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RESUMO

As microcistinas sdo toxinas produzidas por cianobactérias e representam um problema as companhias de
saneamento devido seu efeito recalcitrante nos processos convencionais de tratamento de &agua. O
desenvolvimento de novas tecnologias tem potencializado o aumento na capacidade de remocdo desses
compostos toxicos, assegurando a producdo de agua destinada ao consumo humano em concordancia as
normas sanitarias estabelecidas. Neste contexto, uma série de estudos mostra a remocéo de diferentes poluentes
em filtros de carvao ativado granular (CAG) quando colonizados por microrganismos no leito destes filtros. A
acdo de biodegradacdo dessa toxina e de outros micropoluentes por microrganismos aderidos no biofilme é
considerada uma alternativa na a¢do de remocédo e eliminacdo destas substancias no tratamento de &gua. O
presente estudo avaliou a remocdo de microcistinas em filtros de carvdo ativados biologicamente (CAB), a
biodegradacdo dessa cianotoxina por microrganismos aderidos nesses biofiltros, e a identificacdo filogenética
dos microrganismos que participam no processo de degradacdo desta toxina. Os ensaios conduzidos em
condi¢Bes controladas demonstraram a remocgdo expressiva das microcistinas e carbono organico dissolvido nos
filtros CAB em até 97 e 38%, respectivamente. Foi constatada a biodegradacdo da toxina, com dominio de
bactérias dos géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Cupriavidus e Stenotrophomonas presentes no biofilme, o
que infere sobre a participacdo destes microrganismos durante o processo de biofiltracdo. A eficiéncia da
biodegradacdo da microcistina utilizando consorcios microbianos pode representar uma proposta promissora no
processo de tratamento de agua, principalmente quando as condi¢fes adequadas para a biodegradacdo puderem
ser identificadas, e impostas em sistemas de biofiltragao.

PALAVRAS-CHAVE: Carvao biologicamente ativado, microcistinas, biofiltracdo, biodegradacéo,
16S rRNA.
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Microcistinas sao heptapepitideos ciclicos pertencentes ao grupo das hepatotoxinas produzidos por diferentes
géneros de cianobactérias (e.g. Microcystis, Anabaena, Anabaenopsis, Hapalosiphon, Planktothrix e Nostoc).
A estrutura quimica desta toxina as tornam extremamente estaveis em &guas com o pH préximo da
neutralidade, podendo persistirem por meses a anos sob a auséncia de luz (Chorus e Bartram, 1999). A
potencial toxicidade cronica causada por esta cianotoxina levou a Organizagcdo Mundial da Salde a estabelecer
um valor guia de 1 pg L™ para microcistina - LR como concentragdo maxima na agua potavel (Chorus e
Bartram, 1999).

As microcistinas em aguas destinadas ao abastecimento publico demonstram caracteristicas como substancia
recalcitrante, apresentando tolerancia a temperaturas elevadas, resisténcia a oxidagdo, e dificil remogdo nos
processos convencionais utilizados no tratamento de agua (pré-cloragdo, coagulagdo/sedimentacdo, filtragdo e
pos-cloracdo) nas Estacbes de Tratamento de Agua (Saito et al., 2002; Newcombe e Nicholson, 2004).
Consequentemente, avancos significativos sobre as tecnologias de tratamento de agua nas Ultimas décadas tém
sido providenciadas para solucionar a remogdo eficiente destas toxinas de modo a atender as normatizacoes
sanitarias estabelecidas para o consumo de agua potavel (Newcombe e Nicholson, 2004).

Neste contexto, novas tecnologias em desenvolvimento e readequagdo daquelas pré-existentes no tratamento de
agua para remocdo de contaminadas na agua bruta tém sido apresentadas, a exemplo destaca-se 0 uso de filtros
biologicamente ativados (ambos de carvao ativado granular e areia). O uso destes filtros bioldgicos tem
demonstrado ser promissora ha remogdo de cianotoxinas em &guas naturais, em razdo da degradacdo bioldgica
poder atuar predominantemente no processo de eliminagdo destas substancias (Newcombe e Nicholson, 2003;
Ho et al., 2006).

Estudos recentes reportam a remocao de microcistinas em filtros de carvdo com atividade biologica (CAB)
como uma tecnologia promissora entre as existentes disponiveis (Ho et al., 2006; Wang et al., 2007). Em
complemento durante o uso deste sistema de biofiltracdo para o tratamento de &gua, esta a possibilidade de
prolongar o tempo de uso destes filtros, sem a necessidade de regeneracdo periddica do carvdo no leito
filtrante, reduzindo a formagdo de subprodutos da desinfec¢do (THMs, HAA) e a demanda de cloro na agua
tratada, em razdo do maior consumo da matéria organica presente na dgua bruta (Simpson, 2008).

Entretanto, estas facilidades tornam-se dispendiosas para implantar e manter, com eficiéncia reduzida sob
condi¢cBes do aumento da carga de carbono decorrentes da elevacdo da eutrofizacdo dos corpos de agua. Os
custos no tratamento de agua combinados com a sua escassez e aumento da sua demanda de agua apresentam
um enorme problema no desenvolvimento em regides onde populagfes sdo expostas frequentemente a toxinas
de cianobactérias juntamente com outros contaminantes organicos e microbiolégicos. Consequentemente,
assumindo a conhecida susceptibilidade das microcistinas serem biodegradadas por popula¢es naturais de
microrganismos de diversos ecossistemas (Jones e Orr, 1994; Cousins et al., 1996; Christoffersen et al., 2002),
sdo crescentes os estudos que exibem a capacidade destes microrganismos em remover efetivamente a total
presenca destas toxinas (Park et al., 2001; Saito et al., 2003a; Valeria et al., 2006; Manage et al., 2009).

