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RESUMO
Dentre os principais processos oriundos da atividade extrativista de
minério de carvdo, a producéo de Drenagem Acida de Minas (DAM) é
um dos principais fenbmenos responsaveis por grande parte da
degradacdo dos recursdsidricos e do solo.Além da elevada
concentracdo de metais e pH entre 2@sémbientecontaminados por
DAM sdao caracterizados como oligotrofigosornandese favoraveis
para o crescimento de um pequeno grupo de organismos adaptados a
locais extremasOrganismos presentes em locais contaminados por
DAM podem serdenominados acidéfilos ou acidolerantes por
exemplo, comunidades de algas O desenvolvimento dmsas
comunidades em ambientes contaminados por @A8&upotencial de
bioacumulacdo de metaisegados leva ao interesse no estudo da
aplicacéo de algas no processo de biorremedifgidre as espécies de
algas isoladas de aguas contaminadas por DAM na regido de Sideropdlis
(SC), foi identificada a microalga filamentosa do génghathrix. O
presete trabalhoavaliou a toler&ncia e o potencial de bioacumulagéo
relacionados a trés metais pesados por partéiatbrix sp LAFIC 010.
Foram realizados experimentos utilizandiferentes concentracée®
Zn, Mn e Ni (individualmente e em combina¢gbesd desempenho
fisiologico ch alga Também foi testado o potenciaé tlothrix sp.
LAFIC 010 para bioacumulacdo essesmetais quando mantidaem
efluente proveniente de local contaminado por DADE resultados
mostraram queasnente os cultivos submetidos as concentragdes acima
de0,27 mM de Zn apresentaram queda na taxa de crescimento e danos
aos processos fisioldgicos. PaMn e Ni ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos, mesmo com o0 aumento de 8 vezes
nas concentracdes destes metais no meio. Nos cultivos em que 0os metais
foram combinados, somente o0s tratamentos submetidos as
concentragcbfes mais altas de apresentaxm danos de crescimento,
independente da presenca dos demais mefdss ensaios de
combinacdes dos metais realizados neste trabalho, foi observado que
Mn e Ni, mesmo em altas concentracées, ndo diminuiram o efeito téxico
de Zn. Isso porque possivelments ians deZn podam apresentar maior
afinidadepelos sitios de ligacéo da alda que os ionde Mn e Ni. Nos
experimentos dos metais separados e em combinagdes foi observado
desarranjo dos cloroplastos nos tratamentos com altas concentracfes de
Zn. Tambémfoi indicado acumulo de Mn na parede celular e Ni no
vacuolo. Foi constatado crescimento d#othrix sp. LAFIC 010 em
percentual d&.89 por dia durante 14 dias de cultivo em DAMbaixa



remocdo de metais ZiMn e Ni atrelada abiomassa déJlothrix sp.

LAFIC 010 cultivada em DAM pode ter sidem virtude daalta
concentragdo de protons no meio, 0S quais supostamente competem
pelos mesmesitios de ligacao que os metais estudadhsgerese que a
distribuicdo desta alga em meio contaminado ndo é afetada pela
concentracdde Ni e Mn ao menos no pldvaliado Vale ressaltar que

as concentracdes dos metais usadas neste trabalho foram maiores do que
as encontradas em ambientes contaminados por DAM,etgsMo em
concentragBes elevadas, a algHothrix sp. LAFIC 010 exibiu
crescimentoConcluise quellothrix sp. LAFIC 010tolera ecresceem
condi¢cbes contoncentracdes de metais maiores do que as reportadas
até entdo parambientes contaminados por DAMEntretanto,ndo foi
possivel associar a remogao de metais pesados do ambiente a presencga
das algas, de modo que testes adicionais sdo necessarios para comprovar
o potencialde Ulothrix sp. LAFIC 010 para biorremediacao de efluente
contaminado por DAM.

Palavras-chave: Ulothrix sp, biorremediacao, zinco, mangarés,

niquel.



ABSTRACT

Among the main processes arising from the extractive activity of coal
ore, the production of AcitMine Drainage (AMD) is one of the main
phenomena responsible for much of the degradation of water and sail
resources. In addition to the high concentration of metalsaapH
between 2 and 4, environments contaminated by AMD are characterized
as oligotrophi¢c becoming favorable for the growth of a small group of
organisms adapted to extremendtions. Organisms present in sites
contaminated by AMD may be referred to as acidophilic or acid tolerant,
wherealgae communitieare a common exampl&@he developmenof
these communities in environments contaminated with AMD and their
potential forbioaccumulation of heavy metals |sat interest in the
study of algaeas anapplication in the bioremediation procegsnong

the species of algae isolatadth water cotaminated by AMD in the
region of Sideropolis (SCa filamentous microalgdrom the genus
Ulothrix wasidentified. The presergtudy evaluated the tolerance and
bioaccumulation potential related to three heavy metalsloghrix sp.
LAFIC 010. Experimentsvere performed using different concentrations
of Zn, Mn and Ni (individually and in combination) on the physiological
performance of the alga&he potential ofUlothrix sp. LAFIC 010 to
bioaccumulag these metals when maintained in effluent from a
contaminated site by AMDRvas also evaluatedrhe resultsindicated

that only the culturesubjectedto concentrations above 0.27 mM Zn
showed a decrease in growth rate and damage to physiological
processed-or Mn and Ni, there were no significant differences between
the treatments, even with thef@d increase in the concentrations of
these metals in the medium. In the culturesh the threemetals
combination,only the treatmentwith the highest concermttions of Zn
presentededucedyrowth, regardless of the presence of the other metals.
In the tests of combinations of metals performed in shigly it was
observed that Mn and Ni, even in high concentrations, did not decrease
the toxic effect of Zn. Tlsiis because Zn ions may ha/igher affinity

for algal binding sites than Mn and Ni ior@hloroplastdamagedvas
observed in treatments with high concentrations of 2Zvin
accumulation was alsobservedn the cell wall and Ni in the vacuole.
The growthrate of Ulothrix sp. LAFIC 010 was verified to be 5.89% (of
total biomass) per day during a period of 14 days of being cultured in
AMD. The low removal othe metals Zn, Mn and Ni coupledith the

low biomass ofUlothrix sp. LAFIC 010 cultivated in AMD ma have



been due to the high concentration of protons in the medium, wiggh
compete for the same binding site as the metals studied. It is suggested
that the distribution of this alga in contaminated medium is not affected
by the concentration of Ni arldn, at least in the evaluated pH. It is
worth mentioning that the concentrations of the metals used isttiug

were higher than those found in environments contaminated with AMD,
howevereven insuchhigh concentrations, the alga Ulothrix $#AFIC

010 achieved growth We conclude thatUlothrix sp. LAFIC 010
tolerates and grows under conditions with higher metal concentrations
than previously reported for AMD contaminated environments
However,it was not possible to associate the presendglathrix sp.
LAFIC 010to the heavy metal removal, and additional experiments are
required to ensurethe potential for bioremediation of efflusnt
contaminated by AMD.

Key words: Ulothrix sp, bioremediationznc, manganese, nickel.
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1.INTRODUGAO GERAL

Diante do acelerado crescimento populacional e consequente
exploracdo dos recursos naturais, grande atencdo tem sido dada aos
problemas ambientais causados por a¢des antropicas nas Ultimas
décadas. Diversos setores industriais sao respons&esfendémaos
de degradacdo e comprometimento do solo, contaminagcdo das aguas
superficiais e poluicdo da atmosfera. Dentre as principais atividades
poluidoras estdo a industria petroquimica, agricultura intensiva,
industria téxtil e mineracd@reitaset al, 2011; Moura, 2014)

Responsavel por 99,98 % das atividades extrativistas de carvado
mineraldo Brasi| os estados dsul do Brasilexercen importante papel
no crescimento econémico do pais. Juntamente com o estado do Rio
Grande do Sul, a regido carbonifera de Santa Catarina deu suporte para a
intensa extragdo de minério de carvao iniciadarerados do século 19
(Barbosa 2M1). Desde entdoa atividade tem gerado profundas
modificagfes no cendrio ambiental destes locais provocando impactos
no solo, poluicdo do ar e contaminagéo dos sistemas hidkitzotins
Pompéoet al, 2004) Tendo em vista que a regido carbonifera é
portadora de trés importantes bacias hidrogréficas (bacia do Rio
Ararangua, bacia do Rio Tubardo e bacia do Rio Urussaaga)yais
garantem recursos hidricos para uma série de cidades e atingem
aproximadamente 18 mil habitantegCastilhose Fernandes, 201])
maior atencdo deve ser dada aos problemas de poluicdo ambiental dos
recursos hidricos decorrentes das praticas extrativisiasmodo a
minimizar os impactos negads e garantir a qualidade dogsmos

