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RESUMO GERAL

FRANCO, Maione Wittig, D.Sc., Universidade Federal de Minas Gerais, Marc¢o de 2014.
Avaliagdao da qualidade ambiental no entorno de drea de mineragao e analise da
exposicao da cianobactéria Synechococcus nidulans a oxidnions de arsénio
Orientador: Francisco Antonio Rodrigues Barbosa. Co-orientadora: Sérgia Maria
Starling Magalhaes.

O Quadrilatero Ferrifero (QF), localizado no Estado de Minas Gerais, € uma regido de
formacao geoldgica rica em depdsitos arseniferos, onde a atividade de mineragdo aumenta o
risco de contamina¢do por elementos téxicos. A primeira etapa desse trabalho teve por
objetivo avaliar as concentracGes de metais toxicos em agua e sedimento em cursos d’agua na
bacia do Rio Doce e Rio Das Velhas, no entorno de empreendimentos de mineragdo, com
atencdo voltada para os riscos de contaminacdo humana nestes locais. A segunda etapa teve
por objetivo comparar a comunidade fitoplanctonica entre pontos impactados e de referéncia,
para avalicdo da qualidade ambiental. Em uma terceira etapa experimental, utilizou-se como
organismo-teste a cianobactéria Synechococcus nidulans (Pringsheim) Komarek proveniente de
curso d’dgua em area de mineragdo, para estudar a toxicidade e bioacumulag¢do do As e
verificar a possibilidade de utilizar cianobactérias como agentes de bioacumulagdo de As e/ou
biotransformacdo de formas de As inorganico em formas organicas. Para isso, cultivou-se S.
nidulans em meio de cultivo BG-11 sob exposicdo ao As(lll) e As(V). Foram utilizadas as
técnicas de Espectroscopia de Absor¢do de Raios X (XAFS) para os estudos do comportamento
intracelular do As e Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (HPLC-ICP-
MS) para especiagdo quimica. Quanto a contaminacdo por metais toxicos nas aguas
destacaram-se a contamina¢do por As e manganés (Mn). Além desses elementos, no
sedimento foram encontrados outros metais téxicos como o cddmio na bacia do Rio Doce. Por
se tratar de uma zona rural, onde é comum a utilizagcdo direta das aguas, a popula¢do local
estd sob o risco de contaminagdo por exposicdo crbnica. Entre os grupos de organismos
fitoplancténicos, Zignematophyceae e Bacillariophyceae se destacaram com maiores riqueza e
abundancia associadas aos pontos de referéncia, e Euglenophyceae associada a locais com
altas concentragdes de nutrientes. As diferengas na composicao e estrutura da comunidade
fitoplancténica indicaram seu potencial como bioindicadora da qualidade ambiental. A cepa de
S. nidulans demonstrou elevada resisténcia aos oxidanions de As(lIl) e As(V). Por meio das taxas
de crescimento em fun¢do da concentracdao de As, foram determinadas as ECs, sob exposicao
ao As(V) de 2642,97 mg/l e As(lll) de 6,64 mg/l. Neste trabalho verificou-se que as
cianobactérias sdo resistentes a concentragées de As muito elevadas em relacdo aquelas

encontradas nos pontos amostrados. Utilizando-se a técnica de XAFS demonstrou-se que o
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principal sitio de ligacdo do As(lll) sdo os grupos sulfidrila, com a formacdo do complexo
As(GS);. Em estudo de longo tempo de exposicdo (30 dias) ao As(lll) e As(V) a
biotransformacdo de As(V) em As(lll) e compostos organicos de As foram observadas, sendo
que a espécie predominante intracelularmente foi As(V) sob exposicdo a ambas espécies
quimicas. Proporgdes elevadas de As inorganico intracelular foi encontrado em S. nidulans,
indicando seu potencial como agente de biotransformacdo de As e a participacdo dessa
espécie de cianobactéria na geoquimica desse elemento. Assim, foram apresentadas
contribuicdes para esclarecer a dinamica de penetracdo e do comportamento intracelular do

As em S. nidulans, uma cepa de cianobactéria proveniente de um local contaminado.



GENERAL ABSTRACT

Assessment of environmental quality in the vicinity of mining and analysis of the exposure of
the cyanobacterium Synechococcus nidulans to arsenic oxyanions. Advisor: Francisco Anténio
Rodrigues Barbosa . Co-advisor: Sérgia Maria Starling Magalhaes.

The Iron Quadrangle is a region in Minas Gerais state rich in arsenic (As) in soils and sediments,
where mining activity increases the risk of contamination by toxic elements. In the present
study, the first step was to evaluate the concentrations of toxic metals in water and sediment
in streams in the Rio Doce and Rio Das Velhas basin in the vicinity of mining areas, with
attention focused on the risks of human contamination at these sites. The second step was to
compare the phytoplankton community between impacted and reference sites to evaluate
environmental quality. In a third step, the cyanobacterium Synechococcus nidulans
(Pringsheim) Komarek, collected and isolated form a stream in a mining area, was used as a
test organism to study As toxicity, bioaccumulation and speciation, in order to verify the
possibility of using cyanobacteria as agents to remove As oxyanions from aqueous solution or
to biotransform inorganic As into organic forms. S. nidulas was cultivated in culture media BG-
11 under exposure to As(lll) and As(V). The X-ray Absorption Spectroscopy (XAFS) was used to
investigate intracellular As binding sites and Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
(HPLC-ICP-MS ) was used for As chemical speciation. In the water from sampled points, it was
observed contamination by the toxic metals As and manganese (Mn). In addition to these
elements, other toxic metals were found in the sediments, such as cadmium (Cd) in the Rio
Doce basin. Because it is a rural area where direct use of water is common, the local
population is at risk of contamination by chronic exposure. Among the groups of
phytoplanktonic organisms, Bacillariophyceae and Zignematophyceae stood out with greater
richness and abundance associated with reference sites and Euglenophyceae associated with
higher nutrients concentrations sites. The differences in the composition and structure of the
phytoplankton community indicated its potential as bioindicator of environmental quality. S.
nidulans showed high resistance to As(lll) and As(V) oxyanions. The ECs;, were determined
upon exposure to As(V) =2,642.97 mg/| and As(lll)= 6.64 mg/l. In the present study, it was
found that cyanobacteria are resistant to very high concentrations of As compared to those
found in the sampled points. As(lll) seems to easily interact with cell wall components than As
(V), which results in greater cell penetration. Using XAFS technique, it was demonstrated that
sulfhydryl groups are the primary binding site of As(lll), forming As(GS); complex. In long-term
exposure (30 days) to As(lll) and As(V), S. nidulans reduced As(V) to As(lll) and produced

organic compounds of As, indicating the involvement of S. nidulans in As biogeochemistry and



its potential to be tested as an agent of arsenic biotransformation. Thus, contributions were
presented to clarify the dynamics of As penetration and intracellular behavior in S. nidulans, a

cyanobacteria strain isolated from a site contaminated with As and other toxic elements.



INTRODUGAO GERAL

No Brasil, a atividade de mineragdao é um setor de grande relevancia, no qual o estado
de Minas Gerais contribui com grande parte (41%) do valor da produgao mineral do pais
(Anuario Mineral Brasileiro, 2010). Neste Estado, existem grandes dreas entorno de minas em
pleno funcionamento, ou ja descomissionadas, nas quais se observa a contaminac¢do do solo e
das dguas por metais pesados (Figueiredo, et al., 2007). Desta forma, os elementos que
permaneciam em depdsitos entram em contato com os diversos niveis da cadeia tréfica,
causando problemas ecoldgicos importantes, como a biomagnificacdo (Jorddo, et al., 1996;
Amado-Filho et al., 2008).

Entre todos os elementos disponibilizados pelo processo da drenagem de minas, o
semimetal arsénio (As), € um dos mais toxicos, razdo pela qual este elemento vem recebendo
especial atencdo das autoridades governamentais, com a adocdo de limites mais restritivos
para sua concentracdo em agua potavel. O limite maximo permitido pelo Conselho Nacional do
Meio Ambiente é de 10 pg/L, para agua potavel, e de 33 pg/L para aguas classe Il (Resolugdo
357, CONAMA).

O Quadrilatero Ferrifero, no Estado de Minas Gerais, é uma das principais areas onde
se observa a contaminacdo por As, relacionada a intensa atividade de minera¢do de ouro em
areas com formacdo geoldgica rica em As (Matschullat, 2000). Nesta regido, alguns locais
utilizam dagua subterrdnea, proveniente de nascentes ou de minas abandonadas, para o
abastecimento humano. Em algumas minas auriferas subterraneas e nascentes das regides de
Ouro Preto e Mariana, foram quantificadas concentraces variando de 2 a 2980 ug/l para As
total. Em alguns locais amostrados na mina da Passagem, municipio de Mariana, foi
encontrado o arsenito [As(lIll)], a espécie quimica mais téxica do As, em concentragbes de até
86 ug/l (Borba et al., 2004), o que torna a agua imprdpria para o consumo.

A toxidade do As é conhecida ha muitos séculos. Em 1879, a alta incidéncia de cancer
de pulmdo em trabalhadores das minas na Saxdnia foi atribuida ao As inalado. Alguns anos
depois, o cancer de pele foi registrado em pacientes tratados com medicamentos contendo As.
A evidéncia de que a ingestdo deste semimetal na dgua poderia causar cancer de pele foi
confirmada na década de 30, na Argentina. Desde entdo, as consequéncias prejudiciais da
exposi¢cdo crénica ao As vem sendo documentadas em varios outros paises, como Taiwan,
Chile, México, China, india e Bangladesh (Banerjee, 2009; Matschullat, 2000).

Varios pesquisadores registraram consequéncias da atividade de mineracdo tais como
a intoxicacdo de animais e a reducdo da biodiversidade de algas, peixes, macroinvertebrados

em cursos d’agua a jusante de minas. Concentragbes elevadas de metais podem ser
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encontradas mesmo em graos e vegetais cultivados em solos contaminados por rejeitos de
minas (Zhuang et al., 2009), uma situacdo preocupante, devido aos efeitos téxicos para a
saude humana.

A toxicidade do arsénio estd amplamente relacionada a sua espécie quimica. E um
consenso que o As(lll) é mais téxico do que o arseniato [As(V)] para animais (Petrick et al.,
2000). Porém, para microalgas e cianobactérias a toxicidade do arsénio varia grandemente
com o numero de oxida¢do e com a espécie estudada (Bhattacharya & Pal, 2010; Levy et al.,
2005).

Foi demonstrado, em condicdes de laboratdrio, que diferentes grupos de microalgas e
cianobactérias sdo capazes de tolerar o arsénio e incorpora-lo em compostos organicos. Além
disto, de acordo com Shaheen et al.,, 2007, cianobactérias mostraram-se eficientes na
remocdo de arsénio de solo contaminado, coletados em dareas de mineragdo. Portanto as
cianobactérias formam um interessante grupo de micro-organismos para se estudar os
processos que levam a desintoxicagdo por As.

Considerando a contaminacdo por As em dguas superficiais e a necessidade de
investigar a intera¢do deste semimetal com as cianobactérias, este estudo teve por objetivo
monitorar as concentragdes de metais téxicos em dreas no entorno de industrias de
mineragdo, bem como coletar e isolar organismos fitoplanctonicos nestas dareas, testar sua
capacidade de absorcdo dos oxidanions As(lll) e As(V), bem como avaliar a capacidade de
biotransformacdao destas espécies quimicas pelas cianobactérias. Estes objetivos foram
trabalhados em etapas. Inicialmente, foi avaliado o grau de contaminacdo ambiental por
arsénio e outros metais téxicos em areas de mineracdo no Estado de Minas Gerais (Brasil).
Nestas areas, amostras de agua foram coletas e em laboratdrio foi realizado o isolamento de
cepas de cianobactérias e microalgas. Varios representantes de cianobactérias das ordens
Nostocales (Nostoc spp., Scytonema sp.), Oscillatoriales (Phormidium cf tergestinum,
Phormidium ambigum, Phormidium cf inundatum, Phormidium autumnale, Pseudanabaena
minima, Pseudanabaena limnetica, Geitlerinema cf amphibium) e Chrococcales
(Synechococcus nidulans) foram obtidos, além de microalgas (Chlorophyta) como Chorella
vulgaris e Stigeoclonium tenue (anexo 1). Selecionou-se a cepa de S. nidulans para os
experimentos subsequentes por sua facil homogeneizagdo em meio de cultivo e auséncia de
bainha mucilaginosa, que poderia atuar como uma barreira para o contato do As com as
células. Foram determinadas as concentra¢des de As(lll) e As(V), que causam inibicdo do
crescimento em 50% (CEsg). Foi investigada a interacdo do As(lll) e As(V) com a glutationa
(GSH), tendo em vista que esta € uma molécula chave para a imobilizacdo do arsénio

intracelularmente. A absorcdo do arsénio e especiacdo foi analisada em culturas de S. nidulans
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apds 30 dias de exposicdo ao As(lll) e As(V) utilizando-se as técnicas de Espectroscopia de
Absorg¢do de Raios X (XAFS) e Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado

(HPLC-ICP-MS).
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REVISAO DE LITERATURA

1. Arsénio

O arsénio (do latim, arsenium) é um elemento quimico de simbolo As que pertence ao
grupo dos semimetais, localizado na coluna 15 da tabela periddica, juntamente com o
nitrogénio, fosforo, antimdnio e bismuto. Na forma de As n3o carregado (As’), seus 33
elétrons estao distribuidos em nimero de 2, 8, 18 e 5, respectivamente nas camadas K, L, M e

A . e . . 2 2 6 2 6 10 2 3
N, com estrutura eletronica dos orbitais escrita como 1s°, 2s%, 2p°,3s%, 3p~, 3d™, 4s°, 4p°. Nesta
configuragdo, o As assume estrutura cristalina trigonal (figura 1) sendo que cada atomo
compartilha os elétrons de valéncia 4p com outros trés atomos de As vizinhos (Henke e

Hutchinson, 2009).

£ ' // ﬁj\x

i
® " @” @
A ; [ §

J

Figura 1: Estrutura trigonal piramidal do arsénio cinza elementar (As®). Cada 4tomo de As
compartilha seus elétrons de valéncia com trés outros atomos de As formando ligacdes
covalentes. Fonte: Henke e Hutchinson, 2009.

Os estados de valéncia mais comuns sdo: -3, 0, +3 e +5 (Smedley and Kinniburgh, 2002). A
valéncia +3 ocorre quando o As se liga covalentemente a ndo-metais (oxigénio ou enxofre), e
trés elétrons do orbital 4p sdo mais fortemente atraidos pelos atomos vizinhos. Quando os
elétrons de ambos os orbitais 4s e 4p participam de ligagGes covalentes com oxigénio, o As
assume valéncia +5. O tamanho do raio atdmico do As depende do seu estado de oxidagdo e
do nimero de atomos vizinhos (nimero de coordenacgdo). Quando os elétrons de valéncia sdo
removidos de um atomo, o raio atdmico diminui em consequéncia da perda dos elétrons e
também porque os prétons atraem mais fortemente os elétrons para o nucleo (Thomas et al.,

1990; Henke e Hutchinson, 2009).

Existe uma grande variedade de compostos de arsénio na natureza. Podem ser
encontradas tanto moléculas organicas, onde o As se encontra ligado ao carbono, quanto
inorganicas com o As ligado a outros elementos tais como Fe, S, O. Compostos organicos de As
(Figura 2) sdo produzidos por atividade biolégica geralmente em d4guas superficiais
significativamente impactadas por polui¢ao industrial. As formas mais comuns de As dissolvido

ocorrem com valéncia +3 e +5, preferencialmente ligado ao oxigénio formando arsenito
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[As(lIl)] e arseniato [As(V)]. O primeiro predomina em &aguas subterrdneas, o segundo em

aguas superficiais (Smedley e Kinniburgh, 2002; Amini et al., 2008).

O
RN P A R AR R 7 \cw,
OH OH H H .C CH; HiC ,. 3
HO HO HO HO H N H H.C H,C Y 3 3 H,C
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Figura 2: Alguns compostos de arsénio comuns na natureza. Traduzido de Henke e Hutchinson,
2009.

Dependendo do pH do meio, ha predominancia da forma molecular ou dos diferentes
estados de dissociagdo: HsAsO5°, H,AsO5, HAsO;? e AsO;> para As(Ill) (Figura 3A) ou H3AsO,°,
H,AsO,, HAsO, e AsO,> para o As(V) (figura 3B) (Lu e Zhu, 2010). Em &guas ricas em sulfitos e
andxicas, tioarseniatos ou tioarsenitos podem ser formados, com a substituicdo de um ou mais
atomos de oxigénio pelo enxofre, tais espécies incluem: HASs3S6 %, H3As3S’, H,AsOsS, HyAsS,0,

(Henke e Hutchinson, 2009).
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Figura 3: Distribuicdo de espécies de arsénio em funcdo do pH, a 25 °C e 1 bar. (A): arsenito;
(B): arseniato. Fonte (A): Wood et al., 2002 (B): Wolfe-simon et al., 2009.

2. Aplicagbes do arsénio e contaminagdo humana

O arsénio possui uma variedade muito grande de aplicagGes. Nas ultimas décadas, tem
sido utilizado com sucesso para o tratamento da leucemia promielocitica aguda, ministrando-
se doses subletais (Niu et al., 1999). Nos Estados Unidos e outros paises é utilizado como
aditivo na alimentagdo de frangos, na forma de roxarsona, para controle de parasitas e melhor
aproveitamento da ragao, aumentando o ganho de peso. Seu uso estd sendo questionado em
razdo do aumento das fontes de exposi¢do ao arsénio (Nachman et al., 2013; Silbergeld e
Nachman, 2008). A exposi¢do humana ao arsénio pode ocorrer também por meio da inalagdo
de As proveniente da combustdo de carvdao mineral, o que é ainda mais relevante em paises
como a China, onde a fonte de energia predominante é o carvao, que contém o arsénio entre

outros elementos toxicos (Kang et al., 2011).

Arseniato de chumbo (PbHAsOQ,) foi amplamente utilizado como inseticida em altas doses
em pomares antes da introducdo do diclorodifeniltricloroetano (Peryea and Creger, 1994).
Inseticidas a base de arsénio foram utilizados até os anos 70 nos Estados Unidos, deixando
extensas dreas cultivaveis contaminadas por este semimetal, o que resulta em fitotoxicidade,
com prejuizos ao crescimento das raizes das plantas (Quazi et al., 2011). Além de riscos de

contaminacdo pela ingestdo de vegetais contaminados (Baig and Kazi, 2012).

Aguas subterraneas naturalmente ricas em arsénio ja foram identificadas em paises
como Argentina, Mexico, China, Hungria e Bangladesh (Smedley and Kinniburgh, 2002).

Modelos de predicdo da contaminacdo por arsénio baseados em dados geoldgicos (figura 4)
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indicam que a extensdo de areas com lencol freatico contaminado pode ser ainda maior (Amini

et al., 2008).

