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Sinopse

Este trabalho avaliou a viabilidade do Modelo do Ligante Bidtico (BLM) como ferramenta para a determinagdo
da toxicidade do cobre em diferentes dguas da Amazdnia. O BLM é um programa computacional criado para
predizer a toxicidade de metais de transicdo frente a variacdes nas caracteristicas fisico-quimicas da dgua em
ambientes naturais. Constitui-se em uma ferramenta capaz de prever a reducdo da toxicidade do cobre com o
aumento da concentracdo natural de matéria organica, carbonatos e aumento do pH. Para isso foram realizados
testes de toxicidade aguda (CLs(-96h) utilizando peixes e dgua coletados nos rios Solimdes, Amazonas e Negro,
nas proximidades das cidades de Tefé, Itacoatiara, Santa Isabel do Rio Negro e Barcelos e da Estacdo Ecoldgica
de Anavilhanas. Com os resultados obtidos é possivel afirmar que o programa é capaz de prever a toxicidade do
cobre em dguas com valores de pH acima de 5. Porém, o modelo necessita de calibragdo para prever a toxicidade
do cobre em dguas 4cidas, isto €, hd a necessidade de estudos mais aprofundados em dguas com valores de pH

abaixo de 5 para calibrar o modelo para que se possa determinar a parcela de cobre disponivel para interagir com

os organismos aqudticos causando toxicidade.




Agradecimentos

A Deus, pela vida, pela forga para enfrentar novos acontecimentos e possiveis frustragdes e por

permitir trilhar meu caminho, orientando-me nas dificeis escolhas da vida.

Ao meu orientador, Dr. Adalberto Luis Val, pela orientagdo, apoio e oportunidades geradas,
confiando sempre em meu potencial de crescimento pessoal e profissional.

A Fabiola Xochilt Valdez Domingos, pela co-orientago e apoio.

A Vera Maria F. de Almeida e Val, pela orientagdo, amizade e pelo conforto gerado em nossas
conversas.

A Maria Angélica Laredo por toda a ajuda prética e amizade durante o curso e principalmente
durante a finalizagdo da dissertagdo. Angélica sempre esteve pronta a me ouvir e ajudar a me entender.

A Maria Nazaré Paula da Silva, por toda a ajuda prética, durante as organizacdes das coletas,
solicitacdes do IBAMA, pedidos e requisi¢des, ora puxando a orelha, ora incentivando meu trabalho,
mas sempre pronta a ajudar.

Ao Rafael Duarte, meu veterano de faculdade e de LEEM, pela leitura dos manuscritos, sempre
com paciéncia a me ensinar alguma coisa, apesar de nunca achar que o trabalho estivesse realmente
pronto.

As meninas, Daiani Kochhann, Gisele Vilarinho, Manoela Jardim e Vivianne Fonseca, colegas
e amigas, quase irmas, pela ajuda, paciéncia, incentivo, durante o curso, durante as interminaveis
coletas e analises de dados e principalmente pela amizade, sempre me apoiando, por mais errada que eu
estivesse.

As companheiras de sala, Christiane Oliveira e Katherine Vasquez, ao antigo companheiro de
sala, Marcos Prado, e a toda a equipe do LEEM, Alzira, Carol, Gil, Karen, Luciana, Marcio, Ronildo,
Sandra, Vivian, Dona Sonia e Dona Help, pela colaboracdo, amizade e por tornarem os papos durante o
café tdo agradaveis. E especialmente ao Ramon, pelas ajudas em campo, companhia e amizade durante
estes dois anos.

A Raquel Abecassis, Sylvia Renata, Luiza Pinheiro e Evelyn, pela ajuda logistica durante as
vdrias coletas e solicitacdes de transporte.

Ao Rubens Honda e ao Pedro Caraballo pelas leituras do plano e dicas importantes de coleta.

A Dra. Angela Varella, a Carminha, a Elany, aos professores e a todos do BADPI pela ajuda
pratica e logistica durante os dois anos de curso.

A Sandra Carvalho Rodrigues da Universidade Federal de Rio Grande e a Dra. Hyllandia
Branddo do INPA pelas analises de carbono orgénico dissolvido.

Em Tefé, agradeco ao Instituto Chico Mendes de Biodiversidade, ao Instituto de

Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud, ao Jonas, ao Maracand e ao Jefferson, e especialmente ao



Leonard Schun, pela ajuda prética e logistica, disponibilizacdo dos flutuantes e na realizagdo dos
experimentos e coleta dos peixes.

Em Itacoatiara, agradecimento especial a Dona Ana, ao Silvandro e sua familia pela
disponibilidade do local de “experimento”, por toda a companhia e papos. Ao Seu Mércio pela coleta
dos peixes. Ao Chazan e ao Seu Arnoldo por estarem sempre prontos a me ajudar, com disposi¢do e
amizade.

Em Barcelos, a Licia Goes, ao Raimundo André da Silva, pela ajuda logistica e pratica durante
as coletas e por me apresentarem a Barcelos; a Dona Iracema e familia, pela disponibilidade de abrigo
para os experimentos, pelos almocos, merendas e papos; aos pescadores e colaboradores, Dona Mara e
Eudes, Ind, Seu Alfredinho; ao Thiago, Kikdo, Malu, Papilinho, e a toda a galerinha da cidade pela
companhia durante as coletas, pracas, praias e forrés.

Em Santa Isabel do Rio Negro, a Secretaria do Meio Ambiente, ao Edinho e ao Murilo, a Dona
Regina, a Jaque e familia, pelo auxilio durante as coletas.

No Parque Nacional de Anavilhanas, ao IBAMA, pela disponibilizacdo do flutuante, ao Maque
e ao André pela ajuda pratica nos experimentos e especialmente ao Bruno Marchena, pela ajuda durante
as coletas e por se tornar este amigo que aprecio tanto.

A turma de 2007 do mestrado do BADPI, a famosa Galerinha do BAD, André, Arnold, Carol,
Carlos, Denise, Fé, Gio, Igor, Ladis, Luiz, Melina, Paty, Talita, por todos os momentos juntos, desde as
aulas de estatistica, prévias de qualificacdes até as festas e almogos.

Ao Mateus Paciéncia e ao Wilson Malavazi e a toda a equipe do Escola da Natureza pela
possibilidade de novos conhecimentos e pelas maravilhosas viagens pelo Rio Negro.

A Dra. Ana Paula Lahoz Badiglian e a Dra. Reina Groszmann, por todas as consultas virtuais e
por me ajudar a me livrar de todas as “piras” tropicais que entrei em contato.

Aos amigos de Casa, de moradia, de brigas e de festas, Flavia e Cadu, pelo intenso convivio
que transformou-nos de estranhos a amigos e companheiros de cotidiano, passando pelas intermindveis
“contas” da casa aos prazeirosos almogos de domingo.

A Ana Carolina Prado Valladares da Rocha, pela companhia de casa, em Manaus e em Tefé, e
pela grande amizade que criamos no ano em que moramos juntas, que persiste e por toda a forca até
hoje.

Aos Zezinhos, Carlos e Juninho, e especialmente ao meu Zezinho, Daniel, por toda a forga,
amizade, compreensdo, companheirismo, desabafos e “tataias”. Obrigada por me receberem na familia
Zezinho de bragos e coragdes abertos e partilharem comigo todos os momentos maravilhosos que
vivemos juntos (até choques na lanterna em noite de pizza, carapands e mucuras...).

Aos meus irmdos em Manaus, Robertinha e Hada, amigos desde as épocas de Mackenzie, por
toda a companhia e compreensdo, por estarem ao meu lado sempre que precisei e por tudo que ainda

viveremos juntos.

Vi



As minhas irmézinhas de cora¢do que fazem tanta falta no meu dia a dia, Carolina (Cacd)
Akkari Torres e Livia Moreiras Sena, por toda a amizade apesar da auséncia e dos poucos momentos
vividos nestes dois anos, mas sempre presentes em meus pensamentos e cora¢io, dedicando-me seu
tempo integral sempre que retornava a Sdo Paulo, deixando de lado suas dissertacdes, trabalhos e
namorados.

A Angélica, ao Luizdo e as meninas, Amandinha e Mari, por todo amor, ajuda, conselhos,
companhia, shows do Chiclete, brigadeiros e bolos de chocolate. Obrigada por tornarem minha vida em
Manaus mais fécil de ser vivida.

A meus tios, Drduzio e Maria Helena, e a todos da minha familia, pela paciéncia e
maravilhosos conselhos, sempre necessarios em toda minha vida e pela saudade que senti durante estes
dois anos em Manaus.

Ao meu pai, Clévis Bevilacqua Junior, tentando me ajudar, do seu modo de ser, mas sempre de
coracao.

E principalmente as duas grandes responsaveis pela pessoa que sou hoje, Maria Aurélia Varella
e Ana Cristina (Crico) por suportarem minha auséncia durante o periodo do curso e por todas as
reclamacdes de férias curtas. Pela paciéncia, amizade e amor durante estes 25 anos. Obrigada por
estarem sempre ao meu lado, me apoiando em minhas decisdes, se preocupando com meu crescimento
profissional, deixando de lado toda a saudade e aflicdo. E a Rebeca, por mesmo sem entender a minha
auséncia, nunca se esqueceu de todos os momentos vividos por nés.

Aos amigos, novos e velhos, e a todos que estiveram presentes em minha vida.

Por fim, ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA; ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — CNPq, a Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do Estado do

Amazonas — FAPEAM e a International Copper Association — ICA pelo apoio financeiro.

Obrigada por tudo!

