-se, a partir de
uma solugdo estoque de dicromato de potassio, as concentragbes 0,02; 0,04;
0,08; 0,16 e 0,32 mg.L". Na montagem do ensaio cada concentragdo foi
preparada em triplicata, contendo 10 mL em cada recipiente. Preparou-se o
controle com agua de diluicdo também em triplicata contendo 10 mL em cada
recipiente e colocou-se 05 neonatas em cada recipiente. A leitura final da
sensibilidade foi realizada apds 24 horas. Por tratar-se de material toxico, o
conteudo dos recipientes foi armazenado em frascos apropriados, apds o término

dos testes, para posterior tratamento.

5.1.7 Vidraria e material de cultivo

As vidrarias envolvidas no cultivo, manuteng&o dos organismos e testes de
toxicidade aguda foram lavadas de forma adequada, repassada com &agua
destilada e seca em estufa a 104°C, seguindo as recomendagbées da ABNT
(2004).

Esses cuidados tem por objetivo evitar a contaminagdo das culturas por
outros organismos e/ou substancias téxicas ou, ainda, evitar a mistura de

espeécies.
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5.2 Fitoplancton

5.2.1 Cultivo de algas para extragcao de Polissacarideos

Todo o processo de cultivo das algas P. subcapitata e A. spiroides, filtragao
tangencial, extragdo e fracionamento dos polissacarideos foi realizado no
Laboratério de Ficologia (Departamento de Botanica da Universidade Federal de

Séo Carlos — UFSCAR), sob coordenagao do Prof. Dr. Armando A.H. Vieira.

5.2.1.1 Cloroficea

O cultivo de Pseudokirchneriella subcapitata (Selenastrum capricornutum) para
extracdo dos polissacarideos fracionados foi realizado a partir do preparo do
in6culo de cultura axénica. Este indculo foi preparado em erlemeyer de 250mL
contendo 100mL de meio WC esterilizado (GUILLARD; LORENZEN, 1972) e
transferiu-se 12mL de alga para o inoculo sob condigbes de esterilizagdo e
assepsia, na capela de fluxo laminar e proximo da chama do bico de Bunsen.
Apods a adicao de algas nos inoculos, os erlenmeyers foram transferidos para sala
com temperatura constante de 23° C + 2 e sob iluminagdo com fotoperiodo de 12h

luz/escuro.
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Apo6s os indculos atingirem a fase exponencial foram semeadas as culturas,
transferindo os volumes dos inéculos para frascos com capacidade para 10 litros,
contendo 07 litros de meio WC (Meio com EDTA e Meio sem EDTA) (GUILLARD;
LORENZEN, 1972) (Anexo A), sob condicbes de esterilizacdo e assepsia, na
Capela de Fluxo Laminar e proximo da chama do bico de Bunsen.

Todos os meios, tanto dos in6culos (frascos de 250 mL) como os de cultivos
(frascos de 10 litros), foram ajustados para pH 7,0 e autoclavados por 30 minutos
a 120°C.

Os frascos ja com indculos foram mantidos em sala com temperatura
controlada (23°C + 1) e fotoperiodo de 12h luz/escuro sob irradiagdo constante de
150-200 umol m? s™ provenientes de tubos fluorescentes de 40 w. As culturas
foram aeradas constantemente, utilizando-se ar filtrado e umedecido em agua
autoclavada e acidificada (pH 2,0). Condi¢cdes assépticas foram mantidas em
todas as fases experimentais.

As culturas foram mantidas em crescimento por 30 dias, quando atingiu a
fase exponencial de crescimento. Apdés o periodo de crescimento, as culturas
foram levadas para o sistema de filtracdo para obtencdo das fragbes de

polissacarideos e células algais.
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Figura 04 — Cultivo de P. subcapitata em meio WC.

Fonte — Laboratorio de Ficologia, Departamento de Botanica -UFSCAR.
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Figura 05 — Cloroficea — Pseudokirchneriella subcapitata - observagao de células
algais em microscépio éptico.
Fonte: CALOTO-OLIVEIRA (2005) e LUND (1995).
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Exopolissacarideos de P. subcapitata observados em coloragcdo de nanquim.

Figura 06 — Cloroficea — células de P. subcapitata e a excregao dos
polissacarideos nas areas esbranquigadas no entorno das células.
Fonte: VIEIRA (2005).

5.2.1.2 Cianobactéria

O indculo para o cultivo de Anabaena spiroides foi preparado em erlemeyer de
250 ml contendo 100 mL de meio ASM-1 com TRIS, esterilizado. Foi transferido
para este meio 12 mL de cultura algal em capela de fluxo laminar para manter as
condi¢cdes de assepsia e esterilizagdo. Apos a adicdo de algas nos indculos, 0s
erlenmeyers foram transferidos para sala com temperatura constante de 23 + 2 °C
e sob iluminagao com fotoperiodo de 12h luz/escuro.

O cultivo de Anabaena spiroides foi feito em frascos com capacidade para
10 L. Foram preparados 7 L de meio ASM-1 (meio com EDTA e meio sem EDTA)
(GORHAM et al., 1964) e adicionado 500 mg L' de tampao TRIS (Anexo B). O
meio foi, entdo, ajustado para pH 7,0 e autoclavado por 30 minutos a 120°C. Apds

resfriado, o meio foi inoculado com 100 mL de cultura algal em fase logaritmica de
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crescimento. O recipiente de cultivo foi entdo mantido em sala com temperatura
controlada (23°C + 1) e fotoperiodo de 12h luz/escuro, sob irradiagéo constante de
150 - 200 pmol m™?s™ provenientes de tubos fluorescentes de 40 w. As culturas
foram aeradas constantemente utilizando-se ar filtrado e umedecido em agua
autoclavada e acidificada (pH 2,0). Condigdes asseépticas foram mantidas em
todas as fases experimentais. A cultura foi mantida em crescimento por 30 dias,
quando ficou pronta para ser filtrada.

Apesar das culturas n&o serem axénicas, exames periodicos ao

microscopio optico (65x) nao revelaram indicios de contaminagao por bactérias.

Figura 07 — Cultura de Anabaena spiroides em meio ASM1 - TRIS

Fonte — Laboratério de Ficologia, Departamento de Botanica —-UFSCAR.
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Figura 08 — Cianobactéria — Anabaena spiroides

Fonte:GAVEL e MARSALEK (2005), SAUGESTAD (2005).

Figura 09 — Cianobactéria — células de A. spiroides e a excre¢ao dos
polissacarideos nas areas esbranquigadas no entorno das algas
Fonte: VIEIRA (2005).
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5.3 Filtragao tangencial

Os exopolissacarideos provenientes das algas sao aqueles excretados e
encontrados dissolvidos no meio de cultura. As culturas tiveram suas células
separadas no inicio da fase estacionaria, através de filtracao tangencial.

Aliqguotas da cultura de alga Pseudokirchneriella subcapitata (S.
capricornutum) e Anabaena spiroides foram filtradas tangencialmente em
cartuchos de fibra oca com poros variados (0,65 um e 10000D) acoplados ao
aparelho de filtragdo tangencial Mid Gee (A/G Technology Corporation, Needham,
MA, USA). Na filtragdo tangencial, a cultura passa por dentro do cartucho que
possui poros de tamanho definido. Devido a pressao realizada por uma bomba
peristaltica as moléculas da amostra que sdao menores do que 0s poros passam
por eles e, dessa forma, sdo separadas das moléculas maiores do que o poro. As
moléculas maiores do que os poros passam diretamente por toda a extensao do
cartucho e retornam ao sistema (BITTAR, 2005).

A extracdo dos polissacarideos da cultura foram realizadas nas fracées de
<10000 D, >10000 D e excretados totais. As algas separadas pela filtracao
também apresentaram numero de células diferenciados, obtidos pelo concentrado
de algas.

As amostras de exopolissacarideos e células algais obtidas foram entdo
guardadas em geladeira a 5°C até o momento do uso, ndo excedendo o tempo de

15 dias, que é o intervalo maximo para sua utilizagao.
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As fragdes da cultura algal extraida pela filtragado tangencial estdo descritas na

Tabela 04.

Tabela 04 — Fragdes da cultura algal apos filtragao tangencial.

Nome da fragao Composigao Obtengao

Fragédo Particulada Células Filtragdo Tangencial

(Fragao maior que 0,45 pm)

Fragéo coloidal Polissacarideos Extracelulares Filtragdo Tangencial
Coloidais (Fragdo menor que 0,45 um e

maior que 3000 D)

Fracao Dissolvida Moléculas menores Filtragdo Tangencial

Real (Fragdo menor que 3000 D)

Figura 10 — Sistema de Filtragao Tangencial

Fonte — Laboratério de Ficologia, Departamento de Botanica — UFSCAR.
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Figura 11 — Cultura de P subcapitata e amostras extraidas na filtragao tangencial:
Concentrado de Alga e Fracao de Polissacarideo
Fonte: Laboratério de Ficologia/UFSCAR/Sao Carlos/SP.

Figura 12 — Cartucho de celulose usado na filtragao tangencial
Fonte: Laboratério de Ficologia/UFSCAR/Sao Carlos/SP.
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5.4 Contagem das células algais

As culturas de P. subcapitata. foram centrifugadas a 2000 rpm por 20
minutos para a retirada do meio WC, que pode ser toxico para 0s organismos
zooplancténicos. Apds este procedimento as células foram diluidas em agua de
diluicdo. As células das culturas algais de P. Subcapitata separadas no
concentrado de algas, foram contadas com auxilio de camara de Newbauer. Estas
algas serviram de alimento na concentracdo de 3 x 10° células/Daphnialdia nos

testes ecotoxicoldgicos posteriormente.

As células das culturas de A. spiroides separadas no concentrado de algas
foram lavadas durante a filtragdo tangencial. Esse processo foi realizado porque
nao foi possivel centrifuga-las, devido a presenga de vesiculas gasosas —
aerotopos, que impedem a sua sedimentagdo. A medida da quantidade de algas
foi realizada de forma indireta, pela analise de clorofila-a, em eletrodo seletivo
marca YSI| e comparada ao valor da clorofila-a da cultura de P. subcapitata para

obtenc&o da concentracdo usada para alimentacéo 3 x 10° células/Daphnialdia.

