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RESUMO

A elevada toxicidade e potencial de acumulacdo de arsénio em diversos
ambientes tém incentivado pesquisas de métodos de remocdo desse ion em aguas
contaminadas. Cianobactérias apresentam propriedades de interacdo com ions metalicos
que podem ser exploradas visando a recuperacdo de &reas contaminadas. Para avaliar o
potencial de remocgdo de arsénio destes organismos este estudo teve como objetivo
principal, determinar a toxicidade e o potencial de remocdo de arsenato (As V) e
arsenito (As Ill) pela cianobactéria Microcystis novacekii. Em condicdes de cultivo em
laboratério, culturas da cianobactéria, na fase de crescimento exponencial, foram
expostas por 96 horas (teste de toxicidade) e 192 horas (teste de
remocao/bioacumulacdo) a concentracGes de As(V)(Na,HAsO,7H,0) em duas séries
geométricas: 0,05; 0,5; 5 e 50,0 mg.L™ (baixas concentracdes) e 500; 900; 1620; 2916 e
5250 mg.L™" (altas concentracBes). Para As(lll) (NaAsO,) foram avaliadas as
concentracbes de 14,7; 26,5; 47,6 e 85,7 mg.L™. A inibicdo do crescimento foi
monitorada diariamente através da avaliacdo da densidade dptica e pela contagem de
células ao microscépio oOptico. A quantificacdo de arsénio bioacumulado na célula, na
bainha de mucilagem e removido do meio de cultivo foi determinada por espectrometria
de emissdo atdbmica com plasma acoplado indutivamente (EEA-PI) apds 2, 96 e 192
horas de exposicdo. Os resultados de toxicidade mostraram que em baixas
concentracdes de As(V) ndo ha inibicdo do crescimento da cianobactéria em relacdo ao
controle (p>0,05). Em concentragdes mais altas ocorreu inibicdo gradativa do
crescimento. A forma trivalente mostrou toxicidade mais acentuada para M. novacekii
do que a forma oxidada (As V) sendo determinados valores de ECs; de 40,9 mg.L™" (As
1) e 5164,8 mg.L™ (As V). A alta resisténcia as duas espécies quimicas testadas indica
a necessidade de estudos complementares visando elucidar os mecanismos de
resisténcia da cianobactéria. Os testes de remocdo de arsénio mostraram que M.
novacekii tém capacidade de acumular arsénio na forma trivalente, independentemente
da concentracio do metaloide no meio aquoso, acumulando c. 3 mg.L™ de arsénio. Esta
capacidade de bioacumulacdo n&o foi, contudo significativa para a forma oxidada. Além
disto, a bainha de mucilagem ndo apresentou papel acumulador de arsénio.
Considerando as caracteristicas fisico-quimicas descritas para exopolissacarideos,

acredita-se que os grupamentos quimicos ionizados existentes nesta camada, podem



dificultar a aproximacao de anions como o As(V), presente no meio aquoso e pH neutro
na forma de H,As , e permitir a penetracdo da forma molecular neutra de As(IlI),
presente no meio aquoso como H. Os resultados aqui apresentados podem contribuir

para o entendimento da dindmica do arsénio no meio natural e seu impacto sobre o
fitoplancton.

Palavras-chave: cianobactérias; arsénio; remocao e toxicidade



ABSTRACT

The elevated toxicity and potential accumulation of arsenic in different environments
have encouraged research methods for removal of these ions from contaminated waters.
Cyanobacteria have properties of interaction with metal ions that can be exploited to
recover the contaminated areas. To evaluate the potential of these organisms in arsenic
removal this study aimed to determine the toxicity and potential removal of arsenate (As
V) and arsenite (As Ill) by the cyanobacterium Microcystis novacekii. Under culture
conditions in laboratory cultures of cyanobacteria, exponential growth phase were
exposed for 96 hours (toxicity test) and 192 hours (test/removal bioaccumulation) at
concentrations of As(V)(Na,HAsO,7H,0) in two concentrations series: 0.05, 0.5, 5 and
50.0 mg.L™ (low concentrations) and 500, 900; 1620; 2916 and 5250 mg.L™ (high
concentrations). For As (Il1l) (NaAsO,) were evaluated concentrations of 14.7, 26.5,
47.6 and 85.7 mg. L. The inhibition of growth was monitored daily by assessing the
optical density and the cell count under optical microscope. Quantification of arsenic
bio-accumulated in the cell, the mucilage sheath and removed from the aqueous
medium was determined by inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICP-OES) after 2, 96 and 192 hours of exposure. The toxicity results show that low
concentrations of As(V) no inhibition of the growth of cyanobacteria was recorded
compared to control (p> 0.05), while in higher concentrations occurred progressive
inhibition of growth. The trivalent form showed stronger toxicity to M. novacekii than
the oxidized one. The EC50 values were 40.9 mg.L™ (As IIl) and 5,164.8 mg.L™* (As
V). The high resistance to both chemical species tested indicate the need for
complementary studies to elucidate the mechanisms of resistance of this cyanobacteria.
The arsenic removal tests showed that M. novacekii showed capacity to accumulate
arsenic in the trivalent form, regardless the concentration (p> 0.05) metalloid in the
aqueous medium, accumulating ¢. 3 mg, L™ of arsenic. This bioaccumulation potential
was however not significant to the oxidized form. Furthermore, the mucilage sheath
showed no role in accumulating arsenic. Considering the chemical-physical
characteristics described for exo-polysaccharides it is believed that ionized chemical
groups exist in this layer which can hinder the approach of anions such as As (V)
present in the aqueous medium at neutral pH and H,As  and allow the penetration of

neutral molecular form of As (I11) present in the aqueous medium as H. These presented



results may contribute to the understanding of the dynamics of arsenic in the natural

environment and its impact on phytoplankton cells, particularly cyanobacteria.

Keywords: cyanobacteria; arsenic; removal and toxicity
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INTRODUCAO

Os residuos quimicos e bioldgicos tém afetado diretamente os ecossistemas
aquaticos particularmente através da formacdo de aglomeragGes populacionais e
industriais nas imediacfes dos rios. O impacto desses residuos tem se agravado nas
ultimas décadas em todo o mundo e mesmo sendo aplicadas técnicas para diminuir sua
geragdo os resultados s&o incipientes (AFONSO, 2003). No Brasil, a maioria dos
ecossistemas aquéticos recebe algum tipo de residuo, sendo que menos de 30% destes
recebem tratamento adequado, sendo o restante armazenado em lix6es ou lancado nos
corpos d’agua (TAVARES & BENDASSOLI, 2005).

Apesar da ampla distribuicéo e disponibilidade de &gua no territorio brasileiro,
tem sido registradas limitacbes para sua utilizacdo impostas principalmente por
alteracdes fisicas, quimicas e microbiologicas. Dentre os varios tipos de residuos
quimicos aqueles contendo metais pesados sdo particularmente preocupantes por nédo
serem biodegradaveis. Uma vez liberados no sistema aquatico, seus efeitos podem
perpetuar-se por varios ciclos antes de se tornarem biologicamente indisponiveis, o que
normalmente ocorre por incorporacdo em sedimentos organicos e inorganicos
(MATSHULLAT, 2000).

O arsénio, desde 1997, vem sendo considerado o elemento mais toxico a saude
humana segundo a Lista de Prioridade de Substancias Perigosas da ATSDR (AGENCY
FOR TOXIC SUBSTANCES & DISEASE REGISTRY, 2006). A contaminacdo do
ambiente por arsénio tem despertado a atencdo de pesquisadores e 0Orgaos
governamentais em muitos paises. No ambiente aquatico a elevacao na concentracao de
arsénio é resultado do despejo direto de residuos nos cursos d’agua como também por
acOes antropicas que liberam o arsénio presente no solo, possibilitando, assim, que esse
elemento seja drenado e atinja os rios, lagos e as aguas subterraneas (MANDAI e
SUSUKI, 2002).

A poluicdo por arsénio se tornou um problema grave em todo o mundo nos
Gltimos anos, especialmente em paises como Bangladesh, India e China
(CHOWDHURY et al., 2000; SUN, 2004). No Brasil uma das areas mais problematicas
quanto a presenca de As em &guas de consumo humano é a regido do Quadrilatero

Ferrifero no Estado de Minas Gerais. Os locais de maior impacto sdo areas proximas a
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minas de ouro, como nos municipios de Nova Lima, Raposos, Mariana e Santa Barbara
(BORBA et al., 2003, 2004a; DESCHAMPS et al., 2003).

A Resolucdo 357, de 17 de marco de 2005 (CONAMA, 2005), estabelece
limites entre 0,01 mg. L™ a 0,14 mg. L™ de As em 4agua, dependendo do tipo de uso.
Essa resolucdo também estabelece o limite maximo de 0,5 mg.L™ de As em efluentes.
Apesar disso, existem muitas &reas contaminadas, especialmente pelos rejeitos de
mineracdo, que extrapolam estes limites e causam sérios prejuizos ambientais
(GRIMALT et al., 1999; DESCHAMPS et al., 2002).

Em &aguas naturais, o arsénio estd presente principalmente na forma de
compostos inorganicos, onde possui as valéncias Il e V (THORNTON e FARAGO,
1997). O resultado disto é sua participagdo em complexos biolégicos, processos
quimicos e algumas aplicacdes industriais, como por exemplo, na manufatura de vidros,
materiais semicondutores e fotocondutores. (HOWARD, 1993; STUMMEYER, 1996).
Compostos contendo arsénio sdo utilizados, também, no tratamento de algumas doencas
e, na agricultura, o arsénio encontra-se nos herbicidas, inseticidas e desfolhantes
(BURGUERA, 1993).

De acordo com United States Environmental Protection Agency - USEPA
(2000) o consumo de aguas poluidas e a ingestdo de solos contaminados sdo 0s
principais modos de intoxicagdo humana por arsénio, o que resulta em efeitos toxicos.
Esses efeitos sdo dependentes também do tempo de exposicdo, o que podera ocasionar
diferentes patologias. Os efeitos podem ser carcinogénicos (ex. cancer de pele, pulmao,
prostata, bexiga, rim e figado) que estdo associados a exposicdo crbénica ou ndo
carcinogénicos  (ex. patologias cutaneas, gastrintestinais, cardiovasculares,
hematoldgicos, pulmonares, neuroldgicos, endocrinolégicos, reprodutivos e de
desenvolvimento como abortos espontaneos e fetos com baixo peso) que podem ser
associados a exposic@es cronicas ou agudas (NRC, 1999; USEPA, 2000; WHO, 2001).

O aumento das concentragdes de arsénio nos diversos cursos d’agua, associado
ao efeito toxico que depende principalmente de sua forma quimica, torna evidente a
necessidade do desenvolvimento de métodos ou tecnologias capazes de remover o
arsénio do meio aquético. Entre os processos de descontaminagdo ambiental a
biossorcdo por meio de micro-organismos, cianobactérias e algas apresenta algumas
vantagens como custo de operagdo associado relativamente baixo e elevada eficiéncia
na remogdo dos contaminantes de efluentes muito diluidos (ARRIBAS, 2009). Assim,

Petropulu et al., (1997) demonstraram que organismos marinhos acumulam quantidades
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substanciais de arsénio de modo mais eficiente que organismos terrestres, pois em suas
vias metabdlicas o nitrogénio e o fosforo podem ser facilmente trocados por ele
(HOWARD, 1993). Gomes et al., (2007) evidenciaram que cianobactérias e algas
podem acumular arsénio intracelularmente.