Vil



Abstract

Amazonian water has proper physico-chemical characteristics that interfere directly
with metal concentration, competition and complexation, modifying its toxicity. An example
of these characteristics is the concentration of dissolved organ carbon that directly affects
copper speciation and complexation. Other factors of great importance are low calcium
availability and acid pH. The river water parameters, as well as the behavior, the distribution
and the diversity of fauna are influenced by the oscillation of river water level, known as
floodpulse in the Amazon. To determine the lethal copper concentration in white and black
waters of the Amazon, specimens of fish had been exposed to different concentrations of
copper, for 96 hours. These experimental results were analyzed relatively to predicted data
estimated by the Biotic Ligand Model (BLM). The BLLM is a computational program used to
predict the bioavailability, and consequently, the toxicity of copper and other metals based on
the physico-chemical characteristics of the water in natural environments. The present results
evidence a great importance of dissolved organic carbon (DOC) in complexing copper and
consequently reducing its bioavailability. Therefore, in black water environments it was
observed the highest LCsy values, i,e., the lower sensibility of the animals. However, in
environments with low DOC levels, the participation of the hardness and alkalinity become
more evident, as was the cases of Tefé and Itacoatiara sites, both located in white waters. Our
results support the use of the Biotic Ligand Model to predict the toxicity of metals in
Amazonian waters. However, more studies are needed to determine the interference of other
environmental factors on the bioavailability of copper in aquatic environments and so, to
understand the effect of metal contamination in Amazonian waters, an extreme important issue

in biological conservation.
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Resumo

As dguas da Amazdnia possuem caracteristicas fisico-quimicas préprias que interferem
diretamente na concentragdo, competicdo e complexacdo de metais, alterando sua toxicidade.
Um exemplo dessas caracteristicas sdo as elevadas concentragdes de compostos himicos que
podem influenciar a especiacdo e a complexacdo de metais, como o cobre. Outros fatores de
grande importancia sdo a baixa disponibilidade de célcio e o pH 4cido. Os pardmetros fisico-
quimicos das dguas, bem como o comportamento, a distribui¢do e a diversidade faunistica sdo
fortemente influenciados pela oscilacdo do nivel da dgua nos rios e lagos, em decorréncia dos
pulsos de inundagdo na planicie amazdnica. Com o objetivo de determinar a concentracao letal
de cobre em dguas brancas e pretas da Amazonia, nos rios Solimdes, Amazonas e Negro, os
peixes foram expostos a concentracdes diferentes do metal, durante 96 horas. Os resultados
obtidos nos experimentos de toxicidade aguda (CLsp-96h) foram comparados aos resultados
obtidos utilizando o Modelo do Ligante Biético (BLM). O BLM é um modelo computacional
que tem a finalidade de predizer a toxicidade de cobre e de outros metais frente a variagdes nas
caracteristicas fisico-quimicas da 4gua em ambientes naturais. Os resultados obtidos
demonstram a grande participacdo do carbono orgénico dissolvido (DOC) na complexagdo do
cobre e consequente reducdo da toxicidade do metal. Por isso, nas coletas em ambientes de
dgua preta, foram observadas as mais altas CLsp. Em ambientes onde o DOC nido apresenta
altas concentragdes, a participagdo da dureza e alcalinidade torna-se mais notdvel, caso das
coletas em aguas brancas de Tefé e Itacoatiara. O BLM demonstrou eficiéncia na predicdo da
toxicidade do cobre em dguas com pH acima de 5, observado nas dguas dos rios Solimdes e
Amazonas. Porém, nas dguas 4cidas do rio Negro, com valores de pH abaixo de 4,5, o modelo
ndo apresenta a mesma confiabilidade. Sao necessdrios estudos adicionais para se calibrar o
modelo e também para se determinar a interferéncia de outros fatores ambientais na toxicidade
do cobre em meio aqudtico dcido. Portanto, estudos adicionais s@o necessario para que se possa
entender os efeitos bioldgicos do cobre nos ambintes aquaticos da Amazonia, em particular em

ambientes extremos como sdo os ambientes dcidos do Rio Negro.
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1. Introducao

A Amazonia abriga grande diversidade bioldgica no maior complexo hidrografico do
mundo (Sioli, 1990). Apesar dos grandes esforcos para sua conservacdo, este ecossistema,
infelizmente, ja apresenta pontos focais de contaminacdo ambiental decorrentes da atividade
antropica. Atividade industrial, de garimpo, extragdo de petréleo, queimadas, além do
crescimento populacional desordenado tem efeito significativo sobre a contaminacio dos
ambientes naturais por metais de transi¢do na regido amazodnica (Fearnside, 2003). Neste
contexto geral, os metais de transicdo representam os elementos mais perigosos na
contaminag@o ambiental, pois podem ser incorporados e acumulados na biota (Tarifeno-Silva
et al., 1982).

Em ambientes aquéticos, os metais apresentam-se sob a forma idnica, complexada e
particulada e podem sofrer transformagdes quimicas no ambiente frente as diferencas nas
caracteristicas da dgua (Esteves, 1998). O cobre pode ser considerado um dos metais de maior
toxicidade (Lloyd, 1992), pois em altas concentracdes na forma livre interfere na regulagio
ionica de peixes (Laurén & McDonald, 1985; Wood, 1992; Playle et al., 1993a; McGeer et al.,
2000; Matsuo, 2004; Matsuo et al., 2005).

1.1. O Cobre

O cobre, como elemento-traco, ¢ um metal essencial aos processos metabdlicos, pois
atua como co-fator para enzimas envolvidas na respira¢do celular, neurotransmissio, defesa
contra os radicais livres, sintese de tecido conjuntivo e no metabolismo celular do ferro
(Sorensen, 1991; revisto por Oliveira, 2003; revisto por Matsuo, 2004). No entanto, em
elevadas concentragdes, o cobre pode ser muito toxico para peixes (McGeer et al., 2000;
Matsuo ef al., 2005). A forma divalente (Cu®*) é considerada a de maior toxicidade, porém
outras formas téxicas incluem CuCO;, Cuy(OH,;) 2+, CuOH", além da forma monovalente, Cu”,
que pode ser transportada através das membranas bioldgicas (Paquim et al., 2002).

Diversos estudos t€ém demonstrado que a exposi¢do de peixes de dgua doce ao cobre
resulta em distirbios na regulacdo idnica (Laurén & McDonald, 1985; Matsuo, 2004; Matsuo
et al., 2005). Nas branquias, a toxicidade do cobre esta relacionada a inibicdo da atividade da
enzima Na'/K'-ATPase que resulta, consequentemente, na inibicdo do influxo de sédio na
membrana apical (Wood, 1992; Grosell et al., 2002). Em concentragdes mais elevadas, o cobre

. ., 2
exerce efeito sobre o transporte paracelular, uma vez que compete com os fons Ca™ nas
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juncgdes paracelulares afetando a permeabilidade da membrana branquial e, assim, promove o
aumento do efluxo de ions (Laurén & McDonal, 1985; McGeer et al., 2000). A toxicidade
ocorre quando o acimulo do metal na brinquia excede uma concentracdo critica (Di Toro et
al., 2000; Di Toro et al, 2001; Paquim et al., 2002) e resulta na morte do animal,
provavelmente, devido as perdas excessivas de Na” e CI” (Laurén & McDonald, 1985; Wood,
1992; Matsuo et al., 2005).

A toxicidade de metais de transicio estd intimamente relacionada a sua
biodisponibilidade. No ambiente aqudtico, condi¢cdes ambientais como concentracdes de
célcio, teor de carbono organico dissolvido (DOC) e pH podem interferir diretamente na
biodisponibilidade do cobre (Playle et al., 1993ab; Di Toro et al., 2000; Lee, 2000; Paquin et
al., 2000; Di Toro et al., 2001; Paquim et al., 2002; Dwyer, 2003; Schamphelaere & Janssen,
2004). A maior toxicidade do cobre em dguas com uma menor dureza pode ser explicada pela
competicdo entre o cdlcio e o metal pelo mesmo sitio de ag¢do presente no epitélio branquial
dos peixes (Playle et al., 1993a; Matsuo et al., 2005). O cobre possui maior afinidade que o
célcio aos sitios de ligagdo nas jungdes paracelulares das branquias; porém, em dguas duras,
que apresentam maiores concentracdes de cdlcio, a competicdo promove a interacdo do cdlcio
com os sitios branquiais em detrimento ao cobre (Matsuo, 2004).

Estudos recentes tém demonstrado que a matéria orgéanica dissolvida e particulada pode
exercer um efeito protetor contra a toxicidade de metais, pois, em geral, ocorre a formacéo de
complexos matéria organica-metal resultando na redugdo da disponibilidade de fons metalicos
livres para interagir com os peixes (Wood et al., 2003; Schamphelaere & Janssen, 2004). As
interagdes entre o carbono orgéanico dissolvido (DOC) e o cobre sdo mais fortes que as
interagdes entre o metal e as branquias (Playle ef al., 1993ab; McGeer et al., 2002; Matsuo et
al., 2004; Matsuo et al., 2005).

Por outro lado, o pH é4cido pode aumentar a toxicidade do cobre, pois maiores
concentragdes de H' reduzem a concentragio do complexo cobre-carbonatos, aumentando a
disponibilidade do metal na forma téxica, capaz de interagir com os sitios de ligacdo nas
branquias (Wood, 1992; Playle et al., 1993a; Di Toro et al., 2001; Scamphelaere & Janssen,
2004; Menezes, 2005).

Na regido amazdnica o cobre pode se originar no ambiente de duas formas: natural ou
por acdo antrépica. A origem natural é caracterizada quando o metal é proveniente do desgaste
por lixiviacdo de solos ricos em metais e, neste caso, a composi¢do do solo e do sedimento da
bacia hidrogréfica se reflete na composi¢do da dgua (Sampaio, 2000). A concentragdo de cobre

em aguas da Amazonia, em geral, estd abaixo da concentracio média mundial para dguas
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naturais (Damous et al., 2002). A origem antrdpica é caracterizada quando a presenga do metal
estd relacionada, particularmente, as atividades de mineracdo, polui¢do urbana e descargas da
industria de materiais de construcéo civil, tintas e pecas automobilisticas (Lee, 2000; Sampaio,
2000; Damous et al., 2002; Dwyer, 2003; Horbe et al., 2005; Santana & Barroncas, 2007;
Horbe & Oliveira, 2008).

