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RESUMO

Microcistinas (MCs) sdo hepatotoxinas produzidas por cianobactérias com comprovado efeito nocivo e
carcinogénico em seres humanos. A persisténcia das MCs em ambientes aquaticos e sua dificil remo¢ao no
tratamento convencional de agua representam um desafio as companhias de saneamento. Contudo, as MCs séo
susceptiveis a degradacdo por bactérias presentes na agua, sedimento e efluentes de esgoto. O objetivo deste
estudo foi avaliar a biodegradagdo de MCs por bactérias presentes em filtros de carvdo com atividade biologica
(CAB) em sistema “batch”. Foi utilizada uma agua de estudo contendo microcistinas (20 pg/L) com adigdo de
suplementos especificos de um meio de cultivo, acrescido de um inéculo do efluente dos filtros CAB. Os
ensaios foram realizados em duplicata, no escuro, com agitagdo, durante 84 dias, com analises de MCs
semanalmente. Os resultados demonstraram que as MCs foram biodegradadas por bactérias predomantemente
cocoides e com auséncia de esporos. Este estudo infere sobre a capacidade de biodegradagdo de MCs por
bactérias presentes em filtros CAB, e o possivel uso destes microorganismos como alternativo de controle e
remog¢ao de MCs no tratamento de agua potavel.

PALAVRAS-CHAVE: Cianobactérias, microcistinas, biofilme, biodegradacdo, agua potavel.

INTRODUCAO

O acelerado processo de eutrofizagdo dos ambientes aquaticos decorrente do enriquecimento nutricional nos
corpos d’agua por acdo de fertilizantes utilizados na agricultura e pela geracdo de esgotos e efluentes
industriais, tem resultado em sérios problemas de qualidade de agua. Um dos problemas causado pela
eutrtofizacdo ¢ o surgimento de floragcdes de cianobactérias produtoras de potentes toxinas, prejudiciais a
saude de humanos e animais. Dentre as toxinas produzidas por cianobactérias, as microcistinas sdo as que
apresentam o maior niimero de casos de intoxicagdo em seres humanos e animais domésticos e selvagens
(Chorus e Bartram, 1999).

As microcistinas tem como caracteristicas uma elevada persisténcia na agua, tolerdncia a temperaturas
elevadas, resisténcia a hidrolise quimica e oxidag¢@o e uma lenta degradacgdo natural (Saito et al., 2003a), o que
dificulta a sua remogdo durante o tratamento convencional de agua (Newcombe e Nicholson, 2004).
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Um dos tratamentos utilizados para sua remocdo ¢ o uso de filtros de carvao ativado em pd (CAP) ou
granulado (CAG). Contudo, existem limitagdes sobre a capacidade de adsor¢do dos CAG ¢ limitada e, por esta
razdo, estes necessitam ser regenerados periodicamente (Newcombe ¢ Nicholson, 2004). Entretanto, durante o
funcionamento dos filtros CAG, estes sdo colonizados por microorganismos com capacidade de degradar
compostos organicos da agua.

Embora diversos tratamentos quimicos sejam propostos no tratamento de agua, é possivel em alguns
momentos que esses procedimentos produzam substincias com potencial carcinogénico e multagénico
(Richardson, 2007). A biodegradagdo representa uma das formas moderadas e seguras para o tratamento de
agua na remoc¢ao de cianotoxinas e de outros micropoluentes presentes. Recentemente, tem sido reportada a
habilidade das bactérias em decompor varias substancias quimicas (Liu et al., 2009).

O desenvolvimento de novas tecnologias que aumentem a eficiéncia do tratamento de agua, como a selecdo de
bactérias integrantes do biofilme em filtros biologicos de areia e carvdo tem demonstrado uma perspectiva
promissora na remog¢do de microcistinas, além de promover redugdes significativas dos custos envolvidos no
tratamento e uma disposi¢do segura de agua para o consumo humano (Wang et al., 2007). Para Newcombe e
Nicholson (2004) a biodegradacdao de cianotoxinas em instalagdes de tratamento de agua representa uma
técnica promissora, que pode assegurar padrdes de potabilidade das dguas destinadas para o consumo humano.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi analisar a degradacdo de microcistinas por bactérias presentes em filtros de
carvao em sistema “batch”.

