25° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental

1-058 —- COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS DE CIANOBACTERIAS

Emilia Kiyomi Kuroda®

Engenheira civil (Escola de Engenharia de Sdo Carlos - Universidade de Sao Paulo, 1999), mestre (2002) e
doutora (2006) em Hidraulica e Saneamento (Escola de Engenharia de Sdo Carlos - Universidade de Sao
Paulo). Docente do Depto. de Construgdo Civil da Universidade Estadual de Londrina.

Daiki Fujise

Biodlogo pesquisador doutor do Kawasaki Waterworks Bureau, Kanagawa, Japao.

Kiyomi Tsuji

Quimica, pesquisadora doutora da Kanagawa Prefectural Institute of Public Health, Chigasaki, Kanagawa,
Japio.

Elisa Yoko Hirooka

Docente do Depto. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina.

Elisabete Yurie Sataque Ono

Docente do Depto. Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina.

Ken-ichi Harada

Professor da Faculty of Pharmacy, Meijo University, Nagoya, Aichi, Japao.

Endereco®: Departamento de Construgdo Civil — Centro de Tecnologia e Urbanismo - Universidade Estadual
de Londrina. Rod. Celso Garcia Cid PR445 Km 380, Campus Universitario, Cx Postal 6001, CEP 86051-990,
Londrina — Parana — Brasil, Tel: +55 (43) 3371- 4455, Email: ekkuroda@yahoo.com.br

RESUMO

Muitos eventos de gosto e odor (taste and odour - T&O) tém sido associados aos compostos organicos
volateis (volatile organic compounds — VOCs) produzidos por cianobatérias, algas ou microrganismos
heterotroficos (Jiittner, 1995, Watson, 2003) no ambiente aquatico. A ocorréncia desses compostos tem
causado sérios problemas aos sistemas de abastecimento relacionados a vulnerabilidade da confianga do
consumidor em relagdo a qualidade da agua distribuida e aos sistemas de tratamento, por requerer processos
especificos para remogdo e implicar em custos adicionais. Este estudo preliminar foi realizado utilizando-se
culturas de Microcystis, Anabaena, Synechocystis ¢ Phormidium sob condigdes favoraveis ao crescimento,
amostradas durante 45 dias para caracterizag@o bioldgica e monitoramento da produgdo de alguns VOCs tais
como geosmina e 2-metil iso-borneol associados ao gosto e odor de terra e mofo, e B-ciclocitral, B-ionona,
2(3)-metil-1-butanol. Foi possivel avaliar qualitativa e quantitativamente a producdo de VOCs em funcdo do
tempo e obter associagdes que podem contribuir para prevengdo e controle de possiveis eventos de T&O em
mananciais de abastecimento.

PALAVRAS-CHAVE: cianobactéria, compostos organicos volateis, gosto e odor, pigmentos.

INTRODUGAO

O enriquecimento artificial dos mananciais superficiais com nitrogénio, fésforo e outros nutrientes sob
determinadas condi¢des ambientais pode conduzir a quebra do equilibrio biologico dos corpos aquaticos e
contribuir para a ocorréncia de floracdes de algas e cianobactérias. A presenga de metabdlitos e subprodutos
de cianobactérias em mananciais destinados ao abastecimento pode interferir diretamente na qualidade de
agua e introduzir efeitos negativos de ordens organolépticas pela atribui¢do de gosto e odor T&O as aguas.

Muitos eventos de gosto e odor (taste and odour - T&O) tém sido associados aos compostos organicos
volateis (volatile organic compounds — VOCs) produzidos por cianobatérias, algas ou microrganismos
heterotroficos (Jittner, 1995, Watson, 2003) no ambiente aquatico. A ocorréncia desses compostos tem
causado sérios problemas aos sistemas de abastecimento relacionados a vulnerabilidade da confianga do
consumidor em relagdo a qualidade da dgua distribuida e aos sistemas de tratamento, por requerer processos
especificos para remocdo e implicar em custos adicionais.

Por outro lado, no cenario mundial, a industria pesqueira sofreu enormes prejuizos devido a qualidade
inaceitavel do peixe pelos consumidores. Assim, este tema requer a realizacdo de investigagdes adicionais
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para tornar possivel o entendimento e mitigacao dos processos que controlam os eventos de T&O e producao
de VOCs em ambientes aquaticos.

Este estudo preliminar foi desenvolvido com o objetivo de fornecer subsidios para avaliagdo dos processos
que controlam a produgdo de compostos organicos volateis - VOCs produzidos por cianobatérias. Para isso,
foram utilizadas culturas de Microcystis, Anabaena, Synechocystis e Phormidium sob condigdes favoraveis ao
crescimento, amostradas durante 45 dias para caracterizagdo bioldgica e monitoramento da produgdo de
alguns VOCs tais como geosmina ¢ 2-metil iso-borneol associados ao gosto e odor de terra ¢ mofo, e -
ciclocitral, B-ionona, 2(3)-metil-1-butanol de acordo com a Figura 1. Foi possivel avaliar qualitativa e
quantitativamente a produgdo de VOCs em fungdo do tempo e obter associagdes que podem contribuir para
prevengdo e controle de possiveis eventos de T&O em mananciais de abastecimento.