Na Amazonia a atividade de mineracdo estd restrita a poucas dreas, mas suas
consequéncias ambientais podem ser facilmente notadas. Duas atividades de mineracdo sdo
expressivas na regido: a extragdo de petréleo (Maco, 1996) e de cobre (Damous et al., 2002). O
petréleo é extraido as margens do rio Urucu, onde, para cada barril de éleo cru extraido, sdo
gerados 9 barris de dgua de formacdo (Maco, 1996). Apesar de grande parte da dgua ser re-
injetada nos pogos em atividade, hd conseqiiéncias ambientais, pois a concentracio de cobre na
dgua de formacdo pode chegar a 250ug/L. A maior parte da extracdo de cobre vem sendo
realizada na provincia mineradora de Carajds, onde pode haver também extragdo de ouro e
ferro em uma &drea aproximada de 25.000ha, as margens do Rio Salobo. Neste rio as
concentracdes naturais de cobre sdo cerca de 3,2 — 3,8ug/L, aumentando para 19ug/L nas
proximidades do complexo minerador. J4 nos sedimentos, a concentragio atinge valores entre
61 e 1.750ug/g (Damous et al., 2002).

Outra fonte antropogénica de cobre para os sistemas hidricos da Amazdnia € o aumento
da atividade industrial e descargas urbanas (Santana & Barroncas, 2007). As maiores
concentracdes de cobre podem ser encontradas em igarapés que drenam o polo industrial de
Manaus. Um exemplo é o “Igarapé do 40”, que apresenta niveis de cobre préximos a
1.000pg/L. (Sampaio, 2000). Estes valores estdo muito acima do permitido pela Resolucio
357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que estabelece limite
maximo de 9,0ug/L para dguas da Classe I, isto €, 4guas que se destinam ao consumo humano,
apods tratamento simplificado, a protecdo das comunidades aqudticas, a recreacdo de contato
primério, a irrigacdo de hortalicas e frutas e a protecdo das comunidades aquaticas em Terras

Indigenas.

1.2. Aguas da Amazonia

Na Amazonia podemos encontrar trés tipos distintos de dgua: brancas, pretas e claras,
com a presenga também de tipos intermedidrios (Sioli, 1984). Essa distingdo de dguas ocorre
devido as diferencas nas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas das dguas ao longo da
bacia (Junk er al., 1989). Estas caracteristicas retratam as condi¢des do solo e da vegetagdo que

compdem as florestas ao longo de sua bacia hidrografica (Sioli, 1990). Adicionalmente, os
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diferentes tipos de dguas da Amazo6nia possuem condi¢des de pH, alcalinidade, condutividade,
dureza, oxigénio dissolvido e quantidade de matéria orginica dissolvida e particulada muito
varidvel (Junk, 1983; Sioli, 1984; Junk et al., 1989; Sioli, 1990; revisto por Val & Almeida-
Val, 1995).

O principal sistema de dguas brancas da Amazdnia é o rio Solimdes. Este sistema
carreia grande quantidade de sedimentos lixiviados dos Andes devido aos processos erosivos,
deixando as dguas com aspecto visual barrento (Sioli, 1990). Em dreas de baixa correnteza, os
sedimentos s@o depositados e a transparéncia da dgua aumenta, enquanto em areas de maior
movimentacdo, a correnteza invade os barrancos carreando mais sedimentos e aumentando a
turbidez (Junk, 1983). A regido Andina e pré-Andina é formada por sedimentos alcalinos e
ricos em sais minerais. Isso se reflete na composicdo quimica da agua, que possui alta
quantidade de sais dissolvidos, pH tendendo ao neutro (Furch & Junk, 1997) e grande
quantidade de sdlidos totais (Junk, 1983; Furch & Junk, 1997). O teor de cédlcio e magnésio
destas dguas € elevado quando comparado a quantidade de sédio e potdssio (Furch, 1997).

As 4guas pretas e claras estdo presentes nos rios que nascem nos escudos arqueados das
Guianas e do Brasil central, ou nos sedimentos terciarios da bacia amazOnica, onde ndo ha
significativos processos erosivos. Devido a este fato, as dguas transportam menor quantidade
de sedimentos e apresentam uma maior transparéncia (Goulding et al., 1988; Sioli, 1990).

A coloracdo escura tipica das dguas pretas € consequéncia da presenca de grandes
quantidades de substincias humicas e filvicas, provenientes principalmente da decomposi¢io
de material vegetal originado nas florestas inunddveis (igapds) (revisto por Goulding et al.,
1988; revisto por Val & Almeida-Val, 1995). Os compostos orgdnicos presentes nas dguas
podem atingir um valor de 10mgC/1 em 4guas do baixo rio Negro, mas podem alcangar valores
de 35mgC/l em igapds (Junk el al., 1989; Sargentini-Junior et al., 2001). J4 nas dguas claras do
Rio Xingt e do Rio Tapajds, que apresentam coloracio esverdeada, os compostos himicos
estdo adsorvidos a particulas de argila e silte, apresentando baixa concentracido dissolvida
(Goulding et al., 1988; Sioli, 1990).

As dguas pretas apresentam cardter dcido devido a grande quantidade de 4cidos
hdmicos (AH) e filvicos (AF), além da baixa concentracdo de célcio e magnésio, e maior
presencga de sédio e potdssio; ainda assim, hd uma menor concentragdo de sais em relagdo as
dguas brancas (Sioli, 1990; Furch & Junk, 1997). Em conjunto, as caracteristicas geoldgicas e

da 4gua sdo responsaveis pela baixa condutividade elétrica apresentada por estas dguas.



1.3. Substancias himicas aquaticas

As substancias humicas e fulvicas sdo quimicamente heterogéneas formadas durante o
processo de decomposi¢ao de residuos vegetais (Sargentini et al., 2001). Apresentam alto peso
molecular e sdo compostas por anéis aromaticos com grupamentos periféricos, constituidos
principalmente de 4cidos himicos (AH) e fulvicos (AF) (Thurman, 1981; Sargentini et al.,
2001). Nestes compostos, predominam os grupos funcionais carboxilas, hidroxilas fenélicas e
alcodlicas (McKnight & Aiken, 1998; Rocha & Rosa, 2003).

As substancias himicas aqudticas (SHA) conferem coloracdo avermelhada a dgua e
estdo presentes em grande quantidade nas dguas pretas e em menor quantidade em Aaguas
brancas e claras (McKnight & Aiken, 1998). Sao, em sua maioria, de origem aldctone, levadas
as aguas pela drenagem de solos arenosos, particularmente durante o periodo de chuvas (Rocha
et al., 1999; Sargentini et al., 2001).

Estes compostos sdo de extrema importancia para o funcionamento dos ecossistemas
aqudticos e representam a maior parte do carbono organico dissolvido (DOC) encontrado nas
dguas, podendo chegar a cerca de 90% deste em alguns igarapés ou lagos de dguas pretas
(Thurman, 1981; Sargentini et al, 2001). A natureza da 4dgua e a variacdo sazonal nas
condicdes fisico-quimicas do ambiente sdo fatores determinantes para a formagdo e
humificagdo dessas substincias (Playle ef al., 1993b; Rocha & Rosa, 2003).

Um dos aspectos que chama a aten¢do nos compostos himicos estd relacionado a sua
influéncia na biodisponibilidade de metais e, consequentemente, na alteracao de sua toxicidade
em solos e sistemas hidricos (Playle et al., 1993b; McGeer et al., 2002; Wood et al., 2003).
Aguas com elevada concentracio de substancias himicas podem agir como um “tampo”,
diminuindo a biodisponibilidade de fons metdlicos (Sargentini et al., 2001; McGeer et al.,
2002; Schamphelaere & Janssen, 2004). Dessa forma, de acordo com suas propriedades fisico-
quimicas, ocorre participacdo no transporte, acimulo e concentracao de espécies metélicas no
ambiente (Di Toro et al., 2001, Cunha et al., 2007). As macromoléculas himicas possuem a
capacidade de interagir com os {ons metdlicos, devido aos rearranjos inter e/ou
intramoleculares (Sargentini et al., 2001; Rocha & Rosa, 2003). As SHA também sdo capazes
de atenuar os efeitos da acidez da 4gua sobre os mecanismos de transporte idnico nos peixes,
podendo atuar na regulag@o idnica, por meio de um aumento na capacidade de transporte de
fons, mesmo em ambientes com baixas concentracdes de cdlcio e pH acido (Playle et al.,
1993b; McGeer et al., 2002; Wood et al., 2003; Matsuo, 2004; Schamphelaere & Janssen,
2004).



1.4. Modelo do Ligante Bi6tico - BLM

O Modelo do Ligante Bidtico (BLM), descrito por Di Toro e colaboradores (Di Toro et
al., 1999; Paquin et al, 1999; Santore et al., 1999), estd baseado em dois modelos
anteriormente desenvolvidos, o Free lon Activity Model e o Gill Surface Interaction Model,
com o objetivo inicial de predizer a toxicidade do cobre e da prata e sua interagcdo com o0s
organismos.

O Free Ion Activity Model (FIAM) foi o primeiro modelo a descrever a relagdo
existente entre as variacdes das espécies metdlicas e sua biodisponibilidade. Criado por Morel
em 1983, este ¢ um modelo genérico e primadrio, desenvolvido para explicar a interacdo dos
metais nos organismos, utilizando uma férmula para se determinar o equilibrio quimico
(Paquin et al., 2002). Ainda em 1983, Pagenkopf e colaboradores desenvolveram o Gill
Surface Interaction Model (GSIM) baseado na relacdo existente entre a dureza da dgua e a
toxicidade de metais, em uma tentativa de interpretar os resultados de testes de toxicidade,
quando testados individualmente (Cd, Cu, Pb, Zn) ou associados (Pagenkopf, 1983).

O Modelo do Ligante Bidtico incorporou alguns dos fatores do FIAM e do GSIM. O
BLM, entretanto, tem o diferencial de levar em consideracdo o efeito da matéria organica
presente no ambiente na complexacdo dos metais, fator ndo considerado pelos modelos
anteriores (Paquin et al., 2000; Paquin et al., 2002).

O BLM prediz a quantidade de fons biodisponiveis que causariam toxicidade, ou seja, a
quantidade livre de metal que pode realmente se ligar aos sitios de ligacdo nas branquias dos
organismos aqudticos exercendo seu efeito téxico, considerando além das diferencas de
biodisponibilidade dos metais, a sua interacdo com a biota. Isto ocorre como conseqiiéncia das
variagdes fisico-quimicas da dgua e da capacidade de ligagc@o entre os metais e os sitios de agdo
presentes nas branquias dos organismos aquéticos (Playle et al., 1993ab; Di Toro et al., 1999;
Santore et al., 1999; Di Toro et al., 2000; Paquin et al., 2000; Di Toro et al., 2001; Paquin et
al., 2002). O modelo utiliza uma base quantitativa para avaliar a interagdo competitiva na dgua
entre o ligante bidtico (branquia) e os ligantes abidticos (Ca*, SHA, OH, CI, entre outros). O
BLM esta baseado na hipétese de que a interagdo metal-ligante bidtico pode ser representada
da mesma maneira que as interacdes do metal com ligantes orgénicos e inorganicos do meio
(Di Toro et al., 1999; Di Toro et al., 2000; Paquin et al., 2000; Paquin et al., 2002).

