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RESUMO

LAZARO, G. C. S. Efeito de niveis de ferro e radiagdo ultravioleta n o
crescimento e producdo de microcistina em Microcystis aeruginosa Kutzing
NPLJ-4. 2012. 112f. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Ambiental, Area de
Concentracdo: Saneamento Ambiental) — Programa de PoOs-Graduacdo em
Engenharia Ambiental, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, ES, 2012.

A presente pesquisa teve como objetivo simular e avaliar os impactos de variaveis
ambientais (ferro e UV-C) sobre o crescimento e producdao de MCY de M.
aeruginosa (NPLJ-4). Para tanto, tal cepa foi cultivada sob condi¢cdes controladas.
No ensaio do ferro, ndo houve diferenca significativa de densidade, biovolume e
clorofila-a entre as diferentes concentracbes de ferro, enquanto que taxa de
crescimento, tempo de duplicacdo e concentracdo de toxina apresentaram tal
diferenca. Foram observadas mais divisdes celulares (G) a uma menor taxa nas
culturas com maior teor de Fe, causando aumento de densidade e biomassa (vice-
versa). As divisbes reduziram-se a uma taxa maior até que o Fe ficasse escasso (10,
4, 1 e 0,5 pM, respectivamente). Culturas com 0,5 pM registraram: maior taxa,
menor tempo de duplicagdo, menor densidade e biovolume. Quanto a toxina, células
da fase log (6° ao 14° dia) e estacionaria (16° ao 35° dia) influenciaram nos altos
valores de MCY-LR total das culturas com Fe. Os teores aumentaram do 10° para o
20° dia e cairam no 30° dia nas culturas com 4 e 10 uM Fe. Ademais, o tratamento
com 1 uM Fe obteve maior densidade, biovolume, picos de maior area e maiores
concentragbes de MCY-LR total em relagcdo as culturas com 0,5, 4, e 10 uM Fe,
respectivamente. Assim, o crescimento de MA nem sempre esta atrelado aos
maiores niveis de Fe e uma unica célula pode ser responsavel por producdo de
grande quantidade de toxina. J& no experimento de simulacdo de exposicdo a
radiacdo UV-C, obteve-se remocdo completa da MCY-LR total em meio ASM-1 com
floracdo de M. aeruginosa, sendo que mais que 50% da toxina foi degradada nas 2
primeiras horas de exposi¢ao. Os valores de MCY-LR total, densidade, biovolume e
clorofila-a declinaram a medida que o tempo de exposicdo a UV-C aumentava.
Ademais, ndo ocorreu producdo de microcistina LA e RR em nenhum dos

experimentos.

Palavras-Chave: Cianobactéria; Estresse; Ferro; Radiacao Ultravioleta; Crescimento;
Microcistina; CLAE.



ABSTRACT

LAZARO, G. C. S. Effect of levels of iron and UV exposure on the gro  wth and
production of microcystin in Microcystis aeruginosa Kuitzing NPLJ-4. 2012.
112f. Dissertation (Master in Environmental Engineering, Area of Concentration:
Environmental Sanitation) — Graduate Program in Environmental Engineering,
Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria, ES, 2012.

This research aimed to simulate and evaluate the impact of environmental variables
(iron and UV-C) on M. aeruginosa (NPLJ-4) growth and MCY production. This strain
was cultivated under controlled conditions. The iron assay did not show significant
difference of cell density, biovolume and chlorophyll-a between different iron
concentrations, while the growth rate, duplication time and toxin concentration
showed that difference. More cell divisions (G) were observed with a lower rate at
highest iron content cultures, inducing a cell density and biomass increase. The cell
divisions were reduced to a lower rate until the iron become scarce (10, 4, 1 e 0.5
UM, respectively). 0.5 uM cultures registered higher growth rate and lower duplication
time, cell density and biovolume. Log (6™ to 14™ day) and stationary (16" to 35" day)
phase influenced the high total MCY-LR values of iron cultures. MCY-LR content
increased from 10" to 20" day and reduced in 30™ day in the 4 and 10 pM iron
cultures. 1 uM iron treatment showed higher cell density, biovolume, biggest area
peaks and total MCY-LR concentrations in comparison with 0.5, 4 and 10 pM
cultures, respectively. Thus, M. aeruginosa growth is not always related to high iron
levels and one cell, alone, can be responsible for the production of high toxin content.
On the other hand, in the UV-C radiation exposure simulation experiment, complete
total MCY-LR remotion was reached in ASM-1 medium with M. aeruginosa bloom,
with more than 50% of the toxin degraded at the two initial hours of exposure. The
total MCY-LR, cell density, biovolume and chlorophyll-a reduced as the UV-C
exposure time increased. Finally, did not occurred MCY-LA and MCY-RR production

in the experiments.

Keywords: Cyanobacteria; Stress; Iron; UV; Growth; Microcystin; HPLC.
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1 INTRODUCAO

A intensificacdo das atividades antropogénicas e o manejo inadequado dos recursos
hidricos tem acarretado o aumento e a aceleracdo da eutrofizacdo dos ambientes
aquaticos superficiais, resultando na deteriorizacdo da qualidade da agua e na
proliferagdo excessiva (floracdo ou “bloom”) de algas, principalmente as
cianobactérias, que ocasionam efeitos deletérios ao longo da cadeia alimentar,

prejuizos ecoldgicos e socioecondmicos, e riscos a saude publica e biota aquética.

Dentre as modificagbes provocadas pelas floracées tem-se o comprometimento dos
usos dos ecossistemas aquaticos através da mortandade de peixes, perda das
qualidades cénicas, limitacdo do uso recreacional, elevacdo dos custos e reducao da
eficiéncia do tratamento de &gua para abastecimento publico, alteracdes
organolépticas a 4gua (cor, odor e sabor), condicdes anaerdbicas no fundo e/ou em
toda coluna d’'agua, alteracGes quali-quantitativa sobre as comunidades bioldgicas,
além do perigo iminente provocado pelas cianotoxinas que coloca em risco a saude
humana (VON SPERLING, 2005; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; PADUA,
2006; SANT'ANNA et al., 2006).

As cianoficeas dominam em corpos d’agua lénticos (baixa turbuléncia) e poluidos e
podem produzir e liberar esses metabdlitos secundarios toxicos, mutagénicos,
genotoxicos, alergénicos e carcinogénicos na massa liquida (CHORUS; BARTRAM,
1999; CODD, 2000). Pesquisas demonstram que 52% dos ecossistemas
continentais brasileiros apresentam altas percentagens de cianobactérias e
ocorréncia de intensas floracbes, sendo essa dominancia marcante em lagunas
costeiras (HUSZAR; SILVA, 1999).

Nesse contexto, as cianobactérias e cianotoxinas sao frequentemente utilizadas em
programas de monitoramento, controle e vigilancia da qualidade da agua para
consumo humano, visando atender as exigéncias da Portaria n°® 2.914/2011 do
Ministério da Saude (MS), que preconiza a quantificacdo destas microalgas e a
analise das hepatotoxinas (microcistinas e cilindrospermopsinas) e anatoxina-a, cujo
limite méximo permitido em A&gua potavel é de 1,0 pgeL™" para ambas toxinas.
Anteriormente, a Portaria MS n° 518/2004 estabelecia valor maximo permitido (VMP)

de 15 pgeL™ para cilindrospermopsinas e ndo mencionava o controle da anatoxina-a.
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A Resolucdo n° 357/2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) —
alterada pelas Resolugbes CONAMA n° 410/2009 e 430/2011 (BRASIL — MMA,
2012) — prevé apenas andlise quantitativa de cianobactérias e determinacdo do
biovolume das mesmas. Parte das normas da Portaria MS e desta Resolucédo ainda

nao foi adotada por varias companhias de saneamento brasileiras.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude - OMS (OMS, 2011) e Chorus e
Bartram (1999), os dados existentes em literatura sobre a toxicidade das floracdes
em corpos d’agua ainda sao insuficientes para determinar valores-guia seguros em
agua potavel. No Brasil, a Portaria MS n® 2.914/2011, em substituicdo a Portaria
518/2004, incluiu, dentre outros parametros, as saxitoxinas no padrdao de
potabilidade, cujo VMP é de 3,0 pgeL™ equivalente de STX (saxitoxina), assegurando

maior eficiéncia no controle de qualidade da agua potavel.

A grande diversidade metabdlica e adaptativa das cianobactérias permite tolerar e
adaptar-se a situacbes ambientais adversas (WHITTON; POTTS, 2000). Em
contrapartida, a formacdo de floracbes é favorecida por fatores ambientais, tais
como aguas neutro-alcalinas, temperaturas acima de 20°C; concentracbes de
oxigénio baixas e nutrientes em abundancia (especialmente nitrogénio, fésforo e
ferro); estabilidade da coluna d’agua; pela razdo N:P, intensidade de luz e agéo da
herbivoria (DAWSON, 1998; CHORUS; BARTRAM, 1999; AZEVEDO; MARINHO;
MAGALHAES, 2003; FERNANDES et al., 2009).

As mudancas climaticas globais também estdo interferindo na ocorréncia das
floracdes (DAVIS et al., 2009), os quais podem apresentar cepas téxicas e nao-
toxicas dentro de uma mesma espécie, sendo dificil separé-las fenotipicamente
(MOLICA; AZEVEDO, 2009).

Dentre as varias cianotoxinas, a ocorréncia de hepatotoxinas ja foi notificada em
todos os continentes, sendo microcistina, a mais registrada em todo planeta
(SIVONEN; JONES, 1999; MOLICA; AZEVEDO, 2009) e a primeira identificada, com
isolamento pioneiro em Microcystis aeruginosa (CARMICHAEL et al., 1988); todavia,

outros géneros ja foram citados como produtores desta toxina.
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O tempo de degradacgéo das microcistinas € variavel e dependente de fatores como
presenca de microrganismos, temperatura da agua, pH, disponibilidade de fontes de
carbono organico e concentracao inicial da toxina (BRASIL - FUNASA, 2003;
GOMES et al., 2009)

Diversas publicagées simularam durante anos o impacto dos fatores ambientais em
cepas toxicas. Esses testes sdo importantes ferramentas para se determinar o papel
de tais fatores na biossintese de microcistina, que € especifica de cada espécie
(AME; WUNDERLIN, 2005; MOLICA; AZEVEDO, 2009), e tentar criar e aplicar
tecnologias na eliminagcdo da toxina da &gua potavel e na recuperagdo de
mananciais eutrofizados. Microcystis aeruginosa € o organismo-teste mais utilizado
pelos pesquisadores, uma vez que esta espécie pode produzir microcistina,

apresenta ampla ocorréncia geografica e esta associada com floracbes sazonais.

Além disso, cultivo e estudos em laboratorio tem permitido um melhor conhecimento
sobre as estratégias e fatores que estimulam a resposta adaptativa das espécies
frente as inUmeras situagbes que podem ocorrer NOsS ecossistemas aquaticos,
tornando as extrapolacbes para estes ambientes 0 mais realistas (ZEVENBOOM,
1987 apud FERREIRA, 2007).

A distribuicdo generalizada de cianobactérias potencialmente toxicas tem promovido
estudos intensivos em campo e em condi¢cdes de laboratério. Na detecgédo e
quantificacdo das cianotoxinas sdo empregados varios métodos como Cromatografia
Liqguida de Alta Eficiéncia (CLAE), imunoensaios (ELISA), inibicAo da proteina
fosfatase e técnicas moleculares, além de bioensaios com camundongos (HARADA,;
KONDO; LAWTON, 1999; PADUA, 2006; YUAN; CARMICHAEL; HILBORN, 2006).
A CLAE é o método analitico frequentemente utilizado na determinacdo de

microcistinas (NICHOLSOM; BURCH, 2001), seja em mananciais ou em cultivos.
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Sendo assim, a presente pesquisa simulou e avaliou os impactos de uma variavel
quimica e uma fisica sobre o crescimento e producdo de microcistina por uma cepa
toxica de M. aeruginosa, cultivada em condicBes controladas. Tais dados
contribuirdo para uma melhor compreensdo dos mecanismos ecofisiologicos e do
papel dos fatores ambientais na producdo das toxinas, ja que estes ainda n&o séo
claros. Ademais, este estudo fornecera subsidios para pesquisas futuras no que
tange ao estabelecimento de estratégias e intervencdes (corretivas e preventivas),
tanto no controle da eutrofizacdo como das floragbes, assim como no

monitoramento, controle e recuperacao da qualidade da agua.



2 Obijetivos LAZARO, G.C.S. (2012) 20

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

» Avaliar a influéncia de efeitos quimico (ferro) e fisico (radiagdo ultravioleta)
sobre o crescimento e producdo de microcistina por uma cepa toxica de

Microcystis aeruginosa (Ktzing).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Investigar respostas fisiologicas estabelecendo parametros associados ao
crescimento e a producdo de microcistina por uma cepa toxica de Microcystis
aeruginosa (NPLJ-4) submetida a diferentes concentracbes de ferro e da

exposicao a radiacao ultravioleta.

 Determinar as curvas de crescimento a partir da densidade numérica,
biovolume celular e das concentracdes de clorofila-a de Microcystis
aeruginosa (cepa toxica NPLJ-4) submetida a diferentes situacdes de

estresse.

» Determinar as taxas de crescimento (experimento nutricional) e de inibicdo do
crescimento (experimento de radiagao ultravioleta) a partir da densidade

numerica de Microcystis aeruginosa.

* Realizar avaliagcdo quantitativa de microcistina-LA, LR e RR total das culturas
de Microcystis aeruginosa (cepa toxica NPLJ-4) submetida aos experimentos

de estresse fisiologico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias (cianoficeas ou cianoprocariontes) sdo organismos procariéticos
(sem nucleo celular definido), gram-negativos, aerébicos, uni ou pluricelulares,
solitarios ou coloniais e com reproducdo apenas assexuada, contidos na
comunidade fitoplanctdnica. Além disso, podem ter sido responsaveis pela evolugcéo
da vida no planeta (WHITTON; POTTS, 2000), uma vez que tiveram papel
fundamental na formacdo e manutencdo do oxigénio na atmosfera ao longo da
histdria evolucionaria (SAMPAIO; CARNEIRO; PINTO, 2011).

Ainda, estas sdo capazes de fixar carbono através da fotossintese e obter elétrons
da agua (fotoautotréficos obrigatdrios), contribuindo, deste modo, na produtividade
primaria e no fluxo de energia em ecossistemas aquaticos (FERRAO-FILHO;
MOLICA; AZEVEDO, 2009). As cianobactérias também realizam fotossintese
anoxica, ou seja, sem oxigénio (tipica das bactérias fotossintetizantes), cujo doador
de elétrons é o H,S (acido sulfidrico); e habilidade de sintetizar a matéria organica
sob condicbes anaerObias ou crescer no escuro a custa de substrato orgéanico
(heterotréficas) (GRAHAM; WILCOX, 2000; BRASIL — FUNASA, 2003).

Ademais, as cianoficeas estao presentes em todos 0s bidtopos aquaticos (interface
agua/ar, coluna d'agua e sedimento) segundo Esteves (1998), e podem ser
fitoplanctonicas (vivem em suspensao na coluna d’agua), bentdnicas (aderidas no
fundo de ambientes aquaticos), ficoperifiticas (aderidas a diversas superficie), e
aerofiticas (WHITTON; POTTS, 2000; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006;
SANT’ANNA et al., 2006).

Cianobactérias perifiticas sdo observados em ecossistemas Iénticos, IGticos e
marinhos e ocorrem em habitats epipélicos, episamicos, epiliticos ou epifiticos.
Massas perifiticas (Aphanothece, Oscillatoria e Phormidium) podem se desenvolver
nas rochas e sedimentos, em aguas paradas e, posteriormente, formar densas
massas flutuantes, que podem produzir toxinas (KOMAREK; KLING; KOMARKOVA,
2003).
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A maioria das espécies cresce preferencialmente em aguas neutro-alcalinas (pH
entre 6 e 9), em temperaturas entre 15°C e 30°C; e com alta concentracdo de
nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo. Embora as cianobactérias
apresentem simplicidade organizacional, elas resistem as variacbes ambientais
drasticas (naturais ou antropicas), devido as adaptacfes bioquimicas, fisiologicas,
genéticas, morfolégicas e reprodutivas (WHITTON; POTTS, 2000; AZEVEDO, 2001;
BITTENCOURT-OLIVEIRA; MOLICA, 2003; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS,
2006; SANT'ANNA et al., 2006).

As cianobactérias realizam a fotossintese nos ficobilissomos, que sdo moléculas
complexas nos quais estdo organizadas as ficobiliproteinas, também chamadas de
ficobilinas. Esses ficobilissomos s&o encontrados nos tilacoides ao invés dos
cloroplastos observados nas plantas superiores. Entretanto, 0 processo
fotossintético em cianobactérias e plantas superiores sdo similares (WHITTON;
POTTS, 2000; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001; CALIJURI; ALVES; DOS
SANTOS, 2006).

Ademais, as cianobactérias possuem clorofila-a e pigmentos acessorios
hidrossoluveis como as ficobilinas, que séo formadas pela ficocianina, ficoeritrina e
aloficocianina. A ficocianina confere as células colorac&o azul brilhante, a ficoeritrina
concede cor avermelhada e aloficocianina (verde-azul). Carotendides e xantofilas,
também sdo pigmentos acessoérios, aos quais sdo atribuidas as tonalidades pardas
(CHORUS; BARTRAM, 1999; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; SONI et al.,
2006).

Essas ficobilinas sdo componentes de um sistema de antena que auxilia na
captacdo de luz para o processo fotossintético e protecdo da clorofila-a da
fotoxidacdo. Tais pigmentos ao absorver a irradiacdo solar em comprimentos de
onda diferentes, possibilitam a sobrevivéncia destas algas em ambientes com pouca
luz (WHITTON; POTTS, 2000; SANT'ANNA et al., 2006). As absor¢cbes maximas
para ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina estédo entre 610-640 nm, 540-575 nm e
650-655 nm, respectivamente (SONI et al., 2006).
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Paerl e Millie (1996) destacam a vantagem eco-evolutiva das cianobactérias de
utilizar a energia luminosa em ambos 0s extremos do espectro visivel, ou seja, no
comprimento de onda azul, que pode penetrar até o fundo da coluna de agua, € no
de onda vermelho, que se extingue em menor profundidade, ou seja, préxima da
superficie d’agua (LEMASSON; DE MARSAC; COHEN-BAZIRE, 1973). Esta
vantagem ndo é observada na maioria dos espécimes da comunidade

fitoplanctonica.

A elevada diversidade metabdlica e ecoldgica das cianobactérias contribui para o
sucesso competitivo e ocupacdo de diferentes nichos e ecossistemas aquaticos
(dulcicolas, salobros e marinhos) e ambientes terrestres (vivem sobre rochas ou solo
umido), com ocorréncia, inclusive, em habitats extremos e indspitos, caso de locais
com baixas e altas temperaturas (fontes termais e géiseres, desertos), aguas acidas,
hiper-salinas, com concentracdes baixas de oxigénio e elevadas de metais pesados
(GRAHAM; WILCOX, 2000; WHITTON; POTTS, 2000; SANT’ANNA et al., 2006).

A salinidade pode inibir o desenvolvimento de floracdes tdéxicas em mananciais
eutréficos ao diminuir o crescimento e producdo de cianotoxinas, caso de
cianobactérias de aguas estuarinas, que dependem da habilidade nas rapidas
mudancas osmoticas (SAMPAIO, 2008).

Também sdo encontradas em areas expostas a alta irradiacéo de ultravioleta do tipo
UV-B e UV-C (regides polares — Artico e Antartica) (VICENT; MUELLER; BONILLA,
2004), além de sobreviverem em baixas concentracdes de dioxido de carbono (CO5)
(WHITTON; POTTS, 2000; SAMPAIO, 2008). Ademais, cianoficeas sao tolerantes a
dessecacgdo (WHITTON; POTTS, 2000; SAMPAIO, 2008).

Além disso, esses microrganismos podem colonizar folhas de plantas vasculares
como o café e o maracuja (aerofiticas) (MACHADO, 2011), aparecer na formacao de
biofilmes em solos contaminados com derivados do petroleo (CORREA, 2007) e
efluentes, onde estas cianoficeas podem atuar tanto na biodegradacdo quanto na

bioindicacdo de poluentes.
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Jancula e colaboradores (2007) investigaram os efeitos apds aplicacdo de extratos
de raizes da Familia Papaveraceae sobre o crescimento de cianobactérias e outros
organismos para avaliar a possivel utilizacdo como algicidas no ambiente aquatico e
constataram a eficacia destas microalgas. Publicacdo de Codd, Morrison e Metcalf
(2005) levanta a hipdtese de que bactérias heterotroficas associadas estariam
envolvidas na producéo de cianotoxinas ou na sua modulagcéo, o que poderia refutar
pesquisas anteriormente propostas (herbivoria, efeito alelopatico, quelante, dentre
outros).

Estudos reforcam que héa diferencas genotipicas individuais dentro da mesma
espécie, onde algumas possuem genes para produzir determinada toxina e outras
nao (MOLICA; AZEVEDO, 2009; SOARES, 2009). Desta forma, a diferenca entre as
populacdes toxicas e atoxicas de Microcystis estaria na presenca de um ou mais
genes mycB, que codificam para a enzima microcistina sintetase, responsavel pela
producdo de microcistina (NISHIZAWA et al.,, 2000; BITTENCOURT-OLIVEIRA,;
MOLICA, 2003). De acordo com Carmichael (1994), em 50 a 75% das floracdes, a

toxicidade associa-se a producéo simultanea de diversas cianotoxinas.

