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Resumo

O impacto dos metais pesados em ambientes aquaticos, incluindo aguas
residuais, é vulgarmente determinado através de testes de toxicidade. A microalga
Pseudokirchneriella subcapitata € usada nos métodos de toxicidade recomendados
por organismos Internacionais como a EPA (Environmental Protection Agency) e a
OCDE (Organizacao para a Cooperacédo e Desenvolvimento Econdmico).

O presente trabalho teve como objectivo avaliar o impacto do cadmio e do
zinco no crescimento, na autofluorescéncia e na actividade metabdlica da alga P.
subcapitata. Para tal, a alga, em fase exponencial de crescimento, foi inoculada no
meio de cultura contendo Cd (150, 500 ou 700 nmol/l) ou Zn (300, 1800 ou 6000
nmol/l). A concentracdo mais baixa de Cd e Zn ndo provocou qualquer efeito
inibitério. Para uma concentracao intermédia de Cd e Zn, observou-se uma reducdo
do crescimento, ao fim de 72 h, de 63 e 50 %, respectivamente. No caso da
concentragdo mais elevada de Cd e de Zn, observou-se uma reducdo do
crescimento, ao fim de 72 h, de 83 e 97 %, respectivamente. A perda de
autofluorescéncia da alga, devido a presenca de Cd e de Zn, seguiu um padrédo
similar ao efeito sobre o crescimento. Resultados preliminares mostraram que a
exposicdo das células de P. subcapitata a 700 nmol/ de Cd, durante 1h, induziu
uma inibicdo da actividade esterasica de 52 %, enquanto que a incubagcdo com
6000 nmol/l de Zn, durante 6 h, provocou uma reducéo da actividade esterasica de
~ 50 %.

Em conclusao, os resultados obtidos mostram que o Cd é mais toxico que
0 Zn para a alga P. subcapitata. A perda de autofluorescéncia, devido a exposi¢do
aos metais pesados em estudo, ocorreu segundo um padrdo similar ao efeito
inibitério sobre o crescimento. O Cd e Zn provocaram uma rapida perda (no espaco
de 6 h) da actividade esterdsica. Estes resultados sugerem que a avaliagdo da
actividade esterasica da alga P. subcapitata podera constituir um indicador sensivel

na avaliacdo da toxicidade.

Palavras-chave: autofluorescéncia; cadmio; diacetato de fluoresceina (DAF);

microalga; Pseudokirchneriella subcapitata; toxicidade; zinco.
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Abstract

The impact of heavy metals in aquatic environments, including sewage, is
commonly evaluated using toxicity tests. The microalgae Pseudokirchneriella
subcapitata is used in the toxicity methods recommended by international agencies,
such as EPA (Environmental Protection Agency) or OECD (Organization for
Economic Cooperation and Development).

The aim of the present work was to assess the impact of cadmium and zinc
on growth, autofluorescence and metabolic activity of the algae P. subcapitata. Thus,
the algae, in the exponential phase of growth, was inoculated in culture medium
containing Cd (150, 500 or 700 nmol/l) or Zn (300, 1800 or 6000 nmol/l). The lowest
concentration of Cd or Zn did not cause any inhibitory growth effect. For an
intermediate concentration of Cd and Zn, a reduction of the growth of 63 and 50 %,
respectively, was observed after 72 h of growth. In the case of the highest
concentration of Cd and Zn, a reduction of growth, after 72 h, of 83 and 97 %,
respectively, was observed. The loss of autofluorescence of the algae, due to the
presence of Cd and Zn, followed a similar pattern to the effect on growth.
Preliminary results showed that exposition of cells of P. subcapitata to 700 nmol Cd,
for 1 h, induced an inhibition of esterase activity of 52 %, whereas incubation with
6000 nmol/l Zn, for 6 h, caused a reduction of ~ 50 % of esterase activity.

In conclusion, the results show that Cd is more toxic than Zn to the algae P.
subcapitata. The loss of autofluorescence, due to exposure to heavy metals, under
study, followed a similar pattern to the inhibitory effect on growth. The Cd and Zn
caused a rapid loss (within 6 h) of esterase activity. These results suggest that
evaluation of the esterase activity of the algae P. subcapitata could be a sensitive

indicator for assessing the toxicity.

Keywords: autofluorescence; cadmium fluorescein diacetate (FDA); microalgae;

Pseudokirchneriella subcapitata; toxicity, zinc.
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Capitulo 1 — Introducéo

1.1. A Poluicéao

A poluicdo constitui um dos impactos mais significativos e negativos da
actividade humana sobre a vida tal como a conhecemos e vivemos. Quando
falamos em polui¢céo, associamos imediatamente a uma préatica de libertagdo de
substancias toxicas para o0 meio ambiente, provocando danos, muitas vezes,

irreparaveis.

Vivemos numa sociedade bastante evoluida em termos de tecnolégicos. No
entanto, muita da tecnologia esta ligada a industria de producdo em serie que
normalmente trabalha com materiais extremamente poluentes e com energias
fosseis. Este crescimento tecnolégico esta, portanto, ligado ao aumento do nivel de

poluicdo atmosférica, hidrica e mesmo poluigédo sonora.

A poluicdo é, desde alguns anos, um dos problemas mais preocupantes da
humanidade. Por isso, sdo realizados tratados tendo por fim a adop¢éo de medidas
de controlo, através da imposicéo de regras a actividade industrial, de incentivos no
investimento em tecnologias de reciclagem e de uso de energias renovaveis, ou

apelando a alteracao do comportamento quotidiano dos cidadaos.

1.1.1. A poluicdo das aguas

Ainda ndo ha muito tempo, a 4gua era considerada um recurso natural
inesgotavel. No entanto, esta ideia tem vindo a mudar devido a forma como o
Homem utiliza e polui este bem essencial. Deste modo, a poluicdo das aguas é um
problema que afecta toda a sociedade, podendo provocar graves consequéncias no

nosso quotidiano.

O Homem é o principal responsavel pela poluicdo da agua. E fa-lo de diversas
formas: através dos esgotos domésticos, por derrame de substancias téxicas,

através de descargas de efluentes industriais ou do uso de pesticidas na agricultura.
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Embora a imagem do planeta Terra, visto do espaco, transmita a ideia que
existe muita quantidade de &gua distribuida pelos rios, lagos e mares, a verdade é
que apenas uma pequena parcela (cerca de 1%), pode ser considerada agua limpa
para uso quotidiano. Isto significa que o nosso planeta corre graves riscos de

estagnar o seu desenvolvimento.

Com a poluicdo e contaminagdo das 4guas, verificamos que varias espécies
podem estar em risco de morte. Além dos efeitos nefastos para as espécies
marinhas, esta contaminagao arrasta consigo graves consequéncias para o Homem.
A agua € um componente vital no sistema de sustentacdo da vida na Terra. Se esta

estiver poluida, poder& provocar doengas ou mesmo a morte (Fellenberg, 1980).