Probabilidade
de As > 10pg/l em
condigGes redutoras
[ 0.00-0.25
(] 025-05
£ 0.50 -0.75
Bl 0.75-1.00

Probabilidade
de As > 10ug/l em
condigdes oxidantes
[ 1 0.00-025
] 0.25-0.50
1 0.50-0.75
Bl 0.75-1.00

Figura 4. Modelo de probabilidade global de contaminagdao geogénica por arsénico nas aguas
subterraneas para (a) condigdes redutoras em aguas subterraneas; (b) Condi¢Ges oxidantes,
onde o arsénio se encontra no seu estado oxidado. Os modelos explicaram 77% da variagao do
arsénio nas regides redutoras e 68% da varia¢cdo do arsénio em regidoes oxidantes. Fonte: Amini
et al., 2008.

Tendo em vista que a maior fonte de exposicdo humana é por ingestdo de agua
contaminada (Ng, 2005), o risco de exposicdo ao arsénio nestas regidoes é considerdvel. Em
Bangladesh, na década de 80, foi registrada a maior tragédia de exposicdo humana a este
elemento. Pocos artesianos foram construidos com o objetivo de evitar a disseminagdo de
doencas de veiculacdo hidrica, no entanto, ndo foi feita analise da concentracdo de metais
téxicos na dgua, o que resultou na exposicdo cronica a elevadas concentragdes. O diagndstico
do problema ocorreu somente quando sintomas visiveis foram observados, como queratoses

na palma das maos e planta dos pés (Figura 5). Esse acontecimento ficou conhecido como
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“doenca do pé preto” (Lamm et al., 2013). Outras doencas foram diagnosticadas, como cancer
de pele, bexiga, rins, pulmdes, hipertensdo e doencas cardiovasculares. Entre 2022 pocos
artesianos amostrados, 35% tinham concentraces >50 pg/l e 8,4% tinham concentracdes
>300 pg/l (Smith et al., 2000). No intuito de diminuir os riscos de contamina¢do humana, a
Organiza¢do Mundial de Saude (WHO) estabeleceu o limite maximo em agua potavel de 10
ug/l, o mesmo valor foi adotado no Brasil (Portaria n? 2.914/2011 M. Saude, Res. 357/2005,
CONAMA).

Figura 5: Queratoses causadas pela exposicdo ao arsénio. Fonte (A): Smith et al.,, 2000;
(B):www.toxipedia.org/display/toxipedia/Arsenic+Poisoning+in+Bangladesh.

No Brasil, além da ocorréncia natural, fontes antropogénicas do arsénio sdao bem
conhecidas, principalmente em razao da exploragdao de minérios. Destacam-se: o quadrilatero-
ferrifero na regido sudeste em razdo da exploracdo de minas de ouro; o Vale do Ribeira (SP),
onde o arsénio ocorre em rejeitos de mineracdo de Pb e Zn ou de forma natural em rochas e
solo; e a regido amazbnica onde o arsénio esta associado com depdsitos geoldgicos de

manganés, minerados durante os ultimos cinquenta anos (Figueiredo et al., 2007).

A utilizacdo majoritaria de aguas superficiais pela popula¢do brasileira diminui os riscos
de exposicdo. No entanto em locais como o distrito de Passagem de Mariana, estado de Minas
Gerais, onde a utilizacdo de agua ndo tratada é mais frequente, verifica-se que grande parte da
populagdo (33%) apresenta concentracdes de As em amostras de urina na faixa de risco
toxicoldgico, acima de 15 pg/l (Mendes, 2012). Algumas avaliagdes em criancas, coletando-se
amostras de urina, foram realizadas em area de mineracdo de chumbo em S3o Paulo e Parana.
Nessas areas concluiu-se que os valores médios de arsénio ndo justificavam preocupacdo
imediata com a saude (Sakuma et al., 2010). Por outro lado, na regido do quadrilatero
ferrifero, 20% das criangas mostraram elevadas concentragdes, de forma que efeitos adversos

para a saude ndo podem ser excluidos em longo prazo (Matschullat et al., 2000).
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3. O arsénio nas teias troficas

A distribuicdo e especiacao de arsénio em sistemas aquaticos sdo fatores importantes na
determinagdo da sua bioacumulagdo e transferéncia trofica. A espécie quimica predominante
em cada nivel tréfico estd relacionada aos processos de desintoxicacdo e suas particularidades
em cada grupo de organismos. Entre procariontes e eucariontes, os passos iniciais das vias de
desintoxicagcdo sdo universais: a espécie inorganica As(V) é a forma mais abundante na
natureza e portanto absorvida pelos organismos. Uma vez absorvida, é transformada em
As(lll), o segundo passo, é a producdo de compostos de As metilados (Rosen, 2002). Outras
espécies organicas mais complexas s3do produzidas, dependendo do organismo.
Arsenoacucares sdao produzidos por algas marinhas, arsenolipideos podem ser encontrados em
peixes (Rahman et al., 2012). Especialmente em crustidceos, a maior parte do As absorvido é

transformado em arsenobetaina, menos téxica para seus tecidos (Zhang et al., 2013).

Em organismos fitoplancténicos a absorcdo do As(V) é fortemente influenciada pela
concentracdo de fosfato (PO4) no meio de cultivo em razdo da similaridade quimica entre tais
compostos (Markley e Herbert, 2009). No interior das células, o As(V) sofre reducdo a As(lll), e
pode ser excretado ou metilado, com a formacdo de dimetilarsénio. Em lagos, foi
demonstrado que a extrusdo de As(lll) ou a metilagdo predominam dependendo da taxa de
crescimento do fitoplancton e das concentragGes de fostato no meio (Hellweger e Lall, 2004).
Esta dinamica foi proposta com base nas especiages de As ao longo de quatro anos em um
lago no Japdo (média de 8 nmol/L de As) correlacionando as espécies quimicas do As no
epilimnio com as floragdes de algas. Foi observado que no inicio das floragdes na primavera,
em condi¢Bes de alta concentragdo de fosfato (luxuriante) e altas taxas de crescimento, as
algas regulam seu sistema de transportadores para absorver grandes quantidades de PO,
nesta condicdo o As(V) é rapidamente absorvido, reduzido a As(lll) e excretado. J4 a via de
metilagdo é mais lenta e prevalece no verdo, correlacionando-se com a estabilizacdo do
crescimento e diminuicdo da absor¢do de fosfato. Nessas condi¢Ges, como também ocorre
diminuicdo da absorcdo de As(V), a via de metilagdo, que é mais lenta, prevalece sobre a
excrecdo de As(lll), ocasionado aumento das concentracdes de DMA na dagua (figura 6)

(Hellweger e Lall, 2004).
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(A) Condicdo de fosfato limitante (B) Condigdo de fosfato luxuriante
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Figura 6: Modelo para a transformacdo de arsénio pelos organismos fitoplanctonicos. (A)
condicdo de fosfato limitante. (B) condicdo de fosfato luxuriante. A linha tracejada representa
a membrana celular. O tamanho do texto corresponde a concentracdo de espécies e os
tamanhos das setas as taxas de reacdo. DMA: dimetilarsénio, MMA: monometilarsénio, As(ll1):
arsenito, As(V): arseniato, PO,: fosfato. Fonte: Hellweger e Lall, 2004.

A transferéncia do As entre niveis troficos foi estudada em rio em uma ilha no sudeste
da Franga, a jusante da deposicao de rejeitos, com altos niveis de contaminagdo. As
concentragdes de As no fitoplancton estavam fortemente correlacionadas com a quantidade
de As no meio. O padrdo de acimulo de arsénio na cadeia alimentar diminuiu como segue:
macroinvertebrados> briéfitas> dgua> tecidos de peixes. E importante observar que o acimulo
de As em macroinvertebrados se diferenciou de acordo com os habitos alimentares:
concentracdes maiores foram encontradas em trituradores, e menores em predadores,
indicando a importancia dos processos detriticos na acumulac¢do do As (Culioli et al., 2009). Em
zooplancton (Daphnia pulex) de um lago contaminado (0,25 mg/L) foram quantificados até 35
mg/kg de As no peso seco do animal, sendo que a maior parte do As se encontrava no tubo
digestivo em concentragdo dez vezes mais elevada do que nos tecidos circundantes (Caumette

et al., 2012).
4, Cianobactérias

As cianobactérias sdo procariontes fotossintetizantes e podem ser encontradas em
ambientes aquaticos e solos Umidos iluminados. Seus principais pigmentos sdo clorofila a e

ficobiliproteinas: ficoeritrina e ficocianina. O ultimo pode ser produzido em grande
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guantidade por alguns géneros, fato responsdvel por seu nome popular “algas verde-
azuladas” (Whitton e Potts, 2012). Possuem varias estratégias de adaptacdo a condicbes
ambientais adversas, tais como adaptacdo cromatica, a fixacdo bioldgica de nitrogénio, a
utilizacao de diferentes fontes de carbono e a capacidade de armazenar nutrientes em

inclusGes citoplasmaticas (Lee, 2008).

As cianobactérias sdo classificadas como gram-negativas em razao da presenca de uma
segunda membrana externa a membrana celular, no entanto possuem também uma espessa
camada de peptideoglicano, caracteristica de bactérias gram-positivas. Em alguns grupos de
cianobactérias (Chroococcales), é observada a camada S, formada por proteinas de alto peso
molecular e glicoproteinas organizadas em um arranjo cristalino envolvendo a membrana
externa (figura 7). Uma camada de mucilagem formada por polissacarideos envolve a camada
S, e sua espessura varia com a espécie (Smarda et al., 2002; Hoiczyk and Hansel, 2000). A
funcdo da camada S é de ades3o, reconhecimento celular e ancoramento de enzimas (Smarda
et al., 2002). J& as funcbes da bainha de mucilagem incluem a reducdo de densidade,
sequestro e armazenamento de nutrientes, bem como fonte de carbono organico (Reynolds,

2007).

Camada S

Membrana externa

Peptideoglicano

Membrana citoplasmatica

Figura 7: Esquema da parede celular de cianobactérias, mostrando a camada de
peptideoglicano, a membrana externa, tipica de bactérias gram-negativas e a camada S. A
bainha de mucilagem n3o foi representada. Fonte: Smarda et al., 2002.

5. Interagdo do As com cianobactérias

Varios estudos em laboratério tém sido realizados para esclarecer as respostas fisioldgicas
das cianobactérias sob exposicdo ao As e para elucidar as vias metabdlicas de sua
biotransformacdo. Conhecer como estes micro-organismos participam do ciclo biogeoquimico

desse elemento é um passo fundamental para entender sua dindmica no meio aquatico. A

biotecnologia tem sido fundamental nesse ramo de pesquisa ajudando a mostrar as mudancas
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da expressdo génica sob exposicdo ao As e as diferentes formas de imobilizacdo intracelular
desse semimetal.

As vias de entrada do As(lll) em cianobactérias e outros procariontes sdo as
aquagliceroporinas, que consistem de transportadores de membrana para compostos neutros
como o glicerol e a uréia, servem também como via de entrada para o As(lll) por sua
neutralidade em condicdo de pH fisioldgico (Rosen, 2002). Tais canais sdo comumente
encontrados em diversos organismos participando da absorcdao de As(lll) em plantas
(Quaghebeur and Rengel, 2005) e leveduras (Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2012). Enquanto a
absorc¢do do As(lll) ocorre via aquagliceroporinas, a similaridade quimica entre As(V) e fosfato
(AsO, e PO,) leva a competicdo pelos sitios de ligacdo dos transportadores de fosfato
transmembrana. Muitos estudos experimentais demonstraram que altas concentragbes de
fosfato diminuem a absor¢do do As(V), aumentando a resisténcia das cianobactérias a este
semimetal (Thiel et al. 1988; Takahashi et al. 2001; Guo et al. 2011).

Muitas pesquisas sobre os efeitos bioquimicos do As tem sido realizadas. Wang et al.
(2012), trabalhando com Microcystis aeruginosa, demonstraram que um das moléculas mais
sensiveis ao As(lll) é o fotossistema Il (PS Il), com 6% de diminui¢do da evolugdo de oxigénio
apos 48 h de exposi¢do a 10 mg/L. A sintese de clorofila foi também inibida, como detectado
por meio da intensidade da fluorescéncia. Mudancgas na atividade de enzimas de combate ao
estresse oxidativo (ascorbato peroxidase) e concentragdo de glutationa intracelular foram
observadas em Phormidium sp. (Bhattacharya e Pal, 2010) apds 24h de exposi¢do. Srivastava
et al., 2009 concluiram que o sistema enzimatico antioxidante de Anabaena doliolum é ativado
mais intensamente sob exposicdo ao As(V) do que sob exposicdo ao As(lll), e que essa é uma

das razdes que explicam a maior toxicidade do As(lll) comparado ao As(V).

Em analise prote6mica foram observadas diferengas na sintese de 45 proteinas apds 15
dias de exposicdo ao As(V), o que demonstra a capacidade de aclimatacdo da cianobactéria
Anabaena sp. ao estresse. Tais proteinas parecem participar da regulagao da via glicolitica, via
das pentoses fosfato e ciclo de Calvin, mantendo a atividade destas vias em condi¢des de
estresse. Também foi aumentada a sintese de proteinas de combate ao estresse oxidativo,
fitoquelatinas, arseniato reductase e canais de efluxo para o As(lll). A expressdo de varios
genes de forma sincronizada tem um papel central na desintoxicacdo e sobrevivéncia sob

exposicdo ao As(V) (Pandey et al., 2012).
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Contaminacao de cursos d’agua por metais toxicos e pelo semimetal arsénio em

dreas de mineragao no estado de Minas Gerais (Brasil)

Resumo

Embora a atividade de mineracdo seja um dos pilares da economia brasileira, a regido do
Quadrilatero Ferrifero (QF), Estado de Minas Gerais, sofre consequéncias diretas dessa
atividade, tais como a poluicdo das aguas superficiais por metais téxicos e arsénio (As). O
programa de monitoramento do governo ndo atende as reais necessidades de avaliacdo da
qualidade ambiental. Inimeros pequenos riachos ndo sdo amostrados e as fontes de
contaminacdo da dgua sdo em grande parte desconhecidas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o grau de contamina¢do por metais e As em pontos localizados em duas bacias
hidrograficas: Rio Doce e Rio Das Velhas, em areas de mineracdo do QF. As concentragdes
de metais toxicos foram determinadas na agua e sedimento e as variaveis limnoldgicas de
condutividade, sélidos totais dissolvidos, pH e alcalinidade foram avaliadas. Por meio da
andlise de componentes principais foi claramente demostrado que ambos os cérregos em
area de minerag¢do possuem menor qualidade ambiental em comparag¢do aos pontos de
referéncia. Vdrios elementos toxicos foram quantificados (valores maximos abaixo) em
concentragdes acima do recomendado pela legislagdo brasileira. Para a bacia do Rio Doce,
observou-se a contaminagdo na agua por As (0,09 mg/l) e Mn (2,19 mg/l) e em sedimentos
por As (42,1 mg/kg), Cd (2,8 mg/kg), Cu (75,0 mg/kg). Os resultados para a bacia Rio Das
Velhas foram: As (0,19 mg/l) e Mn ( 1,84 mg/l) em agua e As ( 472,8 mg/kg), Cu (1468,4
mg/kg) e Zn (303,8 mg/kg) no sedimento. A maioria da populacdo nessa regido recebe
agua tratada. Os maiores riscos de exposicdo humana ocorrem em areas rurais, no
entorno dos pontos amostrados, onde as aguas superficiais sdo utilizadas para irrigacdo
das lavouras, dessedentac¢do de animais e em atividades domésticas, expondo a popula¢do
ao risco de intoxicacdo cronica. Alguns elementos encontrados no sedimento podem
tornar-se fonte de exposicdo humana por meio da biomagnificagdo na cadeia tréfica ou
contato direto com os sedimentos. As alteragdes ambientais aqui apresentadas alertam
para a necessidade de estudos ecolégicos para estabelecer os efeitos desses poluentes na
saude humana e seu impacto sobre o ecossistema local. Dada a posi¢dao do Brasil como
uma poténcia em termos de riqueza mineral, os impactos dessa atividade sobre a saude

humana e a qualidade ambiental devem ser considerados com maior rigor.
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1. Introdugdo

A atividade de mineracao, particularmente de ouro, desloca de seus depdsitos naturais
diversos metais téxicos, assim como o semimetal arsénio. Além dos riscos ocupacionais, a
contaminagcdo do solo e da dgua do entorno de minas destaca-se pelas suas possiveis

consequéncias a saude publica.

Minas Gerais, estado situado na regido central do Brasil, é o estado mais rico em
reservas minerais, particularmente de ferro e ouro, representando 41% da produc¢do mineral
do pais (Anudrio Mineral Brasileiro, 2010). O estado ficou conhecido pela abundante extracao
de ouro que remonta ao periodo colonial. Como consequéncia, extensas areas de mineracao

de ferro e outros metais sao afetadas pela degradacdo decorrente de rejeitos minerais.

Na regido central do estado, hd uma concentracao de jazidas de minério de ferro que
levaram a distincdo de uma area conhecida como quadrilatero ferrifero (QF). Esta area integra
35 municipios abrangendo as bacias do Rio Das Velhas e Doce e sua populacdo é estimada em
4.135.951 pessoas (IBGE, 2010). No século XIX, esta regido foi extensivamente explorada por
atividades de mineragdo de ouro, consequentemente, ainda hoje existem passivos
abandonados ndo identificados bem como fontes de contaminagao (Cesar et al., 2011). Outro
importante recurso do QF sdo suas reservas hidricas de onde é captada a agua para
abastecimento publico de uma grande regido do estado, incluindo a capital. Por esta razao, a
identificacdo de minas abandonadas e seus passivos é um desafio e ao mesmo tempo uma das

prioridades para as autoridades ambientais no Estado de Minas Gerais.

Somente em 1980, as primeiras iniciativas de aplicacdo de leis com maior controle
ambiental foram adotadas. A atual legislacdo brasileira exige o planejamento de recuperacdo
de dreas degradadas (PRAD), visando o adequado manejo do processo extrativo de forma a
proteger a saude humana e a biodiversidade. No entanto, a efetiva fiscalizacdo e controle
dessas atividades ainda sdo insuficientes. Os drgdos responsaveis, tanto na area ambiental
como mineral, muitas vezes ndo tém recursos humanos e/ou financeiros suficientes para
assumir a fiscalizagdo efetiva. Nenhum monitoramento da salde da populagdo exposta é

realizado de forma sistematica.

Diversas cidades se desenvolveram no entorno e em func¢do das areas de mineragdo as
guais empregavam direta ou indiretamente grande parte da populacao local. A desativacao de
minas, além dos aspectos ambientais, levou a ciclos migratorios da populacdo ou a
sobrevivéncia a partir de outras atividades econ6micas como a agricultura e pecudria de

subsisténcia, com consequéncias sociais importantes. Essa populacdo permaneceu nos
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arredores das antigas dreas de mineracdo onde a contaminacdo do solo e o carreamento pela
agua dos metais toxicos constituem um risco a saude. A contaminacdo da dgua é
particularmente importante ja que usualmente é utilizada na forma bruta para a irrigacao de
culturas e dessedentacdo animal. E conhecido que concentracBes elevadas de metais podem
ser encontradas mesmo em graos e vegetais cultivados em solos contaminados por rejeitos de
minas (Zhuang et al., 2009), uma situacdo preocupante, devido aos efeitos toxicos para a

salde humana.