Nas amostras dos concentrados de algas também foram realizadas
analises de pH, turbidez, clorofila-a, solidos dissolvidos totais (TDS), temperatura,
condutividade, oxigénio dissolvidos (APHA, 1998), com auxilio da sonda
multipardmetros para monitoragdo da qualidade da agua marca YSI, modelo 6600,

com display 650 MDS, para controle das amostras apos a lavagem das células.



53

5.5 Determinagdao do Carbono Organico Total (TOC) nas culturas de P.

subcapitata e de A. spiroides e nos polissacarideos fracionados.

Foram determinados, o teor de carbono total (TC), carbono inorganico (IC),
carbono organico total (TOC) nas amostras de concentrado de algas, excretado
total, fracionado >10 KD e fracionado <10 KD. Para isso apos cada extracdo dos
exopolissacarideos foi reservada em frasco esterilizado uma aliquota de 50 mL de
cada amostra. As determinacdes foram feitas no equipamento de TOC - Total
Organic Carbon Analyzer, TOC-5000 A (Shimadzu, Japan), no Laboratério de
Ficologia, no Departamento de Botanica, UFSCAR, Séao Carlos, SP. As analises
de carbono foram realizadas por combustdo e seguiram metodologia padronizada

n° 5310 — B (APHA, 1998). Os valores obtidos foram expressos mg.C.L™".

5.6 Testes de Toxicidade Aguda — Daphnia similis

Os testes de toxicidade sao utilizados para avaliar os efeitos causados as
espécies-teste. Consistem em expor os organismos aquaticos representativos do
ambiente a varias concentragdbes de uma ou mais substancias, ou a fatores
ambientais, durante um determinado periodo de tempo (CETESB, 1990).

O ensaio de toxicidade aguda avalia os efeitos, em geral mais severos e
rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico, em um curto

periodo de tempo, geralmente de 01 a 04 dias (ARAGAO; ARAUJO, 2006).
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Neste estudo testes de toxicidade aguda foram usados para avaliar os
efeitos dos polissacarideos excretados pelas algas Pseudokirchneriella
subcapitata e de Anabaena spiroides, na toxicidade dos elementos-traco cromo e
cadmio.

O preparo dos testes ecotoxicolégicos foram realizados no Laboratorio de
Ecotoxicologia Aquatica e Limnologia — LEAL (CESET/UNICAMP/Limeira) e foi
utilizado como organismos-teste a espécie padronizada Daphnia similis.

A metodologia usada nos testes de toxicidade com Daphnia similis seguiu
as normas estabelecidas pela ABNT (2004). Foram preparados 04 testes com as
concentragdes escolhidas para cada metal. As concentracbes foram preparadas
em 03 réplicas para cada teste. No término de cada teste, foi feita a contagem dos
organismos vivos e iméveis ou mortos, visando a obten¢do da CEsy que consiste
na concentracdo na qual ocorrem 50% de imobilidade ou mortalidade dos
individuos. Os resultados dos testes foram calculados através do método
estatistico Trimmed Spearman-Karber e expressos em CEsp-24/48 horas.

Também foram realizadas medidas de pH, temperatura, condutividade e

dureza no final dos experimentos (APHA, 1998).
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5.6.1 Testes ecotoxicolégicos com metal Cromo

5.6.1.1 Preparo da solucgao de dicromato de potassio

A solugdo estoque foi preparada adicionando-se 1g de Dicromato de
potassio em 1000 ml de agua destilada, de forma a se obter uma concentragéo
final de 1 g.L™". A partir da solucdo estoque de 1 g.L™" foi preparada a solugdo de
dicromato de potassio na concentragdo de 10 mg.L™!, ambas em agua destilada. A
partir dessas solugdes padrdo, foram preparadas as solugbes testes nas

concentracdes de 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,80 e 1,40 mg.L™" com agua de diluigao.

5.6.1.2 Solucao de Dicromato de Potassio e Polissacarideos fracionados

As concentragdes das solugdes testes foram preparadas na relagao de 1/3
de polissacarideo para 2/3 de agua de diluicdo, afim de obter a concentragao real
desejada. O polissacarideo foi usado como a agua de diluigdo para completar o
volume no preparo das concentragbes. Os calculos para obtengdo desses
volumes foram feitos para que a adicdo do polissacarideo n&o interferisse na

concentragao do metal.
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5.6.1.3 Testes Ecotoxicoldgicos

Conforme a sequéncia abaixo os testes ecotoxicolégicos com o metal cromo
foram preparados com as diferentes amostras de meios de culturas, algas,
concentragdes dos metais e fragcdbes de polissacarideos, para avaliar a

interferéncia de compostos quelantes na toxicidade do metal cromo para D. similis:

Sensibilidade do metal

- Cromo.

Testes com o polissacarideo e alga P. subcapitata (Selenastrum capricornutum)

cromo + Concentrado de alga (3 x 10° células/Daphnial/dia),

- cromo + Meio WC com EDTA (Branco),
- cromo + Meio WC com EDTA + Excretado total (1/3 de polissacarideo),
- cromo + Meio WC com EDTA + Fragdo > 10KD (1/3 de polissacarideo),

- cromo + Meio WC com EDTA + Fragdo < 10KD (1/3 de polissacarideo),

- cromo + Meio WC sem EDTA (Branco),
- cromo + Meio WC sem EDTA + Excretado total (1/3 de polissacarideo),
- cromo + Meio WC sem EDTA + Fragdo > 10KD (1/3 de polissacarideo),

- cromo + Meio WC sem EDTA + Fracédo < 10KD (1/3 de polissacarideo).
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Testes com o polissacarideo e alga (Anabaena spiroides)

cromo + Concentr. de alga (3 x 10° células/Daphnialdia),

- cromo + ASM1 sem EDTA,

- cromo + ASM1 com EDTA,
- cromo + Meio ASM1 com EDTA + Excretado total (1/3 de polissacarideo),
- cromo + Meio ASM1 com EDTA + Fragao > 10KD (1/3 de polissacarideo),

- cromo + Meio ASM1 com EDTA + Fragao < 10KD (1/3 de polissacarideo).

5.6.2 Testes ecotoxicolégicos com metal Cadmio

5.6.2.1 Preparo da solucgao de cloreto de cadmio

A solucao estoque foi preparada adicionando-se 01 g de Cloreto de cadmio
em 1000 ml de agua destilada, de forma a se obter uma concentragao final de 01
g.L'1 de cadmio. A partir da solugao estoque de 01 g.L'1 foi preparada a solucéo de
cloreto de cadmio a 10 mg.L™!, ambas em agua destilada. A partir dessas solucdes
padrao foram preparadas as solucdes testes nas concentragdes de 0,01; 0,10;

0,30; 0,45; 0,60; 0,80 e 1,40 mg.L™", com &gua reconstituida.
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5.6.2.2 Solugao de cloreto de cadmio e polissacarideo fracionados

As concentragdes das solucdes testes foram preparadas na relagao de 1/3
de polissacarideo para 2/3 de agua de diluicdo, afim de obter a concentragéo real
desejada. O polissacarideo foi usado como a agua de diluigdo para completar o
volume no preparo das concentragdes. Os calculos desses volumes foram feitos

para que a adigao do polissacarideo nao interferisse na concentragédo do metal.

5.6.2.3 Testes Ecotoxicologicos

Conforme a sequéncia abaixo os testes ecotoxicolégicos com o metal
cadmio foram preparados com as diferentes amostras de meios de culturas, algas,
metais e fracbes de polissacarideos, para avaliar a interferéncia de compostos

quelantes na toxicidade do metal cadmio para D. similis:

Sensibilidade do metal

- Cadmio.

Testes com o polissacarideo e alga P. subcapitata (Selenastrum capricornutum)

- cadmio + Concentrado de alga (3 x 10° células/Daphnialdia),

- cadmio + Meio WC com EDTA (Branco),

- cadmio + Meio WC com EDTA + Excretado total (1/3 de polissacarideo),
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cadmio + Meio WC com EDTA + Fragédo > 10KD (1/3 de polissacarideo),

cadmio + Meio WC com EDTA + Fragédo < 10KD (1/3 de polissacarideo),

cadmio + Meio WC sem EDTA (Branco),
cadmio + Meio WC sem EDTA + Excretado total (1/3 de polissacarideo),
cadmio + Meio WC sem EDTA + Fragédo > 10KD (1/3 de polissacarideo),

cadmio + Meio WC sem EDTA + Fracao < 10KD (1/3 de polissacarideo).

Testes com o polissacarideo e alga (Anabaena spiroides)

cadmio + Concentr. de alga (3 x 10° células/Daphnialdia),

cadmio + ASM1 sem EDTA (Branco),

cadmio + ASM1 com EDTA (Branco),
cadmio + Meio ASM1 com EDTA + Excretado total (1/3 de polissacarideo),
cadmio + Meio ASM1 com EDTA + Fragao > 10KD (1/3 de polissacarideo),

cadmio + Meio ASM1 com EDTA + Fragao < 10KD (1/3 de polissacarideo),
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Figura 13 — Excretados fracionados Figura 14 - Ensaios ecotoxicolégicos

armazenados em frascos esterilizados no laboratério - LEAL

Fonte: Laboratdrio de Ecotoxicologia Aquatica e Limnologia — CESET/UNICAMP/Limeira.

5.7 Controle dos parametros fisico-quimicos nos Testes de Toxicidade

As determinacdes das caracteristicas fisico-quimicas dos ensaios, como pH,
condutividade, oxigénio dissolvido e dureza total, foram realizadas no Laboratdrio de
Ecotoxicologia Aquatica e Limnologia — LEAL/CESET/UNICAMP/Limeira. Estes
parametros auxiiam na compreensdo das respostas obtidas nos testes
ecotoxicolégicos uma vez que as variagdes podem influenciar a toxicidade.

As medidas de oxigénio dissolvido (OD), pH, condutividade e dureza da agua,
seguiram as metodologias analiticas especificadas na 202 edigdo (1998) do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater de autoria das instituicdes
Americam Public Health Association (APHA), Americam Water Works Association
(AWWA) e Water Environment Federation (WEF). As variaveis mencionadas foram

analisadas ao final dos testes ecotoxicoldgicos.