MATERIAL E METODO

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizadas bactérias isoladas de um efluente de filtros de carvéo
bioldgico, utilizados em ensaios de remo¢do de microcistinas. Foi utilizada agua destilada ¢ esterilizada (120
°C — 15 min) e extrato celular de Microcystis spp com concentragdo final de 15 pg/L da cianotoxina (D-Leul)-
microcistina-LR. A agua de estudo foi enriquecida com meio de cultivo especifico contendo glicose (90mg/L),
peptona (100mg/L), extrato de levedura (100mg/L) e acetado de sddio tri-hidratado (70mg/L).

Para o experimento foram utilizados dois galdes de vidro (4L), sendo um preenchido com a agua de estudo e
10% do volume do indculo recolhido de um efluente de filtros bioldgicos de carvao. O segundo galdo foi
representado com as mesmas condigdes do primeiro, mas sem receber o inoculo, sendo este o tratamento
controle da biodegradagdo natural da microcistina. O pH foi corrigido em 7,9 0,1, sendo os ensaios
realizados a 22 °C, no escuro, com agitagao orbital (200 rpm), durante 5 semanas. Amostras (200 mL) foram
retiradas semanalmente para analise do pH e determinacdo da concentracdo de microcistina.

Para a quantificacdo da microcistina nesse estudo foi utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia,
equipado com detector "Photodiode Array" (SPD-M20A), 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 didmetro de particula de 5
pm segundo Meriluoto e Spoof (2005). A fase modvel foi constituida por duas componentes, uma com agua
Milli-Q com 0,05% (v/v) de acido trifluoracético (TFA), e a outra por acetonitrila com 0,05% (v/v) de TFA.
Foi utilizado um fluxo de 1 mL min™, com tempo de corrida cromatografica de 12 minutos para cada amostra
analisada em triplicatas. A microcistina foi identificada por seu tempo de retencdo e caracteristicas do espectro
UV com um comprimento de onda de 238 nm (Figura 1), juntamente com auxilio de um padrdo comercial
externo de calibragdo da cianotoxina (D-Leu') - microcistina - LR, com 99 % de pureza.
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Figura 1. Cromatograma e espectro de absorcdo da microcistina
utilizada nos ensaios, com destaque para o pico do metanol (T.R:2,55
min.) (1) e de (D-Leu") — microcistina - LR (T.R: 7,82 min.) (2).

mal
Emrm anm (100
i3 mall
oo
£
ooH
o 1
0
2]
EeRl: T T
am 20 am rm
=
15 z
1
=
1
=1
- T T T T T T
10 20 an +0 £0 50 0 20 =0 100 110 min

Isolamento e caracterizag@o dos microrganismos nos filtros CAB

Os microrganismos presentes nos filtros CAB foram submetidos ao processo de isolamento e caracterizagdo
fenotipica. Para o isolamento foi retirado um volume total de 1 mL na superficie e interior dos filtros CAB,
contendo os microrganismos, sendo o material homogeneizado e recolhido uma aliquota (200 pL), que foi
transferido para placas de Petri contendo 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 al¢a de Drigalski e as placas foram
incubadas a 30 °C, no escuro. As coldnias isoladas foram obtidas através de sucessivos plaqueamentos por
esgotamento em estrias. As colonias isoladas foram transferidas para tubos de ensaio, mantidos inclinados,
contendo o agar nutriente. Essas colonias foram mantidas em refrigeragdo a 5 °C. Para cada colénia isolada
foram observadas caracteristicas morfologicas, coloracdo diferencial de Gram, e verificagdo da formacao de
esporos utilizando corante verde de malaquita, de modo obter informacdes dos possiveis grupos microbianos
presentes nos filtros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que houve a biodegradacdo da microcistina no tratamento contendo
microrganismos recolhidos dos filtros CAB (Figura 2). Pode-se verificar que o ensaio apresentou um
comportamento semelhante na degradagdo da microcistina, com um rapido consumo da cianotoxina nas duas
primeiras semanas, com uma reducdo de aproximadamente 70% do valor inicial, seguido por diminui¢do na
taxa de consumo nas semanas seguintes. A partir do 84° dia de experimento, os niveis de microcistina
apresentaram suas concentragdes abaixo do limite de detecgio (<0,07ug L™).