Sdo registrados eventos de exposicdo crénica em diversos paises (Banza et al., 2009;
Hajalilou et al.,, 2011; Hinwood et al., 2004; Matschullat et al., 2000). Destacam-se a
contaminacgdo por arsénio, frequentemente encontrado em jazidas de ferro e ouro na forma
de arsenopirita. Esse semimetal pode ser disponibilizado na forma de arseniato e arsenito, e
podem ser difundidos por areas extensas além dos limites da mineracdo. A toxicidade deste
elemento é conhecida ha muitos séculos. Em 1879, a alta incidéncia de cancer de pulmado em
trabalhadores das minas na Saxénia foi atribuida ao As inalado (Smith et al., 2002). Além
desse semimetal, é comum a presenca de metais téxicos como o cddmio e o mercurio,

principalmente nas minas de ouro (Cesar et al., 2011).

As fontes de contaminagdo ambiental por cadmio sdo principalmente as deposicdes
atmosféricas provenientes de atividades industriais, atividades de mineragao e a aplica¢do de
fertilizantes e lodo de esgoto contendo cddmio, que levam a sua contaminagdo e

bioacumulagdo em cereais e vegetais cultivados (Jarup and Akesson, 2009).

Com o aumento da demanda por metais em todo o mundo e a expansao do setor de
mineracdo (Cabral Junior, 2008) vem aumentando a disponibilidade de metais téxicos no
ambiente, contaminando cursos d’agua (Hatjeet al., 1998; Figueiredo et al., 2007). Assim, os
elementos que permaneciam em depdsitos geoldgicos entram em contato com os diversos
niveis da cadeia tréfica, causando problemas ecoldgicos, como a biomagnificacdo na cadeia
tréfica (Jordao, et al., 1996; Amado-Filho et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi avaliar o grau de contaminagdo por metais téxicos e pelo
semimetal arsénio em colegdes de aguas nas bacias do rio Doce e rio Das Velhas que drenam o
quadrilatero ferrifero. Para isso, avaliou-se as concentra¢des de metais téxicos em agua e
sedimento em periodos hidrolégicos de chuva e de seca em dareas no entorno de
empreendimentos de mineragcdo, comparando sua qualidade ambiental com dreas de
referéncia. O conhecimento das fontes de contaminagdo constitui o primeiro passo para

prevenir a exposicao humana a elementos tdxicos.
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2. Materiais e Métodos

2.1.Area de estudo e amostragem

Dois pontos de coleta em cada uma das bacias do Rio Das Velhas e rio Doce no estado
de Minas Gerais foram amostrados, um representando drea de referencia e outro drea
impactada. A referéncia na bacia do Rio Das Velhas foi o ponto de captacdo de dgua para
abastecimento publico da COPASA, Mutuca (M1) (20° 00' 37" S; 43° 58' 08" L) e o ponto
impactado, o corrego da Mina (M2) (19° 58' 74" S 43° 49' 25"L), em Nova Lima-MG, préximo a
uma planta de tratamento de minério de ouro. Nesses pontos foram realizadas coletas
semanais durante o periodo de chuva de 2010, e periodos de seca e chuva de 2011.

O ponto de referencia (P1) na bacia do Rio Doce, sub-bacia do Ribeirdo Conceicdo, é
constituido por pequeno curso d’dgua que nasce em uma mata de propriedade particular
(19°59'12"S; 45°29' 27" L). O ponto adotado na area impactada (P2) 19°58'15"S 43°27' 50" L
situa-se em um cérrego em Barra Feliz, distrito de Santa Bdrbara. As coletas foram realizadas
durante os periodos de chuva e de seca de 2011, sendo de no minimo quatro coletas em

intervalos semanais por cada periodo.

2.2.Variaveis fisicas e quimicas
As variaveis: pH, condutividade elétrica (uScm™), alcalinidade total e sélidos totais
dissolvidos (TDS-mg/L) foram obtidas por medidas in situ, com o auxilio de uma sonda

(Hydrolab).

2.3. Quantificagdao de metais na agua e no sedimento

A quantificacdo de metais dissolvidos (Fe, Mn, Cu, Pb, Zn, Ni, Cr, Cd e Al) e do
semimetal As foi realizada em amostras de 4dgua e sedimento nos pontos amostrados. As
amostras de dgua foram coletadas, filtradas em filtro de fibra de vidro (S e S GF52/C) e fixadas
com acido nitrico 50%, adicionado a amostra até o pH de aproximadamente 2 para a andlise de
metais (Vasconcelos et. al. 2009). Para a quantificagdo de metais no sedimento, as amostras
foram coletadas e peneiradas in situ, utilizando-se uma peneira com abertura de 2 mm, e apds
a secagem em laboratdrio a temperatura ambiente, foi feita a extracdo utilizando-se HCI 0,1 N
na proporcdo de 25 ml para 1 g de sedimento, sob agitacdo por 2 h. O extrato obtido foi
filtrado em filtro de fibra de vidro (S e S GF52/C). As determinacGes foram feitas por

espectrometria de emissdo Odptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) ou
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espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS) no laboratério

de Analises Quimicas do Departamento de Metalurgia (Lag-Demet) - UFMG.

3. Analise de dados

As varidveis fisicas e quimicas: condutividade, alcalinidade e sdlidos dissolvidos foram
submetidas ao teste de Tukey, quando os dados foram paramétricos, ou teste F de Fischer
guando nao-paramétricos. A correlacdo de Spearman foi utilizada para verificar quais varidveis
estdo mais correlacionadas com a concentracdo de As na dgua utilizando-se as amostras de
ambas as bacias. Analise de componentes principais (ACP) foi utilizada para a comparacdo
entre area impactada e ndo impactada dentro de cada bacia. Para destacar a influéncia dos
periodos hidrolégicos de chuva e seca, uma ACP envolvendo todos os pontos amostrados foi
realizada. Essa andlise permite, de forma global, explorar um grande nimero de variaveis,
indicando quais se destacam quantitativamente. Além disso, evidencia a similaridade entre
amostras e elucida o padrao na estrutura de correlacdo entre varidveis. Para isso, utilizou-se o
programa Paleontological Statistic Software package for education and data analysis (PAST),

versao 2.16.

4. Resultados

4.1.Variaveis fisicas e quimicas

A condutividade, alcalinidade e sélidos em suspensao foram avaliados nos quatro pontos

amostrados. Os valores obtidos encontram-se representados na figura 1.
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Figura 1: Varidveis fisicas e quimicas avaliadas nos periodos hidroldgicos de seca e de chuva.
Barras escuras correspondem ao periodo de chuvas, barras claras ao periodo de seca. M1:
captacdo Mutuca (area de referéncia); M2: cérrego da Mina - (drea impactada), bacia do Rio
Das Velhas. P1: corrego da area de referéncia, P2: cdrrego em Barra Feliz (drea impactada), na

bacia do Rio Doce.
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Independentemente do periodo hidrolégico de chuva ou seca, as varidveis: condutividade,
solidos totais dissolvidos e alcalinidade diferiram claramente entre area impactada e a de
referéncia, em ambas as bacias, ja o pH permaneceu préximo da neutralidade, com variacao

maxima entre 6 a 8 em todos os pontos amostrados.

4.2.Quantificacdo de metais téxicos e de As nos pontos amostrados

Um total de 10 metais, além do semimetal As, foram monitorados nas areas amostradas
e comparados aos valores de referéncia para Classe 3 da Resolugdo 357, estabelecida pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) que dispGe sobre a classificagdo dos corpos
de 4gua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento de acordo com seu potencial para
diversos usos. Aguas da classe 3 possuem potencial para abastecimento humano apds
tratamento convencional ou avancado, irrigacdo de culturas arbdreas, cerealiferas e

forrageiras, pesca amadora, recreacao de contato secunddrio e dessedentacdo de animais.

Tabela 1: valores médio, maximo e minimo de metais na agua (mg/l) nos pontos amostrados
nas bacias do Rio Das Velhas e bacia do Rio Doce.

As Fe Mn Cu Pb Zn Ni Cr Al Cd

Ref. Classe 3 0,033 50 0,5 0,013 0,033 50 0,025 0,05 02 0,01
Média 0,02 0,30 0,67 <0,01 <0,05 1,9 <0,004 <0,002 0,02 <0,002

P1 Max. 0,09 1,05 1,91 <0,01 <0,05 13,46 <0,004 <0,002 0,15 <0,002
Min. <0,01 0,02 <0,002 <0,01 <0,05 <0,002 <0,004 <0,002 <0,005 <0,002
Média 0,08 1,09 1,45 <0,01 <0,05 0,016 <0,004 <0,002 0,01 <0,002

P2 Max. 0,12 3,21 2,19 <0,01 <0,05 0,072 <0,004 <0,002 0,02 <0,002
Min. 0,05 <0,003 0,68 <0,01 <0,05 <0,002 <0,004 <0,002 0,005 <0,002
Média <0,01 0,017 <0,002 0,034 <0,05 0,015 <0,004 <0,002 0,002 <0,002
M1 Max. <0,01 0,06 <0,002 0,16 <005 0,08 <0,004 <0,002 0,02 <0,002
Min. <0,01 <0,003 <0,002 0,01 <0,05 <0,002 <0,004 <0,002 <0,005 <0,002
Média 0,061 0,63 0,6 0,08 <0,05 0,052 0,01 0,002 0,054 <0,002
M2 Max. 0,193 6,58 1,84 0,21 <0,05 0,21 0,065 0,016 0,31 0,005
Min. 0,03 0,18 <0,002 <0,01 <0,05 <0,002 <0,004 <0,002 <0,005 <0,002

Valores em mg/l. P1: ponto de referencia e P2: ponto impactado na bacia do Rio Doce.
M1: ponto de referencia, M2 — ponto impactado, bacia do rio das Velhas. Valores de

referéncia para a classe 3 da resolu¢dao 357 — CONAMA encontram-se em italico.

Varios elementos estiveram presentes em concentragdes mais elevadas que as
estabelecidas para classe 3 (tabela 1). Entre as areas de referencia, As, Mn e Zn se destacaram
em P1, e apenas Cu destacou-se em M1. Em P2 e M2, os elementos As, Mn tiveram médias

acima dos valores para classe 3, e permaneceram em concentracdes elevadas
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independentemente do periodo hidrolégico (figuras 2 e 3). Além destes, destacou-se Cu em

M2 (tabela 1).
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Figura 2: Variagdes das concentracdes de As e Mn na agua em P1 —ponto de referencia (cor
preta) e P2 — ponto impactado (cor branca), bacia do rio Doce. Linha inferior: limite de

quantificacdo; linha superior: valor de referéncia (Res. 357 —CONAMA).

0.22 1 2.0 4
4 L]
0.20 1 . 18
0.18 - 1.6
0.16 - 1.4
.
. 0.14 - = 12 °
D 0124 . £ 10] *
2 0101 5 o081 . .
0.08 - . 06
0.06 1 e o o R 0.4 4
0.04 ’*~L~.—~L ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ P 02 | L
0.02 - .
~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 0.0 1 S S s - -
0.00 ——————————— ———
m”mém oS m w m m w m m me oS m m m m m m m m m
09d%§%090¢<?®®@@ A @ @ @ &9¢%§%096?6»@@$@$@ e @ o0

Figura 3: VariagOGes das concentracdes de arsénio e Mn na dgua em M2, ponto impactado,
bacia do rio das Velhas. Todos os valores de M1, area de referencia, estiveram abaixo do limite
de quantificacdo. Linha inferior: limite de quantificacdo; linha superior: valor de referéncia
(Res. 357 —CONAMA).

4.3.Quantificacdao de metais no sedimento

Observam-se na tabela 2 as concentracdes de metais em sedimento. Comparou-se os

valores de concentracdo nas amostras com aqueles estabelecidos na Res. n? 454/2012 do

CONAMA, para sedimento dragado.

33



Tabela 2: Valores médio, maximo e minimo de metais no sedimento (mg/kg) nos pontos
amostrados nas bacias do Rio das Velhas e bacia do Rio Doce.

As Fe Mn Cu Pb Zn Ni Cr Al Cd

Res. Nivel 1 59 - - 35,7 35 123 18 37,3 - 0,6
454

Nivel 2 17 - - 197 91,3 315 35,9 90 - 3,5

Méd. 5,85 6329,95 1694,3 25,4 2,07 42,84 9,02 0,72 357,21 0,15

P1 Max. 42,18 11470,8 3138,4 50,07 5,98 55,54 13,9 2,69 4433 1,32

Min. <0,25 2388,50 363,59 13,53 <1,25 32,94 4,87 <0.05 263,75 <0,05

Méd. 7,61 16887,73 3038,6 32,98 1,88 43,71 10,47 1,26 160,64 0,76

P2 Max. 31,74 26281,4 5477,6 75,05 7,57 61,84 15,3 6,08 340,15 2,79

Min. <0,25 3524,05 687,06 11,16 <1,25 29,03 3,67 <0.05 15,28 <0,05

Méd. <0,25 933,22 334,03 47,59 3,43 38,95 2,49 0,17 376,58 <0,05

M1 Max. <0,25 3325,12 803,02 165,13 8,20 77,78 20,1 191 785,28 <0,05

Min. <0,25 64,16 43,58 1,74 <1,25 15,93 <0,1 <0,05 199,23 <0,05

Méd. 143,44  2065,04 485,86 351,99 7,33 125,83 9,28 519 1780,9 0,44

M2 Max. 472,8  12350,40 1284,4 14684 13,1 303,8 24,9 19,1 41436 3,55

Min. 19,83 151,23 177,17 18,65 <1,25 42,44 <0,1 <0,05 396,86 <0,05

Valores em mg.Kg'. P1 — ponto de referencia, P2 — ponto impactado, bacia do rio
Doce. M1 - ponto de referencia, M2 — ponto impactado, bacia do rio das Velhas.
Valores de referéncia para os niveis 1 e 2 da resolugao 454 — CONAMA encontram-se
em italico.

Entre os pontos amostrados, As apresentou valores abaixo do limite de referéncia
(Res. n2 454/2012 - CONAMA) apenas em M1. Em P1, o valor médio de As esteve proximo aos
valores de referencia, com o valor maximo aproximadamente duas vezes maior do que o
recomendado para sedimento dragado nivel 2, limiar acima do qual prevé-se efeito adverso a
biota. Entre os pontos impactados, destacaram-se a média da concentracdo de Cu e As em M2,
respectivamente, duas e oito vezes maior do que aquela de referencia para sedimento
dragado nivel 2. A concentra¢cdo média de cadmio em ambos os pontos impactados (M2 e P2)
também se mostrou acima do valor de referencia para o nivel 1, limiar abaixo do qual prevé-se
baixa probabilidade de efeitos adversos a biota. Outros elementos, como Mn foram
encontrados em elevada concentragdo nos pontos impactados, no entanto, estes ndo possuem
valores de referéncia para sedimento na legislagao.

De acordo com a correlagdo de Spearman, as concentracdes de As na dagua se
correlacionam positivamente com a condutividade, alcalinidade e sélidos em suspensao, além
de outros metais como Fe e Mn na agua e no sedimento. Nas analises de componentes
principais, em ambas as bacias houve uma separacdo das amostras por ponto de amostragem,

0s quais se encontraram opostos em relacdao ao componente 1, indicando que o fator impacto
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ambiental assume maior importancia na diferenciacdo entre os pontos amostrados (figuras 4 e
5). Na bacia do Rio Doce (figura 4), as variaveis mais associadas ao componente 1, o qual
explica (30%) da variagdo do modelo foram As e Mn na dgua; e alguns metais no sedimento:
Mn, Mg e Fe. Ja na édrea de estudo da bacia do Rio Das Velhas (figura 5), as varidveis mais
correlacionadas com o componente 1, que explica 58% da variacdo, foram as concentracées de

As, Mn e Mg na agua; e de Cu, Pb, Al e Zn em sedimento.
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Figura 4: Andlise de componentes principais para pontos amostrados na bacia do Rio Doce. P1: ponto de referéncia, P2: ponto impactado. Metais: As,

Fe, Mn, Cu e Zn em agua (A); e As, Fe, Mn, Cu, Pb, Zn, Mg, Ni, Cr, Al e Cd no sedimento (S). Variaveis fisicas e quimicas: pH, alcalinidade, condutividade
e sélidos em suspensdo (TDS).
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Figura 5: Andlise de componentes principais para pontos amostrados na bacia do Rio Das Velhas. M1: ponto de referencia, M2: ponto impactado. Metais:

As, Fe, Mn, Zn e Mg em agua (A) e no sedimento (S): As, Fe, Mn, Cu, Pb, Zn, Ni, Cr, Al, Cd e Mg. Varidveis fisicas e quimicas: pH, alcalinidade (Alc.),

condutividade, total de sélidos dissolvidos (TDS).
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De acordo com a ACP realizada para todos os pontos (figura 6), existem diferencas nas
varidveis avaliadas entre bacias. Observa-se que na regido positiva do componente 1, o qual
explica (26%) da variacdo, encontram-se a maior parte dos pontos referentes a bacia do Rio
Das Velhas (M1 e M2), e do lado negativo, a maior parte dos pontos referentes a bacia do Rio
Doce (P1 e P2). Destacou-se também a diferenciacdo entre pontos impactados e de referéncia,
onde a maior parte dos pontos impactados (M2 e P2) se encontram na regido positiva do
componente 2, com 20% de variagdo, e os pontos de referencia (M1 e P1) na regido negativa.
A diferenciacdo entre bacias foi maior para dreas impactadas e menor para os pontos de
referéncia, o que pode ser visualizado pelo maior distanciamento entre os pontos das areas
impactadas, e maior proximidade entre as amostras de pontos de referencia. A sazonalidade
tem efeito significativo sobre as varidveis avaliadas nas amostras, indicado pela proximidade
de amostras coletadas em mesmo periodo hidrolégico. Portanto, o fator bacia assume maior
importancia na diferenciacdo das amostras, seguido pelo fator impacto ambiental e por ultimo

a sazonalidade.
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5. Discussao

Nos pontos amostrados no entorno da area de mineragao foram encontradas médias mais
elevadas de As e outros elementos tdxicos em relagdo aos pontos de referencia, o que
demonstra a possivel contribuicio da atividade de minera¢do para a contamina¢do do
sedimento e das aguas correntes. As principais fontes de As no QF sdo de origem
antropogénica, e relacionados a antiga deposicdo inadequada de rejeitos de mineragao
aurifera, bem como a presenca de sedimentos ricos em As nos cursos d’dgua. A contaminacgao
pode ser também de origem natural, pela lixiviagdo de depdsitos de pirita e arsenopirita
(Borba et al., 2003). O solo do quadrilatero ferrifero, principalmente nas regides de Nova Lima
e Santa Bdarbara é notavelmente enriquecido por As e excede os valores de referéncia
(Deschamps, et al., 2002), podendo atingir até 4.000 mg/kg nas proximidades das minas,
enquanto as aguas superficiais eventualmente apresentam concentracdes a 0,05 mg/I
(Figueiredo et al., 2007).

