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RESUMO

MARINI, Carolina BarbosaToxicidade e bioacumulacdo de cobre em micro-ogyans
fotoautotréficos.2009. 85f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharian@a)- Instituto de
Quimica, Universidade do Estado do Rio de JanRimde Janeiro, 2009.

Microalgas e cianobactérias tém sido amplamentenmrendadas para biomonitoracdo de
metais pesados e outros poluentes, sendo considenadicadores sensiveis as alteracdes
ambientais e utilizados como organismos testegguamentacdo dos niveis de metal. Estes
micro-organismos fotossintetizantes sao produtprésarios da base da cadeia alimentar
aquatica e sdo os primeiros a serem afetados pkigdn por metais pesados. O cobre € um
metal normalmente considerado como nutriente esdgrera a vida aquatica mas pode ser
toxico para algumas espécies. Portanto, neste cestudm avaliados o efeito toxico e a
bioacumulacdo de cobre (I) em quatro espécies dmorarganismos fotoautotréficos
componentes do fitoplancton dulcicola, duas ciactéias filamentosasAfabaenasp. e
Oscillatoria sp) e duas microalgas da classe das clorofickamafraphidium sp. e
Scenedesmugp.). O meio de cultivo utilizado nos ensaiosofédiSM-1 com e sem a presenca
de cobre (0,6 mg/L a 12 mg €iL) onde, o efeito toxico do metal foi monitoradorp
contagem celular para as microalgas e por pesopsgacas cianobactérias. A bioacumulacao
do metal foi avaliada da mesma forma para todasios-organismos, através de coletas de
amostras no decorrer do experimento e determindg&mncentracdo de cobre em solucéo
por espectrometria de absor¢cdo atdmica com chasaegdltados obtidos mostram que o
efeito toxico do metal € diretamente proporcionatc@centracdo inicial para os micro-
organismos estudados, mas que o cobre (ll) foi tdaiso para as cianobactérias que para as
microalgas verdes. A bioacumulacdo teve uma reldg&ba com o efeito toxico do metal
sobre os micro-organismos. Os resultados obtidosifm sugerir que cobre (ll) tem efeito
negativo no fitoplancton, inibindo o crescimentalierando parametros metabdlicos como a
fotossintese. A bioacumulacdo do metal pode comgtemmos niveis troficos da cadeia

alimentar, afetando seu transporte para seresistgser

Palavras chaves: Cianobactérias, microalgas verdbeg, toxicidade, bioacumulacgéo.



ABSTRACT

Microalgal and cyanobacterial cells are widely used the biomonitoring of metal
contaminated areas as well as other pollutant agebeing considered sensitive
microorganisms in relation to environmental changed also used as test-organisms in the
regulation of low levels of metals. These photosgsizing microorganisms are primary
producers in the aquatic food chain, and are tist fines to be affected by heavy metal
pollution. Copper is a metal usually considerechasessential nutrient for aquatic forms of
life, however toxic for some species. In this way,the present study, the toxic effect of
copper ion and its bioaccumulation by photoautdtropmicrobes from freshwater
phytoplankton: two filamentous cyanobacterfng@baenasp. andOscillatoria sp) and two
chlorophyte microalgaklonorraphidiumsp. andScenedesmusp.). The culture medium used
in the tests was the ASM-a medium in absence anthcovnated with copper ion (0,6 mg/L
to 12 mg C@'/L). The toxic effect of copper was monitored thgbucell count (microalgal
cells) and dry weight measurements (cyanobacteelld), and copper bioaccumulation was
evaluated for all the species tested, through detetion of the residual metal concentration
in solution, by flame atomic absorption spectromdResults obtained indicated that the toxic
effect of the metal was directly proportional t@ timitial concentration of the ion for all the
species tested; however, copper ion was more toxiganobacterial than to microalgal cells.
The bioaccumulation of copper was directly relatedhe toxic effect of the ion over the
microorganisms. Results obtained suggest that copgre has a negative effect on the
phytoplankton, inhibiting cell growth and also a&fieg metabolic parameters such as
photosynthesis. The bioaccumulation of the metalmarkedly affect the trophic levels in the

food chain, thus affecting its transport to highpecies.

Key-words: Cyanobacteria, green microalgae, cogpgigity, bioaccumulation.
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INTRODUCAO

Os metais pesados se encontram entre 0os contagsnaais estudados devido a sua
toxicidade aos organismos e persisténcia no etesss Uma definicdo de metal pesado é
todo elemento quimico que apresenta peso espesifiperior a 5 g.cihe niimero atdmico
maior que 20. As definicdes do termo metal pesaalgam de acordo com o ramo da ciéncia
que o aborda. Em geral sdo elementos metalicoseqté® associados com poluicdo e
toxicidade e que em altas concentragfes sdo extrenta toxicos a vida apresentando
maiores riscos ambientais em razdo de seu ussmampla distribuicdo (BAIRD, 2002).
O termo inclui os metais-traco que Sao necessguEles organismos em pequenas
guantidades, tais como o Cr, Cu, Ni, V, e Zn bema@@queles que ndo sao essenciais e sao
toxicos, sempre em concentracdes relativamentadaonmo o Cd, Hg e o Pb (CRANEal,
2001 apud BENDO, 2002; ANDERSEN, 2005).

Diversos efluentes industriais contendo metaisctixitém sido descartados no meio
ambiente, sendo estes as principais fontes de rnor@gdo por metais pesados das aguas.
Uma vez lancados no ambiente, os cations de alpetsis pesados podem ser acumulados
através da cadeia alimentar mesmo que presentbaigas concentracdes nos efluentes, pois
ndo sdo biodegradaveis e assim sdo facilmente pimaos, tornando-se fatores de
concentracdo perigosos em peixes e animais quéerjposiente, sdo consumidos pelo
homem. Também levando em consideracdo os efeitaumnulativos e crénicos que um
metal pode causar a comunidade planctbnica, cas® metal esteja presente em
concentracdes relativamente altas, isto pode impho comprometimento de toda a cadeia
trofica. As microalgas, como produtoras primarias chdeia alimentar aquética, sdo as
primeiras a serem afetadas pela poluicdo por ma¢asizdos (SATOIEt al., 2005).

O cobre é um elemento quimico metalico, de simi@lo vermelho-amarelado, e
apresenta-se em compostos estaveis com estadiddedmx+1 e +2, denominados cuproso e
cuprico, respectivamente. O estado de oxidag&do maie comumente encontrado e o Unico
em solucdo. O ion monovalente’Gofre desproporcionamento em agua e, em consegiiénc

s6 existe em compostos solidos insoluveis ou enptas (LEE, 2000).
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O metal cobre é um nutriente essencial para aaddatica, sendo um dos elementos
considerados micronutrientes. Estd presente ementmiagfes naturais entre 1 nmol/L e 1
umol/L no ambiente e torna-se toxico em niveis negsados. As fontes de cobre no meio
ambiente podem ser naturais ou antropogénicasgjaudecorrentes de atividades humanas,
particularmente as atividades industriais. Aumengt&gtivamente pequenos na concentragao
de cobre sdo suficientes para causar efeitos ®eaausar a bioacumulagdo em organismos
aquaticos (SATOHet al, 2005).

Exemplos das atividades que podem contribuir pam@digdo de cobre ao meio
ambiente sdo corrosdo de tubos de cobre e de patdaguas acidas, o uso de algicidas,
pesticidas, fertilizantes e fungicidas, os quais s8ados na preservacdo da madeira. No
entanto, a industria de mineracéo, fundicdo, galpkastia e refino sdo as principais fontes de
contaminagcdo (STAUBER e DAVES, 2000). Depositodixdetambém sdo responsaveis em
lancar no meio ambiente uma variedade de metaisiimao o cobre e que poluem o solo ou
lencgobis d’agua. Ainda a manufatura de semi-conésteroutros componentes elétricos utiliza
cobre, que pode causar a contaminacdo do meio amhie decorrer da producdo destes

componentes e dispositivos (BENO, 2002).

O cobre também é um elemento essencial para tada bi estudos nutricionais
demonstraram que cobre € um dos metais necespar®@® crescimento 6timo de plantas e
animais (WHO, 199&pud PEDROSO, 2001). Por outro lado, cobre em conogigsasub-
letais para 0s micro-organismos primarios, pode ldeacumulado por células dessas
microalgas e cianobactérias através de mecanismasutacdo, difusdo para o interior da
célula ou ligacdes com proteinas e outros sitia$YMCAK e VOLESKY, 1989). Com isso
o metal pode ser magnificado ao longo da cademealiar, sendo acumulado nos peixes,
ostras, camardes, crustdceos até chegar & organisaperiores, como 0s mamiferos e
consequentemente o homem. O mecanismo de toxicitadebre envolve, com frequiéncia, a
competicdo do metal por sitios ativos de enzimamalmente ocupados por outros metais
como o zinco, por exemplo. Esta substituicdo deelemento pelo outro acaba alterando
funcgBes vitais dentro do organismo e pode levdd@manorte. Metais pesados na forma livre,
como o Cu (ll) sdo rapidamente adsorvidos na sigeertelular de algas, ou nas guelras dos
peixes através de interacfes entre 0 metal e pasteOD metal adsorvido vai lentamente se
difundindo pela membrana celular para o interiorcdhula, onde este pode participar de

reacdes prejudiciais para o organismo.
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O cobre foi reconhecido como um metal essenciarganismo humano e geralmente,
penetra no organismo por via oral. Este € necesa&intese da hemoglobina e esta ligado ao

metabolismo de diversas enzimas tais como (SANTA2083):

- Ceruloplasmina, proteina que permite o transpaiwteobre e a utilizacédo do ferro e
quando este transportador estd saturado, a suacabspelo intestino € diminuida
(SANTANA, 2003);

- Citocromo-oxidase, enzima necessaria a etapanakrmas oxidagfes. Um déficit
desta enzima provoca alteracéo celular ou mesmari@ fSANTANA, 2003);

- Transaminases, enzimas que participam do mesaboli dos aminoacidos
(SANTANA, 2003);

- Lisina-oxidase, que favorece a reticulagdo dagmho e da elastina que em caso de
déficit haverd falhas na reticulagdo do colagemoblpmas na plasticidade e solidez dos
tecidos, em particular ao nivel das artérias. PBaddéambém observar fraturas Osseas,

aneurismas e dissecacoes arteriais (SANTANA, 2003);

- Amino-oxidases, que permitem o metabolismo damasnbidogenas (SANTANA,
2003);

- Tirosinase que possui um papel na pigmentacageda (LEE et al, 2002;
FERREIRAEet al, 2000 )

Por outro lado, o excesso desse elemento podewibdsendoencas e toxicidade. O
figado é o 6rgdo de armazenamento e, portanto, sngieptivel a toxicidade. A captacdo
continuada de cobre, mesmo em baixas doses, peodsideravel acimulo no figado (WHO,
1998 apud SANTANA, 2003) e absorvido em doses &xiafeta principalmente os rins, o0
figado (causando a cirrose) e o0 sistema nervostratgegausando depressdo seguida de
excitabilidade) (BRITO, 1988). A intoxicacdo em dnprazo provoca hemoélise e uma
hepatite crénica, devido ao acumulo de cobre radfigque pode levar a cirrose ou a necrose
macica. Altas doses de cobre (toxicidade agudag¢magoroduzir nauseas, vomitos, diarréia,
danos hepaticos, gengivites, dermatites, descd@lorda pele e/ou do cabelo (CHAN al.,
1998).



15

Para evitar a contaminacdo e o comprometiment@a@nismos aquaticos, 0s niveis
de cobre dissolvido na agua sado regulamentados usmtidades limitadas, sendo o teor
maximo de cobre dissolvido permitido em aguas daee,009mg/L a 0,013 mg/L e para
agua salinas de 0,005 mg/L (Resolucdo CONAMAS5V, de 17 de marco de 2005).

Dessa forma, o objetivo principal da presente dissg@o € avaliar os efeitos
inibitérios do cobre no crescimento de cianobaasee microalgas, além de investigar a
bioacumulacdo do metal nesses micro-organismos. dsinsiderando que 0s micro-
organismos investigados constituem-se na base daiacalimentar, podendo ser os
precursores da trasmissédo da contaminagédo. Emltorécalade e a bioacumulagéo do cobre
pelos micro-organismos tenham sido amplamente a&s$tisg existe pouca informacao sobre a

relacdo entre eles.
Como objetivos especificos, foram realizados estyadoa:

- Avaliar a toxicidade do ion Cu (ll)em espécies alanobactérias dos géneros
Anabaenae Oscillatoria e espécies de microalgas verdes dos géndmmrraphidiume

Scenedesmus
- Verificar o efeito da presenca do Cu (ll)no meéocultura das espécies estudadas.
A apresentacao deste trabalho esta dividida eno ciagitulos.

Neste capitulo é feita uma introducdo acerca da tesenvolvido juntamente com os
objetivos e a estrutura organizacional do trabalho.

No capitulo 2 € apresentada uma breve revisdoopildfica na qual sdo abordados
temas como caracteristicas relevantes das ciagolasce microalgas verdes, toxicidade e

bioacumulacdo e mecanismos de captacdo de metaisqro-organismos.
No capitulo 3 é descrita a metodologia adotadashale.

No capitulo 4 sédo apresentados os resultados sbfjalatamente com as discussdes

sobre a toxicidade e a bioacumulacao do cobre psf#cies selecionadas.

Finalmente, no capitulo 5 sdo apresentadas, asgais conclusdes e sugestdes sobre

0 tema desenvolvido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fitoplancton

Em todos os corpos d’agua pequenas células fotessantes e minusculos animais
ocorrem como plancton suspenso. As algas e asbaat@ias que juntas constituem o
fitoplancton, sdo o inicio da cadeia alimentar daganismos heterotréficos que vivem nos
oceanos e nos corpos de agua doce. Esses micrisonga sdo elementos crucialmente
importantes dos ecossistemas aquaticos, produpixigénio e servindo como alimento para
os animais (ALMEIDA, 2007) e séao considerados aslptores primarios mais importantes
da cadeia trofica (BONEY, 1989 apud CAMPELO, 1999).

