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Embora seja um dos micro-nutrientes essenciais para
todos os organismos vivos, quando em altas concentra-
¢Oes o cobre pode ser extremamente toxico e letal. Devi-
do & alta sensibilidade a este metal apresentada por cer-
tos micro-organismos, o mesmo passou a ser usado roti-
neiramente, desde o inicio do século, como algicida prefe-
rido em ambientes aqudticos, tais como reservatorios
naturais de 4gua potdvel bem como em piscinas. No en-
tanto, embora extremamente eficaz, certos aspectos rela-
tivos ao uso deste metal como algicida eram desconheci-
dos e, em 1948, Prescott’ j4 apontava a discrepéancia
entre valores de concentragdo letal para Aphanizome-
non flos-aquae encontrados na literatura.

Quando em 1955 Fogg e Westlake? demonstraram
que uma espécie de alga verde-azulada (4. cylindrica) era
capaz de produzir material extra-celular com poder de
complexar alguns metais tais como ferro, cobre e zinco,
o estudo da toxidez gerada por metais recebeu novo enfo-
que e, conseqiientemente, novas questSes foram levanta-
das: (a) seriam os metais complexados toxicos para os
micro-organismos? (b) seria a concentragdo total do metal
o fator determinante da toxidez? (c) seria apenas a fragdo
idnica do metal responséavel pelos efeitos nocivos?

Tais questdes foram quase que totalmente esclarecidas
na década passada quando diversos pesquisadores mostra-
ram a relagdo direta existente entre toxidez e a fragdo i6-
nica de cobre presente no meio aquoso®s*. Trabalhos
subseqiientes®+® vieram ratificar que a concentragdo
total do metal nfo era o parametro a ser realgado quando
em se tratando de aspectos tdxicos, mas sim a diferencia-
¢do das formas do metal presentes, principalmente a fragdo
ionica (ou fon “livre™).

A DIFERENCIACAO DAS FORMAS METALICAS

A especiagdo quimica do cobre em ambientes aqudticos

2 .

é, ainda hoje, um procedimento analftico controvertido e,
sob muitos aspectos, bastante desconhecido. Como a con-
centracdo total do metal em sistemas naturais é geralmen-
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te da ordem de 107°M (ou menor), cuidados especiais
$80 necessdrios a fim de se minimizar contaminagGes duran-
te qualquer possivel pré-tratamento, bem como procurar
evitar que o equilibrio natural seja perturbado. Uma revisdo
detalhada de métodos analiticos e compara¢io de resul-
tados obtidos utilizando-se tais métodos foi recentemente
publicada’.

No ambiente aquético o cobre pode ocorrer em diferen- .
tes formas®, exemplificadas no Quadro I Como pode
ser visto, diferentes sistemas aquaticos irdo apresentar dife-
rentes “capacidade de complexa¢do”. Em outras palavras,
pardmetro este que ird fornecer dados a respeito da con-
centragdo total de ligantes disponiveis para complexar
qualquer incremento na fra¢do idnica do metal.

Tal “capacidade de complexa¢do™ ird depender do metal
em estudo bem como das caracteristicas fisico-quimicas
da amostra. O pH € a variivel de maior importincia na dis-
tribuicdo das formas do cobre no ambiente aquitico porque
ira controlar a hidrélise e a precipita¢do do hidroxido:

Cu? +2H,0 = Cu(OH), +2H"~> CuOJ +2H* +H,0 (a)
como também regular o equilibrio carbonato-bicarbonato:

HCO; =Cco5 + H' (b)
favorecendo assim a precipitagdo de compostos tais como
malaquita e azurita.

A co-precipitagdo do cobre com Oxidos metilicos, prin-
cipalmente MnO,, Fe,0; e SiO, pode, em alguns casos,
ser responsavel pela remogdo de mais de 90% de todo o
metal presente na amostra®.

A presenga de compostos organicos é outro aspecto de
extrema importincia na amenizagdo dos efeitos toxicos de
cobre em micro-organismos, devido i habilidade apresenta-
da pelos mesmos em complexar uma certa fragdo do metal.
Dentre os compostos que ocorrem naturaimente e podem
apresentar tal propriedade, destacam-se (a) material hiimico
proveniente da decomposi¢do animal e ou vegetal (geo-poli-
meros ricos em anéis arométicos e grupos —OH e —COOH),
(b) amino-acidos e polipeptideos oriundos principalmente
da contaminag¢do por esgoto sanitirio e (c) material extra-
celular tais como hidroxamatos (—CON(OH)-) e polipep-
tideos produzidos por micro-organismos.

BIO ENSAIO: MICRO-ORGANISMOS COMO
INDICADORES DE POLUICAO

O uso de micro-organismos como indicadores dos niveis
de poluigdo por metais pesados j4 vem sendo estudado ha
algum tempo. Davey e colaboradores'® determinaram a
capacidade de complexag¢do de cobre em diversas amostras
de 4gua do mar utilizando uma espécie de diatomécea. Guil-
lespie ¢ Vaccaro'', em semelhante experimento, medi
ram o consumo de glucose (1%C) em fungdo de diferentes
concentragdes de cobre em bactérias isoladas “in loco”.

Quando em condi¢bes muito bem controladas e defini-
das, tais bio-ensaios podem fornecer resultados precisos e
confiaveis. Nao obstante todos os cuidados que tal técnica



exige, o nimero de publica¢Ges neste campo cresceu mui-
to nos wltimos anos; infelizmente, a maior parte de tais
trabalhos carece de elementos necessirios para fazer com
que os resultados ohtidos possam, com seguranga, ser eX-
trapolados para outras condigBes que ndo as originais do
ensaio.