A membrana branquial pode ser considerada um ligante bidtico, pois sua drea
corresponde a cerca de 50% da superficie corpdrea do peixe, estando em contato direto com o
ambiente aquatico (Di Toro et al., 1999; Paquin et al., 2000). As brinquias representam a

principal estrutura de transferéncia de ions entre o ambiente e os fluidos internos dos peixes e

6



alteragdes em sua fisiologia podem gerar distirbios na homeostase do organismo (Paquim et
al., 2002; Dwyer, 2003). Isso ocorre devido ao epitélio branquial ser a principal membrana
biolégica onde os ligantes quimicos aderem, interrompendo o processo de transporte iOnico
(Lee, 2000; McGeer et al., 2000; Di Toro et al, 2001; Dwyer, 2003). Portanto, qualquer
alteracdo fisico-quimica na dgua pode ser detectada, permitindo ao peixe desenvolver ajustes
ou adaptacdes em funcdo das caracteristicas do meio onde se encontra (Wood, 1992).

Com isso a presente proposta testou a viabilidade do Modelo do Ligante Bidtico,
utilizado originalmente em A4guas doce de ambientes temperados, na determinagdo da
toxicidade do cobre em corpos d’dgua da Amazdnia, com diferentes caracteristicas fisico-
quimicas. A utilizacio do modelo representard uma importante alternativa para o
acompanhamento continuo da qualidade da dgua e dos niveis de contaminagdo dos

ecossistemas aquaticos da regido.



2. Objetivos

2.1. Geral
Testar a aplicabilidade do Modelo do Ligante Bidtico para a determinacdo da

toxicidade do cobre em diferentes d4guas da Amazonia (branca e preta).

2.2. Especificos

1- Determinar a toxicidade do cobre em diferentes tipos de 4gua da Amazonia (dguas
brancas, pretas e apds o encontro das dguas).

2- Avaliar o papel do ciclo hidrolégico (cheia e seca) na toxicidade do cobre em
diferentes 4guas da Amazodnia.

3- Avaliar a aplicabilidade do Modelo do Ligante Bidtico em dguas da Amazodnia por
meio da comparagdo dos resultados de CLsy-96h obtidos experimentalmente em espécies de

peixes de ambientes naturais com os dados gerados pelo BLM.



3. Material e Métodos

3.1. Locais de coleta

Para a avaliagdo da aplicabilidade do BLM em diferentes tipos de dgua da regido,
foram coletados dados fisico-quimicos em cinco locais ao longo da bacia amazonica, sendo um
ponto em 4gua branca, trés em dgua preta e um apds a mistura de dguas pretas do Rio Negro e
as dguas brancas do Rio Solimdes (Figura 1). Os locais de coletas forma selecionados de
acordo com a distdncia da cidade de Manaus, coletando nos principais grandes rios
(aproximadamente 600km) e apds o encontro das dguas no rio Amazonas (aproximadamente
200Km). Foram coletadas 10 amostras de dgua para cada ponto de coleta. A coleta de dgua
branca e os experimentos foram realizados no Rio Solimdes, nas proximidades da cidade de
Tefé; a amostra coletada apds a mistura das dguas pretas e brancas foi realizada no Rio
Amazonas nas proximidades da cidade de Itacoatiara. As amostras de dgua preta foram
coletadas no Rio Negro, nas proximidades da cidade de Santa Isabel do Rio Negro e Barcelos e
no Parque Nacional de Anavilhanas. As coletas foram realizadas em duas fases do ciclo
hidrolégico: no pico da cheia (maio em Tefé, junho em Itacoatiara e agosto em Barcelos, Santa
Isabel do Rio Negro e PARNA Anavilhanas) e na seca (outubro em Tefé, novembro em

Itacoatiara e dezembro em Barcelos).

?":' ‘\"‘_ 3
Figura 1. Locais de coleta de dgua e peixes no rio Solimdes (Tefé - 03°20°386”S—
64°41°363”W); Negro (Santa Isabel do Rio Negro - 0°24°503”S-65°01’201"W, Barcelos -
0°57°596”S-62°55’368"W e no PARNA Anavilhanas - 02°43°0317S-60°45’341"W); e
Amazonas (Itacoatiara - 03°08’513”S-58°27°331”W).(Fonte: googlemaps.com)



3.2. Coleta de agua e andlises limnologicas

Em cada ponto de amostragem realizou-se a coleta de dgua para andlise das seguintes
caracteristicas fisico-quimicas: pH, temperatura, alcalinidade, dureza, cloretos, concentragio
de carbono orgénico dissolvido, cilcio, potdssio, magnésio, sédio e cobre total.

O pH e a temperatura foram mensurados nos locais de coleta com o auxilio de um
pHmetro YSI modelo 100. A dureza foi analisada pelo método de titulacdo das amostras
previamente tamponadas com EDTA até o ponto de viragem na coloracdo com o indicador
negro de eriocromo e os resultados foram expressos em miligramas de carbonato de cdlcio por
litro (mgCaCO5/L) segundo protocolo da APHA (1998); a anélise de cloreto foi realizada de
acordo com o método colorimétrico e os resultados foram expressos em microgramas/L,
seguindo protocolo 4500-Cl E da APHA (1998); a andlise de alcalinidade total foi realizada
pelo método de titulacdo com 4cido sulfdrico 0,02N (2540D - APHA, 1998) e calculada
segunda a férmula: Alcalinidade(meq/L)=V.N.1000/volume da amostra, onde N ¢é a
normalidade do acido empregado e V é o volume do dcido utilizado, sendo os valores
expressos em miligramas de carbonato de célcio por litro (mgCaCOs/L).

Para a determinagdo da concentracdo dos niveis de Ca**, K*, Mg®*, Na* e cobre total, a
dgua dos rios foi coletada e analisada por meio de espectrofotometria de absorcio atdmica no
equipamento Perkin Elmer Analyst 800, no modo chama, utilizando mistura de ar comprimido
e acetileno como combustivel, de acordo com as instru¢gdes do fabricante. O equipamento foi
calibrado para cada elemento. A quantificacdo de cobre, quando pertinente, foi realizada no
mesmo equipamento, usando-se forno de grafite (FGAAS).

Para a quantificacdo de carbono organico dissolvido, foi coletada uma amostra da dgua
de cada rio estudado, em frascos de vidro ambar com capacidade para 100ml, acidificadas com
dcido nitrico 1% (pH < 2) e mantidas sob refrigeracdo (~4°C) até serem analisadas de acordo
com metodologia descrita pelo Standard Methods for Examination of Water and Wastewater
(APHA 5310B, 1998), utilizando um analisador de carbono organico total (Shimadzu, Japao),
na Universidade de Rio Grande — FURG, Rio Grande, RS.

3.3. Determinacio da CL5)-96h do cobre — Toxicidade aguda

Os testes de toxicidade que avaliam a mortalidade dos organismos-teste em curto prazo
(teste agudo ou letal) expressam seu resultado em concentracao letal (CLsg) (CETESB, 1986).
Estes testes determinam a concentracdo da substincia-teste que causa a mortalidade ou

imobilizacdo (CEs) de 50% dos individuos testados (Aragio & Aratijo, 2006).
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Os experimentos para a determinag¢do da CLsp-96h do cobre foram realizados de acordo
com a metodologia adotada para os testes de toxicidade aguda com peixes em sistema de fluxo
continuo, baseada nas normas da CETESB (1990) e USEPA (1994). Os testes foram realizados
utilizando dgua branca (Rio Solimdes — Tefé), dgua preta (Rio Negro - Santa Isabel do Rio
Negro, Barcelos e Parque Nacional de Anavilhanas) e apds a mistura de dguas pretas e brancas
(Rio Amazonas - Itacoatiara). A 4dgua e os peixes utilizados nos testes foram coletados em
ambiente natural e os experimentos foram realizados no préprio local de coleta, imediatamente
apos a coleta.

Os peixes utilizados nos experimentos pertenciam a Ordem Characiformes, considerada
por Lowe-McConnel (1999) como a Ordem de maior importincia em 4guas da Amazdnia.
Foram coletados com rede especifica para pequenos animais, escolhidos de acordo com a
abundéancia no local, com esfor¢o de coleta que garantisse uma quantidade minima de peixes
do mesmo género para cada bateria de testes. Na dgua branca foram utilizados exemplares de
Hemmigramus bellote, nos experimentos realizados em Itacoatiara foram utilizados
exemplares de Hyphessobrycon sp e em dguas pretas, Paracheirodon axelrodi.

Os experimentos foram realizados em 10 aqudrios contendo 10 individuos cada, em
duplicatas, com aeracdo constante e densidade de 0,8g de peixes/L. Os aqudrios possuiam um
sistema de fluxo continuo com vazio ajustada para a troca total da d4gua do recipiente a cada 24
horas. O elemento cobre foi utilizado sob a forma quimica de cloreto de cobre di-hidratado
(CuCl, . 2H,0) e a solucdo estoque foi preparada com 24 horas de antecedéncia, mantida sob
agitacdo até o momento do teste, possibilitando a integral complexac¢do do cobre com os
elementos do meio.

Os animais foram aclimatados durante 24h em 4dgua do ambiente de coleta, aerada
artificialmente. Apds este periodo, os peixes foram expostos a 10 concentracdes de cobre,
variando de 0,02 a 5.540,00pugCu/L (concentragdo real), durante 96 horas. A mortalidade dos
peixes e os pardmetros fisico-quimicos da dgua foram mensurados nos periodos de 24, 48, 72 e
96 horas (CETESB, 1986).