Tanto as cianobactérias quanto as microalgas vesdEs micro-organismos
fotoautotréficos que tém a clorofila-a como pigneefatossintético primario embora sejam
estruturalmente diferentes (LEE, 2008).

2.11 Cianobactérias

As cianobactérias (cianoficeas) sdo células pratizais que ndo possuem organelas
delimitadas por uma membrana tais como ndcleo, Exopmle Golgi, mitocdndrias etc. Sao
bactérias fotossintéticas, possuidoras de clorefiarealizam fotossintese oxigénica. Seus
processos vitais requerem somente agua, diéxidmadmno, substancias inorganicas e luz.
Algumas espécies possuem acinetos ou células idéeresa, heterocistos (células que tém a
caracteristica de fixar nitrogénio atmosférico)g(Fa 1), vacuolos gasosos ou aerétopos
utilizados para o deslocamento da célula na colléxgua (SMITH, 1987; WETZEL, 1993;
MUR et al,1999apudMATSUZAK,2007).
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Figura 1: Esquema de uma célula cianoficea representandcestrutura de um acineto (a) e
de um heterocisto (h).
Fonte:http://www.ibvf.cartuja.csic.es/Cianobac_Defeciacion/Imagenes/Cianobacteria%?20fi
lamentosa.jpg

As cianobactérias exibem uma grande variedade dwafo e arranjos, de cocos
unicelulares a bacilos, de células filamentosas éulas filamentosas ramificadas
multicelulares. Nao possuem flagelos, mas as e=spddamentosas geralmente possuem
movimento deslizante e podem migrar através derBcijes Umidas. Apesar de serem
organismos microscopicos, o tamanho de suas céaldes variar muito (0,5um para células
de tamanho bacteriano a 40 um para a esp@swllatoria princepy (MADIGAN et
al.,2004).

A capacidade de crescimento nos mais diferentessistenas é uma das
caracteristicas marcantes das cianobactérias dtmlérrestres, de agua doce, e marinhos),
sendo algumas espécies capazes de sobreviver edic@s ambientais extremas. Os
ambientes dulcicolas sdo os mais propicios pareescimento das cianobactérias, pois a
maioria das espécies se desenvolve melhor em amudso-alcalinas (pH de 6,0 a 9,0),
temperaturas em torno de’25e alta concentracdo de nutrientes (MADIGAMNL,2004).

A parede celular das cianobactérias é basicamentesana das bactérias Gram
negativas e confere rigidez e forma ao micro-osgani (LEE, 2008). Essa parede celular

corresponde a uma estrutura complexa formada p@asv@amadas (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo das camadas de uma parede cefalar &@gativa, mostrando a
membrana citoplasmatica, o periplasma e a memleeeana.
Fonte: Madigaret al( 2004).

Além da membrana citoplasmatica, a parede da céjulesenta uma fina camada
formada por peptideoglicanos (cerca de 10%) e usrabrana externa. Os peptideoglicanos
formadores da camada interna sdo compostos por deizvados de acucares (N-
acetilglicosamina e acido N acetiimuramico) e umguemo grupo de aminoacidos
(MADIGAN et al,2004).

JA a membrana externa da parede é composta pded§i fosfolipideos e
polissacarideos (MADIGANt al.,2004).

Entre as camadas da parede, esta o espaco peAptasrEsse espaco contém varios
tipos de proteinas, incluindo enzimas hidrolitidg@somovem a degradacao inicial dos
nutrientes), proteinas de ligacdo (iniciam os @ses de transporte de substratos) e
guimioreceptores (correspondem a proteinas enwasdvida resposta quimiotatica) e
principalmente as porinas. Essas porinas sdo asimpae transmembranicas que se associam
formando canais que permitem a entrada e a saidald¢éncias hidrofilicas de baixo peso
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molecular, tornando a membrana externa permeawebléculas pequenas (MADIGAMNLt
al.,2004).

Outra caracteristica tipica das cianobactériasetagparede celular pode ndo ser a
camada mais externa, uma vez que pode ser cobertaurpa superficie externa de

polissacarideos e proteinas, como capsula, baichmada limosa (PHOENI&t al, 2002).

2.1.2 Microalgas verdes

O termo microalga verde faz referéncia as algasréiicas (células que possuem
organelas definidas por uma membrana) da classeCltasficeas. Essas algas contém
pigmentos clorofila a e a clorofila b, possuem adamcomo substancia de reserva, séo
fotoautotréficas (embora algumas crescam hetefcéioiente) e através da fotossintese,
produzem oxigénio e utilizam o didéxido de carbormmo sua fonte de carbono. Sendo
organismos autotroficos, utilizam o ATP como foue energia para a fixagdo do £0
(PELCZAR, 1997).

A Chlorophyta é a maior e mais diversificada diviskas algas aquaticas. E o grupo
predominante do plancton de agua doce (90%), endbguanas poucas espécies planctonicas
unicelulares ocorram em aguas marinhas costeirA¥EN, 2001). Morfologicamente, € um
grupo muito diversificado, existindo formas unidatas, coloniais, filamentosas e
parenquimatosas. Algumas formas coloniais apreseata numero definido de células para
a espécie (cendbios), formando grupamentos quamaaité 8 células. Quanto as formas
filamentosas, estas podem ser celulares ou ceraxciths formas cenociticas ndo apresentam

paredes transversais, e sdo multinucleadas (HA\2B00).

A parede celular das algas é rigida e da supddareato ao micro-organismo, sendo
constituida por uma rede de fibras de celulose&qusualmente modificada pela adicdo de
outros polissacarideos (pectina, xilose, manosdpsalginicos, ou acidos fuccinicos). A
celulose (Figura 3) é uma cadeia polimérica lirman um grande numero de grupamentos

hidroxila. Sua estrutura molecular € formada padastes repetidas dgD glicopiranose
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ligadas covalentemente através de fungfes acdtal @ grupamentos hidroxila dos atomos
de carbono ¢e G ( ligacao glicosidic§-1,4) (WANG e CHEN, 2009).

H OH H

- (n-1)H;0

%Dt%\/"w SV

n—= unidade repetida (glicose)
Figura 3: Formacao da cadeia de celulose pela unido daded-D glicopiranose.

Fonte: http://www.scielo.br/img/revistas/rarv/iv22aBAfig01.gif

Além disso, uma alta percentagem da parede dasoalges verdes também é
constituida por proteinas ligadas aos polissagasidpara formarem glicoproteinas
(ROMERAZet al, 2006apud WANG e CHEN, 2009).

A parede celular das algas € permeavel para agngts de baixo peso molecular e
impermeavel para moléculas grandes ou macromokcilparede contém poros de cerca de
3-5n1m de largura que permite somente a passagem d&sutas pequenas como a agua,
ions inorganicos, gases e outras substancias mesipara o metabolismo e crescimento da
microalga (WANG e CHEN, 2009).
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2.2 Mecanismos de captagcao de metal por micro-orgsmos

Micro-organismos possuem a capacidade de adsofearabsorver ions metélicos

dissolvidos. Entre eles estao bactérias, microadasgos (VOLESKY ,1986).

A capacidade de remogao, assim como 0s mecanism@umulagédo, variam de
acordo com a espécie microbiana, ou até mesmo diminagem. As células microbianas tém
capacidade de remocdo ou captacdo de metais dedssluempregando metabdlitos
excretados, parede celular e polissacarideos.dsagaternos como pH, temperatura, auséncia
ou presenca de nutrientes e outros metais tamb@uoenniam no mecanismo atuante e,
consequentemente, na eficiéncia e seletividadeagéagdo (BOLTON e GORBY, 1995;
GADD, 1992; MULLENEet al, 1989; GALUNEet al,, 1987).

Existem tipos distintos de captacdo/ acumulo deism@elos micro-organismos, estes
podem ser por mecanismos independentes do metaboliselular (biossor¢cdo) ou
dependentes (bioacumulac&o). A biossorcéao se aéeatde interacdes fisico-quimicas entre
0 metal e constituintes da parede celular, de digsagarideos e outros materiais associados
a face externa da membrana celular. A independéiociaetabolismo ocorre pelo fato de nédo
ser necessario 0 gasto energético por parte decgélarobiana, para que haja captacao dos
ions metalicos. A remocao neste caso pode ocamés £m células vivas quanto em células
mortas (GADD, 1992).

Diferentemente, na bioacumulacdo o transporte de d® metais pesados é feito
através da membrana celular e sua acumulacdoehti@cé dependente do metabolismo, ou
seja, ocorre somente em células vivas, capazesrde @nergia. Ou ainda, a bioacumulacéo é

um processo de acumulo ou captacdo de metal engéesdle crescimento celular.

Devido a complexidade da estrutura dos micro-ogyaos, o processo de acumulo ou
captacdo implica na existéncia de muitos caminhera @s células capturarem o metal.
Segundo Veglio e Beolchini (1997), os mecanismoscdptacdo de metal podem ser
classificados de duas formas distintas: atravasegdandéncia do metabolismo celular (Figura

4) ou de acordo com a localizacao do sitio de captdo metal (Figura 5).
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l captacio do metal l
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Transpaorte através . /R
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calular suparficie fizica

Figura 4: Mecanismo de acumulacdo de metal de acordo cdep@ndéncia do metabolismo
celular. Fonte: adaptacéo Veglié e Beolchini (1997)

| captacio do metal
¥
Acumulacao ad ) Acumulacao
intracelular sﬁ‘;;;:gem exfracelular/
recipitazio
celular precpias
Y *"//1\* - ——
da membrana Troca ifnica Complexagio Adsorgio Precipitacao
celular fisica

Figura 5. Mecanismo de acumulacdo de metal de acordo cositim onde o metal é

removido. Fonte: adaptacéo Veglié e Beolchini (3997

Quando h& dependéncia do metabolismo celular ag@penvolve o transporte ativo
de metais através do envoltdrio celular para aiont@a célula. Do contrario, 0s metais sédo
capturados na superficie do micro-organismo (VEG&IBEOLCHINI 1997).

De acordo com o sitio onde o metal é captado, &acap pode ser classificada como
um processo de acumulacdo extracelular, sorcaaupexficie da célula acompanhada de

precipitacdo e acumulacao intracelular. Este ultppnacesso depende do metabolismo da
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célula e normalmente estd associada com o sisterdafdsa de micro-organismos, 0s quais

reagem na presenca de metais toxicos (VEGLIO e BEONI 1997).

J& para o caso de ocorrerem interacdes entre ¢ enesagrupos funcionais presentes
na superficie celular, baseadas em fendbmenos-fjsicoicos (adsor¢do quimica, troca ibnica
e complexagéo), tem-se uma sor¢cdo na superficeeldéa onde as vezes ndo depende do
metabolismo (biossor¢cdo com células mortas, pompi@. O fendmeno fisico-quimico na
captacdo metalica € um mecanismo ndo dependentenetabolismo celular, que é
relativamente rapido e pode ser reversivel. Quadae a precipitacdo, a classificacdo néo é
Unica, a precipitacdo do metal pode ocorrer nacdolwu na superficie celular (VEGLIO e
BEOLCHINI 1997).

Os mecanismos de transporte envolvidos na acunwldedmetais pelos micro-
organismos sao pouco conhecidos. Uma das suposefas de que esses elementos podem
ser captados pelos sistemas de transporte de nestséiciais para o desenvolvimento
microbiano (GADD, 1988). Uma vez dentro da célolg,ons metalicos podem se localizar
em organelas, ou podem estar ligados a proteimstpodndo os ions adequados de suas
posi¢coes, prejudicando as fungdes metabdlicas (GADBB2Db).

Os micro-organismos, na presenca do metal toxiodem produzir compostos que
favorecem a precipitacdo das espécies metélicasiab €8 converte num mecanismo
dependente, além disso, a precipitacdo pode aevnpeta interagdo do metal com algum

grupo funcional presente na superficie celular (LEiBe BEOLCHINI 1997).

2.3 Toxicidade e Bioacumulagédo de cobre em microag e cianobactérias

A toxicidade e a bioacumulacdo do cobre para miigasae cianobactérias ja foram
estudadas por varios autores. Foram usadas dderesundicdes de cultivo, faixas de
concentracbes do metal e avaliacdo de parametsigitds. Dessa forma, cada autor
evidencia conclusdes variadas. A seguir, na Taheka apresentado um resumo desses

trabalhos, onde foi avaliado o efeito do cobre s@sses micro-organismos.



Tabelal : Toxicidade e bioacumulacédo de cobre em microalgéan®bactérias.
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Organismo Metal Observagdes Referéncia
Nostoc calcicola Cobre - duas etapas de captacdo do metal: parede cela@ptacédo Verma e Singh
intracelular (1990)
- duas etapas de captacdo: adsorcdo reversivalarapi
. . : o Knauer €t al.
Scenedesmus subspicatus Cobre intracelular lenta e irreversivel; (1997)
- C. lunula € mais tolerante 8cenedesmusbliquusé a mais
Scenedesmus obliquus, Chlorella sensivel;
pyrenoidosa, Closterium lunula Cobre - ba|>A<a k_)loacumulagao do_ cobre inversamente propatialta| Yan e Pan (2002)
tolerancia do micro-organismo.
- Nao foi observado inibicdo do crescimento pelgdde Cu
(IDno meio de cultura; imaz et al
Tetraselmis chui Cobre - maior bioacumulacdo ocorreu nas concentracdess 05 '
elevadas de cobre.
Minutocellus polymorphus, Dunaliella ;ol}/é.rgr?tlél.morphusnals sensivel ao cobrele tertiolectamais
tertiolecta, Phaeodactylum tricornutum; . ’ . . .
Micromonas pusilla, Tetraselms -diferenca na_senS|b|I|dade dos rrjlcro-orga,nlsmoscabre
O SEImep., Cobre tanto pela diferenca na captacdo atravées da membLtavy et al .(2007)
Heterocaspa niei, Isocryssp, o : B .
) . plasmatica, por mecanismos de ligacdes internasi |e/o
Gephyrocaspsa oceanica, Emiliana . A
. mecanismos de detoxificagao .
huxleyi.
- Phaeodactylum tricorutunioi a espécie mais sensivel| e
Phaeodactvium tricorutum. Dunaliela Dunaliela tertiolecta foi a mais tolerante;
y ’ Cobre -A maior toleréncia ao cobre d@. Tertiolectapode ser poy Levy et al. (2008)

tertiolecta, Tetraselmisp.

mecanismo de exclusao efetiva do metal da célula.