Dentre os principais processos oriundos da atividade extrativista
de minério de carvdo, a Drenagem Acida de Minas (DAM) é um dos
fendmenos responsaveis por grande parte da degradacdo dos recursos
hidricos e do sol¢Gazeaet al, 1996) Este fendmeno é descrito para
diversas regiées do mundo em areas de extracao de ouro, cobre, niquel e
ferro (Akcil e Koldas, 2006; Novise Harding, 2007) Os efeitos da
DAM nos sistemas lI6ticos implicam em alterac@esltifatoriais na
estrutura do ambiente contaminad¢Gray, 1997) Alteracbes nos
aspectogquimioos, fisicos, biolégicos e ecolégios do ecossitma séo
citados por modificagdespor exemplo,como aumento da acidez,
diminuicdo do pH, aumento na solubilizacdo e concentracdo de metais,
aumento da turbidez da agua, perda de espécies sensivdificacao
do habitat naturalGray, 1997). A contaminaed8 de ecossistemas
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I6ticos por DAM tem sido citada em paises comanilg Estados
Unidos, Nova Zelandia, Africa do Sul (Gray, 1997; Smuokerl,
2014; Novis and Harding, 200@berholstetet al, 2014) dentre outros
lugares o que torna a contaminacdo por DAM um problema ambiental
em escala mundiaDs processos descritos para controle e tratamentos
de ambientes contaminados por DAM velwvem atividades de
remedicdo por métodos quimicos, fisicos e biolégi@dsllo et al,
2014. No ambito quimico, por exemplo, buss@ neutralizar a acidez

da agua através de procedimentosatiealinizacdo (Melleet al, 2014).

Uma das estratégias fias de controle da DAM é a tentativa de isolar a
area impactada para que ndo ocorra a contaminagdo em outros locais
ndo impactadogMello et al, 2014. A remediacdo por seres vivos é
chamada de biorremediag@o consiste na aplicacdo de organismos
resistentes acidez e alta concentragdo de metais esgjem capazes
diminuir e/ou reverter o processo de contaminabédik, 2004)

A producdo de DAM é decorrente da oxidagdo de sulfetos
presentes nas rochas qdanexpostos a agua e ao oxigénfopirita
(FeS) é o principal mineral sulfetadoesponsavel pela producao de
DAM. A formacdo de DAM é decorrente de um série de reagbes de
oxidacdo de sulfetpsque em parte, podem seratalisads por
microrganismos quepresentam elevada atividageincipalmente em
pH inferior a 3,5Moura, 2014) As sequéncias de reacbes que formam
a DAM estéo representadas a seguir (Metlal., 2014):

FeSw + HOpy + 72 Qg 2 F&'ag + 25Q% g + 2H )

[1.1]
Fez+(aq) + 1/402(9) + H+(aq) p F63+(aq) + 1/2H0

[12]
2 I:éJr(aq) + I:eS\Z(s) z 3 F@Jr(aq) + 2 §(s)

[13]

2L+ 12 F& g+ 8 HOpy 2 12 Fé'ng + 2 SQ% (aq+ 16 H
[14]
Etapa em pH maigque 3, pois é quando ocorre a oxidacao do hidréxido
férrico (Fe(OH)).

2 SO(s) + Q@ + 2HO z SOF(aq) + 4 H(aq)
[15]
FeS+ 14 F€ o+ 8 Oy Z2 1 57+ SQ% (aq + 16 H (a9
[16]
As egquacles [5] e [6] sdo catalisadas principalmente pela bactéria
Acidithiobacillus ferrooxidans
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Durante a oxidacao de sulfetts liberacdo de alta concentracao
de ifons H, resultando em baixo pH, e alta concentragdo de metais
dissolvidos, dentre eless elementoge, As, Cu, Zn, Al e Mn(Novis e
Harding, 2007) A elevada concentracdo de ions Hue torna o
ambiente fortemente acido @ aumento na concentracdo de metais
comprometem o equilibrio fisiequimico natural do meio aquatico
(Novis e Harding, 2007) Dessa forma, a poluicdo causada por DAM é
provavelmente o0 impacto mais significativo decorrente da acéo
extrativista de minério na Regido Carbonifera de Santa Cafimaa,
2014)

Em ambientes contaminados por DAM, além devada
concentracdo de metaispel tipicamente entre 2 e 4, a disponibilidade
de nutrientes é considerada baixa, sendo detess caracterizados
como oligotroficos (Johnson e Hallbery, 2005) Nesse sentido,
ambientes impactados poDAM tornamse favoraveis para o
crescimento de um pequeno grupo de organismos adaptadoagbes
extrenas, denominados acidofilos ou acitiderantes. Dentre 0s grupos
de organismos capazes de creseste tipo de ambiente estdo bactérias,
fungos e comunidades de algh®yis e Harding, 2007) Em trabalho de
Druschelet al. (2004) a arquederroplasma acidarmanti isolada de
areas impactadas por DAM na Califérnia. Algas do género
Chlamydomonagoram identificadas em ambientes fortemente acidos
como lagos acidos de mineracédo e lagoalcanicas(Silva, 2011)
Stevenset al (2001) descreveam a presenca de algas sdgéners
Euglena Chlamydomonas, Microsporae predominancia de
Klebsormidiumem dguagsontaminadas por DAM em Ohinos Estados
Unidos Em trabalho realizado na Regido Carbonifera de Santa Catarina,
Freitas et. al (2011)fizeram o levantamento de espécies de algas
presentes em ambiente contaminado por DAM. Dentre os géneros
encontrados foram identificadodicrospora Eunotia Euglena
Mougeotiae Frustulia.

De acordo contross (200Q)para crescer em ambientes acidos,
com elevadaconcentracio de Halgas acidofilas exibemmecanismos
de reducéo do influxo de prétons nas células, aumento na eficiéncia das
bombas de prétons e mecanismo para concentracdo dep&@
fotossintese. Estes mecanismos permitem qcioplasmapermaneca
compH em nivelalcalino, apropriado parafancionamento de enzimas
dependentesedbH, as quais podem ser desnaturagizendo os valores
desse parametro séo reduzidd® entanto, segundspijkermanet al.
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(2007) para sperar o gradiente de protonsugo de mecanismos que
permitem manter o pH dentro do limite normal de funcionamento
celular, & maior demanda energética e metabdlica, o que implica em
decréscimo na taxa fotossintética de alyaes se desenvolveem meio
acido.

Além do baixo pH, a alta concentracdo de metais pesados
também é fator limitante para o desenvolvimentoodganismos em
ambientes hostis, como os contaminados por DAMv{s e Harding,

2007) Os mecanismos de agéo e as respostas fisiolégicas podemr

de forma isolada, causaglpor um agente Unico principal, como o pH,

ou pela interagdo entre diferentestofas impactantescomo por
exemplo avariagdo de pH ala composicdo dos metais presentes no
meio(Oberholsteet al, 2014) Estudos temsido feitos para se entender

se a distribuicdo das espécies de algas presentes em 4guas contaminada:
por DAM sdo relacionadaso gradiente de pH e/ais concentracdes

dos metais.Rousche Sommerfeld (1999gvaliaam se o pH ou as
concentragbes de Mn e Ni, separadas ou em combinagfes, foram
responsaveis pela diditicdo de espécies de algas. Os autores
concluiram queas elevadas concentragbes de metais podem ser mais
importantes na determinacgéo da distribuicdo de algas do que o pH em
sistemas aquaticos afetados por DAEhtretanto,a toxicidade dos
metais é pkdependente. Segund®berholsteret al, (2014) algas da
espécieKlebsormidium klebsii Microspora tumidulae Oedogonium
crassum isoladas de locais impactados porAND apresentaram
bioacumuladesdos metais Al, Fe, Mn e Zn variaveis entre os pHs 3, 5

e 7, indicandoque a bioacumulacdo dos metais varia com o gradiente de
pH.