1.1.2. Poluicdo marinha

A poluicdo dos mares pode ser provocada por inUmeros factores e elementos
poluentes, mas grande parte da responsabilidade do aumento dos niveis de
compostos téxicos das aguas, principalmente nas zonas costeiras, deve-se ao
desenvolvimento industrial insustentavel. A sociedade est4d cada vez mais
industrializada, e o mar é visto como um “deposito” e meio natural de depuracéo,
através dos seus ciclos bioldgicos. Porém, esta capacidade regeneradora tem o0s

seus limites.

Os poluentes, quer de origem doméstica quer de origem industrial, podem
causar efeitos catastréficos para as comunidades costeiras, uma vez que podem
percorrer toda a cadeia tréfica marinha, desde o fitoplancton até aos moluscos e
peixes ingeridos pelo homem. A falta de controlo da descarga de efluentes
domésticos e industriais, nos meios marinhos, € a grande responsavel pelo
aparecimento de microrganismos nas zonas costeiras (Rubio et al., 1990). No
entanto, a poluicdo quimica das aguas do mar apresenta, geralmente, uma maior
importancia do que a poluicdo bioldgica. Detergentes e pesticidas sdo, todos os
dias, arrastados pelas aguas pluviais, tendo assim um efeito extremamente nocivo

sobre a fauna e a flora.

A poluicdo devido a hidrocarbonetos é uma das principais formas de poluicdo

marinha. Os grandes derrames provenientes de acidentes com navios, dao origem
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as chamadas “marés negras” e sao sempre muito mediaticos. Mas a verdade é que
todos os produtos petroliferos tém um efeito extremamente nefasto sobre a vida
marinha. A maior parte dos hidrocarbonetos espalhados nos mares e oceanos tém
origem na limpeza dos depdsitos dos grandes petroleiros, efectuadas em “alto mar”.
Estas acc¢des, condenaveis, contribuem para a destruicdo do ecossistema marinho:
o elevado teor de hidrocarbonetos dificulta a fotossintese e a oxigenagédo das aguas
e pode levar a intoxicacdo de muitos animais (Rubio et al., 1990).

1.1.3. Poluicdo por metais pesados

Os metais pesados sado utilizados no fabrico de varios utensilios com grande
utilidade no dia-a-dia, como por exemplo: canos, baterias e pilhas. No entanto, os

metais pesados podem ser um dos principais agentes téxicos (Cunha, 1987).

Os metais pesados sdo elementos quimicos, de natureza metalica, os quais
podem apresentar efeitos adversos a salde humana. A quantidade de metais
pesados introduzida na dgua com origem antropogénica, € muito maior do que a de
origem natural. E, ao contrario da maioria dos compostos organicos, 0s metais

pesados ndo sao hiodegradados permanecendo, indefinidamente, na natureza.

1.1.4. Principais fontes poluidoras por metais pesados

Os metais pesados integram os ciclos biogeoquimicos do planeta. A eroséo
€ um fendmeno natural que provoca a dissolucdo de diversos componentes da
natureza, promovendo a transmissao de metais aos solos, ao ar e a agua, correndo

0 risco destes serem incorporados na cadeia alimentar (Castro et al., 2005).

O acentuado desenvolvimento tecnoldgico, observado nas Ultimas décadas,
teve como consequéncia um aumento do bem bem-estar do homem; contudo, tem
arrastado, também, consigo um impacto negativo no meio ambiente,
comprometendo a sua qualidade de vida. A principal fonte de poluicdo das &guas,
por metais pesados, esta relacionada com as descargas de efluentes de origem
industrial como aqueles que séo originados das fébricas de extraccdo de metais,
das empresas de electrodeposicao ou producédo de energia (Tabela 1); além destas

fontes, os metais pesados podem ainda estar presentes em efluentes de industrias
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quimicas, como a responsavel de producdo de compostos organicos e outros

elementos inorganicos, industrias de couro, peles, téxtil, ferro e ago, lavandarias e
industrias petroliferas (ICHME, 1981).

Tabela 1. Exemplos de fontes poluidoras de metais pesados*.

. . . Possiveis
Industria Metais
Interferentes
Anides - Cr, As, Se,... Sulfatos, Fosfatos
Mineira

Galvanoplastias

Processamento de metais

Geragao de energia por carvao

Nuclear

Catides - Cu, Zn, Pb, Mn,...

Cr, Ni, Cd, Zn

Cu, Zn, Mn

Cu, Cd, Mn, Zn, ...

U, Th, Ra, Sr, Eu, Am, . .

Fe, Al

Fe, compostos surfactantes

Fe, Al, compostos
surfactantes

Fe, Al

Fe

* Adaptado de Volesky (2001).

1.1.5. Efeitos toxicos dos metais pesados

No passado, os efeitos toxicos dos metais eram considerados como eventos

de curto prazo, agudos e evidentes. E exemplo a diarreia sanguinolenta, provocada

pela ingestdo de mercdrio (Avila Campos, 2008). Actualmente, observam-se efeitos

a médio e longo prazo, o que torna dificil a distingdo do seu efeito com a provocada

por outros agentes toxicos.

A presenca de metais afecta praticamente todas as formas de vida,

dependendo da concentracdo e da forma quimica (por exemplo, estado de

oxidag&o) em que se encontram. Alguns metais sdo essenciais ao crescimento dos

seres vivos, actuando como co-factores enzimaticos e/ou estabilizando estruturas
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celulares; no entanto, estes mesmos metais, acima de determinada concentracao

exercem efeitos téxicos.

De acordo com Avila-Campos (2008), os metais podem ser classificados em:
e Elementos essenciais: sodio, potassio, célcio, ferro, zinco, cobre,

niquel e magnésio;

e FElementos micro-contaminantes ambientais: arsénio, chumbo,

cadmio, mercurio, aluminio, titdnio, estanho e tungsténio;

e Elementos essenciais e simultaneamente micro-contaminantes:

crémio, zinco, ferro, cobalto, manganés e niquel.

As pessoas mais idosas, assim como as criancas, parecem ser mais
susceptiveis ao efeito téxico dos metais pesados, pelo facto de apresentarem um
indice de absorgéao gastrointestinal mais elevado.

1.1.6. Caracteristicas gerais de alguns metais pesados
COBRE

O cobre é um dos metais encontrados na superficie terrestre, muitas vezes
associado ao ferro, carbono e oxigénio. E um elemento quimico essencial aos
processos fisiol6gicos e bioquimicos, uma vez que faz parte de diversas enzimas,
participa no metabolismo celular e, nos animais, participa no transporte de ferro.
Contudo, quando em elevadas concentrac6es e por periodos prolongados de
exposicao, o cobre apresenta efeitos toxicos, podendo causar a morte dos seres
vivos (Oliveira, 2003).

2+ +
As formas toxicas de cobre incluem CuCO,, Cu,(OH,) , CuOH ; contudo, a

2+
espécie quimica Cu é considerada a forma mais toxica. O cobre € um dos metais

mais téxicos para 0s peixes, sendo responsavel por uma rapida perda de
electrolitos. O cobre, assim como outros metais pesados, é transportado, no sangue
dos animais, ligado a proteinas. Os peixes quando expostos por longos periodos a
concentracdes toxicas de cobre, apresentam varios distarbios como sejam:

problemas de crescimento, anormalidades corporais, aumento no tamanho dos
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ovos, aumento na mortalidade de embrides, alteracdes histopatolégicas nas
branquias e figado e peroxidacao dos lipidos (Oliveira, 2003).