Tabela 1 :Continuacgéo

25

Organismo Metal Observacoes Referéncia
- Tetraselmis chumais tolerante R. salinaa mais sensivel;
: . - T. chuiacumulou alta concentracdo emb®&asalina tenha
Tetraselmis chuli ) s )
: acumulado a mais alta concentracéo de cobre;
Rhodomonas salina - sem relagcdo especifica entre a tolerancia ddacélunetall Debeliuset al
Chaetocerosp., Cobre e Chumbag acumulado('; P (2009) '
Isochrysis galbana X ~ -
) : - interacdo do metal com a superficie celular, pedelar os
Nanochloropsis gaditana . . o >
mecanismos de internalizacdo do metal e a toxieidad
- Sensibilidade e mecanismos de protecéo diferentes
- polissacarideos complexos da parede celular gacsolatus
foram uma barreira eficiente para evitar que o hefrasse
no citoplasma ;
Scenedesmus vacuolatus , Cobre - clorofila-a/clorofila-b mais afetadas Sabatini et al.
Cholorella kessleri - tamanho e volume celular, capacidade de inteagdio dg (2009)

cobre, e diferencas na composicdo da parede cepddem
explicar as diferencas de tolerancia ao metal.
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A seguir serdo comentados de forma mais detalhad@abalhos apresentados na
Tabela 1.

Experimentos de captacdo de cobre ao longo do tgmefso cianobactéridNostoc
calcicolademonstraram que a remog¢éo do cobre ocorre emetizggas (VERMA e SINGH,
1990). A primeira fase envolveu uma rapida ligacd@iptacdo dos céations metalicos pela
parede celular seguida por uma segunda fase decéaptintracelular dependente do
metabolismo. A comparacéo entre as duas fasesisuger os niveis de metal que entram na
célula por processos metabdlicos dependentes dgia@is&o muito maiores do que ligacdes

dos céations metalicos com a superficie celular eaamismos passivos.

A adsorcado e captacdo de cobre pela microalga vBo#medesmus subspicatus
(KNAUER et al.,1997) apresentou o0 mesmo comportamento observado coam@beactéria
Nostoccalcicola(VERMA e SINGH, 1990), onde a captacao de cobre petro-organismo
consistiu em duas fases. Verificou-se que @@nedesmus subspicatusa fase rapida de
adsorcao seguida por uma captacdao intracelula atienta. O primeiro passo foi reversivel e
compreendeu 0s mecanismos de adsor¢ao, troca,i@omaenacdo, complexacdo, quelacao
e microprecipitacdo. Na segunda etapa, geralmenéweisivel, podem ocorrer alguns
mecanismos como: precipitacdo superficial, reagédex, ou mais comumente, a difusédo

para o interior da célula e ligacdes com proteénastros sitios intracelulares.

Estudos feitos sobre o efeito da toxicidade e hivadacdo de cobre foram realizados
com trés espécies de microalgdsenedesmus obliqyuGhlorella pyrenoidosa Closterium
lunula (YAN e PAN, 2002).As concentracdes de metal utilizadas estiveram cesnplidas
entre 0 e 200 pg/L. Scenedesmus obliquid a espécie mais sensivel ao metal enquanto
Closterium lunulafoi a mais tolerante. Verificou-se que a baixaabiomulagaaonicial de C.
lunula explica sua maior tolerancia ao metal, sendo achimulacdo de cobre proporcional a
concentracdo inicial. Por outro lado, para qualquea das microalgas, verificou-se que
quanto maior foi a concentragao inicial de cobrenaon foi a concentracado de microalgas que

se obteve ao fim do experimento.

A bioacumulacdo e toxicidade do cobre a microalggraselmis chuiiforam
pesquisadas por Yilmaat al.(2005).As culturas foram divididas em cinco grupos distsne
expostas a concentracdes de cobre que foram 0,23 82 mg/L, 0,64 mg/L, 0,96 mg/L e

1,28 mg/L. No fim do estudo, nédo verificou-se aigio do crescimento da microalga na
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presenca do Cu (Il)no meio de cultura a essas otagées. A relagdo de crescimento do
micro-organismo foi similar para todas as concedea de metal, embora fossem diferentes a
quantidade de cobre acumulado e o fator de bioodragg@io. Verificou-se que o acumulo de
cobre pela microalga nas concentracbes de 0,96 mgl,28 mg/L foi maior que nas

concentragdes mais baixas.

Ja no trabalho de Lewst al. (2007) foi estudada a relacdo entre a ultra-estuda
parede celular e o tamanho da célula na adsor¢éri@dade do cobre em onze algas de
diferentes grupos taxondmicos. A concentracdo d@ecque afetou o crescimento das
espécies em 50% variou de 0,6ug/L pManutocellus polymorphuge 530ug/L para a
clordéfita Dunaliella tertiolecta As diferencas de sensibilidade ao cobre ndo &agdo com
o tamanho celular, tipo da parede ou 0 grupo taxic® das espécies microalgais, podendo
ser atribuidas a captacdo do metal através da raemiptasmatica, mecanismos de ligacdes
internas e ou atraveés dos mecanismos de detoXiiode cada uma das espécies de algas.

Em outro estudo de Lewst al.(2008) foi investigado a adsorcao e a internaliaalzd
cobre em trés microalgas marinhas com diferentesitsittdades ao cobre (EC50 72h que é a
concentracdo de cobre que inibe a relagdo de orestd em 50% em 72 horas) a saber:
Phaeodactylum tricornutufEC50 72h = 8,0 pg/L)Tetraselmissp.(EC50 72h = 47 pg/L) e
Dunaliella tertiolecta(EC50 72h = 530 pg/L). Nessas concentrachesiaselmissp. teve
concentracdo intracelular de cobre muito mais git®@ Phaeodactylum tricornutune
Dunaliella tertiolectasugerindo que a microalgeetraselmissp. detoxificacobre dentro da
célula. Quando a concentracdo externa de cobrengesama (50 pg/L) para todas as
microalgas,Dunaliella tertiolectaparece excluir melhor o cobre do qUetraselmissp. Os
resultados mostraram que a sensibilidade das nge®ao cobre provavelmente dependa

fortemente de mecanismos de detoxificacdo na célula

Debeliuset al. (2009)estudaram a toxicidade e a bioacumulacdo de cobneirabo
em cinco microalgas marinha3etraselmis chuji Rhodomonas salinaChaetocerossp.,
Isochrysis galbanae Nannochloropsis gaditanalestes que avaliaram a concentracdo de
metal que inibe o crescimento em 50% (EC50) dasroalgas foram feitos com
concentracdes de 0 a 600ug/L de cobre e de 0 ag@@Opara o chumbo. Para ambos o0s
metais, 0s resultados do testes mostraranT gtraselmis chuifoi a microalga mais tolerante
(EC5Qopre= 330 pg/L ) eRhodomonas salina mais sensivel ( EC&g= 50 pg/L). Foram

também avaliadas as concentracdes de metal enéisa@ugs quantidades de metal acumulado
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na/ou pela célulal chuii que foi a espécie mais tolerante, acumulou altecemtracao de
cobre eR salinaa espécie mais sensivel, acumulou a mais altatiqaeda de metal.
Resultados mostraram que ndo houve relacédo eggeeifire a tolerancia da célula ao metal e
a quantidade de metal acumulado na/ou pela célulaimma com tamanho celular, classe

taxondmica e com a capacidade de sorcao da célula.

Sabatiniet al. (2009) avaliaram o “stress” oxidativo e as defesd@gxidantes de duas
microalgas verdes expostas ao cobre. O objetivioati@lho foi medir os efeitos da exposi¢cao
de cobre ao longo de uma semana pelas micro&8lgasedesmus vaccuolate<hlorella
kesslerinas concentracoes de 0,39 mg/L, 6,8 mg/L, 13,2 m@6,2 mg/L do metal no meio.
As espécies mostraram diferenca na sensibilidadmlbie. Par&scenedesmus vacuolatois
aumento na concentracdo de caboemeioaltera significativamente parametros metabdlicos
(clorofila, atividade enzimatica, quantidade déd@gos e quantidade de proteinas) a partir das
concentracbes mais baixas. J4 pamdorella kesslerindo houve mudanca significativa nos
parametros para as concentracdes de 0,39 mg/L em@|8 sendo, as duas variaveis mais
sensiveis a exposicdo ao cobre foram a relacadoddfila a/ clorofila b e a atividade da
enzima catalase, mesmo quando uma diminui¢cao doicrento celular n&o foi verificada. O
aumento na concentracdo de cobre no meio de cuiburgseguido por um significativo
aumento no total de cobre e vacuolatusenquanto que ent. kesslerindo mostrou
diferenca de acumulo do metal nas concentrac68s38ang/L e 6,8 mg/L. ErS.vacuolatus
a proporcéo de cobre intracelular diminuiu com meanto na concentragcao de cobre no meio
de cultura. A diferenca na capacidade em acumubdrec extra e intracelular pds.
vacuolatuse C. kessleriindica que essas espécies tém mecanismos difer@atpsotecao
contra a exposicao ao metal. Uma possibilidadeeépmlissacarideos complexos da parede
celular deS. vacuolatugsoram uma barreira eficiente e evitaram que o metdtasse no
citoplasma, resultando assim em uma baixa acunuiag@celular. Supbds-se também que a
diferenca da tolerancia ao cobre pelas espécies ggrdexplicada pela diferenca no tamanho
e volume celular, na diferenca da capacidade éenalizacdo do cobre pela microalga, assim

como as diferencas na composicao da parede celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados neste estudo foramtrq espécies fotoautotroficas
selecionadas entre os DominiBacteria e Eukarya duas cianobactérias e duas clordéfitas
respectivamente. As cepas dos micro-organismosnfaradidas pelo banco de algas do
laboratério de toxicologia de cianobactérias doademento de biofisica CCS/ UFRJ. Os
fatores que determinaram a escolha dessas cepasegt@ estudo foram a facilidade de
cultivo em laboratério, a rapidez de crescimentoda toxicidade, e a busca por duas cepas
de micro-organismos unicelulares (Figura 6 e 7)uasdcepas de morfologia filamentosa
(Figura 8 e 9). O Quadro 1 apresenta a classiftcdQad micro-organismos.

Figura 6: Fotomicrografia déMonorraphidiumsp. (microscoépio 6tico, aumento de 400x).
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Figura 7: Fotomicrografia d&cenedesmugp. (microscopio 6tico, aumento de 1000 x).

Figura 8: Fotomicrografia dénabaenasp. (microscopio ético, aumento de 1000 x).

Figura 9: Fotomicrografia d®scillatoria sp. (microscopio 6tico, aumento de 400 x).



Quadro 1 : Classificacdo dos Micro-organismos.

Monorraphidium sp. Scenedesmus sp. Anabaena sp. Oscillatoria sp.
Dominio Eukarya Eukarya Bacteria Bacteria
Filo Chlorophyta Chlorophyta Cyanophyta Cyanophyta
Classe Chlorophyceae Chlorophyceae Cyanophyceae Cyanophyceae
Ordem Chlorococcales Chlorococcales Nostocales Oscillatoriales
Familia Oocystaceae Scenedesmaceae Nostocaceae Oscillatoriaceae
Género Monorraphidium Scenedesmus Anabaena Oscillatoria

31
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3.2 Cultivo e manutengao das culturas

As cepas doadas foram inoculadas separadamenteasrod erlenmeyer de 200 mL,
contendo 100 mL de meio de cultura ASM-1 (Gorkaial, 1964) sob condi¢cdes assépticas
em camara de fluxo laminar. (Tabela 2). Previamédotdeito o ajuste do pH do meio (pH=
8,0 ideal) (medido em medidor de pH da marca Quiuadelo Q 400/m11.). Os frascos com
as culturas foram vedados com tampéao de algodao gsmitir as trocas gasosas e entao
esterilizados (em autoclave a #€idurante 20 minutos). Com o objetivo de compleareas
necessidades nutricionais das microalgas verde®f{ideas), uma solucdo de micronutrientes

(Tabela 3) foi adicionada ao meio ASMedterilizado.

Os cultivos das microalgas foram mantidos em candaragerminacdo da marca
Fanem modelo 347-CDG, sob condi¢des controladészdeiclo claro-escuro de 12h em 12h

iluminado por quatro lampadas fluorescentes 20 /dada) e temperatura de Z3

A manutencdo das culturas dos micro-organismos gardizacdo nos experimentos
foi feita através de subculturas sucessivas. Egieefdimento consiste em transferir em
ambiente estéril a cada sete dias aliquotas del1@enin6culo usando pipetas estéreis para
100 mL de meio ASM-1 recém preparado. Essas subasltvisam fornecer os nutrientes

necessarios para o continuo crescimento dos migaRsmos.
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Tabela 2: Meio de cultura ASM-1 usado na manutencdo da®bagtérias e microalgas
verdes (Gorharet al 1964).
Obs: O pH =8,0 € o pH ideal do meio.