Além pH, a preserg;de outros metais no meio influenciam na
captacdo dos metais pela alga. De acordo Nlefta e Gaur (2005n
presenca de um metal pode alterar a distribuicdo de outros metais entre
0s componentes celulares, interferindo na captacdo desses elementos
pela alga.Chonget al (2000) mostraram que no caso de 10 cepas de
algas cultivadas em solucdo contendo Zn e Nipmmeiro metal
provocou queda na bioacumulacdo de Ni quando comparaskasma
em meio que nado continha Zho entanto, ainda grande parte dos
trabalhos analisa a eficiéncia na captacdo dos metais isoladamente, o
que diverge de situacbes reais de poluicdo, as guaimalmente
envolvem a presenca de multiplos metais sob influéncias das interacfes
de aspectos fisicos da agua, como dpetaatkaret al, 2016)
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Sabese que sdo dois os principais mecanismos fisioldgicos
utilizados por algas extremofilas para resistir a tais condicdes com
elevada concentracdo de metaasadsorcdo dos metais por ligantes
presentes na superficie celular e a captacéo ativa de metais pela célula
(Fig. 1.1).

Exopolysaccharides
and cell wall

Plasma membrane
9 ® Y @ -

Poly-P @—SH
body )
y Phytochelatin/

@ ) Metallothionein

@—SH ,
{ Vacuole ./

Figura.1.1 Locais de ligagao de metal em uma célula tipica de alga. A letra M
representa a espécie de metal (independente do seu estado de oxidagao). Notar
gue os metais se ligam a estruturas tanto interna quanto externamente. Figura
obtida em Mehta e Gaur (2005).

A adsorcédo € o processo em que a célula é capaz de complexar
metais na superficie externa por meio da ligacdo dos ions metalicos a
parede celular, a membrana e polissacarideos, impedindo a entrada dos
metais no interior do citoplasniehtae Gaur,2005) Por outro lado, a
captacao ativa de metais pela cékildecorrente denecanisme de seu
sequestro para interiata célula.Os ions metalicos sdo associados a
moléculas intracelulares, como fitoquelatinasnetalotioneinas, que
atuam como ligaes citoplasmaticos na complexacao dos mefas
metais também podem ser incorporados para o interior de organelas,
como tilacéides e vacuol¢Mehta e Gaur, 2005; Soldet al, 2005) No
entanto, segundo Meh&aGaur (2005), a presenca de um metal pode
mudar e interferir na distribuicdo de outros metais dentre os
componentes celulared. adsorcdo e &aptacdo ativa de metais pelas
célulassdo mecanismos que podem operar em conjunto ou isoladamente
para proteger as células contra os efeitos nocivos dos ions metdlicos. O
principal objetivo de ambas as estratégias acima citadas é evitar a
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exposicdo e dano de estruturas celulares sensivaisp ENA e
proteinas, aos metais reativoSoldo et al, 2005. Dessa forma, a
capacidade de crescimento e desenvolvimento de comunidades algais
em ambientes contaminados, beamo a captacdo de metalsva ao
estudo da aplicacé@o destes organismos na prdeibiorremediacéo.

Atualmente, o processo de biorremediagcdo € uma alternativa para
a descontaminagdo de um ambiente, propondo o cultivo de organismos
resistentes em locais poluidos visando a remoc¢é@o completa ou parcial
dos contaminantes(Vidali, 2001) O wuso de organismos na
biorremediag&o tem sido aplicado ao tratamento de poluentes tais como
aguas residhis, derramamento de petrdleo e efluentes tdxicos nos
diversos setores da indust(ilacek et al, 2000) Dentre eleso uso
para descontaminagdo de aguas contaminadas por DAM tem sido foco
de varios trabalho@aset al, 2009; Orandet al, 2012; Stevenst al,

2001). Em pesquisa desenvolvida pBoseet al, (1998) o uso de
Spirulina sp. como parte @l processode tratamento de agua
contaminada por DAM mostrovesultados otimistas para 0 uso da
microalga a fim de concentra e capta os metais dissolvidosEm
trabalho deOberholsteret al (2014) observoise que trés algas
filamentosas (Oedegonium crassum Klebsormidium klebsii e
Microspora tumidulyisoladas de ambientes contaminados por DAM, e
posteriormente mantidas em laboratério, exibiraapacidade de
bioacumulacao @s metaisauminio, ferro, manganés einco quando
cultivadas em agua contaminada por DAM.

Juntamente a desposluicde restauracdo de um ambiente
contaminado por metais, a pratica de biorremediacao pode ser atrelada a
recuperacdo dos metais bioacumulados na biomassapalgatocesso
denominadalessorcag@Volesky, 2007) De acordo convolesky (2007
a recuperacao dos metais pela biomassa de um organismo seria o Gltimo
passo de todo o processo de coesaminacdo de um efluentBlo
entanto, a purificacde obtencdo do metal ainda agmeggificuldade e
elevado custo.

Paraa elaboracéo de um projeto de biorremediagiinportante
gque seja feita a identificacdo da comunidade microbiana que ocorra
naturalmente no ambiente em que se visa o tratanfelhiik et al.,

2013) Dessa forma, organismos ocorrentes no local podem ser usados
para o tratamento. Ademais, alguns aspectos devem ser analisados para
a escolha do organismo e o método de biorremediacdo. Tais
caracteristicas séo: capacidade de crescimenssimilacdo de metais,
facilidade de manipulacdo e manutencdo da cultura, tempo de
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crescimento do organismo, capacidade competitiva com outros
organismos, além da possivel obtencdo da biomassa para fins
biotecnolégicos (burengo 2006).

Segundo Novis e Harding (2007), Ulothrix esta entre os
principais géneros de algélamentosa que ocorren naturalmente em
ambientes fortemente é&cidos contaminados por DAM. Algessed
género pertencem ao filo Chlorophyta,possem talo filamentoso
unisseriado com um @loplasto parieta(Bicudo e Menezes2006). De
acordo com Bicude Menezes(2006), elas podem também apresentar
talo fixo ao substrato quando jovers livres e flutuantes quando
adultas, sendo consideadm género cosmopolifdig. 1.2).

-

Figura 1. 2 Microscopia Opica dellothrix sp. Foto tirada pela autora.

Estudos tém apontad@ potencial de Ulothrix sp. como
organismo biorremediador na captacdo de metais peg@aasdi e
Lewis, 2013 Lawrence et al, 1998) Em trabalho levantado por
Paknikaret al (2003), foi propostoo uso de biomassa liofilizada de
Ulothrix parabioadsorcédo e remoc¢do de metais em solug@esndiet
al. (2012) observaram que no biofilme de microrganismos isolados de
local contaminado por DAM de minas de cobre predomihdethrix
sp Esses autores observaram também que a capacidade de remocgéao de
metais como Cu, Ni, Mn, Zn, Sb, Se, Co, Al, variou entre5@%
indicando que esta microalga apresenta caracteristicas de bioacumulagéo
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de metais pesadodNo entanto, poucos estudos foram lizealos
analisando as respostas fisioldgicas dessa alga frente aos metais zinco,
manganés e niquel cujas concentracdes sdo elevadas em ambientes
contaminados por DAM. Ademais, trabalhos de interacbes entre os
metais e seus efeitos nos organismos eseasss porém de forte
importancia uma vez que simulam um real efluente contaminado. Outro
aspecto relevante para o entendimento e selecdo de uma alga como
organismo biorremediador é a forma e localizagdo celular na qual o
organismo acumula os metais supedfitiente ou em seu interior.

2.0OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

A presente dissertacdo propd®rementar o conhecimento a
respeito dgpotencial deUlothrix sp. LAFIC 010 para otratamento de
aguas contaminadas por Drenagem Acida de Mimasliando a
tolerancia da espécie e a sua capacidadbialeemocdo ds metais
zinco, manganés eiquel

2.2 Objetivos Especificos

1 Avaliar cs efeitos @ Zn, Mn e N na fisiologia deUlothrix sp.
LAFIC 010, quando cultivada em meicom metais diluidos
individualmente e em combinagdes;

1 Avaliar altera¢deaultraestruturaisdas célulasde Ulothrix sp.
LAFIC 010, emmeio com adicddeZn, Mn e Ni;

91 Inferir seUlothrix sp.LAFIC 010bioacumula os metaign, Mn
e Ni, e sua eventual localizag&o intracelular

9 Avaliar o crescimento, concentracdopigmentos ¢lorofila a,
b e carotendidesg alteracdes ultraestruturade Ulothrix sp.
LAFIC 010cultivadaem meio contaminado p&rAM.