O cobre é considerado um nutriente essencial para a sobrevivéncia das
bactérias e fungos do solo, podendo tornar-se téxico quando a concentracdo for
superior a 750 mg/g (Santos, 2006).

NIQUEL

O niquel € um elemento quimico, metalico, que se encontra na Natureza sob
a forma se sulfuretos. As suas propriedades de resisténcia, principalmente a
oxidagdo e aos compostos de hidroxido alcalinos, tornam este metal fundamental
na combinagdo com outros metais para formar misturas chamadas ligas. Os
elementos que, geralmente, entram na constituicdo de ligas metalicas, com o niquel,
sdo o cobre, o ferro, o cromio e o0 zinco. Estas ligas possuem uma enorme
capacidade de suportar certos fendmenos naturais como corrosao ou temperatura
elevada tornando-as assim pecas fundamentais na producdo de moedas e joias,
bem como na producgdo de valvulas e permutadores de calor. Muitos compostos
originados do niquel sdo usados no processo de niquelagem, na industria ceramica,

na producao de baterias e como catalisadores quimicos (ATSDR, 1996).

As referéncias sobre a toxicidade do niquel sdo um pouco escassas, no
entanto, é possivel que muitas pessoas desenvolvam dermatites devido ao contacto
da pele com niquel. Alguns compostos de niquel sdo carcinogénicos para os seres
humanos. O Niquel, sob a forma de complexo, é téxico a baixos valores de pH. A
concentracdo de 1 mg/L de niquel é o suficiente para ter um teor tdxico

consideravel em qualquer tipo de organismo de agua doce (ATSDR, 1996).
ZINCO

O zinco € um elemento presente na crosta terrestre. A maior parte do zinco
encontra-se na natureza sob a forma de sulfureto de zinco. Na forma elementar, é
um metal branco-azulado, brilhante, podendo ser encontrado na atmosfera, no solo,

na agua, e nos alimentos (ATSDR, 2006).

O zinco é usado em industrias de galvanizacdo, no revestimento de ferro e

outros metais, para impedir a corrosdo. E também usado para formar ligas como o



EFEITO TOXICO DE METAIS PESADOS NA ALGA PSEUDOKIRCHNERIELLA SUBCAPITATA

latdo e bronze. Os compostos de zinco séo ainda usados na industria de tintas e
ceramica (ATSDR, 2006).

Tal como o ferro, o cobre e o niquel, o zinco é um elemento mineral
necessario em pequenas quantidades. Nos seres humanos exerce um efeito
benéfico sobre a actividade da insulina. A deficiéncia do zinco nos seres vivos pode
provocar atraso de crescimento, atraso na cicatrizagdo de feridas, doencgas renais
cronicas e outros sintomas (Oliveira, 2007). Contudo, em concentracdes elevadas,
0 zinco é toxico para os seres vivos. O zinco esti presente na agua potavel. A
ingestdo de 4gua ou outras bebidas, caso sejam armazenados em recipientes deste
metal, podem conter altos niveis de zinco (ATSDR, 2006). Os padrfes, para aguas
de abastecimento publico, indicam o valor de 5 mg/l como valor maximo. Acima
deste limite, o zinco confere a agua um sabor desagradavel, tornando-se imprépria

para o consumo humano (https://sites.google.com/site/omarquenosrodeia/poluio).

CADMIO

O cadmio é muito importante a nivel industrial, sendo particularmente usado
na industria de galvanoplastia. Surge na natureza quase sempre associado ao
zinco, cobre ou chumbo e pode ser dissolvido por solu¢des acidas ou por nitrato de
amonio (Lobo, 2011).

A agricultura constitui uma das fontes de poluicdo por cadmio, através da
utilizacdo de fertilizantes ricos em fosfatos. A absorcdo de cadmio pelas plantas é

tanto maior quanto menor for o pH do solo (Lobo, 2011).

Na agua, a concentracdo do cadmio é inversamente proporcional ao pH e a
concentracdo de matéria organica, ocorrendo no estado de oxidacdo +2. Por esta
razdo, o cadmio ndo é afectado pelo potencial de oxidagcdo-reducédo da agua. O
cadmio é mais téxico na forma i6nica, sendo esta a forma dominante em ambientes

aquéticos de baixa salinidade (Pietrobeli, 2007).

A remocdo do cadmio pelos sedimentos pode realizar-se através de
fendmenos de precipitagdo e adsorcdo. Estes realizam-se na superficie de
componentes minerais, oxidos, hidroxidos de metais ou de matéria organica. Os

acidos humicos sao os principais componentes responsaveis pela adsor¢éo, a qual
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aumenta com o aumento do valor de pH. A complexa¢do do cadmio com cloretos

aumenta com a salinidade. Em ambientes marinhos o Cd existe essencialmente

sob a forma de cloro-complexos ([CdCI] , [CdCL}], [CdC|3-]) (Sanches, 2008).

A bioacumulacdo do cadmio, pode ser realizada tanto pelos organismos
aguaticos como pelos terrestres. A absorcdo deste metal aumenta nos periodos de
alguma deficiéncia de outros metais como o ferro, e com o aumento de gorduras. A
concentracdo deste metal em animais que se alimentam em ecossistemas poluidos
por cadmio, correm o riso de acumular quantidades tais que se tornam perigosas
para aqueles que se encontam no patamar seguinte da cadeia alimentar,

normalmente, o Homem (Oliveira, 2007).

1.1.7. Remocdao de metais pesados das aguas

A poluicdo através de metais pesados é um grave problema da sociedade
actual. Estudos na area ambiental tentam consciencializar a sociedade para o facto
de 1 % do lixo urbano, constituido por residuo sélidos, conter elementos téxicos.
Estes residuos tém origem em lampadas fluorescentes, termémetros, latas de
insecticidas, pilhas, baterias, tintas, entre outros produtos, existindo uma profunda
ignorancia, na maior parte da populacéo, sobre a presenca de substancias toxicas

nesses residuos (Tendrio e Espinosa, 2008).

O processo mais eficaz de remocao de metais pesados, € a permuta ionica.
Esta tecnologia baseia-se na troca de ibes de uma resina com outros ifes
existentes numa determinada solucdo, neste caso na agua. Em funcéo dos ides
qgue se pretendem permutar, as resinas designam-se resinas catidnicas ou resinas
anionicas. A introducdo destas resinas, permite assim remover grande parte dos
metais presentes na agua, viabilizando a utilizacdo desta para actividade industrial
(Angerer e Schaller, 1988). No entanto, o avanco tecnolégico na area de
tratamentos de 4gua aponta para a possibilidade de se utilizar processos de
osmose inversa para a remocao de metais pesados das aguas, o qual pode ser

usado como o ponto final do tratamento (Ferreira et al., 2007).