A correlacdo positiva entre a concentracdo de As na agua e as concentracbes Fe pode
ocorrer em razdo da oxidacdo de arsenopirita (AsFeS) e liberagdo dos oxianions [(As(lll) ou
As(V)] e o6xido de Fe. Parte do As(V) pode ser retido por precipitacdo com scorodita
(FeAs0Q,.2H,0) ou por coprecipitacdo com oxi-hidroxidos de Fe e Mn (Borba et al., 2003). Além
do Fe, a presenca de As na dgua esteve correlacionada com Mn. E importante ressaltar que os
teores de 6xidos de manganés no QF sdo muito elevados, com a presenca de diversos tipos de
minerais de Mn (Carvalho-Filho et al., 2011).

O impacto ambiental que ocorre nos pontos amostrados foi claramente demostrado
com a analise de componentes principais, onde varidveis como condutividade, sélidos em
suspensdo e concentragdo de metais em sedimento e dgua assumiram grande importancia na
distingdo entre pontos impactados, indicando menor qualidade ambiental em relagdo aos
pontos de referéncia. Com a andlise envolvendo todos os pontos foi possivel verificar
diferengas entre bacias, que sdo resultado de particularidades, como qual elemento téxico
estd presente em agua e sedimento de cada regido. Por exemplo, a contaminag¢do por Cu e As
no sedimento foram encontradas em valores elevados em M2 comparados aos demais pontos.
A montante desse ponto de coleta funciona uma planta de processamento de minério de ouro,
e no Cdrrego em Barra Feliz (P2), situa-se uma barragem de rejeitos da antiga mina de ouro
Sao Bento, a qual foi reativada recentemente.

Com relagdo aos valores de referéncia na legislacdo brasileira, a area de estudo na bacia

do Rio Doce apresentou contaminac¢do por As, Mn e Zn na agua e pelos elementos As, Cd e Cu
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no sedimento. Resultado semelhante foi observado na bacia do Rio Das Velhas, apresentando

contaminagdo por As, Mn e Cu na dgua e pelos elementos: As, Cu e Zn e no sedimento.

A contaminacdo destes ambientes é uma situacdo preocupante do ponto de vista da
saude publica e ambiental, visto que os pontos amostrados se encontram em distritos com
potencial contato direto pela populacdo e utilizagdo doméstica das aguas destes cdrregos.
Neste estudo ressalta-se a contaminacdo da agua e/ou do sedimento pelos elementos ndo
essenciais: As e Cd. O fator de maior importancia da perspectiva da saude publica é a
biodisponibilidade do As, que é a fracdo capaz de ser liberada a partir de matrizes ingeridas,
como o solo, 4gua e alimentos e entrar no sistema circulatério do organismo onde pode
exercer os seus efeitos toxicos (Caussy, 2003; Baker et al., 2003).

No municipio de Santa Barbara, 11.2% dos domicilios utilizam agua de poco ou nascente
para abastecimento (IBGE 2010). Esta pode ser considerada uma situagcdo de risco de
exposicao, tendo em vista que a via mais comum de exposicdo ao As é através do consumo de
agua contaminada, além da inalacdo de gases e ingestdo de pd (Ng, 2005; Figueiredo et al.,
2007). A mobilizagdo do As no tipo de solo do quadrilatero ferrifero é independente de sua
concentragdo e correlaciona-se com outros minérios tais como oxi-hidréxidos de Fe, 6xidos de
manganés e gibbsita, caracteristicos dessa regido (Mello et al., 2006).

O cadmio é toxico para varios tecidos e sua toxicidade aguda associa-se a edema
pulmonar, hemorragias, hepatites fulminantes, injuria testicular e pode levar a morte
(Klaassen et. al., 2009), enquanto que a exposicdo cronica pode causar nefrotoxicidade,
osteotoxicidade e imunotoxicidade (Godt et al., 2006; Liu et al., 2009). Os riscos de exposicao
ambiental de populagbes humanas ao Cd foi registrado mais tardiamente na histdria,
comparado ao As, quando foi confirmado que a doenga conhecida como ltai-itai foi causada
pelo consumo de arroz contaminado por cadmio (Kobayashi et al., 2009; Inaba et al., 2005).

Este estudo demonstra contaminagdo por As nas aguas superficiais e no sedimento,
além de outros metais de elevada toxicidade, como o Cd em municipios do quadrilatero
ferrifero. Um monitoramento ambiental mais efetivo em periodos de tempo menores torna-se
necessario visto que hd uma grande variacdo da concentracdao destes elementos nas aguas
correntes. E recomenddvel também o acompanhamento da populacdo local visando a
detecgdo precoce de sintomas de toxicidade. Medidas de prevencdo difundidas pelas agencias

de saude podem ajudar a reduzir a exposicdo humana no quadrilatero ferrifero.
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Capitulo I

A comunidade fitoplanctonica como bioindicadora da qualidade
ambiental em riachos de areas de mineragao no quadrilatero ferrifero,

Estado de Minas Gerais
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A comunidade fitoplanctonica como bioindicadora da qualidade ambiental em riachos

de areas de mineragao no quadrilatero ferrifero, Estado de Minas Gerais
Resumo

Métodos ecoldgicos de avaliacdo da saude e integridade dos ecossistemas se tornaram de
grande importancia diante da crescente contaminacdo ambiental. Trata-se de métodos
susceptiveis a uma grande variedade de agentes estressores, e que fornecerem resultados
eficientes. O objetivo deste trabalho foi analisar a composicdo e estrutura da comunidade
fitoplancténica em areas de mineracao e avaliar o seu potencial de bioindicacdo da qualidade
ambiental. Em pontos impactados e de referencia nas bacias dos rios Doce e Rio Das Velhas,
amostras de dgua foram coletas, e fixadas em solucdo de lugol acético para andlise
guantitativa do fitoplancton. Foram também quantificados os nutrientes nitrogénio e fésforo,
e avaliadas a condutividade, alcalinidade e sélidos em suspensdo in situ. A contagem dos
individuos foi realizada em microscépio invertido apds sedimentacdo em camaras de Uthermol
de 50 mL. A densidade dos organismos foi expressa em individuos por mililitro (ind./mL). Os
resultados obtidos para os pontos impactados foram comparados com aqueles de referéncia
da mesma bacia por meio de uma andlise de correspondéncia canonica (ACC).
Zygnematophyceae e Bacillariophyceae foram os grupos que mais se diferiram pelo fator de
perturbacdo ambiental, com maiores riqueza e abundancia associadas aos pontos de
referéncia e Euglenophyceae associadas a locais com altas concentra¢des de nutrientes. Com
as diferengas em sua composicdo e estrutura, confirmou-se o potencial da comunidade
fitoplancténica para ser utilizada na bioindicagdo da qualidade ambiental de corpos d’agua em

areas de mineragao.
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1. Introdugao

Nas comunidades aquaticas, a degradacdao e perda do habitat em consequéncia do
crescimento da populagdo humana mundial sdo situacdes cada vez mais frequentes. Os
impactos mais comuns sao a modificacdo da bacia de drenagem por atividades diversas, e o
aumento da concentragdo de nutrientes, muitas vezes levando a eutrofizacdo (Prymack e
Rodrigues 2001). No entorno de dreas de mineracdo, ocorrem alteragcbes nos parametros
fisicos e quimicos da dgua, muitas vezes com elevagdao das concentragées de metais toxicos.
No Brasil, os programas governamentais de monitoramento ndo abrangem um grande numero
de pequenos corpos d’agua, dificultado a identificacdo de fontes de contaminacdo e dispersao
de poluentes. Neste contexto, torna-se de grande importancia o monitoramento ambiental
com amostragens mais frequentes em aguas correntes no entorno de minas, para identificar
areas impactadas e subsidiar medidas de recuperacdo ambiental, e assim, minimizar os danos

causados a saude humana e ao ambiente.

A comunidade fitoplancténica é constituida por organismos fotossintetizantes que
exercem importante papel como produtores primdrios da zona pelagica em ecossistemas
ocednicos ou continentais (Reynolds, 2006). Neste grupo estdo presentes diversos micro-
organismos com grande variedade morfologica pertencentes aos dominios Bacteria
(cianobactérias) e Eukarya (microalgas). Além de desempenhar importante papel no ciclo dos
elementos (Dodds et al., 2004), a produgdo primdria fornece alimento para os diversos niveis
tréficos subsequentes e portanto, as alteracdes em sua abundancia e distribuicdo podem
desencadear alteragdes em todo o ecossistema. Em razdo da contaminag¢do e polui¢do
ambiental terem crescido severamente nas ultimas décadas, métodos ecoldgicos de avaliagao
de impacto se tornaram de grande importancia para avaliagdo da saude e integridade do

ecossistema (Dokulil, 2003).

Bioindicador pode ser definido como todo parametro bioldgico quali ou quantitativo,
medido ao nivel de individuo, populag¢do, guilda ou comunidade, que é efetivamente
adequado para indicar condigdes ambientais particulares que correspondam, por exemplo a
um estado estabelecido, uma variagdo natural ou a uma perturbac¢dao do meio (Cairns e Pratt,
1993). As vantagens de se usar indicadores biologicos em relagdo aos pardmetros fisicos e
quimicos incluem a sua ndo especificidade, ou seja, sdo mais susceptiveis a uma grande
variedade de estressores, a coleta e identificacdo sdo procedimentos de baixo custo

econdmico e fornecem resultados eficientes (Silva et al., 2008).

46



As respostas dos organismos aquaticos a poluicdo por metais ao nivel da comunidade
(medidas de riqueza, andlise multivariada da composicdo da comunidade) em ecossistemas
aquaticos sdao muito importantes para a avaliacdo do equilibrio ecoldgico na area estudada
(Zhou et al., 2008). Entre os organismos fitoplanctonicos, as diatomaceas tem se destacado
como bioindicadoras (Fetscher et al., 2014), sendo apropriadas para elaboracdo de indices de
integridade bidtica e para a avaliagdo de riachos afetados por drenagem de minas (Zalack, et

al., 2010; Luis et al., 2008).

Do ponto de vista da ecologia aquatica, as comunidades bidticas locais devem ser
comparadas com comunidades de habitats similares em regides que ndo tenham sofrido
impactos ambientais, partindo-se do principio que seja utilizado um local-teste (impactado)
em comparag¢do com um local-referéncia (minimamente impactado ou local-controle) (Moura
et al.,, 2008). Os objetivos deste trabalho foram analisar a composicdo e estrutura da
comunidade fitoplanctonica de corpos d’dgua em dreas de mineracdo para verificar seu
potencial de bioindicacdo da qualidade ambiental de riachos, bem como caracterizar as

condic0es fisicas e quimicas comparando-se areas impactadas com areas de referéncia.

2. Material e métodos

A area de estudo correspondeu a pontos impactados e de referencia situados nas
bacias dos rios Doce (P1 e P2), e rio as Velhas (M1 e M2). A descricdo desses pontos e a
frequéncia de amostragem foram apresentados no capitulo 1.

Amostras para determinagdo das concentragdes de nitrogénio total (N-total), nitrato
(NO5) (Mackereth et al., 1978), nitrito (NO,) (Strickland & Parsons,1968), amdnio (NH,")
(Koroleff, 1976), fésforo total (P-total), fosfato (PO7,) e silicatos (Golterman & Climo, 1967)
foram coletadas diretamente da sub-superficie e armazenadas a -20° C até o momento das
andlises. Metais tdéxicos em amostras de agua foram mensurados conforme descrito
previamente (capitulo 1).

Para a andlise qualitativa da comunidade fitoplanctonica amostras de agua foram
coletadas posicionando-se a rede de fitoplancton (abertura de malha de 20 um) contra a
corrente (Barra Feliz e referéncia), ou através de arrastes horizontais em area de remanso no
Corrego da Mina bem como na regido a montante da barragem da captacdo Mutuca. As
amostras foram fixadas in situ em formaldeido 8%, na proporgao de 1:2 volumes de amostra e
armazenadas em frascos de 250 ml. A identificacdo taxondmica foi realizada, com o auxilio de
um microscépio 6ptico, em nivel de género/espécie com a utilizagdo de artigos e chaves de
identificacdo. Para andlise quantitativa, foram coletados 250 mL de agua diretamente da sub-

superficie, sendo as amostras fixadas em solucdo de lugol acético. A contagem dos individuos
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foi realizada com a utilizagdo de camera de contagem em microscépio invertido (Zeiss) apds
sedimentacdo em camaras de 50 mL (Utermohl, 1958), no aumento total de 400 X, atingindo-
se 400 individuos da espécie dominante. A densidade dos organismos foi expressa em

individuos por mililitro (ind./mL), calculados de acordo com Villafafie & Reid (1995).

2. Andlise de dados

As concentragcbes de amonio e fésforo total foram comparadas com os valores de
referencia da Res. 357 - CONAMA, para avalia¢do dos niveis de polui¢cdo por nutrientes.

Os taxa de micro-algas e cianobactérias identificados na andlise quantitativa foram
agrupados conforme o sistema de classes adotado por Bicudo e Meneses, 2006. A riqueza de
espécies foi avaliada por meio da curva de acumulacdo de espécies, utilizando-se o programa
PAST, 2.16 (Hammer et al., 2001).

Por meio da analise de correspondéncia candnica (ACC) verificou-se quais varidveis estdo
mais associadas a abundancia de determinado grupo de algas. Nesta analise, utilizou-se como
varidveis ambientais quantitativas a diversidade de espécies (indice de Shannon) e
equabilidade (indice J de Pielou), além das concentra¢Ges de nutrientes, varidveis fisicas e
guimicas e concentragdes de metais téxicos foram mensurados na dgua, conforme descrito no

capitulo 1.

3. Resultados

As concentragfes de nutrientes demonstraram grandes variagdes semanais. Em P2 (bacia
do Rio Doce) durante o periodo de seca foram encontrados os maiores valores de amonio
(figura 1) e fésforo total (figura 2), sendo que os valores de amdnio se encontravam dentro do
limite para classe 2 (3,7 mg/l). Destacaram-se alguns valores de P-total acima da referéncia

para aguas de classe 3 (Resolugdo 357 — CONAMA).
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Figura 1. ConcentracGes do ion amdnio nos pontos da bacia do Rio Doce, sub-bacia do Ribeirdo

Conceicdo. P1: ponto de referéncia; P2: Ponto impactado.
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Figura 2. ConcentragGes de fésforo total na drea da bacia do Rio Doce, sub-bacia do Ribeirdo
Conceicdo. P1: ponto de referéncia; P2: Ponto impactado. A linha tracejada representa valor

de referéncia (v. ref.) para classe 3 (Resolugdo 357 - CONAMA).
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Diferentemente, nos pontos da bacia do Rio Das Velhas, os maiores valores foram
encontrados durante o periodo de chuvas para o ion amoénio (figura 3) e para fosforo total
(figura 4). Nestes pontos os valores encontrados para ambas as varidveis se encontravam

abaixo da referéncia para classe 2 (CONAMA).
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Figura 3. ConcentragGes de ion aménio para area da bacia do Rio Das Velhas. M1: ponto de
referéncia; M2: ponto impactado.
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Figura 4. ConcentragGes de P-total para area da bacia do Rio Das Velhas. M1: ponto de
referéncia; M2: ponto impactado.

50



Em termos de numero de espécies de fitoplancton, os pontos de referencia e pontos

impactados tiveram valores de riqueza préximos, sendo de 23 e 22, respectivamente em P1 e

P2,e 36 e33 em M1e M2 (tabela 1).

As curvas de rarefacdo por amostra indicaram que um nimero maior de espécies

poderia ter sido encontrado aumentando-se o nimero de amostras em cada ponto (figura 5),

Tabela 1: Riqueza de espécies nos pontos amostrados.

Riqgueza Desvio Padrdo N° de amostras

P1 23 3,2 9
P2 22 2,5 9
M1 36 4,4 11
M2 33 2,7 11

tendo em vista que as curvas ndo se estabilizaram.
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Figura 5. Curvas de acumulagdo de espécies em fungdo do numero de amostras para cada
ponto. A: Ponto de referencia da bacia do Rio Doce (P1); B: Ponto impactado na bacia do Rio
Doce (P2); C: Ponto de referencia da bacia do Rio Das Velhas, capta¢do Mutuca (M1); D: ponto
impactado na bacia do Rio Das Velhas, cérrego da Mina (M2). As linhas azuis representam o
intervalo de confianga a 95%.

A composicdo e estrutura das comunidades como um todo demonstraram diferengas
entre areas de referencia e areas impactadas ao nivel taxondmico de classe. Muitas espécies
de Bacillariophyceae ocorreram em comum nos pontos amostrados na bacia do Rio Doce
(figura 6A). A maior densidade de individuos ocorreu em P1, de 1,67 ind/ml, comparado a P2
com 0,26 ind./ml. Nos ponto da bacia do Rio Das Velhas, de modo similar, foram encontradas
muitas espécies em comum entre P1 e P2, sendo que apenas um género encontrado somente
em M2 (figura 6B). A densidade de diatomaceas foi também maior em M1, com 42,8 ind/ml
comparado a M2 com 15,57 ind/ml. Destacou-se a maior abundancia de espécies de
Zygnematophyceae em P1 (figura 7A), sendo que o pulso de dominancia em uma das amostras

do periodo chuvoso foi ocasionado pelo aumento na abundancia de Closterium sp. A
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dominancia de cloroficeas, principalmente Chlorella sp., destacou-se em ambos os pontos na
bacia do Rio Doce, seguida por cianobactérias (Aphanocapsa sp e Chroococcus sp) e

bacilarioficeas (figura 7).
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Figura 6: Diagrama de Venn das espécies de Bacillariophyceae. A: pontos no bacia do Rio Doce,
P1: ponto de referéncia, P2: ponto impactado. B: Bacia do Rio Das Velhas, M1: ponto de
referencia; M2: ponto impactado.

Na bacia do Rio Das Velhas, as diferencas na estrutura e composicdo da comunidade
foram mais acentuadas (figura 8). Ambos os pontos apresentaram dominancia de cloroficeas,
principalmente Chlorella sp., seguida por cianobactérias. Em M2, destacou-se uma propor¢ado
maior de cianobactérias, grupo representado principalmente por Pseudanabaena sp. Os
grupos Euglenophyceae e Dinophyceae ocorreram em M2 e estiveram ausentes em M1. De
modo semelhante aos pontos da bacia do Rio Doce, representantes de Zygnematophyceae

foram encontradas com maior frequéncia no ponto de referéncia.