O programa computacional LCsy Programs JSpearman test, que se baseia no método
Trimmed — Spearman Karber (Hamilton et al., 1977), foi utilizado para a determinacdo do
valor da CLsp—96h e dos intervalos de confianga (95%) correspondentes. O descarte do
material seguiu as normas legais, que determinam a eliminacdo do metal por precipitacdo por
hidroxilacdo alcalina com hidréxido de cdlcio para posterior descarte da dgua superficial

(CETESB, 1990).
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3.4. Analise estatistica

Os resultados obtidos para as caracteristicas fisico-quimicas sdo expressos como média
e erro padrdo da média. Foi utilizado Teste ¢ com a finalidade de comparar os resultados
obtidos em cada tipo de dgua em periodos hidrolégicos diferentes. Utilizou-se andlise de
varidncia (ANOVA) de uma via para determinar as diferencas nos resultados obtidos para cada
localidade no mesmo periodo hidrolégico. Havendo indicacdo de significincia de 95%

(p<0,05), foi aplicado o teste de Tukey para discriminar essa diferencga (Zar, 1984).

3.5. Modelo do Ligante Biético - BLM

O programa computacional Biotic Ligand Model — version 2.2.3 (Di Toro et al., 2000)
foi utilizado para a determinacio da concentracdo letal esperada para as condi¢des ambientais
mensuradas na dgua de cada ambiente avaliado, que inclui: temperatura, pH, alcalinidade,
DOC, Na*, Ca?", K", Mg?" e CI'. Os dados gerados pelo programa e obtidos experimentalmente
foram plotados em um grafico para avaliar a similaridade entre os valores de CLso-96h
observado e predito. Para avaliar quais parAmetros estavam exercendo maior influéncia nos
dados gerados pelo modelo, foram feitas simulagdes com os dados obtidos alterando-se apenas

os parametros pH e/ou porcentagem de dcidos himicos.
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4. Resultados

4.1. Caracteristicas fisico-quimicas

As caracteristicas fisico-quimicas médias dos pontos amostrados nos diferentes tipos de
dgua e nos diferentes periodos hidroldgicos estdo apresentadas na tabela 1. A temperatura da
dgua amostrada no rio Solimdes, Negro e Amazonas variou de 27,5 a 30,1°C, sendo os maiores
valores encontrados durante a seca. Os valores obtidos nas amostras de dgua preta e em
ambientes de mistura apresentaram diferencas significativas entre os periodos de cheia e seca
(Tabela 1).

O pH determinado para a 4gua branca, incluindo as amostras de Itacoatiara, tendeu a
neutralidade, com valores entre 5,7 e 6,9. Ja nos pontos amostrais em dguas pretas houve uma
tendéncia a acidez, com valores que variaram entre 3,3 e 4,5. H4 diferencgas significativas
(p<0,05) entre os periodos hidrolégicos amostrados, sendo os valores mais acidos de pH
encontrados durante a cheia (Tabela 1).

As concentragdes de cobre total na 4gua mensurados em amostras ndo filtradas foram
significativamente maiores (p<0,05) durante o periodo de seca nas dguas brancas e pretas,
aumentando mais de duas vezes em 4guas brancas e mais de cinco vezes em dguas pretas. As
menores concentracdes foram encontradas em dguas pretas (2,67ug/L em Anavilhanas);
porém, a maior concentragdo foi observada também em 4gua preta, na cidade de Barcelos
durante a seca (15,12ug/L).

Em relacdo aos ions sédio, magnésio, célcio e potéssio, as maiores concentracdes foram
observadas em Itacoatiara durante o periodo de cheia. A menor concentracdo de fons foi
observada em Barcelos durante o periodo seco (Tabela 1). Em relagdo aos demais ions, Tefé
apresentou maior propor¢do de fon sddio durante o periodo cheio e maior proporcdo de
potassio durante a seca. Quando comparados ambos os periodos hidrolégicos, a seca
apresentou um aumento significativo (p<0,05) de sddio, célcio e potdssio em relacdo ao
periodo de cheia. Em Itacoatiara, entretanto, o calcio apresentou a maior propor¢do em relacio
aos demais fons em ambos os periodos hidrolégicos. Nestes locais observou-se aumento
significativo (p<0,05) na concentracdo de sodio e cdlcio e uma diminui¢cdo na concentracdo de
potéssio durante a seca. Houve aumento significativo (p<0,05) nos valores encontrados para

cloreto e dureza neste periodo.
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos da 4gua durante a cheia e a seca em cinco diferentes pontos da bacia Amazdnica.

Tefé Itacoatiara Barcelos Santa Isabel Anavilhanas

Rio Solimdes - 4gua branca Rio Amazonas — agua branca Rio Negro — agua preta Rio Negro Rio Negro

Cheia Seca Cheia Seca Cheia Seca Cheia Cheia
Temperatura (°C) 29,7+0,29 A 30,1 £0,72a 28,6 £0,15 B* 29,8 £0,19a 28,8 £0,44 B* 29,6 +0,07a 27,5+0,07C 29,0+0,18 B
pH 5,73 £0,07 A* 6,73+0,14a 6,54 + 0,06 B* 6,97+0,13a 3,33+£0,24C 3,56 +£0,20 b 4,48 £0,17 D 4,54 £0,73D
Cobre (ug/L) 4,47 £0,99 A* 10,39 +0.97 a 4,07+031 A 4,01 +£0,33b 2,83 £0,33 B* 15,12+ 1,36 ¢ 3,12+£0,31 C 2,67+0,25B
Sédio (ug/L) 610,4 £29,99 A* 2000,20 £16,24a 2710,0£5,71 B*  3395,00+£29,18b  3282+347C  329,80+8,62c 4154+341D 673,4+5,78E
Magnésio (ug/L) 181,4+737 A 178,20 £4,97 a 12138 +1523 B 1220,60 £49,09b 1258 £0,86C* 107,20+1,92¢ 143,0£126 AC  279,0+1,84D
Cilcio (ug/L) 284,0 + 18,16 A* 412,0 £8,60 a 3030,0 £ 19,74 B* 39440+ 64,65b 288,0+19,34 A* 480,0+948b 2440+1435A  550,0+12,65C
Potassio (ug/L) 620,6 £ 15,9 A*  932,00+3098a 10304 £14,71B* 692,20+ 11,67b 3704 +858CD 214,60+4,34c 4204+275D 564,6 £6,61 AC
Cloretos (ug/L) 580+29,0 A 680+ 10,43 a 1930 +70,0 B* 4400 £31,0b 261,0+£526 A*  200,0+3,52c 164,0+£9,74 A 3470238 A
Dureza (mgCaCOy/L) 231+037A 231+037a 19,85 +0,92 B* 29,46 +0,37b 2,22 £0,31 A* 1,07+£0,12¢ 1,96 £0,083 A 2,56 £0,07 A
Alcalinidade  (mgCaCOs/L) 761,52 A 8,0£0,71a 224 +0,89B 22,6 £1,14b 2,0£0,70C 1,8+0,83¢ 1,8+0,84 C 2,2+084C
DOC (mgC/L) 3,51A 2,63a 3,60A 2,59a 7,90B 9,91b 7,55B 7,68B

Valores expressos como média e erro padrao da média. Letras maitisculas (A, B, C, D, E) representam as diferengas significativas entre as localidades durante o periodo de cheia
e as letras minusculas (a, b, ¢) representam as diferencas entre as localidades durante o periodo de seca. Os asteriscos (¥) representam as diferencas significativas em uma mesma
localidade em periodos hidrolégicos diferentes (p<0,05).
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A 4gua preta coletada em Barcelos apresentou maiores propor¢des de cilcio durante o
periodo de seca e maiores proporcdes de sddio durante o periodo de cheia. As concentracdes
de célcio aumentaram e as de magnésio diminuiram significativamente (p<0,05) durante o
periodo seco. Os niveis de cloreto e dureza da dgua foram estatisticamente mais elevados
(p<0,05) no periodo de seca, em relagcdo ao periodo de cheia.

Comparando os diferentes tipos de 4gua durante a seca, houve diferencas significativas
(p<0,05) nas concentracdes de fons e nos demais pardmetros analisados. O sddio e o potdssio
apresentaram concentragdes elevadas nos pontos amostrados no rio Negro; no entanto, as
amostras de Itacoatiara apresentaram valores elevados de célcio.

As maiores concentragdes de carbono organico dissolvido foram observadas nos
pontos amostrais ao longo do rio Negro, sendo a maior concentracdo observada em Barcelos
durante o periodo seco. Nos pontos amostrados na dgua branca (Tefé e Itacoatiara) as maiores

concentragdes foram observadas durante a cheia.

4.2. Determinacio da toxicidade aguda

Para a determinacdo da CLso-96h de cobre, em 4dgua branca, os experimentos foram
realizados com exemplares da espécie Hemmigramus bellote - rosa-céu (pesando
0,342+0,016g), sendo encontrados valores de CLsp-96h de 229,71ugCu/L com limites inferior
e superior de 189,54 e 278,40ugCu/L durante a cheia, e 460,31ugCu/L com limites de 438,46
e 483,25ugCu/LL durante a seca. Em Itacoatiara, a CLs5)-96h para os exemplares de
Hyphessobrycon sp — piaba (0,533+0,021g) foi 464,74pugCu/L com limites inferior e superior
de 378,02 e 571,35ugCu/L durante o periodo de cheia e 238,49ugCu/L com limites de 148,59
e 382,78ugCu/L durante o periodo seco. Em dgua preta os experimentos foram realizados
com espécimens de Paracheirodon axelrodi - cardinal tetra (0,243+0,009g), onde foram
observados valores de CLs5o-96h de 1701,27ugCu/L com limites inferior e superior de 1494,13
e 1937,13ugCu/L; 1841,06pgCu/L com limites de 1526,67 e 2220,20ugCu/L e
1030,41pgCu/L. com limites de 942,55 e 1126,45ugCu/L durante a cheia nas cidades de
Barcelos e Santa [sabel do Rio Negro e no Parque Nacional de Anavilhanas, respectivamente.
Durante o periodo de seca, o experimento foi realizado apenas em Barcelos e a CLso-96h
encontrada foi de 558,05ugCu/L com limites inferior e superior de 441,59 e 705,23ugCu/L.
Com base nos valores obtidos pelo LCsy Programs JSpearman test, foram estimados os
valores de CLsp-96h e o intervalo de seguranca para 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢do

(Figura 2 e 3).
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Figura 2. Relacao entre a CL5, e o tempo de exposicao e
seus intervalos de confianca (95%). Experimentos
conduzidos em (A) Tefé, agua branca; (B) Itacoatiara,
dgua branca apés o encontro das dguas e (C) Barcelos,
dgua preta.
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Figura 3. Relacdo entre a CLs, e o tempo de exposicdo e seus
intervalos de confianca (95%). (A) experimentos realizados
durante o periodo de cheia; (B) experimentos realizados durante
o periodo de seca.

