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RESUMO

A ocorréncia de cianobactérias e seus metabolitos é um grave problema enfrentado pelas Estagdes de
Tratamento de &gua. Para minimizar este problema ha necessidade de se realizar estudos de alternativas técnicas
de tratamento. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial de inibicdo do crescimento de cianobactérias
(atividade anti-cianobactéria) pela bactéria Sphingosinicella microcystinivorans — B9, que mostrou ser bastante
promissora pois além da capacidade de degradar microcistinas, observada em experimentos anteriores, a
bactéria B9 mostrou ser eficiente também na inibicdo do crescimento de cianobactérias dos géneros
Microcystis, Anabaena, Phormidium e Synechocystis.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade anti-cianobactéria, clorofila-a, Microcystis, Anabaena, Phormidium,
Synechocystis.

INTRODUCAO

Cianobactérias sdo microrganismos procariotos, geralmente aquéticos, que realizam fotossintese com liberagéo
de oxigénio. Podem ser predominantes no fitoplancton de aguas continentais, alcancando uma ampla
diversidade de formas, devido as adaptagdes morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas adquiridas durante seu
longo processo evolutivo. Podem produzir metabdlitos secundarios como as cianotoxinas, potencialmente
toxicos aos humanos e animais (BITTENCOURT & MOLICA, 2003).

Atualmente sdo conhecidos aproximadamente 150 géneros de cianobactérias, sendo que 46 espécies ja foram
identificadas como potencialmente toxicas aos vertebrados (MONDARDO, 2006).
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As cianobactérias sdo 0s principais microrganismos produtores de compostos como geosmina e 2-
metilisoborneol (2-MIB), que conferem odor e sabor a dgua, além da possivel producao de potentes toxinas que
causam intoxicacGes agudas ou crénicas, as quais podem ter acdo hepatica, neuroldgica ou dermatotoxica
(FREITAS, 2008). Algumas cianobactérias, tais como 0s géneros Microcystis, Cylindrospermopsis, Anabaena,
Aphanizomenon e Planktothrix formam floracdes onde h& a liberacdo de toxina através da lise celular
(OLIVEIRA, 2003).

As floragdes de cianobactérias podem ocorrer de forma natural (processo lento, porém continuo) ou artificial
(provocada pelo homem). Segundo Mur et al., (1999) as floracGes sdo ocasionadas por aumento da
concentragdo de nutrientes nos ecossistemas aquaticos principalmente o nitrogénio e fésforo, sob condicBes
ambientais favoraveis — temperatura em torno de 25°C, valores de pH na faixa de 6 a 9. Ocorrem
principalmente em corpos d’agua com pouca ou nenhuma turbuléncia, podendo liberar metabélitos secundarios
toxicos para 0 meio, conhecidos como cianotoxinas (AZEVEDO, 2011).

Os géneros de cianobactérias que se destacam pela sua ampla distribuicdo, e potencial capacidade de produzir
toxinas sdo: Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Planktothrix, Cylindrospermopsis e Nodularia. A
liberacdo das toxinas para o ambiente ocorre na forma de toxina dissolvida, através da morte, lise ou
senescéncia das células (MULLER, 2009).

A presenga de microalgas e cianobactérias em mananciais ¢ um grave problema enfrentado pelas Estacoes de
Tratamento de Aguas - ETAs que utilizam as Tecnologias de Tratamento por Ciclo Completo, ou mesmo de
Filtracdo Direta. Dependendo da espécie e do nimero de individuos, pode ocorrer a reducdo da duracdo das
carreiras de filtracdo e / ou comprometimento da qualidade da &gua produzida, uma vez que os metabdlitos
dissolvidos ndo séo eficientemente removidos por aqueles tratamentos. Nesse contexto a pré-cloragédo é uma
prética realizada no Brasil, em muitos sistemas de tratamento de &gua, visando o controle e inativacdo de
microalgas e cianobactérias. Entretanto, alguns problemas sdo gerados pela utilizacdo deste pré-tratamento em
mananciais com elevadas concentracfes de fitoplancton, com destaque a promogdo de lise celular, com
consequente liberacdo de metabdlitos secundarios, especialmente as cianotoxinas ou ainda, a formacdo de
subprodutos organohalogenados potencialmente cancerigenos. Na tentativa de minimizar esses problemas,
existem estudos visando o uso de microrganismos com a capacidade de degradar as microcistinas - MCs, a
exemplo de Sphingosinicella microcystinivorans - B9. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial de
inibicdo do crescimento de cianobactérias (atividade anti-cianobactéria) pela bactéria Sphingosinicella
microcystinivorans — B9, com capacidade ja comprovada para degradar microcistinas.