Ressalta-se que muitos caracteres morfolégicos como espessura da mucilagem,
tamanho e distribuicdo das células na col6nia sofrem altera¢cdes quando as células
sdo submetidas a diferentes condi¢cdes de cultivo. As mudancas morfologicas que
guase sempre ocorrem durante cultura prolongada, geralmente sdo acompanhadas
por mudancas fisiologicas (WHITTON; POTTS, 2000).

Branco (1986) e diversos pesquisadores argumentam que cianoficeas séao
excelentes sensores e defende a utilizacdo das mesmas como indicadores da
qualidade ambiental. Elliott (2012) destaca que a sensibilidade as mudancas
ambientais estad relacionada ao tempo de geracdo muito curto, todavia com
expressiva contribuicdo a produtividade. Além disso, cianobactérias ndo sao

palataveis ao zooplancton.

Vale ressaltar que cianobactérias e demais grupos de algas tem sido alvo de
pesquisas pelos setores farmacéutico, agricola, alimenticio e de energia, em funcéo
do possivel potencial farmacolégico, pelo seu alto valor nutritivo, pela influéncia que
exercem sobre a fertilidade de solos e aguas, bem como na producéo de biodisel,

respectivamente.
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Além disso, cianopeptideos com potencial antibacteriano, antiviral, antinflamatario,
fungicida, de inibicAo enzimatica, com atividade imunossupressora, efeitos
citotoxicos e algicida foram isolados de cianobactérias (SAMPAIO; CARNEIRO;
PINTO, 2011).

Algumas espécies ainda sdo capazes de fixar e reduzir o nitrogénio atmosférico (N)
a amonia (espécies diazotroficas) através dos heterocitos; e de entrar em estado de
laténcia, transformando-se em células de resisténcia (acinetos), que acumulam
proteinas quando o ambiente é desfavoravel a sua sobrevivéncia (CALIJURI;
ALVES; DOS SANTOS, 2006; SANT’ANNA et al., 2006).

Ademais, as cianoficeas apresentam capacidade de armazenar polifosfatos; de
regular a flutuabilidade (bainha de mucilagem e aerétopos) para proteger-se dos
predadores; elevada velocidade reprodutiva; reduzir a sedimentacdo; migracao
vertical na coluna d’dgua, que permite posicionar-se em regibes com maior
iluminacdo (quantidade e qualidade) e com melhor disponibilidade de nutrientes
(OLIVER; GANF, 2000; WHITTON; POTTS, 2000; CALIJURI; ALVES; DOS
SANTOS, 2006; SANT'ANNA et al.,, 2006). Ainda, a mucilagem ajuda a reter o
diéxido de carbono quando em concentragfes relativamente baixas de acordo com

varios pesquisadores.

Floracbes de cianobactérias sdo favorecidas pelas condicbes eutroficas de
ecossistemas aquaticos eutrofizados; contudo, floragbes j& foram registradas em
mananciais oligotroficos e mesotréficos (FERNANDES et al., 2009). Em recursos
hidricos circundados por areas urbanas e industriais, as floracdes atingem
percentuais acima de 80% do total da biomassa da comunidade fitoplanctonica
(HUSZAR; SILVA, 1999; BITTENCOURT-OLIVEIRA; MOLICA, 2003). Lembrando
que zonas rurais e fendbmenos hidrolégicos e edaficos também séo expressivos para

a entrada de nutrientes.

Cita-se que cianobactérias podem apresentar uma taxa de crescimento
relativamente alta quando comparada a outros organismos da comunidade
fitoplanctonica, principalmente em ambientes com luminosidade baixa (CHORUS;
BARTRAM, 1999).
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Essas floracdes provocam alteracbes das propriedades organolépticas da agua e
das condicbes estéticas, causando impactos ecologicos, sanitarios,
sécioeconbmicos e a saude publica, uma vez que estas algas podem causar
intoxicacBes agudas ou cronicas as popula¢cdes humanas e a biota aquética, embora
esta seja mais rara. Segundo Codd (2000), a ingestdo de cianotoxinas ocorre
através do consumo de agua, peixes ou outros animais bioacumulativos e pelo

contato direto com a agua.

Inimeros registros de floracdes de cianobactérias foram realizados no Brasil, sendo
gue uma expressiva parcela (maior que 50%) tem reconhecido potencial toxico
(YUNES et al.,, 1996). De acordo com Sivonen e Jones (1999) e Sant’Anna e
Azevedo (2000), Microcystis aeruginosa Kiitzing é reconhecida como a espécie mais
comum nas floracdes nocivas e possui distribuicdo ampla em todo o mundo,
chegando a representar mais de 50% da biomassa total de algas em alguns lagos
(ZOHARY; BREEN, 1999 citado por FERNANDES et al., 2009). Em contrapartida, o
género Anabaena tem o maior nimero de espécies potencialmente tdxicas
(CARMICHAEL, 1994; SANT'ANNA; AZEVEDO, 2000).

3.2 CARACTERISTICAS TOXICOLOGICAS DE CIANOBACTERIAS

As cianotoxinas sdo metabdlitos secundarios®, com estrutura quimica e propriedades
toxicoldgicas diversas (SIVONEN; JONES, 1999), que estdo presentes no interior
das células, sendo liberadas na 4gua em situacdes de lise? das células senescentes,
mudancas na permeabilidade da parede celular, e/ou inducdo de agentes que
controlam o crescimento (algicidas). Pesquisas relatam que linhagens (cepas®) de
uma mesma espécie podem ou nao produzir essas toxinas (CALIJURI; ALVES; DOS
SANTOS, 2006; CYBIS et al., 2006; PADUA, 2006; MOLICA; AZEVEDO, 2009;
SOARES, 2009).

1 ~ .. . - . . . .
Compostos ndo essenciais para o metabolismo primario, sintetizados em condi¢cdes em que o crescimento cessa.

2 A cianotoxina produzida dentro da célula é conhecida como toxina intracelular ou endotoxinas. Quando ocorre rompimento da
membrana, a toxina liberada no meio aquoso passa a denominar-se toxina extracelular ou dissolvida.

% Cepa toxica: uma populacéo de determinada espécie produtora de cianotoxina que apresenta a mesma descendéncia, ou
entdo proveniente da mesma cultura em termos laboratoriais.
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As toxinas podem persistir no meio aquatico por dias a varias semanas e sua
degradacéao € dependente de condi¢cbes especificas do meio, como pH, temperatura
da &gua, intensidade luminosa, concentracdo de nutrientes, especialmente
nitrogénio e fosforo, presenca de elementos traco, variagdo genética e herbivoria
(CHORUS; BARTRAM, 1999, ZURAWELL et al., 2005; FERNANDES et al., 2009).

As toxinas supracitadas provocam morte ou prejudicam a biota aquatica
(zooplancton, invertebrados, moluscos, peixes) através da biomagnificacdo ao longo
da cadeia tréfica (CHORUS; BARTRAM, 1999; CODD, 2000; MOLICA; AZEVEDO,
2009).

As cianotoxinas sdo produzidas por algumas espécies em todos os estagios do
crescimento celular e em determinadas condi¢des ecofisiolégicas ainda ndo bem
esclarecidas. Estas toxinas podem ser incluidas em trés grandes grupos quimicos:
0s peptideos ciclicos, os alcaldides e os lipopolissacarideos (LPS) (MOLICA;
AZEVEDO, 2009).

Ja em termos farmacolégicos as toxinas sao classificadas em quatro grupos:

hepatotoxinas (microcistina, nodularinas e cilindrospermopsinas); neurotoxinas

(anatoxina-a(s), anatoxina-a, homoanatoxina-a, beta-N-metilamino-L-alanina (BMAA)

e saxitoxina); dermatotoxinas (endotoxinas ou LPS); e inibidores da sintese proteica,
chamadas citotoxinas (cilindrospermopsinas, debromoaplisiotoxina e lyngbyatoxina-
a). Ainda, as cianotoxinas classificam-se conforme o modo de acdo destas nos
orgdos e tecidos alvos, principalmente em animais superiores (Tabela 3.1)
(CARMICHAEL, 1992; CHORUS; BARTRAM, 1999; BRASIL - MS; 2004; CALIJURI;
ALVES; DOS SANTOS, 2006; MOLICA; AZEVEDO, 2009; SOARES, 2009). Ha
cianobactérias com perfil eco-toxicoldgico ainda desconhecidos.

A cilindrospermopsina é um alcaléide com potencial genotéxico que causa
alteracdes citologicas essencialmente no figado (acdo hepatotoxica) (SIVONEN;
JONES, 1999; MANKIEWICZ et al., 2003). Ja as dermatotoxinas produzem alergias,
irritacbes na pele e olhos e atuam no trato intestinal e sdo representadas pela
apliosiotoxinas e lyngbyatoxinas (SIVONEN; JONES, 1999; BRASIL — FUNASA,
2003).



3 Revisao Bibliografica

LAZARO, G.C.S. (2012) 28

Os lipopolissacarideos (LPS) sdo endotoxinas pirogénicas que compdem a parede

celular de todos os géneros de cianobactérias e bactérias gram-negativas

(SIVONEN; JONES, 1999). Contudo, a toxicidade nas cianoficeas € menor que as
produzidas por bactérias, caso do género Salmonella (CHORUS; BARTRAM, 1999;
KUIPER-GOODMAN et al., 1999 apud CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006).

Tabela 3.1 — Classificacédo geral das principais cianotoxinas, acdo, 6rgédos-alvo e géneros produtores

Metabdlito

Acdo Bioldgica

Alvo da Toxina

Género Produtores

Microcistinas

Nodularinas

Cilindrospermopsinas

Anatoxina-a

Anatoxina-a(s)

Saxitoxinas

Aplisiotoxina

Lyngbyatoxina-a

LPS ou Endotoxinas

Hepatotéxica (inibe
as enzimas
fosfatase 1 e 2A)

Hepatotoxica (inibe
as enzimas
fosfatase 1 e 2A)

Hepatotdxica e
Citotéxico

Neurotdxica (liga-
se ao receptor da
acetilcolina)
Neurotoxica
(inibicéo da
acetilcolinesterase)
Neurotoéxica (liga-
se e blogueia os
canais de sddio)

Dermatotoxica

Dermatotoxica

Dermatotéxica

Figado (hepatdcitos)

Figado (hepatdcitos)

Figado, rins, coragédo, baco,
etc; e inibe a sintese de
proteinas

Nervo sinaptico
(superestimulagédo e
paralisacdo muscular)

Nervo sinaptico
(superestimulacao e
paralisacdo muscular)
Membrana do axénio
(inibicdo da conducgéo
nervosa)

Pele

Pele e trato gastrointestinal

Potencial irritante em qualquer

tecido exposto

Anabaena, Anabaenopsis,
Arthrospira, Aphanocapsa,
Hapalosiphon, Nostoc,
Microcystis, Planktothrix,
Radiocystis, espécies
picoplanctbnicas

Nodularia

Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Umezakia

Anabaena, Aphanizomenon,
Planktothrix

Anabaena

Anabaena, Aphanizomenon,

Cylindrospermopsis, Lyngbya
Lyngbya, Planktothrix, Schizothrix
Lyngbya

Todas cianobactérias

Fonte: Chorus e Bartran (1999); Bittencourt-Oliveira e Molica (2003); modificado de Padua (2006).
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E importante advertir que neurotoxinas (alcaldides ou organofosforados) s&o
caracterizadas por sua acao rapida, causando a morte de mamiferos por parada
respiratéria apds poucos minutos de exposicdo. J& as hepatotoxinas atuam mais
lentamente (BEVILACQUA; AZEVEDO; CERQUEIRA, 2009).

Os pesquisadores supracitados, ademais, sugerem que a BMAA possa ser
responsavel pela esclerose amiotréfica lateral (ALS), grave doenca neuroldgica que
se caracteriza por paralisia progressiva associada ao Mal de Parkinson e a Doenca
de Alzheimer, atualmente designada pela sigla ALS-PDC (complexo ALS-Parkinson-
Deméncia). As cianobactérias estdo também associadas a producédo de metabdlitos

nao toxicos que conferem gosto e odor a agua: geosmina e 2-metilisoborneol (MIB).

Sampaio, Carneiro e Pinto (2011) comparam a toxicidade do ofidio Naja sp., uma
das serpentes mais letais, com as toxinas das cianobactérias. Eles observaram que
a DL50* do veneno do género Naja (20 pgekg™ de peso corpéreo) é menor que as
DL50 das cianotoxinas listadas na Tabela 1, exceto para saxitoxina (10 ugekg™) e B-
N-metilamino-L-alanina (ausente). Sendo que a anatoxina-a, com acgéo neurotoéxica,
€ mil vezes mais letal que o veneno do ofidio supracitado (SAMPAIO; CARNEIRO;
PINTO, 2011).

Ainda ndo ha um consenso sobre a funcao das cianotoxinas, mas estudos apontam
gue estas substancias possuem efeito alelopatico (CYBIS et al., 2006; FERNANDES
et al., 2009) e sdo produzidas como defesa contra a herbivoria pelo zooplancton, no

entanto, esta ideia coexiste com pesquisas que a contradizem (SANTOS, 2009).

Outra possibilidade € que esteja relacionada a comunicacédo intercelular, seja intra
ou interespecifica (DITTMANN et al., 2001), ou ainda, que as toxinas poderiam atuar
como quelantes de metais pesados (MOLICA; AZEVEDO, 2009).

Publicacdes mais recentes relatam que as microcistinas poderiam desempenhar um
papel relacionado ao controle da concentracdo de carbono inorganico intracelular
(MOLICA; AZEVEDO, 2009).

* DL50 é a dose letal que mata 50% da populagdo que entra em contato com a toxina (AZEVEDO, 1998, CHORUS;
BARTRAM, 1999).
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Santos (2009) sugere em sua pesquisa que Microcystis sp. (cepa MILJ-48) promove
a liberacdo de um sinal ainda desconhecido que interfere na sua propria divisao
celular e levanta a hipotese da participacdo da microcistina nesta sinalizacao célula-
célula (quorum sensing ou autoinducdo), controlando as funcdes fisiologicas,
inclusive de organismos toxicos, antes da expressédo do fendtipo. Logo, esta toxina
nao seria um metabdlito secundario, uma vez que desempenha um papel essencial

em cianobactérias toxigénicas (SANTOS, 2009).

Paerl e Millie (1996), Dittmann e coparticipantes (2001) também defendem a ideia
das cianotoxinas como potenciais moléculas mediadoras em interacbes de
cianobactérias com outros componentes do habitat, como bactérias heterotroficas,

fungos, protozoarios e demais microalgas.

Segundo Chu e coautores (2010), o aumento da densidade populacional provocaria
a emissdo de sinais quimicos através de pequenas moléculas sinalizadoras,
estabelecendo comunicagdo intercelular (quorum sensing) entre cianobactérias e
respondendo as mudancas ambientais. Portanto, essas microalgas monitoram a
densidade antes da expressdo fenotipica através desta autoinducdo (CHU et al.,
2010).

Cordeiro-Araudjo (2012) obteve resultados que comprovaram a hipdtese de que a
liberacdo ativa de microcistina intracelular de M. aeruginosa para o meio extracelular
€ controlada por um ritmo enddégeno, sem que ocorra rompimento da célula. A
autora provou também que a densidade populacional est4 diretamente relacionada
ao aumento das microcistinas intracelulares, que pode ser uma comunicacao

semelhante a quorum sensing.

Diante do exposto, resta a comunidade cientifica esclarecer a funcdo natural dos
metabdlitos secundarios nos organismos, ja que a sinalizacdo celular e ambiental
executada pelos metabolitos secundarios ainda ndo esta totalmente clara na

literatura.
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3.3 IMPACTOS DAS CIANOTOXINAS NA SAUDE PUBLICA

A ocorréncia de floragGes toxicas é relatada em todos os continentes como fator de
risco a saude humana e ambiental. No Brasil, o primeiro caso comprovado
cientificamente sobre a toxicidade das cianobactérias ocorreu em Caruaru
(Pernambuco), no ano de 1996, com a morte de mais de 50 pacientes renais
cronicos devido a presenca de microcistina nas aguas de hemodialise (AZEVEDO et
al., 2002).

Diante da fatalidade supracitada, que teve repercussao internacional, despertou-se a
atencao e preocupacédo para o efeito drastico de microcistina no sangue humano, e
mobilizou autoridades ligadas a saude e a comunidade cientifica para o estudo de
Seu impacto nos ecossistemas aquaticos, na ecologia, no saneamento e na saude
publica, uma vez que a agua é fonte de alimento e de sobrevivéncia (KAMOGAE;
HIROOKA, 2000).

Teixeira e colaboradores (1993) relataram a ocorréncia de cerca de dois mil casos
de gastroenterite na Bahia, das quais 88 pessoas foram a Obito, causados
possivelmente por floragdes dos géneros Microcystis e Anabaena no reservatoério de

Itaparica, localizado na regido de Paulo Afonso.

Paralelamente na China, Carmichael (1994) expde o Obito de animais provocado por
floragBes toxicas de Microcystis, que ainda podem estar relacionado com o alto
indice de casos de cancer de figado, ja que a populacdo se abastece da agua

contaminada com cianobactérias toxicas.

Ainda, Falconer (1999) descreve que existem diversos registros de morte de
rebanho bovino, ovino, suino e equino; e de caes, peixes e invertebrados por

envenenamento através da ingestdo ou contato com essas floragfes toxicas.
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De acordo com Sampaio, Carneiro e Pinto (2011), houve notificacdo de floracdo dos
géneros toxicos de Microcystis e Anabaena no reservatério do Funil e no rio
Guandu, em novembro de 2011. Estes mananciais (deteccéo de 0,4 pg de MCYsL™?)
sdo responsaveis pelo abastecimento de agua potavel no Rio de Janeiro, e a
floracdo provocou outro incidente de exposicdo de pacientes a microcistina
(concentragdo = 0,16 ngemL™ ou pgeL™) durante tratamento de hemodialise no
Centro de Dialise Renal (0,32 pg de MCYsL™ no filtro de carvdo ativado) do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ) (SOARES et al., 2006).

Floracdes de cianoficeas sdo cada mais frequentes nos recursos hidricos do Espirito
Santo, conforme observado nas lagoas em processo de eutrofizacdo artificial de
Linhares — lagoas Juparanid e do Meio (LAZARO, 2008), e da Serra (Jacuném e
Maringd) (visita in locu); além de corpos d’agua artificiais, como tanques de pescado
e de finalidade recreativa/paisagistica. Cavati e cooperadores (2009) alertam sobre a

potencialidade para floracdo de cianobactérias na lagoa Mae-Ba (Guarapatri).

Martins (2010) avaliou a producdo de MCY-LR nas lagoas Jacuném, Juara, Pedra
da Cebola, uma lagoa de estabilizacdo de ETE e o reservatorio Duas Bocas. Dentre
estes, a lagoa Jacuném destacou-se em termos de trofia (hipereutréfico) e producao
desta hepatotoxina acima dos limites da legislacéo brasileira (4,78 pgeL™). Martins e
coautores (2010) e LAZARO e colaboradores (2010) ressaltam a importancia de
continuo monitoramento na lagoa, tendo em vista 0 uso recreacional e a producao
de microcistina e sugerem também a analise das toxinas produzidas pelo género

Cylindrospermopsis, que dominou nas analises quali-quantitativas das amostras.

Sendo assim, pesquisas em rios, corregos e lagoas estdo sendo gradativamente
realizadas pela comunidade académica ou consultores ambientais nas Uultimas
décadas; contudo, ha muitos mananciais desconhecidos, em especial na regiao
norte do Espirito Santo. Além disso, estudos relacionados a quali-quantificacdo de

cianotoxinas e isolamento e cultivo de espécimes séo incipientes.
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) deliberou o valor maximo
permitido/toleravel (VMP) para ingestdo diaria de microcistinas para a populacao
humana, que é de 0,04 mgekg™ por peso corpéreo por dia (CHORUS; BARTRAM,
1999). Sampaio (2008), pesquisando na laguna de Jacarepagua (RJ), registrou
ingestdo diaria de microcistina de até 0,20 mgekg™ de peso corpéreosdia™ valor este,
cinco vezes superior ao VMP recomendado pela OMS, considerando o consumo
diario de 300 gramas de peixe para uma pessoa de 60 kg. No Espirito Santo ndo ha
relato de dados dessa natureza pela comunidade académica.

Gomes e colaboradores (2009) detectou microcistinas no tecido muscular do
pescado, que € comercializado pela coldonia Mestre Pedro, localizada na margem da
laguna de Jacarepagua (RJ), cujas floracGes de cianobactérias € mudancas na qualidade
da 4gua sdo consequéncias da ocupacdo urbana e industrial desordenada no Complexo
Lagunar de Jacarepagua. Ademais, publicacbes do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho (UFRJ) tem alertado que as constantes proliferacdes toxicas estédo
afetando o potencial de abastecimento publico de reservatérios e pesqueiro das
lagunas, além do aumento do risco de intoxicagdo humana, tendo em vista que a
toxina aloja-se nas visceras, musculos e ovos (MAGALHAES; SOARES; AZEVEDO,
2001; GOMES et al., 2009; SOARES, 2009).