De acordo com a ACC, uma semelhanca encontrada entre a bacia do Rio Doce (figura

9A) e bacia do Rio Das Velhas (figura 9B) foi a presenca de Zygnematophyceae em destaque no
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lado oposto as varidveis de alta concentracdes de nutrientes, seguida pelo grupo das
bacilarioficeas, indicando que estes grupos de organismos ocorrem em maior abundancia
associados aos pontos de referéncia com baixas concentra¢des de nutrientes e de elementos
toxicos, enquanto que Euglenophyceae encontram-se associadas as varidveis de nutrientes,
indicando que elevadas concentragdes de nutrientes favorecem aumento de sua abundancia.
Os demais grupos (Chlorophyceae e Cyanophyceae) ndo tiveram diferencas destacadas na ACC

entre os pontos de referéncia e impactado.
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Figura 7. Abundancia de grupos de organismos fitoplancténicos em pontos na bacia do Rio
Doce nos periodos de seca (setembro de 2011) e chuvoso (novembro e dezembro de 2011). A:
a area de Referéncia (P1); B: drea impactada (P2). Legenda: ZYGN: Zygnematophyceae, EUGL:
Euglenophyceae; DINO: Dinophyceae, CYAN: Cyanophyceae, CRYP: Cryptophyceae, CHRY:
Chrysophyceae, CHLO: Chlorophyceae, BACI: Bacillariophyceae.
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Figura 8. Abundancia de grupos de organismos fitoplanctonicos na Bacia do Rio Das Velhas nos
periodos de Chuva, (novembro e dezembro de 2010 e 2011), e de seca (junho e julho de 2011).
Legenda: ZYGN: Zygnematophyceae, EUGL: Euglenophyceae; DINO: Dinophyceae, CYAN:
Cyanophyceae, CRYP: Cryptophyceae, CHRY: Chrysophyceae, Chlo: Chlorophyceae, BACI:
Bacillariophyceae.
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referencia; M2: ponto impactado. Varidveis ambientais: As, Fe, Mn, Zn, Mg dissolvidos em
agua; COND: condutividade; ALC: alcalinidade; TDS: total de sdlidos dissolvidos; NH4: amonio;
NO2: nitrito; NO3: nitrato; PO4: fosfato; Hs: indice de diversidade de Shannon; Ej:
equabilidade. Grupos fitoplancténicos: ZYGN: Zygnematophyceae, EUGL: Euglenophyceae;
DINO: Dinophyceae, CYAN: Cyanophyceae, CRYP: Cryptophyceae, CHRY: Chrysophyceae, CHLO:
Chlorophyceae, BACI: Bacillariophyceae.
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Os indices de diversidade de Shannon e equitabilidade tiveram maiores valores
associados as amostras do ponto impactado (P2), possivelmente em razdo de picos de
dominancia de Closterium sp. em P1. Diferentemente, na ACC para os pontos da bacia do Rio
Das Velhas, os maiores valores de diversidade estiveram associados as amostras de M1, area

de referéncia.
4, Discussao

As maiores concentragdes de nutrientes e elevados valores de alcalinidade, condutividade
e solidos em suspensdo confirmam a menor qualidade ambiental nos pontos impactados,
corroborando estudos anteriores. Maillard e Santos, 2008, em uma abordagem espacial
estatistica para modelar o efeito de poluicdo na qualidade da dgua na bacia do rio das Velhas,
demonstraram forte relacdo entre o uso e ocupacdo do solo e elevados valores de turbidez,
nitrogénio e coliformes fecais. De acordo com o esse estudo a presenca da mata ciliar é um
fator de diminuicdo dos valores dessas varidveis. Similarmente, em estudo de avaliacdo da
qualidade das aguas de afluentes do rio Doce, foi demonstrada a baixa qualidade ambiental
em razdo de descargas de esgotos domésticos e de atividades de pecuaria e suinocultura

(Jordao et al., 2007).

Além da contaminagdo por esgotos domeésticos, nos pontos susceptiveis a influencia da
atividade de mineracdo, elementos tdxicos (arsénio e manganés) foram encontrados em
concentracdes elevadas na agua. No corrego da Mina (M2), possivelmente as fontes de
contaminacdo por tais elementos estdo associadas a antigos depdsitos de rejeitos.
Recentemente uma planta de tratamento de minério de ouro foi reativada a montante desse
ponto. Ja em Barra Feliz, (P2), uma barragem de rejeitos de mineracdo de ouro em atividade
esta localizada a montante. Portanto, nestes locais a perturbacdo ambiental é o resultado de
uma combinagdo de fatores. Em situagbes como essa, em razdao do grande numero de
variaveis a serem avaliadas, a importancia da utilizagdo de organismos locais como

bioindicadores é ainda maior.

O uso potencial de micro-algas para bioindicacdo e biomonitoramento de rios foi
reconhecido desde a metade do século XIX (Dokulil, 2003). Apesar de muitas espécies
tolerarem variados tipos de condi¢des adversas, como por exemplo elevadas concentracdes de
metais, ndo existe uma Unica espécie que pode ser utilizada como bioindicadora porque as

mesmas sdo reportadas também em locais ndo poluidos (Gaur e Rai, 2001). Alguns sistemas
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de bioindicacdo agrupam as espécies de fitoplancton em dezenas de grupos funcionais que
compartilham semelhancas em caracteristicas adaptativas, como o proposto do Reynolds et
al.,, 2002, que leva em conta por exemplo a concentracdo de nutrientes, estratificacao e
iluminagdo em que ocorrem determinadas espécies. No entanto, tais sistemas ndo levam em
conta os niveis de contaminacdo por metais téxicos. Vdarios protocolos de avaliacdo da
integridade bidtica tem sido propostos baseados em indices ou em assembleias. Por exemplo,
duas assembléias compostas por diferentes géneros de diatomdaceas, entre outras variaveis,
foram propostas para avaliacdo da qualidade ambiental de acordo com a divisdo de aguas de
Kentucky (Kentucky Division of Water, 2008). S3o os grupos de riqueza de Cymbella e
Fragilaria, agrupados por similaridade com outros géneros de diatomaceas. No entanto,
apenas dois géneros encontrados em todos os pontos neste trabalho sdo citados nessa
classificacdo. A distribuicdo das espécies dificulta a aplicacdo das assembleias em andlises
ambientais. Neste estudo, pelas razdes apresentadas, utilizou-se a comunidade fitoplanctonica

como um todo, ao nivel de classificacdo taxonémica de classe.

Os grupos que mais se diferiram pelo fator de perturbacdo ambiental foram
Bacillariophyceae e Zygnematophyceae com maiores abundancias associadas aos pontos de
referéncia e Euglenophyceae associada a locais com altas concentragées de nutrientes, como
demostrado pela ACC. As assembléias fitoplanctonicas de rios em condi¢Ges naturais sdo na
maioria das vezes dominadas por diatomdceas. Por sua sensibilidade a condicGes ambientais,
este grupo tem sido frequentemente pesquisado para avaliacdo de diferentes tipos de
impactos antrdpicos em rios, como a elevacdo das concentracdes de nutrientes provenientes
de atividades agricolas (Dam et al., 1994) e também para avaliacdo de mudangas ambientais
ocasionadas pela drenagem dacida de mineracdo de carvdo (Smucker and Vis, 2009).
Zignematoficeas sdo indicadas em avaliagdes da qualidade ambiental em razao da associagao
de determinadas espécies ao aporte de nutrientes (Krasznai et al., 2008) e destacam-se com
maiores diversidade e abundancia em d&guas continentais de baixas condutividade e
concentragdo de nutrientes. Poucas espécies foram registradas em ambientes com alta

concentracdo i6nica (Ngearnpat e Peerapornpisal, 2007).

Nos pontos em areas de mineragdo amostrados neste trabalho, a abundancia relativa das
diatomdaceas foi menor que a de cloroficeas e cianobactérias. Este resultado corrobora estudos
que demonstram altera¢gdes na abundancia de diatomaceas e cloroficeas em relagdo a um
gradiente de deterioracdo da qualidade da agua por diversos tipos de poluicao em rio (e.g.
Giorgio et al., 1991). Brink et al. (1993) demostraram que o aporte de nutrientes em

ecossistemas lénticos ocasiona aumento na biomassa de algas e mudanc¢a na composi¢ao do
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fitoplancton de uma comunidade dominados por diatomdceas para uma comunidade
dominada por clordficeas e cianobactérias. O grupo Euglenophyceae ocorreu com maior
abundancia associada aos pontos impactados. Condicdes de elevadas concentracbes de
nutrientes favorecem a dominancia desse grupo (Danilov et al, 2001), de forma geral, as
euglenoficeas exibem elevada resisténcia a metais, como demonstrado em estudos in vitro

(Halter et al., 2012).

Os resultados obtidos neste estudo alertam para a necessidade urgente de adogdo de
praticas de conservacdo dos pequenos cursos d’agua no estado de Minas Gerais, que sdo a
principal fonte de recursos hidricos para desenvolvimento econ6mico e abastecimento
humano. Somente nas ultimas décadas a politica ambiental no Brasil tem se tornado mais
criteriosa com relacdo a conservacao de rios, adotando métodos participativos de manejo de
bacias (Lemos e Oliveira, 2004). Com as diferencas na composicdo e estrutura da comunidade
fitoplancténica entre os pontos de referéncia e impactados confirmou-se o potencial da
comunidade fitoplanctonica em ser utilizada para bioindicacdo da qualidade ambiental. Neste
aspecto é necessario enfrentar problemas relacionados principalmente a identificacdo de
determinados grupos de algas (Krasznai et al.,, 2008) o que demanda treinamento e

disponibilidade de equipamentos adequados.
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Capitulo I

Um estudo de de XAFS das interagdes do arseniato e arsenito com o
tripeptideo glutationa
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Um estudo de XAFS das intera¢des do arseniato e arsenito com o tripeptideo

glutationa
Resumo

As reagles quimicas entre compostos bioldgicos e arsénio (As) inorganico tém sido
investigadas na tentativa de melhor compreender os mecanismos pelos quais o arsénio pode
ser imobilizado por organismos vivos intracelularmente ou em seu ambiente. Moléculas
contendo sulfidrila como a glutationa (GSH) sdo considerados moléculas-alvo na bioquimica do
As por sua importancia na imobilizacdo e reducdo do As intracelular. No presente estudo,
investigou-se em que extensdo ocorre a reagdo entre o As(lll) ou As(V) com a GSH utilizando-se
a espectroscopia de absorcdo de raios X (XAFS) para a discriminacdo de estado de oxidacdo e
coordenacdo do As. Medidas de XAFS foram realizadas em solucGes recentemente preparadas
de As(lll)+GSH nas propor¢des molares de 1:0.5, 1:1, 1:2, 1:4 e As(V)+GSH nas proporgoes de
1:0.5; 1:2, 1:4 e 1:6. Independentemente se o As é fornecido na forma de As(lll) ou As(V), a
densidade eletrénica em torno do 4tomo do As aumenta progressivamente com o aumento da
proporc¢do de GSH pela substituicdo do oxigénio pelo menos eletronegativo &tomo de enxofre
nos complexos formados. A transformada de Fourier do espectro de EXAFS (espectroscopia da
estrutura fina de absorg¢do) da borda K demonstrou mudancas na coordenagdo do atomo de
As(V) com a sua reducdo a As(lll) como uma condicdo prévia a formacdo do complexo As(GS)s.

"0 e As-S nas proporgdes intermediérias de

Os ajustes de XANES para as ligacdes As'-O; As
As(V) ou As(llI)+GSH demostram a presenca de uma mistura de complexos de As(GS); e
oxidnions de As. Este trabalho contribui para a compreensdo do comportamento do arsénio
em ligacdo covalente com grupos tiol. O conhecimento sobre os mecanismos moleculares de

imobilizacdo do arsénio ajudam a esclarecer a complexa bioquimica deste elemento.
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1. Introdugao

O arsénio é um semimetal conhecido por sua alta toxicidade e também propriedades
terapéuticas (Niu et al., 1999). A contaminagao por este elemento tem sido uma preocupacao
mundial, principalmente em locais de mineracdo por sua dispersdo em daguas superficiais
(Figueiredo et al., 2007). Em 2011, o arsénio foi o primeiro no ranking de elementos perigosos
da Agéncia para Substancias Toxicas e Registro de Doencas (ASTDR). Este elemento possui uma
grande variedade de compostos, sendo atribuido maior interesse nos inorganicos por sua
elevada toxicidade. As formas mais comuns de arsénio inorganico encontradas no ambiente
sdo aquelas em que este se encontra combinado com o ferro, oxigénio, enxofre ou cloro
(Henke e Hutchinson, 2009). As reag¢des quimicas entre compostos bioldgicos e arsénio
inorganico tém sido pesquisadas na tentativa de descrever mecanismos eficientes de

imobilizacdo deste elemento intracelularmente ou no meio externo.

Moléculas contendo grupos sulfidrila sdo importantes nas vias bioquimicas de
desintoxicacdo por arsénio (Bennett et al., 2001). Uma vez absorvido pelas células vivas, este
semimetal sofre uma série de reacbes de reducdo em que os grupos sulfidrila atuam como
doadores de elétrons antes de formar ligagdes covalentes com um ou mais atomos de carbono

para a produgdo de compostos organicos.

O tripeptideo glutationa (y-glutamilcisteinilglicina; GSH) desempenha um papel
fundamental na homeostase da célula como um dos agentes redutores mais abundantes em
varias vias bioquimicas (Monostori et al., 2009). Por exemplo, atua como doador de elétrons
no ciclo ascorbato-glutationa, via que controla o nivel de espécies reativas de oxigénio em
células vegetais (Mittler et al., 2002). A redutase do arseniato encontrada na cianobactéria
Synechocystis sp. emprega glutationa e glutarredoxina como a fonte de equivalentes redutores
(Li et al.,, 2003). Saccharomyces cerevisiae apresenta um mecanismo de imobilizacdo
extracelular em que a GSH é exsudada das células para imobilizar o As e prevenir sua absor¢do
(Thorsen et al.,, 2012). Assim, a GSH tem papel fisiolégico em processos de desintoxicacdo
ocasionado por diversas moléculas, como as espécies reativas de oxigénio, xenobidticos e

metais pesados em procariotos e eucariotos (Rouhier et al., 2008).

Tendo em vista a importancia da GSH no metabolismo celular, diferentes técnicas tém sido
aplicadas no estudo da interacdo desse tripeptideo com o arsénio e na avaliacdo da
estabilidade dos complexos formados. Técnicas analiticas de ressonancia magnética nuclear
(*H e *C NMR) (Delnomdedieu et al., 1995, Scott et al., 1993) cromatografia de exclusdo por

tamanho (Gailer et al., 1998), espectrometria de massa com ionizacdo por spray de elétrons
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(Park & Butcher, 2010) e microscopia de tunelamento (Han et al., 2007) tém sido utilizadas,
trazendo informacdes dos mecanismos de reacdes quimicas, estequiometria e estrutura dos

complexos formados.

A espectroscopia de absorcdo de raio-X (XAFS) contribui com dados dos compostos em
escala atébmica, é elemento especifica e permite discriminar o estado de oxida¢cdo do atomo-
alvo em combinag¢do com a estrutura local (coordenacdo) das espécies quimicas presentes na
amostra. A técnica é baseada no coeficiente de absorg¢do de raios-X u(E) em fungdo da variacao
da energia do feixe de luz aplicado na amostra (Bunker et al., 2011; Newville 2004). Neste
trabalho foi estudado em que medida ocorre a reagdo entre o As(lll) ou As(V) e a GSH
utilizando-se a técnica de XAFS. O estado de oxidacdo e a coordenacdo do As em
concentracoes crescentes de GSH foi analisado. Este trabalho contribui para a compreensao do

comportamento do arsénio em ligacao covalente com grupos tiol.

2. Materiais e Métodos

Agua deionizada foi utilizada para a preparac¢do de solucdes aquosas padrio de As(lll) e
As(V) (0,1 M) utilizando-se os sais NaAsO, e Na,HAsO, 7-H20, respectivamente. As soluces de
As(lll)+GSH foram preparadas nas razdes molares de 1:0.5; 1:1; 1:2; 1:4 e As(V)+GSH nas
proporc¢des molares de 1:0.5; 1:2, 1:4 e 1:6. A concentracdo de GSH em todas as amostras foi
de 0,16 M e o pH das solugbes foi de 4,3. Os reagentes e os produtos quimicos utilizados eram
de grau analitico (Sigma-Aldrich).

As medidas de XAFS foram realizadas no Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Os
dados foram coletados no valor de absor¢do (11868 eV) da borda K do As, na linha de luz XAFS-
2, geometria de transmissdo, usando como monocromador um cristal duplo de Si (111) e
detectores de camara de ioniza¢do. A calibragao da energia foi monitorada durante a coleta de
dados por meio da aquisicio de referéncia de uma folha de ouro para as medi¢Ges de
espectros.

Os programas utilizados nas andlises dos dados foram FEFF6 (Zabinsky et al., 1995) para o
calculo dos caminhos de espalhamento e Athena e Artemis (Ravel, 2005) para tratamento e
ajuste dos dados. A andlise dos dados foi realizada conforme descrito anteriormente
(Vasconcelos et al., 2008; Duarte et al, 2012). O ajuste de todas as amostras foi realizado
utilizando-se ponderacdo simultanea K de 1, 2 e 3. O fator de redug3o de elétron passivo So” foi

calibrado a partir de medidas de compostos padrao de estrutura conhecida, com valor de 0.87
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+0.05 para a borda K do As, obtido a partir de ajustes do padrao cristalino NaAsO2 e usado em

todos os ajustes.
3. Resultados e Discussao

Quando se inicia o efeito fotoelétrico, nota-se um aumento abrupto na energia de
absorg¢do para um novo nivel eletronico (Figura 1), que corresponde a regido da espectroscopia
de alta resolucdo da borda de absorcdo (XANES), a qual fornece essencialmente informacdes
sobre a estrutura eletronica do atomo alvo. Os espectros de XANES para As(lll) em proporg¢oes
molares crescentes de GSH (figura 1A) mostram uma diminui¢do consistente, de 2.1 eV, na
energia da borda K de absor¢cdo em funcdo do aumento da proporcdo de GSH, passando de
11869.4 eV na amostra de As(lll) para 11867.3 eV na amostra de As(lll)+GSH 1:4, o que é
resultado do aumento na densidade eletronica em torno do dtomo de As fornecida pela
substituicdo do oxigénio pelo menos eletronegativo dtomo de enxofre nos complexos
formados. Um comportamento similar é observado no espectro de XANES de As(V)+GSH
(Figura 1B). No entanto, enquanto que a variacdo total de energia das amostras de As(ll1)+GSH
é de 2.1 eV, a variacdo nas amostras de As(V)+GSH é de 5 eV. A energia de ioniza¢do das
camadas internas é sensivel ao numero de oxidacdo do atomo na molécula, sua
eletronegatividade e ioniza¢do de suas ligacGes (Thomas et al., 1990). Assim, tais variacdes de
energia observadas sdo atribuidas as mudangas estruturais no atomo de As, sendo

progressivamente reduzido em funcdo das concentra¢des de GSH.

Apesar das diferengas no estado de oxidagdo do As, em proporgdes de excesso de GSH
os espectros XANES se tornaram sobrepostos (Figura 1C), demonstrando que desde que a GSH
esteja em excesso em relacdo ao As(V), o mesmo complexo As(GS); serd formado,
independente do estado de oxidagdo inicial do As. Utilizando a técnica de 'H *C RMN em
atmosfera de nitrogénio, Scott et al. (1993) demonstraram a estequiometria de reacdo de
1As(111):3GSH e 1As(V):5GSH para formag¢do do complexo.