MATERIAIS E METODOS
Cepas de cianobactérias

As cepas de cianobactérias utilizadas foram: Microcystis sp. TAC 95, Microcystis spp. NPLJ-4, Anabaena
ucrainica AU 02g, Phormidium ténue NIES 611 e Synechocystis PCC 6803, codificadas de C1 a C5 (Tabela
1).

Tabela 1 Dados das cepas de cianobactérias mantidas no Laboratdrio de Hidraulica e Saneamento

Cadigo Cepa Classificacao Origem Meio de
cultura
C1 TAC 95 Microcystis sp. Japao
Cc2 NPLJ 4 Microcystis spp. Lagoa de Jacarepagua / RJ, Brasil
C3 AU 02g Anabaena ucrainica Floracdo Lago Sagami / Kanagawa,
C7Japdo, 2002 ASM-1
C4 NIES 611 Phormidium tenue Lago Biwa C8 / Shiga, Japéo, 1987
C5 PCC-6803 Synechocystis California, U.S.A., 1968

NIES: National Institute for Environmental Studies, Tsukuba, Japéo;
PCC: Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria, Paris, Franca.
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Cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans — B9 e condi¢cdes de cultivo

A cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans — B9 foi isolada do Lago Tsukui Kanagawa e cedida
pelo Prof. Dr. Ken-ichi Harada do Laboratory of Environmental Sciences, Faculty of Pharmacy, Meijo
University Nagoya — Aichi — Japdo. A cepa foi mantida em meio solido Sakurai (TSUJI et al., 2006) a 4°C.
Para utilizagdo no experimento, a cepa foi previamente ativada por 2 vezes incubando-se em meio sélido
Sakurai a 30°C por 48-72 h e posteriormente, cultivada em meio liquido (peptona de caseina 0,2%, extrato de
levedura 0,1% e glicose 0,05%) a 30°C por 72 h.

Delineamento do experimento

Primeiramente foram preparadas culturas das diferentes cepas de cianobactérias adicionando-se um in6culo de
80 mL em 400 mL de meio ASM-1 que foram mantidos a 25°C sob iluminacéo (20 UE. m?.s™), fotoperiodo de
12h.d™ e aeracdo continua por 7 dias. Ap6s este periodo 20 mL das culturas foram adicionadas a 140 mL de
meio ASM-1 e pré-condicionadas por 3 dias a 27°C sob iluminagdo (20 uE. m?2s™), fotoperiodo de 12 h.d* e
agitacdo de 100 opm.

O experimento foi efetuado em triplicata inoculando-se nas culturas pré-condicionadas (160 mL) de
cianobactérias, 20 mL de cultura de bactéria B9 e 20 mL de meio Sakurai ajustando-se o pH para 8,0 (Figura
1).

Culturas
Pré-condicionadas
160 mL
R
/| TAC9s-C1
gi.'f
[\ NPLJ-4-C2
= BactériaB9 Meio Sakurai pH
B ! ajustado
AUO2g - €3 * 9 20mL + 9 20mL = pJaraS,O

NIES 611 - C4

PCC 6803 - C5

=g

Figura 1 - Esquema ilustrativo do Experimento

A avaliacdo da atividade anti-cianobactéria, foi efetuada através de amostras retiradas nos tempos 0, 96, 168 e
336 h para contagem celular e analise de clorofila-a das culturas / misturas. Para verificar o crescimento da
bactéria B9 foi efetuada a contagem nos tempos 0 e 96 h através de diluicdes decimais e seriadas nos controles
negativos e misturas.

RESULTADOS

As Tabelas 2 e 3 mostram os valores absolutos das triplicatas, suas médias e a porcentagem de inibicdo do
crescimento através da contagem celular de cianobactérias e analise de clorofila-a, respectivamente, efetuadas
nos tempos 0, 96, 168 e 336 h dos controles negativos e misturas.

Foi possivel constatar que a bactéria B9 possui além de potencial de degradagdo de microcistinas — MCs,
atividade de inibicdo do crescimento de cianobactérias ou atividade anti-cianobactéria em relacdo as cepas de
Microcystis sp. e spp., Anabaena ucrainica, Phormidium ténue e Synechocystis.

Considerando os resultados de contagem celular das culturas / misturas de cianobactérias, pode-se observar
que:

ABES - Associacéo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3



3

ABES

e Apds 96 h, as porcentagens de inibicio variaram de 41,4 a 79,3 %;
e Apds 168 h, com excecdo da cepa M. SP. TAC 95 — C1 todas as outras cepas apresentaram um
aumento na porcentagem de inibicdo variando de 42,2 a 90,6 %;

e Nas contagens de 336 h ndo foi observado um aumento significativo na porcentagem de inibicao
variando de 46,9 a 97,2 %.