Para alem da troca ionica e da osmose inversa, tém sido utilizadas outras

técnicas para o tratamento de efluentes industriais contendo metais pesados, como

10
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seja: precipitacao alcalina, adsor¢édo a carvao activado ou técnicas electroquimicas.
Contudo, estas técnicas fisico-quimicas, convencionais, podem n&o ser
completamente eficientes (caso da precipitacao e das técnicas electroquimicas), ou
apresentam custos elevados (tecnologias de membrana e resinas de troca iénica),
guando aplicadas a largos volumes de aguas residuais contendo baixas
concentracdes (1-100 mg/L) de metais pesados. As desvantagens apresentadas
pelas técnicas acima referidas tém levado ao desenvolvimento de processos
alternativos, utilizando varios tipos de materiais biolégicos (algas, bactérias, fungos,
filamentosas e leveduras) no tratamento de efluentes industriais contendo metais
pesados (Volesky, 2001, 2003; Soares et al., 2011).

1.2. As Algas na Avaliacdo da Toxicidade

1.2.1. Ecotoxicologia

Os efeitos téxicos dos metais pesados podem manifestar-se em trés
momentos: durante a exposi¢cdo a fonte de metais, no final dessa exposi¢édo, ou
podem ainda manifestar-se ap6s um determinado tempo de exposicdo. Estes

momentos sdo determinados pelas caracteristicas dos diferentes metais em causa.

A monitorizagdo ambiental e biol6gica deste tipo de poluicdo é auxiliada por
muitas areas da ciéncia, entre elas a ecotoxicologia, a qual foi definida, como “o
ramo da Toxicologia que estuda os efeitos toxicos das substéancias, naturais e
artificiais, sobre os organismos vivos, animais ou vegetais, aquaticos ou terrestres,
que constituem a biosfera” (Blaise e Vasseur, 2005). A ecotoxicologia permite
estudar tanto a accao dos agentes toxicos no meio ambiente, como a interferéncia

destes com os ecossistemas envolventes (Connell et al., 1999).

Os testes ecotoxicoldgicos tém vindo a ser reconhecidos como uma das
formas mais eficazes na avaliagdo do impacte ambiental de substancias quimicas
(Timbrel, 1995). Permitem efectuar uma analise de risco, identificando os efeitos
adversos, em resultado da exposi¢do do ecossistema a um ou a mais factores de
stress ambiental. Para isso, sdo utilizados bio-indicadores, isto €, organismos que
reagem a alteragbes ambientais, que sdo passiveis de serem observadas,

avaliadas e medidas. Nestes testes podem ser utilizados organismos aquéticos ou

11
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terrestres, tendo sempre como meta o efeito nefasto que as substancias quimicas

podem trazer ao ser humano (Massaro, 2011).

Varios estudos mostraram que as algas possuem uma sensibilidade mais
elevada, relativamente aos invertebrados e aos peixes, para Varios tipos de
efluentes toxicos, combustiveis, tintas, herbicidas ou detergentes (Geis et al., 2000).

1.2.2. Ensaios de toxicidade cronica e aguda

A acc¢do toxica de um metal pesado sobre um dado ser vivo é funcao da
concentracdo do metal e da duracdo da exposicdo ao mesmo (Rand e Petrocelli,
1985).

Nos diferentes estudos toxicoldgicos, os toxicos podem apresentar efeitos
agudos ou crénicos. Os efeitos agudos provocam nos organismos respostas
rapidas e bruscas, quando expostos a uma determinada concentracéo de metal. Os
efeitos crénicos provocam efeitos mais lentos que sé se verificam ao longo do
tempo através de alteracdes na reproducdo, no crescimento ou no comportamento
dos seres Vvivos. Estes efeitos s8o determinados através dos testes
ecotoxicologicos, 0s quais permitem expor um determinado organismo, ou uma
comunidade de organismos, a um agente téxico, por um intervalo de tempo pré-
definido. Normalmente, nos testes de toxicidade aguda, 0s organismos-teste sdo
expostos a diferentes substancias toxicas por periodos de tempo que variam entre
24 e 96 horas, permitindo determinar a concentracao do toxico que, por exemplo,

promove a morte de 50 % da populagéo (DLsy) (Massaro, 2006).

Os testes de toxicidade crénica favorecem a avaliacdo dos efeitos de uma
determinada substancia téxica, durante uma exposicao mais prolongada, incluindo,
por vezes, varios ciclos de vida do organismo em estudo. Os efeitos que podem ser
analisados nestes testes abrangem mudancas no desenvolvimento, no crescimento,

na fisiologia ou no préprio metabolismo (Rand e Petrocelli, 1985).

A monitorizacdo dos ecossistemas aquaticos, o planeamento de politicas
ambientais e o controlo das emissdes de efluentes industriais s6 é possivel gracas

ao uso dos testes ecotoxicologicos.

12
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Na realizagdo de testes ecotoxicologicos, um factor importante é a escolha
do organismo-teste. A espécie em causa serd indicador do efeito toxico, e a
resposta da mesma serd usada para representar o nivel tréfico do ecossistema.
Normalmente sdo usadas algas, bactérias, peixes ou invertebrados, pelo simples
facto de serem mais sensiveis os efeitos toxicos dos metais pesados. A selecgcéo
destes organismos tem em conta diversos critérios como a sensibilidade, o ciclo de
vida, a facilidade de manutencdo num laboratério, a biologia e ecologia do mesmo
(Elder, 1989).

No caso dos produtores primarios (1° nivel trofico), sdo usadas,
habitualmente, as algas verdes unicelulares (Pseudokirchneriella subcapitata e
Chlorella vulgaris). Como representante dos consumidores primarios (2° nivel
tréfico), utilizam-se invertebrados como é o caso da Daphnia magna e Daphnia
pulex. Como consumidores terciarios (4° nivel tréfico) sdo usados peixes das
espécies Poecilia reticulata (conhecido como guppy) ou Cyprinus rerio (peixe zebra)

(Scragg, 2005).

1.2.3. As algas

As algas sdo seres eucaribticos, unicelulares ou
pluricelulares, apresentando algumas semelhancas com
as plantas superiores. Exemplos dessas similaridades é

a presenca de pigmentos fotossintéticos (Figura 1), que

tem a capacidade de transformar energia solar em
Figura 1  Microalgas

biomassa, de produzir oxigénio e ter uma fungéo activa utilizadas em ensaios

no ciclo de nutrientes, servindo de alimento para os

restantes organismos.

As algas podem ser mdveis ou iméveis, e o tamanho das algas pode variar,
uma vez que, existem algas microscopias com apenas alguns microns de diametro,

enquanto que algumas podem apresentar mais de um metro de cumprimento.

As algas podem ser encontradas em praticamente todas as condicoes
ambientais da Terra, desde solos férteis a desertos. Porém, sdo os meios aquéticos,

guer de agua salgada quer de 4gua doce onde se encontra maior prevaléncia
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destes organismos. Nestes meios, as algas desempenham um papel central, uma
vez que constituem a base da cadeia alimentar, na qual funcionam como
produtores primarios, produzindo matéria organica e diéxido de carbono, além de
servirem como fonte de oxigénio necessérios para 0 metabolismo dos

consumidores (Lee, 1989).