3.4 MICROCYSTIS AERUGINOSA E MICROCISTINAS

Microcystis aeruginosa Kiitzing 1846 € uma das mais perigosas cianobactérias
formadoras de floracbes e tem sido encontrada em todos os continentes (JIANG et
al., 2008). Esta espécie € uma das mais estudadas e conhecidas. De acordo com
Sant’Anna e colaboradores (2008), as floragBes toxicas desta espécie tem uma

distribuicdo ampla nas areas tropicais e subtropicais do Brasil.

M. aeruginosa pertence a Familia Microcystaceae dentro da Ordem Chroococcales e
€ composta por coldnias flutuantes, esféricas a irregulares, com grande variabilidade
morfolégica, envolvidas por fina camada de mucilagem incolor. A colbnia desta
espécie apresenta numerosas células esféricas, com diametro celular variando de 4
a 6,2 uym, que estdo aglomeradas de forma irregular (KOMAREK; KAMARKOVA,
2002; SANT’ANNA et al., 2008; SILVA; HUSZAR; ROLAND, 2009).
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Além disso, estas células possuem aerotopos que controlam a flutuabilidade,
permitindo melhor posicionamento na captacdo de luz (KOMAREK; KAMARKOVA,
2002; SANT'ANNA et al., 2008; SILVA; HUSZAR; ROLAND, 2009). A divisao celular
ocorre em trés planos perpendiculares (KOMAREK, 2003).

Essa espécie, com habitat cosmopolita, € citada frequentemente na literatura
especializada em Ficologia e Saneamento Ambiental, uma vez que suas floracdes e
cianotoxinas provocam impactos aos corpos de agua e, em muitos casos,
comprometem 0s usos e qualidade desses ecossistemas, além de prejuizos
sécioeconémico e ambiental, tendo em vista que a persisténcia de microcistina

residual € intacta em agua submetida ao tratamento convencional de potabilidade.

Muitas linhagens de M. aeruginosa séo produtoras de hepatotoxinas, em particular
as microcistinas, cujos efeitos téxicos representam risco a saude humana. As
microcistinas sdo heptapeptideos ciclicos, soltveis, hidrofilicos, e potentes inibidores
das proteinas fosfatases (PP) da familia serina/treonina dos hepatdcitos, dentre
estas: PP1l, PP2A, PP4 e PP5 e também PP2B quando expostas as altas
concentracfes de microcistinas (CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; JIANG et
al., 2008; MOLICA; AZEVEDO, 2009; SOARES, 2009).

Deve-se ressaltar que 0s genes nao ribossémicos estdo envolvidos na sintese de
microcistina em cepas toxicas, uma vez que os peptideos nao ribossémicos inibem a
acao das proteinas fosfatases (BITTENCOURT-OLIVEIRA; MOLICA, 2003).

A razao superficie/volume de Microcystis aeruginosa afeta a atenuacdo de luz, a
taxa de crescimento de outros microrganismos e a assimilacdo de nutrientes. Além
disso, esta espécie € abundante em altas temperaturas (DAVIS et al., 2009),
crescendo bem na faixa entre 15 e 30°C (CHORUS; BARTRAM, 1999); requer
irradiacdo luminosa ora muito reduzida ou muito elevada, com 6timo de crescimento
até 80 pmol fétonsem?es™ (IMAI et al., 2009), e taxa de duplicacdo e producdo de
microcistina igual ou acima de 40 umolem™@es™ (JACINAVICIUS, 2010); e tem grande
capacidade de absorver fosforo inorganico, podendo estoca-lo em estruturas
especiais; bem como possui a tendéncia de formar floragbes em aguas paradas
(JUNQUEIRA-MELGACO, 2007).
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No entanto, Imai e colaboradores (2009) ressaltam que baixas intensidades
luminosas (menores que 26 pmolem@es™) podem estimular a producdo de
microcistina (caso da MCY-RR), assim como a interacdo da luz e de niveis de ferro,

que também estimula o crescimento de M. aeruginosa (JIANG et al., 2008).

O ferro € importante na assimilacdo de nitrogénio e na producdo de clorofila-a
(JIJANG et al, 2008). Na pesquisa de Marsalek e colaboradores (2012),
nanoparticulas de ferro molecular (valéncia zero) foram utilizadas na destruicéo
celular e impedimento da formacdo de floragbes de cianobactérias ao remover
fésforo biodisponivel; bem como atua na imobilizacdo de microcistinas, evitando sua

liberacdo para o meio aquatico.

As microcistinas foram descritas pela primeira vez no inicio da década de 1980 e
desde entdo sdo amplamente estudadas (SOARES, 2009). A producédo destes
heptapeptideos ndo se restringe exclusivamente a Microcystis aeruginosa, uma vez
que linhagens toxicas ja foram registradas em outros géneros. Além disso, estas
toxinas causam sérios danos ao figado de animais vertebrados, uma vez que 0s
hepatdcitos sdo capazes de capta-las através dos transportadores ibnicos presente
nos canais biliares e no intestino delgado (AZEVEDO, 1998; CALIJURI; ALVES,;
DOS SANTOS, 2006; SOARES, 2009).

Os impactos sobre o figado sao irreversiveis, caso ndo ocorra necrose deste 6rgdo e
Obito por hemorragia, o individuo apresentara disfuncdo hepética. A letalidade da
toxina é atribuida ao choque hipovolémico, que resulta do sequestro de sangue pelo
figado. Ainda, o atrofiamento do citoesqueleto deste 0rgdo deve-se a acéao inibitéria
que as microcistinas e nodularinas exercem nas fosfatases, que sédo enzimas que
regulam a sintese de proteinas, essenciais a sua manutencdo (CARMICHAEL, 1992,
1994; CHORUS; BARTRAM, 1999; KAMOGAE; HIROOKA, 2000; YUAN;
CARMICHAEL; HILBORN, 2006; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; SILVA-
STENICO et al., 2009; SOARES, 2009).

Esses mecanismos de interferéncia com as fosfatases que tornam as hepatotoxinas
promotoras de tumores conforme publicacdes cientificas, que obtiveram varios
resultados associando a microcistina ao estabelecimento da capacidade
hepatocarcinogénica (KAMOGAE; HIROOKA, 2000).
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De acordo com Soares (2009), as microcistinas sao caracterizadas pela presenca de
5 D-aminoécidos (identificados por letras) e 2 L-aminoécidos (posicbes 2 e 4 da
estrutura ciclica), sendo sua estrutura geral descrita como ciclo-(D-alanina’-X?-D-
MeAsp>-Y*-Adda®-D-glutamato®-Mdha’), onde: onde X e Z sdo os dois L
aminoacidos variaveis; D-MeAsp® é D-eritro-B-acido metilaspartico; Adda® é (2S, 3S,
8S, 9S)-3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-acido diendico; e Mdha’ é

N- metildehidroalanina (Figura 3.1).

A variabilidade dos L-aminoacidos € uma das principais razbes da existéncia de
mais de 80 congéneres de microcistinas (SOARES, 2009) como microcistina-LR
(leucina-arginina), microcistina-RR (arginina-arginina), microcistina-LA (leucina-
alanina), dentre outras (Figura 3.1). As microcistinas RR (MCY-RR) e LR (MCY-LR)
sdo as mais comumente encontradas nas aguas dulcicolas, sendo que a MCY-LR é
a mais toxica (PINHO et al., 2003).

Chorus e Bartram (1999) relatam que o grupo Adda, comum a todas as
microcistinas, € o responsavel pela atividade biolégica desta toxina. Adda parece
desempenhar papel de destaque na hepatotoxicidade, ja que a remocgdo ou
saturacdo de Adda reduzem drasticamente a toxicidade de microcistina-LR
(HARADA et al., 1990a, 1990b). Ainda, residuos de Glu da molécula de microcistina
também séo essenciais para a hepatotoxicidade (KAMOGAE; HIROOKA, 2000).

A ecofisiologia do género Microcystis ainda € pouco conhecida, assim como 0s
mecanismos que determinam sua floracdo (IMAI et al., 2009). De acordo com Jiang
e colaboradores (2008), Davis et al. (2009) e Imai e coparticipantes (2009), o
crescimento de Microcystis aeruginosa e a producdo e quantidade de microcistina
sintetizada sao afetados por fatores ambientais (luz, temperatura, nitrogénio, fésforo,
ferro, cobre, dentre outros) tanto em condi¢cbes in vitro (cultivo continuo e em

batelada) quanto em aguas naturais.
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1D-Ala
O
CH, H H H
Microcystin X zZ (o] z]/NW 7Qn/[x] 2
Microcystin-LA | Leu Ala 0 H"'-' CO}" o
Microcystin-LL | Leu Leu 4
Microcystin-AR Ala Arg =
Microcystin-YA | Tyr Ala 2 mmp
Microcystin-LM | Leu Met
Microcystin-VF | Val Phe
Microcystin-YM | Tyr Met
Microcystin-LF | Leu Phe
Microcystin-LR | Leu Arg
Microcystin-LY | Leu Tyr
Microcystin-LW | Leu Trp
Microcystin-FR. | Phe Arg
Microcystin-RR | Arg Arg
Microcystin-YR | Tyr Arg
| Microcystin-WR ] _Trp Arg

Figura 3.1 - Estrutura quimica da microcistina e exemplos da composicdo dos aminoacidos na
formacao das variantes de microcistinas. As letras X e Z sao dois aminoacidos variaveis.

Fonte: Sivonen e Jones (1999) e Silva-Stenico et al. (2009) modificado.

As microcistinas sdo estaveis e resistentes a hidrolise quimica e oxidacdo em pH
proximo da neutralidade; isto se deve a estrutura peptidica ciclica (CHORUS;
BARTRAM, 1999); CALIJURI; ALVES; DO SANTOS, 2006). Também é valido
lembrar que a fervura de uma &agua/cultura contendo microcistina ndo inativa sua
toxicidade (HARADA et al., 1996).

Ainda, estas toxinas podem persistir por meses ou anos em condi¢cdes naturais, no
periodo noturno. Cerca de 90% da concentracdo total das microcistinas foram
degradadas a 40°C e extremos de pH (1 e 12), porém foram necesséarias mais de 10
semanas (HARADA et al., 1996). Por outro lado, a degradacao fotoquimica de 90%
desta concentracdo total pode variar de duas a seis semanas, dependendo da
concentracdo de pigmentos fotossintéticos hidrossoluveis (ficobiliproteinas) e de

toxinas.
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A presenca de substancias humicas também parece acelerar a degradacédo das
microcistinas quando expostas a luz solar. Sivonen e Jones (1999) e Rapala e
coparticipantes (1994) ressaltam que a degradacéo total de microcistinas pode variar
de dois dias a mais de trés semanas dependendo do corpo d'agua, condi¢cdes

climaticas, variaveis ambientais e até do histérico de floracées do ambiente.

Embora as microcistinas sejam resistentes a muitas peptidases de eucariontes e
bactérias, elas sdo vulneraveis a degradacdo por algumas bactérias de rios e
reservatorios. Bactérias isoladas de varios corpos d'agua e de efluentes liquidos
atingiram eficiéncia de 90% de degradacdo de microcistinas (CHORUS; BARTRAM,
1999).

Os esterilizadores que irradiam radiacdes ultravioleta, ou filtros UV, apresentam em
seu nucleo uma lampada ultravioleta do tipo C (UV-C), que atua na eliminacdo de
células de cianobactérias através da destruicdo do DNA. Cada microrganismo
apresenta diferentes niveis de resisténcia a radiacdo ultravioleta e a quantidade de
radiacdo € dada pela poténcia dada na exposicdo e o tempo a que o0 organismo fica
exposto. O nivel de radiacéo necessaria, em pWatts (microwatts) de UV-Cecmes™,
utilizada nos processos de esterilizacées divergem entre 0s microrganismos, para
controlar cianobactérias, demais algas (fitoplanctbnicas e perifiticas) (Chlorella
vulgaris — 2,2 x 10* pWecm?es™), virus (Influenza sp. — 2,6 x 10* uWecm?es™?) e
bactérias (Streptococcus hemolticus - 10* pWecm™?es™) pelo uso do filtro UV ou
reator de ultravioleta (TAO et al., 2010; SNaturalL, 2012).

As vantagens do uso da radiacdo UV sdo: a elevada eficiéncia na eliminacdo de
microrganismos em tempo de contato reduzido; ndo forma subprodutos; e nao
provoca odor e sabor na agua. Por outro lado, as desvantagens sdo: custos
elevados e técnicas de aplicacdo mais sofisticada; o UV ndo apresenta poder
residual; e reducao significativa da eficiéncia com o aumento da cor e/ou turbidez da
adgua (SNATURAL, 2012).
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Tao e coautores (2010) estudaram os efeitos da irradiacdo UV-C no crescimento de
M. aeruginosa e na integridade das células com a finalidade de desenvolver um
método potencial para impedir florescimentos de cianobactérias. Os autores
constataram que a sensibilidade de M. aeruginosa a UV-C foi significativamente
mais elevada do que aguela observada na cloroficea do género Chlorella, sugerindo

um potencial de aplicacdo desta irradiacdo no controle das floracdes.

3.5 LEGISLACAO, PADROES E LIMITES DE CIANOTOXINAS

Poucas referéncias propdem valores limites para cianobactérias e cianotoxinas. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), através do “Guidelines for drinking-water
quality” (OMS, 2011), concluiu que ndo havia dados suficientes para a definicao de
valores para qualquer outra cianotoxina além da microcistina-LR. Entdo, a OMS
recomendou o limite méximo de 1 pgeL™ para microcistina-LR total (extracelular e
intracelular), considerando a exposicdo através da agua de abastecimento
(OMS, 2011). Em contrapartida, o guia “Australian Drinking Water Guidelines”
(ADWG, 1996) prop6s valor de referéncia menos restritvo de 1,3 pgeL™ para

microcistina-LR total.

Diante do episodio ocorrido em Caruaru (PE), as floragdes de cianobactérias toxicas
foram reconhecidas pelas autoridades brasileiras como um problema de saude
publica e estas cianobactérias foram incorporadas como parametro de
monitoramento a partir da Portaria MS n° 1.469/2000, que foi revogada pela Portaria
MS n° 518/2004.

Esta estabelece limites de densidade de cianobactérias na agua bruta (ponto de
captacdo) e de cianotoxinas (microcistinas, saxitoxinas e cilindrospermopsinas) em
aguas tratadas (Tabelas 3.2 e 3.3); contudo, apenas a analise de microcistina é
obrigatéria, pois € a toxina mais reportada quanto a intoxicacdo de pessoas e
animais (BRASIL — MS, 2004).

Os valores maximos permitidos (VMP’s) pela legislacdo brasileira consideram
apenas os efeitos agudos da microcistina em agua potavel e alimentos, nédo

contemplando os efeitos cronicos ou carcinogénicos (BRASIL — MS, 2005).
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Tabela 3.2 — Resumo das normativas da Portaria MS n° 518/2004 quanto ao monitoramento de
cianobactérias e andlise de cianotoxinas

Frequéncia / Artigo na
Paréametro Local Condicdo Ndmero de Portaria
amostras 518/2004
Ensaio A _ Densidade > 20.000 Semanal, uma
S gua do manancial
toxicologico célemL™ ou biovolume amostra por Artigo 18, § 5
com (ponto de captagéo) > 2 mmaeL? ponto de
camundongos captagao
Densidade acima de Semanal, uma
10.000 célemL™ ou 1 amostra por Artigo 19, § 1
Contagem de Ponto de captacdo mm3-L" de biovolume ponto de
cianobacterias (agua bruta) Densidade até 10.000  Mensal, uma
célemL™ ou 1 mmaL™ amostrapor ~ Artigo 19,81
de biovolume ponto de
Na saida do . Mensal, uma
Andlise de Iratamento, na entrada I:')ensu_jlade > 20.000 amostra por Tabellas 6e7;
cianotoxinas _ (hidrémetro) de clinicas célemL™ ou b'OV_?'U'””e unidade de e Artigo 18, §
de hemodialise e > 2 mmaL iratamento >

industrias injetaveis

Fonte: Brasil — MS (2004) e Cybis et al. (2006).

Em 2009, o Ministério da Saude iniciou a revisdo da Portaria n°® 518/2004,
pretendendo atender o Artigo 4°, que determina a revisdo da Norma no prazo de
cinco anos ou a qualquer tempo, mediante solicitacdo justificada. Sendo assim, a
Portaria n® 2.914 do MS, que estabelece padrdes para a potabilidade, foi publicada
em 14 de dezembro de 2011, substituindo a 518/2004.

No que tange as mudancas relativas as cianobactérias e cianotoxinas incorporadas
na Portaria MS n° 2.914/2011, a norma passa a considerar as contribuicbes da
fracdo intracelular e extracelular na concentragdo da cianototoxina; o somatorio das
concentracdes de todas as variantes de microcistina no VMP (1,0 pgeL™);
recomenda a andlise de cilindrospermopsinas (VMP de 1,0 ugeL™) e anatoxina-a (s)
quando houver presenca de géneros potencialmente toxicos no monitoramento
quali-quantitativo da agua, além de .analise de saxitoxinas (VMP de 3,0 ug
equivalente de SXT-L™?) (BRASIL — MS, 2011).
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Ademais, a Portaria MS n° 2.914/2011 destaca no ANEXO XI, as mudancas relativas
a frequéncia de monitoramento de cianobactérias em aguas para consumo humano,
gue passa a ser mensal caso o numero de cianobactérias seja menor ou igual a
10.000 célulassmL™ e semanal, se for superior a 10.000 células de cianobactérias
por mililitro (mL) de agua. O ANEXO XIlI desta Portaria esboca que em mananciais
superficiais, a andlise de cianotoxina da saida do tratamento sera semanal quando a
densidade de cianobactérias exceder ou igualar a 20.000 célulassmL™. Além disso, a
andlise de cianotoxinas foi dispensada nos sistemas de distribuicdo (reservatorios e
redes), conforme descrito neste mesmo ANEXO XlI (BRASIL — MS, 2011).

A revisdo da Portaria n® 518/2004 buscou contemplar os avangos técnico-cientificos
no que diz respeito aos padrdes de potabilidade, tendo por base as normas
internacionais, as recomendacdes dos Guias de Qualidade da Agua para Consumo
Humano da OMS, considerando a realidade brasileira, e os resultados de pesquisas
contratados pelo Ministério da Saude.

A Tabela 3.3 ilustra as principais diferencas entre as Portarias do Ministério da
Saude, 518/2004 e 2.914/2011, relativas a vigilancia e controle de aguas potaveis

com cianotoxinas.

A Portaria MS n°® 518/2004 salienta que é vedado o uso de algicidas no manancial,
ou qualquer situacao/intervencdo de estresse as cianobactérias, que provoque lise
celular quando a densidade for superior a 20.000 célulasemL™ (BRASIL - MS, 2004).
Além disso, expde que bioensaios com camundongos ndo definem as variantes de
cianotoxinas presentes nas floracées (CYBIS et al., 2006; PADUA, 2006).

Em contrapartida, a Portaria MS n° 2.914/2011 mantém a proibicdo do uso de
algicidas ou qualquer intervencéo/controle do crescimento de microalgas e
cianobactérias; contudo, estabelece que em casos excepcionais as autoridades
ambientais e de recursos hidricos regulamentardo sobre o uso desses produtos no

corpo d’agua.

A Resolucdo CONAMA n° 357/2005 estabelece a classificacdo (dguas doces,
salobras e salinas) e o enquadramento dos corpos de agua, bem como estabelece
as condicOes e padrdes de lancamento de efluentes para controlar a poluicdo e a

qualidade da agua através de analises de variaveis fisico-quimicos e bioldgicas.
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Esta legislacio foi alterada pelas Resolucdes CONAMA n® 397/2008, 410/2009 e
430/2011. A CONAMA n° 430/2011 € também apresentada na secéo 11.5.B.1.4 -
Recursos Hidricos e Zona Costeira (BRASIL — MMA, 2012).

Tabela 3.3 - VMP's® e tipos de analises das cianotoxinas em aguas potaveis destinadas ao
consumo humano segundo as Portarias do Ministério da Salde n°® 518/2004 e n°® 2.914/2011

Portaria MS n° 518/2004 Portaria MS n° 2.914/2011
Parametro Analise em agua vPm® Ana,llse em vPm®
agua
1pgeL™?
o Obrigatéria Obrigatoria
Microcistina Artigo 14, notas Até 10 ugeL™ ANEXO VIII 1 ugeL*®
até 3 amostras @ s variantes
o Recomendacéo 10 Obrigatoria 10
Saxitoxina (SXT) . 3 HgSTXeL 3 HgSTXeL
Artigo 14, § 1 ANEXO VIII
N ) Recomendacéo 1 N o
Cilindrospermopsina 15 pgeL Géneros Toxicos
Artigo 14, 8 1

Anatoxi N&o é incluida na . , .
natoxina-a (s) - Geéneros TOxicos

Portaria

Fonte: Brasil — MS (2004); Cybis et al. (2006) e Brasil — MS (2011).
Notas:
(1) Valor maximo permitido (VMP)
(2) Até 10 ugeL™" em até 3 amostras, consecutivas ou ndo, nos ultimos 12 meses.

(3) 3ugeL™ de equivalente de SXT
(4) O valor representa o somatério (2) das concentracdes de todas as variantes de microcistinas.