O decréscimo do valor de CLs( ao longo do tempo de exposicdo € esperado, uma vez
que para causar 50% de mortalidade em um menor espago de tempo sdo necessarias maiores

concentragdes do agente (Heath, 1995).

17



4.3. Toxicidade do cobre versus concentracdes de DOC

A toxicidade do cobre total apresentou-se reduzida em Barcelos durante o periodo
cheio, onde o carbono orgénico dissolvido apresentou menores concentracdes em comparagao
ao periodo seco. J4 em Tefé, a menor disponibilidade do cobre aos animais foi observada
durante a seca, de acordo com os valores de DOC, que apresentaram concentra¢des mais
elevadas. J4 em Itacoatiara, apesar dos menores valores de DOC durante a seca, a toxicidade

do cobre foi maior (Figura 4).

Tefé - cheia
Itacoatiara - cheia
Barcelos - cheia
Santa Isabel - cheia
Anavilhanas - cheia
Tefé - seca

2000 Itacoatiara - seca

} Barcelos - seca
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2500 -

opo<«domD>oO

Clg, (ngCu/l)

500 -

- g

DOC (mg/L)

Figura 4. Relacdo entre os valores de CLsy determinados
para as espécies analisadas e concentragdes de DOC dos
locais de coleta.
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4.4. Modelo do Ligante Bi6tico (BLM)

Utilizando o programa computacional Biotic Ligand Model — version 2.2.3 foi
determinada a CLs;-96h esperada para os trés ambientes e para os dois periodos hidrolégicos
amostrados, baseado nos dados de temperatura, pH, alcalinidade, DOC, Na*, Ca?", K*, Mg?" e
CI'. A figura 5 apresenta a relag@o existente entre o valor de CLsp-96h predita pelo modelo e a
CL5p-96h observada em cada ponto de coleta nos dois periodos hidrolégicos.

A figura 6 representa os valores de CLso-96h observado e predito pelo modelo
utilizando as caracteristicas fisico-quimicas originais dos pontos de coleta em trés diferentes
concentragdes de dcidos himicos. A porcentagem de dcidos himicos foi pré-estabelecida em
40% para utilizacdo regular no BLM. Os valores de 60 e 75% foram escolhidos
aleatoriamente nas modelagens subseqiientes (Sargentini Junior et al., 2001).

Ha influéncia das porcentagens de dcidos himicos na determinagdo da toxicidade do
cobre pelo BLM. Note que quanto maior a concentracdo de AH, maior serd o valor de CLso-
96h predito pelo modelo (Figura 7). Na figura 7 héd a representag@o grafica da previsdo dos
valores de CLs(p-96h quando ha variacdo na concentracdo de AH em um pH constante (5,7).
Observe que as melhores previsdes do modelo estdo entre 30 e 40% de 4cidos himicos.
Quando ha variagdo de pH, hd menor influéncia das AH na determinacdo da CLsy pelo
modelo. Na figura 8, os valores preditos pelo modelo que mais se aproximam do observado

em experimentos de campo sio obtidos em pH entre 5 e 6.
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Figura 5. Comparacgio entre CL5(-96h obtida experimentalmente
e a gerada pelo BLM para os dados originais coletados em campo.
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Figura 6. CL5)-96h observada e predita pelo BLM utilizando os valores
originais de pH com variagdes na porcentagem de acidos hdmicos nas
diferentes localidades. TC: Tefé — cheia, IC: Itacoatiara — cheia, SIC:
Santa Isabel — cheia, BC: Barcelos — cheia, ANC: Anavilhanas — cheia,
TS: Tefé — seca, IS: Itacoatiara — seca, BS: Barcelos — seca.
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Figura 7. Representacdo do valor de CL5o-96h predito pelo BLM quando
pH € corrigido para 5,7, em diferentes porcentagens de dcidos himicos.

20



1600

H CL, Observada
1400 1 [0 40% AH
B 60% AH
1200 | 1 75% AH
3 1000
3
(5]
2 800
B
O 600
400
200 - HW
Ll oo
3.3

3 37 4 43 47 5 53 56 59
pH

Figura 8. Representacdo da CLs-96h predita pelo BLM com diferentes

valores de pH e em tré€s propor¢des de dcidos himicos.
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5. Discussao

Os estudos sobre a toxicidade de agentes contaminantes refletem uma preocupacgdo
cientifica atual, visto que sdo freqiientes os casos de contaminacio de ecossistemas aqudticos
por descartes de residuos quimicos, agricolas e efluentes urbanos. Os testes de toxicidade sdo
realizados com o objetivo de estabelecer os limites maximos permissiveis para compostos
téxicos e ainda avaliar o impacto desses compostos sobre o ambiente e os organismos
(Bertoletti, 1990).

Experimentos laboratoriais de toxicidade s@o utilizados como uma ferramenta para
investigar possiveis alteragdes em ambientes naturais decorrentes da contaminag@o antropica
e criar subsidios para controlar estas alteragdes (Aragido & Aradjo, 2006). Estes experimentos
sdao realizados utilizando animais experimentais em condi¢des artificiais controladas. Por
outro lado, ao se trabalhar nas condicdes locais pode-se descartar as possiveis modifica¢des
que a dgua sofreria ao ser transportada até o laboratdrio. Assim, é possivel avaliar situacdes
que ocorrem em ambientes naturais caracteristicos da Amazonia.

O cobre tem recebido grande atenc¢do da comunidade cientifica por ser considerado um
dos metais potencialmente mais toxicos para peixes (Lloyd, 1992; McGeer et al., 2000;
Matsuo et al., 2005). Muitas espécies de peixes tém sido utilizadas para avaliagdo da
toxicidade do cobre, sendo a maioria de regides temperadas (Laurén & McDonald, 1985;
Playle et al.,1993ab; McGeer et al., 2000; McGeer et al., 2002; Matsuo et al., 2005). Poucas
espécies tropicais tém sido analisadas e apenas recentemente iniciaram-se os estudos
envolvendo espécies amazdnicas (Damato, 1997; Mazon, 1997; Mazon & Fernandes, 1999;
Oliveira, 2001; Oliveira, 2003; Matsuo, 2004; Matsuo et al., 2005; Menezes, 2005;
Rodrigues, 2006; Matsuo & Val, 2007; Duarte et al., 2009).

O presente trabalho visou avaliar a toxicidade do cobre em ambientes amazo6nicos por
meio de testes de toxicidade aguda e os valores de CL5(-96h obtidos apresentaram grande
variagdo em comparagdo aos trabalhos citados anteriormente. Dentre os experimentos
realizados em dgua preta, as andlises em Santa Isabel do Rio Negro revelaram o valor mais
elevado de CLs), enquanto em Tefé (rio Solimdes) e Itacoatiara (rio Amazonas), observaram-
se os menores valores CLs(-96h.

Neste caso, pode-se afirmar que essas variacdes na toxicidade sdo decorrentes
principalmente das caracteristicas fisico-quimicas da dgua e ndo sé de caracteres individuais

da espécie, ja que variagdes dentro de uma mesma familia tendem a ser menores, tendo como
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base o trabalho de Duarte et al. (2009) sobre a sensibilidade ao cobre de peixes ornamentais
da Amazodnia. Essas variacdes nas caracteristicas fisico-quimicas s@o muito importantes na
determinagdo da toxicidade, pois influenciam diretamente os processos de complexacdo e
competicdo do cobre em meio aquitico, afetando, por conseguinte, sua biodisponibilidade e
sua toxicidade (Lloyd, 1992; Playle et al., 1993ab; Di Toro et al., 2000; Lee, 2000; Paquin et
al., 2000; Di Toro et al., 2001; Paquim et al., 2002; Dwyer, 2003; Schamphelaere & Janssen,
2004).

Esta diferenca na toxicidade em decorréncia de variagGes nas caracteristicas fisico-
quimicas da dgua estd de acordo com a literatura, onde alteragdes no pH, nos teores de
carbono orginico dissolvido, na dureza, na alcalinidade e na quantidade de sélidos em
suspensdo sdo fatores responsdveis pelas variacdes nas respostas a contaminacdo por cobre
em ambientes aqudticos (Lloyd, 1992; Wood, 1992; Playle et al., 1993ab; Di Toro et al.,
2001; McGeer et al., 2002; Wood et al., 2003; Matsuo et al., 2004; Schamphelaere & Janssen,
2004; Matsuo et al., 2005).

De acordo com Playle et al. (1993a), qualquer caracteristica ambiental que previna a
absorcdo inicial pela superficie das branquias, quer pela reducdo na concentracdo de metal
livre, quer pela reducdo no ndmero de sitios de ligacdo, ird reduzir a toxicidade de metais
livres dissolvidos na 4dgua. No ambiente aqudtico, o cobre pode se associar a particulas
presentes na dgua, formando complexos inorganicos (carbonatos e hidréxidos) e orgéanicos (na
presenca de matéria orgénica natural, aminoécidos, acidos himicos e fulvicos) (Sorensen,
2000). A formacdo de complexos reduz a disponibilidade do fon cobre livre no meio,
diminuindo, assim, a quantidade relativa de cobre capaz de interagir com o sitio de ligacdo no
epitélio branquial dos organismos, o que por sua vez reduz a toxicidade desse metal (Paquin
et al., 2000).

