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INTRODUGAO

A lixiviagdo de metais e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos acarreta graves problemas nas dreas urbanas
industriais. A biodisponibilidade desses contaminantes é
dependente de sua interagdo com as matrizes inorgénica e
orgéanica de cada ambiente (Jalkanen et al., ., 2000).

¢

As bactérias interagem com os metais desde a sua superficie,
denominada parede celular. S&o os agentes primérios das
mudangas geoquimicas gragas a sua grande drea/volume,
distribuicao, alto potencial metabdlico (diversidade en-
zimética e nutricional), taxa de crescimento e possibili-
dades de adaptagdo. Ao mesmo tempo em que a su-
perficie bacteriana pode se ligar aos metais, ela também
sofre variacoes fisico - quimicas em fungdo da diversidade
de vias metabdlicas e suas respectivas taxas e a velocidade
do tempo de geracao bacteriana (Warren & Haack, 2001 &
Branda et al., ., 2005).

Os biofilmes sao estruturas bioldgicas produzidas por
bactérias, algas, fungos e micro fauna, em contato fisico
préximo, imersos em uma matriz de mucopolissacarideos
extracelular (Decho et al., , 2003). A existéncia bacteriana
estd intimamente ligada & formacao de biofilmes, que con-
centram trés vezes mais matéria organica que o sedimento e
a diferenca de afinidade dos metais entre estes dois compar-
timentos contribui para os processos de absorgao/dessor¢ao
(Schorer & Eisele, 1997).

Segundo Ledin, (2000), os microrganismos podem criar
vias alternativas de interagao com os metais como a trans-
formag&o por processos redox ou alquilagdo; acumulagao por
adsorcao passiva, independente do metabolismo, ou ativa,
dependente do metabolismo; produgao ou liberacao de
substéncias orgénicas/inorganicas, que podem mudar a mo-
bilidade dos metais; participacao na ciclagem do carbono,
em fungao da formacdo de complexos organicos/metal.

Os metais pesados de fontes naturais e antropogénicas sao
continuamente lancados nos ecossistemas aquaticos, cau-
sando grandes ameacas a esses ambientes devido a sua toxi-
cidade, longa persisténcia, bioacumulagao e biomagnificagao
na cadeia tréfica (Eisler, 1988), podendo atingir os niveis su-

periores da cadeia alimentar. Com isso, algumas espécies de
peixes sdo consideradas potenciais bioindicadores no moni-
toramento ambiental, pois sao altamente sensiveis ao cobre
(Mazon, 1997) sendo esses organismos também utilizados
na alimentagao.

Metais nao sao biodegradédveis e s6 podem ser transfor-
mados de um estado quimico para outro. A definicdo de
tolerancia aos metais estd ligada a habilidade intrinseca do
organismo e a resisténcia, a habilidade do organismo de
viver em presenca de metais, porque possui mecanismos de
detoxificagdo, produzidos como resposta direta a um deter-
minado metal. (Ledin, 2000).

A presencga de elevadas concentragdes de metal no solo pode
exercer pressao seletiva na comunidade bacteriana, aumen-
tando a tolerancia e espécies microbianas resistentes. O
melhor critério para estimar a toxidez do metal é o uso da
relagdo entre dose - resposta e a concentragao tolerada pela
comunidade bacteriana (Baath et al., ., 1998).

OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo verificar se o cobre pode se
tornar ndo biodisponivel ao se ligar preferencialmente aos
exopolimeros presentes nos biofilmes, nao alterando o ciclo
vital da biomassa bacteriana. Essa adaptagao sera estudada
através da quantificacdo da atividade das enzimas desidro-
genases em funcao do carbono bacteriano.

MATERIAL E METODOS

3.1 - Consércios de Bactérias e manutengdo dos meios de
cultura

Foram utilizados consércios bacterianos isolados de sedi-
mento de praia da Praia do Flamengo, Rio de Janeiro -
RJ.

Os meios de cultura com as bactérias isoladas da Praia do
Flamengo foram mantidos em erlenmeyers de 125mL con-
tendo 50mL de meio de cultura com 4gua do mar a 50%,
2g/L de amido.

Anais do IX Congresso de Ecologia do Brasil, 13 a 17 de Setembro de 2009, Sao Lourenco - MG 1



Todos os meios de cultura foram autoclavados a uma at-
mosfera por 15 minutos.

3.2 - Bioensaio

Solugdes de cobre (Cu'?) 51 ppm (valor médio encon-
trado no sedimento na Enseada de Jurujuba) (Baptista
Neto, 2004) foram utilizadas no bioensaio com os consércios
bacterianos. A concentracdao de 0,005 mg/L é o méximo
permitido para dguas salinas classificadas como classe 1
(CONAMA n.° 357 do ano de 2005).

Para a obtencao da concentragao de 51,0 mg/L de cobre, foi
utilizado o sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4.5H20).
O meio de cultura utilizado no bioensaio foi o mesmo usado
para o isolamento dos consorcios bacterianos do sedimento
da Praia do Flamengo/RJ, conforme descrito no item 2.1.
O bioensaio foi realizado em erlenmeyers de 125 mL con-
tendo 50 mL de meio de cultura. O controle recebeu so-
mente a inoculagao das bactérias e o tratamento, além das
bactérias, foi adicionado 501 da solugdo de Cu™? (51 ppm).
A solucdo de Cut? (51 ppm) foi adicionada 24 horas apés
a inoculacao das bactérias no meio de cultura.