Peso (9) Observagoes
Solucéo estoque A
NaNG; 1,70
MgCl26H:0 0,41 Completar o volume
MgSQO,.7H,O 0,49 para 200mL
CaCb.2H,O 0,29
Solucéo estoque B
K.HPO, ou 0,87
KoHPO,.3H,0 1,14 Completar o volume
NaHPO,.12H,0 ou 1,78 para 100 mL
NaeHP Q. 7HO 1,33
Solucéo estoque C
H3BO3 2,48
MnCl,.4H,0 1,39
FeCk.6H,O 1,08 Completar o volume
ZnCh 0,335 para 100 mL
CoCb.6H,0 0,019
CuCkh 0,0014
Solucéo estoque D
Na, EDTA 186 Completar o volume
para 100 mL

Para Cada litro de ASM-1:
Estoque A =20,0 mL;Estoque B =2,0 mL; Estoque C =0,1 mL, Estoque D =0,4 mL
Completar para 1000 mL.Ajustar o pH para 8,0 (pH ideal)
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Tabela 3 Suplementacdo do meio nutricional ASM-1

Vitaminas Concentragao Observagao

Tiamina HCI 0,1 mg/L

Fazer solucao estoque (1L) 1000
Biotina 0,5u0/L mais concentrada e usar 1 mL/L de

meio

Bi2 0,5u9/L

3.3 Quantificagcdo dos micro-organismos

Para a quantificacdo da biomassa presente nummdeéeio volume, foram utilizados

dois métodos distintos: contagem por microscopietaie o método do peso seco.

O meétodo da contagem direta foi utilizado para medidensidade celular das
cloroficeas em individuos por volume® (imdividuos /mL) e o peso seco foi a forma de

quantificar as células filamentosas das cianofieeasnassa por volume (mg/L).

3.3.1 Contagem direta

O crescimento populacional das cloroficeas podenselido por meio de contagem de
namero de células numa aliquota da cultura empdegarmicroscopio Optico Axioskop 40
da marca Zeiss e uma camara especial de cont&getms-Rosentha(Figura 10). Essa
camara corresponde a uma lamina de vidro que aypeesena grade quadriculadgrifl)
(Figura 11), onde os quadrados tém area conhediitaensdes exatas: profundidade de 0,2

mm, &rea superficial do menor quadrado de 0,0625 entoncentracdo minima de células de
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10° células. As células que devem ser contadas sa@aaqgue estdo dentro dos quadrados
menores e aquelas que estdo sobre as linhas tiplaslo superior e lado esquerdo.

Figura 10: CamaraFuchs-Rosenthal

lomt— 1. 00 om0 . —jged — ll—— 0. ZE5 mom.

Figura 11: Divisdes da camarauchcs-Rosenthal
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Cada quadrado dgrid comporta um volume muito pequeno, precisamentesurado
e conhecido. Cada lado da camara possui 16 qugdrades, medindo 1 x 1 mm, de um
volume total de 0,2 pL. Essas quadras grandes @sli#nitadas por linhas triplas e cada area
é subdividida em 16 quadradoSolocou-se uma gota de amostra sob o reticulad@ichara
utilizando pipeta Pasteur estéril, e 0s micro-oigyans que se encontram dentro ou sob as 16
quadriculas que formam uma das diagonais destaradfo@m contados (Figura 12). A
ampliacdo usada foi a de 200 vezes. O numero midan®lulas contadas na diagonal deve
ser igual ou maior que 200. Caso o numero de céhdaliagonal seja inferior a 200, conta-se
outra diagonal. Se ainda assim o numero de célotasferior, continua-se a contagem de
outras fileiras (verticais ou horizontais). Algumazes, foi necessario diluir a suspensao para
possibilitar a contagem das células. O céalculoatesidade celular das microalgas verdes foi
feito conforme especificado na Tabelalémbrando que o resultado deve ser multiplicado

obrigatoriamente pelo fator de diluicdo para deteagfio da densidade.

Sy

» v ¢ ]
] . @ 'y
. . @

-f'fl s ] ] »
" . 8
'\.\ ‘:‘ — |
(a) (b)

Figura 12: Direcdo da contagem dos micro-organismos na @machs-Rosenthafa) e
representacdo de células dentro dos quadradosn(l® aos circulos claros representam

células que ndo sao contadas.
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Tabela 4: Conversdo de numero de células em densidade ¢elularquadra maiorg =

menor quadrado e nium = células contadas.

Area contada Numero.de elementos .mL "1

1/16 de A NGm X 8000 X10

1/8 de A NGm X 4000 X 10

1/4 de A (4n) NGm X 2000 X 10
1/2 de A (8o) NGm X 1000 X 10
1A (160) NGm X 500 X 10

2A (320) NGm X 250 X 10

4A (640) NGm X 125 X 10

8A (128n) NGm X 62,5 X 10
16A (2560) NOm X 31,25 X 10

Fonte: UFRJ

3.3.2 Peso seco

O método do peso seco consistiu em pesar previanssntadinhos de volume de 20
mL vazios (em balanca analitica Bioprecisa mod@&@alo4N)apds secagem em estufa a 105
°C até peso constante. Em seguida, adicionar nosheed vazios o material que foi
previamente centrifugado ( 50 mL de cultivo) emtdéuga Fanem modelo 208N durante 1
minuto na velocidade maxima e lavado com agualdéatisecar em estufa a 15 até o
peso constante. A quantidade de biomassa deteranp®da diferenca entre o peso do cadinho

contendo a bioamassa e 0 peso do cadinho vazassa do micro-organismo.

! O procedimento de contagem de células adotado gstea trabalho é o mesmo usado como padrdo no
laboratério de toxicologia de cianobactérias doadgymento de biofisica CCS/UFRJ.
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3.4 Ensaios de Toxicidade e Bioacumulagao

3.4.1 Metal

Uma solucéo estoque de cobre (I) em torno de 19@0L (1088,4 mg/L) foi
preparada, usando-se Cu&biL,O e agua ultrapurificada. Esta solucdo foi dilupdaia o
preparo das solu¢cdes adicionadas ao meio de c(fakeela 5). O meio ASMcontaminado
com metal foi ajustado para pH=6,0 usando solugéol/L de NaOH, uma vez que em
pH=8,0 o metal precipita na forma de hidréxido dére (Il) comprometendo estudos de
toxicidade e bioacumulacgao.

Observacédo: No caso do das solucdes de metais gsarnsaios, houve diferenca na
concentracdo dos estoques para cada micro-orgarmiemado a preparacdo ter ocorrido ao

longo dos experimentos.

No caso do presente estudo, usou-se como bioacgémwula processo de acumulo ou

captacao do metal em condi¢des de crescimentacéhetal no meio de cultura).



Tabela 5: Concentragdes de Cmo meio ASM-1 para cada micro-organismo

Concentracdes de Cu (lI)no meio de cultura

Monorraphidium sp. 0,7 mg/L 1,2 mg/L 4,4 mg/L 8,9 mg/L
Scenedesmus sp. 0,7 mg/L 1,2 mg/L 4,4 mg/L 8,9 mg/L
Oscillatoria sp. 0,6 mg/L 0,9 mg/L 4,6 mg/L 12,0 mg/L
Anabaena sp. 1,4 mg/L 1,8 mg/L 4,1 mg/L 8,8 mg/L

39



40

3.4.2 Cloroficeas

Para cada concentracdo de cobre foram inoculadaneimestéril 15 mL de micro-
organismos em frascos erlenmeyer de 500 mL cont2@donL de meio contaminado com o
metal. Também foram inoculados 15 mL de microaggas200 mL de meio ASM-1 isento de
cobre (pH= 8,0) em 200 mL de meio ASM-1 isento dlare a pH= 6,0, objetivando ter-se um
controle do teste e um controle da especiacao ¢a,mespectivamente.

O crescimento da populacdo de micro-organismosnfmitorado pela contagem de
células ao longo de vinte e oito dias. Esse peralitange todas as fases do crescimento
microbiano para as espécies selecionadas. A pdotidia da inoculacdo, foram feitas
contagens sistematicas ao longo do tempo das @sllfpnreparadas para o experimento. As
culturas do meio ASM-1em pH= 8,0 e do meio ASM{iH= 6,0 serviram como parametro

de referéncia para a avaliagéo da toxicidade deecsiibre as microalgas.

As determinacfes das concentracdes de Cu (llalrecem cada fase do estudo foram
realizadas em equipamento de espectrometria decabsatomica (Perkin Elmer, AAnayst
300). Para os testes de bioacumulacéo e toxicidaeen coletadas amostras de 5 mL das
culturas do experimento contaminadas com o metahdas em membrana milipore de
0,4um de porosidade e enviado o sobrenadante para&isean Foram monitoradas as
concentracdes ao longo dos vinte e oito dias atelorse as coletas a partir da adicao

instantanea do indculo até a interrupgéo do expetion

3.4.3 Cianoficeas

Para cada uma das quatro contaminacdes de colneincASM-1, foram inoculados
5 mL de cultivo em 10 frascos erlenmeyer de 200 gohtendo 50 mL de meio estéril
contaminado com o metal. Também foram inoculadod.%las cianobactérias em 10 frascos
erlenmeyer de 200 mL contendo 50 mL de meio ASMehtio de cobre a pH= 8,0 e meio
ASM-1 isento de cobre a pH= 6,0. No total foramiza&dos 60 frascos erlenmeyer com as
culturas para o0 experimento e o0 crescimento foi ito@do ao longo durante
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aproximadamente 28 dias utilizando o método do geso. A partir do dia da inoculagéo,
foram separados um frasco erlenmeyer de cada @yana determinar o peso sendo que as
culturas do meio ASM-1 e do meio ASM-1 a pH= 6,ovéeam como parametro para a

avaliacao da toxicidade do cobre sobre as cianébast

As medidas de concentracdo de cobre em solucam fimidas de forma anéloga as
realizadas nos testes com as microalgas. Parastes @0 longo do tempo, foi utilizado o
sobrenadante das amostras que foram centrifugaatasaputilizacdo no peso seco, onde
foram filtradas em membrana milipore Qu#% de porosidade e enviadas para as analises.
Foram monitoradas as concentragdes durante os &iott® dias alternando-se as coletas a

partir da adicdo instantanea do inoculo até arimpedio do experimento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Cianobactérias

4.1.1Anabaenasp.

A avaliacdo da toxicidade e da bioacumulacdo dglela Anabaenasp. encontra-
se representada pelos estudos do crescimentoadentracdo de cobre residual em solugéo
apos o processo. O crescimento da cianoba&éahaenasp. € apresentado na Figura 13
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—e—pH= 8,0 —a—pH= 6,0 —a—Cu ++ 1,4 mg/L
—»—Cu ++ 1,8 mg/L —x— Cu++ 4,1 mg/L —e— Cu++ 8,8 mg/L

Figura 13: Crescimento d&nabaenasp. no meio ASM-1 em pH= 8,0, no meio ASM-1 em
pH =6,0 e no meio ASM-1 com concentra¢cGes de cder#&,4 mg/L, 1,8 mg/L, 4,1 mg/L e
8,8 mg/L(o dia 0 do experimento corresponde ao dia da iagéol da cultura microbiana no

meio).
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De acordo com a Figura 13, o crescimento da cianébaAnabaenasp. em meio
isento de metal no pH= 8,0 atingiu 0 maximo de laissa produzida quando comparado com
0 crescimento em meio em pH= 6,0 e meio contamimado o metal. A densidade celular

correspondente foi de 452 mg/mL no vigésimo dia.

No meio em pH= 6,0 sem a contaminacdo do metalfawensiderado neste trabalho
como o pH padréo, a maior densidade celular alcnga fim do experimento foi de 414
mg/mL. Isto significou uma pequena reducao de 8iPtotal de células comparada com o
meio em pH =8,0. Este pH de referéncia foi testzala que houvesse compatibilidade entre
0 crescimento celular e a manutencdo do cobrernaafnica. Cabe ressaltar que ndo apenas
na concentracdo maxima, mas em todas as medidasndentracdo celular ao longo do
experimento, o pH= 8,0 favoreceu o crescimento ohieano. No pH= 6,0 todas as
concentracdes celulares estiveram abaixo daquelisadas em pH ideal (pH =8,0) embora

0 crescimento ndo tenha sido comprometido.

Na presenca de 1,4 mg/L de cobre, a densidadeacelahnabaenasp. atingiu um
méximo de 76 mg/mL, resultando numa diminui¢do gl 8 do crescimento comparado
com o padrao (meio ASM-1 a pH= 6,0). Nas conced@sage 1,8 mg/L, 4,1 mg/L e 8,8 mg/L
do cobre ibnico podemos afirmar que o micro-organisndo se desenvolveu. O grafico
mostra que desde a inoculacéo até o fim do expetana concentracdo de micro-organismo
permaneceu constante (9 mg/L de biomassa paracardoacédo de cobre igual a 1,8 mg/L,
6,5 mg/L para a concentracao de 4,1 mg/L e 5,5 rpgfa a concentracéo de cobre de 8,8
mg/L).

O crescimento dAnabaenasp. comeca a ser mais efetivo a partir do segpodto
para os cultivos sem metal, onde deu-se o iniciofada exponencial do crescimento
microbiano. Neste dia, a densidade celular ating88 mg/mL (meio ASM-1 sem
contaminagcdo do metal em pH= 8,0) e 146 mg/mL (n#&M-1 sem cobre e pH= 6,0),
acarretando uma reducao de massa de 22,3% naxfameeacial do crescimento comparado

com o meio em pH ideal (pH=8,0).

Em meios contaminados com cobre, ndo se obserpoesanca de fase exponencial
do crescimento, sendo este pouco pronunciado aio idd cultivo. Somente a partir do sexto
dia de cultivo se observa uma concentracdo cetplantificavel, particularmente no meio

contaminado com cobre na concentracao de 1,4 rRgila as demais concentracdes de cobre
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no meio, o crescimento do micro-organismo foi desiwel. Isso indica que o cobre afetou o
crescimento microbiano desde as fases iniciaissderd/olvimento celular.

As concentragbes de cobre (II) no meio ASM-1 aogtordo experimento de
bioacumulacao de cobre pélaabaenasp. sédo apresentadas na Figura 14.