As cianobactérias apresentam uma ampla tolerancia ecologica que contribui para
0 Seu sucesso competitivo, tendo como uma das caracteristicas marcantes a capacidade
de crescimento nos mais variados ambientes, desde fontes termais a oceanos gelados,
podendo algumas serem encontradas em ambientes terrestres (DOMITROVIC &
FORASTIER, 2005). No entanto, os ambientes mais apropriados para 0 Seu
desenvolvimento sdo os ecossistemas de dgua doce, particularmente os tropicais, pois
estes apresentam condicBes adequadas as floracdes destes organismos (CHORUS &
BARTRAM, 1999). Estes organismos constituem um dos grupos mais amplamente
estudados por ficologos, limndélogos, bioquimicos, microbiologistas e farmacéuticos do
mundo inteiro, por apresentarem importancia econdmica e para a salde publica
(ARAGAO, 2011).

Cianobactérias ja foram constatadas como biossorventes promissores na
remocdo de arsénio em ambientes aquaticos (YAMAOKA et al., 1996). Esses
organismos apresentam alta taxa de crescimento sendo, portanto, uma fonte renovavel e
de baixo custo de material adsorvente. Diversos estudos comprovam essa hipdtese para
diferentes espécies de cianobactérias (HANSEN et al., 2005; SUHENDRAYATNA et
al., 1998; ARRIBAS, 2009).

Diante dos problemas ambientais decorrentes da contaminacdo por metais
pesados, especialmente o arsénio, estudos de toxicidade e remocdo deste metaloide
visam contribuir para o entendimento da dindmica do arsénio no meio natural e seu

impacto sobre o fitoplancton.
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1.1 Objetivos
O presente estudo teve por objetivo avaliar a toxicidade e o potencial de interagédo do
arsénio com a cianobactéria Microcystis novacekii, em condi¢cBes de cultivo, em

laboratorio.

Sao objetivos especificos:

e Caracterizar o crescimento de Microcystis novacekii em condi¢es normais de
cultivo, determinando sua curva de crescimento, taxa de crescimento relativo,
tempo de geracdo e caracteristicas morfoldgicas.

e Determinar a correlagdo existente entre duas técnicas de acompanhamento do
crescimento de Microcystis novacekii (Contagem de células em microscopio
oOptico e medida da densidade dptica).

e Determinar a toxicidade do arsénio (IlI) e (V) para Microcystis novacekii,
estabelecendo a dose que causa 50% de inibicdo do crescimento (ECsp).

e Determinar o potencial de remocdo de arsénio (Ill) e (V) pela cianobactéria
Microcystis novacekii.

e Avaliar o papel da bainha de mucilagem de Microcystis novacekii na retencdo de

arsénio.
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REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cianobacteérias

No Brasil, as primeiras referéncias sobre a ocorréncia de cianobactérias foram
relatadas por DROUET (1937, 1938) e KRASSKE (1939, 1951) no século passado. Ja
nas décadas de 1960 e 1980 poucos trabalhos focalizaram as cianobactérias em
ambientes aquéticos continentais no Brasil (ARAGAO, 2011). A partir de 1990,
inimeros estudos foram desenvolvidos no pais, abordando diferentes aspectos, tais
como taxonomia morfologica, ecologia, ultraestrutura, analises de toxinas e taxonomia
molecular (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2007; YUAN et al., 2006;
BITTENCOURT-OLIVEIRA & MOLICA, 2003; ARAGAO, 2011).

As cianobactérias ocupam uma posicdo taxonémica Unica, uma vez que
combinam um modo autotréfico de crescimento, comum para as células vegetais
eucariotas, com um sistema metabolico geralmente considerado bacteriano (SHAHEEN
et al., 2007) essa caracteristica, denominada mixotrofia, possibilita as cianobactérias um
crescimento ndo estritamente dependente da intensidade de luz nos cultivos
(CHOJNACKA & NOWORYTA, 2004), bem como o uso de variadas fontes de
carbono dependendo da aplicacdo da biomassa produzida e dos recursos disponiveis.
Em aguas contaminadas com arsénio as cianobactérias geralmente sdo persistentes na
comunidade microbiana (BHATTACHARYA, et al., 2011), suportando crescer sob
niveis de arsénio elevados.

Microcystis € um género colonial, tipicamente plancténico capaz de formar
floragdes em corpos d’agua eutrofizados. As colonias podem ser microscOpicas ou
macroscopicas, esféricas, irregulares ou alongadas e as vezes formadas por sub-
coldnias. O envelope mucilaginoso é incolor e pode ser amplo ou estreito, difluente ou
firme, homogéneo ou com protuberancias. As células sdo esféricas com aerétopos e
estdo arranjadas irregularmente no interior da coldnia ou sub-coldnia. A diviséo celular
ocorre por fissdo binaria em trés planos. Sdo conhecidas mundialmente c. 25 espécies de
Microcystis, todas de ambientes aquaticos (Bicudo & Menezes, 2006), sendo que varias
delas sdo produtoras da hepatotoxina microcistina. De acordo com SANT’ANNA &
AZEVEDO (2000) e BICUDO & MENEZES (2006) Microcystis é o género com mais
ampla distribuicdo em territorio brasileiro e que apresenta a maior incidéncia de

floragdes em reservatdrios de abastecimento publico.

19



2.1.1 Microcystis novacekii

Microcystis novacekii pertence a classe Cyanophyceae, ordem Chroococcales e a
familia Microcystaceae. Esta espécie de cianobactéria foi descrita por (KOMAREK)
Compere em 1979, sendo distinguida das demais espécies do género por possuir
colbnias pequenas, firmes, ndo lobadas e compostas por células firmemente agregadas e
com uma substancia gelatinosa espessa (OTSUKA et al., 2000). Microcystis novacekii
ndo faz parte do grupo de cianobactérias bem conhecidas e raramente é citada na
literatura em trabalhos de ficologia (HINDAK, 2006) o que torna de suma importancia

conhecer as caracteristicas do ciclo de vida desta espécie.

2.2 Quimica e toxicidade do arsénio

O arsénio elementar foi descrito pela primeira vez por Paracelso por volta de
1520 d.C., tendo sido obtido pela reducédo de compostos de arsénio (PRADO, 2008). Ja
0 seu isolamento foi descrito em 1250 por Albertus Magnus (SILVA, 2005). A palavra
arsénio ao longo da historia sempre esteve associada as suas propriedades mortais,
sendo considerado um veneno em potencial (WINDHOLZ, 1976). Seu forte potencial
de toxicidade esta sintetizado inclusive no nome do elemento, derivado provavelmente
da palavra grega arsenikos, que significa “forte, viril” ou alternativamente do persa sar
(ouro), devido a cor dourada de muitos compostos minerais de arsénio (GORBY,1994
apud PRADO et al., 2008).

O arsénio é o 20° elemento mais abundante na crosta terrestre, 0 14° na agua do
mar e 0 12° no corpo humano (SILVA, 2005). Classificado como um elemento semi-
metalico do grupo V da Tabela periddica, possui numero atdmico 33, configuragdo
eletrénica [Ar]4s23d104p3, massa atdmica 74,92, densidade 5,7 g.cm® e sublima a
613°C. Possui trés formas alotropicas: amarela, preta e cinza. (SILVA, 2005).

E importante salientar que c. 60% do arsénio liberado no meio é de origem
natural, destacando-se as erupgoes vulcanicas e a lixiviagdo de rochas ricas em arsénio
(BARRA et al., 2000; JAIN & ALI, 2000; MATSCHULLAT et al., 2000; SAKUMA et
al., 2003), além dos rejeitos de mineracdo, visto que esse metaloide é encontrado
associado a minérios de ouro, prata, cobalto, niquel, chumbo, cobre e antiménio (JAIN
& ALI, 2000; MATSCHULLAT et al., 2000). O arsénio e utilizado na producéo de
vidros, ligas ndo ferrosas, produtos eletrénicos, conservacdo de madeiras e pesticidas
(BARRA et al., 2000; JAIN & ALI, 2000; SAKUMA et al., 2003). Compostos
contendo arsénio j& foram utilizados no tratamento de doengas como anemias (Gontigo,
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& Bittencourt, 2005), e atualmente, em pleno século XXI, ressurge como uma das
drogas empregadas no tratamento da leucemia promielocitica aguda (CASTRO JR et
al., 2002; DEGOS, 2003). Na agricultura, o arsénio encontra-se nos herbicidas,
inseticidas e desfolhantes.

A presenca de arsénio em agua faz com que a flora e a fauna marinha contenham
residuos deste metaloide bioacumulado, devido a fungdo de nas vias metabdlicas o
nitrogénio e o fosforo poderem ser facilmente trocados por ele (STUMMEYER et al.,
1996).

O arsénio metalico ndo ocorre naturalmente no meio. Na crosta terrestre, o
arsénio na forma elementar, € pouco abundante. Muito antes que as atividades humanas
tivessem algum efeito no balanco natural, o arsénio na forma molecular era distribuido
uniformemente através da crosta terrestre nos compartimentos: solo, sedimento, agua,
ar, e organismos vivos (MANDAL & SUZUKI, 2002). Contudo, raros minerais deste
elemento s&o encontrados, geralmente estdo sob a forma de arsenitos, arsenatos e alguns
Oxidos que podem estar associados a outros metais e a sulfetos como, por exemplo, na
arsenopirita que é o mineral de arsénio mais comumente encontrado em éareas de
mineracdo (SMEDLEY & KINNIBURGH, 2002).

Naturalmente, o arsénio ocorre em aproximadamente 200 diferentes formas
minerais das quais 60% s&o arsenatos, 20% sulfetos e sulfossais e 0s 20% restantes
incluem arsenitos, oxidos, silicatos e arsénio elementar (As) (SILVA, 2005). Em meio
aquoso o As ocorre principalmente na forma de arsenato e arsenito sendo o pH

determinante de suas propriedades (Tabela 1).
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Tabela 1. Compostos de arsénio e suas caracteristicas fisico-quimicas.

Composto Formula Formula pKa

Arsénio molecular As

Arsina AsH; _
Acido arsenioso HAsO, 9,3
As (I 0=As —OH

H4AS
Formas quimicas de H,AsO*
As(l11) dissociado HAS

As
Acido arsénico As H;AsO, OH 2,3
V) o 6,9

. OH
L H,AsO
Formas quimicas de HAS
As(V) dissociado i
(V) dissoci As
Acido CH3AsH,0, OH 3,6
monometilarsonico O=aﬁ!\s —OH 8.2
MMAA (V) s '
Acido (CH5),AsHO, CHs 1,6
dimetilarsinico O=As —OH 6.2
DMAA (V | !
V) CHa
Arsenobetaina (CHs)3As'CH,COO CHjy f 4,7
(AsB) HiC—As—CH,—¢
Ay
CHq OH

Arsenocolina (CHs)3As CH,CH,0H CH; -
(AsC) 4

H:C—As —CH, —CH»— OH

CHj

Fontes: Barra et al., (2000); Prado (2006).