61

A determinacdo do pH foi realizada pelo método eletrométrico, utilizou-se
potencidbmetro marca Marte, modelo MB-10 segundo metodologia padronizada n°
4500 — H" -B (APHA, 1998).

Para a determinacdo da condutividade as medidas foram realizadas em
condutivimetro marca Acgéo Cientifica, modelo MCA 150P, segundo metodologia
padronizada n° 2510 - B (APHA, 1998)

Para a analise de OD foi utilizado o método eletrométrico com eletrodo seletivo
(oximetro) marca YSI, modelo 55/12 FT segundo metodologia padronizada n° 4500 -
O - G (APHA, 1998);

Para a determinacdo da dureza total foi utilizado método titulométrico com

EDTA segundo metodologia padronizada 2340 - C (APHA, 1998).

5.8 Tratamento Estatistico

Os testes de toxicidade aguda para Daphnia similis foram expressos por
meio da contagem do numero de organismos imoveis ou mortos e para a analise
estatistica foi usado o programa estatistico “Trimmed Spearman-Karber Methods
for Estimating Median Lethal Concentration in Toxicity Bioassays” (HAMILTON et
al.,1978).

Os resultados da CEsp para os elementos-trago cromo e cadmio, foram

expressos em mg.L™".
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5.9 Calculo para determinagcao da reducao de toxicidade na presenga de

exopolissacarideos

'Segundo Botta-Paschoal (2005) e os calculos descritos por Braile;
Cavalcanti (1993) , para determinar a reducdo da toxicidade emprega-se a

seguinte fomula:

Calculo da Reducao da toxicidade (%)

Percentual de Redugao =P

Valor da CEs, (Toxicidade inicial) x 100

Valor da CEs, (Toxicidade final)

Taxa de Redugéo = [100 - P (%)

Onde:

Para o percentual de reducio (P):

CEsy (inicial) — Valor da CE 5o obtido na amostra com o metal ou com o branco;
CEso (final) — Valor da CE 5 obtido na amostra com a adigéo do polissacarideo;

100 — Transforma o resultado de mg.L™", em porcentagem (%).

' BOTTA-PASCHOAL, C.M.R. — Célculo para determinacao da reducao da toxicidade. Informacéao
pessoal, novembro/2005.



Para a taxa de reducéo:

100 — tranformacgao do percentual de toxicidade em toxicidade total,;

P — percentual de reducéo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Ensaios ecotoxicoldgicos utilizando meio WC sem EDTA - P. subcapitata

Na determinagcdo do CEg, para cadmio e cromo foram realizados testes
ecotoxicolégicos com o cladoécero D. similis, em diversas concentracbes das
solugdes de cloreto de cadmio e dicromato de potassio com a presenga de
diferentes fracbes dos exopolissacarideos de P. subcapitata cultivados em meio
WC sem EDTA e com o concentrado de algas. Os resultados obtidos nos 4
ensaios realizados para cada amostra foram convertidos para cadmio e cromo e

estdo apresentados nas tabelas 05 e 06, e Figura 15:

Tabela 05 — Valores de CEsy (mg.L") de cadmio em meio WC sem EDTA para o

claddécero D. similis.

Testes ecotoxicologicos Resultados CE 5,

1° Ensaio 2° Ensaio 3°Ensaio 4° Ensaio Média
Cadmio 0,103 0,094 0,093 0,089 0,095
Branco (cadmio + meio) 0,121 0,107 0,113 0,121 0,116
Excretado Total 0,170 0,175 0,183 0,162 0,173
Fracdo < 10 kD 0,162 0,138 0,143 0,151 0,148
Fragcao > 10 kD 0,137 0,128 0,139 0,137 0,135

Cadmio + Conc. Algas 0,094 0,091 0,107 0,094 0,096
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Tabela 06 — Valores de CE50 (mg.L™") de cromo em meio WC sem EDTA para o

claddécero D. similis.

Testes ecotoxicologicos

Resultados CE 5

1° Ensaio 2° Ensaio 3° Ensaio 4°Ensaio Média
Cromo 0,083 0,083 0,079 0,079 0,081
Branco (cromo + meio) 0,091 0,091 0,087 0,091 0,090
Excretado Total 0,115 0,110 0,105 0,120 0,112
Fracdo <10 kD 0,100 0,105 0,110 0,105 0,105
Fracdo > 10 kD 0,095 0,098 0,100 0,100 0,098
Cromo + Conc. Algas 0,091 0,083 0,087 0,083 0,086
0,51
0,457
0,4
0,357
\ 0,31
M 0,25
9.
0,24
0,151 ot = =
ol | el e e
oost” || RS ] e e o i
0] Sensibilidade Branco Conc.Algas Excretado Fracédo < Fracéo >
EICadmio 0,095 0,116 0,096 0,173 0,148 0,135
EICromo 0,081 0,09 0,086 0,112 0,105 0,098

Figura 15 — Valores de CEs, para os metais cadmio e cromo nos ensaios

ecotoxicoldgicos realizados com as amostras de sensibilidade (metais), branco

(metal + meio), exopolissacarideos e concentrado de algas P. subcapitata

cultivados em meio WC sem EDTA, para D. similis.
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Os resultados das amostras tanto para cadmio quanto para o cromo
apresentaram diminuigdo da toxicidade em todos os tratamentos empregados. A
auséncia de EDTA nas amostras evidenciou a acgao isolada dos polissacarideos
sobre os metais, uma vez que foi observada somente a agcdo quelante destes
compostos presentes nas culturas sem a interferéncia de outros complexantes.

Os testes de sensibilidade dos metais e os brancos apresentaram valores
aproximados tanto para cadmio como para cromo, com ligeiro abatimento da
toxicidade nas amostras com meio WC sem EDTA, indicando que estes
compostos utilizados para cultivo possivelmente contém algumas substancias
quelantes.

Nas amostras com polissacarideos os resultados mostram que sua agao
quelante € mais eficiente na amostra de excretado total, como esperado. Ocorreu
menor acédo na fragdo >10 KD, provavelmente devido a menor quantidade de
exopolissacarideos presentes no meio, como pode ser observado na analise de

TOC (Tabela 17).

As células algais de P. subcapitata oferecidas como alimento nos testes
com os metais cromo e cadmio nao foram contaminadas previamente. As células
algais foram utilizadas nos testes somente apds a centrifugacéo, lavagem em
agua destilada, ressuspensao em agua de diluicdo e contagem, sendo que todo
meio de cultivo foi retirado para nao haver interferéncia de substancias

complexantes no experimento.



67

Através dos valores obtidos nos ensaios com o concentrado de algas
(Tabela 06) foi possivel observar que no teste realizado com os brancos (somente
cromo e cadmio + meio WC) houve pequena redugdo da toxicidade quando
comparado aos testes contendo alimentacdo (concentrado de algas) e a
sensibilidade dos metais testados. Este fato € bastante relevante pois indica que
nao ocorre mudanca significativa na toxicidade de cadmio e de cromo na presenca
de P. subcapitata.

Gorbi et al (2002) estudaram a influéncia que a presenca de Scenedesmus
acutus exerce sobre a agao toxica de cromo para Daphnia magna e os autores
nao encontraram mudangas na toxicidade de cromo para o cladécero D. magna
mesmo com diferentes concentragdes algais utilizadas. Por outro lado, Loivisto et
al (1992) relatam que testes com baixas concentragdes algais apresentou maior
toxicidade de cromo para seis diferentes espécies de cladoceros sugerindo que
isto ocorre devido a desintoxicagdo das algas.

No presente trabalho a diferenga entre o concentrado de algas e testes sem
algas realizados igualmente ndo mostraram diferengas significativas e sugerem
nao haver interag&o significativa entre os metais e as células fitoplanctdnicas sem
os seus exudados. Portanto os resultados obtidos mostraram que a adi¢cdo das
células algais em concentragéo de alimento nao interfere na toxicidade do teste

agudo realizado em 48 horas.
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6.1.1 Correlagao entre os valores da substancia-referéncia e os metais

analisados

A quantidade de cromo e cadmio presente nas amostras preparadas com

dicromato de potassio e cloreto de cadmio, respectivamente, foram calculadas e

expressas em mg. L™ Cre mg. L' Cd para efeito de comparagdo com a resolugao

Conama 357. Foi também realizada a conversao de mg.L'1 para mol.L”" para

facilitar as comparacgdes com a literatura. Os valores estao expostos na Tabela 07:

Tabela 07 — Correlagao entre os valores de CEsy dos ensaios com cromo e cadmio

com meio WC sem EDTA

Testes ecotoxicolégicos CEso
dicromato de cloreto de Metal Metal

potassio cadmio

(mg.L™) (mg.L™) (mg.L™")  (mol.L7™")
Cadmio - 0,155 0,095 1,38 x 10°
Branco (cadmio + meio) - 0,189 0,116 1,68 x 107
Excretado Total - 0,282 0,173 2,51 x 10°
Fragao < 10 kD - 0,242 0,149  2,15x10°
Fragao > 10 kD - 0,220 0,135  1,96x10°
Cadmio+Alimento(conc.alga) - 0,157 0,095 1,40 x 10°°
Cromo 0,230 - 0,081 2,21x107°
Branco (cromo + meio) 0,255 - 0,090 2,45x 10°
Excretado Total 0,318 - 0,112  3,06x10°
Fragéo < 10 kD 0,296 - 0,105  2,85x10°
Fragdo > 10 kD 0,278 - 0,098  2,67x10°
Cromo +Alimento(conc.alga) 0,244 - 0,086 2,35x 10°
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Os resultados obtidos de CEsyp do metal cromo e cadmio atendem os
parametros estabelecidos na Resolugdo Conama 357/2005 conforme observados
nos padroes de emissao de efluentes nas Tabelas 01 e 02, e quando adicionado o

exopolissacarideo a toxicidade diminui.