O desenvolvimento de novas tecnologias que aumentem a eficiéncia do tratamento de &gua, como a sele¢éo de
microrganismos (bactérias) integrantes da camada biolégica ou biofilme formado em filtros lento de areia e
filtros de carvdo, respectivamente, tem demonstrado uma perspectiva promissora na remoc¢do de microcistinas
na &gua durante seu tratamento em uma ETA (Bourne et al., 2006; Tsuji et al., 2006; Wang et al., 2007), além
de promover uma disposicao segura desta agua para o consumo humano (Simpson, 2008).

OBJETIVO

O presente estudo avaliou a remogéo da (D-Leu') — microcistina — LR utilizando filtros biologicos de carvéo.
Um objetivo adicional foi confirmar a que a remocdo desta toxina foi primariamente associada a agdo de
biodegradagdo por microrganismos presentes no biofilme formado nos filtros de carvdo, e a identificacdo
filogenética destes microrganismos associados na degradagdo desta toxina.
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MATERIAIS E METODOS
DELINEAMENTO DO ENSAIO

Este estudo foi realizado em condigdes controladas de laboratério, sendo dividido em trés etapas experimentais
distintas: 1) uma envolvendo a remog¢do de microcistina e matéria organica utilizando filtros de carvéo
colonizados (CAB) e ndo colonizados por microrganismos (CAG); 2) uma avaliando a capacidade dos
microrganismos presentes no efluente dos filtros CAB em degradarem a microcistina testada; 3) e finalmente a
caracterizacéo filogenética microrganismos presentes no biofilme dos filtros CAB que poderiam estar associados
na degradacéo da cianotoxina utilizada no experimento

Etapa 1-

A cianotoxina (D-Leu?) - microcistina - LR utilizados no estudo foi obtida a partir da concentracéo de culturas
de Microcystis spp mantidas em laborat6rio. Cultivos massivos dessa cianobactéria foram produzidos em caixas
plésticas transparentes (10 L), em meio de cultivo ASM-1, com temperatura (25 +2 °C), fotoperiodo (12 horas
luz) e intensidade luminosa (107 pE.m™) controlados. Ao final da fase de crescimento exponencial desta cultura
(4 semanas), e com densidade da ordem de 10° cel/mL, estas foram recolhidas para a obtencdo de extratos da
cianotoxina microcistina. O cultivo massivo da cianobactéria foi liofilizado e diluido em solugdo de metanol
75% (v/v) por 18 horas, no escuro, a 4 °C. A solugdo obtida foi centrifugada (3500 rpm porl0 minutos ), e
sobrenadante recolhido e submetido ao processo de separa¢do do metanol em um evaporador rotativo (80 rpm
— 42 °C), sendo ao final obtido um concentrado contendo um semi-purificado de (D-Leu®) - microcistina - LR
que foi utilizada nos ensaios.

A 4gua de estudo utilizada nos ensaios de laboratério (filtragdo com carvao ativado biologicamente e de
biodegradacdo de microcistina) foi coletada no reservatério do Ipé, localizado na cidade de Ilha Solteira, regido
noroeste do Estado de Sdo Paulo (Brasil), e imediatamente filtrada em membrana de celulose (1,0 um) para
remocao de material particulado. Esta 4gua apresentou seu pH préxima da neutralidade (7,01 a 7,20) durante
todo o periodo em que foi coletada para os ensaios de laborat6rio. O carvao ativado granular utilizado nos
ensaios de biofiltracio foi obtido do leito de filtros de uma Instalagio Piloto de Tratamento de Agua de
Filtracdo em Mudltiplas Etapas, sendo este de carvdo de origem vegetal (casca de coco), com grénulos de
tamanho de 0,35 a 0,50 mm.

Preparo dos filtros de carvdo com atividade biolégica em laboratério

Para os ensaios de bancada foram utilizados quatro filtros de carvdo com atividade biolégica (CAB),
colonizados em condi¢Bes de laboratério. Estes filtros constituem-se de seringas de vidro (borosilicato) de 10
cm, com didmetro interno de 1,2 cm, preenchidos com 3,5 gramas de carvao. A colonizacdo do carvao destes
filtros por microrganismos foi induzida por meio de sua exposicdo a gua natural provinda de reservatorio Ipé
durante um periodo de 5 meses em laboratdrio. O controle foi representado por quatro filtros semelhantes com
carvao ativado granular (CAG) nao colonizados, os quais foram alimentados com a mesma agua bruta
suplementada com azida de sédio (6 mM). A atividade biolégica dos filtros CAB foi estimada pela
determinacdo da taxa do consumo do oxigénio, em comparagdo com o controle.

Agua de estudo utilizada nos ensaios de biofiltracdo com microcistina

A 4gua de estudo utilizada no experimento de biofiltracdo foi a mesma requerida na ativacdo biolégica dos
filtros de carvdo. Contudo esta dgua apos filtrada em uma em membrana de celulose (1,0 um), foi esterilizada
(121 °C por 15 minutos), recebendo ao final um extrato celular de Microcystis spp, de modo obter uma
concentracéo final de 20 pg L™ de (D-Leu') - microcistina - LR.