A quimica do arsénio é complexa em virtude das grandes diferencas entre as
propriedades dos seus compostos de origem natural ou antropogénica. O aspecto
bioquimico mais observado no meio ambiente € a metilacdo. O arsénio inorgéanico pode
ser convertido em formas metiladas no meio ambiente, que em meio aquoso, tornam-se

disponivel para aumentar os niveis de arsénio na cadeia alimentar (BARRA et al.,

22



2000). Como a biodisponibilidade e os efeitos fisioldgicos/ toxicologicos do arsénio
dependem de sua forma quimica, o conhecimento da especiagdo e transformagédo no
meio ambiente é fundamental, necessitando de métodos adequados para a separacdo e
determinacéo das espécies de arsénio (QUINASIA et al, 1997).

De acordo com Silva (1997), o arsénio sofre varios tipos de reagdes, tais como:
oxi-reducdo, precipitacdo-dissolucdo, adsorcdo-dessor¢do e metilagdo, que controlam a
sua mobilizacdo e bioacumulacdo no ambiente. Teores de arsénio na agua ou a sua
disponibilidade nos seres vivos é influenciada mais pela sua especiacdo do que pela
quantidade total presente. Na Tabela 2 sdo apresentadas as propriedades fisico-quimicas

de alguns compostos de arsénio.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas de alguns compostos de arsénio.

Composto Formula Peso cor Estado  Solubilidade
mol. (9) fisico em agua
Arsénio molecular As 74,92 cinza sélido Insoltvel
Triéxido de As As,0O;3 197,84 branco sélido 37g/L (20°C)
Pentoxido de As As,05 229,84 cinza sélido  1,5g/L (16°C)
Arsenobetaina (CHs)3As"CH,COO 178,06 ---- sélido
Acido : . .
dimetilarsinico (CHs),AsH 138,00 incolor solido  660g/L (25°C)

Acido

. . CH5AsH, 139,97 branco solido soltvel
monometilarsénico

Fonte: ATSDR, 2000 apud Prado (2008).

O arsénio pode ser convertido em diferentes formas ou transformado em
compostos insollveis quando combinado com outros elementos, como por exemplo, 0
ferro (LEIST et al., 2000).

Em meio biotico o arsénio inorganico pode ser incorporado ou biotransformado
em suas formas organicas. As formas organicas sdo, em geral, espécies
organometalicas a-ligadas. Ribofuranosideos contendo arsénio sdo predominantes em
algas, enquanto que a arsenobetaina € encontrada em outros organismos marinhos.

Entretanto, os ribofuranosideos contendo arsénio e a arsenobetaina ndo fazem parte do
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estoque de arsénio em aguas naturais ja que o produto excretado por algas e culturas de
animais aquaticos parece estar limitado as espécies inorganicas e metiladas. Por outro
lado os &cidos MMA(V) e DMA(V) podem ser detectados em &guas naturais. O arsénio
inorganico trivalente [As(OH)3)] também estad distribuido na hidrosfera, embora seja
termodinamicamente muito mais instdvel que o é&cido arsénico [AsO(OH)3] sob
condicGes aerdbicas (Barra et al., 2000).

A toxicidade do arsénio é amplamente relacionada com a sua especiacdo. E um
consenso de que As(I11) é mais toxico do que As(V) para os animais (BYRON, 1967;
PETRICK, et al., 2000). No entanto, para micro-algas, sua toxicidade varia muito com
as espécies quimicas e taxons de algas (KNAUER, 1999; LEVI, 2005).

A toxicidade aguda do arsénio inorganico ingerido pelo homem aumenta com a
solubilidade do composto e com a ingestdo cronica. (SAKUMA, 2004). A ordem
decrescente de toxicidade dos compostos de arsénio, segundo ANDERSON et al.,
(1986) e BURGUERA et al., (1991) é a seguinte: arsina (AsHs3) > arsenito (AsHO;) >
arseniato  ( ) > A&cidos alquil-arsénicos (H,RAsO,;) > compostos de
arsénio(AsH,)> arsénio elementar (As). O arsénio trivalente (arsenito) é 60 vezes mais
toxico do que a forma oxidada pentavalente (arseniato). Os compostos inorganicos sao
100 vezes mais toxicos do que as formas parcialmente metiladas (MMA e DMA).
Arsenobetaina e arsenocolina sdo de baixa toxicidade (LE et al., 1997).

Na Tabela 3 sdo apresentados os dados de toxicidade de algumas espécies

quimicas do arsénio, sendo estes testes realizados com animais.

Tabela 3. Niveis de toxicidade de algumas espécies quimicas do arsénio.

Espécie quimica LD50 (g Kg-1)*

AsH3 0,003

As (1) 0,014 (como KAsO2)
0,020 (como As203)

As (V) 0,020

Acido monometilarsonico 07-0.8

Acido dimetilarsinico 07-26

Cation tetratilarsénio 0,89

Oxido trimetilarsinico 106

Arsenocolina >6,5

Arsenobetaina >10,0

*L.D50 = dose letal para matar 50% de uma populagéo
Fonte: Barra et al., (1999) apud Silva, (2005).
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O consumo de agua contaminada por arsénio tem sido apontado como o de
maior contribuicdo a contaminacao do ser humano e por esta razao a qualidade de aguas
superficiais e subterrdneas merece atencao especial em areas propensas a contaminagéo
(DESCHAMPS, 2003; DUKER et al., 2005). Muitos trabalhos relatam problemas de
intoxicacdo humana causada por contaminacdo com arsénio. Os casos mais notaveis
foram as contaminagdes ocorridas em Bangladesh (NICKSON et al., 1998), Taiwan
(CHEN et al., 1994; SMITH et al., 1995) e no Chile (HOPENHAYN-RICH et al.,
1996).

Diante dos riscos decorrentes de acumulacao e os efeitos toxicologicos crdnicos
do arsénio em agua potavel, os limites recomendados vem sendo revistos. A OMS
(Organizagdo Mundial de Saude) e CNSPM (Comité Nacional de Salde e Pesquisa
Médica) da Australia ttm recomendado que a Concentracdo Maxima Permitida (CMP)
de arsénio em 4guas de beber seja de 10 e 7 pug.L™, respectivamente (NHMCR, 1996).
A CMP de arsénio em agua de beber também foi reduzida de 50 para 10pg.L™” pela
Comissdo Europeia (EUROPEAN COMMISSION DIRECTIVE, 1998). Os Estados
Unidos implementaram a CMP recomendada pela OMS para agua de beber (EPA,
2000). No Brasil, a concentragdo maxima permitida é de 10 pg.L™* (BRASIL - Portaria
2914/2011 Ministério da Saude).

2.3 Bioacumulacgao/biossorcao de arsénio por cianobactérias e microalgas

O desenvolvimento de estratégias tecnoldgicas para monitoramento e
restauracdo dos ecossistemas contaminados por arsénio tornou-se um desafio para os
cientistas ambientais. Dentre as tecnologias empregadas para contornar os problemas
gerados em areas impactadas por arsénio podem ser citadas algumas tecnologias como a
troca idnica, osmose reversa, coagulacdo/filtracao, eletrolise reversa e oxidacgao/filtracdo
(MENDES et al., 2009). Estes processos de remocdo de arsénio geralmente envolvem
um pré-tratamento de oxidacdo do As (l11), seguido pela adsorcédo ou co-precipitacdo do
As (V) formado, usando adsorventes ou coagulantes (EPA, 2000). A remogédo de
elevadas quantidades de arsénio € normalmente conseguida por meio das técnicas de
precipitacdo, retengdo membranar e permuta iénica. No entanto, estas técnicas sdo
muitas vezes incompletas, dispendiosas, operacionalmente complexas e geram produtos
residuais que podem ser tdxicos em concentracdes elevadas (SHARMA et al., 2011) .

Em vista de tais limitagdes, o uso de microalgas e cianobactérias como bioacumuladoras
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de metais pesados fornece uma alternativa interessante para tratamento de aguas
residuais (GARBISU & HALL, 1993; MEHTA & GAUR, 2005).

Segundo Vidotti et al., (2004) bioacumulacdo € o nome genérico do processo de
captacdo e retencdo de uma substancia (contaminante) por um organismo a partir de
qualquer fonte (agua, sedimento, outro organismo), via qualquer rota (dieta, pele) e se
constitui em efeito nocivo quando induz resposta biologica adversa. O termo
bioacumulacdo tem sido aplicado quando organismos vivos estdo envolvidos e
biossorcdo é o termo mais adotado para 0 uso de organismos inativos (AKSU et al.,
1999).

O processo de biossor¢do/bioacumulagcdo por células vivas parece ocorrer em
duas fases. A primeira fase ocorre de forma independente de energia, aparentemente por
atracdo eletrostatica entre os cations metalicos e os anions da parede celular. Essa etapa
é chamada de biossorcdo ou etapa rapida. A segunda fase é dependente de energia e
ocorre por captacao ativa promovendo a internalizacdo do metal ou bioacumulacao e é
denominada etapa lenta (VEGLIO e BEOLCHINI, 1997; DAVIS et al., 2003; CHEN e
PAN, 2005).

De acordo com Vidotti e colaboradores (2004), a bioacumulacdo por algas
desempenha trés funcbes de importancia ecoldgica significativa:

1) nos organismos, a bioacumulacéo reflete-se na alteracdo da concentracdo do
contaminante no seu sitio de acdo. Assim, a extensdo com que ocorre a bioacumulagédo
em um organismo pode ser utilizada como um parametro Gtil em uma avaliacdo
ecotoxicoldgica dos sistemas naturais.

ii) a bioacumulagdo de uma substancia potencialmente toxica pode torna-la, ao
menos temporariamente, indisponivel para outros organismos; ao ocorrer a acumulacao
de uma espécie contaminante por um determinado organismo, este contaminante torna-
se presente no sistema aquatico em menor concentracdo e portanto, para os demais
organismos a ocorréncia da bioacumulacgéo pelas algas implica em maior resisténcia ao
efeito toxico.

iii) A bioacumulacdo de compostos organicos persistentes ou de metais pode ser
um fator importante no transporte fisico da substancia potencialmente toxica e na
acumulacdo na cadeia alimentar pelos organismos consumidores superiores, onde
inclui-se 0 homem.

A capacidade demonstrada pelas algas e cianobactérias de diferentes espécies

para captar e acumular ions metalicos depende do organismo propriamente dito e das
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especies consideradas. No caso da biossor¢do de arsénio, algumas algas reduzem o
As(V) e o transformam em diferentes ribosideos arsénicos.