1.2.4. A alga Pseudokirchneriella subcapitata

A alga Pseudokirchneriella subcapitata (anteriormente designada de
Selenastrum capricornutum ou mais recentemente como Raphidocelis subcapitata)
pertence & Classe das Cloroficeas, uma das classes de algas verdes. Esta alga

ocorre em ambientes oligotréficos e eutréficos (Blaise e Vasseur, 2005).

A alga P. subcapitata encontra-se geralmente em aguas doces, é uma alga
verde unicelular, com um Unico cloroplasto longo e de cor verde brilhante. Esta cor
brilhante deve-se essencialmente & presenca de clorofila. A alga P. subcapitata
reproduz-se assexuadamente através de auto-esporos. Outras caracteristicas que
tornam a alga um organismo-teste ideal, séo o seu ciclo de vida curto e a facilidade

de crescer em condi¢des laboratoriais (Cerejeira et al., 2005).

O cultivo desta alga exige certas condicdes ambientais de luz, oxigénio,
temperatura e disponibilidade de nutrientes. Meios pobres em oxigénio, e a
auséncia de luz, limitam o desenvolvimento desta alga. A alga P. subcapitata é
capaz de viver em meios pobres em nutrientes. O fésforo e o azoto sdo os
principais factores limitantes do seu crescimento. A temperatura 6ptima para o

desenvolvimento desta alga é de 24 °C (Cerejeira et al., 2005).

14
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Capitulo 2. Materiais e métodos

2.1. Microrganismo, meio de cultura e condi¢des culturais

Foi utilizada a alga Pseudokirchneriella subcapitata (estirpe 278/4). A estirpe

foi originalmente obtida da Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP), Reino

Unido. A alga foi mantida a 4 °C, no escuro, no meio de cultura para algas (OECD
1984), descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Composicéo do meio de cultura para algas.

Concentracéo Concentracéo
Solugdes Stock Composto da Solucéo final na Solugéo
Stock fina
NH,CI 1,59/l 15 mg/l
MgCl,.6H,0O 1,2 g/l 12 mg/l
Solugdo stock 1 CaCl,.2H,0 1,8 g/l 18 mg/l
MgS0O,.7H,0 1,549/ 15 mg/l
KH,PO, 0,16 g/l 1,6 mg/l
FeCl;.6H20 80 mg/I 0,08 mg/I
Solugdo stock 2
Na,EDTA.2H,0 100 mg/| 0,1 mg/l
Hs;BO; 185 mg/l 0,185 mg/I
MnCl,.4H,0 415 mg/ 0,415 mg/I
ZnCl, 3 mgl/l 3 x 107 mg/l
Solucgédo stock 3
CoCl,.6H,0 1,5 mg/l 1,5 x 10 mg/l
CuCl,.2H,0 0,01 mg/l 10 mgl/l
Na,Mo0,.2H,0 7 mgl/l 7 x 10° mg/l
Solugdo stock 4 NaHCO; 50 g/l 50 mg/l
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Na preparagcédo do meio de cultura foram utilizadas 4 solucdes stock (Tabela
2). As solugdes stock 1,2 e 3 foram esterilizadas por autoclavagem, enquanto a
solucdo stock 4 foi esterilizada por filtracdo por membrana de 0,45 um de

porosidade. As solugdes stock foram armazenadas a 4 °C, no escuro.

O meio de cultura foi preparado num baldo volumétrico de 1 litro,
adicionando 10.0 ml da solucdo stock 1, e 1.0 ml das solucdes stock 2, 3 e 4,
completando o volume com agua desionizada. Apés o controlo do pH (7,5 £ 0,1), 0
meio de cultura foi esterilizado por filtracdo e transferido para um frasco de vidro

estéril.

A pré-cultura de P. subcapitata foi preparada inoculando 100 ml de meio de
cultura, em frascos Erlenmeyer de 250 ml de capacidade, com uma concentragédo
inicial de ~ 5 x 10* células/ml. As algas foram incubadas durante 3-4 dias, a 25 °C,

com uma agitacgéo continua de 100 rpm e uma iluminag&o constante de 3500 lux.

As culturas foram preparadas em 100 ou 400 ml de meio de cultura, em
frascos Erlenmeyer de 250 ml ou 1 litro de capacidade, respectivamente, com uma
concentracao inicial de ~ 5 x 10* células/ml, obtidas da pré-cultura com 3-4 dias; as

algas foram incubadas nas condicdes descritas acima para a pré-cultura.

A pureza da cultura foi verificada, semanalmente, por observacdo

microscopica de uma amostra.

Todo o material usado na preparacdo do meio de cultura e crescimento da
alga foi lavado com detergente sem fosfatos. Posteriormente, foi descontaminado,
colocando-se numa solucdo de HNO; a 10 % (v/v), durante uma noite. Apos

descontaminacao, foi lavado com agua desionizada e seco a 45 °C.

2.2. Preparacéo das suspensodes celulares

As células da alga P. subcapitata, apdés 3-4 dias de crescimento, foram
recolhidas por centrifugacéo (2500xg, 15 min). Em seguida as algas foram lavadas,
duas vezes, com 4gua desionizada; posteriormente ressuspendeu-se o sedimento

em agua desionizada, numa concentracdo de ~4 x 10° células/ml.
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2.3. Contacto das algas com os metais pesados

As algas, obtidas como descrito anteriormente, foram colocadas em 100 ou
400 ml de meio de cultura, em frascos Erlenmeyer de 250 ml ou 1 litro de
capacidade, respectivamente. As suspensdes celulares, numa concentragéo final
de 5 x 10* células/ml, foram expostas a diferentes concentra¢bes de CdCl, (150,
500 ou 700 nmol/l) ou de ZnCl, (300, 1800 ou 6000 nmol/l). Como controlo, as
algas forma inoculadas no meio de cultura sem adicdo de cadmio ou zinco. As
algas foram incubadas a 25 °C, com uma agitacdo continua de 100 rpm e uma

iluminag&o constante de 3500 lux.

2.4. Avaliacdo da concentracao celular

A avaliagcdo da concentracdo celular foi efectuada por espectrofotometria
(UNICAM HELIOS A) a 750 nm (U.S.-EPA 2002), ap6s uma adequada diluicdo da
amostra em agua desionizada, tendo sido previamente construida uma curva de
calibracdo (absorvancia versus numero de células/ml). Em alternativa, foi
determinada a concentracao de algas utilizando um contador automéatico de células
(TC10 Bio-Rad).