Considerando os resultados das andlises de clorofila-a das culturas / misturas de cianobactérias, pode-se
observar que:

e Ap0s 96 h as porcentagens de inibicdo variaram de 34,4 a 68,9 %;
e Apds 168 h as porcentagens aumentaram variando de 51,0 a 76,4 %;
e Apds 336 h a porcentagem de inibi¢do diminuiu variando de 52,5 a 70,2 %.
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Tabela 2 — Valores absolutos, média e porcentagem de inibicdo em relacdo a contagem celular para diferentes cepas de cianobactérias utilizadas no Experimento

Classificacéo - Contagem Contlagem Contagem Cont’agem % _dg Contagem Cont,ag_em 0./0 .dg Contagem Cont’ag_em 0./0 .dg
cepa Amostras oh Média 96h Média Inibicdo 168h Média Inibicdo 336h Média Inibicdo
Oh 96h 96h 168h 168h 336h 336h
C1 (controle) 5,4E+06 6,0E+06 1,5E+07 1,6E+07 8,3E+06 1,2E+07 2,58E+07 3,69E+07
) ) Cl(controle) 6,8E+06 1,8E+07 1,6E+07 1,17E+07
Microcystis C1(controle) 5,9E+06 1,4E+07 1,2E+07 7,32E+07
T,:(F;.% C1+B9 7,8E+06 7,0E+06 3,6E+06 3,3E+06 79,32 5,0E+06 7,1E+06 42,22 1,48E+06 1,96E+07 46,9°
C1+B9 8,2E+06 2,5E+06 1,2E+07 3,27E+07
C1+B9 5,0E+06 3,8E+06 3,9E+06 2,46E+07
C2 (controle) 5,7E+05 9,9E+05 5,6E+06 7,3E+06 8,6E+06 6,8E+06 1,23E+07 1,73E+07
) ) C2 (controle) 1,4E+06 7,6E+06 8,5E+06 2,02E+07
Microcystis C2 (controle) 1,0E+06 8,6E+06 3,3E+06 1,93E+07
NAPL 34 C2+B9 1,8E+06 1,5E+06 2,6E+06 2,2E+06 70,3° 1,5E+06 1,1E+06 833%  B830E+05  475E+05 97,2
C2+B9 1,5E+06 2,4E+06 1,3E+06 4,53E+05
C2+B9 1,3E+06 1,5E+06 5,5E+05 1,43E+05
C3 (controle) 2,2E+06 2,1E+06 4, 3E+06 4,2E+06 2,7E+06 4 7E+06 1,46E+07 1,39E+07
C3 (controle) 1,9E+06 6,8E+06 7,1E+06 1,31E+07
ﬁg?:lif:: C3 (controle) 2.3E+06 1,7E+06 4,5E+06 1,40E+07
AU02g C3+B9 1,9E+06 2,0E+06 2,5E+06 1,9E+06 55,42 8,6E+05 1,3E+06 71,8° 2,55E+06 2,50E+06 82,0°
C3+B9 2,0E+06 2,1E+06 2,1E+06 3,11E+06
C3+B9 2,0E+06 1,1E+06 1,1E+06 1,84E+06
C4 (controle) 8,6E+06 6,0E+06 1,4E+07 1,6E+07 1,7E+07 3,0E+07 5,90E+07 2,64E+07
o C4 (controle) 6,1E+06 1,9E+07 2,5E+07 2,58E+06
Photrm'd'“m C4 (controle) 3, 4E+06 1,4E+07 4,8E+07 1,76E+07
Nlégugll C4+B9 7,5E+06 7,1E+06 6,7E+06 9,3E+06 41,4° 3,8E+06 2,8E+06 90,62 1,55E+06 1,81E+06 93,12
C4+B9 7,4E+06 1,1E+07 3,5E+06 4,53E+05
C4+B9 6,4E+06 1,0E+07 1,2E+06 3,43E+06
C5 (controle) 8,3E+06 7,5E+06 2,3E+07 1,9E+07 1,5E+07 2,5E+07 7,24E+07 6,88E+07
C5 (controle) 8,0E+06 2,2E+07 1,2E+07 7,65E+07
Synechocystis C5 (controle) 6,3E+06 1,1E+07 4,7TE+Q07 5,76E+07
PCC - 6803 C5+B9 4,7E+06 7,2E+06 6,5E+06 6,8E+06 63,52 5,0E+06 6,2E+06 75,22 1,65E+07 1,01E+07 85,3
C5+B9 7,9E+06 7,5E+06 8,9E+06 9,39E+06
C5+B9 9,1E+06 6,5E+06 4,6E+06 4, 37E+06
ABES — Associacgédo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 5
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Tabela 3 — VValores absolutos, média e porcentagem de inibi¢do de clorofila-a das diferentes cepas de cianobactérias utilizadas no Experimento
Classifi- Clorofila- Clorofila-a Clorofila-a Clorofila-a % de Clorofila-a Clorofila-a % de Clorofila-a Clorofila-a % de
cagao - Amostras a Média 96h Média Inibicdo 168h Média Inibicdo 336h Média Inibicdo
cepa Oh Oh 96h 96 h 168h 168h 336h 336h
C1 (controle) 521,2 10425 1456,8 17775
. C1(controle) 401,0 1002,4 1416,7 2485,9
M'i‘;r:CySt C1(controle) 548,0 490,1 1336,5 1127,1 1750,8 15414 24725 22453
TACp§5 C1+B9 467,8 614,8 721,7 1136,0
C1+B9 467,8 588,1 828,6 1242,9
C1+B9 267,3 401,0 414,3 539,1 52,22 3475 632,6 59,02 761,8 1046,9 53,42
C2 (controle) 401,0 1162,8 1202,9 908,8
Microcyst C2 (controle) 374,2 1363,2 1363,2 1189,5
is spp. C2 (controle) 401,0 392,0 1162,8 1229,6 1349,9 1305,3 1256,3 1118,2
NAPLJ-4 C2+B9 401,0 801,9 454.4 4143
C2+B9 4544 695,0 401,0 307,4
C2+B9 401,0 418,8 534,6 677,2 449% 334,1 396,5 69,62 280,7 334,1 70,12
C3 (controle) 681,6 1390,0 1470,2 2579,4
Anabae- C3 (controle) 641,5 1416,7 1951,3 1817,6
na C3 (controle) 534,6 619,2 1269,7 1358,8 1376,6 1599,3 1376,6 1924,6
ucrainica C3+B9 708,3 895,5 815,3 855,4
AU02g C3+B9 681,6 895,5 828,6 1470,2
C3+B9 641,5 677,2 882,1 891,0 34,42 708,3 784,1 51,02 4143 913,3 52,52
C4 (controle) 401,0 948,9 1283,0 1710,7
Phormidi C4 (controle) 467,8 1002,4 1015,7 2044.,8
um tenue C4 (controle) 521,2 463,3 1055,8 1002,4 1323,1 1207,3 1790,9 1848,8
NIES 611 C4+B9 4410 307,4 253,9 507,9
C4+B9 360,9 294,0 347,5 748,4
C4+B9 360,9 387,6 334,1 311,9 68,92 253,9 285,1 76,42 481,1 579,2 68,72
C5 (controle) 454 4 788,5 1202,9 588,1
Synecho- C5 (controle) 320,8 855,4 775,2 561,3
cystis C5 (controle) 294,0 356,4 614,8 752,9 748,4 908,8 601,4 583,6
PCC - C5+B9 481,1 414,3 334,1 721,7
6803 C5+B9 4945 374,2 467,8 735,1
C5+B9 320,8 432,1 401,0 396,5 4732 307,4 369,8 59,32 334,1 597,0 -2,3°%