6.1.2 Redugao da toxicidade de cadmio e cromo nas amostras de P.

subcapitata sem EDTA

Os valores calculados da porcentagem de redugao da toxicidade dos metais

cadmio e cromo estdo expressos nas Figuras 16 e 17; respectivamente:

El Cadmio EBranco

SOW

45|
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30
25
201
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Figura 16 — Reducgao da Toxicidade de cadmio nos ensaios com amostras de P.
subcapitata para concentrado de alga e exopolissacarideos (excretado total, fragao

<10KD e fragao >10KD) cultivados em meio WC sem EDTA para Daphnia similis.
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A reducdo na toxicidade para o cadmio foi observada nas amostras de
excretado total, fragdo <10KD e fracdo >10KD, quando comparadas com as
amostras do metal e o branco.

Na figura 16, as amostras, quando comparadas ao metal, mostram os
valores de redugdo maiores que quando comparadas as amostras com o branco.
Para este estudo as amostras foram comparadas ao branco para manter as
mesmas caracteristicas das amostras, contendo a presenca do meio de cultivo
sem EDTA..

A menor reducdo da toxicidade para o cadmio foi verificada nos testes
realizados com a fragado >10KD, quando foi registrada a redugéo de apenas 9% na
toxicidade de cadmio para D. similis. Na fragdo <10KD a reducéo encontrada foi
de 17% e no excretado total 29%.

Ferrari et al (2006) demonstraram que a redugédo na toxicidade do metal
cadmio para as larvas de Bufo arenarum, promovida pela auséncia de calcio na
solugdo e a presenga de substdncias humicas, foi determinante para
sobrevivéncia, aumentando significativamente a protecdo das larvas no tempo de

exposigao.
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Figura 17 — Reducdo da Toxicidade de cromo nos ensaios com as amostras de P.
subcaptata para concentrado de alga e exopolissacarideos (excretado total, fragao
<10KD e fragao >10KD) cultivados em meio WC sem EDTA para Daphnia similis.

A porcentagem de redugdo na toxicidade para o cromo também foi
observada nas amostras excretado total, fragcdo <10KD e fracdo >10KD, quando
relacionada as amostras do metal e o branco (Figura 17), semelhante aos
resultados obtidos para o cadmio.

As amostras quando comparadas ao metal exibiram valores de redugéao
maiores que quando comparadas as amostras com o branco.

A redugdo mais significativa foi verificada nos testes realizados com o
excretado total, quando foi registrado a redugcao de 22% na toxicidade de cromo
para D. similis. Na fragdo <10KD a redugao encontrada foi de 17% e na fragao

>10KD foi de 11%. Comparando-se os dois metais observou-se que houve maior
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eficiéncia na reducédo da toxicidade do cadmio do que a do cromo, 0 que indica
haver maior eficiéncia na quelagdo de cadmio pelo polissacarideo de P.
Subcapitata do que a do cromo nos trés tratamentos adotados neste trabalho.

Os polissacarideos atuam na formagéo das substancias humicas, servindo
de substrato, como fonte de carbono, complexando metais e reduzindo a sua
toxicidade (ANDERSON; MOREL 1978; McKNIGHT; MOREL 1980; VIEIRA;
NASCIMENTO, 1988; LOMBARDI; VIEIRA, 1998, 1999, 2000). Além disso, a
matéria organica excretada pelas algas pode modificar a especiacao dos metais
no ambiente, controlando sua biodisponibilidade e toxicidade.

Os exopolissacarideos algais sao matrizes que formam os agregados
gelatinosos organicos (TEP), os quais podem ser utilizados como substrato por
varios organismos (CHO; AZAM, 1988; SIGG et al., 1987). Esses agregados, além
de terem importante papel na exportacdo de matéria organica da coluna fética
através do afundamento em forma de particulas, contribuindo para reducdo da
toxicidade, podem ser importantes como fonte de alimento para os organismos
aquaticos, filtradores ou néo.

Os polissacarideos extracelulares além de formarem capsulas e bainhas de
muitas espécies de algas, podem sofrer processo de desagregagado para o meio
circundante apds sua excrecdo. Estas formacdes tém importante papel no
sequestro e reducédo dos metais no ambiente (BONEY, 1981; PAULSEN; VIEIRA,

1994).
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6.2. Ensaios ecotoxicoldgicos utilizando meio ASM-1-TRIS sem EDTA - A.

spiroides

Os ensaios ecotoxicolégicos ndo foram realizados com a amostra de
Anabaena spiroides cultivada em ASM-1 com TRIS sem EDTA, pois esta alga nao
cresceu neste meio sem a presenca deste sal. O EDTA se mostrou de
fundamental importancia no crescimento populacional desta alga. Estdo descritos
na Tabela 08 os valores obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos para a sensibilidade

dos metais e para os brancos (metal + meio de cultura).

Tabela 08 — Valores de CEsy (mg.L") para ensaios com cadmio e cromo e meio

ASM-1 com TRIS sem EDTA

Testes ecotoxicologicos Resultados CE 5

1° Ensaio 2° Ensaio 3°Ensaio 4° Ensaio Média
Cadmio 0,104 0,094 0,093 0,089 0,095
Branco (cadmio + meio) 0,148 0,132 0,130 0,125 0,134
Cromo 0,083 0,083 0,079 0,079 0,081

Branco (cromo + meio) 0,132 0,126 0,120 0,132 0,128
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Tabela 09 — Correlagao dos valores de CEsp dos ensaios com cromo e cadmio,

com meio ASM-1 com TRIS sem EDTA

Testes ecotoxicolégicos CEso
Dicromato de Cloreto de Metal Metal
Potassio Cadmio
(mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mol. L™
Cadmio - 0,155 0,095 1,38 x 10°®
Branco (cadmio + meio) - 0,219 0,134 1,95 x 10
Cromo 0,230 - 0,081 2,21 x 10°
Branco (cromo + meio) 0,361 - 0,128 3,48 x 10°®
Valores de CE50 para A. spiroides (meio ASM-1 sem EDTA)
EICadmio NICromo ‘
0,5+
04+
« 031
-
2 021
0,11 :
’ N
| Sensibilidade Branco
[@Cadmio 0,095 0,134
NCromo 0,081 0,128

Amostras

Figura 18 — Valores de CEs, para os metais cadmio e cromo nos ensaios de

sensibilidade (metais) e branco (metal+meio) com o0 meio ASM-1 com Tris sem

EDTA para D. similis.
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Ocorreu diminuicdo na toxicidade dos brancos em relacdo a
sensibilidade dos metais cadmio e cromo (Tabela 08). Esta diferenga pode ter
ocorrido devido a presenga da substdncia TRIS no meio de cultura. Esta
substancia também apresenta capacidade de complexagéo e se comparada com a
diminuicdo da toxicidade ao cadmio e cromo causada pela presenca de meio WC
sem EDTA, este meio tem maior poder quelante dos metais estudados,
propriedade que deve ser levada em consideragdo quando da realizacao de testes
ecotoxicoldgicos utilizando este meio.

Os resultados apresentados nos testes realizados com o meio ASM-1 sem
EDTA foram usados para comparagdo com as amostras contendo meio ASM-1
com EDTA, principalmente para observar as variacdes nos resultados dos brancos

e da sensibilidade aos metais.

6.3 Testes utilizando meio WC com EDTA e polissacarideos de P.

Subcapitata

Para observacédo de interferéncia do EDTA presente no meio de cultivo
sobre a toxicidade dos metais foram realizados testes ecotoxicolégicos para
determinagéo do CE;, para cadmio e cromo com o cladocero D. similis, em
diferentes concentragdes das solugdes de cloreto de cadmio e dicromato de
potassio e adicionadas diferentes fragcdes dos exopolissacarideos de P.

Subcapitata, cultivados no meio WC com EDTA. Qs resultados obtidos nos 4
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ensaios realizados para cada amostra sdo apresentados nas Tabelas 10 e 11 e na

Figura 19.

Tabela 10 — Valores de CEs; em mg.L™ para ensaios com cadmio e meio WC com

EDTA para Daphnia similis

Testes ecotoxicologicos

Resultados CE 5

Cadmio

Branco (cadmio + meio)
Excretado Total

Fracdo <10 kD

Fracdo > 10 kD

Cadmio + Conc.Algas

1° Ensaio 2° Ensaio 3° Ensaio 4° Ensaio Média
0,104 0,094 0,093 0,089 0,095
0,197 0,202 0,218 0,207 0,206
0,278 0,292 0,302 0,304 0,294
0,275 0,258 0,282 0,254 0,267
0,205 0,229 0,223 0,208 0,216
0,094 0,093 0,098 0,095 0,095

Tabela 11 — Valores de CEso em mg.L™" para ensaios com cromo e meio WC com

EDTA para Daphnia similis

Testes ecotoxicologicos

Resultados CE 5

Cromo

Branco (cromo + meio)
Excretado Total
Fracdo <10 kD
Fracdo > 10 kD

Cromo + Conc.Algas

1° Ensaio 2° Ensaio 3°Ensaio 4° Ensaio Média
0,083 0,083 0,079 0,079 0,081
0,120 0,115 0,115 0,109 0,115
0,135 0,142 0,145 0,145 0,141
0,137 0,126 0,132 0,132 0,132
0,126 0,120 0,128 0,120 0,123
0,087 0,083 0,079 0,087 0,084
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Figura 19 — Valores de CEs, para os metais cadmio e cromo nos ensaios

ecotoxicoldgicos realizados com as amostras de sensibilidade (metal), branco

(metal + meio), exopolissacarideos e concentrado de algas P. subcapitata

cultivados em meio WC com EDTA, para D. similis.

Nos testes realizados com a presenga de EDTA no meio, como esperado,

foi observado uma maior agado quelante que nos ensaios realizados sem a

presenca de EDTA. A acdo do EDTA como complexante foi observado

principalmente nos resultados do ensaio com os brancos, os quais ndao continham

polissacarideos. Mesmo nesta situagdo houve redugao na toxicidade dos metais,

demostrando a agdo do EDTA como quelante.
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Nas amostras que foram adicionadas os exopolissacaridoes pode-se
observar diminuigdo na toxicidade. A amostra de excretado total foi a que mostrou
melhor acéo quelante dentre as fragcdes de polissacarideos analisadas.