Cu ++ (mg/L)

O T T T T
0 5) 10 15 20 25
tempo (dias)

—— 1,4 mg/L —=—1,8 mg/L ——4,1 mg/L —<— 8,8 mg/L

Figura 14: Concentracéo de Cu (Il) em solucdo ao longo dorerpato com anabaenasp.
nas concentracgdegiciais do metal de 1,4 mg/L, 1,8 mg/L, 4,1 mg/I8,8 mg/L (o ponto O

corresponde a concentracdo de cobre antes da alfigéiizro-organisma)

A observacéo da Figura 14 mostra que para as cwacées iniciais de cobre no meio
de 1,4 mg/L e 1,8 mg/L Anabaenasp. ndo captou metal, uma vez que a quantidadelde
no meio de cultura permaneceu constante ao longoddeo experimento. Nos valores de 4,1
mg/L e 8,8 mg/L de cobre no meio, ocorreram mudamga concentracdo do metal ja no
inicio do ensaio. Quando a concentracéo iniciata®e foi de 4,1 mg/L, houve uma reducao

de 36,6% no primeiro dia, atingindo 2,6 mg/L de @y e na concentragdo inicial de 8,8

2 A diferenca entre a quantidade inicial e a quadkédfinal de cobre no meio revela a

bioacumulacao de metal pelos micro-organismos.
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mg/L, a redugcdo da concentracéo foi de 68,2 % mogmo dia, chegando a 2,8 mg/L de
cobre.

Ao final do experimento, as concentracdes de cobmmeio atingiram seus valores de
concentracdo de equilibrio. Para a concentrac&@lirde 4,1 mg/L, a concentracdo final do
meio foi de 2,8 mg/L, apresentando uma reducadld&@@e acumulo de 0,065 mg (50 mL de
cultivo). Para a concentracéo inicial de 8,8 mgé.ndetal, a concentracdo de equilibrio foi
atingida em 3,1 mg/L com reducédo de 64,7% da cdragio inicial e acumulo de 0,285 mg
de cobre.

Quando se compara o crescimento celular (Figura E3pioacumulacao (Figura 14),
percebe-se que quanto mais cobre foi adicionadmedo, mais o crescimento daabaena
sp. foi afetado. Quanto maior foram as concentsagiecobre no meio, mais elevada foi a
bioacumulacdo do metal pelo micro-organismo. Patareentracdo inicial de 1,4 mg/L de
metal, houve a reducdo de 81,4% do crescimento @@up com o ideal e o micro-

organismo nao captou cobre do meio de culturaragolde todo o experimento.

Os resultados de concentracéo celular do microatsgen (Figura 13) mostram que
para o valor de concentracdo inicial de Cu (ll) meio de 1,8 mg/L, o crescimento da
Anabaenasp. foi totalmente inibido e os resultados de dtuoaulacdo (Figura 14) revelam
que para essa concentragcao do metal, 0 micro-ergammao acumulou quantidade de cobre

significativa.

J& para as concentrag@es iniciais de Cu (Il) dang/l e 8,8 mg/L, o crescimento
celular (Figura 13) foi totalmente inibido, embaraexperimento de bioacumulacdo (Figura
14) mostre valores mais elevados de acumulo desqudma a maior concentracao inicial do
metal no meio (8,8 mg/L). Quando a concentraca&udd]ll)foi de 8,8 mg/L, a Anabaena
acumulou 0,285 mg do metal, enquanto que para@otacao inicial de 4,1 mg/L, o micro-
organismo captou 0,065 mg de cobre (50 mL de @)ltiv

No estudo de Kiraret al (2008), a bioacumulagdo de cromo por cinco tiges
cianobactérias foi maior com o aumento da concefdrale metal, sendo o potencial de
bioacumulacdo para todas as cianobactérias maigaitt as concentracfes de metal mais
elevadas. Apesar das diferencas de condicfes teocuheio, metal, micro-organismos e

parametros avaliados, 0 mesmo pode ser comparato poesente estudo, onde um aumento
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na concentracdo de Cu (l)no meio de cultura auoteat bioacumulagcdo do metal pela

biomassa.

A seguir sdo apresentadas culturas da cianobacrébaenasp., (Figura 15)
cultivadas em meio ASM-1 isento de cobre e na pggsde concentracdo toxica do metal.

Figura 15: Cultivos deAnabaenasp. isento de Cu (ll)e na presenca de concentragcdo do

metal.

Para aAnabaenasp. a concentracdo de cobre de 1,8 mg/L j& inibialmhente o
crescimento do micro-organismo (Figura 13). A fggd5 indica que mesmo ndo se tendo
medido a atividade fotossintética, pode-se obsendaspigmentacdo da biomassa. Isto indica
gue de alguma forma o ion metélico interagiu comiamobactéria, comprometendo seu

metabolismo fotossintético.
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4.1.20scillatoria sp.

A toxicidade e a bioacumulacdo do Cu (ll) pé&scillatoria sp. encontram-se
representadas pelos estudos do crescimento e déidguke de cobre residual em solucao,
conforme o efetuado para o génfrmabaenasp.. Na Figura 16 sdo apresentadas as curvas de

crescimento da cianobacté@ecillatoria sp..
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Figura 16: Crescimento d®scillatoria sp. no meio ASM-1 em pH= 8,0, no meio ASM-1 em
pH= 6,0 e no meio ASM-1 com concentra¢gdes de cder@,6 mg/L, 0,9 mg/L, 4,6 mg/L e

12,0 mg/L ( o dia 0 do experimento foi o dia dacimacao da cultura microbiana no meio).

Pelo que pode ser visto na Figura d&rescimento da cianobacté@ecillatoria sp.
em meio isento de metal no pH= 8,0, atingiu os megiovalores de densidade celular
comparada com o crescimento em meio no pH= 6,Geunkivos contaminados com metal.
Ao final do experimento a densidade celular maxpaea 0 meio em pH= 8,0 foi de 414
mg/L enquanto que para o0 meio em pH= 6,0 sem awconacdo de cobre foi de 296 mg/L. A
diminuicao do pH de 8,0 para o pH padrao (pH= éé3ultou numa diminui¢éo de 28,5% no
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crescimento.Na Figura 16 pode-se notar que a fase lag de oreatd microbiano se
estendeu por mais tempo se comparada cAmabaenasp. (Figura 13).

A diminui¢do do pH= 8,0 para o pH= 6,0, também mrasl uma maior reducdo da
biomassa celular comparada com a reducdo do creswndaAnabaenasp. (para a
Anabaenasp., a reducdo da densidade celular méxima fd@,d4€%, enquanto que para a

Oscillatoria sp. a reducéo foi de 28,5 %).

A fase exponencial de crescimento se iniciou apreagamente no nono dia e a partir
desse ponto, o0 micro-organismo se desenvolveu magislamente, sendo o aumento da

densidade celular mais pronunciado, quando na eiasée cobre no meio de cultura.

A contaminagdo do meio ASM-1 com as concentrac@&sotire de 0,6 mg/L, 0,9
mg/L, 4,6 mg/L e 12,0 mg/L inibiram o crescimentutar, verificado pela concentracao

constante da biomassa ao longo do tempo.
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As concentragdes de cobre (II) no meio ASM-1, agtodo tempo de experimento
comOscillatoriasp. sdo apresentadas na Figura 17.
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Figura 17: Concentracdo de Cu (Il) em solucéo ao longo derxegnto deDscillatoria sp.
nas concentracoasiciais do metal de 0,6 mg/L; 0,9 mg/L; 4,6 mg/l120 mg/L (o ponto O
corresponde a concentracdo de cobre antes da aftiga@ro-organismo).

Pela andlise da figura, observa-se que para a®macoes iniciais de cobre de 0,6
mg/L e 0,9 mg/L (Figura 17), @scillatoria sp. ndo captou o metal, uma vez que os valores
de concentragédo de cobre no meio foram praticanoemigantes, permanecendo em torno do
valor inicial. Também analisando as concentrac@#,6 mg/L e 12,0 mg/L de Cu (Il
(Figura 17), pode-se visualizar que ocorreu a hivatacdo do metal pelo micro-organismo,

particularmente no inicio do cultivo.

No primeiro dia de experimento, quando o meio fmitaminado com 4,6 mg/L de
cobre, houve uma reducédo de 30,4 % do metal, atlogima concentracdo de 3,2 mg/L e
equivalente a 0,07 mg de cobre bioacumulado @stallatoria sp.( 50 mL de cultivo). Para a

concentracao inicial de 12,0 mg/L de cobre no mseoprimeiro dia de experimento ocorreu
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uma reducao de 64,2% do metal até o valor de 4/B ;ng quantidade de cobre acumulado

pela cianobactéria foi de 0,385 mg.

No décimo dia de experimento, as concentracdemimide 4,6 mg/L e 12,0 mg/L de
cobre cessaram de reduzir e atingiram valores ddileip de 2,1 mg/L e 3,5 mg/L,
respectivamente. Quando a concentracao inicialderd,6 mg/L, houve uma reducao de
54,3% da quantidade de cobre no meio, significamdoacumulo de 0,125 mg de metal. Ja
para ao valor inicial de 12,0 mg/L de metal no mai@oncentracdo do equilibrio teve uma
reducdo de 70,8% do total inicial de cobre e o atdnde total de cobre para essa

concentracéo foi de 0,425 mg.

Ao examinar em conjunto a densidade celular (Fid#ae a bioacumulacdo de Cu
(I) (Figura 17) verifica-se que para a adicdo dbre no meio, a bioacumulacdo s6 ocorreu
para as concentragdes iniciais de 4,6 mg/L e 140 rapesar do crescimento ter sido
completamente inibido. Para as menores concensagigais de cobre (0,6 mg/L e 0,9
mg/L), ndo houve crescimento ou alteracdo sigrifiaana presenca do metal no meio, ou

seja, &scillatoria sp. ndo acumulou cobre.

Nos valores iniciais de metal no meio de 4,6 mg/A2¢@® mg/L, o micro-organismo
nao cresceu e a concentracdo de cobre variou @d@rcho equilibrio. Para a concentracdo de
4,6 mg/L, aOscillatoria sp. acumulou no equilibrio 0,125 mg, enquanto gQaea a
concentracdo de 12,0 mg/L, a cianobactéria acummddy425 mg.

Pode-se também afirmar que quanto maior a congéuatide metal no meio, maior é o
potencial de bioacumulagéo da cianobactéria conerificado por Kiraret al( 2008).

Da Costa e de Franca (1998), investigaram o crestonda cianobactéri@pirulina
méximaem presenca de cadmio. A quantidade do metal lnoalado e as fracdes da parede
celular onde metal foi captado foram estudadasspalbores. Pode-se concluir que a maior
parte do cadmio ficou retida na fracéo lipidicapdaede e o metal alterou o crescimento da
cianobactéria, diminuindo a fase exponencial. Psga® conclusdes, pode-se fazer uma
analogia com o presente trabalho, onde o cobretdkico para aAnabaenasp. e a
Oscillatoria sp., e, provavelmente, foi acumulado na fracamlitp dessas cianobactérias

também.
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Cultivos daOscillatoria sp. na presenca de concentracdo toxica de calimié em

meio isento do metal sdo apresentados na Figura 18.

Figura 18: Cultivos deOscillatoria sp. isento de metal e na presenca de concentragcédo de
Cu(ll).

ParaOscillatoria sp., a concentracdo de 0,9 mg/L de cobre no neicutlura ja foi
inibitéria do crescimento (Figura 16) e a essa eotracdao do metal no cultivo também
visualiza-se uma alteracao significativa na cold@oago cultivo, devido a clorofila-a que é o
pigmento fotossintético da cianobactéria. Nesteo cemmbém, houve uma completa
despigmentacao da cultura. A presenca de Cu (lih@io a partir em 0,9 mg/L mostra que de
alguma forma houve interacdo do metal cof@szillatoria sp, 0 que afetou o processo da
fotossintese como ocorrido Aaabaenasp., em maior concentracdo de cobre ibnico no.meio
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4.2 Microalgas verdes

4.2.1Monorraphidiumsp.

O crescimento da microalga vertonorraphidiumsp. e a concentragdao de metal
residual em solucdo ao longo do experimento, sa@an8metros usados para avaliar a
toxicidade e a bioacumulacio do'ClNa Figura 19 é apresentado o crescimento da nigeroa

verdeMonorraphidiumsp.

Monorraphidium sp.
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Figura 19: Crescimento d&onorraphidiumsp. no meio ASM-1 em pH= 8,0, no meio ASM-
1 em pH=6,0 e no meio ASM-1 com concentra¢des deeade 0,7 mg/L; 1,2 mg/L; 4,4 mg/L
e 8,9 mg/L (o dia 0 do experimento foi o dia dacimacdo da cultura microbiana no meio e

dia inicial das medicfes sucessivas).

A andlise das curvas de crescimento (Figura 19ktnmaima similaridade entre as
curvas daMonorraphidiumsp. em meio isento de metal a pH= 8,0 e no meitasde metal a
pH=6,0 em termos de densidade celular final, apgsadiferencas observadas ao longo dos

cultivos.
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Para esse micro-organismo, o pH ndo alterou ggtifamente o valor maximo da

densidade celular atingida ao final do crescimento.

Quando a concentracéo inicial de cobre no meidddd,7 mg/L, houve uma reducao
no crescimento, onde a densidade celular maximaidé foi de 2,54.10células/mL. Essa
reducdo significou um decaimento no numero de aelde 29,2% se comparada com o

padréo (meio isento de metal e pH= 6,0), considierae a densidade final.

Ao analisar-se a figura antes do micro-organisnmayata densidade celular maxima,
verifica-se que para a concentracdo de 0,7 mg/lcalee iGnico, 0 crescimento n&o foi
distinto do padrdo até o %a. A partir desse ponto, a densidade celular atouede forma
suave até alcancar o valor maximo, atingindo, n@aréo, uma menor produtividade em

células, indicando certo grau de inibicdo do cresaio pela presenca do cobre.

Aumentando-se a concentracao inicial de cobre rio pgga 1,2 mg/L, o crescimento
da Monorraphidium sp. foi bastante comprometido. A densidade celaiaxima foi de
9,1.16 células/mL, significando uma reducéo de 74,6%nesaimento final comparado com

0 padrao, sendo que a diminuicdo do crescimerfitn gentida desde o inicio do experimento.

A adicdo de cobre nas concentragbes de 4,4 mg/L,9e n&/L, cessaram
completamente o crescimento da microalga. sendesesalores altamente toxicos a

Monorraphidiumsp.