Os experimentos realizados nas dguas pretas do rio Negro, representados por trés
pontos de coleta durante a cheia e um ponto durante a seca, apresentaram os maiores valores
de CL50-96h, acompanhados de altas concentragdes de carbono orgénico dissolvido. A menor
toxicidade do cobre aos animais observada em ambientes de dgua preta, ricos em matéria
organica dissolvida, pode ser explicada pela capacidade de ligacdo entre o cobre e a matéria
organica, resultando na formacdo de complexos e na reducdo da concentragdo de cobre idnico
livre capaz de se associar ao epitélio branquial dos peixes causando toxicidade (Playle et al.,
1993ab; Paquin et al., 2000; McGeer et al., 2002; Wood et al., 2003; Matsuo et al., 2004;
Schamphelaere & Janssen, 2004; Matsuo et al., 2005).
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O pH écido, tipico das dguas dos rios de dgua preta, aumenta a concentragdo de cobre
ionico livre por impedir a formacdo de hidréxido de cobre (Paquin et al., 2000). Além da
participagdo dos fons H', a acidez da dgua prejudica a formacdo de carbonatos de cobre e
complexos cobre-matéria orginica, favorecendo a maior biodisponibilidade do cobre. Nestas
dguas o baixo pH € decorrente principalmente da presenca de acidos hiimicos e fulvicos,
constituintes majoritirios da matéria organica. Com isso, o efeito téxico do pH pode ser
compensado pela alta concentracdo de carbono orgéanico dissolvido apresentado pelas dguas
pretas. Nos ambientes de dgua preta o maior pH foi observado em Santa Isabel do Rio Negro,
onde foi observado também o mais alto valor de CLso (Wood, 1992; Playle et al., 1993a; Di
Toro et al., 2001; Rocha & Rosa, 2003; Scamphelaere & Janssen, 2004).

Nos experimentos realizados em ambientes de dgua branca, no rio Solimdes (em Tefé)
e no rio Amazonas (em Itacoatiara), foram observados os menores valores de CLsg, ou seja, a
maior toxicidade de cobre aos animais, independente da fase do ciclo hidrolégico. Isto,
provavelmente, ocorre devido a uma menor concentragdo de matéria orgénica dissolvida e
menor complexagdo desta com o cobre, resultando em maiores concentracdes de cobre idnico
livre capaz de se ligar a branquia.

Além da participacdo do DOC, ha outras caracteristicas ambientais que podem
interferir na toxicidade do cobre. A alcalinidade e a dureza sdo importantes fatores de
modulagdo da toxicidade do cobre. Os cétions cdlcio e magnésio sdo capazes de competir com
os metais pelos sitios de ligacdo na branquia dos peixes reduzindo, também, a toxicidade do
metal ou metais presentes (Playle ef al., 1993a; Sorensen, 2000; Paquin et al., 2002; Matsuo
et al., 2005). Os ambientes de dgua branca e aqueles sob sua influéncia, de maneira geral,
apresentam maior concentracdo de fons e dureza mais elevada em comparacdo com 0s
ambientes de 4dgua preta. Nestes, ndo hd grande participacdo da dureza na reducdo da
toxicidade do cobre, que ocorre, principalmente, devido & complexa¢do com a matéria
organica (Matsuo & Val, 2007). Em geral, estas concentracdes observadas na dgua branca
estdo bem abaixo da concentragdo observada em dguas de ambientes temperados, onde ndo é
visivel este efeito protetor.

A maior concentrag@o de fons, principalmente célcio, observada nas coletas realizadas
em Itacoatiara, exerce um efeito protetor nos peixes, pois hd uma competi¢io do Ca** pelos
mesmos sitios de acdo utilizados pelo Cu™* presentes nos organismos (Playle et al., 1993a;
Matsuo et al,, 2005). Em ambiente onde o cdlcio estd mais concentrado (maior dureza da

dgua), havera uma maior tendéncia de ligacdo deste a branquia. Além do efeito protetor do
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célcio, o aumento da dureza resulta na formacdo de complexos cobre-carbonatos reduzindo a
concentragcdo de fon cobre capaz de se ligar a branquia (Paquin et al., 2000). Em ambientes
onde ha baixas concentracdes de cdlcio e magnésio haverd maior interferéncia de carbonatos e
hidréxidos na formacdo de complexos de cobre, porém em dguas duras haverd maior
participacdo da alcalinidade na protecdo dos peixes em face da toxicidade do cobre (Sorensen,
2000). O célcio apresentou as maiores concentragdes em dgua branca. O segundo local com
maior concentragdo de cdlcio foi Anavilhanas, que apesar de estar localizada em ambiente
tipicamente de dguas pretas, durante o periodo de cheia sofre influéncia direta do rio Branco,
sistema de dgua branca a montante do ponto de coleta (Sioli, 1990).

O alto teor de s6lidos em suspensdo, importante caracteristica de 4guas brancas (Junk,
1983; Sioli, 1990), apesar de ndo ter sido quantificado experimentalmente, pode ser observado
visualmente principalmente em Tefé e Itacoatiara. De acordo com Sorensen (2000), areia,
barro e argila em suspensdo sdo capazes de adsorver o cobre livre presente no ambiente
aqudtico, diminuindo a toxicidade do metal. Apesar da alta concentracdo de célcio e s6lidos
em suspensdo apresentada por estas dguas, neste trabalho foi observada uma maior toxicidade
do cobre, possivelmente devido 2 menor concentracio de compostos organicos.

A ocorréncia natural de cobre apresentou padrio de aumento durante a seca
semelhante na dgua branca e na 4gua preta. As concentracdes encontradas podem ser
consideradas elevadas para os padrdes da regido, porém ainda abaixo da média mundial e de
valores encontrados em ambientes impactados (Damous et al., 2002).

Koumrouyan & Santana (2008) determinaram as concentragdes totais de elementos-
traco em sedimentos de um lago de inundacdo do rio Solimdes, ndo observando varia¢des
sazonais nas concentracdes de cobre, que ficaram em torno de 85ug/L. Silva e colaboradores
(1999) estudaram a distribuicao de metais de transicio em sedimentos de igarapés proximos a
Manaus, atribuindo as elevadas concentracdes de cobre as atividades industriais e efluentes
domésticos. Estes mesmos autores encontraram maiores concentracdes no periodo chuvoso,
fato ndo observado neste estudo, onde as maiores concentracdes foram encontradas durante a
coleta no periodo de seca, fato que pode ser atribuido a menor diluicdo de dguas durante esta
fase do ciclo hidrolégico.

Sargentini Junior e colaboradores (2001) estudaram a complexacdo de cobre por
substancias himicas aqudticas, observando uma concentragio de 38,5ug/LL de cobre
dissolvido no rio Negro, entre os rios Taruma e Taruma Mirim. Este mesmo rio foi estudado

por Santana & Barroncas (2007) que observaram grande influéncia do aterro sanitirio na
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presenca de metais de transicdo na dgua e no sedimento. A concentragdo de cobre na dgua
apresentou valores que variaram entre 77 e 100ug/L, enquanto no sedimento os valores
estiveram entre 95 e 1919ug/L. Honda (2006) observou concentragdes méaximas de 3,6pg/L
em igarapés impactados pela atividade de extragdo de petrdleo e ndo impactados na regido do
rio Urucu. Sampaio (2000) estudou igarapés de regides impactadas pela atividade antrépica
préximos a Manaus, onde as concentra¢des de cobre na dgua apresentaram valores proximos a
1.000ug/L. Damous e colaboradores estudaram o rio Salobo, onde os valores a montante da
Provincia Mineradora de Carajis, no Pard, apresentaram variacdes entre 3,2 e 3,8ug/L, porém

a jusante as concentracdes se elevaram para 19ug/L.

5.1. O Modelo do Ligante Biético

Este trabalho avaliou a capacidade do Modelo do Ligante Bidtico na previsdo da
toxicidade do cobre por meio da competicdo e complexacdo com substancias organicas e
inorginicas presentes nos ambientes aqudticos naturais. O BLM é capaz de prever a
concentragdo de metal associado com o ligante bidtico, calculado com base na concentracio
de metal em associag@o a outros ligantes presentes no meio. O BLM € uma ferramenta que
gera uma diretriz bésica para prever a redu¢do da toxicidade do cobre com o aumento da
concentracdo natural de matéria organica, carbonatos e pH (Paquin et al., 2002).

Os resultados gerados nos experimentos realizados em diferentes dguas da Amazonia
demonstraram intima relacdo entre o pH e a capacidade de predi¢do da toxicidade do cobre
pelo Modelo do Ligante Bidtico. O BLM demonstrou eficiéncia em dguas com pH acima de
5, observado nas dguas brancas do rio Solimdes e nas dguas do rio Amazonas. Nestes locais
os valores de pH variaram entre 5,7 e 6,9. Porém, nas dguas 4cidas do rio Negro (valores de
pH entre 3,3 e 4,5), o modelo ndo apresentou a mesma consisténcia observada quando
aplicado com as caracteristicas das dguas brancas. Em dguas de pH abaixo de 5, os valores de
CLs50-96h preditos e observados apresentaram diferenca de cerca de dez vezes.

Aparentemente, nas condicdes iniciais de desenvolvimento do programa, o BLM foi
calibrado para utilizar valores de pH com intervalo entre 6 e 8 (Schamphelaere & Janssen,
2002). De acordo com o guia de utilizagdo do programa, o modelo foi desenvolvido e
calibrado para uma variagdo de pH de 4,9 a 9,2 (HydroQual, Inc., 2007); por isso, a predicdo
da toxicidade do cobre em pH fora deste intervalo pode ser prejudicada. Schamphelaere &
Janssen (2002) observaram em experimentos com Daphnia em pH acima de 8, que os valores

de toxicidade predita excedem em até duas ordens de magnitude o valor observado de CEjsy.
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Os autores sugerem que o BLM pode estar superestimando o valor de CEsy nestes
experimentos. Nos experimentos em dgua dcidas do rio Negro, com valores de pH menores
que 5, foi observada uma situacio inversa, porém com os mesmos principios, onde o valor de
CLsp foi subestimado em relacdo ao valor observado. Isso demonstra que o pH,
aparentemente, ¢ uma caracteristica crucial a capacidade de previsdo do BLM.