Remocg&o de microcistina e do carbono orgéanico dissolvido nos filtros CAB

Nos ensaios, foram utilizados quatro filtros colonizados (CAB) e quatro filtros ndo colonizados (CAG) por
microrganismos, 0s quais foram expostos em uma &gua natural utilizada na ativacdo biologica dos filtros de
carvdo, contendo a cianotoxina, sendo seu preparo e trocas realizadas semanalmente. Esta etapa foi realizada
no escuro, a 25+2 °C, sendo a agua bombeada nos filtros com fluxo continuo utilizando uma bomba
peristaltica multicanais (ISMATEC RS 232 IN). O tempo de detengdo hidréulica da agua nos filtros foi de 13
minutos (vazdo = 0,3 mL min®). Para prevenir a colonizagdo dos filtros CAG por microrganismos, foi
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adicionada a &gua de estudo uma solucdo de azida de sodio (6 mM). O experimento foi realizado durante de
120 dias, sendo recolhidas amostras (200 mL) afluente e efluente dos filtros semanalmente, para leituras do pH

(DIGIMED DM 20), determinagdo das concentragdes de microcistina (HPLC - Prominence, Shimadzu), e
niveis de carbono organico dissolvido (TOC 5000-A, Shimadzu).

Etapa 2

Delineamento dos ensaios de biodegradagdo de microcistina

Foram realizados dois ensaios para avaliar a biodegradacdo da cianotoxina (D-Leu®) - microcistina - LR, o qual
cada um diferenciou a composicdo de elementos nutrientes utilizados na agua de estudo. O meio indculo
contendo os microrganismos utilizados para os ensaios foi coletado em frascos estéreis da noite para o dia do
efluente dos filtros CAB dos experimentos de biofiltracéo.

Ensaio 1

Para o ensaio foi utilizada a mesma agua de estudo do experimento de biofiltracdo, sendo esta &gua filtrada em
membrana de celulose (1,0 um), esterilizada (120 °C por 15 min), recebendo juntamente com a (D-Leu?) -
microcistina - LR (c.a. 20 pg L), a adicdo de um meio de cultura composto por glicose (90 pg L™), extrato
de levedura (100 pg L™), peptona (100 pg L™), e acetato de sédio tri-hidratado (70 pug L™). Foi inoculado na
agua de estudo o efluente dos filtros CAB a 10% (v/v). O experimento foi realizado em galdo de vidro, com
volume util de 4 L, em duplicata. O tratamento controle do ensaio também foi realizado em galdo de vidro, com
volume util de 4 L, em duplicata, mantido nas mesmas condi¢es apresentadas anteriormente, mas sem receber
0 indculo com efluente dos filtros CAB. Este experimento foi realizado no escuro, com agitacdo orbital (100
rpm) e temperatura controlada (25 + 2°C) durante 84 dias.

Ensaio 2

Neste experimento foram reproduzidas as mesmas condi¢des do ensaio 1, no entanto, a &gua de estudo foi
desprovida da adigdo do meio de cultura. Para 4gua de estudo contendo a (D-Leu") - microcistina - LR (c.a. 20
ug L) foi inoculado o efluente dos filtros CAB a 10% (v/v). O experimento foi realizado em galdo de vidro,
com volume (til de 4 L, em duplicata. O tratamento controle do ensaio também foi realizado em galdo de vidro,
com volume util de 4 L, em duplicata, mantido nas mesmas condigdes apresentadas anteriormente, mas sem
receber o indculo com efluente dos filtros CAB. Este experimento foi realizado no escuro, com agitacéo orbital
(100 rpm) e temperatura controlada (25 + 2°C) durante 84 dias.

No inicio de cada um dos ensaios realizados foi coletada uma amostra (200 mL) de cada um dos tratamentos
(tempo zero), seguida por coletas consecutivas semanais, para leitura do pH (DIGIMED DM 20) e
determinacdo das concentragdes de microcistina (HPLC- Prominence, Shimadzu).

Etapa 3

Isolamento e caracterizacao filogenética dos microrganismos nos filtros CAB

Os microrganismos presentes nos filtros CAB foram submetidos ao processo de isolamento e caracterizagdo
filogenética, por meio da retirada de um volume (1 mL) de amostra na superficie e interior dos filtros CAB. O
material recolhido foi homogeneizado, sendo retirada uma aliquota (200 pL), que foi transferido para placas de
Petri contendo a microcistina (20 pg L™) e um meio nutriente, composto por extrato de carne (3 g L™,
peptona (5 g L™) e agar (15 g L™). O liquido foi distribuido com o auxilio de alca de Drigalski e as placas foram
incubadas a 25 + 2°C, no escuro. As coldnias isoladas foram obtidas por meio de sucessivos plaqueamentos por
esgotamento em estrias. As coldnias isoladas foram transferidas para tubos de ensaio, mantidos inclinados,
contendo 0 agar nutriente. Essas colonias foram mantidas em refrigeragdo a 5 °C. Para cada colonia isolada
foram observadas caracteristicas morfoldgicas, coloracdo diferencial de Gram, e verificagcdo da formacao de
esporos utilizando corante verde de malaquita, de modo a obter informagGes dos possiveis grupos microbianos
presentes nos filtros, sendo posteriormente realizadas produgdes massivas de cada isolado, obtido para extracéo
do DNA, para sua identificacdo filogenética.
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Extracdo de DNA dos isolados e amplificagdo do gene 16S rRNA