A Resolugdo CONAMA n° 357 (BRASIL — MMA, 2005) designou para as aguas
doces (dguas com salinidade igual ou inferior a 0,5%0), padrées para cinco classes:
uma Especial e quatro classes (Tabela 3.4), abrangendo desde o abastecimento
domeéstico e preservacdo do equilibrio natural das comunidades aquaticas (caso da
classe Especial) até a harmonia paisagistica, havegacao e usos menos nobres (caso
da classe 4).
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A lei em questdo foi um marco na legislacdo ambiental para o monitoramento e
controle das cianobactérias em aguas doces, ao dispor variaveis biolégicas de
cianobactérias como um dos parametros para padrbes de qualidade das aguas
dulcicolas. Para aguas doces, essa Resolucdo instituiu VMP’s para clorofila-a
(biomassa fitoplanctbnica), densidade numérica e biovolume celular de

cianobactérias, segundo consta na Tabela 3.4.

Em contrapartida, na Resolugdo CONAMA n° 357/2005 ndo consta a exigéncia de
monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas em ambientes salobros e ainda

inexiste previsao legal para aplicacao de tais acdes (SAMPAIO, 2008).

Tabela 3.4 — VMP dos padrdes biolégicos (clorofila-a, densidade e biovolume) para classes de agua
doce segundo CONAMA n° 357/2005 (alterada pelas Resolu¢gBes n°® 410/2009 e 430/2011)

Parametro/Variavel Valor Maximo Permitido (VMP) — Agua Doce

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe

Clorofila-a do fitoplancton (pgeL™) <10 <30 <60 —

Densidade de cianobactérias (célemL™) < 20.000 < 50.000 < 100.000 =

Biovolume de cianobactérias (mm>L™) <2mmL? <5mmiL? <10 mmL* —
Densidade de cianobactérias para < 50.000 ou
dessendentacdo de animais <5 mmPL™?

Nota: VMP = Valor maximo permitido

Segundo a legislacéo vigente, o VMP é de 50.000 células de cianobactérias por mL
para uso de recreagdo de contato primério (Resolucdo CONAMA n°357/2005) e a
ocorréncia de floracbes de algas ou outros organismos, € um dos indicadores de
condi¢cbes improprias para a balneabilidade, até que se comprove que néo oferecem
riscos a saude humana (Resolucdo CONAMA n°274/2000) (BRASIL — MMA, 2012).
Inexiste até o momento limites na legislacdo para o valor méximo de cianotoxinas
em areas de balneario, contudo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2011)
orienta que sejam utilizados os valores maximos permitidos para agua de consumo

humano de 1 ugeL™ para microcistina e 3 pgeL™ para saxitoxina.
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3.6 METODOS DE DETECCAO DE MICROCISTINAS: CLAE

No Brasil ndo existem técnicas padronizadas para a andalise da maioria das
cianotoxinas, tanto em culturas (simulagdo em laboratérios) quanto no ambiente
aquatico. Algumas metodologias de deteccdo e quantificagdo de cianotoxinas
incluem oxidacédo da toxina para produzir acido eritro-2-metil-3-metoxi-4-fenilbutirico
(MMPB); bioensaios de toxicidade aguda em roedores; estudos moleculares; ensaio
do imunoadsorvente ligado a enzima ou ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay); inibicdo de proteina fosfatase por microcistinas; Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) ou High Performance Liquid Chromatography (HPLC); e
Cromatografia Liquida—Espectrémetro de Massa (LC/MS). (YUAN; CARMICHAEL,;
HILBORN, 2006). Além de uso de marcadores moleculares, cuja eficiéncia é
decorrente a especificidade pelas sequéncias peptidicas (CALIJURI; ALVES; DOS
SANTOS, 2006).

A escolha do método mais adequado dependera do nivel e da qualidade de
informacdo que se deseja, dos equipamentos disponiveis, do custo da andlise, de
pessoas treinadas e do tempo necessério para a obtencédo de resultados, para que
em casos de risco em potencial, as decisdes cabiveis sejam tomadas rapidamente.
Entretanto, tais metodologias ainda sdo muito trabalhosas e onerosas (PADUA,
2006). O Quadro 3.1 detalha os usos, as vantagens e desvantagens de técnica de

deteccao de cianototoxinas.

Os kits ELISA e a CLAE séao as técnicas empregadas na deteccao de microcistinas e
nodularinas (SIVONEN; JONES, 1999) em amostras sem qualquer tipo de
impurezas, principalmente no uso do HPLC. A grande difusdo da determinacéo de
microcistina deve-se a maior ocorréncia (ou registros) de florescimentos com esta
toxina (HARADA; KONDO; LAWTON, 1999) nos diversos ecossistemas aquaticos.
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Técnicas Uso Vantagens Desvantagens
Bioensaios com -Primeiros testes de -Método de simples  -Resultado obtido &€ uma inferéncia
ratos ou toxicidade usados para avaliacdo no nao especifica, ndo sendo capaz de
camundongos deteccdo e identificacdo de laboratério e de detectar a produgcdo em baixos niveis.
cianotoxinas baixo custo Utilizacdo de animais em testes
toxicolagicos.
Ensaio imunolégico -Teste imunoquimico que -Rapida deteccéo -Apresenta resultados falsos
(ELISA) envolve uma enzima, um devido a sua positivos.
anticorpo e um antigeno. sensibilidade,
especificidade e facil
operacao
HPLC -Separacao de substancias -Um dos primeiros - Necessidade de padrdes puros e
organicas métodos aplicados quantificados para todas as toxinas;
para PSPs falta de um croméforo necessario nos

metodos denvatizagdo pos coluna
para produzir produtos fluorescentes;
possibilidade de conversdes quimicas
da toxina durante preparacéo da

amostra

LC-MS -ldentificac@o de substancias  -Maior sensibilidade, - Técnica de custo elevado
desconhecidas, seletividade e Requer profissional habilitado com
quantificacdo e elucidacdo precisdo na conhecimento detalhado para operar
de propriedades quimica e quantificacio e manter o equipamento
estrutural de novas
moléculas

Q-TOF -Deteccdo e identificacdo de  -Alta sensibilidade, -Média sensibilidade no “full scan”.
cianotoxinas versatilidade e

resolucdo

PCR -Amplificacdo de genes -Detecgdo, -Requer infraestrutura e equipamento
envolvidos com a sintese de  especificidade e especializado
producdo de toxinas sensibilidade

Quadro 3.1 — Metodologias de deteccao de cianototoxinas: usos, vantagens e desvantagens.

Fonte: Humpage, Magalhaes e Froscio (2010).

Ha testes ELISA para analise qualitativa (leitura visual) e quantitativa de microcistina
total (leitura de microplacas por absorbancia em espectofotdmetro), sem
determinacdo das variantes de microcistina, cuja deteccdo atinge até 0,25 pgeL™. No
ELISA, o anticorpo contra MCY-LR, imobilizado na placa de reacdo enzimatica, liga-
se a microcistina e produz coloragdo na presenca de substrato cromatico (CALIJURI,
ALVES; DOS SANTOS, 2006). O limite de deteccéo (LD) nesta técnica sugerido por
Chorus e Bartram (1999) é de 16 ppb (ou pgeL™).

A CLAE ou HPLC utiliza colunas contendo gel de silica-octadecilsilano (C18), com
materiais especialmente preparados e uma fase movel, eluida sob velocidades

diferentes e altas pressoes.
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Este método analitico realiza analises quali e quantitativas, purificacdo e separacao
de compostos presentes em diversos tipos de amostras, em escala de poucos
minutos, com alta resolucao, eficiéncia e detectabilidade (CALIJURI; ALVES; DOS
SANTOS, 2006; COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Esta fase movel contendo
metanol e/ou acetonitrila determina as variantes de microcistina (CALIJURI; ALVES;
DOS SANTOS, 2006).

Devido a grande variedade de detectores de HPLC desenvolvido pelo fabricante
(visivel, ultravioleta, fluorescéncia, condutividade, indice de refragdo, contador de
radioatividade, quimioluminescéncia, e massa), € possivel detectar qualquer

substancia, mesmo aquelas que sdo opacas, no espectro visivel e ultravioleta.

O HPLC que detecta por cromatografia ultravioleta € uma técnica barata e a mais
comum na identificacdo de nodularinas e das variantes de microcistinas (CALIJURI,;
ALVES; DOS SANTOS, 2006). Em contrapartida, a deteccéo limita-se a 1 pgeL™ de
microcistina em agua (HARADA et al., 1999). J& CLAE associado ao detector por
fotodiodo (PDA), provavelmente, é o melhor método empregado na determinacéo de
microcistinas em conformidade com o valor limite proposto pela legislacao
(NICHOLSON; BURCH, 2001), podendo ser ajustado no intervalo desejado. O PDA
registra a resposta ultravioleta dos diferentes analitos® na forma de espectro
(CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006).

Para microcistinas, pode-se utilizar faixa espectral entre 190 e 300 nm, sendo a
absorbancia maxima da maioria destas toxinas no comprimento de onda de 238 nm
(devido ao residuo ADDA) ou 222 nm, no caso de variantes com triptofano
(LAWTON; EDWARDS; CODD, 1994; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006;
SANCHES et al., 2007; DAI et al., 2008).

A técnica CLAE/PDA combina identificacdo do espectro de absor¢do méximo e o
tempo de retencdo ou detencdo da microcistina, ou seja, o tempo decorrido desde a
injecdo do analito até a obtencdo do pico maximo (LAWTON; EDWARDS; CODD,
1994; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006; SANCHES et al., 2007; DAI et al.,
2008). Vale salientar que a éarea do pico cromatografico é proporcional a
concentracdo da toxina analisada (CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006).

® Solucéo da qual se conhece 0 nome da cianotoxina, porém se desconhece a concentracao.
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3.7 IMPACTOS E TECNOLOGIAS PARA REMOCAO DE
CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS

As metodologias de controle fisico, quimico e biolégico do crescimento das
populacdes de cianobactérias e de suas toxinas tém sido pesquisadas para melhorar
a qualidade da agua dos reservatorios, lagoas e lagos atingidos pelas floragoes,
principalmente os mananciais destinados ao abastecimento doméstico (CHORUS;
BARTRAM, 1999). A escassez e a menor disponibilidade de agua, tanto em
gualidade como quantidade, tem estimulado o desenvolvimento de novas
tecnologias e adequacao de processos ja existentes de remocao de cianobactérias e

cianotoxinas.

O impacto provocado pelas floragdes de cianoficeas torna dispendiosos 0s custos
operacionais no tratamento de agua destinada ao abastecimento humano e na
resolucdo de problemas operacionais das estacdes de tratamento de agua (ETA’S),
tendo em vista que esta agua deve atender aos requisitos de qualidade e

potabilidade preconizados pela legislacéao brasileira vigente.

Tais problemas seriam obstrugéo dos filtros, que requer maior tempo e frequéncia na
lavagem; uso de carvdo ativado para a remocao de odor e gosto; acdes que
promovam a remocdo das microalgas e da cor; remocdao ineficiente das floracbes
quando flotam nos decantadores; maior demanda de produtos quimicos; producéo
de trihalometanos (THM's) apds pré-cloragdo agindo na matéria organica existente;
liberacdo e persisténcia de cianotoxinas na 4gua tratada, limitando a possibilidade e
a qualidade dos usos (BRASIL - FUNASA, 2003; CYBIS et al., 2006). A OMS (OMS,
2011) salienta que a ingestdo de agua € a principal rota de intoxicacdo do homem

pelas cianotoxinas.

Contudo, as células viaveis/sadias de cianobactérias produtoras de toxina e demais
comunidades do fitoplancton séo eliminadas do tratamento de agua convencional,

garantindo seguranca e eficiéncia esperada (CYBIS et al., 2006).
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Entretanto, caso ocorra rompimento da membrana celular (lise), a toxina intracelular
contida na espécie produtora de toxina dissolve-se no meio aquoso e obriga a
empresa de saneamento a empregar técnicas mais avancadas de remocdo de
cianotoxinas como oxidacdo (cloro, ozénio, permanganato de potassio, dentre
outros), depois de retirada de células viaveis, e adsor¢cao por carvao ativado (CYBIS
et al., 2006).

As cianotoxinas intracelulares permanecem no interior da célula até atingir a fase de
senescéncia ou morte, ou entdo, caso ocorra ruptura da célula (FALCONER, 1999;
FERREIRA et al., 2004). Esta lise pode ocorrer naturalmente, pela acdo de produtos

quimicos ou por agdo mecanica (turbuléncia e bombeamento) (CYBIS et al., 2006).

O tratamento da agua por carvdo ativado permite a retirada da toxina presente na
agua segundo varias pesquisas brasileiras e internacionais, que tem demonstrado
que o carvao ativado € eficiente na remog&o de microcistinas e saxitoxinas (PADUA,
2006), até mesmo a remocao total de cianotoxinas, quando empregado
isoladamente ou de forma complementar ao tratamento convencional. Contudo, as
concentragcdes de carvao necessérias para reter as toxinas na dgua de hemodilise
ainda ndo sdo conhecidas, bem como existem poucos estudos do uso do carvao
ativado com outros tipos de cianotoxinas. E importante lembrar que a pOs-
ozonizacdo pode acarretar a completa destruicdo destes compostos (BRASIL —
FUNASA, 2003).

Deve-se salientar que o processo de tratamento convencional com sulfato de
aluminio (cloracéo, coagulacéo, floculacdo e sedimentacéo), adotado na maioria das
ETA’s e mais difundido no mundo, ainda € ineficiente na remocao de cianotoxina
extracelular ou dissolvida, apesar da existéncia de inUmeras pesquisas in locu

(MULLER, 2008) e em escala experimental.

No caso de aplicacéo do sulfato de cobre em Microcystis aeruginosa, Garcia-Villada
e colaboradores (2004) constataram a formacdo de cianobactérias mutantes,
capazes de resistir as doses letais deste algicida e de duplicar-se com a nova
caracteristica adquirida no seu material genético.
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Teixeira e Rosa (2006) argumentaram em sua pesquisa que o processo de flotacéo
por ar dissolvido é uma das etapas mais eficientes na remocao de células intactas
de cianobactérias, desempenho superior ao processo de sedimentacdo. Brandao et
al. (2009) relataram a partir da analise de varias publicacdes que o desempenho é

superior ao processo de sedimentacao, eficiéncia esta que variou entre 92 e 99,9%.

A biodegradacéo por bactérias € uma alternativa de tratamento da agua em termos
de remocao de toxinas de cianobactérias (GOMES et al., 2009), caso da bactéria
LH21 (provavel género Sphingopyxis sp.), que degrada microcistina-LR (BRANDAO
et al., 2009).

A biomanipulacéo, juntamente com medidas de saneamento da bacia de drenagem,
apresenta-se como uma alternativa a ser analisada no controle das floragbes de
cianobactérias e demais integrantes do fitoplancton em ambientes eutrofizados
(PANOSSO et al., 2007).

Além disso, carvao ativado, ozbnio e cloro (pouco eficiente para saxitoxinas) e
aguecimento sao recomendados para retirar anatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxina
da &gua; enquanto que filtracdo e os métodos citados anteriormente sdo sugeridos
na remocao de cilindrospermopsina e microcistina (BRASIL - FUNASA, 2003). Vale
ressaltar que o custo da utilizacdo da ozonizacdo no sistema de tratamento de

aguas das ETA's ainda € muito alto para os padrdes brasileiros.

Cita-se ainda a oxidacdo quimica na agua, que inativara as toxinas. Entretanto pode
ocorrer 0 aparecimento de outros analogos estruturais mais potentes (SAMPAIO;
CARNEIRO; PINTO, 2011). A microfiltracdo também €& eficaz na remocdo das
toxinas; contudo é um método oneroso e o material retido € muito téxico (BRASIL -
FUNASA, 2003).

Estudos recentes (JANCULA; MARSALKOVA; MARSALEK, 2011) indicaram que
floculantes organicos (poliacrilamidas catidnicas) sdo capazes de remover mais de
80% da biomassa do fitoplancton, indicando, deste modo, a possibilidade de
remocao das floracdes de algas e de cianobactérias. Poliacrilamidas catibnicas sdo
biodegradaveis e a toxicidade é baixa para 0s organismos aquaticos.



3 Reviséo Bibliografica LAZARO, G.C.S. (2012) 50

Ademais, o tratamento com nanoparticulas de ferro zero valente ou elementar (NPF
ou nZVI) é um método eficaz e ambientalmente benigno que tem sido aplicado no
tratamento de agua visando a destruicdo celular e impedimento da formacao de
floracbes de cianobactérias pela remocdo de fdésforo biodisponivel, além de
imobilizacdo da microcistina, prevenindo sua liberagdo no meio aquatico. Estas
particulas sdo atoxicas e agregam-se ao Fe(OH)s;, promovendo a floculacdo e

sedimentacao gradual da biomassa de cianobactérias (MARSALEK et al., 2012).

Segundo Jancula e coautores (2010), fitalocianinas degradaram 61,5% de MCY-LR
em 48 horas (38% foi degradada apds 24h, e 24% apds 12h de incubagcéo) Embora
outros oxidantes, como peroxido de hidrogénio ou ozbnio sejam capazes de

degradar microcistinas dentro de varias horas.

Ainda, Jancula e demais pesquisadores (2010) acreditam que a degradag&do por
fitalocianinas pode ser mais eficaz no futuro proximo, caso proceda-se otimizagédo do
espectro emitido pela luz e alterando-se as caracteristicas de absorcdo de

fitalocianinas.

A implantacdo de cortinas de ar e barreiras fisicas de contencéo das floragbes e
reducdo da concentracdo celular na agua afluente ao tratamento, além de técnicas
de captacdo de agua mais eficientes auxiliam na reducdo da entrada de
cianobactérias e outros organismos nas ETA’s e dos custos no tratamento. Além
disso, a tomada de agua devera considerar o perfil vertical da densidade das
espécies desta Classe, a ecologia e a topografia local, bem como estudo de modelo
preditivo de ocorréncia de proliferagdes nos mananciais (BEVILACQUA; AZEVEDO,;
CERQUEIRA, 2009).

Ainda, técnicas genéticas tém sido utilizadas para explorar a base genética, a
biossintese e a regulacgéo fisiologica de producdo de microcistina. Os processos de
perda de genes resultaram em uma distribuicdo desigual de genes cluster de
microcistina sintetase, seja em géneros como em espécies, além da distribuicdo e
abundéancia destes genes no ambiente KURMAYER; CHRISTIANSEN, 2009).
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Nos ultimos anos, a experiéncia na deteccdo de genes de microcistinas diretamente
em campo aumentou enormemente a quantidade de protocolos para a extracdo de
DNA e de deteccédo subsequente de genes por PCR (polymerase chain reaction).
Ademais, a elevada sensibilidade da PCR permite detectar genétipos toxicos antes
da ocorréncia de uma floracéo de cianobactérias, juntamente com fatores ambientais
que podem influenciar a abundancia de genoétipos produtores (Figura 3.2)
(KURMAYER; CHRISTIANSEN, 2009).

10 20 30 40 50 kbp
— . — i
e@am ¢ mememm— )
meyJ I H meyG  meyF mcyE meyD " meyA mcyB  mcyC

| = Peptide Synthetase ~ EIl = Polyketide Synthase M - Tailoring enzyme

Figura 3.2 - Esquema da organizacdo estrutural dos genes clusters das microcistinas (mcy)
produzidas pelo género Microcystis. As setas indicam a direcdo de transcricdo dos sitios promotores
(bi)-direcionais. A escala indica o comprimento dos agrupamentos de genes em pares de bases (kpb).

Fonte: Kurmayer e Christiansen (2009) modificado.
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4 METODOLOGIA

4.1 MANUTENGCAO DAS VIDRARIAS E MATERIAIS

Os materiais e vidrarias utilizadas foram lavados com detergente neutro Extran
(Merck), enxaguadas com &gua corrente; imersas em banho de solucéo
sulfocrébmica por até 24 horas. Apés este periodo eram novamente enxaguadas
exaustivamente com agua corrente, seguida de enxague por agua destilada (5
vezes). O meio de cultivo e os materiais e vidrarias foram esterilizados em autoclave
vertical (BioEng) a 121°C sob presséo de 1 atmosfera, por 20 minutos. Vale destacar
gue o meio ASM-1 estéril apenas era usado nos repiques apos resfriamento até a

temperatura ambiente.

Os frascos também foram tampados com papel aluminio e filme plastico, enquanto
gue os erlenmeyers exclusivos dos experimentos foram vedados com rolhas
(tampbes) de algoddo e gaze, a fim de permitir as trocas gasosas e evitar

contaminacao.