Na avaliagdo do crescimento celular, determinou-se a taxa especifica de
crescimento (u). Este pardmetro é determinado durante a fase de crescimento

exponencial (equacgéo 1).
Xi =X, el (equacéo 1)
Em que: p é a taxa especifica de crescimento (h™)

Xo € a densidade populacional inicial
X € a densidade populacional inicial ap6s t horas,

A aplicacdo de logaritmos naturais a ambos os membros da equacgéo:

LnX;=LnX; +pt (equacéo 2)

Isto e, B = LnX- LnX;
i (equagéo 3)
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A taxa especifica de crescimento () permite assim avaliar o aumento da

densidade populacional, por unidade de tempo (equacéo 3).

O tempo de duplicagédo (tq) de uma comunidade celular esta relacionado

com a taxa especifica de crescimento e pode ser calculada através das equacdes 4:

ty= Ln 2 (equacao 4)
H

O tempo de duplicacéo (tq) (também conhecido como tempo de geracao) € o

tempo necessario para que haja a duplicagdo da populagéo celular.

2.5. Avaliacdo da autofluorescéncia

A avaliacdo da autofluorescéncia da alga P. subcapitata foi efectuada por
andlise fluorimétrica usando um leitor de microplacas (PerkinElmer, VICTOR?).
Foram usadas placas de 96-pocos e um comprimento de onda de excitagdo de 485
nm e de emissdo de 680 nm. O valor da fluorescéncia (unidades relativas de
fluorescéncia - URF) foi corrigido subtraindo o valor da autofluorescéncia do meio

de cultura.

2.6. Avaliacdo da actividade metabolica

Antes e ap6s 1h, 3h e 6h de contacto com os metais, foram retiradas
amostras de 150 ml das culturas. As células foram recolhidas por centrifugacéo
(2500xg, 5 min). Em seguida as algas foram lavadas duas vezes com &gua
desionizada; posteriormente ressuspendeu-se o sedimento em meio de cultura,

numa concentracdo de ~1 x 10° células/ml.

A actividade metabdlica foi avaliada usando diacetato de fluoresceina - DAF
(Sigma-Aldrich). A alga (5x10° células/ml) foi incubada com 20 umol/l DAF, durante

40 minutos, a 25 °C, no escuro. A fluorescéncia foi medida num leitor de
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microplacas, usando um comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e de
emissdo de 535 nm. O valor da fluorescéncia foi corrigido subtraindo o valor da
autofluorescéncia do meio de cultura, das células e do DAF.

2.7. Observacao microscopica de P. subcapitata

As algas foram observadas usando um microscopio de fluorescéncia (Leica
DLMB), equipado com uma lampada de mercario HBO-100 e um conjunto de filtros
I3 (autofluorescéncia) e GFP (DAF) da Leica. As imagens foram adquiridas usando

uma camara Leica DC 300F e processadas utilizando o software Leica IM 50.

2.8. Reprodutibilidade dos resultados

Todas as experiéncias foram efectuadas em duplicado e repetidas, pelo
menos, duas vezes. A medi¢do da fluorescéncia foi efectuada em quadruplicado.
Os resultados estdo apresentados como a média + desvio padrao das medicoes

efectuadas.
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Capitulo 3. Resultados e discusséao

3.1. Efeito do Cd e Zn no crescimento celular

A Pseudokirchneriella subcapitata € um organismo-teste, de grande
importancia para os ensaios ecotoxicolégicos por se tratar de um produtor primario,
compondo a base da cadeia alimentar. E uma alga representativa de aguas doces
eutréficas e oligotréficas, tendo sido demonstrada a sua sensibilidade a diversos
compostos toéxicos, o que favorece o seu uso como indicador fidvel de fitotoxicidade
(Blaise and Vasseur 2005). Por esta razdo, a EPA (Environmental Protection
Agency) (U.S.-EPA 2002) e a OCDE (Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdmico) (OECD 1984) preconizam a utilizacdo desta alga na
avaliacdo de toxicidade.

Tal como podemos observar na figura 2, a P. subcapitata € uma alga verde,
unicelular, apresenta uma estrutura em forma de “C” e ndo tém tendéncia para se
agregar. E uma alga imével e ndo apresenta polimorfismo, isto &, retém a mesma

forma ao longo do ciclo celular.

Figura 2. Fotografia de microscopia de contraste de fase da alga P. subcapitata.
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Os metais pesados tém grande utilidade pratica na nossa vida. Sdo usados,
por exemplo, no fabrico de utensilios, canos, baterias e pilhas. Contudo, constituem

um dos principais agentes toxicos conhecidos pelos seres humanos.

O impacto dos metais pesados em ambientes aquaticos € vulgarmente
determinado através de testes de toxicidade utilizando invertebrados ou peixes. No
entanto, tem-se verificado um interesse crescente na aplicacdo de microrganismos
na realizacdo de testes toxicoldgicos, devido a rapidez e simplicidade com que os

testes podem ser executados e, ainda, devido ao seu baixo custo (Bitton 2005).

O presente trabalho teve como objectivo avaliar o impacto do Cd e Zn na
alga P. subcapitata. Estes metais foram seleccionados uma vez que séo poluentes
vulgarmente encontrados em efluentes domésticos e, particularmente, em efluentes

industriais, como € o caso das industrias de electrodeposicao.

O estudo teve inicio avaliando-se o efeito de trés concentragdes de Cd e Zn
no crescimento da alga P. subcapitata. Para tal, a alga, em fase exponencial de
crescimento, foi inoculada no meio de cultura, numa concentragéo final de 5 x 10*
células/ml. Esta concentracéo celular € um pouco superior a utilizada nos ensaios
de toxicidade crénica (1 x 10 células/ml), envolvendo esta alga, de acordo com a
EPA (U.S.-EPA 2002) ou com a OCDE (OECD 1984).

Na auséncia de metais, a alga P. subcapitata cresceu exponencialmente
durante cerca de 3 dias, com um tempo de duplicacdo de ~12 h. A presenca de
uma baixa concentracdo de Cd (150 nmol/l, o que corresponde a 17 ppb) néo
provocou qualquer efeito sobre o crescimento da alga, até 96 h (Figura 3). Para
esta concentracdo de metal, o nUmero de células ao fim de 72 h foi idéntico ao do
controlo (na auséncia de metal) (Figura 4), uma vez que a alga cresceu com
idéntico tempo de duplicacdo (figura 5). O aumento da concentracdo de Cd para
500 nmol/l (56 ppb), provocou uma reducdo de taxa de crescimento da alga e
consequentemente um aumento do tempo de duplicagcdo para ~16 h (figura 5),
verificando-se uma inibicdo 63 % do crescimento, ao fim de 72 h (figura 4). A
presenca de 700 nmol/l de Cd (79 ppb) teve como consequéncia uma profunda
reducdo do crescimento (83 %), ao fim de 72 h (Figuras 3 e 4), e um aumento do

tempo de duplicacdo para cerca de 20 h (Figura 5).
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Figura 4. Inibicao do crescimento da alga P. subcapitata devido a presenca de Cd.
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Figura 6. Evolugéo do crescimento da alga P. subcapitata na presenca de

diferentes concentragdes de Zn. A alga em fase exponencial de crescimento foi

P. subcapitata.

4
)

£

~

[{e]

S 3
X

)]

<

E

‘O

° 2
o

o)

[

(D)

£

wn

e

S

o —M
0 24 48 72 96
Tempo (h)

inoculada em meio de cultura contendo as seguintes concentragdes de Zn: (m) 300,

(A

Nuno Brito

) 1800 ou (0) 6000 nmol/l. Células na auséncia de Zn (e) — controlo.