3. MATERIAL E METODOS

3.1Area de coleta de agua e biofilme algal

O local decoletada agua e da alga chasa Lagoa Lingua do
Dragéo esituase no municipio de Sider6polis na regido banhada pela
bacia do Rio Ararangua, localizado a sudeste do estado de Santa
Catarina na Regido Carbonifdfég. 31). Segundo Freitas (2@}, o rio
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Ararangua apresenta elevado comprometimento qualitativo da agua
resultante de atividades antrépicas como derramamento de esgoto
doméstico, efluentes industriais, contaminacdo por agrotoxicos e,
principalmente, por residuos da extracdo de ca®amrincipd residuo

decorrente da atividade de minerag&o ¢ denominado Drenagem Acida de
Minas (DAM).

N
0 30 60 120 Km A
S S E—|

Figura 3.1 Indicacdo do Municipio de Siderépoli® sul do estado de
Santa Catarina; (B) Fotografia de satélite da Lagoa Lingua do Dragéo,
local de coleta da agua; (C) e (D) Imagens da margem da Lagoa Ligua do
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Dragédo. Notar aspecto amarelado da Agua decorrente da atuacdo da DAM,;
(E) Crescimento de bidfne algal em agua contaminada por DAM,
apresentando predominancialdlethrix sp.

3.2Coleta, identificacéo e cultivo de biofilme algal

A microalga coletada em aguas contaminadas por DAM na regido
de Siderop-lis (28A370Sgomo4sénda 46 C
Ulothrix sp, isolada em 2012 tem sido cultivada no Laboratério de
Ficologia do Departamento de Botanica da Universidade Federal de
Santa Ctarina como Ulothrix sp. LAFIC 010 As culturas isoladas
foram mantidas emMeio Acido Modificado (MAM) (Olaveson and
Stokes, 1989previamente autoclavado. A identificdodas amostras
coletadas fofeita ao microscdpio épticgor meiode fotomicrografias e
por consulta de obras taxondmicéBicudo e Menezes, 26D e
especialistas da &rea.

3.3 Testes ddolerancia

A fim de se conhecer efeitos fisiologicos e morfoldgicos dos
metaiszinco (Zn),manganés (Mne niquel (Ni)emUlothrix sp.LAFIC
010, foram realizados ensaios ddolerancia com o0s metais
individualmente e em seguida em diferentes combinacdes. Os metais
citados acima foram escolhidos uma vez que apresentaram altas
concentracdes em agua contaminada por Dsdgundo o trabalho de
Moura (2004)(Tabela3.1), que coletou amostras no mesmo local do
presente estudo.
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Tabela 3.1 Concentracéo total de metais (mg.lem
amostras de agua de Sideropolis e Florianépolis, SC.
*Valores méaximos (mg.t) de metais permitidos pela
Resolugdo Conama 357/2005Agua doce. Tabela
apresentada em trabalho de Moura (2014)

(r?]/lgetkzlsl) Siderdpolis Florianépolis VMP*
Cd <0.001 <0.001 0.001
Cu <0.005 <0.005 _
Fe 140.8 <0.120 _
Mn 20.1 <0.01 0.1
Ni 0.371 <0.02 0.025
Pb <0.008 <0.008 0.01
Zn 36.02 <0.116 0.18

Primeiramente foramealizados testes com cada um dos metais
em seis concentragOes diferer(feg. 3.2).

Controle

) D

Ni
==0,0023 mM

Figura 3.2 Delineamento experimental para o testealeranciada alga
Ulothrix sp. LAFIC 010 cultivada com a presenca de diferentes
concentracdede Zn, Mn e NidurantelO dias.

As concentracdes de Zn, Mn e Ni foram respectivamente: 0
(controle); 0,27; 0,55; 1,1; 2,2; 4,4 mM; 0 (controle), 0,18; 0,37; 0,73;
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1,46; 2,9 mM; e 0 (controle); 0,0023; 0,0046; 0,0092; 0,018%69,

mM. As concentracfes forardeterminadas a partir do trabalho de
Moura (2004) As solugdes foramreparadas a partir de solugéo estoque
de sulfato dezincg sulfato de manganésseilfato de niquelsendo as
concentragBes ajustadans frascos de 250 Imcontendo meio de cultura
MAM. Os testes ddoleranciaforam realizados em microplacas de
poliestireno de 12 cavidades com 3 mL de solucdo em cada poco.
Quantidades apropriadas de filamentos concentradddlatarix sp.
LAFIC 010foram inoculados para se obter uma concentracgao inicial em
cada cultura correspondente de 0,1540 de Densidade Optica de Clorofila
a 680 nm.

No presente estudo, foram avaliadas as taxas de crescimento e
fisiologia da microalgaUlothrix sp. LAFIC 010 apés 10 dias de
exposicdo aos metais individualmente. Para calculo da taxa de
crescimento, acompanhse a Densidadedpt i ¢ a (o= 680
Fluorescéncia da clorofilaa, medidas diariamente por meio do
equipamento TECANRCHISTO infinite M200).

Ao inicio e término do experimenforamrealizadas medidade
andlise da fotossintese a padi pardmetro deendimento quéantico
efetivo do fotossistema [¥(ll)] com o uso de um fluorbmetro de pulso
de amplitude modulad@unior PAM Walz, Germany)A obtencéo do
Y(Il) foi gerada pelo equipamentpor meioda seguinte equacag(ll)
= (FW6F)/Fy8 em que F = Fluorescéna@an estado eationariq e F,0=
Fluorescénciamaxima apdés pulso de saturacddambém foram
realizadasandlises das algas eldicroscopia Eletronica de Varredura
juntamente aEspectroscopia de Energia DispersigaMicroscopia
Eletrénica de Transmiss&mais detalhes abaixo)

Apds os ensaios com os metajustados separadamente foram
realizados experimentos com os tréstais endiferentes combinacgdes
As concentragdes 0; 0,564,4 mM, para zincd; 0,37;e2,9 mM, para
manganés; e 0; 0,004, 0,0369 mM, para niqueforam definidas
totalizando 27 combinacd€Fig. 3.3) As concentracdes acima citadas
foram selecionadas em virtude do valor encontrado desses metais em
agua contaminada por DAM, segundo o trabalho de Moura (2014): 0,55
mM para Zn, 0,37 mM para Mn e 0,0046 mM para Ni, e as maiores
concentra¢cdes abordadas mongiro experimento: 4,4 mM para Zn, 2,9
mM para Mn e 0,0369 mM para Ni.
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Figura 3.3 Delineamento experimental para o teste derdociade
Ulothrix sp. LAFIC 010 submetida aosnetais zinco, manganés e
niquel em 27 combinacdetjrante8 dias.

Pretende-se com este experimento analisar os efeitos dos metais
na alga e suas possiveis interacfes (sinergias efagoaismos). Este
ensaio fo conduzido de maneira sirail a0 experimento anteria@pm 5
réplicas para cada tratamento durante 8 dias.

3.4 Avaliagdo doPotencialde Remocdo dos metaignco, manganés
e niquel

Posteriormente a avaliacdo do crescimedt® Ulothrix sp.
LAFIC 010 cultivada em diferente concentracbes de metais, foi
realizado um terceiro experimento para analisar o potencial da
bioacumulacdo de Zn, Mn e Ni pela alga. O experimento cansisti
dois tratamentos:1- agua contaminada com DAM inoculada com
Ulothrix sp. LAFIC 010, 2- apenas agua contaminada com DAINIg.
3.4). Para tal finalidadefoi coletada agua poluida por DAM em
Siderdépolise transportada em bombonas de plastico de volume de 50 L
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para o Labratério de Ficologiaonde forammantidas em temperatura
ambientepor duas semanaEm laboratorio, a agua coletada foi filtrada
(0,45 'm) antes doinicio dos experimentosAs culturas em
crescimentopreviamente a inocula¢c&doram mantidas sob paradmetros
controladosde luz e temperatur@omo descrito acima. A cultura
preliminar foi mantida durante 20 dias para se obter uma biomassa
fresca conentrada de 2,8 gl (i.e. totalizando 2,4 g de biomassa
algal) Os filamentos forangoletados pesados em balanca analitiea,
4,2 g de biomassa fresca foraitidos etransferidos paraada réplica
de agua contaminada pdbAM. O experimento foi realizib em
triplicata e os frascos foram mantidos em agitador orbital de mesa
(modelo Tecnal te 1400) a 110 rpm sob iluminacadSigmol.n’.s* e
temperatura controladas &6+ 2°C, fotoperiodo 12 horas claro/escuro
durante 14 dias

As avaliagdesdo estado fisiolégico dalgaforam realizadas@
inicio e término do experimento Para verificar mdancas
morfofisioldgicas foramealizadasMlicroscopia Eletronica de Varredura
(MEV), acoplada com Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), e
Microscopia Eletronica de Transmissadedidas de crescimento por
biomassa seg¢aconcentracdo de cloroffea e b e carotendides totais
também foram realzadas O acompanhamenta@o crescimento da
microalga foi realizado por meio @ calculo daporcentagemde
crescimentdLignell e Pedersénl989)usandoo peso de biomassa seca
inicial e final, a partir da seguinte equag&b6 de crescimento = 100
[(Be/B)" -1] em que B, correspondex biomassa secicial, Br é a
biomassa seca final teé o tempo de medida final apés o comeco do
teste.