4.2 MANUTENGAO DAS CULTURAS ESTOQUES

A cepa toxica de Microcystis aeruginosa Kutzing (NPLJ-4) foi cedida de uma
linhagem do banco de cultivo de cianobactérias do Laboratorio de Controle de
Qualidade de Agua, da Universidade Federal de Vigosa (UFV, MG). A cepa NPLJ-4,
produtora de microcistina, foi isolada da laguna Jacarepagua (RJ), em 1996, pela
equipe da professora Doutora Sandra Maria Feliciano de Oliveira Azevedo, do
Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LETC), do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ,
RJ).
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As culturas estoque da linhagem téxica da cianobactéria Microcystis aeruginosa
Katzing (NPLJ-4) foram mantidas em frascos Erlenmeyers de vidro borossilicato, em
estufa incubadora climatizada (Modelo Nova Técnica — NT — 0708), sob agitacédo
manual (sem aeragdo), com condi¢des fotoautotroficas e de assepsia controladas, a
temperatura de 25,4°C + 2°C, segundo monitoramento em termografo ambiental
(modelo portatil, tipo panoramico; temperatura: -15 a +40<C, rotacao de 24 horas em
7 dias, com grafico cilindrico, e precisdo de + 2% do valor maximo de escala),
fotoperiodo de 12 horas (luz:escuro) e a iluminacdo constante entre 50 e 73
pumolsm?es™® (média de 62,1 + 6,29 pmolsm?es™) proveniente de 4 lampadas
fluorescentes de 20 Watts (luz branca fria, marca Philips, TL-T RS, extra luz do dia,
1.100 Im, 5.000 K, diametro de 31,8 mm).

A espécie foi cultivada em meio de cultura ASM-1 (Tabela 4.1): liguido composto
apenas por substancias inorganicas, com pH ajustado para 7,5 £ 0,02 antes da
esterilizacdo em autoclave. As solucbes estoque utilizadas para preparar este meio
foram conservadas em refrigerador +4°C. Deve-se ressaltar que o meio ASM-1 é

muito usado no cultivo de algas de ecossistemas dulcicolas (GORHAM et al., 1964).

A manutencdo da cepa foi realizada através de repicagens periodicas entre 12 e 20
dias, em camara (ou capela) de fluxo laminar, a partir da proporcéo de 1:9, ou seja,
uma parte de células sadias que atingiram a fase log (in6culo) e nove partes de novo
meio ASM-1.

Além disso, o controle de contaminantes foi executado através de inspecao visual e
analise microscopica das culturas estoque. Lembrando que a camara de fluxo
laminar era previamente desinfectada com hiploclorito de sédio (Vetec, diluicdo de
1:1), alcool 70% e exposicdo a ultravioleta por 30 minutos. Esta rotina de
desinfeccao foi aplicada aos materiais usados nas repicagens e amostragens.

Todavia, a linhagem obtida junto a UFV n&o era unialgal e, por isso, foi necessaria
reisolamento através da técnica de micropipetagem (capilaridade com uso de pipeta
Pasteur estéril) e adicdo de cicloheximida ({3-[2-(3,5-Dimetil-2-oxociclohexil)-2-
hidroxietil]glutarimide}, C-7698, Sigma-Aldrich) em meio de cultura, frio e
esterilizado, antes da inoculagdo de M. aeruginosa, de forma que fosse obtido

concentracéo final de 75 mgeL™ (ou 75 pgemL™).
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O cicloheximida ajudou a controlar e isentar a cultura de contaminantes eucariontes,

no caso, uma cloroficea nao identificada.

Tabela 4.1 — Composicdo das quatro solu¢Bes estoque do meio ASM-1 (GORHAM et al., 1964) e
suas propor¢des para a preparacao de um litro de meio de cultura, utilizado como substrato ao cultivo
de Microcystis aeruginosa

SOLUCAO ESTOQUE “A”

= tidade .
Massa Molar Concentracao SUEIT Quantidade
Componente em 200
. (@ (M = molsL %) ©) L (@ emilL
NaNO; 84,99 g 0,1M 1,709 8,50 ¢
MgSO, ¢ 7H,O 246,47 g 0,01 M 0,49¢g 2,45¢
MgCl, « 6H,0 203,29 ¢ 0,01 M 04149 2,059
CacCl, * 2H,0 147,01 ¢ 0,01 M 0,299 1,45¢
Completar o volume com
agua deionizada ou - - 200 mL 1.000 mL
destilada
SOLUCAO ESTOQUE “B”
= tidade .
Massa Molar Concentracao QUETL Quantidade
C t 100
omponente ()] (M = molsL %) @ eirr]nL (9)em1L
KH,PO, 136,08 g 0,06 M 0,87 g 8,79
Na,HPO, 141,958 g 0,05 M 0,7060 g 7,060 g
Completar o volume com
agua deionizada ou - - 100 mL 1.000 mL
destilada
SOLUCAO ESTOQUE “C”
= tidade .
Massa Molar  Concentragao SUEIT Quantidade
C t 100
STFEEETE (@) M=mobLy (@M (g)em1L
H3BO; 61,831 g 0,4 M 2,48 g 24,8 ¢
MnCl, ¢ 4H,0 197,903 g 0,07 M 1,399 139g
FeCl; » 6H,0 270,293 g 0,04 M 1,08 g 10,89
ZnCl, 136,296 g 0,025 M 0,335g 3,359
CoCl, « 6H,0 237,928 g 0,0008 M 0,019¢ 0,199
CuCl, « 2H,0 170,482 g 0,00008 M 0,0014 g 0,014g
Completar o volume com
- - 100 mL 1.000 mL

agua deionizada ou
destilada
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... continuacao

SOLUCAO ESTOQUE “D”

Quantidade

Componente Massa Molar Concentragé_lij Q) em 100 Quantidade
(9) (M = moleL %) L (ghem1L
EDTA « Na, 372,236 g 0,05 M 1,869 18,6 g
Completar o volume com
agua deionizada ou - - 100 mL 1.000 mL
destilada

PROPORGCOES DAS SOLUGCOES ESTOQUE PARA 1 LITRO DE MEI O ASM-1

Solucdo Estoque Volume (mL) Proporc¢éao (%)
A 20 mL 2%
B 2 mL 0,2 %
C 0,1 mL 0,01 %
D 0,4 mL 0,04 %

Apos o preparo do meio ASM-1, pH foi ajustado para 7,5 + 0,02.

4.3 EXPERIMENTOS DE ESTRESSE FISIOLOGICO

4.3.1 Efeito de diferentes niveis de ferro sobre  Microcystis aeruginosa

A influéncia do ferro no crescimento de Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) foi avaliada
através de testes utilizando concentracbes de 0,5 uyM, 1 pM, 4 uM (Controle —
condicdes 6timas de crescimento) e 10 uM de ferro (FeClz*6H,0), durante o periodo
de 30 dias (Figura 4.1). Entretanto, a partir do 30° dia, realizaram-se amostragens no
35° dia para analise dos paramteros de crescimento (densidade, biovolume e

clorofila-a).

Para tanto, a solucdo “C” do meio ASM-1 (GORHAM et al., 1964) foi modificada a
partir da alteracéo da concentracéo de cloreto férrico hexahidratado, lembrando que
na composicdo normal tem-se 4 uM de FeCl; « 6H,0. Em seguida, 0 meio de cultura
foi preparado para cada nivel de ferro e esterilizado em autoclave a 121°C durante
20 minutos. O pH final de ASM-1 estéril foi 7,6.
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Posteriormente, o in6culo com concentracdo de 3,25 x 10> células de Microcystis
aeruginosa por mililitro foi inserido em 800 mL de ASM-1 de cada erlenmeyer de
vidro borossilicato de um litro, obtendo concentracdo inicial de 10* célulasemL™ em
cada frasco. Ademais, o experimento foi conduzido em triplicata, sem aeragao e

utilizando células da fase exponencial de crescimento.

o\ : - Adic&o de 800 mL
/// \
/ \ 3 ZRSetlr?gg d,el '?OCSIOM de ASM-1 para cada
(/ \ (8,25 x 10° célu ai_le ' réplica em cada
aeruginosa.mL™) tratamento
Cultura estoque
(NPLJ-4)
A\ 4
Controle T1 T2 T3
4,0uM 0,5uM 1,0uM 10uM
FeC|3'6H20 FeC|3'6H20 FeC|3'6H20 FeC|3'6H20
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Cultivo por 35 dias
25,4°C = 2°C
12 horas (luz:escuro)
62,1 + 6,29 pmolemes™
Alternancia de posicdo dos frascos
Agitacdo manual 2 vezes ao dia
10, 20 e 30° dia 0,6, 12,18, 24, 30 e 35° dia
A 4 Dias Y
— alternados —
Andlise de v Andlise de
teor de MCY Andlise de densidade biovolume
numérica, clorofila a e

morfologia celular.

Figura 4.1 - Fluxograma do experimento de avaliacdo dos efeitos da exposicdo de Microcystis
aeruginosa (cepa toxica NPLJ-4) a diferentes concentracdes de ferro. O controle representa as
condicdes 6timas de crescimento no meio de cultura ASM-1.
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As culturas de M. aeruginosa cresceram em estufa incubadora climatizada (Modelo
NT 0708), com fotoperiodo de 12 horas; a temperatura de 25,5°C + 1,1°C; e
intensidade luminosa constante entre 61 e 69 pmol fétonssm?ss™ (média de 66 *
2,35 pmolem™es™) proveniente de 4 lampadas fluorescentes de 20 Watts (luz branca
fria). A luminosidade foi medida através de aparelho Field ScouTM Quantum Light
Meters e a faixa de luz desejada foi obtida através do revestimento das lampadas
com papel parafinado e sombrite (Figura 4.2). Estas a¢cbes também foram realizadas
na montagem estrutural da estufa de manutencao da cepa de M. aeruginosa.

Durante o periodo experimental, cada frasco foi trocado de posicdo nas prateleiras
da estufa incubadora e as culturas foram homogeneizadas através de agitacao

manual, duas vezes ao dia (manha e tarde).

Além disso, a alteracdo da posicdo das culturas e a agitacado dos erlenmeyers foram
realizadas a cada dois dias, sempre apds o término das amostragens (Figura 4.2), a
fim de garantir as trocas gasosas entre o cultivo e o0 espaco vazio no frasco
(headspace), diminuir o efeito de diferencas de intensidade luminosa e temperatura
sobre as culturas, e propiciar adequada homogeneizacdo da biomassa celular
guanto a acao da luz e temperatura.

Figura 4.2 - Sombrite e papel parafinado utilizados para atenuar a luminosidade até a faixa de luz
utilizada nos experimentos. Metodologia de rotacdo das culturas adotada durante o experimento e
disposicéo das réplicas em cada prateleira.
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4.3.2 Efeitos da exposicdo de Microcystis aeruginosa a radiacao
ultravioleta

As culturas de M. aeruginosa do 35° dia de crescimento tratadas com diferentes
concentracbes de cloreto férrico hexahidratado (0,5; 1,0; 4,0 e 10 pM) foram
utilizadas para avaliar a influéncia da radiacao ultravioleta (UV) com comprimento de
onda entre 200 e 280 nm (UV-C), como fator interveniente no crescimento desta
cianobactéria e na sua producao de microcistina (MCY) (Figura 4.3). Lembrando que

cada experimento foi realizado separadamente.

Inicialmente foram realizadas na capela de fluxo laminar amostragens para analises
das variaveis: densidade numérica, biovolume celular, concentracédo de clorofila-a e
quantificacdo de microcistina das tréplicas de cada cultura. Em seguida, um volume
de 200 mL foi retirado de cada réplica de cada tratamento e do controle (4,0 uM),
utilizando-se pipeta automatica com volume maximo de 10 mL (Socorex) e provetas®
de vidro estéreis, para se obter volume final de 600 mL, que foram adicionados em
seus respectivos refratarios de vidro (Tabela 4.3), resultando numa altura de 2,5 cm
de cultura em cada recipiente. A concentracdo do inoculo adicionado a cada
refratério foi de 10" célulasemL™ (Figura 4.4A e 4.4B) (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Concentrag8es do indculo (densidades médias de cada tratamento e do controle, n=3)
utilizadas no experimento de exposi¢édo a radiagdo UV-C e as concentragdes iniciais obtidas no
volume final de 600 mL

Experimento Cloreto Férrico Hexahidratado

Concentracao 0,5 uM 1,0 uM 4,0 uM 10,0 uM
In6culo 1,8 x 107 2,3x 107 2,0 x 107 1,8 x 107

T = 0 (Cinicial) 1,2 x 10’ 1,9 x 10’ 1,6 x 10’ 1,3x 10’

® Para cada frasco foram reservados materiais e vidrarias estéreis exclusivas.
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\  Cultura estoque
\  (NPLJ-4)

Retirada de indculo (3.25 x 10° células de M. aeruainosasmL™)

A
Adicéo de 800 mL de ASM-1 para cada réplica em cada tratamento

v v v v

Controle T1 T2 T3
4,0 uM 0,5 uM 1,0 uM 10 yM

Fec|3'6H20 FeClg'GHzo Fec|3'6H20 FeClg'GHzo

| | I |

v
Cultivo por 35 dias
25,4°C + 2°C

12 horas (luz:escuro)
62,1 + 6,29 uymolsm?ss™
Alternancia de posic¢ao dos frascos
Agitacdo manual 2 vezes ao dia

Formacé&o da amostra composta
para cada tratamento
e Mistura de 200 mL de cada
réplica (total 600mL)

A

Exposicao a luz UV-C por 8h

A cada 2h

A 4
e Alteracéo da posicao e
homogeneizacao das culturas.
*  Amostragem para andlise de:

- densidade numérica

- clorofila-a

- biovolume

- teor de MCY

- morfologia celular

Figura 4.3 - Fluxograma do experimento de avaliacdo dos efeitos da exposicdo de Microcystis
aeruginosa (cepa téxica NPLJ-4) a radiacao ultravioleta C (UV-C).
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Os quatros recipientes foram posicionados na capela de fluxo laminar abaixo da
lampada UV-C germicida de 254 nm (marca Philips, GER T18, 15 Watts, SCT 03S-
Y; comprimento de 45,5 cm e diametro de 2,6 cm), que estava posicionada
verticalmente no centro da capela (Figuras 4.4 C e D). A intensidade de radiagcao
UV-C foi determinada através de medidor de raios ultravioleta (dimensdes: 200 x 68
x 30 mm; e espectro de 290 a 390 nm), equipado com sensor destacavel
(dimensdes: 82 x 55 x 7 mm), ambos da marca Instrutemp — Instrumentos de
Medic&o. Desta forma, a intensidade média de UV-C (30 mJecm? = 30 mWesecm?)
nas laminas liquidas ou suspensdes de Microcystis aeruginosa nos refratarios foi
2,0 + 1,41 pWecm™2es™ (ou 0,002 + 0,0014 mWecmss™) e a dosagem ap6s 8 horas
de exposicao foi 16 + 1,41 uWecm2es™

A Tabela 4.3 e Figura 4.4 demonstram as dimensdes estruturais da capela de fluxo
laminar, dos recipientes utilizados ao longo do tratamento e do delineamento

experimental em relagéo a posicéo da lampada UV-C.

Tabela 4.3 — Medidas estruturais da capela, dos refratarios e do delineamento experimental

Descrigéo Medida
Altura entre a lampada UV e a base (fundo) do refratario 57 cm
Altura da cultura de M. aeruginosa (600 mL) nos refratarios 2,5cm
Distancia da parede interna da capela até metade (centro) dos refratarios 22 cm
Distancia da parede interna da capela até o inicio das bordas* dos refratarios 10 cm
Comprimento da jun¢do dos quatro refratarios alinhados 70 cm
Comprimento do refratario de vidro 29,5¢cm
Largura do refratario de vidro 17,8 cm
Altura do refratario 5cm
Comprimento da cdmara de fluxo laminar 127 cm
Largura da camara de fluxo laminar 59 cm
Altura da camara de fluxo laminar 60 cm

* Borda de vidro do refratario posicionada a frente da parede interna (fundo) da capela de fluxo
laminar.
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Figura 4.4 - (A) Corte frontal da camara de fluxo laminar e posicao dos refratarios no tempo zero
hora; (B) Corte lateral da camara com medig8es e posicao do refratario em relacdo a lampada UV-C;
(C) Fotografia frontal com destaque para a coloracdo amarelada das culturas com tempo de 35 dias;
e (D) Fotografia frontal da cAmara e posicionamento dos refratarios no tempo zero (auséncia de
dosagem — Dy— de UV-C)

Vale ressaltar que a juncdo dos volumes de cada réplica deve-se a limitacdo de
espaco fisico imposta pela capela de fluxo laminar (comprimento de 127 cm, largura
de 59 cm e altura de 60 cm) que nédo conteria os 12 Erlenmeyers totais (n= 3 x 4)
para a execucao do experimento. Logo, ndo foi possivel executar a simulagdo com

réplicas.
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Antes do inicio da exposicdo a UV-C, amostras (controle) foram recolhidas para
observacdo em microscopio, determinacdo da densidade numeérica, biovolume
celular (biomassa) e concentracdo de clorofila-a; além de avaliacdo de microcistina
em HPLC-PDA. Posteriormente, as culturas foram expostas a radiagdo UV-C
durante 8 horas e a cada 2 horas foram retiradas aliquotas para analise das mesmas
variaveis ja citadas, apés homogeneizacao do liquido. Além disso, ao final de cada
amostragem os refratarios eram mudados de posi¢cdo (Tabela 4.4) e acendia-se
novamente a lampada UV-C.

Tabela 4.4 — Esquema de rodizio das culturas de Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) nos refratarios de
vidro expostos a UV-C a cada 2 horas

Horas (h) Cloreto Férrico Hexahidratado

T=0a2 0,5 uM 1,0 uM 4,0 uM 10,0 uM
T=2a4 10,0 uM 0,5 uM 1,0 uM 4,0 uM
T=4a6 4,0 uM 10,0 uM 0,5 uM 1,0 uM
T=6a8 1,0 uM 4,0 uM 10,0 uM 0,5 uM

4.4 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Microcystis aeruginosa (NPLJ-4)

4.4.1 Densidade numérica, biovolume celular e curva de crescimento

Aliguotas da cultura de Microcystis aeruginosa (NPLJ-4), submetida aos ensaios de
estresse (ferro e UV-C), foram preservadas com solucdo de lugol acético 4%
(SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2003; LOURENCO, 2006; modificado de BICUDO;
MENEZES, 2006) em microtubos do tipo Eppendorf 1,5 mL (proporgéao de + 40 pL =
0,04 mL para 1 mL de cultura) para estimativa da densidade numérica e biovolume

celular e posterior montagem das curvas de crescimento.

As andlises quantitativas para determinacdo da densidade numérica foram
realizadas em duplicata através de camara de Neubauer espelhada da marca Labor
Optik (area total de 9,0 mm? e volume de 0,9 mm?®), em microscépio éptico comum
Olympus CX 41, equipado com ocular de medicdo, com aumento de 400 vezes,
conforme método descrito por Sipauba-Tavares e Rocha (2003) e Lourenco (2006).
Esta camara apresenta marcacbes de dimensdes conhecidas e requer pequeno

volume de amostra (Figura 4.5).



4 Metodologia LAZARO, G.C.S. (2012) 63

Figura 4.5 - As duas zonas de contagem da caAmara de Neubauer, separadas por um sulco horizontal
e limitadas de cada lado por um canal vertical, e a colocacao da laminula sobre estas zonas.

Fonte: Ciéncia Viva (2009).

A contagem das células foi efetuada em todo quadrado central da area de contagem
da camara (Figura 4.6-Y) quando as células e as colénias fossem facilmente

distinguiveis para a contagem.

Contudo, quando a amostra apresentasse grande quantidade de células e colbnias
envolvidas em bainha de mucilagem em varios planos de visualizacdo, a contagem
era realizada em apenas cinco subquadrados para se evitar a perda de amostra por
evaporacao durante a contagem, que inviabilizaria a confiabilidade dos resultados.
Para tanto, eram escolhidos os quatro subquadrados que formam as esquinas do
quadrado central e o subquadrado central (Figura 4.6-Z), ou seja, foram contadas
apenas as células contidas num volume igual a 5/25 ou 1/5 do volume total do
guadrado central.

O quadrado central da camara de Neubauer (composta por nove quadrados) é
subdividido em 25 subquadrados e apresenta area de 1 mm? e volume de 0,1 mm?
(ou 1 mL) (Figura 4.6). Vale ressaltar que a altura da laminula até a camara é de 0,1
mm. Desta forma, a densidade foi expressa em célulasemL™ e calculada segundo as

Equacdes 4.1 e 4.2.
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Figura 4.6 - Zonas de contagem da camara de Neubauer (X), vista microscopica da area total de
contagem na camara de Neubauer, com destaque em vermelho para o quadrado central (Y) e dos 5
subquadrados (Z) onde foram efetuadas as contagens de Microcystis aeruginosa.

Fonte: Ciéncia Viva (2009) modificado.

Numero total de células contadas
Densidade = Equacéo 4.1
NUmero de subquadrados contados x 4 x 10

Assim,

Densidade = Namero total de células contadas x F Equacéo 4.2

Onde: Fator de multiplicacéo (F) = 10.000 (contagem das células sedimentadas

em todo o quadrado central ou 25 subquadrados).

Fator de multiplicacdo (F) = 50.000 (contagem das células de apenas 5

subquadrados contidos no quadrado central).
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Por outro lado, o volume celular das células quantificadas de Microcystis aeruginosa
(BOX, 1980) foi estimado considerando-se as dimensfes médias destas células,
utilizando modelos geométricos aproximados de acordo com o formato celular
conforme metodologia proposta por Edler (1979), Hillebrand e colaboradores (1999),
Sun e Liu (2003) e Vadrucci, Cabrini e Basset (2007). No caso desta espécie foi
adotada a forma da esfera e elipsoide (BOX, 1980) (Figura 4.7), tanto em células

solitarias como células em fase final de divisdo celular (tel6fase).