28



EFEITO TOXICO DE METAIS PESADOS NA ALGA PSEUDOKIRCHNERIELLA SUBCAPITATA

100

@]

£, W

EQ

gg o0

O E

g 40

@© S

£ 20

S

0 1 1 1 1 1 1
0 2000 4000 6000

[Zn] nmoll/l

Figura 7 . Inibicdo do crescimento da alga P. subcapitata devido a presenca de Zn.

22 r

20

Td (h)

10 ' ' ' '
0 1000 2000

[Zn] nmol/l

Figura 8 . Efeito da presenca de Zn no tempo de duplicacdo (Td) da alga

P. subcapitata.

29

Nuno Brito



EFEITO TOXICO DE METAIS PESADOS NA ALGA PSEUDOKIRCHNERIELLA SUBCAPITATA

A adicdo de 300 nmol de Zn (20 ppb) ao meio de cultura ndo provocou um
efeito significativo sobre o crescimento da alga, até 96 h (figura 6). Com esta
concentracdo de metal, o numero de células ao fim de 72 h sofreu uma pequena
variacdo em relacdo ao do controlo (figura 7), mantendo-se similar o tempo de

duplicagcédo na presenca ou auséncia de metal (figura 8).

A adicdo de 1800 nmol/l de Zn (120 ppb), ao meio de cultura, teve como
efeito uma reducédo de cerca de 50 % do crescimento (figuras 6 e 7) e um aumento
do tempo de duplicacdo para cerca de 17 h (figura 8). A presenca de 6000 nmol/l de
Zn (392 ppb) inibiu, drasticamente, o crescimento da alga (figura 6). Para esta
concentracdo de metal, observou-se uma redugéo do crescimento superior a 97 %,
ao fim de 72 h (figura 8).
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3.2. Efeito do Cd e Zn na autofluorescéncia

A alga P. subcapitata quando exposta a um comprimento de onda de 485nm
emite fluorescéncia (autofluorescéncia) (figura 9) a 680 nm. A autofluorescéncia
deve-se a presenca de pigmentos fotossintéticos (clorofila a). A clorofila a, presente
nos cloroplastos, confere cor verde a alga. Os pigmentos fotossintéticos encontram-
se organizados em complexos, designados de fotossistema | e fotossistema Il, os
quais tém como funcao transferir os electrées da agua para o NADP* (Bitton 2005).
A fluorescéncia devido a clorofila a depende do conteldo do pigmento e da

actividade fotoquimica do fotossistema Il (Franklin et al., 2001b).

Figura 9 . Autofluorescéncia da alga da alga P. subcapitata. Fotografia de
microscopia de fluorescéncia (a); fluorescéncia e contraste de fase em

simultaneo (b).
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Figura 10 . Evolucéo da autofluorescéncia da alga P. subcapitata durante o
crescimento na presenca de diferentes concentracdes de Cd. A alga em fase
exponencial de crescimento foi inoculada em meio de cultura contendo (m) 150, (A)
500 ou (¢) 700 nmol/l de Cd. Células na auséncia de Cd (e) — controlo.

Muitos metais produzem alteracBes estruturais e impedem a fotossintese.
Encontra-se descrito na literatura que o fotossistema Il €, provavelmente, o “alvo”
mais sensivel da accdo de metais como € o caso do Cd e Hg na cianobactéria
Anabena flos-aquae (Singh et al. 1993) e do zinco na cianobactéria Synechocystis
aquatilis f. aquatilis (Chaloub et al. 2005).

No presente trabalho foi estudado o efeito de diferentes concentragfes de
Cd e Zn na autofluorescéncia da alga P. subcapitata. Para tal, a alga foi inoculada
em meio de cultura e exposta a diferentes concentragcdes de Cd, como descrito na
seccdo 3.1. Posteriormente, em diferentes intervalos de tempo foram retiradas as
amostras e analisada a autofluorescéncia da cultura, usando-se um comprimento

de onda de excitagdo de 485 nm e de emisséao de 680 nm.

A inibicdo de autofluorescéncia das culturas expostas a diferentes
concentracdes de Cd segue um padrdo similar ao do crescimento (figuras 3 e 10).
Assim, para a mais baixa concentracdo de Cd testada (150 nmol/l), ndo se

observou uma alteracdo da autofluorescéncia da cultura, comparativamente ao
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controlo na auséncia de metais pesados (figuras 10 e 11). Tal como referido
anteriormente (seccdo 3.1), para esta concentracdo de Cd ndo ha alteragdo do
crescimento da alga (figuras 3, 4 e 5). Concentracdes crescentes de Cd

provocaram uma diminui¢ao da autofluorescéncia (figuras 10 e 11).
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Figura 11 . Efeito da presenca de Cd na autofluorescéncia da alga P. subcapitata.
Percentagem da autofluorescéncia, ao fim de 72 h (F), sobre a fluorescéncia no

controlo (F0), para o0 mesmo tempo.

Usando como referéncia a autofluorescéncia do controlo, ao fim de 72 h,
verificou-se uma perda da cerca de 40 % e 55% da fluorescéncia na presenca de
500 ou 700 nmol/l de Cd, respectivamente (figura 11). A autofluorescéncia devido a
clorofila a, detectada por um ensaio fluorimétrico, parece ser um indicador menos
sensivel que a inibicdo do crescimento, a ac¢do toxica do Cd, uma vez que para
700 nmol/l de Cd ocorre uma inibicdo de crescimento, ao fim de 72, superior a 80%

(figura 4).

Tal como no caso do Cd, a inibicdo de autofluorescéncia das culturas
expostas a diferentes concentracdes de Zn seguiu um padrdo similar ao do
crescimento (figuras 6 e 12). Tendo como referéncia a autofluorescéncia do

controlo, ao fim de 72 h, a presenca de 1800 nmol/l de Zn, provocou uma perda
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muito ligeira da fluorescéncia. Na presenca de 6000 nmol/l de Zn, observou-se uma
perda da autofluorescéncia da alga de 50% (figura 13).

Autofluorescéncia (URFx 103)

0 24 48 72 96
Tempo (h)
Figura 12. Evolucdo da autofluorescéncia da alga P. subcapitata durante o
crescimento na presencga de diferentes concentracdes de Zn. A alga em fase
exponencial de crescimento foi inoculada em meio de cultura contendo (m) 300, (A)

1800 ou (¢) 6000 nmol/l de Zn. Células na auséncia de Zn (e) — controlo.
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Figura 13 .Efeito da presenca de Zn na autofluorescéncia da alga P. subcapitata.
Percentagem da autofluorescéncia, ao fim de 72 h (F), sobre a fluorescéncia no

controlo (FQ), para o0 mesmo tempo.
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3.3. Efeito do Cd e Zn na actividade metabodlica

A inibicdo da actividade enzimatica (como € o caso da p-galactosidase e
das esterases) nos microrganismos tem vindo a ser utilizada como um indicador de
stress ambiental (Bitton, 2005).