H

g

OH

\ \ o \ \ \ o
OH 3-methyl-1-butanol

HO\)\/
geosmin 2-methylisoborneol

2-methyl-1-butanol
Figura 1 - Alguns compostos organicos volateis - VOCs produzidos por cianobactérias
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MATERIAL E METODOS
CULTURAS DE CIANOBACTERIAS

Nesse estudo foram utilizadas cepas de Microcystis (NIES-87, NIES-102, NIES-112 e NIES-298), Anabaena
(NIES-808, NIES-825 ¢ AUO02g), Phormidium (NIES-611) e Synechocystis (PCC-6803), adquiridas do
National Institute for Environmental Studies, Tsukuba, Japao — NIES, do Pasteur Culture Collection of
Cyanobacteria, Paris, Franga — PCC e isolada do Lago Sagami, Kanagawa, Japan (AU02g) (Tabela 1). Essas
cepas foram cultivadas em erlenmeyers contendo 500 mL de meio MA, autoclavados, mantidos sob condi¢des
continuas e controladas de temperatura (25°C), iluminagéo (2000 1x), e agitagdo (100 rpm) por 45 dias.

O meio MA consistiu na mistura de bicina (500 mg); Ca(NO;),x4H,0 (50 mg); KNO; (100 mg); NaNO; (50
mg); Na,SO, (40 mg); MgCl,x6H,O (50 mg); B-sodioglicerofosfato (100 mg); 1 mL de solugdo mista
composta por Na,EDTA (1 mg); FeCl;x6H,0 (0,1 mg); MnCl;x4H,0 (1 mg); ZnCl, (0,1 mg); CoCl,x6H,0
(1 mg); Na,MoO,*2H,0 (0,16 mg) e H;BO; (4 mg) em 200 mL de agua ultrapura, pH ajustado para 8.6.

Tabela 1 — Caracteristicas das cepas de cianobactérias

Cepa Classificagdo Origem

NIES-87 Microcystis aeruginosa Floragdo Lago Kasumigaura / Ibaraki, Japdo
NIES-102 Microcystis viridis Floragdo Lago Kasumigaura / Ibaraki, Japdo
NIES-112 Microcystis wesenbergii Florag¢do Lago Suwa / Nagano, Japao
NIES-298 Microcystis aeruginosa Floracdo Lago Kasumigaura / Ibaraki, Japdo
NIES-808 Anabaena mendotae Floragdo Lago Akan / Hokkaido, Japdo
NIES-825 Anabaena ucrainica Floragdo Lago Sagami / Kanagawa, Japdo

AUO02¢g Anabaena ucrainica Florag¢do Lago Sagami / Kanagawa, Japao
NIES-611 Phormidium tenue Lago Biwa / Shiga, Japao
PCC-6803 Synechocystis California, U.S.A., 1968

NIES: National Institute for Environmental Studies, Tsukuba, Jap3o;
PCC: Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria, Paris, Franga.
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DENSIDADE DE CELULAS, CONCENTRAGOES DE CLOROFILA-a E DE B-CAROTENO

A determinagdo da densidade de células de cianobactérias nas culturas foi realizada por microscopia Optica
(Nikon / Eclipse E800, Hamamatsu color chilled 3CCD Camera) em camara de Thoma. Para determinagdo da
concentragdo dos pigmentos clorofila-a e B-caroteno, aliquotas de 5 mL foram filtradas em filtros de fibra de
vidro tipo GF/C, extraidas em acetona 100% e metanol 100%, respectivamente, por 12 h a 4°C sob auséncia
de luz. A analise de clorofila-a foi realizada de acordo com o método espectrofotométrico descrito em
SCOR/UNESCO (1975). A leitura da absorbancia dos extratos centrifugados a 3000 g por 15 min foi
realizada a 750, 663, 645 e 630 nm, em espectrofotometro UV 2450, Shimadzu, Kyoto, Japan e cubeta com
comprimento optico de 10 mm..

A analise de B-caroteno foi realizada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas LC/MS,
equipado com bomba Alliance 2695 (Waters, Milford, MA, USA), detector de diodo PDA (Waters 2996) (447
nm), coluna TSK gel Super-ODS (100 x2 mm ID, TOSOH) e espectrometria de massas ZQ 2000 (Waters),
ionozagdo por eletrospray (ESI) no modo positivo, potencial de 4.5 kV no capilar, monitoramento de ion
selecionado (SIM) a m/z 537. Acetonitrila / etanol (95:5, v.v'") foram utilizados como fase movel com fluxo
de 200 pL.min"', o volume de injegdo foi de 10 L e a temperatura da coluna foi de 35°C.