Nas amostras de tempo igual a zero, 6, 12, 18, 24, 30 e 35 dias de experimento do
ferro, 15 células de cada tratamento e do controle, no minimo, foram medidas
através de régua de medicdo. Neste caso os volumes médios foram extrapolados
para os demais dias. Ja no experimento de exposi¢cdo ao ultravioleta, 15 células de
todas as amostras foram medidas com intuito de se obter volume celular por horério

e por controles (4 uM de ferro e amostras sem exposi¢ao ao UV-C).

Posteriormente as medi¢cdes, a média aritmética foi calculada a partir dos volumes
celulares obtidos para cada situacéo descrita anteriormente. O biovolume (pm3®mL™)
foi calculado a partir da multiplicacdo do volume celular médio pela densidade

numérica, sendo os resultados convertidos em mm?>sL™* ao dividir por 10°.

V=1/6x d*
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Figura 4.7 — Fotografia do 6° dia de Microcystis aeruginosa (acervo pessoal) e esquema matematico
e ilustrativo do calculo de biomassa via volume celular.

Fonte: Lazaro (2012).
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Ja ataxa de crescimento (u, dia®) e o tempo de geracdo ou duplicacdo celular
(G = divisBes celularesedia™) do experimento do cloreto de ferro hexahidratado foram
calculados (Equagbes 4.3 e 4.4) segundo Fogg e Thake (1987), APHA; AWWA;
WEF (2005) e Lourenco (2006).

heN, — heN; Equacéo 4.3
Taxa de Crescimento (dia™) =
T, = Ty
ne?2 Equacéo 4.4
Tempo de Geracéo (divisbes * dia™®) =
M

Sendo: fn = logaritmo neperiano

N, = ndmero de célulassmL™ no tempo T

N1

numero de célulassmL™ no tempo T,
T, - T1 = intervalo de tempo em dias

u = velocidade especifica de crescimento ou taxa de crescimento

4.4.2 Concentragdes de clorofila- a: estimativa da biomassa

Para a determinacéo das concentracdes de clorofila-a (ugeL™ ou gem™) e montagem
da curva de crescimento, amostras de Microcystis aeruginosa, submetidas aos
diversos tratamentos, foram retiradas a cada 2 dias e foram filtradas em filtro de fibra
de vidro GF-6 (25 mm de diametro, Macherey-Nagel). Os filtros contendo as células
foram acondicionados em papel aluminio, depositados em recipiente ambar
contendo silica gel e armazenados em refrigerador a +4°C para posterior etapa de
extracdo a frio do pigmento (LORENZEN, 1967; APHA; AWWA; WEF, 2005;
CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006).
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Deve-se ressaltar que o volume retirado a cada amostragem esteve condicionado ao
reduzido namero de células nos periodos iniciais de crescimento e elevada
densidade na fase final do experimento, bem como ao volume total de cultura nos
erlenmeyers (820 mL), de forma que o volume total retirado de aliquotas (76 mL)
nao provocasse estresse a cultura e comprometimento dos resultados dos

experimentos.

A extracdo dos pigmentos fotossintéticos foi realizada por trituracdo do filtro
contendo as células, no escuro, atraves de mixer com haste e utilizando-se 10 mL
de acetona 90%, seguida de repouso dos extratos, refrigeracado a +4°C e abrigo da
luz, por um periodo entre 20 e 24 horas (overnight), conforme APHA, AWWA, WEF
(2005) modificado.

Os extratos foram submetidos a centrifugacdo (centrifuga marca FANEM), sob
velocidade de 3.000 rpm (rotagbes por minuto), durante 25 minutos e a leitura das
absorvancias da fracéo liquida (sobrenadante) dos extratos, depositada em cubeta
de quartzo (marca Micronal, caminho Optico de 1 cm), foi executada em
espectrofotometro (marca Micronal, modelo B-582) e em duplicata, nos
comprimentos de onda de 665 e 750 nm, sendo posteriormente calculado as
concentragdes de clorofila-a. Para a leitura da amostra, foi utilizado como branco o
solvente organico acetona 90%. Sequencialmente a primeira leitura, as amostras
foram acidificadas com 100 pL (ou 0,1 mL) de acido cloridrico 0,2 molar (M) e uma
nova leitura foi realizada para quantificar o pigmento ativo (modificado de
STRICKLAND; PARSONS, 1972; ARAR; COLLINS, 1997; APHA; AWWA; WEF,
2005; CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006).

O espalhamento de luz observado em 750 nm foi descontado nos célculos,
utilizando-se o solvente acetona como o branco. Para tanto, utilizou-se a formula
proposta por Lorenzen (1967) (Equacdo 4.5) para obter as concentracdes de

clorofila-a (ugeL™ ou gsm™) e, assim efetuar a montagem das curvas de crescimento.

Clorofila-a = [(Uess —U7s0) — (Aees —A7s0) ] » v F-e K Equac&o 4.5

Ve L
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Sendo: Ugss = absorbancia do extrato antes da acidificacdo no A = 665 nm
Usso = absorbancia do extrato antes da acidificacdo no A = 750 nm
Agsss = absorbancia do extrato depois da acidificagdo no A = 665nm
Ass0 = absorbancia do extrato depois da acidificagdo no A = 750nm
v = volume de acetona utilizado na extracédo (10,0 mL)

F = fator (constante) para equiparar a reducdo em absorbéancia para a

concentracao inicial da clorofila-a (2,43)
K = coeficiente de absorcéo da clorofila-a para acetona (11,0)
V = volume da agua filtrada (L)

L = comprimento da cubeta (cm) ou passo optico (cm)

4.5 ANALISES QUANTITATIVAS DE MICROCISTINAS POR CLAE-PDA

4.5.1 Padrbes cromatograficos, solventes e reagente s

Os padrbes cromatograficos das variantes de microcistinas (MCY): RR (MCY-RR,
codigo M1537-25UG), LA (MCY-LA, cbédigo M4194-100UG) e LR (MCY-LR, codigo
33893) foram adquiridas da SIGMA-ALDRICH para as andlises cromatograficas
(95% de grau de pureza). Todas as solucdes estoque de microcistina foram diluidas
em metanol, filtrados em membrana Millex PTFE (0,22 um de porosidade; 13 mm de
diametro; Millipore Corporation®) e armazenados em vials, com posterior

acondicionamento em freezer -22°C.

Os reagentes utilizados para as analises cromatograficas apresentavam grau
analitico para HPLC. Os solventes, metanol e acetonitrila, eram das marcas Tedia e
Carlos Erba, enquanto que o &cido trifluoroacético (TFA) foi obtido junto a Merck. Ja
a agua ultrapura utilizada nas analises foi produzida através do sistema Milli-Q
(Millipore) instalado no Laboratério de Saneamento da UFES (LABSAN).
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4.5.2 Extracdo, determinacéo e quantificacdo de mic  rocistina em CLAE-PDA

No 10°, 20° e 30° dia de experimento do ion ferro foram retiradas amostras de 50 mL
das réplicas de cada tratamento e do controle; enquanto que nos ensaios de
exposicdo a radiacdo UV-C realizou-se amostragem de 50 mL de cada recipiente
desde 0 momento sem exposi¢cdo (controle) até a 82 hora de exposi¢do. Tais
amostras foram armazenadas em freezer -22°C para posteriores analises
cromatograficas de microcistina total (intracelular mais extracelular) em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sistema HPLC-PDA.

Posteriormente ao descongelamento do material; as amostras foram fervidas em
micro-ondas em trés (3) ciclos de ebulicdo’ de 9 minutos (totalizando 27 minutos)
(modificado de AGUJARO, 2007; SILVA-STENICO et al. (2009)), visando maximizar

0 processo de rompimento celular, que foi iniciado com gelo prosseguido de degelo.

Em seguida, as amostras foram filtradas a vacuo em microfiltro de fibra de vidro
GF-1 (diametro de 47 mm, Macherey-Nagel), com porosidade igual a 0,45 ym, e
acidificadas ao pH 8,1 £ 0,05 por adicéo de acido cloridrico (HCI) 1 molar (M), sendo
o filtrado submetido ao processo de purificagdo e concentracdo pela técnica de
extracdo em fase solida (Solid Phase Extraction — SPE) através de cartuchos PP
Chromabond® C18ec (octadecil, volume de 6 mL, adsorvente de 500 mg; Macherey-
Nagel) e sob acdo da gravidade, segundo método modificado de Lawton, Edwards e
Codd (1994) e Albuquerque Junior, Melo e Franco (2007).

Os cartuchos de extracdo foram condicionados com 6 mL de metanol e 6 mL de
agua ultra pura (Milli-Q), conforme orientacdo do fabricante, antes da insercdo das
amostras. Apos o término de passagem das amostras pelos cartuchos, prosseguiu-
se com as etapas de lavagem dos cartuchos (20 mL de agua ultra pura e 20 mL de
metanol 10%, 20% e 30%, respectivamente); eluicdo do analito (microcistinas) com
20 mL de solucdo de metanol:agua:acido trifluoroacético (89,9:10:0,1%
volume/volume); evaporacdo em banho-maria a 45°C; ressuspenséao do residuo em
1 mL de metanol 100%; filtragdo em unidade filtrante GV Millex em polietileno com
membrana Durapore (13 mm de diametro e 0,22 micra (um) de poro, Millipore
Corporation®); e avaliacdes cromatogréficas por fase reversa (MARTINS, 2010).

" A ebulicao de cultura com microcistina n&o inativa sua toxicidade.
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Para tanto, uma coluna analitica de gel de silica octadecilsilanizada (C18) Symmetry
300 (250 x 4,6 mm, 5 um de porosidade) foi utilizada nas analises em cromatégrafo,
cuja separacdo foi realizada pelo gradiente de agua e acetonitrila, ambos
acidificados com 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA) (Tabela 4.5) (MARTINS;
ANTUNES; CASSINI, 2009).

Enquanto que a deteccdo de microcistinas nos eluatos foi realizada por analise em
fotodiodo (PDA) e o espectro de absor¢cdo encontrava-se na faixa de 190 a 300 nm.
Ainda, os picos referentes as variantes de microcistinas foram identificados por
maxima absor¢do no comprimento de onda (A) de 238 nm (LAWTON; EDWARDS;
CODD, 1994).

O sistema cromatografico liqguido empregado foi o modelo SHIMADZU CBM-20A,
com degaseificador DGU-20AS, bombas LC-20AT, injetor automatico SIL-20AHT,
forno CTO-20A e deteccao realizada por detectores de arranjo de diodos (PDA)
SPD-M20A. Entretanto, os solventes utilizados na fase mével (acido trifluoroacético
e acetonitrila) foram previamente filtrados em membranas de PTFE (0,45 ym de
porosidade e 47 mm de diametro, Millipore Corporation®) e degasseificadas em

banho de ultrassom (Limpsonic®), respectivamente.

O volume injetado no cromatégrafo foi de 30 yL e a temperatura do forno e do
detector foi controlada a 30°C. A eluicdo das variantes de microcistina ocorreu sob
fluxo de 0,8 mLeminuto™ e cada réplica dos tratamentos foi analisada em duplicata,
nas avaliacbes cromatograficas, sendo utilizado os valores meédios. Os
cromatogramas obtidos a partir do gradiente representado na Tabela 4.5 foram
integrados e analisados em 238 nm através do software LC Solution (SHIMADZU
Corporation). Para construcdo da curva analitica de calibracdo para a microcistina-
LR (Sigma-Aldrich), uma solucdo estoque padrdo de 1 pgeL™ foi previamente

preparada e armazenada em um vial.

Posteriormente, a quantificacdo de microcistina foi realizada correlacionando-se o
valor da area de quantidade conhecida de padrdo com as areas dos picos das
amostras dos ensaios, ambas obtidas nas mesmas condicdes cromatograficas
(MARTINS, 2010). Tanto as amostras do cultivo quanto as solucfes-estoque destas

variantes foram armazenadas em vials e acondicionadas em freezer -20 °C.
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Tabela 4.5 — Gradiente linear dos solventes A (Agua e TFA 0,1%) e B (acetonitrila e TFA 0,1%), sob
fluxo de 0,8 mL por minuto, utilizado para analise de microcistinas por CLAE-PDA, de acordo com
método validado por Martins (2010).

Solvente Tempo de Retencao (minutos)
(%) 0 12 13 28
Solvente A: agua e TFA 0,1% 65 48 65 65
Solvente B: acetonitrila e TFA 0,1% 35 52 35 35

Fonte: Martins (2010).

Assim, a sensibilidade do método validado por Martins (2010) permite determinar os
limites de deteccdo® e de quantificacdo’, segundo Equacdes 4.6 e 4.7 (BRASIL —
ANVISA, 2003), respectivamente, e conforme Tabela 4.6. Vale destacar que o
intervalo ou faixa linear do método refere-se ao limite de quantificacdo até a
concentracdo maxima da linearidade (5,0 ug de MCYsmL™) (MARTINS, 2010).

DPa . 3 .
Limite de Detecgdo (LD) = I Equacéo 4.6
C
DPa . 10 ~
Limite de Quantificagéo (LQ) = I Equacéao 4.7
C
Onde: DPa = desvio padrdao do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3

curvas de calibracdo construidas contendo concentracdes do analito

proximas ao suposto limite de quantificacéo.

Ic = inclinacdo da curva de calibracéo

& Menor concentragdo do analito a ser detectada e ndo necessariamente quantificado.

° Menor concentragdo do analito na amostra a ser quantificada com precisao e exatidao aceitaveis, considerando
que o limite do equipamento ainda nao tenha sido atingido.
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Tabela 4.6 - Limite de Detecc¢édo (LD) e de quantificacdo (LQ) das variantes de microcistina (MCY)
conforme método validado por Martins (2010)

MCY-RR MCY-LR MCY-LA
Limite de Deteccdo (ug *L™) 0,05 0,03 0,11
Limite de Quantificacéio (ugeL™) 0,18 0,10 0,38

4.5.3 Construgdo das curvas analiticas da microcist  ina

Para a determinacdo da concentracdo de microcistina das amostras dos
experimentos de ferro e UV-C, estabeleceu-se uma relagcéo, por regressao linear,
entre a area do pico da toxina e as concentracdes dos padrbes utilizados para a
calibracdo do método. Os pontos da reta obtida pela relacdo area/concentracdo

foram apresentados na forma de graficos.

Os pontos da reta obtida pela relacdo area/concentracdo de cada variavel de
microcistina estdo apresentados nas Figuras 4.8, 4.9 e 4.10. O coeficiente de
correlacdo (R? obtido para a determinacdo desta relacdo, em que [MYC] é a
concentracdo de microcistina, em pgemL™, também est4 apresentado na Figuras 4.8,
4.9 e 4.10.

Microcistina-LR

160.000 -
140.000 -
120.000
100,000 -
80.000 -
60.000
40.000 4
20.000

Area= 26.396,942:[MCY] + 12.848 658
R2=10,980

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5,00 6,00
Concentragao de Microcistina (pg-mL-1)

Figura 4.8 - Curva de linearidade e regressdo linear entre a area do pico da toxina e sua
concentragao do padrao de microcistina LR (MCY-LR) utilizado para a calibragdo do método.
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Microcistina-LA

120.000 ~

100.000 -

80.000 -

60.000 -

40.000 - .
Area= 18.148 256+[MCY] + 10.014,127

20.000 - R#=0977

U T T T T T 1
0 1 2 3 4 3 i

Concentragdo de Microcistina (pg=mL-1)

Figura 4.9 - Curva de linearidade e regressdo linear entre a area do pico da toxina e sua
concentracao do padrao de microcistina LA (MCY-LA) utilizado para a calibragao do método.

Microcistina-RR

140.000 -
120.000 -
100.000 -
80.000 ~
60.000 -
40.000 -
20.000 -

0

Area

Area = 21298:[MCY] + 16843
R2= 0 9481

0 1 2 3 4 5 B

Concentragio de Microcistina (pg+mL-1)

Figura 4.10 - Curva de linearidade e regresséo linear entre a area do pico da toxina e sua
concentracao do padrdo de microcistina RR (MCY-RR) utilizado para a calibragdo do método.
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4.6 TRATAMENTO E ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram aplicadas apenas aos dados do experimento de
cloreto férrico hexahidratado que foi conduzido em tréplica (n = 3), diferente do
experimento de exposi¢cdo a UV-C, realizado somente com uma réplica por causa da
limitacdo de espaco na capela de fluxo laminar.

Assim, estatistica descritiva foi empregada para analisar os dados através do
programa Microsoft® Office Excel® 2007. Para tanto, foram determinados os valores
minimo, maximo, média aritmética como medida de tendéncia central para os dados
em triplicata, desvio padrédo (DPad) e o coeficiente de variagdo (CV%) como

medidas do grau de dispersédo dos dados em relacdo as médias.

Em seguida, para cada variavel experimental foi analisada a normalidade dos dados
através do teste Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, as varidveis que nao
tivessem uma distribuicdo normal foram logaritmizadas e foi realizada a anélise de
medidas repetidas lineares de modelo geral (GML) e teste de Tukey para multiplas
comparacoes utilizando-se o aplicativo SPSS versao 8.0. (Statistical Package for the
Social Sciences). Foram considerados dados com variacdo significativa para o nivel
de confianca de 95% (p < 0,05).

O testes no experimento do ferro foram aplicados nas variaveis densidade numeérica,
biovolume, concentracdes de clorofila-a, taxa de crescimento, tempo de geracao, e

concentracéo e area do pico cromatografico da microcistina-LR.

Em contrapartida, ndo foi possivel realizar andlise estatistica de diferenca de médias
com os dados do experimento de exposicao a radiacdo UV-C, visto que foi analisada
amostra composta (unido das triplicatas do experimento do cloreto de ferro
hexahidratado). Este procedimento deve-se a falta de espaco na capela de fluxo

laminar.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse item sdo apresentados e discutidos os resultados dos ensaios realizados em
laboratorio. Primeiramente foram discutidos os efeitos sobre o crescimento e
biomassa de Microcystis aeruginosa Kiitzing (NPLJ-4), a partir de diferentes
concentracdes de ion ferro e pela exposicdo a radiacéo ultravioleta C. Em seguida,
efeitos qualitativos e quantitativos sobre a producdo de microcistinas foram
examinados visando compreender os impactos de diferentes teores de ferro e de
diferentes dosagens/exposicédo de UV-C.

Ademais, os dados de densidade e biovolume foram transformados em logaritmo

neperiano antes de serem plotados em gréficos.

5.1 EFEITOS SOBRE O CRESCIMENTO E BIOMASSA DE Microcystis
aeruginosa

5.1.1 Exposicao a diferentes concentragcfes de ionf  erro

Nos tratamentos com diferentes concentracdes de cloreto férrico hexahidratado (0,5;
1; 4 e 10 puM) foi observado que, em geral, as fases do crescimento de Microcystis
aeruginosa (NPLJ-4) foram caracterizadas por uma fase de adaptacédo celular ou lag
no intervalo entre 0 (zero) e 5 dias; que € sucedida por uma fase exponencial ou
logaritmica (log) equivalente a 11 dias (6° ao 14° dia), caracterizada por um aumento
numérico de células esféricas, unicelulares, agrupadas em colbnias e, ainda, em

divisdo celular.

Posteriormente a populacao das culturas exibe uma fase estacionaria do 16° ao 35°
dia em termos de densidade numérica e biovolume em todos os tratamentos (Figura
5.1). Os valores de biomassa calculados através do método de biovolume

apresentaram o mesmo comportamento que a densidade numérica de células.

Sa (2006) relata uma curva de crescimento da cepa NPLJ-4 com fase log entre 6 e
18 dias, que se assemelha aos dados obtidos nesta pesquisa. Em relagdo as
amostras controle (4 uM de FeCl3*6H,0), a fase exponencial encontra-se entre 8 e
14 dias.
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Segundo Lourencgo (2006), a duracdo de cada estagio depende de fatores como a
espécie examinada, as concentracdes de nutrientes ou elementos-tracos oferecidos,

a intensidade de luz, o volume e a forma de cultivo, dentre diversos outros fatores.

18

17 ~

16 -

13 -

Ln (célulasemL-1)

12 -

11 ~

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 35
Dias

—o0—0,5uM --%-10uM ——40uM e - 10,0 yM

Figura 5.1 - Curva logaritmica de crescimento (fnemL™) de Microcystis aeruginosa (cepa tdxica
NPLJ-4) sob o efeito de diferentes concentracbes de ferro, ao longo de 35 dias: 0,5 (circulo aberto), 1
(quadrado preto), controle ou 4 (triangulo aberto) e 10 (circulo preto) uM de ferro, respectivamente.
Cada ponto representa a média de trés réplicas (n=3).

Em relacdo a densidade numérica (n = 3) ao longo do tempo de 35 dias de
crescimento, as culturas com 0,5 uM de ferro (cloreto férrico hexahidratado)
apresentaram densidade minima de 4,5 x 10* célulassmL™, maxima de 2,6 x 10’
célulasemL™ e valores médios entre 5,3 x 10* e 1,8 x 10’ célulasmL™. O tratamento
de 1 pM atingiu valores minimos de 4,5 x 10* célulasemL™, maximo de 2,7 x 10’
célulasemL™ e valores médios entre 6,3 x 10 e 2,3 x 10 célulassmL™. Valores estes

bem proximos aos encontrados no tratamento com 0,5 uM.
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O controle (4 pM) apresentou densidades médias superiores aos dois cultivos
anteriores, entre 9,0 x 10* e 2,0 x 10 célulasemL™, minimo de 6,0 x 10* e maximo de
3,1 x 10’ célulassmL™. J4 o tratamento com 10 pM do mesmo elemento registrou
valores médios de densidade entre 8,7 x 10" e 1,8 x 10’ célulasemL™, minimo de 8,0
x 10* e maximo de 2,8 x 10 célulasemL™. O coeficiente de variacdo (CV%) para 0s

tratamentos e controle foi de 57,74%.