O EDTA é um sal de calcio do acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
composto que extrai e solubiliza a maioria dos ions metalicos. Os ions metalicos
sdo complexados pelos dois nitrogénios e pelos oxigénios carregados para formar

um quelato (BAIRD, 2002), como mostra na Figura 20 a estrutura.

0 s
=
Sc—cH, cH—CZ
(8] \ 7 @s
1 s R g %
1 ) £
B S
BlocH, cH—cL
d 0
EDTA

Figura 20 - Estrutura quimica do complexante EDTA (BAIRD, 2002).

O quelante orgénico acido etilenodiaminotetracético (EDTA) tem a
propriedade de formar complexos metalicos, relativamente ndo téxicos, com os
metais aluminio, bario, cadmio, cobalto, cobre, ferro, chumbo, manganés, niquel,
estréncio e zinco e tem baixa especificidade para prata, cromo e talio. Além disso,
o EDTA pode reduzir a toxicidade de surfactantes catiénicos e n&o reage com os
metais anidnicos (BOTTA-PASCHOAL, 2002).

Nos testes de avaliacéo e identificacdo da toxicidade realizados por Botta-

Paschoal (2002), o EDTA foi utilizado no tratamento das amostras para
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demonstrar a presenga de metais, possiveis causadores da toxicidade. No caso
no qual a toxicidade permaneceu inalterada, independente da concentragdo de
EDTA utilizada, suspeitou-se de auséncia de metais com afinidade pelo EDTA.
(BOTTA-PASCHOAL, 2002).

A toxicidade de metais pesados em aguas doces é influenciada por
diversos fatores basicos na qual inclui forga ibnica, dureza e a presenga de
compostos organicos com propriedades complexantes.

A ja comentada baixa especificidade do EDTA para o metal cromo pode ser
observada neste estudo. Embora a sensibilidade do Cladocera D. similis seja
maior ao cadmio, observou-se que quando realizados os testes com os brancos e
também do excretado total e das fracbes de exopolissacarideos < e > 10KD
ocorreu um aumento bem maior para as amostras de cadmio do que para as
amostras de cromo, indicando a eficiéncia do EDTA na quelacdo do cadmio. Na
tabela 16 os valores de TOC, para quantificar os exopolissacarideos, € maior na
amostra de excretado total 14,50 mg.L™", seguida de 8,21 mg.L™" para fracdo < e
3,78 mg.L" para fragdo >10KD, e sdo compativeis com os valores de CEsg
encontrados nos testes ecotoxicologicos (Figura 19).

Na amostra contendo o concentrado de algas (P. subcapitata) cujo meio de
cultivo continha EDTA, foi realizada a lavagem das células para retirada do meio,
sua ressuspensao em agua de diluicdo e feita a contagem para especificar a
quantidade oferecida como alimento. Todo este procedimento foi realizado com o
objetivo de evitar a presenca de substancias complexantes nas células algais que

serviram de alimento, que poderiam comprometer os resultados do ensaio.
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Os resultados apresentados nas Tabelas 10 e 11 e na Figura 19 mostram
que a adicao das células algais de P. subcapitata nao interferiram na toxicidade do
cadmio ou do cromo, uma vez que os valores das amostras de sensibilidades dos
metais foram muito préximos ao valores das amostras com adi¢ao de alimento. A
CEs5p dos metais ndo foram alteradas com a adi¢cao das células algais em forma de
alimento a ndo ser quando em presenca do meio (branco). Neste tipo de
tratamento observa-se que o CEsy para cadmio passa de 0,095 para 0,206 mg.L™
(Tabela 10) e de 0,084 para 0,155 mg.L™" para o cromo (Tabela 11).

Esta diminuicdo da toxicidade para os metais estudados € devido a
presenca de EDTA no meio de cultivo. Este fato corrobora a tese que para as
comunidades aquaticas a forma livre dos ions metdlicos € mais toxica e as
complexadas sao aparentemente ndo téxicas ou consideravelmente menos

toxicas do que os ions metalicos livres (KONG et al., 1995).

6.3.1 Correlagao entre os valores da substancia-referéncia e os metais

analisados

A quantidade de cromo e cadmio presente nas amostras preparadas com
dicromato de potassio e cloreto de cadmio respectivamente foram calculadas e
expressas em mg. L™ Cre mg. L' Cd para efeito de comparagdo com a resolugao
Conama 357. Foi também realizada a conversdo de mg.L™" para mol.L”" , para

facilitar as comparacgdes com a literatura. Os valores estao expostos na Tabela 12.
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Tabela 12 — Correlagao entre os valores de CEsp dos ensaios com cromo e cadmio

com meio WC com EDTA

Testes ecotoxicolégicos CEso
Dicromato de Cloreto de Metal Metal
Potassio Cadmio

(mg.L™) (mg.L™) (mg.L™")  (mol.L7")
Cadmio - 0,155 0,095 1,38 x 10°°
Branco (cadmio + meio) - 0,336 0,206 3,00 x 10°°
Excretado Total - 0,479 0,294 4,26 x 10°
Frago < 10 kD - 0,436 0,267  3,88x10°
Fragdo > 10 kD - 0,352 0,216  3,13x10°
Céadmio+Alimento(Conc.Alga) - 0,155 0,095 1,38 x 10°®
Cromo 0,230 - 0,081 2,21x10°
Branco (cromo + meio) 0,324 - 0,115  3,12x10°
Excretado Total 0,400 - 0,142  3,85x10°
Frag&o < 10 kD 0,373 - 0,132  3,59x10°
Fragao > 10 kD 0,350 - 0,124  3,36x10°
Cromo+Alimento(Conc. Alga) 0,238 - 0,084 2,29 x 10°°

Com os resultados foram observados que os valores de CEsy para os

metais cromo e cadmio atendem os parametros estabelecidos na Resolugao

Conama 357/2005, conforme observados nos padroes de emissao de efluentes

nas Tabelas 01 e 02, e quando adicionado o exopolissacarideo a toxicidade

diminui.
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6.3.2 Redugdo da Toxicidade de cadmio e cromo nas amostras de P.

subcapitata com o meio contendo EDTA.

Os valores calculados da porcentagem de redugao da toxicidade dos metais

cadmio e cromo estéo expressos nas Figura 21 e 22.

‘ Cadmio Branco

% de Redugao

Conc. Alga
Excr. total Frag&o <10

Fracédo >10

Figura 21 — Redugéo da Toxicidade de cadmio nos ensaios com as amostras de P.
subcapitata para concentrado de alga e exopolissacarideos (excretado total, fragao

<10KD e fragao >10KD) cultivados em meio WC com EDTA para Daphnia similis.

A maior reducéo da toxicidade para o cadmio foi observada nas amostras
de excretado total, fracdo <10KD e fracdo >10KD, quando relacionada as

amostras do metal e o branco em meio com EDTA (Figura 21).
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As amostras quando comparadas ao metal mostram os valores de redugéo
maiores que quando comparadas as amostras com o branco.

Nos valores encontrados pode-se observar que ha uma reducdo de até
69% na toxicidade do metal cadmio, quando adicionado os exopolissacarideos, na
forma de excretado total. Comparando a redugcdo da toxicidade do cadmio em
meio com EDTA (Figura 21) e sem EDTA (Figura 16) € possivel observar a grande
influéncia do EDTA na indisponibilizacdo do cadmio. Enquanto no meio com
cadmio e EDTA a toxicidade foi reduzida para 69, 65 e 57% na fragdes excretado
total, <10 e >10KD, respectivamente, estes valores em meio sem EDTA foram 46,
37 e 32% quando comparados ao valor do metal cadmio (sensibilidade). A
reducdo da toxicidade para o cadmio quando comparados ao valor do branco
(metal + meio) foi reduzida para 31, 25 e 6% nas fragdes excretado total, <10 e

>10KD (com EDTA) e 29, 17 e 9% (sem EDTA).
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‘ Cromo F Branco ‘

% de Redugao

Figura 22 — Reducgéo da Toxicidade de cromo nos ensaios com as amostras de P.
subcapitata para concentrado de alga e exopolissacarideos (excretado total, fragao

<10KD e fragao >10KD) cultivados em meio WC com EDTA para Daphnia similis.

A exemplo do que ocorreu com o cadmio, pode-se observar na Figura 22 a
reducao da toxicidade para o cromo em todos os tratamentos realizados.

As amostras quando comparadas ao metal mostram os valores de redugéo
maiores que quando comparadas as amostras com o branco.

Nos valores encontrados pode-se observar que ha uma redugédo de 9 a
20% na toxicidade do metal cromo, quando adicionado os exopolissacarideos,
sendo que a redugdo mais significativa ocorreu na presenca do excretado total,

conforme Figura 22. Comparado a redugdo da toxicidade do cromo em meio sem
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EDTA (Figura 17) observamos que o tratamento com EDTA foi muito mais
eficiente, como ocorrido com o cadmio.

Um dos critérios para a avaliagdo da importancia dos carboidratos soluveis
de origem algal € o seu comportamento em relagdo aos ions metalicos. Os
polissacarideos dissolvidos s&o significantes na formac&do de complexos com
esses ions e representam de 5 a 90% do carbono assimilado pelo fitoplancton em
culturas, dependendo do organismo e das circunstancias de cultivo (GUILLARD;
WANGRSKY, 1958). Esses compostos séo utilizados por algumas microalgas na
formagédo de capsulas mucilaginosas ao redor das células (BROOK, 1981) as
quais, além de servirem de protegcdo contra predadores (STUTZMAN, 1995),
atuam também como agentes complexantes de metais e promovem a redugéo da

toxicidade (VIEIRA; NASCIMENTO, 1988).