A extracdo do DNA dos isolados foi realizada utilizando o Kit FastDNA® SPIN Kit for Soil (BIO 101-
Quantum Biotechnologies), seguindo as instru¢des do fabricante. O material genético foi usado na amplificag&o,
por PCR, do gene 16S rRNA. Na reacdo foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores fD1 (posicdo 8 —
27) e rD1 (posicdo 1524 - 1540) do gene 16S rRNA em Escherichia coli estirpe K12, de acordo com Weisburg
et al. (1991) e as condicBes acrescidas de modificagdes: Tamp&o PCR 1X [20 mM Tris-HCI (pH 8,4 ), 50mM
KCI], 200 uM de cada dntp, 2 mM de MgCl,, 1,25 U de Taq Polimerase, 5 pmols de cada iniciador, 35 ng de
DNA e 4gua ultra pura completando o volume final de 50 pL na reacdo. Para isso, foi o utilizado um
termociclador (MJ Research Inc., modelo PTC — 200) ajustado com programagcdo de: 94°C por 2 min, 35 ciclos
a 94°C por 30 seg, 55°C por 50 seg, 72°C por 2 min e 72°C por 5 min. Os amplicons gerados foram
confirmados por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 mg mL™ de brometo de etideo, tampdo TBE
(Tris 89 mM; Acido Bérico 89 mM e EDTA 2.5 mM, pH 8,3) e visualizado em um fotodocumentador (Gel
Doc 1000) com luz UV (Bio Rad, USA). Os produtos de PCR do gene 16S rRNA foram sequienciados usando
0,5 pL de DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare); 5 pmols do oligonucleotideo
iniciador fd1; 150 ng de DNA em um volume final de 10 pL. As condi¢des no termociclador foram: 2 min a
95°C, 40 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 15 seg, 60°C por 2 min. Os amplicons foram seqlienciados em
um sequenciador de capilar modelo ABI 3700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Anélises das sequiéncias

As seqléncias foram analisadas com o auxilio do programa Sequencing Analysis 3.4 e pelo programa
Phred/Phrap (Ewing et al.,1998; Ewing e Green, 1998) e comparadas com o banco de dados de genes
ribossomais Ribosomal Database Project Il (RDP 1), através do programa Classifier. Em seguida, estas foram
alinhadas usando o programa ClustalX 1.83 (Thompson et al.,1997). A arvore filogenética foi construida com o
auxilio do programa Mega 4 (Tamura et al., 2007) usando o algoritmo do vizinho mais préximo neighbor-
joining (Saitou e Nei, 1987) e 0 modelo de substituico de nucleotideo Kimura 2-P (Kimura, 1980). Todas as
seqliéncias do gene 16S rRNA obtidas neste estudo foram cadastradas no Banco Internacional de Genes
(GenBank) e encontram-se disponiveis com os nimeros de acesso FJ848773 a FJ848782.

Quantificacdo de microcistina dos ensaios biofiltracdo e biodegradagéo

Cada amostra contendo (D-Leu®) - microcistina - LR foi analisada e processada em um cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia (Prominence, Shimadzu), equipado com detector "Photodiode Array" (SPD-M20A), com duas
bombas de alta pressdo (LC-20AT e LC 20AD), em coluna de fase reversa C-18 (modelo Shim-pack) com 4,6
x 150 mm e diametro de particula de 5 um, segundo Meriluoto e Spoof (2005). A fase mdvel foi constituida
por dois componentes, uma com agua Milli-Q e a outra por acetonitrila ambas acidificadas com 0,05% (v/v) de
4cido trifluoracético (TFA). Foi utilizado um fluxo de 1 mL min®, com tempo de corrida cromatogréfica de 12
minutos para cada amostra analisada em triplicatas. A microcistina foi identificada por meio do seu tempo de
retencdo e caracteristicas de seu espectro UV (238 nm), juntamente com auxilio de um padrdo comercial
externo de calibragio de (D-Leu®) - microcistina - LR, com 99 % de pureza.

Tratamento estatistico dos dados obtidos

Os dados obtidos no estudo foram submetidos a andlise estatistica com o teste de Tukey (p<0,05) utilizando o
software Origin 7.5.

Remogao de microcistina nos filtros biolégicos de carvao

Os resultados exibiram a remocéo da (D-Leu®) - microcistina - LR no efluente dos filtros CAB durante todo o
periodo avaliado, sendo os valores registrados proximos aos encontrados no efluente dos filtros CAG (Figura
1la). Embora os filtros colonizados tenham apresentado um maior percentual de remocdo (97%) de
microcistinas em relagdo aos filtros ndo colonizados (92%), ndo foi verificada uma diferenca significativa
(p<0,05) na remocédo da cianotoxina entre ambos os filtros testados. Pode-se constatar que os filtros testados
apresentaram um padrdo semelhante na remocdo de microcistina, com uma reducdo gradativa temporal nos
percentuais de sua remocdo no ensaio (Figura 1b). O declinio temporal na remog¢do da microcistinas entre os
filtros CAB e CAG, provavelmente poderia estar associada a presenca da matéria organica natural (MON) na
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agua de estudo, refletindo diretamente no decréscimo da remogdo da microcistina entre os filtros testados.
Alguns autores apontam a reducdo na capacidade de adsorcdo do carvdo para microcistinas decorrente do
efeito competitivo da cianotoxina com a MON na agua e também a matéria organica pré-adsorvida no carvéo
ativado (Lambert et al., 1996; Huang et al., 2007). Um estudo realizado por Newcombe e Nicholson (2004) em
uma instalacdo piloto de tratamento de agua constataram que a presenca de carbono organico dissolvido
(5mg L™) promoveram competicdo entre os sitios de adsorgdo no carvdo, reduzindo sua capacidade em
remover microcistinas. Considerando que a agua utilizada no estudo continha juntamente com a microcistina
outros componentes organicos (MON), é provavel que tenha ocorrido uma competicdo entre a toxina e a MON

pelos sitios de adsorcéo do carvdo, o que resultou na redugdo gradativa na capacidade adsortiva da cianotoxina
testada.
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Figura 1. Remog&o de (D-Leu®) — microcistina - LR (a) e niveis percentuais (b) entre os filtros testados.
Remocédo do COD nos filtros de carvao