Admite-se que o As(V) seja absorvido devido a sua similaridade com o fosfato
que é essencial para as algas (WOLFE-SIMON et al., 2010). O arsenato é um analogo
do fosfato e se encontra em muitos habitats aquaticos em concentragdes semelhantes as
de fosfato (ANDREAE, 1978; SEYDEL, 1972). Alguns autores acreditam que o arsénio
é capturado do meio, pelas algas por meio da cadeia alimentar, sendo transformado a
arsenobetaina via MMA e DMA através da biometilacdo (KNAUER et al., 2011). A
arsenobetaina € um composto organico formado pela desintoxicacdo do arseniato
fitotoxico através de biometilacdo (BARRA et al., 2000).

Em alguns estudos com algas e cianobactérias verifica-se que estas sdo capazes
de acumular arsénio, além de apresentar resisténcia ao metaldide. A alga verde,
Chlorella vulgaris, cultivada em meio aquoso, apresentou apds 24 horas de incubacao
0.610 mg.g™ de As(lll) (SUHENDRAYATNA et al. 1999). Hansen et al. (2005)
avaliaram a capacidade da alga Lessonia nigrescens em remover o As(V) de solucdes
aquosas em diferentes pHs, sendo suas capacidades maximas de biossor¢do de 45,2
mg.g™ (pH 2,5); 33,3 mg.g™ (pH 4,5) e 28,2 mg.g™ (pH 6,5). Arribas (2009) averiguou
o0 potencial de Pelvetia canaliculata para remocao de arsénio(V) e encontrou capacidade
de biossorcédo de 8,55 mg de arsénio por grama de biossorvente.

Além da espécie estudada, o desempenho das algas e cianobactérias como
sorventes bioldgicos de arsénio depende também da quantidade de biomassa, do pH da
solucdo e da cinética da reacdo, além de outros fatores, como a competicdo pelos sitios
de ligacdo. A adsorcdo ocorre tanto na parede celular, principalmente
exopolissacarideos, ou pela ligacdo citoplasmatica por fitoquelatinas e metalotioneinas
(YEE et al. 2004; GONG et al. 2005; EL-SHEEKH et al. 2005)

Estudos recentes demonstram que o arsénio na forma quimica de arsenito
penetra nas células, em pH do meio neutro, através de aquagliceroporinas (proteinas de
transporte de glicerol) existentes em cianobactérias, bactérias, leveduras e mamiferos e
gue a sua toxicidade é dependente da capacidade que o metaloide apresenta em se ligar
a grupos sulfidrilas existentes nos residuos de cisteina das proteinas, inativando-as.

Devido a interferéncia do arsénio nos processos bioldgicos, diferentes
organismos desenvolveram sistemas de detoxificacdo para este semimetal. Dois
sistemas sdo descritos na literatura, o primeiro, que é o principal meio de detoxificacao

em mamiferos, é através da metilacdo tanto do arsenato quanto do arsenito. Neste
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processo de detoxificacdo, a glutationa reduz o arsenato a arsenito que pode entdo,
através de uma metiltransferase, receber um grupo metil da S-adenosilmetionina
(STOLZ; BASU; OREMLAND, 2002).

O segundo sistema ¢é encontrado tanto em procariotos (JI et al., 1994) quanto em
eucariotos (MUKHOPADHYAY:; SHI; ROSEN, 2000; ZHOU et al., 2004). Neste
sistema ocorre a conversdo do As (V) a As (I11) por meio de enzimas conhecidas como
arsenato redutases (ArsC). Em ensaios in vitro esta conversao é feita em um sistema de
oxi-reducdo no qual o Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADPH) é
oxidado a NADP. [sugiro citar abreviado e incluir em siglas e abreviaturas ou entédo
colocar por extenso o que ¢ NADP. Outra possibilidade ¢ mudar a redacdo “Em
ensaios in vitro esta conversdo é feita em um sistema de oxi-reducdo via Fosfato do

dinucleotido de nicotinamida e adenina (NADPH)].

2.5 A bainha de mucilagem (exo-polissacarideos) de cianobactérias

Muitas cianobactérias produzem exopolimeros que sdo de natureza
polissacaridica, conhecidos como exopolissacarideos ou bainha de mucilagem (DE
PHILIPPIS & VINCENZINI, 1998). O papel ecoldgico desta bainha inclui protecao
contra dessecacgdo, salinidade, radiacdo ultravioleta e predacdo, além de aumentar a
disponibilidade de captacéo de luz e nutrientes, permitir fixacdo bioldgica de nitrogénio
(impedindo a entrada de oxigénio no heterocito) e movimento (delta) e no
estabelecimento de associacdo simbidtica com outros organismos (DE PHILIPPIS E
VINCENZINI, 1998; DE PHILIPPIS et al., 2003; PEREIRA et al., 2009). Mais de uma
centena de linhagens de cianobactérias, pertencentes a 22 géneros sd@o conhecidos por
produzir bainhas de mucilagem (DE PHILIPPIS et al., 2001), sendo a cianobactéria
Microcystis novacekii um exemplo de espécie que apresenta producdo dessa bainha
mucilaginosa (KOMAREK et al., 2002).

Os exopolissacarideos de cianobactérias sdo caracterizados por uma grande
variedade tanto em numero (2 a 10) como em tipo de monossacarideos constitutivos
(varias combinagdes de agucares neutros ou acidos). A maioria dos polimeros apresenta
natureza anidnica, devido a presenca de &cidos urdnicos e/ou grupos carregados tais
como piruvil ou sulfato. Adicionalmente, alguns podem também apresentar moléculas
polipeptidicas e substituintes acetil, causando complexidade estrutural maior (DE
PHILIPPIS & VINCENZINI, 1998).
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Além de apresentarem propriedades fisico-quimicas que trazem vantagens para
sua utilizacdo industrial na forma convencional, a natureza anionica dos EPS de
cianobactérias os tornam interessantes para aplica¢cbes no campo da biorremediacdo
para a remoc¢do de metais toxicos de adguas poluidas (SINGH et al., 1999). No entanto,
existe uma grande falta de conhecimento sobre a funcéo e relacionamento estrutura-
funcdo desses polimeros em cianobactérias (OTERO & VINCENZINI, 2003).

A parede celular das cianobactérias apresenta muitos grupos funcionais que
proporcionam uma carga negativa na superficie da célula, tais como hidroxilas (-OH),
fosfatos (PO30%), aminas (-NH,), carboxilas (-COOH), sulfidrilas (-SH), (YEE et al.,
2004;. GONG et al., 2005; EL-SHEEKH et al., 2005). Entre estes, as carboxilas
(COOH) sao amplamente implicadas em processos de biossor¢do. Cada grupo funcional
tem uma constante de dissociacdo especifica (pka) e dissocia-se dependendo do pH do
meio onde se encontram (MEHTA GAURE, 2005).

E bem caracterizado que a parede celular dos micro-organismos consiste
principalmente de polissacarideos, proteinas e lipideos. Na Figura 1 pode ser observada
a estrutura da parede celular de alguns tipos de micro-organismos contendo numerosos
grupos funcionais, tais como carboxilatos, hidroxilas, tidis, sulfonatos, fosfatos, aminas

e imidazolicos, os quais se ligam a ions metélicos (VIEIRA & VOLESKY, 2000).

ALGA (exemplo: alga marrom)

BACTERIA GRAM POSITIVA

exterior
exmnor

s severcon i @@ A\ e
—md . T
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Figura 1. Esquema das estruturas da parede celular de alga e bactérias.
Fonte: VIEIRA e VOLESKY, 2000.

Pradham et al., (2007) identificaram varios grupos funcionais na superficie de

Microcystis utilizando espectrometria no infravermelho. Foram observados picos de

absorcdo caracteristicos de ions carboxilatos, de hidroxilas, um dos principais
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componentes dos polissacarideos presentes na membrana celular, de amidas, de
carbonilas e grupos carboxilicos presentes nos carboidratos.

As ligacOes entre o metal e os grupos ligantes ocorrem geralmente por
complexacdo e por interacdo eletrostatica. Desse modo, a concentracdo de grupos
carregados negativamente é responsavel pelas interacdes e determina o potencial da
espécie para a biossor¢do (VEGLIO & BEOLCHINI, 1997; VOLESKY, 2001; DAVIS
et al., 2003). Os biopolimeros dos EPS, devido a sua natureza anionica, apresentam uma
grande capacidade de interagir fortemente com cations, tendo um papel importante no
sequestro ou imobilizacdo de ions metalicos, que sdo essenciais ou perigosos para as
cianobactérias (DE PHILIPPIS & VINCENZINI, 1998). Singh e colaboradores (1999)
relataram estimulo de biossintese de exopolissacarideo em Nostoc spongiaeforme pelos
cations Cu, Ni ou Hg.

Mandal e colaboradores (2007), ao estudar a interacdo da mucilagem de
sementes de Hyptis suaveolens (L.) Poit com arsenato perceberam que a absorcéo de
arsénio pela mucilagem varia com o pH do meio, sendo a eficiéncia de remocgéo
méaxima em pH 3,5-4,5. A diminuicdo da adsor¢do com o aumento do pH foi justificada
pela interacdo entre o arsenato e ions hidroxilas (OH) da mucilagem.

A inexisténcia de estudos com a M. novacekii justificam a investigacdo do papel

de sua extensa camada mucilaginosa com os diferentes compostos de arsénio.
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MATERIAIS E METODOS

3.1 Crescimento e caracteristicas morfoldgicas de M. novacekii em condicbes

normais de cultivo

3.1.1 Microcystis novacekii

A espécie foi isolada a partir das coletas de agua na lagoa Dom Helvécio, no
Parque Estadual do Rio Doce — Minas Gerais (42°, 35°, 595°7; 19°, 46°, 419”) (Figura
2) e mantida no Laboratério de Limnologia, Ecotoxicologia e Ecologia Aquatica
(LIMNEA) do Departamento de Biologia Geral/ Instituto de Ciéncias Biologicas/

Universidade Federal de Minas Gerais.

Figura 2. Vista panoramica do lago Dom Helvécio no Parque Estadual do Rio
Doce, Minas Gerais, Brasil, local de coleta de Microcystis novacekii.
Foto da autora.

3.1.2 Manutencéo de Microcystis novacekii em condicdes de cultivo

As culturas sdo mantidas em camaras de germinagdo com temperatura de
21.0°C£1°C e fotoperiodo 12h claro/12h escuro, sob intensidades luminosas entre 30-86
umol.m?s™. A cianobactéria é cultivada no meio ASM-1 (Tabela 4). As culturas
estanques sdo mantidas em erlemeyers de 125ml com 100ml de meio de cultura. Estudo
ndo publicado do Laboratorio de Limnologia, Ecotoxicologia e Ecologia Aquatica —
LIMNEA - ICB/UFMG fez a avaliacdo genética da cepa de Microcystis novacekii
isolada do PERD e concluiu que a mesma ndo estad produzindo toxinas, tratando-se,
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portanto, de cepa ndo toxigénica. Esses resultados foram confirmados pela aplicagdo da

técnica de imuno-ensaio (ELISA) para deteccdo de microcistina no Laboratorio
Metropolitano da COPASA (Companhia de Saneamento de Minas Gerais S/A).