A diferenga temporal encontrada na degradagdo de microcistina nos 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 de cultivo no ensaio contendo suplementos
organicos juntamente com o extrato de microcistina pode ter propiciado uma maior diversidade de fontes de
alimento a serem consumidos pelos microrganismos, o que refletiu em uma menor taxa de biodegradagdo da
toxina no meio. Desta forma, ¢ possivel estabelecer que a microcistina quando presente sob a forma
exclusivamente purificada torne-se rapidamente consumida por microrganismos do que na forma de extratos
semi-purificados quando extraidas de culturas de algas ou floragdes naturais, devido a presenca de elementos
orgénicos associados (ndo levando em conta as diferencas estruturais nas variantes de microcistinas testadas).
Um estudo recente realizado por Lemes et al. (2008) constatou que uso de microcistinas quando purificadas
em ensaios de biodegradagdo, foi um fator que condicionou seu rapido consumo por microrganismos. Estes
autores atribuem que uma populagdo bacteriana quando exposta apenas a presenca de um composto
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recalcitrante (microcistinas) irdo administrar sua decomposicdo de forma rapida, o quanto possivel,
provavelmente em resposta a reduzida caréncia de outras fontes de alimento (Lemes et al., 2008).

Figura 2. Valores de (D-Leul)-microcistina-LR biodegradadas durante o experimento.
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O pH registrado nos ensaios realizados apresentaram valores ligeiramente acima da neutralidade, com valores
médios entre 7,48 e 7,55 (Figura 3). De acordo com Saito et al. (2003a) a elevada estabilidade e persisténcia
das toxinas de cianobactérias nos ambientes aquaticos assim como em agua potavel, podem estar relacionada
com a alcalinidade do meio. O fato do pH no ensaio apresentou seus valores ligeiramente alcalinos pode ter
potencializado uma redugdo na capacidade de degradagdo da microcistina pelos microrganismos nos
tratamentos. Saito et al. (2003b) evidenciaram a reduc@o no processo de biodegradacdo de microcistinas por

bactérias (Sphingomomas) mediante um pH alcalino, o que segundo os autores poderia estar promovendo um
efeito repressor enzimatico no processo de degradacio da cianotoxina.

Figura 3. Valores de pH determinados entre no tratamento durante o experimento.
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A temperatura utilizada durante os ensaios pode também ter sido um fator importante na biodegradagdo 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
incubagdo 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 degradagdo de microcistinas, quando comparadas a valores menores (5°C). Durante
o estudo a temperatura utilizada nos tratamentos foi proxima (25 °C) aos valores considerados como ideais aos
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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 reducdo
metabolica ou inativagdo dos microrganismos responsaveis pela biodegradagdo da cianotoxina (Wang et al.
2007).

Microrganismos isolados dos ensaios de biodegradacéo

A partir do material recolhido de cada um dos ensaios de biodegradagdo com a microcistinas, foi possivel
verificar a presenga de 13 formas colonias bacterianas. Estas formas coloniais apresentaram caracteristicas
variadas quanto a cor, tonalidade, e arranjo estrutural entre estas. Foi constatado o dominio para o grupo das
gram-positivas, exceto para a amostra T8. Foi verificado que a maioria apresentou a auséncia de esporos, com
dominio das de formas cocoides (cocos), com alguns casos da presenca de bactérias em forma de bastdo
(bacilos) curtos e de pequeno tamanho (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas morfologicas das bactérias responsaveis pela biodegradacdo de
microcistinas nos ensaios realizados.

Amostra Caracteristicas Coloracéao Esporo Forma
Gram
T1 Branca, opaca, borda rugosa, positivo ausente Bastonete curto e
pequena pequeno
T2 Branca, translucida, formagdo de positivo ausente Cocos
ponto central na coldnia, borda lisa,
pequena
T3 Amarela, brilhante, borda lisa, positivo ausente Cocos
pequena
T4 Amarelada, espalha por todo meio, positivo ausente Cocos
borda lisa
TS Esbranquigada, opaca, espalha por positivo ausente Cocos
todo meio, borda lisa,
T6 Branca positivo ausente Cocos
T7 Branca positivo ausente Cocos
T8 Branca, opaca, borda lisa, pequena negativa presente  Bastonete curto
T9 Escura, brilhante, libera pigmento positivo ausente Bastonete curto

marrom para o meio, borda lisa

T10 Branca, translicida, opaca, libera positivo ausente Cocos
pigmento avermelhado para o meio,
borda lisa, pequena

T11 Branca, opaca, libera pigmento positivo ausente Cocos
avermelhado para o meio, borda
lisa
T12 Alaranjada, opaca, borda lisa, positivo ausente Cocos
puntiformes
T13 Amarelas, opacas, borda lisa, positivo ausente Bastonete curto e
pequenas pequeno