A analise de pigmentos fogalizadapor meioda concentracao de
clorofila a, b e carotendidesxtraicbsem metanol seguindo protocolo
de Wellburn(199%4). Nas analises, foram utilizadas 0,01 + 0,005 g de
biomassa (n=3)oriunda do tratamento contendo alga biomassa
previamente inoculada na agua contaminada por DAM, para
comparacdo das concentracfes de pigmentos pré -eultigs em
DAM. Foi adicionado 1,0 mL de metanol com pureza analitica (P.A).
em cada amostra e mantida poh:30min no escuro a 4 °C.
Posteriormente, as amostras foram centrifugaaa#000 rpm por 20
minutose o sobrenadante recolhido para leitura em espectrofotémetro
TECAN (RCHISTO infinite M200) nos comprimentos de onda de 470,
653, 666 e 750 nm. As leituras nos comprimentos de 4ia653 e
666 foram subtraidas pelas leituras nos comprimentos de 750 a fim de
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evitar ruidos. As concentracdes das clorofilas foram calculadas,
utilizandose as equacde8.] e [3.7, e de carotendidegor meioda
equacéod.d, de acordo conwWellburn (1994)

Clorofilaa = (15,65x A666)1 (7,34x A653)

[3.1

Clorofilab = (1,67x A664)i (7,60x A647)i1 (24,52x A630)

[3.2

Carotendides Totais = [(1000 x A470)2,86 x Cha) - (12,2 x Chb)] /
221 [3.3

Onde:

A666: absorbéncia da amostra no comprimento de onda de 666
nm;

A653: absorbéncia da amostra no comprimeetonda de 653

nm;

A470: absorbéncia da amostra no comprimento de onda de 470
nm

Para avaliar a bioacumulagé@e Zn, Mn e Ni r Ulothrix sp.
LAFIC 010, amostrasde &gua obtidas durante a conducaalo
experimentaforam analisadapor espectrometria induzida de emisséo
atdbmica com plasma acoplad€P-MS - Perkin Elmer, modelo Nexlon
300D, Shelton, USA As analises de agua foram feitas imediatamente
apés a inoculagédo da biassa (tempo 0) e apds 1,22l 168 e 336
horas Estesintervalos de tempo foram escolhidos para avaliar os dois
principais passos da biossor¢cdo: adsorgdo e captacdo ativa dos metais
pela biomassa ddlothrix sp. LAFIC 010. Para tal finalidade, 15 mL de
agua de cada réplica réom filtrados (0,45 Im). Todas asamostras
foram mantidas a 4°C até o momento da anadlse.concentracdes
foram mensuradasmediante solu¢bes padrdo com as seguintes
concentracdes: 1008 5 mg.L™* para Zn, 100Gt 4 mg.L* para Mn e
1000+ 3 mg.L* para Ni. As andlises foram conduzidasGentral de
Andlises Quimicas no Departamento de Quimica (CFM, UFB8C).
amostragem, preservacdo e métodos analiticos foram realizados de
acordo com métodos padrdo (APHA / AWWA, 1998)das as analises
de cada amostraforam feitas em triplicata.Foram obtidas as
concentracdes dos metais presentes na agupagtin desses valores
foram calculadas ataxas de remocao @ metais Zn, Mn e Npela
biomassaalgal A taxa de remocéo de cada metal foi calculada a partir
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da concentracdo maxima dos metais na agud%latilizandese da
média das concentragBes no "tempoeQios tratamentos em que nao
havia alga.

b

Figura 3.4 Processo de montagem parnerceiro &perimento; (A)
Escalonamento do cultivo déothrix sp.LAFIC 010; (B) Préfiltracdo da agua
contaminadgor DAM; (C) tratamentos: DAM sem alga e DAM com alga.

3.5 Alteragdes ultraestruturais emUlothrix sp.LAFIC 010

Para investigar se houve adsorcdo e/ou captacdo ativa de metais
em Ulothrix sp. LAFIC 010, nos trés experimentos, foram realizadas
andlises ultraestruturais dicroscopia Eletronica de Varredura (MEV),
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acoplada com Espectroscopia de Energia Dispersiva (EpBy a
caracterizacdo de materiais metalicos presentes nas amostras, e
Microscopia Eletrdnica de Transmissdo para avaliar ngatamas
células. Para o preparo do material para MEDS foi utilizado o
protocolo modificado d®uriques e Bouzon (2003\s amostras foram
fixadas em solugdo de glutaraldeido (2,5%), sacarose (0,2 M) e
cacodilato de sédio (0,1 Mamponado a (pH 7,2As amostras fixadas
foram lavadas em solugéo tampéo cacodilato (0,1 M) trés vezes de 15
minutos cada e desidratadas emesé@riescente de concentragbes de
etanol (30, 50, 70, 90 e 100%), com duragdo de 15 minutos para cada
solugéo. A secagem foi feita com hexadimetildisilazane (HMDS). Ap6s

a secagem, as seccdes foram colocadas em suportes metélicos, ou stubs,
e foram recoberta com carbonoAs amostras foram observadas e
documentadas em Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) Jeol
JSM-6390LV.

As amostras para analise de Microscopia Eletrbnica de
Transmissdo (TEM) foram realizadas de acordo com o método de
Simioni et al, (2014) Os filamentosos de biomassa foram fixados em
solucéode glutaraldeido (2,%), sacarose (0,2 M) e cacodilato de sédio
(0,1 M) tamponado a (pH 7,2As amostras fixadas foram lavadas em
solugcédo tampéo cacodilato (0,1 M) trés vezes de 15 minutos Faida.
realizada poédixacao com tetroxido de 6smio (2%) esolugcdo tampéao
cacodilab 0,2 Mpor 2 h. Em seguida, realizarasa trés lavagens de 15
min cada com tampéo de cacodilato de sddio (0,1 M). O material foi
desidratado num gradiente crescente de séries de acetona (30, 50, 70, 90
e 100%), permanecendo 15 min em cada solucao. Afs@iele 100%
de acetona foi realizada duas veZesmaterial foi entédo infiltrado em
resina Spurr em séries graduadas de resina ®pacetona durante 3
dias, seguido por duas infiltragbes com resina pura durante 12h e
polimerizado em forno a 70 °C durante 24h. Ap6s a polimerizagéo, as
amostras foram seccionadas em micr6tomo manual, com navalha de
tungsténio, em espessura de seccaddb@epum. As seccdes foram
dispostas em laminas para microscopia, € posteriormente coradas em
1% de acetato de uranilo durante 20 minutos e 1% de citrato de chumbo
durante 10 minutos. As amostras foram entdo examinadas sob TEM
JEM 1011 (JEOL Ltd., Téquio, pao, a 80 kV). Todas as andlises de
microscopia foram realizadas no Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica de Universidade Federal de Santa Catarina.
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3.7 Andlises estatisticas

Paraa analise estatistica das respostas fisiologicddlakbrix sp.
LAFIC 010 no Experimento 1 foifeita uma andlise de varidncia
(ANOVA) unifatorial na qualo fator avaiado foi a concentracdo dos
metais Zn, Mn e Niisoladamente. ParakExperimenta2, foi feita uma
ANOVA bifatorial paraconstataio efeitoda concentracage cada metal
pesado e a interacdo entre elds.ANOVA unifatorial foi feita no
Experimento 3 para avaliar o potencial diethrix sp. LAFIC 010 na
remocao de&Zn, Mn e Nina aguacontaminada por DAMPara isspa
comparacgao entr@ concenticao dos metais na 4gua com e sem a alga
foi realizada As diferengas significativas foram determinadas pelo teste
de StudentNewmanKeuls ao nivel de 5% de significancia. Previamente
as ANOVAs foram realizados testes de normalidade e homogeneidade
de varancias de CochranTodas as andlises estatisticas foram
executadasmno software Statistica v.10 para Windows (Statsoft Inc.,
2010).
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Abstract