Tabela 4. Composicéo quimica do meio ASM-1. (GORHAM et al, 1964)

Solucdo estoque A

NaNO; 1,709
MgS0O,.7H,0 0,499
MgC|26Hzo 0,419

CaCl,.2 H,0 ou CaCl; anidro 0,299 ou 0,219¢
Agua bi-deionizada 200mL
Solucéo estoque B

KH,PO,4anidro ou KH,P0,4.3H,0 0,87g oul,14g
Na,HPO,4.12H,0 1,789

Agua bi-deionizada 100mL
Solucao estoque C

H3BO; 2,489
MnCl,.4H,0 1,399
FeCl3.6H,0 1,089

ZnCl, 0,335¢
CoCl,.6H,0 0,019¢
CuCl,.2H,0 0,0014g
Agua bi-deionizada 100mL
Solucao estoque D

EDTA Na, — 1,869

Agua bi-deionizada 100 mL

Volume das solugdes estoque para completar 1 L de meio
20 mL da solugdo A
2,0 mL da solugéo B
0,1 mL da solucédo C
0,4 mL da solucdo D

3.1.3 Caracteristicas gerais de Microcystis novacekii

Para conhecer as caracteristicas morfoldgicas da cepa em estudo foram
realizadas no fim da fase logaritmica de crescimento, medicdes do didmetro celular
usando o microscopio optico e programa AXIO VISION RELEASE 4.8. As amostras
foram analisadas na presenca e auséncia de nanquim, reagente utilizado para destacar a

mucilagem.
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3.1.4 Técnicas para o acompanhamento do crescimento de Microcystis novacekii

Culturas de Microcystis novacekii em meio ASM-1 foram incubadas a
25,0+2,0°C, fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro), sob iluminacdo fluorescente
branca/fria de intensidade 30-86 pmol.m?.s™, durante 5 dias, sendo retiradas
diariamente duas aliquotas (3 mL), apds homogeneizacdo, para contagem do numero de
células ao microscopio dptico e para a medida da DOggy em espectrofotdmetro. Todos
o0s experimentos foram feitos em triplicata.

Os dados referentes a contagem de células e absorbancia foram plotados em

gréfico e por regressdo linear estabeleceu-se a correlacéo entre as variaveis.

a) Contagem de células em microscopio éptico

Foi transferido 1 mL da cultura da cianobactéria coletada ap6s homogeneizacéao
do meio para um tubo falcon, acrescentaram-se duas gotas de solucdo de lugol.
Manteve-se ao abrigo da luz por 30 minutos. A digestdo da mucilagem, quando
necessaria, foi obtida pela adi¢do de 500uL de NaOH (1N).

Apds homogeneizacdo em agitador tipo vortex, por 30 segundos, a amostra foi
transferida para camara de contagem Fuchs-Rosenthal e apds sedimentacao das células
(10 minutos) estas foram contadas em microscopio Optico. Foram contadas todas as
células presentes nos campos até que se obtivesse 400 células, sendo estimada a

densidade da cultura (células/mL).

b) Densidade Optica

A densidade dptica foi determinada em amostras de 3,0 mL de cultura, retirados
apos homogeneizacdo, transferidos para cubetas de quartzo com caminho éptico de
10mm. As amostras foram analisadas em espectrofotémetro UV/Visivel Hitachi U-200
em comprimento de onda de 680nm, conforme Fiovarante, et al., (2010) e Ribeiro et al.,
2010). O branco foi registrado pela medida da absorbancia do meio ASM-1 sem a

adicdo do arsénio e da cianobactéria.

3.1.5 Curva de crescimento, tempo de geracgao e taxa de crescimento relativo de M.
novacekii
O crescimento da cianobactéria foi monitorado por contagem de células, durante

15 dias. As amostras foram coletadas diariamente em tréplicas. As taxas de crescimento
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(n.dia®) e o tempo de duplicacdo (g.dia™) para a fase exponencial da espécie foram
estabelecidos. A taxa foi calculada como a média das contagens das quatro amostras
(n=4), segundo as formulas apresentadas por FOGG & THAKE (1987):
U= (LnN - LnNo).(t-to)*
G=In2.u?

Onde:

u € a velocidade especifica de crescimento.

G ¢ o tempo de duplicacéo celular, calculado a partir de .
No é o n(mero inicial de células. mL™ no tempo inicial to.
N é o niimero final de células. mL™ no tempo't .

3.2 Toxicidade do arsénio para cianobactéria Microcystis novacekii

Testes de toxicidade de arsénio Il e V para a cianobactéria Microcystis
novacekii foram realizados seguindo o protocolo OECD 201 Freshwater Alga and
Cyanobacteria, Growth Inhibition Test (2006).

Em erlemeyers de 250 mL, contendo 150mL do meio de cultura ASM-1,
adicionaram-se 3mL do inoculo, em fase exponencial de crescimento, obtendo-se
culturas de 10° células/mL. Todos os frascos foram mantidos a temperatura de 25,0 +
2,0 °C, fotoperiodo constante, iluminacgdo por luz fluorescente branca/fria de intensidade
3500 Ix e agitacdo continua de aproximadamente 100 rpm. Os frascos foram
distribuidos aleatoriamente na mesa agitadora, sendo as posi¢cfes alteradas diariamente,
de modo a diminuir possiveis diferencas de luminosidade e temperatura no crescimento
da cianobactéria. Todas as concentracdes-testes foram avaliadas em triplicata e o

controle em quadruplicatas (Figura 3).
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Microcystis novacekii + ASM-1 + Arsénio III

A  aAAAA

Controle
Microcystis novacekii + ASM-1 Tratamentos (mg/L)

Microcystis novacekii + ASM-1 + Arsénio V

A AAAAA

Tratamentos (mg/L)

Controle
Microcystis novacekii + ASM-1

Figura 3. Esquema do ensaio de toxicidade. Controle (n=4) e tratamentos (n=3).
Foto da autora.

No inicio da fase logaritmica do crescimento de Microcystis novacekii foram
adicionados a cultura volumes pré-definidos de solucdo estogque de arsénio (diluido em
meio ASM-1 e pH ajustado para +7.5) de forma a obter as concentragdes finais descritas

na Tabela 5, determinadas por uma série geométrica de razdo 1.8.

Tabela 5. Concentracdes de Arsénio (111) e (V) para o teste de toxicidade.

Ensaio toxicidade Arsénio

Arsénio V
Arsénio (1)
(Na;HASO,4.7H,0) (ua/L)
(As203) (Hg/L) . . ~
Altas concentracgdes Baixas concentractes
14.7 500 0.05
26.5 900 0.5
47.6 1620 5
85.7 2916 50
5250
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As concentracfes utilizadas foram baseadas em experimentos anteriores. O
crescimento das culturas testes e controle foram monitorados diariamente, durante 96

horas, pela medida da densidade Optica a 680nm.

3.2.1 Célculo da inibicéo do crescimento (ECsp)

Os resultados do crescimento obtidos em 96 horas de experimento foram
utilizados para calcular os valores da ECsy (dose de arsénio que inibe 50% do
crescimento) para Microcystis novacekii usando analise por regressdo linear da
concentracdo do metaloide (In) pela porcentagem de inibicao.

A taxa média de crescimento para um periodo especifico (96 horas) foi calculada
a partir da taxa de crescimento da cianobactéria em fungdo do tempo (equagdo 1). O
calculo foi realizado para todas as concentrages.

Onde:
Mij € a média especifica de crescimento do periodo i a j;
Xi € amedida do crescimento no tempo i;
X; e amedida do crescimento no tempo j;
ti tempo inicial;
tj tempo final.
Para calcular a porcentagem de inibicdo de crescimento referente a cada

concentracgéo testada, aplicou-se a equagao 2:

Onde:
%I, é a porcentagem de inibicdo na taxa de crescimento (referente aquela concentracao);
He € ataxa de crescimento médio do grupo controle;

H¢ € ataxa de crescimento médio para a concentracao avaliada.

A concentracdo de arsénio que levou a 50% de inibicdo foi estabelecida por

interpolagdo grafica, utilizando-se a equacéo da reta.

36



3.2.2 Avaliacdo quantitativa de clorofila a

Apo6s 96 horas de exposicdo ao arsénio, amostras contendo 10 mL foram
retiradas de cada tratamento e centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos a 25 °C.
Foram adicionados 3mL de metanol (100%) ao precipitado, o material foi agitado
vigorosamente em agitador manual (\VVortex) durante 30 segundos. Colocou-se a amostra
durante 24 horas no escuro a temperatura ambiente (+ 25 °C) e procedeu-se a nova
centrifugacdo nas mesmas condi¢Oes anteriores. A concentracdo de clorofila a foi
determinada a partir da absorbancia do sobrenadante em 663 nm, sendo descontado o
espalhamento de luz observado no branco. A concentragdo de clorofila a foi
determinada a partir da equacdo 3 (Meeks & Castenholz, 1971 modificado por Fiore,
2000).

Onde:

: coeficiente de absorvidade para a clorofia a extraida com metanol (o= 12,7).

3.2.3 Analise estatistica

Para comparar o padrdo de crescimento entre os tratamentos foi usada andlise de
covariancia. Diferencas nas curvas de crescimento foram consideradas significativas
quando p<0,05, comparado ao controle. ANOVA unifatorial e teste de Tukey foram
feitos para determinar a diferenca significativa entre controle e tratamentos.

3.3 Bioacumulacao de arsénio pela cianobactéria Microcystis novacekii

Os testes de bioacumulacdo foram realizados nas mesmas condicdes descritas no
item 3.2.

As mesmas concentragfes utilizadas nos frascos teste (com cultura), também

foram avaliadas sem presenca da cianobactéria (Figura 4 e 5).
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Arsénio V

Altas concentragdes

Baixas concentragdes

Microcystis novacekii + ASM-1 Microcystis novacekii + ASM-1 + Arsénio

A |AAAAA
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Tratamentos (mg/L)

Microcystis novacekii + ASM-1 + Arsénio
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Figura 4. Apresentacao final do experimento de remocéo de As (V).
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Figura 5. Apresentacao final do experimento de remoc&o de As (111).
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No quarto dia de crescimento (inicio fase logaritmica) de Microcystis novacekii
foram adicionados as culturas volumes pré-definidos de solugdo estoque de arsénio
(diluido em meio ASM-1 e pH ajustado para £7.5) de forma a obter as concentra¢Ges

finais descritas na Tabela 6.

Tabela 6. Concentracdes de arsénio em ensaio de biorremocao.