Esses resultados de toxicidade do cobre revelaam @stacordo com o estudo de Yan
e Pan (2002) que demonstraram para as microdigasnedesmus obliquus, Chlorella
pyrenoidosae Closterium lunulaguanto maior foi a concentracéo inicial de colwamneio,

menor a concentracao de microalgas que se obteua do cultivo.

A Figura 20 a seguir mostra a concentracdo de débieo no meio de cultura ao

longo do tempo do experimento Bl@norraphidiumsp.
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Figura 20: Concentracdo de Cu (ll) em solugéo ao longo derxgnto dévionorraphidium
sp. nas concentracOmsciais do metal de 0,7 mg/L, 1,2 mg/L, 4,4 mg/B,8 mg/L (o ponto

0 corresponde a concentracdo de cobre antes deattignicro-organismo).

Ao avaliar a variacdo da concentracdo de cobreotuga@o (Figura 20) para os valores
iniciais de 0,7 mg/L e 1,2 mg/L, percebe-se queetaihrem solucdo permaneceu constante ao
longo de todo o experimento, revelando que a migaodMonorraphidium sp. néo

bioacumulou o metal nessas concentracdes.

J& ao analisar a variagdo das concentragfes iagacobre de 4,4 mg/L e 8,9 mgl/L,
vé-se que houve uma reducdo significativa da cdrasgio do metal no primeiro dia do
cultivo, mas em seguida, a variacdo foi pequenaoasguilibrio ser atingido. Quando a
concentracao inicial do meio foi de 4,4 mg/L, nongiro dia aMonorraphidiumsp. reduziu
56,8% da quantidade de cobre presente inicialmehtgando a concentracdo de 1,9 mg/L.
Para essa concentracdo, a microalga atingiu oilegoiem 2,5 mg/L de cobre no meio e um
acumulo de 0,38 mg (200 mL de cultivo). Para a entracéo inicial de 8,9 mg/L de cobre, a
microalga captou 35,9% do total de metal preseatmeio, atingindo uma concentracéo de
5,7 mg/L no primeiro dia. A concentracdo de Cu (id) equilibrio para essa concentracao
inicial foi de 6,7 mg/L e 0,64 mg de acumulo (200 de cultivo).



55

Comparando o crescimento (Figura 19) e as cong@etsade metal residual no meio
(Figura 20), percebe-se que o cobre so foi bioatasoupelo micro-organismo quando as
concentracdes do metal foram extremamente toxigagalga (concentracdes iniciais de
4,4 mg/L e 8,9 mg/L).

Na concentracéo inicial de 0,7 mg/L de metal noonuks cultura, pode-se perceber
que houve uma reducdo no crescimento da micro2@2 @) comparada com o padrao,
embora a avaliacdo da concentracdo de cobre entasol(Figura 20) mostre que a

Monorraphidiumsp. ndo bioacumulou metal a essa concentracaalinic

Para a concentracéao inicial de 1,2 mg/L de cobremeim, houve uma reducédo maior
do crescimento do que aquela apresentada paracantacao inicial de 0,7 mg/L. Essa
reducao representa uma diferenca de 74,6% compaomdad crescimento padrdo. Mesmo
com uma reducao significativa do crescimento daoalga, ao analisar a concentracdo de
cobre em solucédo (Figura 20), percebe-se auséecibichcumulacdo do cobre para essa

concentracao inicial do metal também.

Nas concentracdes iniciais de 4,4 mg/L e 8,9 mgéLcdbre, que impediram o
crescimento da microalga (Figura 19), os valore€d€ll) residual em solugéao (Figura 20)
revelam que houve mudancgas nas quantidades do meetakio de cultura com a adi¢cdo da
Monorraphidiumsp. Observou-se que houve uma redugao signifecatay concentracéo do
metal no primeiro dia do cultivo, e em seguida,agacdo foi pequena até o equilibrio ser
atingido. Na concentracéo inicial de 4,4 mg/L dbrepa microalga atingiu o equilibrio em
2,5 mg/L (acumulo de 0,38 mg em 200 mL de culte@ara o valor de 8,9 mg/L de cobre, o
equilibrio para essa concentragdo inicial foi derég/L (0,64 mg de acumulo em 200 mL de

cultivo).

Para a microalga verd&onorraphidium sp., cultivos isento de metal e em

concentracao inibitoria do Cu (1) (4,4 mg/L) sdostrados na Figura 21 abaixo.
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Figura 21: Cultivos da microalga verddonorraphidiumsp.isento de Cu (Il) e na presenca
de concentracao do metal.

Para a microalga verddonorraphidiumsp., a concentracdo de 4,4 mg/L de cobre
inibiu consideravelmente o crescimento e a paestal quantidade, a pigmentacdo do cultivo
foi alterada. Nesta concentracdo, houve uma degpigigdo total da cultura e provavelmente

o cobre interagiu na cadeia no mecanismo fotosgiatdesta microalga também.
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4.2.2Scenedesmusp.

A avaliacdo da toxicidade e da bioacumulacédo ddglaela microalgaScenedesmus
sp. encontra-se representada pelo crescimentceardeacdo da concentracdo de cobre em

solucdo. O crescimento da microalga ve3denedesmusp. € apresentado na Figura 22.

Scenedesmus sp.
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—>—Cu(ll) 1,2 mg/L —4&— Cu(ll) 4,4 mg/L —&— Cu(ll) 8,9 mg/L

Figura 22: Crescimento d&cenedesmusp. no meio ASM-1 em pH= 8,0, no meio ASM-1
em pH= 6,0 e no meio ASM-1 com concentra¢des desad 0,7 mg/L, 1,2 mg/L, 4,4 mg/L
e 8,9 mg/L (o dia 0 do experimento correspondeiaald inoculagdo da cultura microbiana

no meio).

De acordo com &igura 22, o crescimento da microal§eenedesmusp. em meio
isento de metal a pH= 8,0 foi semelhante ao do iseitto de metal a pH= 6,0 e também ao

do meio cuja concentracao inicial de cobre eran@iL.

A densidade celular maxima alcancada com o meiopkin 8,0 foi de 3,9.10
células/mL, enquanto que para o meio em pH= 6,0lig@iramente inferior (3,3.70

células/mL). Em relacdo aos meios contaminados owostal, observou-se para aquele
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contendo 0,7 mg/L de cobre uma densidade celulaxinmai de 3,9.10 células/mL,
concentracdo esta idéntica a do meio isento dd metd= 8,0 e melhor que em pH= 6,0.

A partir da concentracao de 1,2 mg/L de cobre medeerificar que o crescimento foi
afetado, ocorrendo uma diminuicdo de 42,4% da dadsicelular comparada com o padrao
(meio isento de cobre e pH= 6,0). O maximo de aunaedo de biomassa alcancada foi de
2,2. 10 células/mL. Pode-se perceber também que o crestireé foi afetado a partir do L0
dia, mas para os meios contendo cobre em concéesragais elevadas (4,4 mg/L e 8,9
mg/L) isso ndo foi observado. Portanto, essas ctregges foram altamente tOxicas a
microalgaScenedesmugp. como observado pardanorraphidiumsp.

A seguir, na Figura 23 é apresentada a concentidgambre (II) no meio ASM-1
durante o crescimento &cenedesmusp.
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Figura 23: Concentracdo de Cu (ll) em solucédo ao longo derxgnto deScenedesmusp.
nas concentracdesiciais do metal de 0,7 mg/L, 1,2 mg/L, 4,4 mg/I88 mg/L (o ponto O

corresponde a concentracao de cobre antes da aldigéro-organismo).
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Ao estudar a bioacumulacdo para as concentrac6@s dag/L e 1,2 mg/L de metal
no meio observa-se que a quantidade de cobre pecamamraticamente constante ao longo
de todo o experimento, revelando que a micro8igenedesmusp. ndo captou o metal em
solucdo, comportamento semelhante advidmorraphidiumsp. Quando as concentracdes
iniciais de cobre foram de 4,4 mg/L e 8,9 mg/L oeoruma reducdo significativa da
concentracdo do metal no primeiro dia do estudm Baoncentracéo inicial de cobre de 4,4
mg/L a reducédo foi de 75%, chegando ao valor den/L. do metal no meio enquanto que,
para o valor inicial de 8,9 mg/L, a reducdao foidamaior (81%) atingindo uma concentracao
de 1,7 mg/L.

Seguindo o experimento, as concentracdes de cabrmeailo variaram pouco até
atingir o equilibrio. No equilibrio, a concentragimmeio de cultura foi de 1,7 mg/L de cobre
residual para 4,4 mg/L de metal inicial, o que icgm uma reducéo total de 61% e um
acumulo de 0,54 mg. Em relacdo ao meio contendong/® de cobre, a concentracao de
equilibrio foi de 2,1 mg/L, expressando uma redud#d6% e um acumulo de 1,36 mg (200

mL de cultivo).

No caso da microalga marinfdaeodactylum tricornutujuma reducéo de 50% do
crescimento ocorreu na concentracdo de 0,1 mgm &Chl, 1995), inferior as empregadas
neste estudo. Ja a concentracdo de 1,0 mg/L indialmente o crescimento. Pode-se

perceber que a sensibilidade ao cobre varia estilezarsas espécies de microalgas.

No estudo de Sabatinit al (2009) observou-se diferentes suscetibilidadesohoe
para as microalga€hlorella kesslerie Scenedesmus vacuolatigerificou-se que par®.
vacuolatus 0 aumento na concentracdo de colm@ meio alterou significativamente
parametros metabdlicos a partir de concentra¢cfés lmaaas. Ja par@. kesslerindo houve

mudanca significativa nos parametros para as mesomagntracoes.

Quando se compara toxicidade (Figura 22) e bioatagaa (Figura 23), percebe-se
que o cobre s6 foi bioacumulado p8aenedesmusp quando as concentragcdes do metal
foram extremamente toxicas (4,4 mg/L e 8,9 mg/ioheediram o seu crescimento, conforme

verificado para &onorraphidiumsp..

Nas menores concentracdes iniciais de metal (O/L md.,2 mg/L) nota-se que nao

houve diminuicéo do crescimento da microalga naeoimacédo de 0,7 mg/L (Figura 22), mas
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para 1,2 mg/L ocorreu uma reducéo de 42%, quandpa@das com o padrao (pH= 6,0).
Entretanto, os resultados de bioacumulagéo (Fi@@)amostraram que a microalga nao

captou o metal.

Foram investigadas a biossor¢cdo de zinco, o efmbye o crescimento e sobre o0s
parametros metabdlicos (peso seco, carotendidesofid-a e b, e aminoacidos) das
microalgas Scenedesmus obliquus Scenedesmus quadricaudan concentracbes que
variaram de 0 a 8,0 mg/L de zinco (OMAR, 2002). resultados mostraram que quanto
maior a concentracdo de Znmais elevada foi a adsor¢do do metal, sendo quatas
concentragdes de zinco inibiram o crescimento atig&glades metabdlicas. No entanto, as
baixas concentrac6es do metal induziram um aunuaxatividades metabdlicas para ambas
as microalgas. Esses resultados corroboram o giee ger visualizado na Figura 24, onde o

aumento da concentracdo de metal no meio afetogneeptacdo d&cenedesmugp., sendo

gue o0 mesmo ocorreu conivenorraphidiumsp. (Figura 21).

Figura 24: Cultivos de Scenedesmusp. em meioisento de metal e na presenca de

concentracéo de cobre (4,4 mg/L).
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O efeito téxico do cobalto no crescimento e na tjdade de pigmentos produzidos
pela microalga verd®onorraphidium minutune pela diatomacehlitzchia perminutafoi
avaliado por Sheekbt al. (2003). Os autores observaram que em altas coagées, o
crescimento e a pigmentacédo foram inibidos, engugoe em baixas concentracdes foram
pouco aumentados. Esses resultados estdo de awomidm que se pdde visualizar nos
cultivos paraMonorraphidium sp. (Figura 21) eScenedesmusp. (Figura 24), onde

concentracdes de metal inibitérias do crescimezwtaram a uma total despigmentacao.

No trabalho de Perales-Ve&d al (2006) estudou-se o efeito de concentracbes sub
letais de cobre no crescimento, na quantidadegiaquitos fotossintéticos e na respiragdo de
Scenedesmus incrassatukisoncluiram que o crescimento foi o mais sensivatlicdo do

metal quando comparados com a fotossintese e isaEsp

4.3 Comparagéao dos resultados dos micro-organismos

Para uma maior compreensdo do comportamento deos-organismos estudados, elaborou-
se a Tabela 6 na qual sdo apresentados valoresidwila de metal para as concentracdes
iniciais de cobre e se ocorreu o crescimento. Aggide-se verificar a ordem de toxicidade e

da bioacumulacdo das microalgas verdes e cianolzasceéimpregadas neste estudo.



Tabela 6: Acumulo de cobre para as concentracgdes iniciaisgeitnento celular.
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Concentrac¢des iniciais de Cu (Il) no meio de cultufAcumulo / Crescimento

Monorraphidium sp.

0,7 mg/L iniciall ndo
acumulou/cresceu

1,2 mg/L/ndo acumulou/
diminuiu o crescimento

4,4 mg/L/ 0,38 mg de
acumulo/ ndo cresceu

8,9 mg/L/ 0,64 mg de acum|
/ ndo cresceu

Scenedesmus sp.