Taxa de biodegradacé&o de microcistinas

No presente estudo foram constadas um taxa de biodegradacio da microcistina, uma da ordem de 0,23 pg L™
dia™”. Esta taxa obtida sdo relativamente reduzidas quanto comparadas aos valores de consumo diérios (de 5 a
13 ug L' dia™) registrados por Eleutério (2007) utilizando microrganismos presentes em filtros de areia.
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Trabalhos anteriores realizados por Park et al. (2001) e Saitou et al. (2003a), reportaram taxas de
biodegradagdo de microcistina extremamente superiores, com 13.000 e 9.000 pg L dia”, respectivamente,
tornando inviavel uma comparagdo direta com os resultados do atual estudo devido a diferenga extrema entre
os valores.

A presenca de microrganismos em elevadas concentragdes no biofilme ativo de um filtro biolégico de carvao
ou areia ndo ird determinar efetivamente expressivas taxas de remocao da microcistina durante o tratamento de
agua (Ho et al., 2006; Wang et al., 2007). Normalmente, microcistinas quando presentes em aguas naturais
sdo biodegradadas por microrganismos inerentes destes ambientes, embora o processo ocorra lentamente,
podendo requerer um periodo de adaptagdo (Jones e Orr, 1994; Christoffersen et al., 2002). Em ambientes em
que a presenca de microcistinas sdo freqiientes a sua degradacdo pelos microrganismos ocorre sem a
necessidade de um periodo “Lag” (Christoffersen et al., 2002).

Deve ser ressaltada que a presenga de fontes extras de carbono pode representar um fator de atenuagdo sobre
as taxas de biodegradacdo de microcistinas, promovendo reducdo na velocidade de consumo por
microrganismos, como observada no ensaio realizado. Contudo Ho et al. (2006) destaca que uma elevada
biodegradagdo das cianotoxinas esta intrinsecamente dependente do tipo de microrganismos (bactérias) e de
como esses sdo capazes de responder e/ou produzirem enzimas capazes de degradarem essas toxinas em
condi¢des ambientais.

O conhecimento a partir dos microrganismos responsaveis pela metabolizagdo (biodegradagdo) de
microcistinas e sua efetiva capacidade de consumir estas substincias, representa um passo importante em
estudos direcionados a identificacdo dos organismos e das condi¢des ideais de eliminagdo desta cianotoxina
em aguas contaminadas destinadas ao abastecimento publico.

Em continuidade a este estudo, estdo sendo isolados e mantidos em meio de cultivo especifico, os
microrganismos responsaveis pela degradagdo de microcistinas. Nesta etapa seqiiencial da pesquisa, espera-se
estabelecer a caracterizacdo da diversidade genética das bactérias capazes de biodegradarem esta cianotoxina.
Para tanto, serdo utilizadas técnicas de biologia molecular, por meio da determinacdo na regido do gene 16S
rRNA do DNA metagendmico, este amplificado por meio da reagdo de PCR.

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

Houve a degradacdo da microcistina pelos microorganismos presentes no biofilme dos filtros de carvdo com
atividade bioldgica (CAB), demonstrando a capacidade desses microorganismos em metabolizarem esta
toxina;

A degradacao natural da cianotoxina ocorreu, embora de forma reduzida quando comparados no tratamento
contendo as bactérias presentes no meio, o que comprova o potencial dos microorganismos no efeito de
metabolizagdo da cianotoxina;

Foi verificado um efeito de co-metabolismo da microcistina pelos microrganismos alimentados com a
cianotoxina;

Foi observada a presenca exclusiva de formas bacterianas nos isolados cultivados dos filtros CAB, sendo
representado principalmente por bactérias, sem formagdo de esporos, com dominio de forma de cocos e gram-
positivas;

Novos estudos sdo necessarios, especialmente na caracterizagdo das espécies e consorcios de bactérias
associados aos filtros de carvdo com atividade biologica, de modo a selecionar linhagens especificas capazes
de metabolizarem eficientemente estas cianotoxinas.

A possibilidade de selecionar linhagens especificas de microrganismos (bactérias) capazes de degradarem
microcistinas ¢ seu uso como agentes colonizadores em filtros bioldgicos de carvdo, pode representar um
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aprimoramento tecnoldgico direcionado no tratamento de dgua, aumentando a eficiéncia na remogdo de
compostos recalcitrantes;
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