Ensaio Bioacumulacédo As (V) Ensaio Bioacumulacdo As
(Na;HAsO,.7H,0) (mg.L™) ()
(AsOs) (mg.L™)
Baixas concentragoes Altas concentragoes Altas concentragoes

(condicgbes naturais) (condicbes de toxicidade) (condicbes de toxicidade)

0.05 500 14.7

0.5 900 26.5

5 1620 47.6

50 2916 85.7
5250

O crescimento das culturas controle e das culturas teste, ap6s a insercdo de
arsénio, foi monitorado em dias alternados, pela medida da densidade dptica a 680nm.
Com 0, 96 e 192 horas foram retiradas, apds homogeneizacdo da cultura, aliquotas de
10 ml dos testes e controles. Estas foram centrifugadas a 2800 rpm, temperatura de 20°C
por 15 minutos. Separou-se o sobrenadante do precipitado (biomassa) para determinar a
quantidade de arsénio total presente no sobrenadante e biorremovida nas células (96
horas). A quantificacdo de arsénio tanto no sobrenadante quanto no precipitado (pellet)
foi realizada por espectrometria de emiss@o atdmica por plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES), usando-se um espectrofotometro modelo Perkin EImer Optima 4300 DV.

O percentual de remoc¢do de arsénio do meio aquoso em 96 e 192 horas de
exposicdo foi calculado por meio da equacdo 4. O percentual de arsénio incorporado

pela biomassa celular (192 horas) foi obtido a partir da equacéo 5.
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Onde:
é o percentual de arsénio removido do meio aquoso num determinado
periodo de tempo;
é o percentual de arsénio incorporado na biomassa algal;

¢ a média aritmética da concentracdo de arsénio adicionada no meio aquoso no

tempo i;
é a média aritmética da concentracdo de arsénio encontrada no meio aquoso no

tempo j;
é a média aritmética da concentracdo de arsénio encontrada na biomassa

celular.

Para verificar as diferencas dos dados usou-se o teste ANOVA Fatorial com
variaveis independentes. O teste de tukey foi feito para verificar diferenca entre
tratamentos, usando-se p>0.05.

3.4 Papel da bainha de mucilagem de Microcystis novacekii na retencgéo de As(l11)

O teste foi realizado seguindo o mesmo método descrito no item 3.2 e 3.3, para
experimentos de toxicidade e bioacumulagdo, respectivamente. A concentracdo 14.7
mg.L™ foi escolhida por apresentar o menor percentual de inibicdo de crescimento de
M. novacekii para a série geométrica testada.

No final da fase de crescimento logaritmico de M. novacekii (192 horas) foram
coletados 20mL de cultura celular e centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o material precipitado foi lavado com agua destilada e
centrifugado nas mesmas condicdes. Esse procedimento foi repetido por duas vezes. Ao
material precipitado final, adicionaram-se 8ml de NaOH 2N. A mistura foi mantida em
agitacdo lenta por 2 horas, seguido por centrifugacdo a 4000 rpm por 15 minutos.
Separou-se a fracdo correspondente ao sobrenadante e o precipitado, conforme esquema
ilustrativo mostrado na figura 6. O mesmo procedimento foi realizado sem adicionar

NaOH separando-se o sobrenadante e o precipitado.
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sobrenadante
com Aslll

AAA U\ <
Tratamentos 20ml de centrifugacéo

NaOH + bainha
de mucilagem

M. novacekii cultura

Aslll com Aslll Pellet sem bainha
eAs

de mucilagem

i . |Pellet Pellet + NaOH (precipitado)

Figura 6: Esquema ilustrativo mostrando metodologia utilizada para separagdo da
bainha de mucilagem de Microcystis novacekii.

O percentual de arsénio retido na bainha de mucilagem e bioacumulado pela

biomassa celular foi obtido a partir da equagao 6.

3.5 Preparacao das amostras para determinacdo do arsénio total.

a) Preparacdo do meio aquoso (sobrenadante)

Os sobrenadantes foram filtrados em filtro de 0,45um (Millipore), fixados com
H.SO, em pH 2,0 As(V) e HCI 0.8% v.v As(lll) e conservados até analise, conforme
(BARRA et al., 2000).

b) Preparagédo da biomassa (pellet)

A digestdo da biomassa algal foi realizada conforme metodologia de Truus et al
(2007). Colocou-se em tubos de polietileno o pellet obtido para 10 ml de amostra de
Microcytis novacekii, 3 ml de HNO; concentrado (96%) e 1 ml de H,O, (30%). Os
tubos foram aquecidos em um sistema de reacdo de micro-ondas acelerado (marca
ETHOS 1-Advanced microwave disgestion system/Modelo Milstone). Sendo a amostra
digerida por 30 minutos a 200 °C, poténcia de 45bar. Apds o processo 0 volume foi
ajustado para 25 ml com &gua Milli-Q. As amostras digeridas foram analisadas
quantitativamente para arsénio total usando ICP-OES.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento e caracteristicas morfoldgicas de M. novacekii em condicGes
normais de cultivo

O estudo morfolégico da espécie Microcystis novacekii demonstrou que essa se
caracteriza por um denso arranjo celular no centro da colbnia e células isoladas na
periferia. Suas colbnias jovens sdo formadas por células esféricas e algumas vezes
levemente ovais. As células possuem entre 3 e 6um de didmetro, sendo possivel
distinguir células senescentes de células jovens (Figura 7). A espécie apresenta densa

bainha de mucilagem, entre 0,5 a 0,10um (Figura 8).

Figura 7. Colénias de Microcystis novacekii. a colénias em processo de senescéncia,
b coldnias com células jovens. Aumento de 1000x em microscopia Optica. Foto:
Laboratério LIMNEA/Fernanda Aires Guedes
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Figura 8: Células de Microcystis novacekii, em teste com nanquim, evidenciando a
bainha. Aumento de 1000x em microscopia O6ptica. Foto: Laboratério
LIMNEA/Fernanda Aires Guedes.

Para determinacao do crescimento celular sdo utilizadas técnicas classicas como
a contagem direta das células ao microscopio e a densidade Otica da cultura. A
contagem de células ao microscopio, embora seja um método simples e muito utilizado,
tem a desvantagem de ser trabalhoso, demorado e apresentar grande variabilidade. Por
ser um método mais rapido para monitoramento do crescimento a densidade 6tica é uma
alternativa. Contudo é necessaria a obtencdo da correlacdo entre as duas grandezas,
densidade Optica e contagem celular para a espécie.

A correlacdo entre os métodos pode ser observada na figura 9. Observou-se um
alto coeficiente de correlagdo (R2=0.9708, p<0.05) entre curva de crescimento obtido
pela contagem microscopica e a densidade Optica estimada pela absorbancia em 680nm
(Figura 9).
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Figura 9. Regressao linear simples entre o crescimento monitorado por densidade
Optica (680nm) e contagem celular ao microscopio para as culturas de M. novacekii
na auséncia de arsénio.

Estes resultados estdo de acordo com o estudo de MA e colaboradores (2004),
(2005), (2006) que demonstraram uma boa correlacdo entre o crescimento da cultura
monitorado por contagem celular e a densidade OGtica, entre vérias espécies de

cianobactérias.

4.1.1 Curva de crescimento, taxa de crescimento relativo e tempo de geracédo de M.
novacekii.

As fases do crescimento de Microcystis novacekii foram definidas a partir do
crescimento apresentado na figura 10. A fase lag, pdde ser identificada no intervalo de
0 a 4 dias. A fase log, ou de crescimento exponencial, foi proeminente, apresentando um
tempo de duracdo de 4 dias. Ap0s este periodo, as células entraram na fase estacionaria,
a qual se tornou evidente apos dez dias do inicio do experimento. A partir do décimo dia
iniciou-se a fase de declinio, nesta fase observou-se a formagdo de grumos de
mucilagem e de células mortas durante a contagem de células em microscopia optica
(Figura 11).
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Figura 10. Curva de crescimento de Microcystis novacekii. Densidade média inicial

da fase log igual a 7.9 x 10° e final de 5.7 x 10°.

A Microcystis novacekii, apresentou taxa media de crescimento de 0.185 dias e
tempo de duplicacdo de 3.74 dia™ para a fase exponencial.

Ao comparar a taxa de crescimento de M. novacekii com outras espécies do
mesmo género percebeu-se que esta possui crescimento similar a Microcystis
aeruginosa (0.184 dia) (LI & LI, 2012) e crescimento superior a Microcystis
wesenbergii (0.117 dia™) (LI & LI, 2012). Porém M. novacekii apresentou crescimento
inferior a M. viridis (0.263 dia™)(RUCKERT & GIANE, 2004).

A partir dos resultados obtidos foram delineados os testes de toxicidade e

interacdo arsénio/cianobactéria.

4.2 Toxicidade do arsénio para a cianobactéria Microcystis novacekii

Os experimentos usando baixas concentracfes de As (V) foram delineados em
funcdo das concentragdes encontradas comumente em areas de mineracdo (BORBA et
al., 2004b; ELEUTERIO, 1997; PIMENTEL et al., 2003). Nessas concentracOes de
arsenato (0,05 a 50 mg.L™), néo foi observada inibicdo do crescimento de M. novacekii

em relagdo ao controle (p>0,05) (Figura 11).
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Figura 11. Crescimento de Microcystis novacekii em baixas concentracdes de
arsénio (V), 0 a 50 mg.L™, em 96 h. Os pontos representam a média + SD, n = 4 no
controle, n =3 nos outros tratamentos. Teste de covariancia: p = 0,072.

Diversos experimentos preliminares foram realizados a fim de definir a faixa de
concentracdo para determinacdo da ECso. De acordo com o protocolo OECD os testes
devem considerar uma série geométrica onde a inibicdo de crescimento compreenda a
faixa média da curva de inibicdo. Estes experimentos permitiram a definicdo de uma
série geométrica de fator igual a 1.8, partindo-se da concentracdo inicial de 500mg/I
para 0 arsenato e 14,7 mg para o arsenito. Quando os testes foram realizados nesta
segunda série de concentracdo de As(V) (500 a 5250 mg.L™) e As(lll) (14.7 a 85.7
mg.L™") observou-se a redugdo da taxa de crescimento de M. novacekii de forma
estatisticamente significativa (p<0.05).

Na figura 12 sdo apresentados as taxas de crescimento (p.dia™) de acordo com as
concentragdes de arsénio. Os resultados apresentados comprovam a validade do teste de
acordo com protocolo OECD 201(2006).
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Figura 12. Taxa de crescimento médio de M. novacekii referentes ao controle (n=4)
e tratamentos (n=3), durante o teste de toxicidade (96 horas). Em a As(lll) eem b
As(V). O asterisco (*) indica diferenga significativa entre o controle e o0s
tratamentos, aceitando um nivel de significancia de 0,05 (P <0,05).