The production of Acid Mine Drainage of (AMD) is one of the
main phenomena responsible for much of the degradation of water and
soil resources. Organisms present in sites contaminated by édhD
have the potentiato bioaccumulateheavy metalsstimulating their
application in bioremediation processUlothrix sp. LAFIC 010 was
identified among the species of algae isolated from water contaminated
by AMD in the region of Sideropodlis (Brazil)The presentstudy
evaluatedits tolerance and bioaccumulation potential related to zinc,
manganese and nick&xperiments were performéd see the effects of
different concentrations of zZn, Mn and Ni (individually and in
combination) on the physiologicaerformance of the alga. Alsthe
potential ofUlothrix sp. LAFIC 010 to bioaccumulat these metalsvas
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evaluatedwhen maintained in effluent from a contaminated site by
AMD. The results showed that only the cultures submitted to
concentrations aboveZY. mM Zn showed a decrease in growth rate and
damage to physiological process€here was no observed effect of Mn
and Ni on Ulothrix physiology, even with an-f@d increase in
concentrations of these metals in the medivmeultureswith combined
metals only the treatmentwith the highest concentrations of Zn
presentededucedgrowth, regardless of thpresence obther metals
Additionally, we observed that Mn and Ni did not decrease the toxic
effect of Zn. Mn accumulation was indicated in tledl gvall and Ni in

the vacuole. Our results suggest that the distribution of this alga in
contaminated medium is not affected by the concentration of Ni and
Mn, at leasunder thepH that was evaluatedVe conclude that/lothrix

sp. LAFIC 010 tolerates andjrows under conditions with higher metal
concentrations than previously reported for AMD.

Key words: Ulothrix sp, bioremediation, zinc, manganese, nickel.

5.1 Introduction

Industrial activities are responsible for the degradation and
impairment of so#, contamination of surface waters and pollution of
the atmosphereAfloway and Ayres, 1997 Mining is among the main
polluting activities in the world (Wong, 2003Follution by mine
residues is a common and large worldwide proktiemhcan causgreat
changes in the structure and functioning of many ecosystems (Wong,
2003). Coal mining generates Acidic Mine Drainage (AMDMich is
responsible fotthe acidification and metal contamination of extensive
areas around de world (Freitas, 2011; Smucker, 20A4)D is
produced when sulfides present in coal ores are oxidizedexf@sure
to oxygen and water. As a resit’ is releasedthe pH decreass and
metaldissolutionoccussin the soil andocky matrix. The strong acidity
compromises the naturgbhysicechemical balance of the aquatic
environmers, leading tothe collapse of benthic communities, toxicity
of heavy metalsdisruptionof buffer systems, conversion of carbonate
and bicarbonate to carbonic acid (problefos photosynthesis)and
increase in oligotrophy due to theoxidation of organic matter and
unavailability of N and P (Gray, 1997; NodsdHarding, 2007).
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Bioremediation processes Jebeen considereds alternatives
for environment decontaminatidhroughthe useof resistant organias
to achieve the complete or partial removal of the contaminants (Vidali,
2001). Bioremediation has beesedfor treatment of effluents such as
sewage, oil spills and toxic waste from several types of industry (Macek
et al, 2000). The use of algae for decontamination of water impaired by
AMD has been the focus of several studies (Steetas$, 2001;Malik,
2004;Daset al, 2009). Orandet al (2012) showed the ability of some
microalgal assemblages to grow in syntheilglD even in limiting
nutrient concentrations and toxic levels of metals. Fystoal (2006)
performed a microcosm experimenthat revealed that primary
production of Eunotia exiguaand Chlamydomonassp. allowed the
development of sulfate reducing bacenivhichlead toa reduction of
dissolved iron from 14 mg/L to 0.2 mg/L. In addition, the use of
Spirulinasp. as part of the AMD contaminated water treatment process
showed optimistic resultssuggesting the use afnicroalgae as a
biological tool for conentration and uptake of dissolved metals (Raise
al. 1998). Additionally, Oberholstezt al (2014) verified growth and
high bioaccumulation of metals by three filamentous algae isolated from
environments contaminated by AMD Oédegonium crassym
Klebsormdium klebsiandMicrospora tumiduld

Nevertheless, for the success of bioremediatsmme aspects
must be considered regarding the hlgecies and the bioremediation
method. Among theprsome featureseedto be highlighted: capacity of
heavy metal uptakesaseof handling and maintenance of the cultures,
growth rate of the algae, as well as the possibility of obtaining useful
biomass, for exampléor biofuel production (Sturm and Lamer, 2011;
Park et al, 201). The difference in metal uptake capacity can be
observed even intraspecificallgnd thusan extensive bioprospection
study is sometimes necessd@kMonteiro et al, 2011). The growth time
of the organism is an important parameter since the increased biomass
concentrations positively increase final metal bioremoval (Zeragtkar
al., 2016). According to Terry and Stone (2002), higher concentrations
of Scenedesmus abundanemass diminished the competition between
copper and cadmium for the binding algae sites.

Essentially heavy metals can be processedatiyae following
two strategies: adsorption and/or active uptake by cellular tissues
(Mehtaand Gaur, 2005). The adsorph is a fast process that does not
consumesenergy. It occurn the cellular surfaceia the interaction
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between the metallic ions and mefhahctional groupssuch as carboxyl,
phosphate, hydroxyl, amino, sulphur, sulphide, and thiol present in the
cell wall (Zeraatkaret al, 2016).The ative uptake procesgequires
metabolic energy, taking more time and involving several possible
mechanismsbefore achievingmetal penetration into the cell and its
compartmentalization in some internal cellular structufiegepi et al
2013). The mtracellular accumulation of heavy metass due to the
binding of the metal ions to thylakoids, vacuoles, and cytoplasmic
ligands such as phytochelatins and metallothioneins, and other
intracellular moleculesMehta and Gaur, 2005;Soldo et al, 2005).
Despite the fact that many parameters play roles in the process of heavy
metal accumulation (Bajguz, 2000), it is clear that dfiférspecies of
algae can accumulate heavy metal ions to various degrees (Joréanova
al., 1999).

Algae species isolated from polluted environmegutefrequently
more resistant to metals, and additionally, the tolerant species had a
greater capability foaccumulating heavy metals (Wong 2000). Novis
andHarding (2007) have showthat the green algagenusUlothrix, is
amongt the main filamentous genera naturally occurring adhered to the
substrate in strongly acidic environments contaminated by AMD. In
addition, these algae havgreat potential to captue heavy metals
(Orandi and Lewis, 2013; Lawrence et al., 1998). Paknikar (2003)
proposed the use bflothrix-lyophilized biomass fothe adsorption and
removal of metals in solutionThe potential to usehé biomass of
Ulothrix zonatawas also reported biXuhoglu (2002) andNuhoglu
(2003)for theremoval of copper and chromiumgspectively.Ulothrix
gigas showed pronounced efficiency in sequestering Qu to 3500
mg/L) and As (up to 500 mg/L) from AMDQrandiet al, 2007). In
anotherstudy, Orandiet al (2012) have found th&tlothrix sp. was the
predominant species in the biofilm of microorganisms found in an area
contaminated by coppén AMD. Those authordiavealso observed that
the species was able to remove betweerb@% of metals such as Cu,
Ni, Mn, Zn, Sh, Se, Co, and Al from contaminated waitedicating
good potential for metal biosorption.