6.4 Ensaios ecotoxicolégicos utilizando meio ASM-1-TRIS com EDTA e

exopolissacarideos extraidos de A. spiroides

Na determinagdo do CE;, foram realizados testes ecotoxicologicos com o
cladécero D. similis, em diversas concentragcbes das solugbes de cloreto de
cadmio (cadmio) e dicromato de potassio (cromo), e também, adicionadas
diferentes fracbes dos exopolissacarideos de A.spiroides, cultivados no meio de
cultura ASM-1 com TRIS com EDTA. Os resultados obtidos nos 4 ensaios
realizados para cada amostra estdo apresentados nas tabelas 13 e 14 e Figura

23.
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Tabela 13 — Valores de CEsy (mg.L™") de cadmio em meio ASM-1 com TRIS com

EDTA para o cladécero D. similis

Testes ecotoxicologicos

Resultados CE 5

Cadmio

Branco (cadmio + meio)
Excretado Total

Fracdo <10 kD

Fracdo > 10 kD

Cadmio + Conc.Algas

1° Ensaio 2° Ensaio 3°Ensaio 4° Ensaio Média
0,104 0,094 0,093 0,089 0,095
0,292 0,301 0,292 0,284 0,292
0,437 0,463 0,434 0,465 0,450
0,346 0,331 0,319 0,331 0,332
0,283 0,254 0,263 0,275 0,269
0,136 0,121 0,137 0,140 0,134

Tabela 14 — Valores de CEsy (mg.L™") de cromo em meio ASM-1 com TRIS com

EDTA para o cladocero D. similis

Testes ecotoxicologicos

Resultados CE 5

Cromo

Branco (cromo + meio)
Excretado Total
Fracdo < 10 kD
Fracdo > 10 kD

Cromo + Conc.Algas

1° Ensaio 2° Ensaio 3°Ensaio 4° Ensaio Média
0,083 0,083 0,079 0,079 0,081
0,188 0,181 0,188 0,196 0,188
0,233 0,244 0,268 0,224 0,242
0,216 0,207 0,207 0,235 0,216
0,181 0,190 0,209 0,200 0,195
0,105 0,098 0,093 0,098 0,098
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Sensibilidade
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Figura 23 — Valores de CE;, para os metais cadmio e cromo nos ensaios

ecotoxicoldgicos realizados com as amostras de sensibilidade (metais), branco

(metal + meio), exopolissacarideos e concentrado de algas A. spiroides cultivados
em meio ASM-1 + TRIS com EDTA, para D. similis.

Os resultados da CEsy nos testes com cromo e cadmio utilizando o

polissacarideo produzido pela alga A. spiroides em meio com EDTA mostram que

entre a sensibilidade dos metais cadmio e cromo e os brancos (cadmio 0,095 e

branco 0,292; cromo 0,081 e branco 0,188), a redugdo na toxicidade foi

significativa devido a presenga das substancias TRIS e EDTA nos brancos. Com a
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adicdo dos exopolissacarideos nos testes foi observado maior redugcdo na
toxicidade, principalmente na amostra contendo excretado total (Figura 23).

Os resultados dos ensaios realizados com a adicdo de concentrado de
algas para o metal cadmio mostram n&o haver redugcao em relagdo ao branco com
EDTA e a ocorréncia de uma reducdo de 32% a sensibilidade do metal (Figura
24). Para o cromo também nao ocorreu a redugdo em relagdo ao branco com
EDTA e correspondeu a 18% a sensibilidade do metal (Figura 25). Pode observar
que quando adicionado EDTA ao meio de cultivo a reducao da toxicidade foi maior
do que a encontrada na amostra de concentrado de algas, demonstrado pelo
efeito das substancias complexantes do meio.

Os resultados da CEsy das amostras com os metais cadmio e cromo na
presenca de excretado total, fracdo >10KD e fracdo < 10KD dos polissacarideos
observados na figura 23 sao condizentes com os valores de TOC expressos na
Tabela 18.

Na amostra de concentrado de algas da A. spiroides cujo meio de cultivo
continha EDTA, foi realizada a lavagem das células para retirada do meio durante
a filtracdo tangencial. No entanto neste procedimento também n&o foi possivel
separar totalmente o meio das células fitoplanctdénicas. Outros procedimentos
como centrifugacdo ndo sado realizados devido a ineficiéncia da separagdo das
células e o meio e também devido a presenga de aerdétopos - vacuolos gasosos
das células, que nao permite a sedimentagao das algas. A contagem das células
algais foi feita de maneira indireta pela determinacdo da clorofila-a para ser

oferecida como alimento nos ensaios. Todo procedimento foi realizado para



89

minimizar as interferéncias causadas pela presenga de substancias complexantes
nas células algais, para que ndo comprometessem os resultados do ensaio.

Os resultados obtidos com a adigcdo de alimento na forma de células
fitoplancténicas demonstram que n&o existe alteragcdo na toxicidade dos metais.
Potanto, pode-se concluir que as células algais de Anabaena spiroides nao
alteraram a toxicidade dos metais em ensaios ecotoxicoldgicos agudos de 48

horas.

6.4.1 Correlagcdao entre os valores da substancia-referéncia e os metais

analisados

A quantidade de metal presente nas amostras preparadas com dicromato
de potassio e cloreto de cadmio, foi calculado e expresso em mg. L™ Cre mg. L™
Cd para efeito de comparagdo com a resolugdo Conama 357, também foi

calculado e expresso em mol . L™ Cr e mol.L™" Cd. Os valores estdo na tabela 15.
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Tabela 15 — Correlagdo entre os valores de CEsy dos ensaios com cromo e

cadmio, com meio ASM-1 com TRIS com EDTA

Testes ecotoxicolégicos CEso
Dicromato de Cloreto de Metal Metal

Potassio Cadmio

(mg. L™ (mg. L™ (mg. L™ (mol. L™
Cadmio - 0,155 0,095 1,38 x 10°°
Branco (cadmio + meio) - 0,476 0,292 4,23 x10°
Excretado Total - 0,734 0,450 6,53 x 10°
Frago < 10 kD - 0,541 0,332  4,81x10°
Fragdo > 10 kD - 0,438 0,269  3,90x10°
Céadmio+Alimento(conc.alga) - 0,218 0,134 1,94 x 10°®
Cromo 0,230 - 0,081 2,21x10°
Branco (cromo + meio) 0,533 - 0,188  5,13x10°
Excretado Total 0,685 - 0,242  6,59x10°
Fragdo < 10 kD 0,612 - 0,216  5,88x10°
Fragdo > 10 kD 0,552 - 0,195  531x10°
Cromo+Alimento(conc.alga) 0,278 - 0,098 2,67 x10°

Com os resultados foi observado que os valores de CE5y do metal cromo e

cadmio atendem os parametros estabelecidos na Resolugdo Conama 357/2005

conforme observados nos padrdes de emissao de efluentes nas Tabelas 01 e 02,

e quando adicionado o exopolissacarideo a toxicidade diminui.



91

6.4.2 Redugcdo da Toxicidade de cadmio e cromo nas amostras de A.

spiroides com EDTA.

Os valores calculados da porcentagem de redugao da toxicidade dos metais

cadmio e cromo estao expressos nas Figuras 24 e 25.
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Figura 24 — Reducgéo da toxicidade de cadmio nos ensaios com as amostras de A.
spiroides para concentrado de alga e exopolissacarideos (excretado total, fragao
<10KD e fragdao >10KD) cultivados em meio ASM-1 + TRIS com EDTA para Daphnia

similis.
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A reducdo na toxicidade para o cadmio foi observada em todos os
tratamentos, ou seja, nas amostras de concentrado de alga, excretado total, fragcao
<10KD e fragdo >10KD, quando comparada as amostras do metal e o branco.

As amostras quando comparadas ao metal mostram os valores de redugéo
maiores que quando comparadas as amostras com o branco (Figura 24 e 25).

Nos valores encontrados pode-se observar que houve uma redugado de 2 a
34% na toxicidade do metal, quando adicionado os exopolissacarideos, e a maior
redugao ocorreu na presenga de excretado total.

Pode-se observar que a reducao da toxicidade de cadmio e cromo é maior
quando ao tratamento de meio+EDTA é acrescentado exopolissacarideo de A.
spiroides. A dificuldade metodolégica de remogao eficiente dos exudados destas
células pode explicar esta reducao mais eficiente pois compostos quelantes
podem ter permanecido no meio mesmo apos a lavagem das células. No entanto,
mesmo com estes possiveis resquicios de quelantes, a eficiéncia maior foi
observada nos testes realizados com cadmio, demonstrando a importancia do

EDTA, eficiente quelante deste metal.
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Figura 25 — Reducao da toxicidade de cromo nos ensaios com as amostras de A.
spiroides para concentrado de alga e exopolissacarideos (excretado total, fragao
<10KD e fragao >10KD) cultivados em meio ASM-1 + TRIS com EDTA para Daphnia

similis.

A reducdo na toxicidade para o cromo foi observada nas amostras de
concentrado de alga, excretado total, fragcdo <10KD e fragdo >10KD, quando
relacionada as amostras do metal e o branco.

As amostras quando comparadas ao metal mostram os valores de reducéao
maiores que quando comparadas as amostras com o branco como ocorrido com

quase todos os experimentos anteriores.
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Nos valores encontrados pode-se observar que ha uma redugédo de 4 a
22% na toxicidade do cadmio, quando adicionado os exopolissacarideos para o
branco, ocorrendo a maior redugéo na presenga de excretado total.

O EDTA é o agente quelante largamente usado em meios de cultura
sintético. Este composto é utilizado em culturas para precipitar o ferro formando
complexos de ferro ( BOSSUYT; JANSSEN , 2004). A presenca de agentes
quelantes em meios de cultura apresentam uma consideravel reducdo da
toxicidade do metal. (CHIAUDANI; VIGHI, 1978). Quando necessario este
quelante também pode ser usado nas culturas em baixas concentracbes para
minimizar o efeito quelante do EDTA sobre o metal. (CLEMENT; ZAID, 2004).

Desde o inicio da década de cinquenta a capacidade das cianobactérias de
produzir polissacarideos extracelulares (EPS) vem sendo relatada.

Espécies encontradas no reservatério de Barra Bonita, no Estado de Sao
Paulo, como A. spiroides, A. granulata, M. aeruginosa, Microcystis sp, P. mucicola,
C. menegheniana, Cryptomonas sp, D. pulchellum e S. indica (DELLAMANO-
OLIVEIRA, 2006) sao consideradas como grandes produtoras de polissacarideos
extracelulares (EPS) (DE PHILLIPS; VICENZINI, 1998; HOAGLAND et al., 1993;
GIROLDO; VIEIRA, 2002; SHIN et al., 2003).