Além do exposto anteriormente (Figura 5.1), as culturas tratadas com 1 uM de ferro
demonstraram maior crescimento em termos de densidade numérica, especialmente
no 10°, 20° , 30° e 35° dia (3,5 x 10% 1,5 x 10”; 1,9 x 10" e 2,3 x 10’ célulasemL™,
respectivamente); seguido do tratamento com 10 puM e do controle (4 uM), que
alternavam os valores minimos e maximos. Ja as culturas com 0,5 uM de ferro
apresentaram os menores valores em densidade (2,7 x 10° no 10° dia; 9,6 x 10°
célulasemL™ no 20° dia; 1,3 x 10" célulasemL™ no 30° dia e 1,8 x 10" célulassmL™.no
35° dia).

Além da densidade numérica, outra maneira de quantificar organismos
fitoplanctbnicos, como cepas de cianobactérias, é através da estimativa da sua
biomassa através do biovolume, que é um dado importante em funcdo da
diversidade de tamanhos entre as mesmas espécies submetidas a tratamentos e
condicbes de estresses diferentes (NUNES, 2003). Portanto, tem sido pratica
frequente, conforme Margalef (1983), multiplicar os valores da densidade numérica
das espécies por um valor aproximado do volume médio de suas respectivas

células, obtendo-se um valor muito préximo da biomassa algal.

A Figura 5.2 representa a biomassa em termos de biovolume celular. Este
acompanhou os valores de densidade numeérica (Figura 5.1), com as culturas de 1
UM de ferro apresentando maior biomassa, enquanto que as culturas sob menor

limitacao de ferro (0,5 uM) proporcionaram menor biomassa.

O biovolume celular da Microcystis aeruginosa (cepa toxica NPLJ-4) aumentou do 6°
até o 16° dia, com tendéncia a estabilizacdo (fase estacionaria) a partir do 18° dia.
Além disso, apresentou uma redugcdo no 26° dia, elevando-se do 28° ao 35° dia,

assim como nos dados de densidade numérica.
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Ainda no tratamento com 0,5 uM de ion ferro registrou-se biomassa (n = 3) minima
de 1 mm? de célulassL™, maximo de 926,13 mm?® de células-L™ e valores médios
variando entre 1 e 629,21 mm® de célulassL™®. O tratamento de 1 pM obteve
biovolume celular minimo de 1,09 mm?® de célulassL™*, maximo de 1.201,71 mm? de
célulaseL™ e valores médios entre 1,53 e 1.044,02 mm? de células-L™. No controle
(4 pM) os cultivos apresentaram valores médios entre 3,18 e 877,98 mm® de

célulaseL™, minimo de 1,71 e maximo de 1.331,91 mm? de células-L™.

Ja o tratamento com 10 puM registrou valores médios entre 2,79 e 794,98 mm?® de
célulaseL™?, minimo de 2,41 e maximo de 1.22558 mm® de célulassL®. O
comportamento do biovolume assemelha-se aos da densidade numérica, inclusive
no que tange ao coeficiente de variacdo (CV%) dos dados dos tratamentos e
controle que é similar (57,74%) (Apéndice Aa e Ab) (Tabela 5.1).
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Figura 5.2 - Curva logaritmica da média do biovolume (nmm®mL™), representante da biomassa de
Microcystis aeruginosa (cepa toxica NPLJ-4), sob o efeito de diferentes concentragbes de ferro, ao
longo de 35 dias: 0,5 (circulo aberto), 1,0 (quadrado preto), controle ou 4,0 (triangulo aberto) e 10,0
(circulo preto) uM de ion ferro, respectivamente. Cada ponto representa a média de trés réplicas
(n=3).
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De acordo com Nunes (2003), muitos autores preferem estimar a biomassa de
microalgas baseada nos valores de clorofila-a, que € um método mais simples,
todavia menos confidvel, uma vez que em uma amostra de agua existe uma

variedade de outros “residuos” que podem interferir na leitura desta variavel.

Quanto a analise de clorofila-a (Tabela 5.1), o tratamento com 0,5 uM de ferro
apresentou a menor variacdo em termos de valores meédios de biomassa durante

todo experimento (26,08 pgeL™ e 801,82 pgeL™* no 20° dia de crescimento).

O microcosmo com 1 uM atingiu concentracdo média minima de clorofila-a no inicio
do cultivo (26,08 pgeL™); e média méaxima no 20° dia de crescimento (1259,0 pgeL™),
comportamento semelhante ocorreu nas culturas com 0,5 uM e 10 uM. Enquanto
que o cultivo com 4 uM (controle) de ion ferro apresentou a concentragcdo média

méaxima de clorofila-a no 35° dia do experimento, com valores de 1475,6 pgeL™.

Tabela 5.1 - Teores de clorofila-a de uma linhagem da cepa téxica NPLJ-4 de M. aeruginosa sob o
efeito de diferentes concentracdes de ferro

Teor de clorofila a (ugeL ) durante o crescimento

Tratamento
0 dia 10° dia 20° dia 30° dia 35° dia
0,5 uM 26,1 358,3 801,8 388,6 490,8
1uM 26,1 413,7 1259,0 545,0 979,4
4 uM 32,6 344.,6 836,0 824,7 1593,2
10 uM 30,4 420,9 1644,5 740,1 1475,6

As culturas apresentaram mudanca de coloracdo ao longo do tempo, inicialmente
com coloracéo verde-azulada intensa e adquiriram coloracdo amarelada a partir do
20° dia de crescimento (Figura 5.3), isso corrobora com o decaimento do teor de

clorofila-a observado na maior parte dos tratamentos e controle (Tabela 5.1).

O tratamento de 0,5 uM, seguido das culturas tratadas com 1, 4 e 10 uM de ferro
apresentaram coloracdo amarelada, respectivamente, entre 21° e 30° dia,
justificando a reducédo das concentragdes de clorofila-a em M. aeruginosa no mesmo
periodo.
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Culturas com déficit de ferro (0,5 uM) apresentaram menores valores de biomassa
guando comparados as concentracées dos demais tratamentos e controle, além de
um aumento repentino do teor de clorofila-a no 20° dia, indicando uma provavel
recuperacdo das células, todavia, sem sucesso a posteriori. Por outro lado, o
conteudo deste pigmento aumenta no intervalo entre 31° e 35° dia apds aumento da

densidade e biovolume de cianobactérias.

No que tange as diferentes concentracdes de ferro, de maneira geral, os tratamentos
com 1 e 4 pM foram os que obtiveram 0s maiores valores tanto de densidade
numérica e biovolume celular (Figuras 5.1 e 5.2), enquanto que na quantificacao
pelo método espectrofotométrico utilizando a clorofila-a, os maiores valores aferidos

foram nos tratamentos 4 e 10 puM, respectivamente (Tabela 5.1).

Figura 5.3 - Microcystis aeruginosa (cepa toxica NPLJ-4) cultivada em meio ASM-1, modificado com
diferentes concentracdes de ferro: destaque para o 10°, 20° e 30° dia de crescimento.

Do ponto de vista estatistico, a analise de variancia por medidas repetidas (GLM)
pelo teste de Tukey, a 5% de significancia (n = 3), ndo demonstrou diferencas
significativas para os dados de densidade numérica, biovolume e clorofila-a entre as
concentracbes de ferro testadas. Além disso, as diferentes concentracdes de ion
ferro nas culturas acompanharam os dados de biomassa de M. aeruginosa.
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Em contrapartida, a taxa de crescimento e o tempo de geragédo (ou duplicacdo) de
M. aeruginosa apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% (p = 0,05; alfa =
5%) entre as concentracfes analisadas. Observou-se a reducdo da taxa de
crescimento e o aumento do tempo de duplicagdo com o aumento da concentragéo
de ferro no meio de cultivo (Figura 5.4). Tais resultados indicam que concentracdes
elevadas do micronutriente ferro no meio de crescimento pode exercer um efeito

negativo sobre a duplicacéo desta cianobactéria.

As cianobactérias possuem duplicacdo celular a uma taxa de 0,3 a 1,4 dia™
(CHORUS; BARTRAM, 1999). Nessa pesquisa obteve-se taxa de crescimento
variando entre 0,24 a 0,37 dia™. Enquanto que o tempo de duplicacdo variou de 1,92
a 2,90.

Comparando os tratamentos e controle do 10°, 20° e 30° dia, o tratamento com 10
MM de ferro registrou menor taxa de crescimento e maior tempo para a ocorréncia de
divisbes celulares, enquanto culturas com 0,5 pM apresentaram maior taxa de
crescimento e menor tempo de geragdo. Logo, as divisbes celulares de M.
aeruginosa ocorreram em maior quantidade quando o meio ASM- 1 continha maior
concentragdo de ferro, reduzindo os valores & medida que o nivel deste
micronutriente ficava escasso (10, 4, 1 e 0,5 uM, respectivamente). Em

contrapartida, a taxa de crescimento comportava-se de modo contrario (Figura 5.4).

Por conseguinte, o parametro taxa de crescimento (i) do 10°, 20° e 30° dia apontou
significAncia estatistica entre os tratamentos contendo 10 e 1 uM e 10 e 0,5 pM, ao
nivel de significancia de 5% (95% de confiangca com p < 0,05). Além de variacao
entre o controle (4 M) e o menor nivel de ferro. Esta taxa foi maior nos tratamentos
de 0,5 e 1,0 uM (p < 0,05) em relagédo ao controle e ao tratamento de 10 pM,

respectivamente.

Ja no tempo de geracdo (G) ocorreram diferencas estatisticas entre as culturas
tratadas com 10 e 1,0 uM; 10 e 0,5 pM; e 4,0 e 0,5 uM de ferro. Os tratamentos de
0,5 e 1,0 uM apresentaram menor tempo de geracdo (p < 0,05), em relacdo ao

controle e o tratamento de 10 uM (menor G) (p < 0,05).
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Figura 5.4 - Taxa de crescimento e o tempo de geracao de Microcystis aeruginosa (cepa toxica
NPLJ-4) sob o efeito de diferentes concentracdes de ferro. Cada barra representa a média de trés
réplicas (n=3) de cada concentracdo de cloreto de ferro hexahidratado: 0,5, 1, 4 e 10 uM de ferro,

respectivamente.

Segundo Lourencgo (2006), a taxa de crescimento vai diminuindo linearmente com o

aumento da densidade da populacédo, de forma que em densidades proximas de

zero, a populacédo tende a apresentar um crescimento exponencial, mas a medida

gue a populacdo aumenta, a taxa de crescimento diminui até chegar a zero, quando

a populagdo atinge a capacidade suporte do ambiente e tem seu crescimento

cessado.
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Luka¢ e Aegerter (1993) analisando o efeito de ions Fe** na taxa de crescimento e
na producdo de cianotoxina por M. aeruginosa em meio de cultura BG 11,
registraram que as concentracdes atoxicas deste micronutriente afetaram o
crescimento e a producao de toxinas. No trabalho de Luka€ e Aegerter (1993) a taxa
de crescimento diminuiu para 0,68 em culturas com concentracdes de Fe*" de até

0,1 mM, indicando o envolvimento deste ion na fotossintese e sintese de clorofila.

Os resultados obtidos na pesquisa em questdo foram completamente opostos aos
dados encontrados por Luka¢ e Aegerter (1993), ou seja, a taxa de crescimento de
M. aeruginosa (cepa NPLJ-4) decresceu em culturas experimentais com maior

concentracao de ferro.

Portanto, os dados do trabalho em questéo ilustraram um comportamento contrario
ao descrito em literatura, onde o ion ferro possibilitaria maior producéao de clorofila-a
e maior taxa de crescimento. Contudo, nessa pesquisa foram observados que o
aumento do tempo de divisao celular por dia € diretamente proporcional as culturas
com maiores concentragdes de ferro, enquanto que a taxa de crescimento de M.

aeruginosa reduz aumentando-se a concentracdo deste micronutriente.

5.1.2 Exposicéo a radiacdo ultravioleta C (UV-C)

Sakai e colaboradores (2009) e Tao e coautores (2010) sugerem a radiacéo
ultravioleta C (254 nm) como uma alternativa para atenuar floragbes de
cianobactérias em lagos e reservatérios, tendo em vista que o crescimento de
espécies de cianobactérias, inclusive de Microcystis aeruginosa, pode ser suprimido
dentro de alguns dias através da exposicdo de 30 segundos a 10 minutos da
radiacdo UV-C (SAKAI et al., 2009; TAO et al., 2010).

No experimento da pesquisa em questao, a UV-C provocou a reducgéo da densidade
numérica e do biovolume celular de todas as culturas de Microcystis aeruginosa
Kitzing (cepa toxica NPLJ-4), em diferentes concentracdes do micronutriente ferro
(0,5; 1; 4 e 10 uM), a medida que o tempo de exposicdo a radiacdo ultravioleta
aumentava, de forma gradativa, em horas (Figuras 5.5 e 5.6).
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O nuamero de células de Microcystis aeruginosa Kiitzing (cepa toxica NPLJ-4) da
cultura com 4 uM de ferro reduziu em 84,82% o numero de células por mililitro inicial
(concentracao inicial), contrapondo-se aos 63,06% da cultura com déficit de ferro de
1 uM.

J& os tratamentos com 0,5 e 10 uM de ferro apresentaram reducdo da densidade
com valores préoximos (75,37% e 72,65%, respectivamente) com o aumento da
exposicdo & UV-C (densidade de 8,95 x 10° 1,23 x 10° 1,36 x 10° 9,10 x 10°

célulasemL-! nos teores de 0,5; 1; 4 e 10 pM de ferro).

Ademais, o decrescimento dos valores indicadores de biomassa foi maior nos
tratamentos com teores de concentracao de ferro, no caso desse experimento: 1 uM

(micromolar).

2,1E+07

1,9E+07 A

1,7E+07 A

mL 1)

« 1,5E+07 1

N

1,3E+07 A

1,1E+07 A

Densidade (células

9,0E+06 -

7,0E+06 T T - - T
0 2 4 6 8
Horas de exposicao a radiagdo UVC

—0—0,5uM —-m---1,0uM —A— 4,0 M & 10,0 uM

Figura 5.5 - Densidade de Microcystis aeruginosa (cepa toxica NPLJ-4), sob o efeito de diferentes
concentracdes de ferro e exposicéo a radiacéo ultravioleta C (UV-C) por 8 horas: 0,5 (circulo aberto),
1 (quadrado preto), controle ou 4 (triangulo aberto) e 10 (circulo preto) uM de ferro, respectivamente.
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Figura 5.6 - Biovolume de Microcystis aeruginosa (cepa toxica NPLJ-4), sob o efeito de diferentes
concentrac8es de ferro e sob exposicdo da radiacdo ultravioleta C (UV-C) por 8 horas: 0,5 (circulo
aberto), 1 (quadrado preto), controle ou 4 (triangulo aberto) e 10 (circulo preto) uM de ferro,
respectivamente.

A concentracdes de clorofila-a de Microcystis aeruginosa Kitzing (cepa toxica NPLJ-
4) das culturas com 0,5 e 10 uM de ferro diminuiram de forma gradativa entre 2 e 8
horas de exposicéo a radiacdo UV-C. Ainda, entre 0 e 2 horas a reducéo foi menos
gradual, ou seja, mais rapida, porém nao impactante. Nos cultivos com 1 e 4 uM de
ferro, a biomassa foi reduzida pela incidéncia da UV-C com o aumento do tempo de
exposicao da 42 a 82 hora (Figuras 5.7).

Em relacdo as concentracdes de feopigmentos, as culturas apresentaram pequenos
teores, sendo o valor maximo de 326 pgeL™* na cultura com 10 uM de ferro (Fe).
Desta forma, a biomassa das células em fase de senescéncia era muito reduzida
quando comparada ao conteudo de clorofila-a das células com bom estado

fisiolégico (Figuras 5.8).
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Figura 5.7 - Concentracdo de clorofila-a de Microcystis aeruginosa (cepa téxica NPLJ-4), sob o efeito
de diferentes concentracdes de ferro e sob exposicdo da radiacdo ultravioleta C (UV-C) por 8 horas.

Cada barra representa um horario, que aumenta de forma gradativa de zero hora ou sem exposi¢ao
(branca) a 8 horas (preta).
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Figura 5.8 - Concentracdo de feopigmentos de Microcystis aeruginosa (cepa toxica NPLJ-4), sob o
efeito de diferentes concentracfes de ferro e sob exposicdo da radiacao ultravioleta C (UV-C) por 8
horas. Cada barra representa um horario, que aumenta de forma gradativa de zero hora ou sem
exposicdo (branca) a 8 horas (preta).
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Santos (2009) relata que a radiacdo UV-C pode afetar diretamente a taxa de
crescimento da populagcdo de cianobactérias e até a sua sobrevivéncia. Ainda pode
destruir constituintes celulares que possuem picos de absor¢cdo nessa regiao do
espectro luminoso. A incidéncia de UV-C também pode afetar a fixacdo de nitrogénio
e reduzir o conteudo proteico total das células com o aumento do tempo de
exposicao a radiacdo. Lembrando que radiacbes UV-C possuem energia suficiente
para quebrar a ligacdo mais forte (ligacdo covalente) e, por isso, provocam muitos

danos a célula exposta a radiacao.

Durante o tempo de exposicdo de M. aeruginosa Kutzing (cepa NPLJ-4) a radiacéo
ultravioleta C (UV-C), a morfologia apresentou varias diferenciacfes tais como
comprometimento da divisdo celular, danos ao formato e tamanho das células em
divisdo celular (maior e mais arredondado), na deformagcdo dos aerOtopos que
ficaram dilatados e no decréscimo de células a medida que o tempo de incidéncia da
radiacdo aumentava. O aumento dos danos foi diretamente proporcional ao tempo

de exposicao (Figura 5.9).

Desta forma, as células sdo diretamente afetadas pela incidéncia de luz ultravioleta,
podendo resultar na alteracdo da estrutura de proteinas, DNA e outras moléculas
relevantes além de alteracbes em processos fisiolégicos (SANTOS, 2009). As
células expostas a radiacdo UV-C foram negativamente afetadas do ponto de vista
morfologico, contribuindo para reducédo do nimero de células e possivel degradacao
da cianotoxina liberada no meio com o rompimento celular como discutido no item

seguinte.

Ainda nada pode ser afirmado quanto a reducdo do numero de aerétopos ao longo
das 8 horas de exposi¢cao; uma vez que nao foi realizado contagem destas vesiculas
gasosas. Todavia, as culturas sadias exibiam maior quantidade de aerétopos
quando comparados as células tratadas por UV-C. Esta informacdo obteve-se

atraveés de analise qualitativa em microscopio optico.

Santos (2009) alerta que a reducdo do numero de aerétopos nas células com o
aumento da dose de UV, prejudica a regulagéo da flutuabilidade exercida por estas
vesiculas gasosas, que permite a proximidade da cianobactéria junto a nichos mais

adequados em termos de concentracdo de nutrientes, luminosidade e competicao.
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Além disso, Microcystis aeruginosa controla sua posicdo na coluna d’agua pela
mudanca da gravidade especifica das células. Os aer6topos permitem melhor
posicionamento na captacdo de luz em ambientes como lagos e reservatorios
(SANT’ANNA et al., 2008).
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Figura 5.9 - AlteracBes na divisao celular de Microcystis aeruginosa (cepa téxica NPLJ-4) depois da
exposicdo ao UV-C. Esta cianobactéria foi cultivada em meio ASM-1, modificado com diferentes
concentragdes de ferro. Observacao das células expostas a UV-C por 2h (A), 4h (B) e 6h (C) no
microscopio 6ptico (aumento 400x).

5.2 EFEITOS QUALITATIVO E QUANTITATIVO SOBRE A PRODUCAO DE
MICROCISTINA

5.2.1 Exposicéo a diferentes concentracdes de ionf erro

As concentracdes de microcistina-LR foram oriundas de células da fase exponencial
(6° ao 14° dia) e da fase de estagnacédo do crescimento (16° ao 35° dia) das culturas
de todos os tratamentos com micronutriente ferro (0,5; 1 e 4 uM) e do controle (4 uM
— condicdes 6timas de crescimento). Na fase log ocorre um aumento numeérico de

células solitarias e de colonias ainda em divisao celular.

Os valores de concentracao de microcistina-LR (MCY-LR) quantificados no 10°, 20°
e 30° dia foram somados para calculo da média dos teores desta toxina em cada
tratamento (Figura 5.10). H4 uma tendéncia de maiores valores de toxina nos

tratamentos com 1 e 0,5 e no controle (4 uM) de ion ferro.
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A andlise de variancia por medidas repetidas (GLM) pelo teste de Tukey mostrou
diferenca significativa, ao nivel de significancia de 5% (p = 0,05; alfa = 5%, n = 3),
entre as concentracoes 1 uM e 10 uM de cloreto férrico hexahidratado, tanto para a
area do pico cromatografico quanto da concentracdo de microcistina, ambos da
variante LR.