Our research aimed to expand tkeowledgeof the potential
application ofUlothrix spp. forthebioremediation of acidic anaetallic
residies mainly AMD. In this context, the straidlothrix sp. LAFIC
010 was evaluated in terms of its tolerance to the main heavy metals
present in AMD from a coal mining region in Southern Brazil. Sohgtio
with Zn, Mn and Ni were tested in two different experimental
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approaches, providing each metal separately and in combined
treatments. Aditionaly, the alga was inoculatéd AMD samples and

the uptake of Zn, Mn and Nvereevaluated in differentxposue times.
Moreover, algal filaments frorthe different treatmentsvere analyzed

by scanning and transmission electron microscopy to evaluate internal
cellular location of heavy metals as well asllular ultrastructural
modifications.
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5.2 Material and Methods

Algae strain and culture conditions

Filaments ofUlothrix sp. LAFIC 010 were isolated from water
contaminated with AMD in Sider - p;
Cultures were maintaineiah the Laboratory of Phycology (LAFIC), at
the Federal University of Santa Catarina (UFS@) Floriandpolis.
Filaments were cultivated in stel
(Olavesonand Stokes, 1989) at 24 2°C in a 12:12 h lightark cycle
with an irradiance of 605 pmol photons.i.s" obtained wih cool
white fluorescent bulbs.MAM was (in g.L'%) (NH),SO, 0.5,
CaClb-2H,0 0.01, MgSQ@7H,0O 0.5, KH ,PO, 0.3, NaCl 0.03, (in
mg.l'Y) FeSQ-7H,0 4.98, HBO; 2.86, MnCh4H,0 1.81,
ZnSQ-5H,0  2.22, NaMo@2H,O 0.39, CuS@5H,0 0.079,
Co(NGs)2-6H,0O 0.0494,biotin 1.0, B12 10.0, and thiamine 20.Dhe
medium was adjusted to pH 3.6 with sulfuric acid to be in accordance
with the average pH of the sampling site. To prepare stock cultures for
tolerancdests, algal filaments from culture collection were ino@dat
250 mL Erlenmeyer flasks containing 150 mL of sterile modified MAM
medium. NaEDTA was not added to avoid metal chelation. 3
experimentavere performedmetal tolerance (experiments 1 and 2) and
capacity of heavy metal bioaccumulation in AMD (experiment 3). In all
procedures,Ulothrix filaments were evaluated by using electronic
microscopy assays, detailad follows

Tolerancetest conditions

Tolerancetests consisted of two different experimendasigns
Experiment 1to determine the isolated effects of Zn, Mn andl aid
Experiment 2 to determine the combined effects of the three heavy
metals on the physiology dflothrix sp. LAFIC 010. Additional
concentrations o#Zn, Mn and Nito modified MAM mediumwere,
respectively: O (control), 0.275, 0.55, 1.1, 2.2, and 4.4 mM; O (control),
0.182, 0.37, 0.73, 1.46, and 2.9 mM; and 0O (control), 0.0023, 0.0046,
0.0092, 0.0185, and 0.0369 miVhese conentrations were obtaind/
the addition of ZnSQ@, MnSQ, and NiSQ stock solutions to growth
media. In the seconéxperiment the Zn, Mn and Nimetak were
combined in different concentrationg, (0.55, and 4.4 mM Zn; 0, 0.37,
and 2.9 mM Mn 0, 0.0046, and 0.0369 mM Nitotaling 27 metal
combination treatment§he metalconcentrations used were based on
values previously found ghe AMD samplesite (Moura, 2014) but
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concentrations up to 8 times higher were also tested to véhdy
tolerance limits of the strailMAM media was autoclaved after the
addition of the metals Tolerancetests were run in t@ell polystyrene
microplates with 3 mL solutiom each well. Appropriate quantities of
concentrated filaments dflothrix sp. LAFIC 010 were inoculated to
obtain an initial concentration in each culture correspontting.154
Chlorophylla Optical Density a680 nmThe first experimentasted10
days, while the second one 8 dafmth experimerst 1 and 2 were
performed with 5 replicates.

Chlorophyll a optical density and fluorescence were determined
along theexperiments by usingndnfinite M200 multimode microplate
reader (Tecan- RCHISTO). Absorbance was obtained at 680 nm.
Fluorescence settiagsd4wznm, emics $
685nm; gain of 160; and area deyr
the well. Photosynthetic performance was estimated inas
vivofluorescence of chlorophyd of photosystem Il (PSIl) using a
portable pulse modulation fluoromee (Junior PAM Walz, Germany).
Effective quantum yield (Y[ll]) was measureéd the beginning and in
the end ofthe experiments, according @Gentyet al (1989) Growth
rates were estimated according to equatidn whereV; is the Chla
Optical Density or Cha Fluorescence at the initial timg; is the Chl a
Optical Density or Chh Fluorescence at the endtbk experiment, and
tis elapsed time (days) betweénandV;.
oY ——

[4.1]

M etal bioaccumulation inAMD

The potential of Zn, Mn and Ni bioaccumulation by the algae was
evaluated irthe experiment by comparing the concentrations of metals
in AMD samples with inoculation oUlothrix sp. LAFIC 010 living
biomass (contact treatment) and without any inoculation (control
treatment). AMD sample was collected from the same site where the
algal filaments were isolated. Culture conditions were the same as
describedpreviously. The homass for this experinm was obtained by
growing the algae in eighfiters of culture during 20 days to obtain a
concentrated fresh biomae$ 2.8 g.L*, achieving 2.4 g of total algal
biomass. For contact treatme#t2 g of fresh biomass were transferred
to each of 3 replidas consisting of 1,000 mL Erlenmeyer flasks with
800 mL of AMD sample. The same sample volume and replicate
number was used fdhe control treatment. All flasks were kept @n
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shaker at 110 rpm undd5 pmol.n.s* of photosyntheticallyactive
radiationin a12:12 light:dark cycle at 242°Cfor 14 days.

During the experimentthe dissolved concentration of zinc,
manganese, and nickel were analyzed using inductively coupled plasma
mass spectroscopy (IS - Perkin Elmer, model Nexlon 08D,
Shelton, USA. Analyses were done immediately after biomass
inoculation (§) and after 1, 6, 24, 168 and 336 hours. These intervals of
time were chosen to evaluate the two main steps of possible heavy metal
incorporation by the cells: adsorption, whiis normaly a quick process,
and active transport (absorption), which is a slower process. Water
sample, preservation and analytical procedures were carried out
according to the Standard Methods of Water and Wastewater Analysis
(APHA/JAWWA,1998). Metal renoval rates bythe algal biomass were
calculated considering that the maximum concentration of metals in the
water (100%) was the mean concentration control replicatgs at t

Algal biomass from the beginning (before inoculation) and the
end of the experimeh was filtered and stored aB0°C for further
pigment analysis. The algal pellets were extracted with methanol for one
hour at 4°C. The obtained suspensions were centrifuged and the
supernatant used fohe determination of Chl, Chl b and carotenoids
fluorescenceusing a Infinite M200 multimode microplate reader
(Tecan - RCHISTO). Pigment fluorescence data were converted to
concentratioausing the equations described by Wellburn (1994).

Relative growth rates were calculated by the percentage
increase of dry biomass along the incubation time. The dry biomass was
obtained by maintaining the fresh biomass in an oven at 100 °C for 48
hours and weighingt in an analytical balanceo obtain tke dried
biomass. The initial and final values were applied to the formula of
Lignell and Pedersén (1989)

Electron Microscopy Analyses
To investigatethe metal incorporation irUlothrix sp. LAFIC

010 algal filaments were submitted to Transmission Electron
Microscopy (TEM) and Scanning Electron MicrosopgSEM) with
simultaneous application oEnergydispersive Xray spectroscopy
(EDS). These anatgs were performed at the end of the experiments.

In Experiment 1, all samples were presel for TEM. However,
in Experiment 2, to avoid repetition of conditions, samples containing
only one type of metal were not analyzed, as well as those showing
deleterious effects resulting in unavailability of biomaSsensidering
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these aspects and to ensure the detection of intracellular effects, the
following treatments of heavy metal combinations were evaluated:
control;0 (Zn), 2.9 mM (Mn), 0.0369 mM (Ni); 0.55 mM (zZn), 0 (Mn),
0.0369 mM (Ni); 0.55 mM (Zn), 0.37 mNMn), 0.0046 mM (Ni); 0.55

mM (Zn), 2.9 mM (Mn), 0 (Ni); 0.55 mM (Zn), 2.9 mM (Mn), 0.0046
mM (Ni); 0.55 mM (Zn), 2.9 mM (Mn), 0.0369 mM (Ni); and 4.4 mM
(Zn), 2.9 mM (Mn), 0.0369 mM (Ni)

TEM was performed according to the method of Simenal
(2014) The biomass was fixed with 2.5% glutaraldehyde and sucrose
(0,2 M) in sodium cacodylate buffer 0.1 M (pH 7.Z}hereafter, fixed
samples were washed three times with sodium cacodyldfer 0.1 M
(pH 7.2) for 15 min. The material was pdisied with 2% osmium
tetroxide (Os@) and 0.2 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2) for 2 h at
room temperature. Then, three washEs min eachwere performed
with 0.1 M sodium cacodylate bufféFhe material was dehydrated &
series ofincreasingconcentrationsof acetone (30, 50, 70, 90, and
100%) 15 min each stepThe final series of 100% acetone was
performed twice.Treated samples were then infiltrated in graded series
of acetoneS p u r r rdfer 3 dayss followed by two infiltrations with
pure resin for 12h, and finally polymerized in an oven at 70 °C for 24 h.
The ultrathin sections (60 nm) were obtained with a diamond knife on
an ultramicrotome and subsequently stained with 1 % uranyltadeta
20 min and 1 % lead citrate for 10 mi®amples were then analyzed
under TEM JEM 1011JEOL Ltd., Tokyo, Japarusing an accelerating
voltage of 80 KkV. Cell sections were selected randomly and
photographedAfter image analyses, the effects of thetats were
compared in the following cellular features: whole cell, cytoplasm,
chloroplast, vacuole and vacuolar deposits, starch grains, pyrenoid, and
cell walls.