Os resultados da remocdo do carbono orgénico dissolvido demonstraram diferencas significativas (p<0,05)
entre seus valores retidos no conjunto destes filtros testados. Os filtros CAB apresentaram os menores valores,
em média, do COD no efluente final em relacdo aos filtros CAG (Figura 2a). Os filtros CAB apresentaram 0s
maiores percentuais de remocao do carbono, com uma significativa (p<0,05) diferenca nos valores de remocao
do COD em relagdo aos filtros CAG. Os percentuais médios de remocdo do COD nos filtros CAB foram de
38%, enquanto que os filtros CAG obtiveram niveis médios de 15% de remocédo (Figura 2b). Esta maior
remocdo do COD nos filtros CAB poderia estar diretamente associada a atividade biolégica dos
microrganismos presentes no biofilme, como resultado dos processos de biosor¢do e biodegradacdo da
microcistina e outros componentes organicos na dgua. Os valores médios de oxigénio dissolvido registrados
nos efluentes dos filtros CAB (dados ndo apresentados) foram aqueles que demonstraram as menores
concentraces (média de 5,22 mg L™) em relagdo aos filtros CAG (média de 6,20 mg L™), o que corrobora
para o efeito do consumo da microcistina e matéria organica natural na &gua pelos microrganismos no biofilme.

Os sistemas convencionais de tratamento da agua apresentam dificuldades na remogdo de matéria organica, e
poluentes quimicos organicos e sintéticos. A eficiéncia na remocao de matéria organica natural para a maioria
dos sistemas convencionais de tratamento da agua pode girar entrono de 30 % (Randtke, 1988; Simposon,
2008). Os resultados do presente estudo demonstraram que os filtros CAB obtiveram percentuais expressivos
na remo¢do do COD, com valor maximo de 58%, contra 30% encontrados nos filtros CAG. O desempenho
observado no presente estudo contrastam aos descritos por Wang et al (2007), em que o biofilme formado em
filtros CAG foram incapazes de remover eficientemente o COD presente na agua afluente utilizada.
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Figura 2. Remoc¢do do carbono orgénico total dissolvido (a) e niveis percentuais (b) entre os filtros
testados.

O pH medido das amostras afluente e efluente dos filtros CAB e CAG apresentou seus valores proximos da
neutralidade no inicio do experimento, variando de 7,01 a 7,20. Contudo, o pH do efluente dos filtros CAB
apos a terceira semana de experimento apresentou declinio em seus valores (entre 6,50 e 6,69), mantendo-se
abaixo dos niveis registrados na amostras efluentes dos filtros CAG (entre 7,05 e 7,19). Esta tendéncia na
reducgdo do pH no efluente dos filtros colonizados apresentou um padrdo semelhante ao reportado por Sobecka
et al. (2006) em ensaios de laboratério com biofiltros de carvao. Uma possivel explicagdo para o decréscimo
nos valores de pH nos efluente dos filtros bioldgicos estaria associado a intensa atividade biologica promovida
por microrganismos aderidos nas paredes dos filtros, que durante seu crescimento e metabolizacdo dos
compostos organicos estariam produzindo e liberando substancias acidificadas para o meio (Caldwell et al.,
1992).

Biodegradac&o de (D-Leu") - microcistina — LR

Os resultados demonstraram que houve a biodegradacdo da microcistina nos tratamentos contendo
microrganismos do efluente dos filtros CAB. Pode-se verificar que 0s ensaios apresentaram um comportamento
semelhante na degradacdo da microcistina. Contudo o ensaio 1, foi observado um rapido declinio da
cianotoxina nas duas primeiras semanas, com uma reducdo aproximada de 70% do valor inicial, seguido por
diminuicdo na taxa em seu consumo nas semanas seguintes. A partir da oitava semana de experimento, 0s niveis
de microcistinas apresentaram suas concentragdes proximos ou abaixo do limite de deteccdo (<0,07ug L™), o
que pode ser considera como parcialmente consumida (Figura 3a). O ensaio 2 apresentou uma reduzida de
degradacdo de microcistina durante o primeiro més de experimento, com apenas 20% de consumo em relagéo
ao valor inicial. Posteriormente, foi observada uma elevada degradacéo da cianotoxina nas semanas seguintes,
atingindo valores ndo detectaveis com sétima semana de experimento (Figura 3b). A degradacdo natural da
microcistina durante os experimentos foi reduzida (< 19%), o que corrobora para o efeito de metabolizacdo da
cianotoxina pelos microorganismos presentes no meio.
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Figura 3. Degradacdo de (D-Leu') - microcistina - LR entre os tratamento dos ensaios 1 (a) e
2 (b) testados durante o estudo.

A diferenca temporal encontrada na degradacdo de microcistina entre os tratamentos avaliados possivelmente
esteve associada a presenca de outras fontes carbono na agua de estudo utilizada, o que influenciou a
biodegradacdo da toxina pelos microrganismos. O uso de um meio experimental no ensaio 1 contendo
suplementos orgéanicos juntamente com o extrato de microcistina, pode ter propiciado uma maior diversidade
de fontes de alimentos a serem consumidos pelos microrganismos, o que refletiu em uma menor taxa de
biodegradacdo da toxina no meio. Diferentemente no ensaio 2, houve uma menor disponibilidade de elementos
nutrientes no meio experimental de estudo, a qual dispds apenas dos elementos orgénicos naturalmente
presentes na agua coletada no reservatorio de agua, sem a presenca de suplementos nutricionais adicionais.
Com a auséncia de fontes extras de carbono é provavel que os microrganismos, presentes no meio, optassem
preferencialmente pelo consumo daqueles elementos orgénicos presentes na agua, sendo essas fontes primarias
de carbono e energia, de facil quebra de suas moléculas. Com o rapido declinio dos elementos nutricionais no
meio, 0s microrganismos passaram a utilizar as microcistinas como uma fonte secundaria de carbono e energia,
0 que proporcionou sua degradacdo em um menor periodo de tempo. Uma situacdo semelhante foi observada
por Park et al. (2001), quando verificaram um tempo de degradacdo de microcistina quatro vezes superior em
um meio suporte contendo a cianotoxina e nutrientes inorgénicos, quando comparado com um meio
experimental contendo a toxina e nutrientes organicos.