PRODUGAO DE COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS - VOCs

Aliquotas das culturas de cianobactérias filtradas, para analise de VOCs extracelulares e ndo filtradas para
analise de VOCs totais, foram diluidas em diversas propor¢des ¢ sujeitas a extragdo salina seguida de
microextragdo em fase sélida com headspace (HS-SPME) por meio de um sistema automatico de amostragem
(Combi PAL system autosampler CTC Analytics, Zwingen, Switzerland). As analises foram realizadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas GC/MS, injetor (Agilent 6890, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), coluna J&W Scientific (Folsom, CA, USA) DB-624 (30 mx0.25 mm
IDx1.4 pm film), detector seletivo de massa (Agilent 5973), monitoramento de ion selecionado (SIM) a m/z
152 e 137 para B-ciclocitral, m/z 177, 135 para p-ionona, m/z, 70, 57, 41 para 2-etil-1-butanol, m/z, 70, 55, 41
para 3-metil-1-butanol, m/z, 112, 111 para geosmina, m/z, 95, 107 para 2-metil iso-borneol e 115, 114 para
geosmina d3 (usado como padrao interno).

RESULTADOS

Em geral, o crescimento celular de cianobactérias atingiu o final da fase exponencial aos 21 dias, com
densidades entre 2,3 x 10° e 1,7 x 10" celL.mL". As concentra¢cdes maximas de clorofila-a e B - caroteno
variaram entre 2302,6 a 4988,9 g.L'1 (2,6 a5,6 M) ede 302,1 a2777,4 g.L"1 (0,6 a 5,2 M), respectivamente.

Entre as cepas de cianobactérias estudadas, a producdo de B-ciclocitral, 2(3)-metil-1-butanol s6 foi expressiva
para o género Microcystis (Figura 2). No entanto, para valores de densidade celular similares (entre 1,2 x 10°
e 3,4 x 10° cel.mL™), os valores de maxima producio de B-ciclocitral e 2(3)-metil-1-butanol (soma das formas
isdmeras) variaram significativamente, entre 74,0 e 706,8 pg.L'1 (0,5 e 4,6 uM) e entre 100,3 e 2340,0 pg.L'1
(1,1 € 26,5 uM), respectivamente.
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Figura 2 — Producéo de B-ciclocitral e 2(3)-metil-1-butanol para culturas de cianobactérias em fungédo do

tempo
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Dentre as 3 cepas de Anabaena estudadas, apenas a cepa AU02g produziu geosmina, tendo resultado em

produgio maxima de 35 pg.mL™ (0.19 uM).

Em relag@o aos resultados obtidos da analise de VOCs intra e extracelulares produzidos ao longo do tempo em
condigdes de cultura, verificou-se que B-ciclocitral, B-ionona e geosmina tenderam a ser armazenados
preferencialmente dentro das células; por outro lado, as fragdes extracelulares foram predominantes para 2-

metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol (Figura 3 e Tabela 2).
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Figura 3 — Fragdes (intra e extracelular) de VOCs para culturas de cianobactérias

Tabela 2 — Valores de maxima producéo de VOCs intracelulares e porcentagem da fracdo intracelular
em relacdo a producdo total (intra + extracelulares) para culturas de Microcystis

Cepa 1 B-ciclocitral 2(3_?-meti1- 1-butanol
pg.L™ (uM) [% do total] pe.L” (uM) [% do total]
NIES-87 337.1(2.2)[99.1] 169.7 (1.9) [7.3]
NIES-102 395.5(2.6) [99.8] 34.8 (0.4) [34.7]
NIES-112 73.4 (0.5) [99.2] 14.8 (0.2) [12.3]
NIES-298 705.9 (4.6) [99.9] 431.7 (4.9) [24.2]
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CONCLUSOES

Com este estudo, foi possivel verificar que:

Para cada cepa, a produgdo temporaria de clorofila-a e de B-caroteno em condi¢des de cultura seguiram
padroes similares e os valores médios das relagdes entre as concentragdes de clorofila-a e de -caroteno,
variaram entre 1,8 € 5,4;

Em geral, os picos de produgdo de VOCs ocorreram na fase estacionaria de crescimento, porém, a
produgdo de VOCs variou significativamente para um determinado género, espécie, ¢ até para uma
mesma cepa, por fatores ainda ndo esclarecidos;

Das 9 cepas incluidas em 4 géneros diferentes, a produgdo de B-ciclocitral ocorreu predominantemente
para Microcystis; além disso, a produgdo de B-ciclocitral sempre foi acompanhado da ocorréncia de 2-
metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol com relagdes estequiométricas muito variadas;

Em relagdo a analise fracionada (intra e extracelular) de VOCs, B-ciclocitral, -ionona e geosmina
tenderam a ser armazenados preferencialmente dentro das células; por outro lado, as fragdes
extracelulares foram predominantes para 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol.
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