For SEM, the protocol was modified fro@uriques and Bouzon
(2003). The biomass was fixedising the same procedure as for TEM.
Fixed samples were washed in cacodylate buffer solution 0.1 M and
then dehydrated in an ethanol series of 30, 50, 70, 90, and 100%, v/v,
and dried using Hexamethyldisilazane (HMD%pr the SEM-EDS
analysis, the samplesvere sputtecoated with carbon and then
examined under SEM JSM 6390 LV (JEOL Ltd., Tokyo, Japeig
an accelerating voltage of 20 k¥hese procedures were performed for
all sampledrom Experiment 1.

For the same reasons as for TEM, it was not possible to evaluate
the procedure for all samples in SEM analysasExperiment 2, the
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treatments analyzed wereontrol; 0 mM (Zn), 0.37 mM (Mn), 0.0046
mM (Ni); 0 mM (Zn), 0.37 mM (Mn), 0.0369 mM (Ni); 0 mNEQ), 2.9
mM (Mn), 0.0046 mM (Ni);0 mM (Zn), 2.9 mM (Mn), 0.0369 mM (Ni);
0.55 mM (Zn), 0 mM (Mn), 0.0046 mM (Ni); 0.55 mM (Zn), 0 mM
(Mn), 0.0369 mM (Ni); 0.55 mM (Zn), 0.37 mM (Mn), 0 mM (ND);55
mM (Zn), 0.37 mM (Mn), 0.0046 mM (Ni); 0.55 mM (Zn), 0.3@M
(Mn), 0.0369 mM (Ni); 0.55 mM (Zn), 2.9 mM (Mn), 0 mM (Ni); 0.55
mM (Zn), 2.9 mM (Mn), 0.0046 mM (Ni); and 0.55 mM (Zn), 2.9 mM
(Mn), 0.0369 mM (Ni).

Statistics

Statistical evaluationof physiological responses was performed
using aoneway analysiof variance (ANOVA) in Experiment,where
metals were thdactors assessed to obtain the isolated heavy metal
effects. FolExperiment 2, a twavay ANOVA was performedo access
the effect ofeach metal and the interaction among thémone-way
(ANOVA) was performedon theresults ofExperiment 3 to evaluate the
potential ofUlothrix sp. LAFIC 010 to remove Zn, Mn and Ni from
AMD. Previous assumptions to ANOVA were verified performing tests
of normality and homogeneity of variances (Cochran test). When
significant effects were detectéfd<0.05), a poshoc test of Student
Newman Keuls was applied. All statistical analyses were pagad in
the softwareStatistica v.1Gor Windows (Statsoft Inc., 2010).

5.3 Results

Experiment XToeranceof individual metals

Ulothrix sp. LAFIC 010 showed tolerance to high concentrations
of zinc, manganese and nickel. Physiological responseBodifirix sp.
LAFIC 010 were significantly influenced by the presence of Zn, while
the addition of Mn or Ni was effective to cause variations only for
Chlorophylla fluorescence (Tablg.1).

Table 5.1. Summary of onevay repeated measures

analysis of variance (ANOVA) of physiological

responses ofUlothrix sp. LAFIC 010 at different
concentrations of Zinc, Manganese and Nickel during
tolerancee x per i ment . U <indiated 5 . N=5.
signiycant valuesat P < 0.05.
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Source of Degrees Zn (mM) Mn (mM) Ni (mM)
variation  of

freedom F value p F value p F value p
O.D.Chla 5 22.210 0.000 1.264 0.311 1.047 0.413
Fluor. Chla 5 102.211 0.000 5.260 0.002 3.331 0.020
Yield (1) 5 20.099 0.000 2.264 0.080 0.496 0.776
Error 24

0,12
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Under concentrations of 2.2 and 4.4 mM of Zn, the Optical
Density and Fluorescence of Calexhibited a sharp reduction (Fig.
5.1a, d), but no effect was observed inllY(Fig. 5.1g), although a
reductionin the photosynthetic response was detected at 4.4 mM Zn. No
significant variation was observed ithe optical density and Y(ll) of
Ulothrix sp.LAFIC 010in any concentration of Mn or Ni tested (Figs.
5.1b,5.1¢,5.1h,5.1i) . The only parameter sensitive fath metals, Mn

and Ni, was the Chlorophydl fluorescence for 2.9 mM M(Fig. 5.1e),

and 0.0185 and 0,0369 mM Ni (Fig1f).
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Figure 5.1 Physiological responses dflothrix sp. LAFIC 010 in the
experiment for metal terancewith Zn (A, B, C), Mn (D, E, F) and Ni (G,

H,

1) .

The

parameters

optical ,densi't

and effective quantum vyield (Y(ll)) were evaluatéthe metals Zinc,

Manganese and Nickel

were provided separately. Letters indicate
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significantly different treatments according fmsthoc test of Student
Newman Keul{mean £SD. n = 5).

SEM-EDS spectra showed the presence of the elements O, Na,
Si, P, S, and Ca on the cellular surfacedJtithrix sp. LAFIC 010
(Tab.5.2). These compounds remained in similar contents after metal
treatments, for any type or concentration of metal tested. Data from
SEM-EDS spectra of this experiment revealed that Zn, Mn, and Ni,
were not present on the surfaceldbthrix sp. LAFIC 010 filaments
(Figure5.2).

Table 5.2 Scanning Electron Microscope (SEM) akdergydispersive Xray

spectroscopy (EDSYata of Ulothrix sp. LAFIC 010 exposedto different

concentrations of Zinc, Manganese and Nickel duriteraoceexperiment. The
values correspond to the mean (+SD}th# compound %. (*): samples where
elements were recordéar only one replicatethusavoiding calculation of SD.

Treatments (mM) 0 Na Si P S Ca Mg Cl Mo Br K Al
Control 7428207 493095 1720421241467  371* 306408  041*  141* 52*
n 0.5573.33+1.03 4.47+1.37 215015 13.35+0.48 3.28+0.36 2.88 :087 0.80.12
1.1 76.88 056 5.45+0.18 1.48£0.13 9.08+0.68 4.73£0.38 2.360.18

Mn 0.37 76.654379 3.69£008 1.81£07 9.61+232 3.25+017 255061 107 6.62* 2.83*
29 76104 459035 0.58* 7.084034 3.341024 451056 3.94 +0.36 0.71*
Ni 0.0046 76.23 1048 4.25+062 1.06+048 9.74+017 329:0 2.87032 1.854063 519* 0.82* 0.43*

0.0369 74.78 1246 5.33 057 158406 14.53 4187 29* 241051 095+0.7  0.92*
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Figure 5.2. SEM of the filamentsof Ulothrix sp. LAFIC 010 from the
controltreatment

The presence of the metals in the medium affected the algal
cellular ultrastructure, as can be seerthia TEM images (Fig.5.3).
Ulothrix sp. LAFIC 010 cells from the control treatment showed
chloroplasts occupying most of the cellular surfagad inside the
chloroplast it was possible to observe large pyrenoids surrounded by
starch grains (Figs.3a). The @ll wall appeared translucent (Fsgf3b).
Chloroplasts presented elongated thylakoids forming grana &:&gs.

d). Additionally, cells howed a vacuole occupying almost h#ié size

of the cell (Fig5.3d). Comparing the images frothe control with
treatments submitted to each metal separately, it was possible to infer
that the structural changes were different for each metadamples
under the lowest Zn concentration (Figs3e-h), it was possible to
observe cell wall thickening. Under higher Zn concentration (E§s-

), the cells presented changes in the chloroplagstéch exhibited
disorganized thylakoidand higher quantity of plastoglobuli. Moreover,
vacuoles in these samplegere also disarranged (Figh.3l). In the
treatments with Mn (Figs.5.3mt), especially under the higher
concentration tested (2.9 mM, Fi§.3¢t), cells presented electron
denseareas in the cell wall, and inside the cell the chloroplasts also




















































