Uma combinacdo linear dos dados de XANES foi realizada para investigar a formacao
dos complexos de As-GSH nas propor¢des molares em que ambas as ligacdes As'-0; As"-0 e
As-S sdo encontradas. Para isso utilizou-se padrdes experimentais obtidos de solu¢Ges aquosas
de As(lll) ou As(V) e do complexo As(GS)s, obtido com a amostra de As(lIl) + GSH 1:4. Desde a
propor¢do mais baixa de GSH (As(lll) + GSH 1:0,5), o sinal da ligacdo As-S foi observado,
contribuindo para 39% do sinal obtido. Ao aumentar a propor¢do de GSH, em 1:2, a
contribuicdo da ligacdo As-S para o sinal passou a ser de 70% (Figura 2A ). Ao mesmo tempo, a

percentagem do sinal relativo a ligacdao As " -O decresceu de 61% para 30%. Diferentemente, na
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combinacdo linear para As(V)+GSH a ligacdo As-S tornou-se evidente apenas na proporcdo de
1:2, contribuindo com apenas 20% do sinal, ja que parte da GSH foi consumida para reduzir

As(V) a As(ll).
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Figura 1. Espectro de XANES normalizado da borda K de espécies inorganicas de arsénio em
concentragdes crescentes de GSH. (A) As(ll1)+GSH em proporgdes molares de 1:0; 1:0.5; 1:1, 1:2, e 1:4.
(B) As(V)+GSH nas proporges molares de 1:0; 1:0.5; 1:2; 1:4; e 1:6. (C) Complexo As(GS); derivado de
As(lll) ou As(V) nas proporg¢des de 1:4 e 1:6, respectivamente.
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A técnica de XAFS fornece a coordenacdo média dos dtomos da amostra que sao
excitados pela radiacdo sincrotron, portanto ndo permite determinar se nas proporc¢oes
intermedidrias existem compostos de As coordenado com trés oxigénios com ou trés enxofres
separadamente, formando-se uma mistura de As(lll) e As(GS)s;, ou se complexos de As com

uma coordenac¢do combinada com dtomos de oxigénio e enxofre sdao formados.

A reducdo e imobilizagdo do As pela GSH é um mecanismo de desintoxicagdo comum
presente em procariontes e eucariontes (Mittler et al., 2002; Levy et al., 2005; Srivastava et al.,
2009). No entanto, o processo de desintoxicagdo em células expostas ao arseniato envolve um
maior dispéndio de energia para a reducdo de As(V) a As(lll) e subsequente formacdo do

complexo.

xWL(E) normalizado
x(E) normalizado

0.88 |
0.12

| 1 | 1 1 1 1
11860 11880 11900 11920 0 11860 11880 11900 11920

energia (eV) energia (eV)

Figura 2. Ajuste dos dados dos espectros de XANES obtidos para espécies inorganicas
de As em concentragGes crescentes de GSH. (A) As(ll1)+GSH nas propor¢6es molares de 1:0.5,
1:1,1:2. (B) As(V)+GSH nas proporg¢des molares de 1:0.5, 1:2,1:4. A percentagem de cada uma
das espécies quimicas de arsénio é dada na cor correspondente com a legenda.

A regido do espectro de EXAFS proporciona informac¢des sobre a coordenagdo do
elemento analisado. Os ajustes obtidos (tabela 1) sdo consistentes com estudos prévios de

caracterizacdo de compostos de As(lll) (Ramirez-Solis et al., 2004) e As(GS); (Smith et al., 2005).
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Este trabalho contribui com informacdes das propriedades do dtomo de arsénio ao interagir
com a GSH, sob o ponto de vista da técnica de XAFS.

E visivel a mudanca de fase nas oscilagdes EXAFS (Figura 3) quando a coordenacdo do
As(1ll) ou As(V) (em preto), formada respectivamente por trés ou quatro atomos de oxigénio, é
substituida por trés atomos de enxofre (em azul) como resultado do aumento gradual na
proporc¢do de GSH e formagdo dos complexos a partir de As(lIl) (figura 3A) ou As(V)(figura 3B).
Nas concentracdes mais elevadas, de As(ll1)+GSH 1:4 e As(V)+GSH 1:6, apenas o sinal da
ligacdo As-S é detectado devido a formacdo de As(GS); com elevada afinidade do grupo

sulfidrila pelo As.
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Figura 3. Espectro de EXAFS da borda K do As em concentragGes crescentes de GSH. (A)
As(II1)+GSH nas proporgées molares de 1:0, 1:0.5; 1:1, 1:2; 1:4; (B) As(V)+GSH nas proporg¢des
molares de 1:0, 1:0.5; 1:2, 1:4; 1:6.
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As(V)+GSH 1:6

As(1IT)+GSH 1:4

As(V)+GSH 1:4
As(ITI+GSH 1:2

Mag{FT[K x(K)]} (A™)
Mag{FT[K x(K)]} (A"

As(V)+GSH 1:2
As(II1)+GSH 1:1

As(IIN+GSH 1:0.5 As(V)+GSH 1:0.5

As(III)

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Coordenacao radial (A) Coordenacio radial (A)

Figura 4: Transformada de Fourier (FT) da regido de EXAFS do espectro da borda K do As em
concentragdes crescentes de GSH. (A) As(lll) nas proporgdes molares de 1:0; 1:0.5, 1:1, 1:2, e

1:4. (B) As(V) nas propor¢Ges molares de 1:0, 1:0.5, 1:2, 1:4 e 1:6.

A Transformada de Fourier (FT) da regido de EXAFS do espectro da borda K do As
(figura 4A) mostra o sinal da ligagcdo As-S desde a concentracdo mais baixa de As(lll)+GSH e
gradual diminui¢gdo da amplitude do sinal As-O, o qual desaparece totalmente na proporgao de
As(lI1)+GSH 1:4, quando a coordenacgdo do As passa a ser formada por trés atomos de enxofre
derivados da GSH (Tabela 1). Uma propor¢do maior de GSH sobre o As(V) é necessdria para
formar-se a ligagdo As-S (figura 4B). Juntamente com os dados de XANES, a transformada de
Fourier do EXAFS confirma a oxidagao de GSH, com a concomitante reducdo de arseniato a
arsenito previamente a formacdo do complexo As(GS)s. Esta reagdo foi observada também por

meio da técnica de ressonancia magnética nuclear (Scott et al. 1993).
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Tabela 1: ajuste dos dados de EXAFS para amostras de As(lll) ou As(V) em concentragGes
crescentes de GSH.

As-O As-S

N R(A) o°(10° A2 N R(A) o2(10° A%
As (IIl) aq 3.1(0.1)  1.791(0.007)  2.1(0.4) - - -
As (I)+GSH 1:0.5  2.4(0.1)  1.789(0.002)  2.9(0.2) 0.3(0.1)  2.282(0.011) 2.3(1.2)
As (II)+GSH 1:1 2.0(0.1)  1.785(0.004) 1.7 (0.4) 0.7(0.1)  2.272(0.007) 2.2 (0.9)
As (I11)+GSH 1:2 0.8(0.1)  1.790(0.012)  1.5(0.9) 1.9(0.2)  2.266(0.008) 2.7 (0.8)
As (I1)+GSH 1:4 - - - 3.1(0.2)  2.254(0.007) 2.8(0.7)
As (V) aq 42(0.3)  1.691(0.006)  3.4(0.7) - - -
As (V)+GSH 1:0.5  3.9(0.3)  1.695(0.005)  3.6(0.8) - - -
As (V)+GSH 1:2 3.3(0.2) 1.713(0.006) 6.0(0.8) 1.2(0.2)  2.244(0.009) 4.4(1.3)
As (V)+GSH 1:4 1.4(0.2)  1.728(0.010)  4.9(1.5) 2.1(0.2)  2.258(0.005) 3.1(0.6)
As (V)+GSH 1:6 - - - 3.2(0.2)  2.254(0.006) 3.1(0.7)

N: ndmero de dtomos vizinhos; R: distancia interatdmica; o”: desordem na distancia do dtomo
vizinho. Valores de incerteza entre parénteses.

Neste trabalho demonstrou-se a complexacdo de arsénio inorganico pela GSH do
ponto de vista da técnica de XAFS. Com a prévia reducdo do As(V) a As(lll) em solugbes
recentemente preparadas, o complexo As(GS); se forma com maior densidade eletrGnica em
torno do atomo de As comparado aos oxidanions de As(lll) e As(V). Os ajustes do espectro de
XANES da borda K do As obtido das concentragdes intermediarias de As+GSH, para as ligacdes
As'-0; As"-O e As-S, indicam a possibilidade do As com a coordenagio formada por oxigénio e
enxofre, ou uma mistura de As(lll) e As(GS); em solugdo. InformacgGes sobre os mecanismos
moleculares de imobilizacdo do As podem ajudar a esclarecer a complexa bioquimica desse

elemento.
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Efeito bacteriostatico e biotransformacgao de espécies inorganicas de
arsénio em Synechococcus nidulans (Cyanobacteria)
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Efeito bacteriostatico e biotransformag¢ao de espécies inorganicas de
arsénio em Synechococcus nidulans (Cyanobacteria)

Resumo

A prospeccao de espécies de cianobactérias resistentes a oxianions de arsénio (As) e capazes
de biotransforma-los em formas organicas é uma etapa crucial para a indicagdo de organismos
com potencial para a descontamina¢do de ambientes aqudticos. Uma cepa de Synechococcus
nidulans, obtida de um cérrego contaminado por arsénio, foi exposta a concentracdes de
As(lll) ou As(V) em séries geométricas para determinagdo da CEsy. A producdo de espécies
organicas de arsénio sob exposicdo ao As(lll) (6 mg/L) e As(V) (400 mg/L) por 30 dias foi
avaliada utilizando-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Hifenada a Espectrometria de
Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (HPLC-ICP-MS) e Espectroscopia de Estrutura
Fina de Absorcdo de Raio-X (XAFS). S. nidulans demonstrou maior sensibilidade ao As(lll) com
valor de ECsq.961 (6,64 mg/l) menor em c. 400 comparado ao As(V). Mesmo com a concentragdo
de As(V) sendo 67 vezes maior que a de As(lll), os niveis de As intracelular (60,0 pg/g) foram os
mesmos. A espécie As(V) predominou sobre o As(lll) intracelular. Monometil e dimetilarsénio,
bem como e outras espécies organicas intracelulares foram observados em maiores
proporc¢des sob exposicdo ao As(lll), possivelmente por ser este o segundo intermediario na via
de biometilacdo. A proporg¢do de espécies organicas intracelulares encoraja a continuidade dos
estudos com S. nidulans em condi¢Ges similares as ambientais para avaliacdo do seu potencial

como agente de biotransformacdo e descontaminacgdo por As.
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1. Introdugdo

A contaminacdo por As é um problema de propor¢des mundiais. Atividades industriais
como a mineracdo ou construcao de pocos artesianos em formacdes geoldgicas arseniferas
sdo fontes conhecidas de dispersdao deste metaléide no ambiente. Suas concentracdes tipicas
sdo menores que 10 pg/l, (Smedley e Kinniburgh, 2002) niveis mais elevados podem ser
encontrados em daguas subterrdneas (Borba et al., 2003). A biogeoquimica do arsénio é
complexa e envolve sua transformacdo em diversas espécies. E esperado que em condi¢des
aerdbicas o arseniato (H,AsO, e/ou HAsO,?) seja predominante, e o arsenito [As(OH)]
predomine em condi¢Ges redutoras. No entanto, a atividade microbiana exerce forte
influencia sobre a disponibilidade e especia¢cdo do As. Por exemplo, em lagos, sdo registrados
eventos de predominancia do As(lll) no epilimnio, atribuidos a absorcdo, reducgdo e excrecdo
do As pelas floracées fitoplanctonicas (Kuhn e Sigg, 1993; Hellweger e Lall 2004). Assim, ambas
as formas As(lll) e As(V) podem tornar-se disponiveis mesmo em ambientes aerdbicos, e
representam uma ameaca a saude ambiental, por sua elevada toxicidade.

Elementos toéxicos, ao contrdrio de compostos organicos, ndo podem ser destruidos.
Assim, os processos envolvendo sua remedia¢do objetivam sua imobilizagdo na forma de
residuos ndo-biodisponiveis, ou a sua biotransformagcdo em formas menos danosas ao
ambiente (Valls and lorenzo, 2002). A possibilidade de utilizagdo de micro-organismos em
tecnologias limpas de descontaminagdao ambiental tem impulsionando a prospecgdo de
espécies resistentes, capazes de realizar a biotransformacdo do As. Nessa area de pesquisa, as
cianobactérias foram um interessante grupo de organismos devido a sua posicdo dominante
em ambientes aquaticos impactados por diferentes tipos de poluentes (Tlili et al, 2011;. Su et
al, 2012.). Estudos recentes tem demonstrado o papel de diversas espécies de cianobactérias
como agente de biotransformacdo dos oxianions As(lll) e As(V) em formas organicas (Guo et
al.,, 2011, Yin et al., 2011).

Os mecanismos de desintoxificacdo por arseniato [As(V)] incluem a absor¢ao, redugao
e efluxo na forma de arsenito [As(ll)] ou formas metiladas, como monometilarsénio (MMA) e
dimetilarsénio (DMA) (Rosen, 2002). Outros compostos como arsenoaglcares sdo também
produzidos em cianobactérias (Miyashita et al.,, 2012). O primeiro passo da via de
biotransformagdo do As é a sua redugdo a As(lll) pela arseniato redutase (Li et al., 2003;
Pandey et al., 2013). Posteriormente, a metiltransferase catalisa a transferéncia do grupo metil
da S-adenosilmetionina (SAM) para o As(lll) (Shen et al.,, 2013). Tanto em organismos
eucariontes ou procariontes a metilacdo é reconhecida como um mecanismo de

desintoxicacdo ja que formas menos tdxicas de As sdo produzidas nesse processo. Em conjunto
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com a metilacdo, outro mecanismo de desintoxicacdo realizado por cianobactérias é a
imobilizacdo do As intracelular (Ybarra e Web, 1998). Moléculas contendo residuos de cisteina,
como o tripeptidio glutationa (y-L-glutamyl-L-cysteinylglycine), sdo compostos-chave nesse
processo em razdo da elevada afinidade do As(lll) por grupos sulfidrila (Shen et al., 2013).

A maioria dos estudos de interacdo do As com cianobactérias trabalham espécies
formadoras de bloons provenientes de lagos eutrofizados (Guo, 2011; Wang et al., 2013,
Huang et al.,, 2014). Para todos os metais e metaloides encontrados no ambiente existem
transportadores e genes especificos que coordenam sua movimentagdo, ja que os micro-
organismos passaram por periodos de exposicdo a tais elementos desde a origem da vida
(Silver, 1996). Mais recentemente, a mobilizacdo antropogénica de metais resultou na criacao
de novos nichos enriquecidos por metais com elevada pressdo seletiva para organismos

resistentes a essa condicdo (Valls e Lorenzo, 2002).

Considerando-se a hipdtese de que cepas de cianobactérias provenientes de locais
contaminados sejam mais resistentes ao As e possuem diversos mecanismos de
desintoxicacdo/biotransformacdo desse metaloide, esse trabalho teve por objetivo analisar
guais os compostos de As sdao formados como produto do metabolismo de Synechococcus
nidulans (Pringsheim) Komarek, proveniente de um curso d’agua em area de mineragdo
contaminado por As. Para isto, foram utilizadas a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Hifenada a Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (HPLC-ICP-MS) e
a Espectroscopia de Estrutura Fina de Absorgdo de Raio-X (XAFS). A ultima é uma técnica
elemento-especifica e fornece informacgdes principalmente sobre o estado de oxidagdo do
elemento alvo por meio da Espectroscopia de Alta Resolucdo da Borda de Absorcdo (XANES)
e ambiente de coordenacdo através da Espectroscopia da Estrutura Fina de Absorcdo

(EXAFS).

2. Materiais e Métodos

2.1 . Obtengao da cultura
Synechococcus nidulans foi isolada a partir de amostras de 4dgua coletadas em um
corrego localizado a jusante de uma planta de tratamento de ouro no municipio de Nova Lima
(19° 58' 74.8" S; 43° 49' 25,9" L), estado de Minas Gerais. Utilizaram-se os métodos de
micropipetagem e plagueamento para obtengdo de culturas unialgais (Allen, 1973), mantidas

no banco de cultura de algas do Laboratdrio de Limnologia, Ecotoxicologia e Ecologia Aquatica,
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em meio liquido BG-11. A identificagcao taxondmica foi realizada com base em caracteristicas

morfoldgicas (Santa’Anna et al., 2007).

2.2 Inibi¢dao do crescimento

Testes de inibicdo do crescimento foram conduzidos de acordo com o guia para testes de
inibicdo de crescimento em cianobactérias e algas da OCDE (Organization for Economic Co-
operation and Development, protocolo 201). O crescimento celular foi medido diariamente
por meio da densidade de células e densidade éptica (OD) a 631 nm, definido em uma
varredura de 400 a 700 nm.

Culturas de S. nidulans (150 ml) foram preparadas em erlenmeyers, mantidas sob luz e
agitacdo constantes. Ao atingir o crescimento exponencial as culturas, em triplicatas, foram
expostas a As(V) e As(lll) nas séries de concentracdes: 500; 900; 1620; 2916 mg/Il As(V), e 4,8;
5,5; 6,3; 7,3, e 8,4 mg/l. Os sais Na,HAsO,- 7H,0 e NaAsO, foram utilizados como fonte de As.
As concentracdes para a faixa de toxicidade foram estabelecidas em teses prévios. As taxas de

crescimento foram calculadas de acordo com a seguinte equagao:

InX; —InX; =
Hi—j = P (dia™")
Onde:
K é a média da taxa especifica de crescimento do tempo i ao tempo j em dias
X; é a biomassa em n° de células ml no tempo i

X; é a biomassa em n° de células ml no tempo j

O calculo para a percentagem de inibicdo no crescimento para cada réplica foi

realizado a partir da equacao:

%I, = % x(100)

C

Onde:
% I, é percentagem de inibicdo da taxa especifica de crescimento média;
L. é a média da taxa de crescimento no grupo controle;

U; € a média da taxa de crescimento nas réplicas dos tratamentos;

As taxas de crescimento em cada teste foram comparadas com o controle, utilizando-
se a analise de covariancia (p<0.05). As concentragdes inicial e final de arsénio no meio de
cultivo foram determinadas por ICP-OES e comparadas utilizando-se o teste t para médias

pareadas (p<0.05). A ECs, 9 foi calculada por regressdo ndo linear usando uma equagdo com
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quatro parametros logisticos restrita ao intervalo (0, 1). As concentracdes foram log-
transformadas. Os erros padrao foram estimados por bootstrap ndo paramétrico e o intervalo
de confianga de 95% foi calculado usando o método bootstrap de percentual ajustado (Efron &

Tibshirani, 1986; Nyholm, 1992).