Figura 14 . Avaliacdo da actividade metabdlica da alga P. subcapitata. As algas
foram incubadas na presenca de diacetato de fluoresceina, como descrito nos
materiais e métodos. Fotografia de microscopia de fluorescéncia de células
metabolicamente activas (a); células metabolicamente inactivas (c). Fotografias de

contraste de fase das mesmas células (b) e (d).

O efeito do Cd e Zn na actividade metabdlica da alga P. subcapitata foi
avaliado recorrendo a sonda diacetato de fluoresceina (DAF). O DAF ndo apresenta
fluorescéncia, atravessa livremente a membrana celular e difunde-se no citoplasma.
As células metabolicamente activas apresentam esterases as quais hidrolisam o
DAF, originando fluoresceina que, quando excitada num comprimento de onda
préximo de 490 nm emite fluorescéncia a ~513 nm (Haugland, 2005). Deste modo,

as células metabolicamente activas apresentam uma intensa fluorescéncia verde,
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enquanto que as células inactivas ndo apresentam fluorescéncia ou apresentam
uma baixa fluorescéncia (figura 14). Assim, a detec¢cdo da actividade esterasica
celular pode ser usada como um indicador da resposta da alga a presenca de
toxicos (Blaise et al. 2000).

Tal como na avaliagdo do impacto do Cd e Zn no crescimento celular e na
autofluorescéncia, a alga foi inoculada em meio de cultura numa concentragao final
de 5 x 10 células/ml e exposta a 700 nmol/l Cd ou a 6000 nmol/l de Zn, durante um
curto espaco de tempo (até 6h). Apds o contacto com o0s metais durante 1, 3 ou 6 h,
as células foram removidas do meio de cultura, lavadas e incubadas na presenca

de DAF e a fluorescéncia determinada num leitor de microplacas.

A exposicdo das células de P. subcapitata a 700 nmol/l de Cd, durante 1h,
provocou uma inibicdo de cerca de cerca de 52 % da actividade esterasica da
populacéo celular. Prolongando-se a exposi¢cdo até 6h, observou-se uma inibicao
da actividade esterasica de ~ 70 % (figura 15). O decréscimo de fluorescéncia
indica a perda de actividade enzimética devido & acc¢éo toxica do Cd nas células de
P. subcapitata.
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Figura 15. Efeito da presencga de Cd na actividade metabdlica da alga P.
subcapitata. As células em fase exponencial de crescimento foram expostas a 700
nmol/l Cd. Subsequentemente, as algas foram removidas do meio de cultura,
lavadas e incubadas na presenca de diacetato de fluoresceina, como descrito nos

materiais e métodos.
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Figura 16 . Efeito da presenca de Zn na actividade metabdlica da alga P.
subcapitata. As células em fase exponencial de crescimento foram expostas a 6000
nmol/l Zn. Subsequentemente, as algas foram removidas do meio de cultura,
lavadas e incubadas na presenca de diacetato de fluoresceina, como descrito nos

materiais e métodos.

No caso da exposicdo das células a P. subcapitata a 6000 nmol/l de Zn, a
perda da actividade esterasica foi mais lenta. Apds uma hora de contacto com o
metal ndo se observou perda da actividade metabdlica. Apés 3 e 6 h de contacto
com 6000 nmol/l Zn, observou-se uma perda de actividade metabdlica de ~30 e 56
%, respectivamente (figura 16).

A avaliacdo da toxicidade, através da determinacdo da inibicdo da
actividade esterasica, mostra que o Cd € mais toxico do que o Zn para as células P.
subcapitata. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos sobre o efeito do Cd
e Zn no crescimento da alga (secc¢éo 3.1).

A répida perda (no espaco de 6h) da actividade esterasica devido a
presenca de elevadas concentracdes de Cd e de Zn, sugere que a inibicdo da
actividade metabdlica constitui um indicador sensivel do efeito toxico de Cd e de Zn,
podendo ser util na avaliagcdo de toxicidade aguda produzida por estes metais.

Encontra-se descrito na literatura um efeito similar devido a presenca de Cu.
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Células de P. subcapitata, expostas a 175 ppb de Cu, durante 1h, perderam cerca
de 70 % da actividade esterasica, avaliada por citometria de fluxo (Franklin et al.
2001a).

De referir que os resultados apresentados, relativamente ao efeito dos metais
na actividade metabdlica, sdo preliminares. Por limitacdo de tempo, nao foi possivel
repetir convenientemente estes ensaios, nem alarga-los as concentra¢des usadas

na avaliacdo do impacto sobre o crescimento e autofluorescéncia da alga.
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AVALIAGAO DA TOXICIDADE DE METAIS PESADOS UTILIZANDO A ALGA PSEUDOKIRCHNERIELLA SUBCAPITATA

Capitulo 4 — Concluséao

No presente trabalho avaliou-se o impacto de diferentes concentracées de Cd

e Zn, no crescimento, na autofluorescéncia e na actividade metabdlica da alga P.

subcapitata. Dos resultados obtidos foi possivel obter varias conclusfes, as quais

se encontram abaixo sumariadas.

a)

b)

O Cd é mais toxico que o Zn para a alga P. subcapitata. O Cd, numa
concentracdo de 500 nmol/l, provoca uma inibicdo cerca de 63 % do
crescimento, ao fim de 72 h, enquanto que uma concentracdo de Zn 3,6
vezes superior (1800 nmol/l) provoca uma inibicdo de 50 % do
crescimento. Adicionalmente, o Cd provoca uma perda mais rapida da
actividade esterasica do que o Zn.

Nao ha vantagem em se utilizar a autofluorescéncia na avaliagdo da
toxicidade, uma vez que a perda da autofluorescéncia devido ao efeito
toxico do Cd e Zn segue um padrao similar & inibicdo do crescimento.

A avaliacdo da actividade esterasica da alga P. subcapitata podera
constituir um indicador sensivel na avaliacdo da toxicidade. Enquanto que
a avaliacdo do impacto toxico dos metais sobre o crescimento da
populacdo requer um tempo de 72 h, a perda da actividade esterasica

induzida por Cd e Zn ocorre num periodo de 6 h.

Os resultados obtidos com diacetato de fluoresceina, usando um leitor de

microplacas, sugerem que a perda da actividade esterasica da alga podera

constituir um indicador sensivel e mais precoce na avaliagdo da toxicidade.

Contudo, deverdo ser efectuados estudos mais completos no sentido de se

confirmara a sua utilidade na avaliacdo da toxicidade, usando a alga P.

subcapitata.
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Capitulo 5- Trabalho Futuro

Com o objectivo de complementar e aprofundar o trabalho desenvolvido na
presente dissertacdo sugere-se, como trabalho futuro, a avaliacdo do efeito de
150 e 500 nmol/l de Cd e de 300 e 1800 nmol/l de Zn na perda da actividade

metabdlica da alga P. subcapitata.
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