A fim de se esclarecer melhor tal ponto, suponhamos
o seguinte exemplo de teste de toxidez freqiientemente
encontrado na literatura:

Assunto: Toxidez de cobre em fitoplancton.

CondigGes experimentais: — iluminagdo continua
— cultura estitica (nutrientes
ndo renovaveis)
— meio de cultura ndo tampo-
nado

Decorréncias: Devido a atividade fotossintética, o pH do
meio de cultura ird aumentar concomitantemente com a
fase logaritmica do crescimento, atingindo um patamar na
fase estaciondria (grafico 1). Note que apods 3 dias o valor
do pH ja ultrapassou 10 tanto para a espécie de alga verde
como para a verde-azulada. (O mesmo grifico comprova
a eficacia do tampdo.) Vejamos, pois, quais as conseqiién-
cias que tal mudanga no pH ird acarretar na especiagio
do cobre presente no meio de cultura.

A figura 2 mostra a varia¢do da fra¢do sohivel de cobre
em fung¢do do pH no meio de cultura, enquanto que a
figura 3 mostra a variagdo na fragdo idnica (—log Cu®*) tam-
bém em fun¢do do pH. Se por um lado a fragdo solavel é
reduzida em mais de 80% quando o pH atinge valores de
8, 0 descréscimo na fragdo idnica ¢ de = 10° vezes quando
o pH varia de 6 a 10 no meio de cultura sem os ligantes
EDTA e citrato. Como era de se esperar, a varia¢gdo na
concentracdo dos fons cobre é menos acentuada quando
tais ligantes estdo presentes no meio de cultura na faixa
de pH 6-9.

Voltemos ao teste de toxidez. Suponha-se que o metal
seja inoculado ap6s a fase exponencial, ou mesmo no fim
da fase estacionaria. De acordo com as condi¢Ges pré-esta-
belecidas, o pH do meio estard proximo do seu valor maxi-
mo, isto é, em torno de 10. Se a concentragdo total de co-
bre escolhida para testar os efeitos toxicos for 5 x 1076 M,
de acordo com a figura 2 tal concentragdo ira corresponder
a uma concentraggo idnica de =10~ M! (Ndo computando
a perda do metal devido a adsorg¢@o nas paredes celulares).
Simplesmente uma diferenga de, no mfnimo 100.000 vezes.

Caso o metal seja inoculado na fase pré-exponencial,
entdo o resultado do ensaio seri dependente do tamanho
do indculo, ou melhor, da bio-massa originalmente presen-
te'3. Tal fato deve-se ao decréscimo da fragdo idnica
ocasionado pela adsor¢do do metal nas paredes celulares
dos micro-organismos em estudo.

Conclusio

Quando em ambientes naturais, micro-organismos po-
dem funcionar como indicadores da polui¢gdo oriunda da
contaminagdo por metais pesados. Entretanto devemos
ter em mente que as condi¢gBes impostas no laboratodrio

sdo, na maioria dos casos, muito diferentes das encon-
tradas na natureza ndo s6 no tocante as caracteristicas
fisico-quimicas do meio de cultura, mas principalmente
quanto 3 bio-massa utilizada em testes de toxidez. Outro
aspecto que merece especial aten¢do é a condigdo fisio-
logica inicial do organismo a ser testado, bem como a
habilidade do mesmo em se adaptar as novas condigOes im-
postas pelo ensaio. Temperatura, ciclo de iluminag¢do, mi-
cro-nutrientes disponiveis no meio de cultura sdo para-
metros que devem ser cuidadosamente controlados e
mencionados para melhor caracterizagdo do bio-ensaio.
Desta maneira, os resultados gerados por tais ensaios podem
ser comparados e reproduziveis.

A caracterizagdo do meio de cultura deve ser a meta
prioritiria do pesquisador engajado neste campo. O contro-
le do pH é sempre recomendével porque, além de colocar
o sistema mais proximo das condi¢des naturais ambientais,
inibe a grande variagdo na concentragdo dos fons cobre
causada pela mudanga de pH. Para tal o uso de tampGes
organicos tem se mostrado eficiente (Figura 1). No entan-
to deve-se computar que grande parte destes tampdes po-
de complexar uma certa fragdo do metal, gerando resulta-
dos irreais caso ndo se apliquem corre¢Ses adequadas.

QUADRO | — As diferentes formas de cobre no ambiente
aquatico.

2+
aq.

Cu

—— INORG.
ITRATOS, etc.

— SOLUVEL
1 ORG. = (Cu—AMINO~-ACIDOS),et:
— COLOIDAL
—__ INORG. ~>OXIDOS, etc.
— INSOLUVEL ORG. = (Cu—HUMATOS), etc.

ADSORVIDO EM SOLIDOS.
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Fig. 1 — Variagdo do pH em fungio do tempo. Condi-
¢Oes experimentais: lluminagdo continua, meio de cul-
tura Allen (12). (®) Alga verde-azulada em meio ndo
tamponado e (&) em meio com tampdo HEPES a 10 mM.
(©) Alga verde em meio ndo tamponado e (0) em meio
com tampao BICINA a 10 mM.
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Fig. 2 — Precipitacdo do cobre em meio de cultura
Allen em fun¢do do pH. Condig¢Ges experimentais:
(Cu) = 5 x 10® M; amostras equilibradas por 24 h.
e filtradas em papel Whatman GF/C. O filtrado foi
acidificado (HNO3; cc) e o cobre analisado usando
Absor¢do Atomica (forno de grafite).
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Fig. 3 — Variagdo da fragdo i6nica do cobre em fungdo
do pH. Condi¢cBes experimentais: (W) meio de cultura
Allen; (&) meio de cultura Allen sem EDTA e citrato
férrico. Cu?* determinado usando eletrodo especifico( 7
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