0,7 mg/L iniciall ndo
acumulou/estimulou o
crescimento

1,2 mg/L/ ndo acumulou/
diminuiu o crescimento

4,4 mg/L/ 0,54 mg de
acUmulo/ ndo cresceu

8,9 mg/L/1,36 mg de acumy
nao cresceu

Oscillatoria s 0,6 mg/L/ ndo acumulou/n&o0,9 mg/L/ ndo acumulou/ na 4,6 mg/l/ 0,5 mgde |12,0 mg/L/ 1,7 mg de acum|
b- cresceu cresceu acUmulo /ndo cresceu / ndo cresceu
1,4 mg/L/ ndo

Anabaena sp.

acumulou/redug&o no
crescimento

cresceu

1,8 mg/L/ ndo acumulou/ ndo4,1 mg/L/0,26 de acumulq

nao cresceu

)/ 8,8 mg/L/ 1,14 mg de

acUmulo/ ndo cresceu
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Uma vez que o volume empregado nos ensaios corarazbactérias foi de 50 mL e
para as microalgas verdes foi de 200 mL, portapiongécessaria a normalizacdo dos
resultados para o volume de 200 mL. ApOs essa tiaagao da bioacumulacéo, pode-se
comparar quantitativamente o acumulo/captacdo dwecdNa tabela comparativa dos
resultados (Tabela 6) observa-se a quantidade bee acumulada (mg) e se ocorreu o

crescimento do micro-organismo nessas concentragbestal

Na andlise dos resultados, pode-se perceber giama@bactéridOscillatoria sp. foi a
mais sensivel a presenca de cobre, onde o metdetidi desde a menor concentracdo
adicionada no meio (0,6 mg/L) e que a microalgae8cenedesmugp. foi a mais resistente,
onde a concentracdo de 0,7 mg/L estimulou seuioresto. Portanto, a sensibilidade ao
cobre teve a seguinte ordem entre os micro-orgasisestudadosOscillatoria sp. >
Anabaenasp.> Monorraphidiumsp. >Scenedesmusp..

Nas observagbes da Tabela 6 juntamente com ostadss especificos de
crescimento, pode-se perceber que o micro-organisaie sensivel ao cobre foi aquele que
comparativamente captou/acumulou maior quantidademetal, aOscillatoria sp.. A
microalga verdé&scenedesmusp, foi 0 micro-organismo mais resistente a pregsele cobre
no meio e nao houve relagéo entre a quantidadelite acumulado e sua toxicidade. Pode-se
entdo ordenar os micro-organismos de acordo comatmses de acumulo de cobre. A
bioacumulacdo foi maior entréscillatoria sp. > Scenedesmusp. > Anabaenasp. >

Monorraphidiumsp..
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5 CONCLUSOES

Neste estudo, verificou-se que as microalgas veedes cianobactérias possuem

diferentes sensibilidades ao metal cobre (1I).

As microalgas verdes foram mais resistentes a pgasge cobre no meio de cultura
do que as cianobactérias.

As concentracfes mais elevadas de metal cessammpletamente o crescimento
celular das cianobactérias das microalgas verades¢atracdes entre 4,1 mg/L e 12,0 mg/L

de cobre).

Cobre (Il) inibe o crescimento da microaligenorraphidiumsp. ja na concentracdo
de 0,7 mg/L e a concentracdo de 4,4 mg/L foi seri@mente toxica para cessar o

crescimento.

Scenedesmusp. foi 0 micro-organismo mais tolerante, a comagéo do meio. A
concentracdo de 1,2 mg/L de Cu (ll) j& inibe o @resnto. E a concentracdo de metal de 4,4

mg/L do também foi letal a microalga.

Para a cianobactérnabaenasp., o cobre na concentracdo de 1,4 mg/L pratictene
cessou o crescimento microbiano, e a partir daesdgregao de 1,8 mg/L de Cu (Il)no meio

de cultura, o crescimento celular foi totalmentbido.

A cianobactérieDscillatoria sp. foi 0 micro-organismo mais sensivel a presetg;a
cobre no meio de cultura. A adicdo de 0,9 mg/L d€IQ ja foi suficiente para comprometer

todo o crescimento.

Cianobactérias e microalgas verdes foram capazesutar cobre do meio quando
contaminadas com as concentracdes de Cu (Il) éyitneg/L e 12,0 mg/L.

As microalgas verdes acumularam cobre nas congéesale Cu (Il) entre 4,1 mg/L e
12,0 mg/L que foram inibitorias do crescimento. Umeior concentracao inicial de cobre no

meio levou a uma maior captacao.
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A bioacumulagdo de metal também ocorreu nas ciaté@tas para as concentracoes
de cobre entre 4,1 mg/L e 12,0 mg/L. Uma maior eatracao inicial de cobre no meio
também levou a uma maior captacdo do metal paedasloactérias, semelhante as microalgas

verdes. Quanto maior foi a concentracao iniciaipmi@i o acumulo.

Pode-se concluir que cobre afetou negativamentatopl&ncton, com isso 0s
resultados possibilitam o uso potencial das ciactébas e microalgas verdes como
indicadores ambientais, sejam em estudos de gdelida agua, de comprometimento da

cadeia tréfica, ou ainda em biomonitoramento deeefies contaminados com metal.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

» Ensaios com a cianobacté@acillatoria sp. com concentragdes inferiores a 0,6 mg/L
de Cu (ll).

« Ensaios semelhantes ao deste trabalho, utilizanttos metais essenciais aos micro-
organismos, com o ferro.

« Ensaios com 0s micro-organismos utilizados enretites pHs.

* Ensaios com os micro-organismos sob condicfescoaservativas de nutricao.
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Anexo 1- Acervo Fotografico

Fotomicrografia (microscopio 6tico, aumento de 10@@es) deMonorraphidiumsp. em

meio isento de cobre e pH= 8,0.
Fonte: Acervo de Carolina B. Marini

.
m
7. ]

Fotomicrografia (microscépio 6tico, aumento de 18P6m deMonorraphidiumsp. em meio

contaminado com cobre e pH= 6,0.
Fonte: Acervo de Carolina B. Marini

Ao observar as culturas ddonorraphidiumsp., ndo percebe-se mudancas na morfologia

guando ha contaminag&o com o cobre (II).
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Fotomicrografia (microscopio 6tico, aumento de 1@p@de Scenedesmugp. em meio isento

de cobre e pH= 8,0, mostrando um cendbio de 4a=lul

Fonte: Acervo de Carolina B. Marini

Fotomicrografia (microscopio 6tico, aumento de 40Q0de Scenedesmusp. em meio

contaminado com cobre e pH= 6,0.

Fonte: Acervo de Carolina B. Marini

Também nédo houve mudancas na morfologia da céuscenedesmusp quando as culturas

foram contaminadas com cobre (1), apesar do cesdbrem menos presentes.
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Fotomicrografia (microscopio 6tico, aumento de 1@p@deAnabaenasp. em meio isento de

cobre e pH= 8,0.

Fonte: Acervo de Carolina B. Marini

Fotomicrografia (microscépio otico, aumento de 4¢0 de Anabaena sp. em meio

contaminado com cobre e pH= 6,0.

Fonte: Acervo de Carolina B. Marini

Quando se observa a morfologia Aeabaenasp. em meio contaminado com cobre(ll),

verifica-se também que ndo houve mudancgas em sma flomo nas microalgas verdes.
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(4 N
Fotomicrografia (microscopio 6tico, aumento de #pde Oscillatoria sp. em meio isento de

metal e pH= 8,0.

Fonte: Acervo de Carolina B. Marini

r ﬂ..bt

a) b)
Fotomicrografia (microscépio 6tico, aumento de 18D8eOscillatoriasp. a) em meio
isento de metal e pH= 8,0 e b) em meio contamicadocobre e pH= 6,0.

Fonte: Acervo de Carolina B. Marini

Ao observar também a morfologia da cianobact@saillatoria sp.,percebe-se inalterada sua
forma em meio contaminado com o cobre como nasalgas verdes e rnabaenasp.



Anexo 2- Dados Experimentais

Dados de crescimento: dia e concentracdo em mg/L.

Anabaena sp.

76

dia pH= 8,0 dia pH=6,0 dia 1,4 mg/L dia 1,8 mg/L dia 4,1 mg/L dia 8,8 mg/L
0 12 0 68 0 16 0 10 0 10 0 20
2 22 2 16 2 8 2 6 2 2 2 2
6 188 6 146 6 66 8 12 8 10 6 8
8 240 10 200 8 52 10 8 10 6 8 4
15 430 13 312 10 78 13 2 13 2 10 4
20 452 15 414 13 82 15 18 15 10 13 4
22 434 22 410 20 70 20 8 20 6 15 4
22 76 22 8 22 4 20 2
22 2
Dados concentracéo de cobre ao longo do tempo:

dia Concentragdes residuais de cobre no meio de cultu(eng/L)

0 1,4 1,8 4,1 8,8

1 1,4 1,6 2,6 2,8

3 14 1,7 2,4 2,9

8 14 1,8 2,4 2,8

9 1,5 1,7 2,5 2,8

11 1,4 1,8 2,7 2,6

14 15 1,8 2,7 3

16 1,4 1,6 2 2,3

21 1,3 1,8 2,4 2,8

23 1,8 1,8 2,8 3,1




Oscillatoria sp.

Dados de crescimento: dia e densidade celular efin. mg

1

dia pH=8,0 pH=6,0 Cu 0,6 mg/L Cu 0,9 mg/L Cu 4,6tg/L Cu 12,0 (mg/L)
0 38 16 38 38 44 36

2 6 4 12 6 12 18

9 40 32 18 4 20 16

20 320 200 18 8 22 10

24 380 278 26 26 22 32

27 414 296 28 58 26 36

Dados concentracéo de cobre ao longo do tempo:

dia Concentracdes residuais de cobre no meio de cultufeng/L)

0 0,6 0,9 4,6 12
1 0,7 1,1 3,2 4,3
3 0,7 1,1 3 4,5
7 0,7 1,2 2 3,7
10 0,7 1 15 3
21 1 1,1 1,6 3,1
28 0,9 0,9 2,3 29
31 0,7 11 2,1 3,5




Dados de crescimento: dia e concentracdo em céhllg®= densidade celular).

Monorraphidium sp.
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Dia pH=6.0 Dia Cu 0,7 mg/L Dia Cu 1,2 mg/L Dia Cu 4,4 mg/L Dia Cu 8,9 mg/L
0 8,00E+05 0 8,00E+05 0 8,00E+05 0 8,00E+05 0 8,00E+05
1 1,18E+06 1 1,15E+06 1 9,70E+05 1 6,50E+05 1 6,25E+05
2 2,48E+06 3 3,73E+06 2 2,58E+06 2 1,10E+06 2 1,20E+06
4 4,85E+06 7 6,63E+06 4 2,34E+06 3 1,20E+06 3 8,70E+05
9 8,53E+06 11 8,70E+06 7 2,53E+06 4 1,09E+06 4 1,04E+06
14 1,59E+07 14 1,45E+07 8 3,09E+06 7 1,19E+06 7 9,35E+05
17 3,51E+07 17 1,99E+07 9 3,15E+06 8 1,10E+06 8 1,10E+06

21 3,59E+07 21 2,53E+07 10 3,98E+06 9 1,20E+06 9 8,07E+05

22 2,54E+07 11 5,58E+06 10 9,50E+06 10 1,20E+06
15 7,50E+06 11 8,80E+06 11 9,05E+05
17 9,45E+06
21 9,10E+06
Dia D pH=8.0
0 8,00E+05
1 1,35E+06
2 2,44E+06
3 4,48E+06
7 9,05E+06
9 1,19E+07
10 1,27E+07
11 1,63E+07
14 3,29E+07
22 3,73E+07

Dados concentracéo de cobre ao longo do tempo:

dia Concentracdes residuais de cobre no meio de cultu(eng/L)
0 0,7 1,2 4,4 8,9
1 0,6 1,2 1,9 5,7
2 0,5 1,2 1,9 6,7
4 0,8 1,3 2,2 5,8
8 0,6 1,2 2,2 6,2
12 0,6 1,2 2,3 6,2
15 0,6 1,3 2,2 6,2
18 0,4 1,2 2,3 6,7
24 0,4 0,9 2,5 6,7




Scenedesmus sp.

Dados de crescimento: dia e concentracdo em céhllas
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Dia | pH=8.0 Dia pH=6.0 Dia | cuo7mgl| Dia |Cul2mgl| Dia | Cu4dmgl| Dia (;;‘g?tg
0 3,77E+05 0 3,77E+05 0 3,77E+05 0 3,77E+05 0 340BE 0 3,77E+05
1 1,17E+06 1 7,05E+05 1 5,05E+05 1 4,50E+05 1 6tB6E 1 4,80E+05
2 1,20E+06 2 1,33E+06 2 1,26E+0 2 1,71E+06 2 #B6E 2 5,67E+05
4 4,46E+06 4 2,50E+06 3 1,61E+0 3 1,55E+06 3 8;06E 3 6,10E+05
7 5,10E+06 7 4,12E+06 4 4,23E+0 4 2,22E+06 4 8;06E 4 6,60E+05
10 1,54E+07 10 1,21E+07 7 4,37E+0 7 3,24E+06 7 0BBYD5 7 6,80E+05
11 3,24E+07 11 1,59E+07 10 1,04E+0] 8 5,95E+06 10 50805 10 7,72E+05
15 3,91E+07 16 3,33E+07 11 1,65E+0f 12 1,55E+07 11 8,75E+05 11 7,96E+05
17 3,70E+07 18 3,26E+07 15 3,63E+0F 15 1,98E+07 12 1,04E+06 12 8,87E+05
18 3,91E+07 18 2,25E+07 15 1,27E+04 14 1,02E4
18 8,40E+05 18 1,15E+0
Dados concentracéo de cobre ao longo do tempo:
dia Concentracdes residuais de cobre no meio de cultu(eng/L)
0 0,7 1,2 44 8,9
1 0,7 1 1,1 1,7
2 0,7 1,2 13 1,6
4 0,4 0,4 14 2
8 0,7 0,9 2,8 1,5
11 0,5 0,7 1,8 1,9
16 0,4 0,7 05 1,7
22 0,4 0,4 1,7 2,1




Trabalho apresentado no SINAFERM 2009.
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RESUMO

Foram avaliados o efeito foxico ¢ a bivacumulagdo de cobre (I} em duas espécies de
microalgas, Scenedesmus sp. ¢ Monorraphidium sp.. O experimento de toxicidade consistiu
em inocular as microalgas em meio ASM; com e sem a presenga de cobre (pH= 80, pH= 6,0
izento de cobre e meio em pH=6,0 com concentragbes de cobre de 0,7mg/L, 1.2 mg/, 44
mg/L e 8,9 mg/L) onds, o gfeite toxice de cobre foi monitorade per contagem celular ao
longe do experimento. A bivacumulacdo do metal foi avalinda pela determinagdo da
concentragdo de cobre em solugdo ao longo do experimento. O efeito toxico do metal foi
diretamente proporcional a concentragdo inicial de cobre (1), pois a medida gue aumentou-
5e a concentragiio do metal, o crescimento diminuin. 4 bicacumulagio também teve uma
relagdo direta com a tolerdneia do micro-organisme ao metal, onde, as concentracdes
iniciais mais elevadas de cobre em solucdo apresentaram wm maior decaimento e impacto no
crescimente. 05 resultados obtidos permitem sugeriv que cobre (II) tem efeifo negative no

ﬁl‘qpla.ncfﬂn proponde o emprego das microalgas Scenedermus sp e Monorrgphidium =p.
como espécies potenciais para eshudos ecotoxicoldgicos.