Para melhorar a predi¢cdo da toxicidade do cobre em dguas dcidas da Amazonia, ha a
necessidade de ajustes na férmula principal do programa que passe a levar em consideragio
valores de pH abaixo de 5. Adicionalmente, propomos testar as mesmas caracteristicas fisico-
quimicas da 4dgua utilizadas para aplicar o programa, porém com valor de pH 5,7, menor valor
de pH encontrado nas dguas brancas. A figura 5 apresenta os valores de CL5o-96h predito e
observado para cada localidade plotada em um grafico contendo valores de CLsyp-96h predito
e observado para outras espécies de peixes amazonicos. Podemos notar que os pontos em
preto, onde ndo houve alteracdo nos valores originais, estdo fora do intervalo de confianca do
modelo. Porém, quando corrigimos o pH e a porcentagem de 4cidos hiimicos, os pontos
vermelhos se encaixam no limite de confianca do BLM.

Aliado a elevag@o nos valores de pH, elevamos também a concentracdo de 4cidos
hdmicos de 40 para 60%. A figura 6 mostra que apenas a variacio na porcentagem de acidos
hdmicos em pH acido néo é suficiente para uma correcdo adequada na previsdo do modelo,
onde os valores de toxicidade predita ainda continuaram muito abaixo da CLs, observada.
Porém quando aliamos a variagdo na concentracdo de AH uma variagdo nos valores de pH,
nota-se que o modelo passa a ser capaz de uma melhor previsdo na toxicidade do cobre. Na
figura 8 observa-se a variacdo no valor de CL5o-96h predito em fun¢@o das varia¢des tanto na
proporcao de 4dcidos himicos como no pH. Em pH acima de 5, a propor¢édo de acidos himicos
presentes no sistema ndo apresenta grande importancia. No entanto, quando variamos apenas
a concentracdo de AH em pH 5,7, hd uma elevag@o no valor de CLs5y predito, mostrando que
quando dentro do valor de deteccio do modelo, a quantidade de AH altera a previsdo da
toxicidade do cobre (Figura 7).

A alteracdo na porcentagem de dcidos hiimicos nos pontos de coletas no rio Negro foi
baseado na maior capacidade de transporte de dcidos orgéanicos pelas dguas pretas. De acordo
com Ertel et al. (1986) ha maior fluxo de 4cidos himicos vindo do rio Negro e seus tributarios
e estes contribuem em cerca de 2,5 vezes a capacidade de “input” do rio Solimdes. As dguas
pretas possuem altos niveis de DOC, sendo mais da metade composto por substdncias

huimicas, com altos niveis de carbono. Em coletas realizadas no rio Amazonas, os autores
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relataram haver diferencas nas fontes que compdem o carbono orgénico total e dissolvido.
Ainda, podemos assumir que a matéria orginica dissolvida é composta por fragdes de
tamanhos moleculares diferentes que sdo capazes de complexar quantidades varidveis de
metais (Sargentini Junior et al., 2001; Bryan et al., 2002). Como ha diferengas na composi¢éo
e no tipo de matéria orgénica entre os rio Negro e Solimdes, estes dados devem ser levados
em consideracdo na utilizagdo do modelo para previsdo da toxicidade do cobre em dguas da
Amazoénia (Ertel et al., 1986; Schamphlaere et al., 2002).

A figura 9 representa os resultados obtidos e esperados para os experimentos
realizados no Laboratdério de Ecofisiologia e Evolucdo Molecular (LEEM) no ambito do
Projeto Cobre, durante os anos de 2005 a 2008. Os pontos em cinza representam
experimentos realizados com as espécies de peixes amazoOnicos (Caracideos: Brycon
amazonicus, Carnigella strigata, Colossoma macropomum, Hemigrammus rodosthomus,
Hyphessobrycon socolofi, Paracheirodon axelrodi; Ciclideos: Apistogramma agassizzi, A.
trifasciatus, A. hyppolytae, Dicrossus maculates; Siluriformes: Corydoras schwartz,
Dianema urostriatum, Otocinclus hasemani) em 4guas do pogo do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA) e sob diferentes concentragdes de DOC. Os pontos em preto
representam os experimentos realizados em campo nas diferentes localidades nos dois
periodos hidrolégicos. Nota-se que ha trés pontos fora do intervalo de confianga do modelo,
representando as trés coletas feitas em agua preta no periodo cheio, onde foram observados os
maiores valores de CLsp-96h nos menores valores de pH. Os pontos em vermelho representam
as mesmas localidades, porém os valores de pH abaixo de 4,9 foram ajustados para 5,7; nestes
mesmos locais a concentragdo de dcidos hiimicos foi ajustada para 60%. Este valor de AH foi
escolhido aleatoriamente, visto que ndo ha registros na literatura que descrevam valores de
AH tao elevados para a regido.

Este estudo € o primeiro a testar em campo a utilizacdo do Modelo do Ligante Bidtico
em dguas 4cidas de ambientes tropicais. O modelo, originalmente desenvolvido para
ambientes temperados, ainda necessita de estudos sobre sua aplicabilidade e viabilidade
nesses ambientes. Entretanto, dados gerados no presente trabalho em conjunto com aqueles
obtidos sob condicdes laboratoriais demonstram que o BLM pode ser uma alternativa vidvel
para a predi¢do da toxicidade do cobre.

Apesar da resposta positiva a respeito da viabilidade do modelo em ambientes
controlados, h4 ainda grande necessidade de novos estudos capazes de identificar outros

ligantes presentes em dguas naturais capazes de interferir na biodisponibilidade do cobre. Os
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sOlidos em suspens@o bem como as fragdes de 4cidos orginicos, por exemplo, sdo
caracteristicas ambientais ndo consideradas pelo modelo, mas que interferem na
biodisponibilidade do cobre, sendo necessario saber os niveis desta interferéncia para assim

inclui-las no modelo.
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Figura 9. Comparagdo da CLs)-96h obtida experimentalmente nas cinco
localidades e a gerada pelo BLM para os dados originais coletados em
campo (em preto), para os dados de campo corrigidos (em vermelho) e os
para os peixes amazOnicos testados em laboratério em dgua do pogo do
INPA e em varias dilui¢cdes de dgua do rio Negro. Formas geométricas
iguais representam as mesmas localidades.

5.2. Aplicabilidade do Modelo do Ligante Bidtico

Anteriormente, os padrdes de qualidade de dgua para metais traco eram baseados
simplesmente na concentracdo total de metal na dgua. Estudos sobre a quimica de metais em
ambientes aqudticos geraram subsidios para se adotar como padrdo os niveis de metais
dissolvidos (Genderen et al., 2008). Devido aos experimentos serem realizados em ambientes
de laboratdrio controlados, com concentragdo constante de sais, € sem a interferéncia de
matéria organica ou sélidos em suspensdo, os padrdes consideravam a quantidade total de
metal i0nico dissolvido e eram indiferentes a quimica da dgua. Porém, a toxicidade observada

em laboratério era muito maior quando comparada a ambientes naturais (Niyogi & Wood,
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2004). Por isso houve a necessidade de estudos que abordassem o comportamento de metais
em associacdo e suas possiveis interagdes, visto que em ambientes contaminados,
normalmente ha toxicidade associada de metais (Niyogi & Wood, 2004).

A partir dos anos 70 e 80, as agéncias de protecdo ambiental americana e européia
desenvolveram critérios diferentes para a qualidade ambiental de dguas doces e marinhas,
considerando a dureza e a salinidade da dgua respectivamente (Niyogi & Wood, 2004; Natale
et al., 2007; Reiley, 2007). Outros parametros foram incorporados, baseados em estudos de
fisiologia e toxicologia que demonstram a interacdo entre metais e ambiente aqudtico, até a
criacdo de modelos que predizem a toxicidade de metais baseados nas caracteristicas
ambientais. Estes modelos levam em considerag@o varidveis importantes na determinacio da
toxicidade de metais que podem ser mensurados e indentificados no ajuste do programa.

Os resultados destes estudos podem ser utilizados como ferramenta para a criacio e
atualizac@o de politicas publicas (Natale et al., 2007). Paises como Estados Unidos, Canada,
Autrélia, Chile e Argentina passaram a incorporar os dados gerados pelo Modelo do Ligante
Bidtico sobre a competi¢do, complexacdo e concentracdo de metais de transicdo no
estabelecimento de politicas sobre os padrdes de qualidade de 4dgua e em programas de
conservagdo ambiental (Wood, 2008). No Brasil, ha ainda necessidade do estabelecimento de
politicas publicas que levem em consideracdo as caracteristicas bidticas e abidticas dos corpos
d’dgua de cada regido, tendo em vista um acompanhamento continuo da qualidade ambiental,
bem como a criagdo de novas diretrizes para a fiscalizacdo de emissdes de efluentes e
descargas de poluentes em ambientes aquaticos.

Estabelecendo-se um robusto conjunto de dados para validar o BLM em &guas da
Amazodnia para predizer a toxicidade do cobre, ndo haveria necessidade de utilizacdo de testes
de toxicidade em organismos vivos, gerando uma alternativa mais econdmica, pritica e rapida
para se obter respostas em relacdo a contaminagdo aqudtica. O modelo possibilitaria, dessa
forma, um monitoramento constante da qualidade da dgua para garantir a conservacio da

biodiversidade da Amazonia.
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6. Conclusoes

L A toxicidade do cobre aos peixes € menor em dguas pretas (maiores valores de CLsg)
quando comparados aos demais tipos de dgua analisados.

. Em relagdo ao ciclo hidroldgico, a toxicidade do cobre apresentou-se maior durante a
seca e menor durante a cheia em 4dguas pretas e em Itacoatiara, provavelmente devido a
maior interferéncia do carbono orgénico dissolvido nestes ambientes. Em dgua branca a
toxicidade do cobre apresentou padrdo invertido (ou seja, menor toxicidade durante seca e
maior durante a cheia), sugerindo maior interferéncia dos fons (cdtions), dureza e
alcalinidade na sensibilidade dos animais.

. O BLM demonstrou maior efici€éncia em predizer a toxicidade do cobre em dguas
brancas do rio Solimdes e para dguas do rio Amazonas (pH acima de 5). Porém, em dguas
4cidas do rio Negro (valores de pH entre 3,3 e 4,5) o modelo apresentou maior incerteza.

. Para ser utilizado como uma ferramenta eficaz e vidvel para a determinacdo da
toxicidade do cobre em diferentes dguas da Amazdnia, o BLM deve ser calibrado para as
caracteristicas tipicas da regido, particularmente o baixo pH e as altas concentracdes de

carbono orgénico dissolvido.
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