Os resultados encontrados estabelecem a hipdtese que as microcistinas, quando presente sob a
forma exclusivamente purificadas, poderiam ser mais rapidamente consumidas pelos microrganismos, do que
sob a forma de extratos semi-purificados, extraidas de culturas ou de florag6es naturais de cianobactérias. Esse
fato decorre da presencga de elementos organicos associados, ndo levando em conta as diferengas estruturais nas
variantes de microcistinas testadas, que representam uma fonte de carbono e energia para esses
microrganismos. Um estudo recente, realizado por Lemes et al. (2008), constatou que 0 uso de microcistinas
purificadas em ensaios de biodegradagdo, foi um fator que condicionou seu rdpido consumo por
microrganismos isolados do ambiente natural. Estes autores inferem que uma populacdo bacteriana quando
exposta apenas a presenca de um composto recalcitrante (microcistinas) irdo promover sua decomposi¢do de
forma répida, provavelmente em resposta a reduzida caréncia de outras fontes de alimento (Lemes et al., 2008).

Caracterizacdo das bactérias que participam na biodegradacdo de microcistina

A partir do material isolado dos filtros CAB e cultivado segundo os métodos microbioldgicos tradicionais,
foram obtidas 10 amostras, sendo estas representadas em sua totalidade por col6nias bacterianas integrantes do
grupo das gram-positivas (80%), com auséncia de esporos (80%), representadas por formas cocéides (60%) e
em bastonetes curtos (40%). Conforme descrito na tabela 1le figura 4, foram identificados as seqliéncias do
gene 16S rRNA amplificado a partir do DNA das amostras isoladas um total de 4 géneros (Acinetobacter,
Pseudomonas, Cupriavidus e Stenotrophomonas), sendo que em 2 amostras foi possivel uma classificagdo
somente a nivel de familia (Burkholderiaceae e Oxalobacteraceae).
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Tabela 1. Caracterizacgdo dos isolados obtidos dos filtros biolégicos de carvao com destaque aos géneros
(a) e familias (b) encontrados e disponibilizados no GeneBank.

Isolado  Géneros (a) e familia (b) de bactérias identificadas Numero de acesso
T1 Oxalobacteraceae FJ848773
T2 Acinetobacter ? FJ848774
T3 Pseudomonas® FJ848775
T4 Cupriavidus® FJ848776
T5 Burkholderiaceae ° FJ848777
T6 Oxalobacteraceae FJ848778
T7 Cupriavidus® FJ848779
T8 Pseudomonas® FJ848780
T9 Stenotrophomonas? FJ848781
T10 Acinetobacter FJ848782

oy | FJ848773

Massilia timonae 16S EU365682.1
FJ848778

Cupriavidus sp. 16S DQ219398.1

FJ848777

FJ848779

FJ848776

FJ848781
— 33 | Stenotrophomonas maltophilia 16S FJ76...

Gamma proteobacterium 16S AY561547.1

- FJ848774

FJ848782
FJ848780

3 FJ848775
981 pseudomonas sp. 16S FJ494695.1

Uncultured archaeon 16S DQ399813.1

0.05
Figura 4. Arvore filogenética baseada nas seqiiéncias parciais do gene 16S rRNA do consorcio, gerada
pelo programa MEGA versdo 4. A matriz de distancia foi calculada pelo algoritmo “Neighbor-Joining”
e 0 método de substituigdo de nucleotideos “Kimura 2-P”, com “bootstrap” de 1000 repeticoes.

Potencial de degradacao de microcistinas por bactérias

A presenca de bactérias do género Pseudomonas e representantes da familia Burkholderiaceae nos isolados
cultivados dos filtros CAB evidencia o potencial desses microrganismos em biodegradarem microcistinas, tendo
em vista trabalhos na literatura que reportam esta capacidade (Takenaka e Watanabe, 1997; Lemes et al., 2008
). Alguns estudos destacam o0s géneros Pseudomonas e Sphingomonas como um dos poucos capazes em
degradar microcistinas em &guas naturais em condi¢des aerdbicas (Bourne et al., 1996; Takenaka e Watanabe,
1997; Saito et al., 2003b). Contudo, trabalhos recentes tém demonstrado uma eficiente remocéo de
microcistinas em filtros biologicos de carvdo e areia, quando inoculados com linhagens especificas de
Sphingomonas no sistema filtrante (Bourne et al., 2006; Wang et al., 2007). A ocorréncia de representantes da
familia Burkholderiaceae nas amostras analisadas representa um grupo potencialmente capaz de participar
diretamente no consumo de microcistinas, visto que, trabalhos realizados com uma linhagem do género
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Burkholderia, isolado do ambiente natural, reportam sobre sua ampla capacidade de degradar eficientemente
microcistinas em condi¢des controladas de laboratério (Lemes et al., 2007).

Influéncia dos valores de pH durante os ensaios de degradacdo de microcistinas

Os valores de pH observados nos ensaios realizados ficaram ligeiramente acima da neutralidade, com valores
médios entre 7,55 e 7,28 nos ensaios 1 e 2, respectivamente. De modo geral ndo foram constatadas diferencas
significativas estatisticamente (p <0,05) nos valores registrados entre os tratamentos controle e com
microrganismos, para cada um dos ensaios realizados. De acordo com Saito et al. (2003a) a elevada
estabilidade e persisténcia das cianotoxinas nos ambientes aquaticos assim como em agua potavel, podem estar
relacionadas com a alcalinidade do meio. O fato dos valores de pH nos ensaios 1 e 2 terem-se apresentados
ligeiramente alcalinos pode ter potencializado uma redugdo na capacidade de degradacdo da microcistina pelos
microrganismos nos tratamentos. Saito et al. (2003b) evidenciaram a reducdo no processo de biodegradacgéo de
microcistinas por bactérias (Sphingomomas) na presenc¢a de um pH alcalino, o que, segundo os autores, poderia
estar promovendo um efeito repressor enzimatico no processo de degradacdo da cianotoxina.