(a): porcentagem de inibi¢do calculada em relagéo aos valores de clorofila-a no controle negativo para o tempo de 96 h.
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Na Figuras 1 e 2 estdo representados, respectivamente, os valores médios da contagem celular e de clorofila-a
nos tempos 0, 96, 168 e 336 h.

Contagem Cianobactérias
2
<3,5E407
<3,0E+07
L)
52,5E+07 oh
82,0E407 a6
51’5 E+07 171 m162h
o
£1,06407 4 .
Ss,16+06 1+ BB 3R - ToR -l R
1,0E+05 =il
C1+B9 2 2 +89 C3 +B9 c4+89 C5+89

Figura 1 — Valores médios da contagem das diferentes cepas de cianobactérias utilizadas no
Experimento

Analise de Clorofila-a

;1.300
-
$.100 -
2
Egoo 1 o
T 700 4 Bt e | a6h
o
%500 1+ BR-—3——1BR-—1HE- "BR-  BR— =162h
2300 M. I ......................... l .......... l w2260

100

Cl+B9 C2+B9 C3+B9 C4+ B9 C5+ B9

Figura 2 — VValores médios de clorofila-a das diferentes cepas de cianobactérias utilizadas no
Experimento

A contagem da bactéria B9 no tempo 0 h variou de 3,2 x 10° a 1,22 x 10’. Apés 96 h ocorreu o pico de
crescimento aumentando em valores minimos de 3,1 x 107 e maximos de 2,6 x 10° e ap6s este periodo ndo foi
observado crescimento significativo da bactéria B9.
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CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:
A bactéria Sphingosinicella microcystinivorans B9 apresentou atividade anti-cianobactéria para as diferentes
cepas testadas no experimento.
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