Nas concentragdes mais elevadas de arsénio nas formas quimicas (I11) e (V),
percebeu-se diminuicdo gradual na taxa de crescimento (p <0,05) de M. novacekii com
0 aumento da concentracdo de arsénio, apresentando o maior valor de crescimento na

concentracéo de 900 mg.L™ para 0 As (V), e 14.7 mg.L™ para o As (l11), em relacéo ao
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controle (Figura 13) o que mostra a maior sensibilidade da cianobacteria para o As(l11).
De acordo com (CULLEN & REIMER, 1989) o As (Ill) é uma forma quimica mais
toxica do que As (V) para 0s organismos aquaticos.
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Figura 13. Crescimento de M. novacekii exposta a concentragfes crescentes de
arsénio. Em a As(111) e em b As(V). Os pontos representam média + Erro Padrao,
n=4 no controle, n= 3 nos tratamentos. Teste de analise de co-variancia p<0.01.
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A concentracdo estimada que reduziu o crescimento M. novacekii em 50% foi de
5164,76 mg.L™ para o As (V) e de 40,99 mg.L™" para o As (Ill), como pode ser
observado na Figura 14 e na Tabela 7. Ambas as curvas apresentaram linearidade
superior a 0.9 reforcando a validade do teste.
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Figura 14. Percentual de inibicdo do crescimento de culturas de Microcystis
novacekii expostas a concentracfes crescentes de arsénio. Em a As(lll) e em b
As(V). Ensaio de 96 horas.
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Tabela 7. Inibicdo do crescimento da Microcystis novacekii por arsénio.

Concentrag&o Teste As (111) (mg.L™) Ln (x) % Inibicéao (y)
14.7 2.69 1.1
26.5 3.28 14.6
47.6 3.86 67.7
85.7 4.45 86.3
Ec50 40,99 mg.L™*

Concentragdo Teste As (V) (mg.L™ Ln (X) % Inibicéao (y)

500 6.21 5,2
900 6.80 10,9
1620 7.39 17,4
2916 7.86 31,7
5250 8.56 56,9
Ec50 5164,76 mg.L™

Estes resultados sdo semelhantes aos descritos por SHAHEEN et al., 2007 que
detectaram em meio de cultivo com Phormidium sp., Nostoc sp., Anabaena sp. e
Calothrix sp. a sobrevivéncia de todas as espécies a adi¢cdes de arsenato de sodio até
1000 mg.L™. Concentragdes de 1000 mg.L™? resultaram na morte das células de
Aphanothece sp. que sdo unicelulares e Cylindrospermum sp. que séo filamentosas. Por
outro lado, na mesma concentracdo (1000 mg.L™) MURRAY, et al. (2003) ao estimular
a producdo de biomassa de Chlorella vulgaris ndo observaram resisténcia dessa espécie
a concentracao de arsénio do meio. Estas observacdes podem sugerir que a exposicao ao
arsénio pode ter um papel na selecdo de espécies dominantes em ambientes
contaminados. Na tabela 8 sdo apresentados dados de toxicidade de cianobactérias e

algas ao arsénio (V) e ao As (Il1).
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Tabela 8. Toxicidade de arsénio para cianobactérias e algas.

Conc. com efeito

Espécies Arsénio o ) Referéncia
toxico (mg.L™)
Cianobactérias
) ] - As (111) 40.99 (ECs)
Microcystis novacekii Este estudo
As (V) 5164.76 (ECsp)
Phormidium sp. As (V) 10000 Shaheen et al., 2007
Phormidium sp. As (V) 100 Maeda, 2004
o ) Bhattacharya & Pal,
Phormidium laminosum As (V) 100
2011
Nostoc sp
As (V) 5000 Shaheen et al., 2007
Anabaena sp As (V) 5000 Shaheen et al., 2007
) As (V) 1000 Shaheen et al., 2007
Calothrix sp.
) As (1) 37.46 o
Synechocystis sp Xi-Xiang et al., 2012
As (V)
Algas
Scenedesmus obliquus As (V) 0.048 (ECs) Vocke et al., 1980
Ankistrodesmus falcatus As (V) 0.256 (ECx) Vocke et al., 1980
Selenastrum As(V)  30.761 (ECs) Vocke et al., 1980
capricornutum
Scenedesmus quadricauda As (V) 61 (ECx) Fargosova, 1994.
Chlamydomonas Jurewicz & Buikema,
reinhardtii As(V) 202 (EC) 1980
As (1) 25.2 (ECs)
Chlorella sp Levy et al., 2005
As (V) 25.4 (ECs)
o As (1) 14.6 (ECxp)
Monoraphidium arcuatum, Levy et al., 2005
As (V) 0.254 (ECso)
Chlamydocapsa peterfii As (V) 0.07492 Knauer et al., 1999
Chlamydocapsa bacillus As (V) 74.92 Knauer et al.,, 1999
Chlamydomonas reinhardtii As (V) 74.92 Kaise et al., 1999
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Microalgas s@o micro-organismos pertencentes ao filo Chlorophyta, que contém
clorofila e outros pigmentos fotossintéticos sendo capazes de realizar fotossintese (LEE,
1989). O excesso de energia luminosa incidente no aparato fotossintético que nao é
utilizado fotoquimicamente deve ser dissipado para que as condicdes fisioldgicas da
célula ndo sejam afetadas. A emissdo de fluorescéncia € principalmente devida as
moléculas de clorofila-a do fotossistema Il (PSII), o que permite avaliar a capacidade
fotossintética e as condicBes fisiologicas do organismo (Schreiber, 2003), em
consequéncia do efeito dos diferentes fatores ambientais sobre a fotossintese (Bolhar-
Nordenkampf, 1989). Essa emissdo representa apenas 1 a 5% da energia de luz
absorvida (Berges et al., 1996; Maxwell & Johnson, 2000).

O monitoramento da capacidade fotossintética de M. novacekii apds a exposi¢do
ao arsénio (I11) e (V) permitiu verificar a reducdo da concentracdo de clorofila a
(p<0.05) nas concentracdes de arsénio onde foram observadas variacGes nas taxas de

crescimento da espécie (Figura 15).
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Figura 15. Sintese de clorofila-a por Microcystis novacekii exposta a concentracdes
crescentes de arsénio (I11) e (V). Em a As(l11) e em b As(V). O asterisco (*) indica
diferenca significativa entre o controle e tratamentos (p <0,05).
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Os resultados encontrados referentes a biossintese de clorofila por M. novacekii
exposta ao As (V) sdo similares aos de Bhattacharya & Pal (2011) que investigaram a
toxicidade do arsenato para a cianobactéria Phormidium laminosum. A producdo de
clorofila por microalgas expostas a concentracfes crescentes de arsenato foram
relatadas por Murray et al (2003) e os autores ao estudar a espécie Chlorella vulgaris
observaram que a sintese de clorofila ndo foi afetada nas concentracdes de 10, 100 e
1000 mg.Lde arsenato.

Para o As (Ill) os resultados encontrados sdo similares aos de Wang et al.,
(2012). Estes pesquisadores ao estudar a atividade fotossintética e o crescimento de
Microcystis aeruginosa expostas a concentragdes crescentes de arsenito perceberam
uma reducdo na producdo de clorofila a quando expostas a concentracdes crescentes de

arsenito.

4.3 Bioacumulacéo de arsénio pela cianobactéria Microcystis novacekii

Observou-se que nas concentracdes mais baixas de As(V) (0,05; 0,5; 5 e 50
mg.L") as taxas de crescimento de M. novacekii se mantiveram constantes
demonstrando que a presenca do metaldide ndo afetou significativamente (p>0.05) o
crescimento da espécie. O mesmo foi observado na segunda série de experimentos até a
concentracdo de 2916 mg.L™ (96 horas) e 1620 mg.L™ (192 horas).

Os resultados referentes a exposicdo ao As(lll) foram realizadas apenas nas
concentragOes proximas a faixa de inibicdo de crescimento, merecendo destaque o
efeito inicial de reducdo da taxa de crescimento nas primeiras 96 horas, seguido por
uma aparente recuperacao verificada apds 192 horas. Os resultados referentes as taxa de
crescimento de M. novacekii nas diferentes concentractes de As(lll e V) testadas estéo
relatadas na Tabela 9.
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Tabela 9. Taxa de crescimento de Microcystis novacekii apds 96 e 192 horas de

exposicao (final fase log).

Concentracéao I £ SE (96 horas) M £ SE (192 horas)
0.0 0.20+0.02 0.14+0.01
0.05 0.20+0.01 0.20+0.01
05 0.18+0.02 0.13+£0.01
— 5 0.20+£0.01 0.14+0.01
7>n’ 50 0.19+0.01 0.14+0.02
< 1500 0.18+0.02 0.14+0.01
900 0.18+0.04 0.15+0.02
1620 0.16+0.04 0.14+0.01
2916 0.14+0.01 0.07+0.004*
5250 0.09+0.01* 0.03+0.01*
Concentracéo K £ SE (96 horas) M £ SE (192 horas)
0.0 0.20+£0.01 0.19+0.01
= 147 0.21+0.01 0.100.001
E”/ 26.5 0.17+0.004* 0.20+0.003
47.6 0.06+0.002* 0.24+0.008
85.7 0.01+0.003* 0.15+0.01

(*) indica diferenca significativa entre o controle e os tratamentos, aceitando um nivel
de significancia de 0,05 (P <0,05).

A variagdo apresentada na taxa de crescimento de M. novacekii, quando exposta
ao As(lll), pode ser devida a algum mecanismo adaptativo desta espécie, conferindo a
essa, capacidade de reduzir a penetracdo do metaloide no meio intracelular, seja por
mecanismos de imobilizacdo no interior da celula ou ainda ativando o sistema de
excrecdo. Para As(V), nas concentragdes mais altas, esse comportamento ndo foi
observado.

Os resultados dos testes de remocdo de arsénio por M. novacekii indicaram que o
processo de captacdo celular do metaldide é dependente do estado de oxidacdo do
arsénio no meio. Quando este se encontra na forma de arsenito (Aslll) observa-se
aumento significativo (p<0.05) da capacidade de remoc¢édo ao longo tempo (2, 96 e 192
horas). O mesmo foi verificado para o As(V) em altas concentracdes, ja para baixas
concentragOes de arsenato ndo houve remogéo significativa (p>0.05).

A determinacédo das concentracGes de arsénio apos centrifugacéo das culturas no
sobrenadante e no pellet (biomassa) objetivaram a comparacao e validacao de resultados
de captacdo celular do arsénio. Os resultados de remocéo de arsénio observadas no

sobrenadante e pellet sdo apresentados nas tabelas 10 e 11 e figura 16.
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Tabela 10. Microcystis novacekii exposta & concentracdes crescentes de arsénio (mg.L™) por 2, 96 e 192 horas. Os dados referem-se a

remocao de arsénio observadas no sobrenadante.