2.3. Experimentac¢ao

Meio de cultivo BG-11 (pH 7.5) foi preparado e distribuido em volumes de 1500 ml em
erlenmeyers. Apdés a autoclavagem foi adicionada solucdo de arseniato de sddio
(Na,HAsO,7H,0) recém preparada para obtencdo da concentracdo final de 400 mg/I de As(V).
O mesmo procedimento foi realizado adicionando-se arsenito de sédio (NaAsO,)para a
obtencdo da concentracdo final de 6 mg/L de As(lll). Os tratamentos consistiram de culturas de
células em triplicata expostas ao As(lll) ou As(V). Os controles consistiram de duplicatas
contendo o meio de cultivo nas mesmas concentracdes de As(lll) ou A(V), sem inoculacdo, para
avaliacdo da oxido-reducdo das espécies quimicas por outros fatores que ndo o metabolismo

da cianobactéria.

Para inoculacdo dos meios, culturas foram centrifugadas e adicionadas, obtendo-se a
concentragio final de células de 7x10’. Todas as unidades experimentais foram
constantemente aeradas e homogeneizadas com ar filtrado (0,47um) e mantido sob

iluminagdo constante proveniente de lampadas frias.

Amostras do sobrenadante foram coletadas no tempo inicial e final para determinagao
do As total no meio de cultivo, as médias foram comparadas pelo teste t para médias
pareadas. Para andlise na biomassa do arsénio total e especiacdo quimica apds 30 dias (tempo
final) a biomassa foi centrifugada e armazenada a temperatura de -80°. Posteriormente foram
liofilizadas (L101, Liobras). Para determinacdo de As total, amostras de 25 mg de biomassa
liofilizada foram mineralizadas pela adigdo de 3 ml de HNO; (96%) e 1 ml de H,0, (30%)
seguida da digestdo em microondas (ETHOS One model, Milestone Microwave Systems,
Shelton, USA) a 200°C por 30 min a 45 bar. O volume final foi ajustado para 25 ml (Truus, et al.
2007). As concentragbes de arsénio total foram determinadas em ICP-OES (Perkin Elmer
Optima 4300 DV), no laboratdrio de Analises Quimicas do Departamento de Metalurgia —

UFMG.

79



2.4.Especia¢ao quimica

Amostras de 50 mg de pellet liofilizado foram adicionadas a 10 ml do extrator
composto por HNO; a 2% e metanol a 2%, e ficaram sob agitacdo rotacional (Tecnal TE 165,
Brasil) por 16 h seguido de banho-maria a 60°C por 2.5 h (Batista et al., 2011). As amostras
foram filtradas em filtro de celulose (0,20 um). O sobrenadante dos tratamentos foi filtrado e
diluido também na solugcdo extratora. As medidas foram realizadas em um espectrémetro de
massas com plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS) (Elan DRC Il PerkinElmer, Norwalk,
CT), utilizando-se coluna de troca aniénica (PRP X-100, Hamilton, Reno, NV, USA). A fase
movel consistiu de 10 mM HPO,* /H,PO, (98% V:V) + metanol 2% (v/v), pH 8,5. As andlises
foram realizadas no Laboratério de Toxicologia e Essencialidade de Metais, da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, USP.
2.5.Andlise da coordenagao do As.

As medidas de XAFS foram realizadas no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS;
Campinas/SP) para a amostras de biomassa, previamente lavada com &gua destilada e
liofilizada. Os padrbes de arsénio utilizados foram o As(V) (Na,HAsO,7H,0) e arsenito As(lIl)
(NaAsO,) respectivamente para as ligacdes As'-O e As"-0, enquanto que DMA [(CHs),AsO,H]
foi utilizado para ligagdo As-C. Estes foram preparados em solu¢do aquosa na concentragao de
0.1 M, ou padrdo cristalino preparando-se uma pastilha com 0.4 g do composto de arsénio
adicionado a 0.6 g de nitreto de boro. Como padrdo da ligagdao As-S utilizou-se o complexo

As(GS); recém preparado utilizando GSH e As(lll) na propor¢do molar de 1:4.

Os dados de XAFS para a borda K do As (11 868 eV) foram coletados na linha de luz
XAFS 2, monocromador duplo-cristal Si (111) e detector de cdmara de ionizagdo. As medidas
foram realizadas no modo de transmissdo para amostras de padrées ou no modo de
fluorescéncia para a amostra de biomassa a temperatura de 5 K utilizando-se dedo frio. A
energia de calibragdao foi monitorada durante a coleta de dados por aquisicdo de referencia de
uma folha de ouro para as medidas do espectro do As. Para subtra¢do de fundo, transformada

de Fourier e ajuste dos dados, foi utilizado o programa Athena (Ravel e Newville, 2005).
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Resultados
4.1. Inibigdo do crescimento

As taxas de crescimento decresceram gradualmente com aumento da concentra¢do do
As (p <0,05) (figura 1). Sob exposicao ao As(V) (figura 1 A) houve diminuicdo do crescimento
em concentragdes maiores em duas ordens de grandeza comparado ao As(lll) (figura 1B),

demonstrando maior sensibilidade ao As(lll) (p <0. 05).
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Figura 1. Curvas de crescimento de S. nidulans sob concentrac¢des crescentes de (A) As(V); (B)

As(ll1), por 96 h. Controle: n=4, testes: n=3, p<0.05, analise de co-variancia.
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As concentracdes que reduzem efetivamente o crescimento de S. nidulans em 50%
(ECs0;96h) foram determinadas, sendo de 2642,97 mg/| As(V), com limite de confianga (95%)
entre 2372,7 e 2840,9. Para As(lll) foi de 6,64 mg/l com limite de confianca entre 6,30 e 7,14

mg/l. As curvas dose-resposta sdo apresentadas na figura 2.
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Figura 2. Percentagem de inibicdo do crescimento de S. nidulans sob exposi¢do ao arsénio, 96

h. (A) As(V) (B) As(lll).
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As concentragdes de As no meio de cultivo (tabela 1) permaneceram constantes

(p>0,05, teste t para médias pareadas) apds 96h .

Tabela 1. Concentragdes de As inicial e apds 96 h no meio de cultivo em teste de toxicidade.

Testes  [As] inicial no meio [As] final no meio

(mg/1) (mg/1) de cultivo (mg/1)
500 589,86+ 17,14 545,97 +4.35
900 990,49 + 12,83 946,63 + 6.06
As(V)
1620 1861,58 + 25,52 1824,98 + 33.99
2916 3228,12 £ 53,12 3274,88 +50.6
4,80 4,51 +0.05 4,53+0.14
5,52 5,13+0.18 5,52+0.36
As) g 35 5,86 +0.20 6,08 +0.11
7,29 7,11 +£0.19 6,95 +0.10

Valores médios * erro padrao.

4.2 Especiagdo quimica

Nos controles da especiacdo de As(lll) foi encontrada somente a espécie As(V) (figura
3), demonstrando oxidagdo do As(lll) em 30 dias. Como esperado, somente As(V) foi
encontrado no controle da especia¢do dessa espécie quimica.
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Figura 3: Cromatograma obtido em HPLC-ICP-MS, para controle da especiacdo de As(lll).

Em exposicdo a As(V), foram encontradas diferentes espécies de As na biomassa
(figura 4), sendo a maior parte de As(V), seguida de As(lll). A espécie AsB teve o mesmo tempo

de retencdo da arsenobetaina, possivelmente trata-se de uma espécie organica, a qual
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necessita mais estudos para identificacdo. As espécies metiladas (mono e dimetilarsénio)

foram detectadas em menores proporgdes.
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Figura 4: Cromatograma obtido em HPLC-ICP-MS, para biomassa de S. nidulans exposta ao
As(V), com a expansdo para as espécies que aparecem entre os tempos de 3 e 4.5 min.
Similarmente em exposi¢do ao As(lll), As(V) foi a espécie dominante intracelularmente
(figura 5). Destacou-se a maior intensidade do sinal referente a AsB e dimetilarsénio. Outras
espécies tais como o monometilarsénio e espécies organicas nao identificadas (X) foram

detectadas. As percentagens das espécies de As do total extraido encontram-se na tabela 3.
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Figura 5: Cromatograma obtido em HPLC-ICP-MS, para biomassa de S. nidulans exposta ao
As(lll), com a expansdo para as espécies que aparecem entre os tempos de 3 e 4,5 min.
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Tabela 2: Percentagem das espécies de As do total extraido encontradas na biomassa,
sobrenadante (SN) e controle.

AsB As(111) DMA MMA Espécie X As(V)
As(lll) biomassa 12,11 +2,84 6,28 +1,79 3,49 £ 0,62 1,01+£0,13 0,86 £ 0,15 76,21+ 4,83
As(IIl) SN 0,14 £ 0,003 - 0,14 £ 0,003 0,42 £0,08 0,38+0,24 98,82 £+0.14
As(lIl) controle - - - - - 100
As(V) biomassa 2,62+0,35 34,97 +£1,99 - 2,20+ 0,058 - 60+ 2,28
As(V) SN - - 0,13+ 0,068 - - 99,86+0,067
As(V) controle - - - - - 100

Valores em percentagem do total extraido

Embora uma fracdo do As tenha sido absorvida, a producdo de biomassa no decorrer
de 30 dias (0,4 mg/l) foi insuficiente para produzir varia¢des significativas nas concentragdes

de As total no meio de cultivo (Teste t para médias pareadas, p>0,05) (tabela 4).

Tabela 3. Determinacdo das concentracdes de As total por ICP-OES.

[As] Nominal [As] inicial [As] biomassa
Tratamentos (mg/L) (mg/L) [As] final (mg/L) (ng/g)
As(lll)+ S. nidulans 6 5,83 £ 0,048 5,78 £0,014 61,61 8,43
As(lll) controle 6 6,09 + 0,007 5,87 £ 0,023 -
As(V) + S. nidulans 400 416,3 £4,75 421,46 £19,91 60,11+ 1,37
As(V) controle 400 404,86 £1,42 402,72 £ 4,19 -

Médias + SE.
2.4.Analise da coordenagdo do As

O espectro de XANES dos padrdes cristalinos e aquosos de As(lll) e As(V) ndo
apresentaram diferengas, indicando que a estrutura do arsénio em solug¢do permanece
preservada como no padrdo cristalino (figura 6).
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Figura 6. espectro de XANES da borda K do As para os padrdes aquosos e cristalinos (crist.) do

As(lll) e As(V).
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A transformada de Fourrier (TF) da regido do EXAFS do espectro de absorcdo da borda
K do As obtido para o sobrenadante da cultura exposta ao As(V) mostra que a espécie quimica
predominante é o As(V), [HAsO,? ou H,AsO, ], coordenado com quatro 4tomos de oxigénio,
apresentando o mesmo padrdo da TF das oscilagdes do padrdo As(V) aquoso (figura 7). Outras
espécies detectadas por HPLC-ICP-MS estiveram em concentracdes insuficientes para produzir

variagdes nas oscilagdes EXAFS.
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Figura 7. Transformada de Fourier das oscilagdes de EXAFS para o padrdo de As(V)aquoso

[As(V)aq] e o sobrenadante das culturas tratadas com As(V) [As(V)-SN] apds 30 dias.

O espectro de XANES para a borda K do As intracelular foi comparado com os padrées de
As ligado covalentemente ao oxigénio, carbono e enxofre, que sdo as provaveis ligacdes
resentes nos compostos de As intracelular (Figura 8).

86



- — AsIl) .
— As(V)
- —_— A‘sv DMA -1
As" GSH
20 —— As biomassa B

XW(E) normalizado

0,5+

0,0 :
11840 11860 11880 11900 11920 11940
Energia (eV)

Figura 8. espectro de XANES da borda K do As na biomassa e dos padrdes de As(lll), As(V),
DMA, As(GS)s, para as ligacdes de As’*-O; As**-O; As-C; e As-S.

O ajuste do espectro de XANES da borda K do As obtido da amostra de biomassa sob
exposicdo ao As(V) mostra que uma fragdo de 34% do As na biomassa possui Ny, +3 € 66%

possui ne, +5 (Figura 9).
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Figura 9. Ajuste do espectro de XANES da borda K do As para a biomassa de S. nidulans exposta
ao As(V) (em vermelho), e os padrdes de As(V) em amarelo e As(lll) em verde. O ajuste

realizado para o espectro de As intracelular indicou 66% de As com nox +5 e 34% com nox +3.
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3. Discussao

Os valores de ECs, obtidos neste estudo confirmam que a toxicidade do arsénio esta
fortemente relacionada com seu estado de oxida¢do, sendo o As(lll) c. 400 vezes mais toxico
que o As(V). Em cianobactérias parece haver um padrdo com As(lll) mais toxico em pelo menos
cinco vezes comparado ao As(V). M. aeruginosa apresentou queda na taxa de crescimento em
concentracbes de As(lll) maiores que 0.75 mg/l e para As(V) ndo houve inibicdo em
concentragdes elevadas em duas ordens de grandeza (Gong, et al. 2011). Anabaena doliolum
apresentou CEsq de 4345 mg/l para As(V) e de 824 mg/| para As(lll) (Srivastava et al. (2009). S.
nidulans foi consideravelmente mais sensivel ao As(lll), demonstrando que a toxicidade do As
varia fortemente com a espécie de cianobactéria. As diferencas quimicas e estruturais entre os
oxidnions de As(lll) e As(V) se refletem nos valores de CE50 e efeitos intracelulares. A
toxicidade do As(V) estd relacionada a bioquimica do fosfato, por exemplo, competindo pelos
transportadores de transmembrana, desacoplando a fosforilacdo oxidativa (Gresser, 1981) e
substituindo os grupos fosfato dos lipidios de membrana (Tuan et al., 2008), enquanto que
para As(lll), a via de entrada sdo as aquagliceroporinas, uma familia de proteinas presente
também em cianobactérias responsaveis pelo transporte de moléculas neutras como o glicerol
(Liu et al., 2002). Intracelularmente, um dos principais mecanismo de toxicidade do As(lll) é a
desnaturagdo de proteinas por ligagdo aos grupos sulfidrila (Shen et al., 2013).

O crescimento de S. nidulans sob exposi¢dao a ambas as espécies de As, decresceu nos
estagios preliminares e foi retomado, respectivamente, a partir de 24 e 72h (figura 1). Esse
comportamento demonstra um efeito inicial bacteriostatico o qual pode ser compensado por
mecanismos celulares de resisténcia como mudancgas na expressdo génica e na atividade de
enzimas como a Redutase do Arseniato (Pandey et al., 2012), que resultam na retomada do
crescimento. Comportamento similar a S. nidulans sob exposi¢do ao As(lll) foi observado em
Microcystis aeruginosa, retomando o crescimento a partir do 72 dia de exposicdo a 3,8 mg/I
As(lll) (Wang et al.,, 2013). Enquanto sob exposicdo ao As(V), S. nidulans apresentou
comportamento similar ao de Anabaena sp. cultivada na CEsq de 3000 mg/Il As(V), retomando
o crescimento a partir de 24 h (Pandey et al., 2012).

Quando o As(lll) é adicionado ao meio a absorgdo é facilitada por suas caracteristicas
fisicas e quimicas. Neste estudo, o mesmo nivel de absor¢do de As intracelular foi encontrado
mesmo com as concentracdes de As(lll) sendo menores em c. 67 vezes comparado ao As(V). A
maior parte do As intracelular foi encontrado na forma de As(V). Mecanismos de reducdo e
formacdo de As(lll) ocorreram com mais frequéncia sob exposicdo ao As(V), enquanto que a

metilacdo e producdo de outras espécies organicas se destacaram sob exposicdo ao As(lll), em

88



qgue foi detectada intracelularmente uma espécie organica com o mesmo tempo de retencao
da arsenobetaina (CsH1;As0O,), um zwitterion com uma carga positiva no atomo de arsénio e
uma carga negativa no grupo carboxila. A separacdao cromatografica depende do pH. A coluna
de troca aniOnica é adequada para separacdao de espécies presentes como anions tais como
As(V), MMA, e DMA, e a espécie neutra As(lll). Espécies de natureza catiGnica tais como
arsenocolina, oxido de trimetilarsina e arsenobetaina sdo separadas de forma mais apropriada
em uma coluna de troca catiénica (Leermakers et al., 2006). Portanto técnicas mais especificas,
tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com
ionizacdo por “eletrospray” (HPLC-ESI-MS/MS), sdo necessarias para identificacdo das demais

espécies de arsénio encontradas intracelularmente.

S. nidulans mostrou-se capaz de biotransformar espécies inorganicas de As em
espécies organicas intracelularmente em proporcdes elevadas comparadas a outras espécies
de cianobactérias (tabela 5). A extrusdo do oxidanion As(lll) e espécies metiladas podem ocorrer
em cianobactérias sob exposicdo ao As(V) (Guo et al.,, 2011). No entanto, nas condigdes
oxidantes adotadas estudo, ainda que o As(lll) esteja sendo excretado, a possibilidade de
oxidacdo deve ser considerada. A oxidacdo das espécies de As pode demorar semanas ou até
meses. Em condicGes oxidantes (Eh +200 mV), temperatura ambiente, pH=8.4, a oxidacdo de
80% do As(lll) em concentragdo de 10 pg/L ocorreu em 8 dias (Samanta and Clifford, 2005). Em
agua destilada e desmineralizada, o As(lll) e As(V) permaneceram em proporc¢des constantes
por trés semanas sem a realizacdo de procedimentos para excluir oxigénio da amostra
(Tallman and Shaikh, 1980). Moléculas organicas do arsénio (MMA e DMA) sdo estaveis em

agua durante 5 a 6 meses (Jokai et al., 1998).

Tabela 4: Espécies de As intracelulares em algumas espécies de cianobactérias.

Espécie de Espéci DMA
. L. spécie '
cianobactéria tempo adicionada As(V) As(lll) + AsB Referencia
(dias) 26 meio MMA
Synechococcus 30 As(ll) 76 6,2 4,5 12,1 Este trabalho
30 As(V) 60 34,9 2,2 2,5

Microcystis sp. 14
Nostoc sp. As(l11) 81a84F 10al15 2a5 - Yin et al., 2011
Synechocystis sp.

15
As(lll) ou

w tal., 2013
M. aeruginosa As(V) 78293 6a2l <1 angetal.,

Valores em percentagem.
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A soma das fraccOes de diferentes espécies de As nos sobrenadantes e controles
resultou em uma média de 104% + 13% do total de As determinado por ICP-OES, enquanto
gue para o total de As intracelular, a extracao foi de 5%. Apesar desse baixo rendimento, os
limites de deteccdo (40 fg/g) ndo limitaram a analise da especiacdo. E provavel que a abertura
das células ndo tenha ocorrido eficientemente e que uma fragdo do As possa ter permanecido
no espaco das membranas dos tilacdides, densamente organizados em S. nidulans (Smarda et
al.,, 2002). Rendimento da extracdo de 10% foi observada em E. gracilis e atribuido aos

compostos de As presentes nas membranas e organelas (Halter et al., 2012).

Técnicas baseadas em radicdo sincrotron tem se mostrado eficientes em estudos de
especiacdo em amostras bioldgicas (Perez et al., 2014, Miot et al., 2008) por ndo ser necessario
realizar a extracdo do As, o que contribui enormemente para a preservacao das espécies
guimicas. A proporc¢ao das diferentes espécies de As na biomassa obtida pela espectometria
de massas foi consistente com o ajuste dos espectros XANES para a borda K do As. No entanto
a andlise da coordenacdo pela técnica de EXAFS ainda possui limitacdes tais como a
concentracdo de As na amostra, e a energia do feixe de luz, o que dificulta a determinacdo da

coordenagdo do atomo-alvo.