Efeito da temperatura dos ensaios de degradacgéo de microcistinas

A temperatura utilizada durante os ensaios pode ser considerada um outro fator importante na biodegradacédo
da microcistina. Trabalhos realizados por Park et al. (2001) e Wang et al. (2007) demonstram que a taxa de
degradacdo de microcistinas quando expostas a bactérias estdo diretamente condicionadas a temperatura de
incubacdo do meio, do que simplesmente as caracteristicas inerentes das bactérias quando testadas
isoladamente. Estes autores verificaram que valores elevados de temperatura (22 a 30°C) do meio
apresentaram uma maior degradacéo de microcistinas, quando comparadas a valores menores (5°C). Durante o
estudo a temperatura utilizada nos tratamentos foi proxima aos valores considerados como ideais aos
reportados por Park et al. (2001) e Wang et al. (2007), o que corrobora a elevada degradagdo da cianotoxina
no conjunto dos ensaios realizados. Contudo, deve ser ressaltada que valores extremos de temperaturas podem
interferir no consumo de microcistinas por microrganismos, em decorréncia de um efeito direto sobre reducédo
metabdlica ou inativagdo dos microrganismos responsaveis pela biodegradacdo da cianotoxina (Wang et al.,
2007).

Potencial de degradacdo de microcistinas por bactérias

A presenca de bactérias do género Pseudomonas e representantes da familia Burkholderiaceae nos isolados
cultivados dos filtros CAB evidencia o potencial desses microrganismos em biodegradarem microcistinas, tendo
em vista trabalhos na literatura que reportam esta capacidade (Takenaka e Watanabe, 1997; Lemes et al., 2008
). Alguns estudos destacam o0s géneros Pseudomonas e Sphingomonas como um dos poucos capazes em
degradar microcistinas em aguas naturais em condicOes aerobicas (Bourne et al., 1996; Takenaka e Watanabe,
1997; Saitou et al., 2003b). Contudo, trabalhos recentes tém demonstrado uma eficiente remocdo de
microcistinas em filtros biol6gicos de carvdo e areia, quando inoculados com linhagens especificas de
Sphingomonas no sistema filtrante (Bourne et al., 2006; Wang et al., 2007). A ocorréncia de representantes da
familia Burkholderiaceae nas amostras analisadas representa um grupo potencialmente capaz de participar
diretamente no consumo de microcistinas, visto que, trabalhos realizados com uma linhagem do género
Burkholderia, isolado do ambiente natural, reportam sobre sua ampla capacidade de degradar eficientemente
microcistinas em condi¢des controladas de laboratério (Lemes et al., 2007).

A capacidade de biodegradacdo de microcistinas por bactérias esta normalmente associada ao fato dos
microrganismos estarem condicionados a presenca freqiiente das toxinas. Christofefersen (2002) demonstrou
que bactérias heterotroficas de ocorréncia natural podem degradar microcistinas quando a comunidade
bacteriana esta exposta a presenga periodica da cianotoxina em seu habitat. Bourne et al. (2006) reportaram
uma expressiva remocao (até 80%) da microcistina - LR ap0s a inoculagdo de uma linhagem de Sphingomonas
(ACM 3962), obtida em um lago eutrofizado, no reservatério de agua de filtros de areia. Um estudo realizado
por Eleutério (2007) destacou a presenga de Morganella morganii em filtros bioldgicos de areia como uma das
principais bactérias responsaveis na degradagdo de microcistinas. Este mesmo autor comenta sobre a
importancia de estudos direcionados sobre linhagens de bactérias de ocorréncia natural em mananciais de
abastecimento superficial, e em outros ambientes, como uma possivel base as pesquisas sobre remocdo de
cianotoxinas no tratamento da agua via processos de biodegradacdo (Eleutério, 2007). Consequentemente,
novos estudos tem sido direcionados na busca e selecdo de linhagens especificas de microrganismos capazes de

10 ABES - Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



# 26°

Wwﬂluﬂsumﬁ
26° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental “

Engenharia Sanitaria
e Ambiental

degradarem cianotoxinas em ETAs. Exemplos claros dessa tendéncia de estudos sdo trabalhos realizados por
Meriluoto et al. (2005) e Nybom et al. (2008) na selecdo e 0 uso de bactérias com propriedades benéficas a
salde (Lactobacillus plantarum e Bifidobacterium lactis) com capacidade de remover microcistinas do meio
por propriedades de adsor¢do, como uma possivel base para tecnologia de tratamento de agua.

O presente estudo demonstra claramente que alguns géneros de bactérias participaram ativamente e de forma
conjunta na degradacdo da microcistina. Na ordem de elucidar a degradacdo microbioldgica da microcistina nos
tratamento avaliados, devemos focar a importancia da atividade sinérgica dos microrganismos formadores da
microflora no biofilme dos filtros de carvdo como agentes da metabolizacdo deste composto. Podemos inferir
que a degradacdo completa da microcistina nos ensaios foi reduzida quando comparada com pesquisas
centradas sobre apenas poucas bactérias como Shingomonas, Pseudomonas, Paucibacter sp. e
Sphingosinicella sp., no entanto fica claramente demonstrado o potencial da grande variedade de géneros de
bactérias que podem degradarem esta toxina, como j& tem sido demonstrada em outros estudos (Maruyama et
al., 2006, Manage et al., 2009).