Esses polissacarideos podem ser encontrados formando capsulas que sao
estruturas compactas associadas com a superficie celular ou como massa
mucilaginosa amorfa, fracamente ligada as células (FAY, 1983). Em muitos casos,
podem ser liberados para o meio (DE PHILIPPIS; VICENZINI, 1998).

A natureza anibnica dos polissacarideos extracelulares (EPS) das

cianobactérias, juntamente com as propriedades fisico quimicas, apresentam
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vantagens para sua utilizacdo industrial, como gelificantes, emulsificantes,
floculantes, hidratantes (DE PHILIPPIS; VICENZINI, 1998; OTERO; VICENZINI,
2003) e aplicagbes na area de biomedicina (LEE et al., 2000; MISHIMA et al.,
1998; HIRAHASHI et al., 2002), além das aplicagbes no campo da biorremediagao
para remocao de metais toxicos de aguas poluidas (SINGH et al., 1999).

A producdo de EPS em excesso, por cianobactérias, em resposta ao
estresse causado por metais, mostra a capacidade das microalgas de criar
estratégias que garantam sua sobrevivéncia (DOUMIT; PINOTTI, 2004), uma vez
que esse polimeros tém a capacidade de se ligar fortemente a cations (SINGH et
al., 1999).

Os exopolissacarideos apresentam uma grande capacidade de interagir
fortemente com cations, tendo um papel importante no sequestro ou imobilizagao
de ions metalicos (DE PHILIPPIS; VICENZINI, 1998). Também podem atuar como
barreira fisica ao oxigénio e podem servir como quelante de ferro e calcio,

essenciais para fixagao do nitrogénio (REDDY et al., 1996).
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6.5 Carbono das culturas e dos meios

6.5.1 Carbono organico, inorganico e total das Culturas de P. subcapitata e

meios de cultivo.

As substancias organicas comuns que contribuem para a carga de
particulas coloidais em sistemas aquaticos podem ser polimeros de substancia
humica ou polissacarideos. Portanto, a quantidade de compostos organicos pode
ser determinada a partir de fracbes definidas operacionalmente como matéria
organica particulada (MOP) e matéria organica dissolvida (MOD). A matéria
organica dissolvida pode também adsorver particulas e formas agregadas e ainda
constituir parte da fragcdo da MOP (NOGUEIRA, 2007).

O carbono orgéanico dissolvido (COD) representa a fragdo quimicamente
reativa na agua. Esta € uma medida de moléculas organicas que compdem a
carga organica dissolvida. O carbono organico particulado (COP) é o mesmo que
o carbono organico suspendido, o qual é também retido por filtro de 0,45um. Ele é
composto de matéria organica de plantas e de animais e revestimentos organicos
sobre silte e argila.

O carbono organico total (COT) é a soma de COD, COP e coldides. Matéria
organica dissolvida, particulada e total (MOD, MOP, MOT) sao analogas ao COD,
COP e COT (THURMAN,1985), sendo importantes nas reagdes quimicas da agua

e na ligacao e transporte de metais e quimicos organicos (RAND, 1995).
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Os valores dos carbonos determinados nos meios de cultivo e nas culturas
de P. subcapitata com o meio contendo EDTA e sem EDTA estdo descritas nas

Tabelas 16 e 17.

Tabela 16 — Valores de carbonos na cultura e no meio de cultivo WC com EDTA

de P. subcapitata

Carbono Organico, Inorganico e Total

Amostras — cultura P. subcapitata TOC IC TC
com EDTA mg. L™ mg. L™ mg. L™

Meio de cultura WC com EDTA 1,56 2,54 3,96
Concentrado de algas 48,77 0,18 48,95
Excretado total 14,50 1,86 16,36
Fracédo > 10kD 3,78 2,37 6,15

Fragéo < 10kD 8,21 1,49 9,71
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Tabela 17 — Valores de carbonos na cultura e no meio de cultivo WC sem EDTA

de P. subcapitata

Carbono Organico, Inorganico e Total

Amostras — cultura P. subcapitata TOC IC TC
sem EDTA mg. L mg. L mg. L

Meio de cultura WC sem EDTA 1,53 2,08 3,61
Concentrado de algas 17,10 0,99 18,09
Excretado total 9,36 5,91 14,28
Fracédo > 10kD 2,06 1,19 3,25
Fracédo < 10kD 7,62 4,38 12,00

Nas amostras com EDTA e sem EDTA os valores obtidos no concentrado
de algas demonstram que a agao do EDTA foi determinante para o crescimento
das células algais e para a produgdo de exopolissacarideos. Também pode-se
observar que a producao de exopolissacarideos foi maior na amostra de excretado
total, seguida pela fragdo < 10KD e a fracao >10KD. Entre as fragbes pode-se
observar que pelos valores de TOC as de particulas < 10KD foi excretada em
maior quantidade na cultura que as particulas >10KD (Tabelas 16 e 17).

Dentre os produtos organicos excretados pelo fitoplancton os carboidratos
sdo os mais abundantes, principalmente na forma de polissacarideos (VIEIRA;
MYKLESTAD, 1986; PAULSEN et al., 1992; PAULSEN; VIEIRA, 1994).

Em ambientes aquaticos, os polissacarideos podem contribuir de 1 a 30%

para a concentragcdo de carbono organico dissolvido no ecossistema, sendo
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portanto, um dos maiores componentes da fragao identificavel da matéria orgéanica
dissolvida (MOD). No que se refere aos mono e dissacarideos algais dissolvidos
(agucares de baixa massa molecular), a principal fonte de origem em ambientes
de agua doce é a degradacdo enzimatica de matéria organica algal, além da
excregao pelas microalgas (GUILLARD; WANGERSKY,1958; HELLEBUST, 1974).
Assim, a maior parte dos carboidratos excretados por microalgas é polimérica e
somente uma pequena parcela é de baixa massa molecular (HELLEBUST, 1974;
WOOD; VAN VALLEN, 1990; MYKLESTAD, 1995). Os carboidratos poliméricos de
origem algal podem ser estruturais, de reserva ou extracelulares.

Os carboidratos, especialmente os polissacarideos, muitas vezes
compreendem de 80% a 90% da liberagao extracelular total, porém a composi¢cao
e a concentracdo destes acucares variam com o estado nutricional do ambiente,
com o estado fisiologico do fitoplancton (MYKLESTAD, 1995) e com a composi¢cao
taxonbmica da comunidade fitoplancténica e dominéncia de determinadas

espécies (SHIN et al., 2003).

6.5.2 Carbono organico, inorganico e total das Culturas de A. spiroides e

meios de cultivo

Os valores dos carbonos determinados nos meios de cultivo e nas culturas
de A. spiroides com EDTA e sem a presenca de EDTA estdo descritas nas

Tabelas 18 e 19, respectivamente.
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Tabela 18 — Valores de carbonos na cultura e no meio de cultivo ASM-1 + TRIS

com EDTA de A. spiroides

Carbono Organico, Inorganico e Total

Amostras — cultura A. spiroides TOC IC TC
com EDTA mg. L™ mg. L™ mg. L™
Meio de cultura ASM-1+TRIS, com EDTA 3,91 3,78 7,69
Concentrado de algas 24,92 0,41 25,31
Excretado total 214,99 3,37 218,31
Fracdo > 10kD 61,52 0,75 62,24
Fragdo < 10kD 196,65 1,59 198,23

A quantidade de exopolissacarideos presentes no excretado total foi
aproximadamente 10 vezes maior que a quantidade de células algais. A
capacidade de produgao de exopolissacarideos da alga A. spiroides (Tabela 18) é
consideravelmente maior que da alga P. subcapitata (Tabela 16).

Os exopolissacarideos utilizados foram separados da cultura algal quando
esta se encontrava no inicio da fase estacionaria de crescimento, devido ao fato
de que é nesta fase que ocorre maior concentracdo de exudatos excretados,
sendo estes de maior poder complexante (LOMBARDI; VIEIRA, 2000). No inicio
da fase estacionaria nao ocorreu ainda liberagao de toxinas produzidas por estas
algas. Segundo Fogg (1983), as fases de crescimento de uma cultura de algas

subdivide-se em : 1) fase lag ou introdutoria, onde, aparentemente, ndo ocorre
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aumento no numero de células; 2) fase exponencial, na qual ocorre multiplicacéo
celular rapida e o numero de células aumenta em progressdo geomeétrica; 3) fase
na qual ocorre um relativo declineo de crescimento; 4) fase estacionaria, na qual o
numero de células permanece praticamente o mesmo; 5) morte . Para este estudo
foram usadas as culturas no inicio da fase estacionaria.

Os exopolissacarideos de cianobactérias sao caracterizados por uma
grande variedade tanto em numero (2 a 10) como em tipo de monossacarideos
constituidos (varias combinag¢des de agucares neutros ou acidos). A maioria dos
polimeros apresenta natureza anidnica, devido a presenca de acidos urdnicos
e/ou grupos carregados tais como piruvil ou sulfato. Alguns podem apresentar
moléculas polipeptidicas e substituintes acetil, causando complexidade estrutural
maior (DE PHILIPPIS; VICENZINI, 1998)

A capacidade de preservacdo das cianobactérias reflete a estabilidade
intrinseca do seu polissacarideo extracelular (EPS) e a habilidade deste de ligar-

se a metais pesados assim como resistir a degradagao (HELM et al., 2000).
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Tabela 19 — Valores de carbonos no meio de cultura ASM-1 + TRIS sem EDTA de

A. spiroides
Carbono Organico, Inorganico e Total
Amostras — cultura A. spiroides TOC IC TC
sem EDTA mg. L™ mg. L mg. L™
Meio de cultura ASM-1 sem EDTA 2,14 3,73 5,87

Os valores de COT obtidos mostram que a quantidade de carbono no meio

sem EDTA é menor que no meio com EDTA.