Tratamentos (As mg.L™) Remogao (%)
2 horas 96 horas 192 horas 96 horas 192 horas

0.0 0.0+0.00 0.0 £0.00 0.00 £ 0.00
é 0.05 0.07 £0.02 0.7+£0.02 0.06 £0.01 1.7 16.8
_§ g 05 0.8+0.01 0.7+0.01 0.8£0.01 1.7 2.0
. & g 5 8.6 £ 0.02 8.7+£0.25 8.5+£0.07 -2.7 1.2
Z ° |50 796+7.0 791428 779453 0.6 2.2
< 500 597.3+104 585.4 + 3.7* 582.3 + 4.9* 2.0 2.5
zg‘; 900 1038.1 £+ 234 1012.8 + 0.8* 1012.8 + 0.8* 24 2.4
§ g 1620 1856.5 £ 60.9 1794.7 + 83.8* 1818.0 £ 53.5* 3.3 2.1
< % 2916 3386.4 £ 99.6 3350.0 £ 56.3* 3311.1 £ 55.9* 1.1 2.2

3]
5250 5789.9 £ 190.2 5612.2 £ 110.5* 5668.6 £ 115.2* 3.1 2.1
Controle 0.00x0.0 0.00+0.0 0.00+0.0

14.7 148.1+0.3 121 +0.2* 11.3+0.4* 18.3 234
g 26.5 28404 25.3+0.4* 25.1+0.8* 10.6 11.6
E 47.6 499+1.0 46.7+1.0* 46.0 £ 0.8* 6.5 7.9
85.7 105.6 £ 0.3 98.9+1.2* 98.5+21* 6.3 6.7

Os asteriscos (*) indicam diferenca significativa entre controles (2 horas) e tratamentos (96 e 192 horas), aceitando significancia de 0.05
(p<0.05). Tratamento estatistico: ANOVA fatorial com medidas repetidas.
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Tabela 11. Distribuicéo final de arsénio apds 192 horas de experimento.

Tr?r'%rn_e_?)tos (?;gz:is% E:gg?s;f; Intracelular (%)  Extracelular (%0) Nao en((f;)r)ltrado* Total (%)
. |00 0.0 +£0.00 0.0+0.0 - - - -
2 *j% 0.05 0.01+0.01 0.036 + 0.02 12.1 83.8 4.0 100
2 ::E; 0.5 0.02+0.01 0.064 £ 0.02 2.0 98.0 0.1 100
S @ g |5 0.05+0.01 0.18+ 0.03 0.5 98.8 0.7 100
?(,,’ © |50 0.6 +0.23 2.39+0.9 0.8 97.8 15 100
" 500 4.46+18 17.8+7.3 0.7 97.5 1.8 100
) :‘% 900 447+05 179+18 0.4 976 20 100
j_;“ ?, 1620 192+0.1 7.7+0.5 0.1 97.9 20 100
§ 2916 244 +0.1 9.7+05 0.1 97.8 2.2 100
© 5250 6.63 +1.26 225%5.0 0.1 97.9 20 100
Controle 0.0+0.0 0.0+0.0 - - - -
14.7 3.14 £ 0.06 126 £0.2 21.2 76.6 29 100
g 26.5 3.25+£0.1 13.0£05 11.4 88.4 0.2 100
;:‘;: 47.6 3.18 £ 0.06 12.7+£0.2 6.4 92.1 15 100
85.7 3.24 £ 0.06 12.9+0.2 3.1 93.3 3.6 100

* Perdas de arsénio no experimento foram

vidraria.

atribuidas a fatores como a lavagem das células durante a centrifugacdo ou adesdo do arsénio a
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Figura 16: Remocdo e bioacumulacdo de arsénio em mg.L™ por Microcystis
novacekii. Em a resultados As(lIl). Em b resultados As(V) na série de

concentracdes mais altas.

Considerando que a biomassa inicial de M. novacekii (10%cel.mI™) foi a mesma
para todos os tratamentos, pode-se afirmar que a retencdo de arsénio apresentou-se de
forma constante, em torno de 12 mg de As(lll) por grama de biomassa (12.8 £ 0.15
mgAs.g™). Esse resultado foi observado apés 192 horas de exposicdo. Os resultados
sugerem haver um processo de saturacdo na captacdo intracelular de arsénio. Essa
saturacdo ocorreu em todos as concentragcbes indicando que mesmo na menor

concentracdo testada (14.7 mg.L™ ) o sistema celular j& estava saturado. Uma possivel
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explicacdo seria a saturacdo do transporte transmembrana. Embora os resultados
sugiram cinética de saturacdo, ressalta-se que apenas concentracfes na faixa de
toxicidade foram avaliadas. Deste modo, ndo se pode afirmar a relagcdo entre
bioacumulacgéo e concentracdo de arsénio no meio.

Os resultados observados nos testes de bioacumulacdo de As(V) por M.
novacekii indicaram uma acumulagdo do metaloide ao longo do tempo de forma muito
limitada. Esse resultado faz supor que 0s mecanismos de toxicidade do arsenato
ocorram principalmente no ambiente extracelular. Uma possivel perturbacdo na
captacdo de nutrientes celulares como o fosfato poderia explicar a inibicdo do
crescimento. Contudo esse aspecto foge ao escopo desse trabalho e ndo pdOde ser
esclarecido.

As Figuras 17a e 17b mostram a bioacumulacdo de As(l1l) e As(V) por M.
novacekii e permitem comparar o comportamento da cianobactéria frente ao metaloide,

nos dois estados de oxidagéo.
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Figura 17. Avaliacdo da possivel bioacumulacdo de As(Ill) e As(V) por M.
novacekii. Percentual de bioacumulagdo de arsénio em relacdo a concentracdo
inicial e final. Em a resultados As (111); em b resultados As (V).
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O arsénio existe em diferentes formas quimicas e estados de oxidacdo o que
influencia a sua biodisponibilidade e toxicidade (AGUSA et al., 2008). A toxicidade do
arsénio nos seus diferentes estados de oxidacao é consequéncias do seu mecanismos de
acao intracelular dessas espécies quimicas. O As(l11) pode se ligar a grupos sulfidrilas
(-SH) e grupos de proteinas, enquanto o As (V) interfere em reacGes de fosforilacdo
(GHOSH et al., 2007). Contudo, segundo Tseng (2004), as concentragdes intracelulares
de arsénio necessarias para estas reagdes, sdo elevadas e ndo fisiologicamente
relevantes, o que estd em acordo com a observacdo de que a inibicdo do crescimento
ndo correlaciona com as concentracdes intracelulares.

Embora alguns estudos com algas e cianobactérias tenham relatado sua alta
capacidade de acumular arsénio (YAMAOKA et al., 1996; HANSEN et al., 2005;
SUHENDRAYATNA et al.,, 1998; ARRIBAS, 2009), esse nao foi o resultado
observado com a M. novacekii. Possiveis variacdes morfoldgicas e bioguimicas,
diferentes entre espécies, podem justificar os resultados encontrados.

Pode-se postular ainda que em funcdo do pKa das espécies de arsenito (pKa 9.3)
e arsenato (pKa 2.3), a primeira se encontra na forma molecular (neutra) no meio de
cultura o que permitiria sua transposicao entre mucilagem e parede celular penetrando
no meio intracelular e possibilitando a biocumulagdo de arsénio. O arsenato ionizado,
no pH do meio de cultivo, ndo conseguiria essa transposicdo o que resultaria numa
tolerancia superior da cianobactéria a altas concentrac@es de arsenato.

O papel da bainha de mucilagem das cianobactérias € comumente citado na
literatura como um promissor processo biotecnoldgico para remocdo de metais pesados
em solugbes aquosas (DE PHILIPPIS et al., 2001, 2007; DE PHILIPPIS &
MICHELETT]I, 2009; DE PHILIPPIS & VINCENZINI, 2003; LI et al., 2001). Isso se
deve a presenca nessa mucilagem de polissacarideos ricos em grupamentos polares
carregados negativamente. Em vista disto, este estudo propds avaliar o papel da
mucilagem na interacdo com sais de arsénio.

N&o se observou a retencdo de As(lll) na bainha de mucilagem de Microcystis
novacekii. Aparentemente, no pH do estudo e em altas concentragfes essa camada nao
funciona como uma barreira para a captacdo do arsenito. Apds 192 horas de exposicao
de M. novacekii & concentracdo de 14.7 mg.L™ de As(Ill), pode-se perceber que
somente 0.7% do arsénio disponivel foi acumulado na bainha de mucilagem, enquanto

c. 3.03+0.02 mg.L™ (23.4%) foi acumulado intracelularmente na célula. E importante
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ressaltar que parte da camada de mucilagem de M. novacekii pode ter se desprendido
durante a centrifugacdo e, portanto ndo ter sido quantificada.

A quantidade de arsénio bioacumulado pode ser devido a interacdo entre oS
biopolimeros de natureza anidnica da bainha de mucilagem com 0s grupamentos
hidroxilas do As(I11), sendo a bainha de mucilagem uma percussora na bioacumulacao
de arsénio em M. novacekii (DE PHILIPPIS et al.,, 2001; NAGASE et al., 2005;
PRADHAN et al., 2007).
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CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram as seguintes conclusoes:

a)

b)

d)

f)

A resisténcia da cianobactéria ao arsénio nas formas trivalente (Aslll) e
pentavalente (AsV) sugere que a espécie Microcystis novacekii possui
mecanismos de defesa a essas formas quimicas, o que provavelmente explica sua

capacidade de crescer em ambientes altamente impactados por arsénio.

A forma trivalente do arsénio mostrou toxicidade para M. novacekii c. 60 vezes

mais acentuada do que a forma oxidada (AsV).

M. novacekii mostrou capacidade de acumular arsénio na forma trivalente, sendo
que em todos os tratamentos com esta espécie quimica (14,7; 26,5; 47,6; 85,7
mg.L™), a cianobactéria acumulou c. 12 mgAs.g™ de biomassa. Estes resultados
possivelmente indicam processo de saturacdo na captacao intracelular de arsénio
e mecanismos de transporte diferenciados para a forma trivalente. Quanto ao
arsénio na forma oxidada a cianobactéria ndo apresentou capacidade
significativa de bioacumulag&o.

Os testes que avaliaram o papel da bainha de mucilagem demonstraram que a
camada capsular de M. novacekii ndo parece ter papel acumulador de arsénio,
porém é importante considerar que parte significativa dos exopolissacarideos da
mucilagem podem ter sido perdidos durante o processo de centrifugacao e essa

conclusdo refere-se apenas a fracdo de mucilagem avaliada.

Considerando as  caracteristicas  fisico-quimicas  descritas para 0s
exopolissacarideos, acredita-se que a natureza polar da bainha de mucilagem,
com grande parte dos grupamentos quimicos ionizados, dificulta a aproximacéo
de anions como o arsenato e com isso torna-se responsavel pela alta resisténcia

da cianobactéria a esta espécie quimica.

Pode-se postular ainda que em funcéo do Pka das espécies de arsenito (pka 9.3)

e arsenato (pka 2.3), a primeira se encontra na forma molecular (neutra) no meio

61



9)

de cultura o que permitiria sua transposicdo entre mucilagem e parede celular
penetrando no meio intracelular e possibilitando a biocumulagdo de arsénio. O
arsenato ionizado, no pH do meio de cultivo, ndo conseguiria essa transposi¢éo
0 que resultaria numa tolerancia superior da cianobactéria a altas concentracfes

de arsenato.

Essa cianobactéria apresenta rapido crescimento, facil adaptacdo ambiental e
resisténcia acentuada ao arsénio. O que justifica a continuacdo dos estudos no
sentido de entender a dindmica do arsénio no meio natural e seu possivel
impacto sobre o fitoplancton, além do papel da mucilagem na interacdo com 0s

compostos arsenicais.
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