Uso de microrganismos como agentes de biodegradacao de microcistinas

Os resultados apontaram para duas taxas distintas de biodegradacdo das microcistinas nos ensaios realizados,
uma com 0,23 pg L™ dia™ (ensaio 1) e outra ligeiramente maior, com 0,40 pg L™ dia® (ensaio 3). As diferencas
observadas entre os resultados dos ensaios sustentam a premissa de que a presenca de fontes extras de carbono
disponiveis poderia ter representado o fator crucial que atenuou as taxas de biodegradacdo das microcistinas,
como observado no ensaio 1. Contudo, alguns trabalhos destacam que a presenga de microrganismos em
elevadas concentragGes no biofilme em um filtro bioldgico de carvdo ou areia ndo ird determinar efetivamente
expressivas taxas de remocdo de microcistinas durante o tratamento de agua (Wang et al., 2007; Ho et al.,
2006). Normalmente as microcistinas, quando presentes em &aguas naturais, sdo biodegradadas por
microrganismos inerentes destes ambientes, embora o processo ocorra lentamente, podendo requerer um
periodo de adaptacdo (Jones e Orr, 1994; Christoffersen et al., 2002). Em ambientes em que a presenca de
microcistinas € frequente, a sua degradacéo pelos microrganismos ocorre sem a necessidade de um periodo Lag
para adaptacdo em seu consumo (Christoffersen et al., 2002). A este aspecto é reforcada a tese de que uma
elevada degradacdo da microcistina poderia estar intrinsecamente dependente do tipo de microrganismos
(bactérias) e sua capacidade em responder na producdo de enzimas capazes de degradarem essas toxinas em
condi¢des ambientais (Ho et al., 2006).

O potencial de biodegradacdo das microcistinas por bactérias normalmente é atribuido a capacidade natural de
sintese de enzimas especificas produzidas por estes microrganismos (Bourn et al., 1996, 2001; Saito et al.,
2003a; Ho et al., 2007). Segundo Bourne et al. (2001) a quebra da ligacdo peptidica das microcistinas requerem
proteases com estruturas especificas, pois essas cianotoxinas apresentam estabilidade contra varias proteases,
tripsina, quimiotripsina, elastase, trombina, papaina, colagenase, carboxipeptidase e pepsina (Saito, 2003).
Trabalhos realizados com uma linhagem especifica de Sphingomonas (ACM — 3962) constataram a presenca de
cluster de genes A, B, C e D que codificam enzimas responsaveis pela quebra da ligagdo peptidica em regifes
da molécula de microcistina, principalmente nos aminoacidos Adda-Arginina (Bourne et al., 2001). Presenca do
gene mlrA (microcistinase) que é uma metaloprotease é considerada a enzima mais importante do mecanismo
de metabolizacdo de microcistina, pois a estrutura ciclica promove estabilidade contra outras proteases e outros
fatores quimicos (Bourne et al., 1996; 2001).

Deve ser destacada a possivel presenca de linhagens de bactérias que eventualmente ndo se desenvolveram nas
placas de cultivo, mas que poderiam atuar no consumo das microcistinas de forma direta ou, em consdrcios
microbianos formados no microecossistema do biofilme no filtro biologico de carvao. Desta forma, torna-se
imprescindivel a realizacdo de uma varredura da diversidade microbiana presente no biofilme dos filtros
bioldgicos de carvdo, o que auxiliaria na verificacdo da presenca de grupos bacterianos que estariam atuando
conjuntamente na metabolizacéo das cianotoxinas utilizadas no estudo.

CONCLUSOES

Sobre as condi¢cGes empregadas no presente estudo, verificou-se que filtracdo biologica foi um fator que
favoreceu o efetivo processo de remogdo da microcistina. Os niveis de remogéo do carbono organico dissolvido
por estes filtros bioldgicos demonstraram um desempenho consideravel sobre este pardmetro considerado. O
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sucesso dos microrganismos presentes no leito filtrante dos filtros biolégicos de carvdo em permanecerem nas
condicdes semi-naturais e degradarem as concentracfes de microcistinas promovem um encorajamento para o
uso destas bactérias para amplas aplica¢des de biorremediagdo. Como uma opg¢do do tratamento de &gua, a
inoculagdo com populacBes de bactérias com melhor desempenho poderia promover uma répida degradacgdo
inicial da microcistina, diminuindo a fase de aclimatagdo e permitindo que a agua bruta retorne para o
abastecimento mais rapidamente. A completa degradagdo da toxina de cianobactéria por bactérias presentes no

biofilme dos filtros bioldgicos de carvdo demonstra a efetividade de uma infraestrutura tecnologia barata o qual
0 mecanismo de custo efetivo resguarda uma distribuicdo de dgua potével sem riscos.

Futuros estudos devem elucidar os genes envolvidos na sintese de enzimas produzidas pelas bactérias presentes
nos filtros biolégicos avaliados, possibilitando estabelecer a trajetdria encarregada de degradagdo desta toxina.
A analise no seqlienciamento dos genes dos isolados bacterianos obtidos no presente estudo, pode confirmar de
forma precisa, a presenca dos genes que manifestam potencial em degradacdo efetiva das microcistinas.
Conjuntamente, a possibilidade de isolamento e uso das linhagens das bactérias com potencial em degradarem
as cianotoxinas, representa uma base tecnoldgica a ser consolidada em trabalhos direcionados no uso destes
microrganismos no tratamento bioldgico de aguas contaminadas por estas toxinas. As investigagdes incluem a
aplicabilidade das espécies de larga escala de uso no tratamento de agua, principalmente quando as condi¢fes
adequadas para a biodegradacdo puderem ser identificadas, e impostas sobre os filtros biologicos.
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