6.6 Controle das amostras de concentrado de algas

Para a utilizacdo das células algais como fonte de alimento nos testes
foram avaliadas as amostras de concentrado de algas através das analises fisico-

quimicas, conforme apresentado na Tabela 20.
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Tabela 20 — Analises de parametros fisico-quimicos e biolégicos dos concentrados

de algas usadas para alimentagao dos testes

P. subcapitata  P. subcapitata A. spiroides
Parametros
C/EDTA S/EDTA C/EDTA

Temperatura — (°C) 14,24 14,90 15,28
Condutividade — (ms. cm ™) 7,342 3,648 3,533
Solidos Susp.Dissolv. (TDS)-(g. L) 6,881 3,172 3,347
Oxigénio Dissolvido — (mg.L ™) 0,89 0,81 0,78

pH 8,33 8,12 7,21

Turbidez — (NTU) 907,0 475,5 450,8
Clorofila-a — (ug. L ") 559,3 298,3 247,3

As amostras de concentrado de algas foram mantidas sob refrigeracéo e
para a realizacdo das analises, foram deixadas em temperatura ambiente por 2
horas.

As amostras apresentaram valores elevados nos parémetros analisados
como condutividade, solidos susp., turbidez e clorofila-a para a alga P. subcapitata
com EDTA e valores menores dos mesmos parametros para a alga A. spiroides
(Tabela 20).

Os resultados encontrados nestes parametros sao compativeis aos valores
das analises de TOC, que demonstram a quantidade de carbono presente na

amostra de concentrado de algas (Tabelas 16, 17 e 18). Portanto, os resultados
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dos parametros fisico-quimicos para as algas demonstram a presenga
diferenciada do n° de células em cada amostra.

O parametro clorofila-a foi utilizado como medida indireta para o calculo do
numero de células para amostra de A. spiroides, uma vez que possuia os valores
do numero de células da amostras de P. subcapitata. A medida de clorofila-a foi

proporcional a quantidade do numero de células algais.
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7 CONCLUSOES

Os ensaios ecotoxicoldgicos realizados com os metais cadmio e cromo para
o organismo Daphnia similis demonstraram reduc&o na toxicidade destes metais-

traco quando adicionado os exopolissacarideos de P. subcapitata e A. spiroides.

A reducdo da toxicidade do cadmio foi maior tanto para os ensaios com
exopolissacarideos extraidos de P. subcapitata quanto o extraido de A. spiroides.
A presenca de EDTA provavelmente foi responsavel pela maior eficiéncia na
redugao de toxicidade do cadmio pois este composto apresenta grande afinidade

com este metal.

Observou-se redugao de 34% na toxicidade de cadmio e 22 % de cromo para
D. similis na presenca de fragdes de excretado total de exopolissacarideo de A.
spiroides cultivada em meio com EDTA. Os ensaios ecotoxicoldgicos com a fragao
de exopolissacarideo >10KD extraidos de A. spiroides apresentaram redugao da
toxicidade de 2% do cadmio e 4% do cromo para D. similis cultivada em meio com

EDTA.

O exopolissacarideo de P. subcapitata cultivada no meio WC sem EDTA
apresentou uma redugao de 29% na toxicidade do cadmio e 22% do cromo para

D. similis na presenca de fracbes de excretado total, enquanto que nos testes
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realizados com as fragdes >10KD a redugao foi de 9% do cadmio e 11% do

cromo.

Para P. subcapitata cultivada em meio WC com EDTA a reducao da toxicidade
foi de 6% para cadmio e 9% para cromo nos testes realizados com a amostra de
exopolissacarideo na fragdo >10KD. As maiores redugdes foram observadas nas

amostras de excretado total, sendo 31% para cadmio e 20% para cromo.

N&o ocorreu alteracdo da toxicidade dos metais para D. similis quando
adicionada as células de P. subcapitata, porque no periodo de analise
provavelmente nao teve a liberacdo de exopolissacarideos, pois foram removidos
o meio de cultivo e os exopolissacarideos da P. subcapitata com lavagem e
centrifugagdo. Entretanto, nos testes de toxicidade com adicdo de células de A.
spiroides ocorreu discreta redugdo na toxicidade devido a presenca de células

contendo meio de cultivo, mesmo apos lavagem no sistema de filtragdo tangencial.

Os testes ecotoxicoldégicos com os metais cadmio e cromo com D. similis
apresentaram maior redug¢do com a presenca de EDTA no meio de cultivo

ministrados juntamente com os exopolissacarideos.

Observou-se, pelos valores de carbono organico dissolvido, maior produgéo de
exopolissacarideos na cultura de A. spiroides em relagdo a cultura e P.
Subcapitata. O carbono organico dissolvido mostrou-se excelente parametro para

o monitoramento da quantidade de exopolissacarideos.
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8 RECOMENDAGOES

Estudos sobre a reducdo da toxicidade dos metais cadmio e cromo
poderiam ser mais aprofundados quanto a adicdo de células algais, visto que
neste trabalho estas n&o diminuiram a toxicidade dos metais em 48 horas, mas em
experimentos de maior duracdo poderao ocorrer alteragbes na producido de

exopolissacarideos.

Com base nas informacgdes deste trabalho outros metais com relevancia
ambiental poderiam ser analisados quanto a influéncia dos exopolissacarideos € a

reducao da toxicidade.

O cultivo e extragao de outras algas cloroficeas e cianoficeas deveriam ser
realizadas em estudos futuros para analisar o comportamento quelante de seus

exopolissacarideos sobre metais.

Como visto no cultivos das algas ocorre a presenga de exopolissacarideos,
0s quais também sao liberados em ambientes naturais como lagos e reservatorios,
indisponibilizando os metais presentes por algum periodo de tempo, mas por
decorréncia de alteragbes do meio pode torna-los disponiveis novamente e

provocar toxicidade aos organismos aquaticos.
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ANEXO A - CULTIVO DE Pseudokirchneriella subcapitata (Selenastrum

capricornutum)

MEIO W.C.

Tabela A 01 — Solugbes para preparo da agua de cultivo e de diluigéo

Quantidade
Solugao Reagente Preparo
mg
1 CaCl,.2H,0 73 500 Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada
2 MgS0O,4.7H0 123 300 | Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada
3 NaHCO; 64 800 Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada
MnCl,.4H20 7210
LiCl 6 120
RbCI 1420
4 SrCl.6H20 3 040 Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada
CuCL2.2H;0 " 335
ZnCl, " 260
CoCl2.6H,0 " 200
NaNOs 548
H3BO3 5719
NaBr 32
5 NazMoO4.2H,0 126 Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada
NH4VOs3 1,15
KI 6,5
NaSe;03 4,38
Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada, deixando
6 Na2SiO3 21465
em agitagao até o clareamento da solugéo.
KH2PO4 286 mg
7 Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada
KoHPO4 368 mg
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Hidrocloreto de

750 mg
Tiamina
8 Cianocabalamina
10 mg
(Vitamina B12)
D (+) Biotina 7,5 mg

Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada. Congelar

em volume adequado para uso.

" Pesar em vidro ou filme plastico. Nao usar papel aluminio.

As solucbdes da tabela A.01 devem ser estocadas de 4°C a 10°C, no maximo,

por trés meses.

Tabela A 02 — Volume das solugdes para preparo de 1 L do meio de cultura

Solugao 1 2 3 4 5 6 7 8
Volume

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(mL.L™")

Ajustar o pH desse meio com HCI ou NaOH para 7,1 (+ 0,1). Autoclavar a

121°C. por 40 min. Deixar esfriar antes da utilizacao.




MEIO L.C. OLIGO
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Tabela A 03— Solugdes para preparo do meio de cultura

Quantidade
Solugéo Reagente Preparo
mg
1 Ca(NOs3)2.4H0 4 000 Dissolver e diluir a 100 mL com agua processada
2 KNO3 10 000 Dissolver e diluir a 100 mL com agua processada
3 MgS04.7H0 3 000 Dissolver e diluir a 100 mL com &gua processada
4 K2oHPO4 4 000 Dissolver e diluir a 100 mL com agua processada
CuS04.5H,0 30
(NH4)6M07024.4H,0 60
ZnS04.7H0 60
5 CoCl,.6H20 60 Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada
Mn(NO3)2.4H.0 60
CeHgO2.H20 60
H3:BOs 60
CeHsFeO7.5H,0 1625
6 FeCl;.6H.0 6 250 Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada
FeS04.7H0 6 250
7 NaHCO3 15000 Dissolver e diluir a 1 000 mL com agua processada

As solugdes da tabela A.03 devem ser estocadas de 4°C a 10°C, no maximo,

por trés meses.




Tabela A 04 — Volume das solugdes para preparo de 1 L do meio de cultura

Solugao

Volume

(mL.L™)

1,0

1,0

1,0

1,0

0,5

0,5

1,0
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Ajustar o pH desse meio com HCI ou NaOH para 7,1 (+ 0,1). Autoclavar a

121°C. por 40 min. Deixar esfriar antes da utilizag&o.
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Anexo B - CULTIVO DE Anabaena spiroides

Meio ASM1 - TRIS

Tabela B 01— Solucgdes para preparo do meio de cultura

Solugao Estoque Reagentes g x 100mL - Volume da Solugao
Agua Destilada. Estoque em mL x L -
(meio de cultura)
A NaNo3 0,850
MgSo, . 7H,O 0,245 20mL
MgCl, . 6H,0O 0,205
CaCl, . 2H,0 0,145
B KH,PO, 0,870 02mL
NazHPO4 . 2H20 1,780
C H;BO; 2,480
MnCl, . 4H,0 1,390
FeCl; . 6H,0 1,080 0,1mL
ZnCl, 0,335
CoCl, . 6H,0O 0,019
CuCl, . 2H,0 0,0014
D Na,EDTA 1,86 0,4mL
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As solugbes da tabela B.01 devem ser estocadas de 4°C a 10°C, no maximo,

por trés meses.

Tabela B 02 — Volume das solugdes para preparo de 1 L do meio de cultura

Solugao A B C D
Volume

20 2 0,1 0,4
(mL.L™")

Adicionar ao meio ASM1: 0,5g. L' de reagente Tris(Hidroximetiljaminomethano

- TRIS.

Ajustar o pH desse meio com HCI ou NaOH para 7,0 (+ 0,1). Autoclavar a

121°C. por 40 min. Deixar esfriar antes da utilizag&o.
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Anexo C - Planilhas dos Ensaios Ecotoxicolégicos com Cadmio
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Anexo D - Planilhas dos Ensaios Ecotoxicolégicos com Cromo
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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