As anadlises realizadas foram atividade das enzimas esterases
(EST), atividade do sistema transportador de elétrons
(ASTE) e de carbono orgénico bacteriano (COB) nos tem-
pos 0, 24, 48, 72 e 96 horas tanto no controle quanto no
tratamento.

3.3 - Quantificacdo da atividade das enzimas esterases
(EST)

A determinacdo das esterases foi realizada por espectro-
fotémetro Sptico, baseado em Stubberfield et al., . (1990).
O método é baseado na estimagao da fluoresceina produzida
em amostras (solo, dgua, etc.) tratadas com solugdo de di-
acetato de fluoresceina e incubadas a 24°C.

Esterases sao enzimas capazes de hidrolisar ligagoes ésteres
de proteinas, lipideos e carboidratos transformando em
moléculas de até 600 Da, para posteriormente serem me-
tabolizadas.

3.4 - Quantificagdo da atividade do sistema transportador
de elétrons (ASTE)

A determinacdo da ASTE foi realizada segundo Trevors
(1984) e Houri - Davignon & Relexans (1989). O método
é baseado na mudanga de coloragao do 2 - [(p - iodofenil)
- 3 - (p - nitrofenil) - 5 - fenil tetrazolium] como aceptor
artificial de elétrons, que é o INT. O produto da reagéo é o
INTF ( cloreto de iodonitrotetrazolium formazan).

As desidrogenases sao enzimas intracelulares e sua atividade
estd diretamente ligada a respiragdo e consequentemente
geragdo de ATP, estando diretamente relacionada com a
biomassa.

Vérios trabalhos tém demonstrado que as desidrogenases
sao utilizadas para avaliar a toxicidade dos hidrocarbonetos
de petroleo, pesticidas e metais na qualidade microbiolégica
dos solos (Baath, 1989, Kizilkaya et al., ., 2004, Mora et
al., ., 2005, Shen et al., ., 2005).

3.5 - Quantificagdo de biomassa bacteriana vidvel

Na numeragao de células foi utilizado microscépio de epiflu-
orescéncia (Zeiss, mod. Axiosp 1) (Kepner e Pratt, 1994)
com o cromoéforo laranja de acridina e a quantificagdo do
carbono bacteriano (g C.g~ ') foi realizada segundo Car-
lucci, et al., .(1986).

3.6 - Imagem com Microscopia eletronica de varredura am-
biental

Para obtencdo de imagens dos consoércios bacterianos, foi
utilizada a microscopia eletronica de varredura (MEV) am-
biental. Ele produz imagens de alta definicao através de
um feixe de elétrons e com uma pressdo préxima a ambi-
ental, suportada por organismos vivos nao sendo necessario
nenhum tipo de preparagao da amostra.

RESULTADOS

As bactérias do consércio marinho, crescidas em presenca
de cobre, concentracao de 51 mg/L, apresentaram maior
biomassa no bioensaio controle até T24 horas (0,13 g
C.cm ~3). A partir de T48 horas, a biomassa foi para 1,30 g
C.cm "3, em presenca de cobre. Em T96 horas, o bioensaio
controle e o experimento apresentaram biomassa de 1,03 e
0,62 g C.cm ~ 3, respectivamente.

A atividade das enzimas esterases apresentou valores iguais
para controle e tratamento em T24 horas de bioensaio (0,008
g O2/h/g). A adigdo de cobre as 24 horas, fez com que
a atividade enzimédtica decrescesse para (0,018 g O2/h/g),
passando a 0,026 g O2/h/g em T72 horas.

A atividade das enzimas desidrogenases no bioensaio cont-
role manteve estdvel até T72 horas (0,008 - 0,010 g O2/h/g.
A adigdo do cobre as 24 horas, provocou redugdo na ativi-
dade para 0,001 g O2/h/g até T72 horas. Entretanto, a
atividade aumentou no T96 horas (0,012 g O2/h/g).

Nas imagens obtidas através da microscopia eletronica de
varredura foi possivel a visualizagdo de bactérias nos sulcos
dos graos de areia da Praia do Flamengo, onde foi coletado
sedimento para a realizacao das culturas bacterianas. Jun-
tamente com as bactérias foi observado dleo e cristais de
sal.

CONCLUSAO

O consércio bacteriano, isolado da Praia do Flamengo, em
presenca de cobre dissolvido, concentragdo de 51mg/L, ap-
resentou crescimento da biomassa e da atividade das enzi-
mas que fazem a hidrélise da matéria organica (esterases)
bem como das responséveis pela sintese de energia (desidro-
genases). Esse fenémeno adaptativo estd indicando a re-
sisténcia bacteriana a concentracoes crescentes de metais,
mas também informa sobre a biodisponibilidade do cobre
para outros niveis tréficos, através da predacao da biomassa
bacteriana pelos nanoprotistas bacterivoros e mesoprotistas
zooplanctonicos.
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