Nesse estudo foram determinadas as ECs, de As(lll) e As(V) para a espécie S. nidulans,
em que o As(lll) mostrou-se mais téxico em c. 400 vezes. Portanto, quantificar apenas o As
total ndo permite avaliar os riscos de toxicidade no ambiente aquatico, sendo fundamental
avaliar também o estado redox deste semimetal. S. nidulans é capaz de absorver e
biotransformar arsénio inorganico em espécies metiladas e outras espécies organicas em
proporgdes elevadas comparadas a outras espécies de cianobactérias, o que encoraja a
continuidade dos estudos com este modelo bioldgico em condi¢Ges similares as ambientais,
para avaliar o seu potencial de agente de descontamina¢do de dguas residudrias de atividade

de mineragdo.
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DISCUSSAO GERAL

Neste estudo foram amostrados pontos em Nova Lima e Santa Barbara, no Quadrilatero
Ferrifero, estado de Minas Gerais, Brasil, onde confirmou-se o potencial risco de contaminacgado
da populagdo humana por arsénio (As) pela utilizacdo de aguas superficiais em atividades
domésticas. Nao foi possivel realizar amostragens dentro do territdrio de empresas de
mineragdo, mas apenas no entorno de livre acesso. O risco de contamina¢do ambiental por As
€ um problema de propor¢des mundiais, particularmente em dareas de mineracdo. Tendo em
vista a posicdo do Brasil nesse setor, como um dos grandes produtores/exportadores de
minério, existe uma grande caréncia em investimentos na recuperacdo da saude ambiental.
Ressalta-se a importancia do trabalho conjunto dos setores universitdrio, politico e
empresarial no sentido de buscar solucdes para minimizar as fontes de dispersdao de metais
téxicos no ambiente.

A comunidade fitoplanctonica dos pontos impactados no entorno de empreendimento
de mineragdo demonstrou clara diferenca com a degradacdao ambiental e polui¢cdo por metais
téxicos comparada as areas de referéncia. A classe Bacillariophyceae, uma das mais utilizadas
para a bioindicacdo, apresentou diferencas em termos de composi¢do e abundancia. Outros
grupos, como Zignematophyceae se destacou por estar associado a locais de baixa
perturbacdo ambiental, e o grupo das euglenoficeas esteve associado a locais com elevadas
concentragdes de nutrientes. Essas diferencas indicaram a possibilidade de utilizacdo da
comunidade fitoplancténica como bioindicadora da qualidade ambiental em dreas de
mineragao.

A cepa de S. nidulans, escolhida entre outras cianobactérias isoladas a partir de
amostras de agua coletadas em area de mineragdo (anexo 1), foi utilizada como modelo para a
investigacdo da interagao com o As. Em laboratdrio, foi demonstrada a sua elevada resisténcia
a concentragdes maiores em varias ordens de grandeza do que aquelas encontradas em seu
ambiente. As diferencas quantitativas de toxicidade, expressas como ECsg, entre As(V) e As(lll)
para essa cianobactéria, foram c. 400 vezes menores para o As(lll) comparado ao As(V), o que
demonstra a importancia de avaliacdo da espécie quimica do As no ambiente e ndo apenas a
quantificacdo do As total.

Para identificar os possiveis sitios celulares de ligacdo e moléculas que participam da
imobilizacdo do As, utilizou-se a técnica de XAFS (Espectroscopia de fina estrutura de absorcdo
de raio X), onde foram estudadas as interacdes moleculares do As(lll) e As(V) com a glutationa
(GSH). Foi demonstrado o importante papel dos grupamentos sulfidrila para a redugdo do

As(V) a As(lll) e imobilizacdo do As, com a formagdo do complexo As(GS);. Utilizando-se a
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mesma técnica, por meio de testes com padrdes de acetato e adsorcdo de As em células vivas,
verificou-se que o As ndo interage com grupos carboxila, que sdo predominantes na parede
celular, de forma que a adsorcdo deste elemento na parede celular ndo é significativa. No
entanto, ao expor a cianobactéria ao As(lll) a 6 mg/l e As(V) a 400 mg/| pelo periodo de trinta
dias, a bioacumulacdo intracelular foi observada. Embora a concentracdo de As(lll) fosse
sessenta e sete vezes menor que a de As(V), e o mesmo nivel de absorgdo intracelular (60 pg/l)
foi observado, confirmando a maior facilidade de absorg¢do e bioconcentragao do As(lll).

Independentemente da espécie de As adicionada ao meio de cultivo, o As(V) foi a
espécie de As predominante intracelularmente. Em exposicdo ao As(V), a reducdo de As(V) a
As(lll) ocorreu em maior proporcao comparado a producdo de espécies organicas, enquanto
que sob exposicdo ao As(lll), maiores propor¢des de espécies orgadnicas foram encontradas
intracelularmente. Em S. nidulans, a producdo de espécies organicas pode ser considerada um
mecanismo de desintoxicagdo, assim como é observado em outras espécies dos reinos animal
(zhange et al., 2013) e vegetal (Ruiz-Chancho et al., 2008). A capacidade de biotransformacéo
indica a participacdo das cianobactérias na biogeoquimica do As. Todas essas observacdes
representam contribuicdes para esclarecer dindamica de absor¢do e do comportamento
intracelular do arsénio em uma cepa de cianobactéria proveniente de um local contaminado.

O As e suas interagdes com células vivas de cianobactérias tem caracteristicas muito
peculiares, por sua condicdo como semimetal: apresenta-se em solu¢ao na forma de oxianion,
diferente de outros metais que se apresentam na forma de cations. Além disso, a espécie
As(lll) oxida-se em meio de cultivo e ocorre a competicdo com fosfato para absorcdo do As(V).
Estas caracteristicas dificultam a utilizagdo de células vivas para a remogdo do As do meio de
cultivo. A quantidade de As absorvido e o rendimento da produc¢do de biomassa ainda sdo
fatores limitantes para aplicacdo de técnicas de descontaminacdo utilizando-se células vivas.
No entanto, a biotransformacdo do As em espécies organicas, menos toxicas, é um fator que
estimula a continuidade das pesquisas em condigdes de concentragées similares as
ambientais, objetivando-se encontrar métodos de aumentar a absorgao e metaboliza¢do do

As.
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Anexo: Micrografias de cianobactérias e microalgas isoladas de pontos de mineragdo

Figura 1: Micrografias dos isolados obtidos a partir de coletas de agua no cérrego da Mina
(cepas A, B, C, E, F) e sub-bacia do rio Concei¢do (cepa D). Cianobactérias representantes da
ordem Nostocales: A- Nostoc sp. evidenciando-se a bainha mucilaginosa em teste com
nanquim e B- Scytonema sp. Representantes da ordem Oscillatoriales: C- Phormidium cf
tergestinum destacando-se os diferentes tipos de terminac¢do do filamento, D- Phormidium
ambigum, E- Phormidium cf inundatum evidenciando-se hormogonios indicados por seta no
interior de firme bainha mucilaginosa, F- Phormidium autumnale evidenciando-se a presenca

de caliptra na célula apical. As escalas estdo indicadas em vermelho em cada figura.
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Figura 2: Micrografias dos isolados obtidos a partir de amostras de agua coletas no cérrego da
Mina. Cianobactérias representantes das ordens Oscillatoriales: A- Pseudanabaena minima
evidenciando-se a presenca de granulos indicados pela seta, B- Pseudanabaena limnetica, C:
Geitlerinema cf amphibium evidenciando-se a terminag¢ao do filamento e Chroococcales: D-
Synechococcus nidulans, cepa utilizada neste estudo. Microalgas representantes do filo
Chlorophyta: E: Chorella vulgaris e F: Stigeoclonium tenue. As escalas estdo indicadas em

vermelho em cada figura.
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Apéndice:

A Espectroscopia de absorg¢ao de raios X

A técnica de XAFS (Espectroscopia de Estrutura Fina de Absorcdo de Raio-X) fundamenta-
se no estudo detalhado de como o raio-x é absorvido por um atomo. Um espectro de absorc¢do
em um comprimento especifico fornece informacdes a respeito das transi¢cdes eletrénicas nos
niveis mais internos de um atomo na excitacdo dos elétrons localizados em niveis 1s ou 2p. O
termo “XAFS” engloba vdrias técnicas que podem ser aplicadas em diferentes materiais como
cristais, filmes, membranas, solu¢bes, metaloproteinas, biomassa celular ou mesmo gases.
Portanto pode ser utilizada em uma grande variedade de disciplinas (Newville, 2004). Neste
apéndice serdo apresentados de modo resumido os fundamentos basicos das técnicas de
EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure) e XANES (X-ray Absorption Near Edge

Structure).

1. Funcionamento da radiagdo sincrotron

As fontes de radiagdo sincrotron foram desenvolvidas a partir de experimentos envolvendo
alta intensidade de energia. Posteriormente, estas fontes foram adaptadas a produzir radiagdo
eletromagnética como os raios-X com caracteristicas espectrais desejaveis (Bunker 2011). O
sincrotron produz luz intensa utilizando frequéncias eletromagnéticas e ondas de
radiofrequéncia (RF). Os elétrons sdo extraidos de tungsténio aquecido em véacuo, em alta
temperatura e imediatamente acelerados até atingirem a energia aproximada 80 keV. Estes
elétrons entram em um acelerador linear (Linac) e sdo novamente acelerados até 100 MeV. Do
Linac, os elétrons passam para o anel de aceleracdo (booster ring), onde atingem a energia
maxima projetada. No LNLS é de 1.37 GeV (Fabbris, 2009). Depois disso, sdo transferidos para
um anel externo, conhecido como anel de armazenamento (storage ring). Nas linhas de luz,
situadas no entorno do anel, diferentes tipos de eletroimas e lentes magnéticas sao dispostos
para providenciar o movimento circular e concentrar o feixe eletronico. Todas as linhas de luz
tém um monocromador no ponto de extragdo da luz sincrotron para selecionar o
comprimento de onda apropriado para seus experimentos. Cada elemento possui um
comprimento de onda especifico de absor¢do necessario para induzir o efeito fotoelétrico, por
isso, o desenvolvimento das fontes de luz sincrotron deram grande contribuicdo para a
utilizacdo da técnica, pela facilidade de obtencdo de espectros com boa relagdo sinal/ruido

(Manazali, 2003).
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As amostras sdo colocadas em células para suporte de material liquido (figura 1) ou
guando em pd sao feitas pastilhas em uma prensa e presas na célula utilizando-se fita kapton.
Todos os procedimentos de preparacao sao realizados no laboratério de apoio ao usudrio. Nas
linhas de luz, os experimentos para obtencdo dos espectros de absorcdao das amostras sao

realizados em cabines adequadas para que o usuario ndo seja exposto a radiacao.

Figura 1: célula de 3 mm para suporte de material liquido, utilizada nos experimentos.

2. Aabsorg¢ao do raio-X

A fisica envolvida nesta técnica é um fen6meno da mecanica quantica, baseado no efeito
fotoelétrico do raio-X. Para cada camada atémica (K, L, M) existe um limiar de energia do féton
incidente para que o efeito fotoelétrico seja possivel. Essa energia é igual a energia de ligacdo
ou de ionizagao.

O efeito fotoelétrico se inicia quando um fdton incidente em uma amostra é absorvido
pelo elétron de uma camada mais interna, e ao ser excitado, passa para um orbital mais
externo, o que corresponde a elevagcdo deste elétron ao continuo. O excesso de energia
absorvida é levada pelo fotoelétron na forma de energia cinética, deixando o dtomo ionizado,
(figura 2) (Newville, 2004).

Continuum

photo-electron ‘

n
3
Energy

Figura 2: Efeito fotoelétrico em que um raio X é absorvido por um elétron que é elevado ao
estado continuo, fora o atomo. Fonte: Newville, 2004.
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A técnica consiste em medir o coeficiente de absorcao de raio-X de um elemento em
uma matriz em funcdo da energia do feixe monocromatico incidente. O coeficiente de
absorcao pode ser medido através de experimentos em transmissdo, onde o feixe incidente

atravessa a amostra, sendo calculado pela lei de Lambert-Beer:

I =1,e "
Onde:
/é aintensidade de fétons transmitida
I, é aintensidade de fétons incidentes
1 é o coeficiente de absorgao
Zé a espessura da amostra

e = Logaritmo Natural de Euler

A onda fotoelétrica, produzida pela absor¢cdo do féton, se espalha e os dtomos vizinhos
criam interferéncias no padrdo de espalhamento da onda. Este efeito de interferéncia
ocasiona uma variagdo na probabilidade de absor¢do da energia, que é proporcional ao

coeficiente de absorcdo (u). Um atomo sozinho ndo produz este sinal, como mostrado na

figura 3 (Mazali, 2003).
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Figura 3: Espectro de absor¢éo (a) de um atomo isolado A e (b) de uma molécula diatémica AB.
Fonte: Manazali, 2003.

O coeficiente de absor¢do é uma funcdo sensivel da energia, com valor que depende da
densidade do material (p), 0 niUmero atébmico (Z), a massa atdmica (A), e a energia do raio-X
(Newville, 2003). Assim,

pZ*

WAk

b
w
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O espectro de XAFS pode ser dividido em trés regides principais, como apresentado na

figura 2:
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Figura 2: Representacdo esquematica de um espectro de absorc¢do de raios X (borda K do Se) e
das transi¢Oes eletrénicas que correspondem as caracteristicas bdsicas do espectro. Onde E;

corresponde a energia do féton. E. corresponde a energia cinética do elétron. Fonte: Manazali,
2003.

. Regido de pré-borda (pre-edge): refere-se a transi¢cdes eletrdonicas com absorcdo de
energia menor que a energia de ligacdo. Tais transicdes tém poucas probabilidades e,
portanto, produzem somente pequenas oscilagdes no espectro de absorg¢do. A posigdo
exata do pico depende de detalhes de estado de oxidagdo, sitio de simetria e da
natureza da ligacao.

Il. Borda de absorgdo (egde): regido caracterizada pelo aumento abrupto da absorcao,

guando a energia absorvida é suficiente para retirar elétrons do atomo absorvedor;
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. Transigcoes para o estado do continuo: corresponde a absorcdo de energias maiores
que a energia de ligacdo, ocorrendo transicdes para o estado do continuo. Esta

subdividida em:

> Regido de XANES (espectroscopia de alta resolucdo da borda de absorcdo): esta
compreendida na faixa de até 50 eV acima da borda de absorcdo. Nesta regido, o
espectro apresenta variacOes estreitas e intensas da absorcdo. O espectro XANES
trabalha na regido onde o comprimento de onda do fotoelétron é da ordem das
distancias interatébmicas e, portanto, o seu livre caminho médio é longo o suficiente
para que possam ocorrer espalhamentos multiplos antes que ele retorne ao atomo
central. Dessa maneira, o espectro XANES envolve espalhamentos multiplos e
transicdes para niveis de menor energia, sendo rico em informag&es cristaloquimicas
do atomo absorvedor, como o estado de oxidagdo e a estrutura cristalina em que o

atomo estd inserido.

> Regido de EXAFS (Extended X-ray absorption fine structure): a absor¢do de energia
ocorre na faixa de 50 a 1000 eV acima da borda de absorgdo e apresenta oscilagdes
mais suaves. No espectro EXAFS estdo envolvidos dois atomos, um absorvedor e outro
retro-espalhador, sendo possivel obter informagdes a respeito da distancia e do
numero de vizinhos ao redor do dtomo central. Basicamente, o processo fisico que
envolve as oscilagdes de absor¢do na regido de EXAFS é a interferéncia entre a onda
emitida pelo atomo emissor e a onda retroespalhada pelo atomo vizinho. (Manzali,

2003).

A questdo chave para o entendimento da técnica de XAFS é observar que oscilagdes no
espectro de absorcao resultam da interferéncia (construtiva e destrutiva) entre a onda emitida
e a onda retroespalhada, medida na energia da borda do atomo emissor. As oscilagdes (k)
produzidas pelas diferentes camadas atémicas em torno do atomo absorvedor somam-se para
produzir o sinal total de EXAFS. O fotoelétron emitido pode ser considerado como uma onda
esférica de comprimento de onda:

A=2n/k

onde k é o vetor de onda do fotoelétron e é dado por:

2-m

-(E - Eg)
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Onde,

m: massa do elétron
h: constante de Planck.
Eo: origem da energia cinética do elétron

E: energia do foton incidente.

Quando apropriadamente decodificadas, as modula¢des produzidas fornecem informagdes
sobre a estrutura, nUmero atdomico, desordem estrutural e movimentag¢do térmica dos atomos
vizinhos. Portanto, o espectro de XAFS é especialmente sensitivo ao numero de oxidagao,
coordenacdo quimica e distancia dos atomos imediatamente préximos ao elemento

selecionado (Bunker, 2011).

A expressado geral para a borda K de absorcdo é dada por:

2Rj
2,2 -
207 kS o k)

H—Ho Nij
%K) = =-y film, k) sen(2kR; +y)-e
(=120 =5 2 ) s )

Onde:

Mo: absor¢do do atomo absorvedor isolado;

u: coeficiente de absor¢do atdmico para uma energia E;

k : vetor de onda do fotoelétron;

v : defasagem total produzida no processo de retro-espalhamento: y =2x 3§ (k) + 8(k),
sendo & a defasagem devida ao 4tomo absorvedor e & a defasagem devida ao dtomo
vizinho;

R: é a distancia do &tomo absorvedor ao atomo retroespalhador;

f(r,k) : amplitude do retroespalhamento;

N: numero de dtomos vizinhos.

o: fator de Debye-Waller, que indica a variacdo média da posicdo relativa entre o atomo
absorvedor e o 4tomo retroespalhador. Essa variagcdo tem origem na desordem estrutural
e nas vibragGes térmicas do material.

O tratamento dos dados envolve a eliminagdo do sinal da linha de base para obtencdo das
oscilagdes EXAFS em termos de x(k). As oscilagdes sdo multiplicadas por uma potencia de K,

normalmente k3, com o objetivo de ponderar as oscilagdes de EXAFS mais uniformemente
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evitando que as oscilacdes de maior amplitude prevalecam sobre as menores na determinacao
das distancias. Em seguida, o x(k) correspondente a parte de EXAFS do espectro é isolado. A
transformada de Fourier (TF) desse sinal fornece uma funcdo de distribuicdo radial efetiva em
torno do atomo estudado (Bernardi, 2010), e possibilita obter informacGes quantitativas sobre
a estrutura local do atomo absorvedor (coordenacdo). Para obtencdo dos parametros de
ajuste geralmente, compara-se a funcdo experimental com padrdes de estrutura conhecida.
Modelos tedricos também podem ser utilizados.

A coleta de dados é realizada por dois modos principais: transmissao e fluorescéncia. Um
dos fatores de escolha é a concentracdo do elemento alvo na amostra e a possibilidade de se
obter filmes finos. O modo de transmissdo é mais utilizado para amostras concentradas

enquanto a fluorescéncia, para amostras diluidas ou extremamente finas.
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