O tratamento de 1 uM de ion ferro apresentou picos cromatograficos de maior area e
maiores concentracdes de microcistina-LR em relacdo aos demais, seguido das

culturas com 0,5 pM; 4 uM e 10 pM do ion deste micronutriente (Figuras 5.10 e
5.11).
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Figura 5.10 - Concentracdo média de microcistina-LR total produzida pela linhagem téxica de
Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) avaliada a partir dos teores do 10° 20° e 30° dia de cultivo sob
diferentes concentracdes de ferro. As barras representam as médias dos trés dias avaliados em
termos de concentracdo de toxina, de cada tratamento e do controle: 0,5, 1, 4 e 10 pM de ferro,
respectivamente.

As culturas de Microcystis aeruginosa Kiutzing (cepa NPLJ-4) desenvolvidas em
diferentes concentracbes de cloreto férrico hexahidratado apresentaram maiores
valores de producdo de microcistina-LR no 20° e 30° dia, respectivamente, quando
comparado ao 10° dia de crescimento (Figura 5.11).
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Além disso, néo foi identificada a presenca das variantes MCY-RR e MCY-LA, o que
sugere que estas variantes ndo foram sintetizadas pelas células da linhagem da
cepa NPLJ-4 que, segundo a literatura (SILVA-STENICO et al., 2009), produz quatro

variantes de microcistina.

Desta forma, os valores da toxina aumentaram do 10° para o 20° dia de crescimento
de M. aeruginosa e tenderam a diminuir no 30° dia de crescimento apenas nas
culturas com 4 uM e 10 uM de ion ferro, enquanto que nas culturas com 0,5 uM e 1

MM, a concentracdo de microcistina aumentou do 20° para o 30° dia (Figura 5.11).

Em relacdo ao tempo, a analise de variancia por medidas repetidas (GLM) pelo teste
de Tukey indicou a existéncia de diferenca significativa, ao nivel de 5% (p = 0,05;
alfa = 5%, n = 3), da area do pico cromatografico e concentracdo de microcistina-LR
entre os dias 10 e 20; e 10 e 30.
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Figura 5.11 - Concentracao de microcistina-LR total, produzida pela linhagem téxica de Microcystis

aeruginosa (cepa NPLJ-4), avaliada no 10° 20° e 30° dia de cultivo, sob o efeito de diferentes

concentracdes de ferro. As barras representam as médias de trés réplicas (n = 3) da concentragéo de

toxina de cada tratamento e do controle: 0,5, 1, 4 e 10 pM de ferro, respectivamente. O asterisco*
significa que a concentragdo é superior ao limite de quantificacdo da curva de calibracao.

No que tange aos dados e conclus@es referentes ao efeito do ferro, estudos prévios
indicaram que a limitacdo deste micronutriente influencia na producdo de
microcistina, embora os resultandos obtidos tenham sido conflitantes (LUKAC;
AEGERTER, 1993; UTKILEN; GJZLME, 1995).
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LukaC e Aegerter (1993) avaliaram o efeito de varios elementos tracos na producéo
de microcistinas por M. aeruginosa e descobriram que o ferro influencia
significativamente na producédo destas toxinas. Baixas concentracdes de ferro, por
sua vez, levaram a uma menor taxa de crescimento e estimulou e aumentava a

producdo de microcistinas.

Utkilen e Gjdlme (1995), contudo, encontraram uma correlacdo direta entre as
concentracdes de ferro e de microcistinas, contrapondo-se aos resultados de Lukac
e Aegerter (1993). Ademais, Utkilen e Gjdime (1995) constataram que cepas
produtoras de microcistinas apresentavam um sistema mais eficiente para a
absorcdo deste micronutriente e, portanto, as microcistinas poderiam desempenhar
um papel de quelantes intracelulares, mantendo a concentracéo de ferro disponivel
mais baixa ao inativar o Fe*? livre (KAEBERNICK; NEILAN, 2001; SEVILLA et al.,
2008; MOLICA; AZEVEDO, 2009).

Ja Sevilla e colaboradores (2008) destacam que a deficiéncia de ferro acarreta
estresse em varios sistemas fisioldgicos, enquanto que baixas concentracbes de
ferro implicam em crescimento celular retardado nas cianobactérias, o que leva ao

aumento da concentracdo de microcistina.

Por outro lado, Molica e Azevedo (2009) ressaltam que a concentracdo intracelular
de microcistinas é diretamente proporcional a taxa de crescimento e que expressar a
concentracéo desta hepatotoxina em funcéo da clorofila-a ou da fluorescéncia em in

vivo pode levar a obtencéo de resultados imprecisos.

Além disso, microcistina apresenta afinidade por ion ferro, quelando-se, devido a
presenca de moléculas siderdforas (quelantes), que proporciona absorcdo deste
micronutriente pelas cianobactérias. Portanto, tendo-se baixa concentracao de ferro
no ambiente, consequentemente haverd pouco sideréforo extracelular e baixa
producdo de cianotoxina (KAEBERNICK; NEILAN, 2001; SEVILLA et al., 2008;
MOLICA; AZEVEDO, 2009).

Em contrapartida, os sideroforos intracelulares causam efeitos negativos nas
funcoes celulares uma vez que competem com metabdlitos primarios para limitagdo
do ferro. Ainda, ocorre formacao do complexo ferro-microcistina que manteré baixos
niveis celulares de ferro livie (KAEBERNICK; NEILAN, 2001; SEVILLA et al., 2008;
MOLICA; AZEVEDO, 2009).
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Sevilla e colaboradores (2008) discutem que a sintese de microcistina através de
fatores ambientais e nutricionais ainda ndo é clara e ainda estdo sendo debatidos
pela comunidade cientifica. Estes autores, ainda, mencionam que muitos resultados
ou conclusdes contraditérias sdo reportados em estudos de campo e nos
experimentos laboratoriais. Sendo assim, a ecoestratégia ou significado fisiol6gico

da producéo de microcistina é ainda € desconhecido para comunidade cientifica.

5.2.2 Exposicao a radiacao ultravioleta C (UV-C)

A concentracdo de microcistina-LR total (intracelular mais extracelular) por unidade
de volume de cultura (Figura 5.12, Apéndice B) e a area do pico cromatografico
(Figura 5.13, Apéndice B) desta toxina declinaram progressivamente em todas as
culturas tratadas contendo diferentes niveis de ferro, a medida que aumentava-se o

tempo de exposicdo da Microcystis aeruginosa Kitzing (NPLJ-4) a radiagdo UV-C.

Tal declinio ndo era esperado, tendo em vista que na literatura é mencionada a
liberacdo de toxina no meio aquoso quando as ceélulas sofrem lise ou sao
danificadas, ou entdo, por meio da estimulacdo de algum agente externo.
Paralelamente, os valores da densidade numerica, biovolume e clorofila-a

declinaram com o aumento da dosagem de UV-C ao longo do tempo (Apéndice B).

Desta forma, pode-se afirmar que a reducéo, tanto em nivel dos fatores biolégicos
(densidade, biovolume e biomassa em termos de clorofila-a) quanto em nivel da
propria toxina, demonstrou que a radiagdo ultravioleta C possui um alto potencial de

degradacéo de microcistinas em meio aquoso.

Tais afirmacgdes sdo corroboradas com resultados de experimentos de exposicédo a
UV-C, realizados anteriormente (dados nao publicados) em laboratério. Deve-se
ressaltar que a quantificagcdo da microcistina total (intracelular mais extracelular)

ultrapassou a curva analitica para as amostras.

As andlises demonstraram maior eficiéncia de remocao da microcistina-LR nas duas
primeiras horas de exposi¢cdo a UV-C em todas as culturas com teor de ferro. As
culturas com concentragdo de 0,5 e 1 uM de ion ferro apresentaram uma queda de
42,04% e 54,60% apOs exposicdo de duas horas de radiacdo UV-C,

respectivamente, que se justifica pela grande densidade celular e dos inéculos.
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J& nas culturas com concentracfes de 4 e 10 uM de ion ferro, a degradacédo da
toxina foi maior que 70% apos duas horas de exposicédo, sendo 70,15% para o teor

de 4 uM de ion ferro e 71,14% para 10 uM deste mesmo micronutriente.

As quedas nos tratamentos com déficit de ferro foram pequenas porque 0s indculos
possuiam o dobro da densidade numérica quando comparada aos valores apés
duas horas de exposicdo a radiacdo. Entretanto, esta situacdo ndo ocorreu nas

culturas com 4 e 10 uM de ion ferro.

Os resultados de degradacdo de microcistina-LR e area do pico cromatografico
(Apéndice B) desta toxina apresentaram o0 mesmo comportamento, ou seja, ocorreu
decréscimo em termos de area, a medida que a concentracdo desta toxina era

degradada com o aumento do tempo de exposicao (Figuras 5.12 e 5.13).
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Figura 5.12 - Concentracao de microcistina-LR total, produzida pela linhagem téxica de Microcystis
aeruginosa (cepa NPLJ-4) avaliada durante o tempo de exposicdo de culturas, com diferentes
concentracdes de ferro, a radiagao UV-C. As barras representam as concentragdes de toxina de cada
horario do controle e dos tratamentos, 0, 2, 4, 6 e 8 horas, respectivamente. O asterisco* significa que
a concentracao é superior ao limite de quantificacdo da curva de calibracéo.
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Figura 5.13 - Efeito da dosagem da radiacdo UV-C, ao longo de 8 horas, sobre a area do pico
cromatografico da microcistina-LR total, produzida pela linhagem téxica de Microcystis aeruginosa
(NPLJ-4) e submetida a diferentes concentracdes de ferro.

Vale ressaltar que n&o existem exatiddo e precisao nos valores de concentragao de
microcistina, uma vez que ultrapassaram o limite superior da lineridade (marcados
com asterisco*), entretanto essas concentracdes sao notavelmente mais superiores

que os demais valores (Figura 5.12).

Ademais, a variante LR nao foi detectada nos cultivos de M. aeruginosa (NPLJ-4)
com 0,5 e 10 uM de cloreto férrico hexahidratado apds 8h de exposicao a radiacéo

UV-C, o que indica uma possivel degradacédo da toxina.

Além da incerteza sobre a funcdo das cianotoxinas, ainda néo € claro qual o papel
de fatores ambientais no controle da produgdo dessas toxinas. Floracdes em um
mesmo corpo d’agua podem variar na toxicidade em um curto espaco de tempo, ou
até mesmo deixar de apresentar toxicidade. A explicacdo mais razoavel para isso
seria uma alternancia na composi¢cao de cepas toxicas e ndo toxicas. Por outro lado,
cepas de cianobactérias podem apresentar uma variacdo consideravel na producao
de toxinas quando cultivadas sob diferentes condi¢cbes laboratoriais (MOLICA,
AZEVEDO, 2009).
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6 CONCLUSOES

* Maiores concentragcdes do ion ferro nas culturas provocaram um efeito negativo

sobre a duplicagao de Microcystis aeruginosa Kutzing (NPLJ-4);

e Culturas com maior teor de ferro (10 pM) possuiram menor taxa de
crescimento, mas com ocorréncia de maior numero de divisdes celulares,
proporcionando maiores valores de densidade e biomassa. Em contrapartida,
culturas com déficit de ferro (0,5 pM), registraram: maior taxa de crescimento,

menor tempo de duplicacdo, menor densidade e biovolume.

* O crescimento de M. aeruginosa nem sempre esta atrelado aos maiores niveis
de ferro e uma Unica célula pode ser responsavel por producdo de grande

quantidade de toxina.

e Em todas as culturas contendo diferentes teores de ferro houve maior eficiéncia
de remocéao da microcistina-LR (> 50%) nas duas primeiras horas de exposi¢céo
a UVv-C.

* Maior degradacdo de MCY-LR total ocorreu nas primeiras horas, reduzindo a

concentracdo com o0 aumento do tempo de exposicéo de UV-C.

* Em termos de simulagdo, a radiagdo UV-C mostrou-se eficaz na remocao

completa (100%) da microcistina-LR em meio com floracao de M. aeruginosa.

* Ocorreu reducdo dos valores da densidade numerica, biovolume e clorofila-a
de Microcystis aeruginosa a medida que aumentava-se o tempo de exposi¢céo

das culturas tratadas com radiagao UV-C.

* Nao ocorreu producao de microcistina LA e RR em nenhum dos experimentos.
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7 RECOMENDACOES

Considerando a importancia desse tipo de pesquisa e suas inesgotaveis lacunas a
respeito da ecofisiologia de cianobactérias e a producao, papel e dindmica de seus
metabdlitos, bem como a remocdo destas algas em aguas destinadas ao
abastecimento humano, sugere-se 0s seguintes aperfeicoamentos e estudos na

mesma linha de pesquisa:

. Isolamento e cultivo de espécies de cianobactérias toxicas dos mananciais
destinados ao abastecimento doméstico e eutrofizados, principalmente, e
simulag&o de condi¢cdes ambientais desfavoraveis que induzem ou aumentam

a producgéo de microcistina, saxitoxina, anatoxina-a e cilindrospermopsina.

. Experimentos para verificar os efeitos da exposicdo de cianobactérias a mais
de uma variavel ambiental e a meétodos fisicos e quimicos do sistema de
tratamento de agua na producdo das cianotoxinas citadas na Portaria MS n°
2.914/2011.

. Experimentos de interacdo de culturas diferentes de cianobactérias toxicas,
principalmente de espécies isoladas dos reservatérios capixabas destinados
ao abastecimento publico, com coagulantes, cloro, ozonizagdo, dentre outros,
visando uma melhor compreensdo da acdo destes agentes quimicos na

producédo de cianotoxinas (tipo e concentracao).

. Estudos sobre a interagdo das cianotoxinas, principalmente as citadas na
Portaria MS n° 2.914/2011, com o cloreto férrico e o policloreto de aluminio
utilizado nos processo de tratamento.

. Averiguar o comportamento ecofisiolégico de cianobactérias e a producéao de
seus metabdlitos no lodo de ETA’s, assim como alternativas adequadas de

descarte que nao oferegcam riscos ao meio ambiente e a saude publica.

. Ensaios de bancada com espécies produtoras da toxina BMAA, seu processo
de degradacdo, bioacumulacdo, remocdo e estabilidade em ambientes

aguaticos e em aguas submetidas ao tratamento em ETA's.
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Detectar e analisar gendétipos toéxicos em corpos d’agua em risco através da
técnica PCR (polymerase chain reaction) antes da ocorréncia de floracdes de

cianobacterias.

Estudos que envolvam a expressdo do gene mcyD na sintese de microcistina

e na falta de proteinas que resultem na auséncia da producao desta toxina.

Sugerem-se novas analises com diluicbes das amostras dos experimentos
para avaliacdo da producdo e quantificacdo de toxina dentro da curva
analitica. Devido a falta de tempo habil e disponibilidade do equipamento tais

diluicbes nao puderam ser realizadas.

Ainda, pesquisas dos mecanismos de flutuacdo, que propiciam o movimento
vertical das cianobactérias, oferecerdo informacdes que possibilitardo o
desenvolvimento de tecnologias com melhor eficiéncia no tratamento de

aguas de abastecimento.
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APENDICE Aa — BIOVOLUME (mm %L"Y) DE Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) SOB O EFEITO DAS CONCENTRACOES DE 0,5

pM e 1 M DE FERRO

0,5 uM 1 puM
Dias Média DPad Minimo Maximo CF(%) Média DPad Mini mo Maximo CF(%)
0 1,693 0,242 1,429 1,905 57,735 2,061 0,658 1,465 2,767 57,735
2 4,392 0,485 3,968 4,921 57,735 3,418 0,587 2,767 3,906 57,735
4 4,127 1,563 2,381 5,397 57,735 6,184 2,128 3,743 7,649 57,735
6 19,366 13,984 9,683 35,399 57,735 21,482 9,910 10,741 30,271 57,735
8 44,764 29,762 21,906 78,417 57,735 66,888 13,905 52,241 79,908 57,735
10 86,671 41,143 59,209 133,975 57,735 114,410 16,179 96,020 126,453 57,735
12 154,876 52,320 115,720 214,297 57,735 179,183 18,212 167,628 200,177 57,735
14 157,680 69,624 91,751 230,488 57,735 259,417 47,356 208,640 302,381 57,735
16 238,742 109,011 143,817 357,796 57,735 351,422 54,578 292,942 401,005 57,735
18 300,333 100,083 204,455 404,147 57,735 460,570 48,524 419,884 514,276 57,735
20 304,248 142,559 170,167 453,991 57,735 475,109 77,334 417,931 563,100 57,735
22 332,927 110,285 216,995 436,530 57,735 481,456 83,479 403,609 569,610 57,735
24 328,218 132,281 186,994 449,229 57,735 495,995 15,419 482,215 512,649 57,735
26 290,914 137,148 144,293 416,053 57,735 347,082 72,655 276,342 421,511 57,735
28 375,363 166,802 183,184 482,564 57,735 536,518 34,383 514,276 576,120 57,735
30 412,508 180,751 226,361 587,331 57,735 613,822 42,613 582,629 662,375 57,735
35 570,505 297,489 251,124 839,725 57,735 757,852 103,367 671,326 872,317 57,735
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APENDICE Ab — BIOVOLUME (mm 3L%) DE Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) SOB O EFEITO DAS CONCENTRACOES DE 4 pM

e 10 yM DE FERRO

4 uM 10 uM
Dias Média DPad Minimo Maximo CF(%) Média DPad Mini mo Maximo CF(%)
0 2,968 0,989 1,979 3,957 57,735 3,066 0,409 2,830 3,538 57,735
2 5,331 1,238 4,617 6,760 57,735 4,717 1,672 2,830 6,015 57,735
4 5111 4,858 2,144 10,718 57,735 6,310 3,339 2,654 9,199 57,735
6 7,969 8,540 2,473 17,808 57,735 13,681 11,520 3,184 26,005 57,735
8 49,521 35,223 29,020 90,193 57,735 57,494 14,721 40,688 68,108 57,735
10 100,416 54,347 58,864 161,918 57,735 114,988 63,193 55,017 180,973 57,735
12 155,432 56,848 117,399 220,782 57,735 166,349 61,995 95,174 208,570 57,735
14 238,865 100,727 179,396 355,164 57,735 261,582 110,935 134,093 336,118 57,735
16 294,376 78,195 217,649 373,961 57,735 414,545 236,717 146,830 596,166 57,735
18 422,658 149,441 303,390 590,292 57,735 430,938 223,512 173,012 567,862 57,735
20 432,880 184,609 284,923 639,757 57,735 443,557 220,298 189,641 583,783 57,735
22 441,619 168,808 297,619 627,391 57,735 433,120 234,358 167,174 609,434 57,735
24 464,099 142,786 368,355 628,215 57,735 478,584 259,695 183,273 671,351 57,735
26 372,532 133,061 269,259 522,688 57,735 352,098 193,291 128,963 468,088 57,735
28 537,528 123,708 443,543 677,681 57,735 467,027 279,239 159,214 704,078 57,735
30 544,123 127,922 400,673 646,353 57,735 478,230 294,370 146,830 709,385 57,735
35 673,339 325,367 376,929 1021,468 57,735 641,454 412,010 186,280 988,893 57,735
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APENDICE B — DADOS FISIQLOGICOS E DE MICROCISTINA-L R DE Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) SOB O EFEITO DE
DIFERENTES CONCENTRACOES DE FERRO E EXPOSICAO A RAD IACAO UV-C POR 8 HORAS

Elgomspi)gé((j)ea Tratamento MCY—I__lR AreaMdé)YFlecs de ( Cgﬁ?;ﬁ;dl_e.l) Biovolsumia Clorofilql— a Feopigme_?tos

UV-C (horas) por Ferro (HgeL™) (adimensional) (x 103 (mm*=L") (bgeL™) (HgeL™)
0 273,30 366.353 11.875 523,8315 339,11 121,68
2 114,93 161.499 11.500 479,0904 616,85 59,63
4 0,5uM 27,57 48.510 9.600 395,1744 319,16 113,70
6 20,68 39.600 9.350 382,3215 251,80 154,96
8 ALDQ 8.793 8.950 357,0315 117,93 129,72
0 256,57 344.713 19.425 856,8781 1041,68 155,27
2 140,15 194.121 15.450 643,6475 518,64 165,57
4 1uM 96,99 138.301 14.100 580,4123 937,54 151,60
6 43,58 69.219 12.700 519,303 774,78 147,21
8 2,99 16.710 12.250 488,6744 546,75 91,12
0 116,64 163.713 15.975 704,69127 1493,74 0,00
2 81,80 118.648 14.400 599,90446 610,97 378,04
4 4 uM 10,79 26.806 14.100 549,93944 1298,31 0,00
6 24,81 44.939 13.900 541,19984 572,79 309,30
8 19,28 37.786 13.550 539,0658 503,61 255,68
0 119,22 167.051 12.525 552,5044 864,79 194,58
2 84,83 122.572 10.600 441,5963 1356,45 53,86
4 10 uM 53,48 82.027 10.150 417,8146 649,16 326,49
6 16,88 34.680 9.550 390,4995 658,57 222,75
8 ALDQ 8.400 9.100 363,0153 458,23 183,29

Nota: ALDQ = Abaixo do nivel de detecgéo e quantificagdo da curva de calibragao.