Palavras-chave: Scenedesmus sp.; Monorraphidium sp.; Cobre; Toxicidade; Bioacunmlagio
INTRODUCAO

Microalgas e clanobacténas tm side amplamente recomendadas para biomonitoragio de
metals pesados e outros poluentes (Tripathi ef al, 2003), sendo as microalgas consideradas
mdicadores sensivels as alteracdes ambientais e ufilizadas comoe organismos testes na
regulamentaciio dos niveis de metal no meio aguatico (Levy ef al., 2007). As microalgas sdo
produtores primarnios da base da cadeia ahmentar aquatica e s3o as primeiras a serem afetadas
pela poluigio por metais pesados (Satoh ef al., 2005). Resultados de testes de toxicidade de
metals pesados empregando microalgas fmnncem informagdes Importantes para estimar
concentragles ecotoxicas e para predizer o impacto ambiental da poluigio (Sawch er al.,
2005).

O cobre & um mutriente essencial para a vida agquatica, embora a sensibilidade ao metal varie
entre as microalzas (Yan & Pan, 2002}, podendo até ser téxico em concentragdes baixas come
1 pg/L (Levy et al, 2007). De acorde com Enaner et al. (1997) a toxicidade do cobre deve-se
principalmente aos ions livres. As fontes de cobre no meio ambiente podem ser nafurais on
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antropogénicas, tals como mineragdo, fertilizantes, pesticidas, algicidas e tintas anfi-
incrustrantes (Stauber & Daves, 20000,

A bioacumulag#o de cobre por microalgas consiste muma rapida adsorgdo dos ions metalicos
na superficie celular e numa lenta captacdo infracelular, dependente de um metabolizmo ativo.
A 1* etapa € reversivel e ocome porgue a superficie das algas contém um nimero de grupos
funcionais com alta afinidade pelos ions metalicos e possuem uma carga negativa liquida,
proveniente principalmente de grupos carboxilicos, fosfaticos e sulfidnicos (Knauer et al,
1997). A toxicidade do cobre mas microalgas € geralmente manifestada somente apos a
captacdo intracelnlar do metal (Stauber & Dawves, 2000), sendo este processo normalmente
ireversivel e devido a viros mecanismos, principalmente difusfo para o interior da célula e
higacio com proteinas e cutros sities (Knyueak & Volesky, 19897

O objetive do presente trabalho foi investigar a toxicidade e a bioacummlacio do Cu (II) por
duas microalgas verdes (Scenmsdesmus sp. e Monorraphidivm sp.) em meio de cultura
contamimado por gquatro concentragdes distintas do metal.

MATERIAIS E METODOS

Microalgas

As microalgas da classe Chlorophyecenes: Scenedesmus sp. e Monorraphidium sp. Utilizadas
neste estudo foram cedidas pelo Departamento de Toxicologia de Cianobactérias do Instituto
de Biofisica da UFRI.

Meio de culiura

O meio de cultura utilizade nos experimentos foi o meio mineral ASM; (Gorthan er al,
1964) ennquecide com solugdo de vitaminas (Biz: 0.5 pg'l, Tiamma: 0,1 mgT e Biotma: 03
pg/L). O pH inicial do meio foi ajustado para 8,0 usande solugio 1M de NaOH. O meio e
tedos os utensilios experimentals foram esterilizados em autoclave durante 20 minutos, a
121°C e pressdo de 1,1 atm_

O meio ASM; contanunade com metal fol ajustado para pH=46,0, uma vez que em pH=20 0
metal se precipita na forma de hidréxido de cobre (II).

Condicdes de cultive

As mieroalgas foram cultivadas em frascos erlemmeyer de 200 ml., contendo 100 mL de
meio de cultura, 0.1 mlL de solucio de vitaminas e 10 mlL de moéculo, em cimara de
germinagio (347-CDG da marca Fanem) a 23°C, durante ciclo claro-escuro de 12k usando 4
lampadas flnorescentes de 20W LD cada. Selugido de cobre (IT) de 10824 mg/T foi preparada
com CuS0y 5H,0 e dgua ultrapunificada. Esta solugio for diluida para o preparo do meic de
cultura ASM,; contaminade com o metal em guatre concentragies distintas (0,7 mg/L, 1.2
mgTl. 44 mgTl e 89 mz1) Os experimentos foram condumdos até a fase estacionana de
cresciments dos micro-organismos ser atingida (aproximadamente 23 dias).

Medida da concentracio de cobre em solugio e crescimento das microalgas

A concentragio de cobre no meio de cultura foi medida em amostras coletadas ao longo do
tempo e filiradas em membrana de éster de celulose de 0,43 pm (Millipore). As concentracdes
de cobre em solugdo foram determinadas por espectrometria de absorgdo atémica com chama
(Perkin-Elmer A Analyst 300). O crescimento microalgal foi momitorado por contagem direta

82



LR )

e XVII SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS

Natal / RN 02 a 05 de agosto
Sl 2009

em cimara de contagem Fuchs-Fosenthal por microscopio otico (Axioskop 40 da marca
Zeiss) com objetiva de 20.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Experimentos com Monerraphidinm sp.
O crescimento da microalza Monorraphidium sp. e a concentragdoe do cobre em solugdo ao
lengo do tempo estio apresentados nas Figuras 1 e 2

TR

1w 18 0 il

fempo (discy
—a—Emanoo pH = 8,0 ——Branoo pH = 80 —a— Cullp 2.7 mg/L
—w—Cufll] 1.2 mQiL.  —a—0Cu (] 4.4 mQiL. —— Cusll} 2.8 ma/L

13

Figura 1: Crescimente de Monorraphidium sp. no meio ASM) em pH=80, no meic ASM;
em pH=6,0 & no meio ASM) com concentragies de cobre de 0,7 mg/L; 1.2 mg/l; 44 mgT e
89 mgT.

2 ]
E |
1 47
b
& ———
2 L L
———
1] r T r r 1
] ¥ 10 15 20 25
tempo (diag)
——0Tmgll.  —=—12mgilL  —a—44magll x5S mglL

Figura 2: Concentragdo de Cu (II) em solugio ao longo do expenmento de Monorraphidium
3p. nas concenitagdes iniciais de 0.7 mg/L; 1.2 mgT; 44 mgT e 89 mgT.
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De acordo com a Figura 1, o crescimento da microalga em meio isento de metal em pH=80
mostrou-se superior ao de pH=60. Observa-se que com melo contendo cobre nma menor
concentragdo (0.7 mg/T) houve dininniciio do crescimento da microalga, mas nio ocomen
redugio da concentragio inicial de cobre (Figura 2), oun seja, ndo houve bicacumulacdo. Na
concentragdo de 1.2 mg/L de cobre (II) ndo foi observada ao longo do crescimento uma fase
exponencial definida, sendo que, também nfo ocomren dimmmg#o da concentragio de cobre
(Figura 2). Nasz demais concentrages (4.4 mgT e 89 mgT de cobre (II) imicial) a
Monorraphidium sp. ndo crescen, por outro lado, ocomen uma redugdo de 37 % na
concentragdo inicial de cobre (IT) de 4.4 mg/L e de 36 %: quando a concentracio micial era de
8.9 mgT.

Experimento com Scenedesmus sp.
Oz resultados dos experimentos com a Scenedesmms sp. estio apresentados nas Figuras 3
4

chen o clavche coadu ba (el

SREEE

—

3 Rl 16 20 25

tempo (diag)
—a—Eranoo pH=8,0 —a—Branoo pH=8,0 —a— Culll} 8.7 m@/L
—e—Calll] 1.2 mglL. —a—Culll) 44 mgll.  ——Cuill} 8.8 ma/L

(-]

Figura 3: Crescimento de Scenedesmius sp. no meio ASM,; em pH=80, no meio ASM; em
pH=6.0 & no meio ASM; com concentragies de cobre de 0,7 mgL; 1,2 mgl; 44 mgT ¢ 89
mgT.
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Figura 4: Concentragiic de Cu (II) em selugio ao longo do experimento de Scenedssmus sp.
nas concentragdes imeiais de 0.7 meT: 1.2 meT; 44 mgT e 89 mgT.

Para a microalga Scenedesmus sp., o crescimento em pH=2.0 também mostrou-se superior
a0 de pH=6,0 (Figura 3). Na concentragio de 0,7 mg/L de cobre imicial, o crescimento foi
similar a0 meio 1sento de metal, onde ndo ocorren dinimmicdo da concentragdo de cobre no
micio do expermmente (Figura 4). Na concentragio de 1.2 mg/L pode-se observar uma redugio
na fase exponencial de crescimento, (Figura 3), embora nio tenha ocomde diminmigio da
concentragdo de cobre inicial. WNas concentragdes de 4.4 mg/L e £9 mg/L de cobre inicial,
Scenedesmus sp. também ndo crescen como Monorraphidium sp. (Figura 1). Por oufro lade,
verificou-se uma diminmgde da concentragdo de cobre imicial de 4.4 mgT em 75% da e de
20,8 Ve para a concentracio micial de cobre de 8 9mg/T.

No estudo de Yan e Pan (2002) foi avaliado o crescimento e a bicacumilagio do cobre por
Chlorella pyrenoidasa, Scenedesmus obliguuus e Closterium hinula. Os autores determinaram
a concentracio efetiva de cobre que imbe o crescimento da microalga em 50 % em 96h. Uma
avaliagio do estudo de comportamento das microalgas do estude de Yan e Pan (2002), revela
uma similaridade com este frabalho, onde uma menor acumulagiie micial de cobre pelas
microalgas pode ser a respensavel pala maior tolerdneia ao metal.

Embora as condigdes de cultive, concentragdes do metal, e diferentes meio de cultura, pode-
se perceber que um actinmle de metal por diversas microalgas (dinmnuicio da concentragio
de cobre em solugdc) mibe o crescimento. Exemplo disso € o trabalho de Mei er al (2002),
onde foram examinades o crescimento e a acummlagdo de cobre por Scenedesmis subpicatus,
& verificou-se que a concentragio mtracelular de cobre aumenton de 38,1 gl a 1143 pgL
por célula, quando a imibicio do crescimento atingin cerca de 0% Ouire exemplo € o
trabalho de Fargasova er al. (1999), que mostrou que a captagio de Cu’ por Scenedesmus
quadricauda ficou em 176 % gquando o crescimento microalzal caim em 50%
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CONCLUSOES

Neste estudo, verficou-se que as microalgas Momorraphidium sp. e Scemedesmus sp.
possuem diferentes semsibilidades ao metal cobre (II). No caso de Monorraphidium sp., a
concentragio que inibe o crescimento comeca em 0.7 mg/L de cobre Ja para Scenedesmus sp.,
a concentragdo que comeca a inibir o crescimento mictobiano, fica em 1.2 mg/L de cobre.
Para as concentracies mais elevadas do metal (44 mgT e 89 mg/l) o crescimento cessa
completamente para ambas as mictoalgas. Esses resmltados possibilitam o uso potencial
desses organismos como indicadores ambientais, sejam em estudos de qualidade de agua cu
no tratamento de efluentes contaminados com metal.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Parpasova, A; Bumbalova, A e Hawranek, E. (19907, Ecotoxicological effecis and uptake of metsls m
freshwater alza Scenedesmus quadricanda. Chemosphere v.38, n.5, p. 1165-1173.
Franklin, N. M Stauber, J. L. e Apte, 5. €. e Lim, B P. (2002) Effect of imtial cell density on the
bioawailability and foxicity of copper in mirroalzal bipassays. Emvironmental Toxicology Chemical n 21, p.
T42-751.

Gowrinathan, K P. e Rao, V. M. B (1991}, Uptake and accommlation of copper by two microalgae. Phykes, oo
30, p. 13-8.

Knsuer, K; Berna, R. e Sigg, L. (1907}, Effects of free Cu ™ and Zn ™ jons on growth and metal acconmlation
in freshwater algse. Environmental Toxicology Chemical o 16, p. 220-229.

Enmuer, . ; Behra, B_ e Sinp, L. (1997), Adsortion and uptske of copper by the green alpa Scemedezmis
Subspicatis {clorophyta). Journal of Phycology, n. 33, p. 596-601.

Levy, J. L; Stanber, J. L E Jolley, I. F. (2007}, Sensitivity of marine micrroalgae to copper: the effect biotic
factors on copper adserpiion and tooticity. Science of the Total Environment, oo 387, p. 141-154.

Mei, M_; Tho, W.; Wang, . e Witkamp, G J. (2002), Acoumulstion, assimilstion snd growth inhibition of
copper on freshwater alga (Scenedermue subspicaius 8681 5AG) in the presence of EDTA and fulvic acid.
Agquatic Torxicoblogy, n. 63, p. 221-228.

Satoh, A ; Vudikaria L }.; Enrano, N e Miyachi, 5. (2005), Braluation of the sensitivity of marine nricroalgal
sirains to the beavy metals, Co, As, 5b, Pb and Cd. Environment International o 31, p. T13— 722,

Stamber, J. L.; Dawvies, C. M (2000), Use and limitations of microbisl bioassays for assessing copper
bioavailability in the aquatic environment. Environmental Feview, v. 8, p- 255-301.

Y, H. e Pan, G. (2002), Toxicity and bicaccunmlstion of copper in thiee preen microalal species.
Chemosphere, o 49, p. 471476,

86



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



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

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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