# 26°

Wwﬂluﬂsumﬁ
26° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental “

Engenharia Sanitaria
e Ambiental

VI1-069 - AVALIACAO DE MICROCISTINA PRODUZIDA POR CEPA DE
CIANOBACTERIA HEPATOTOXICA SOB DIFERENTES CONDICOES DE pH

Georgette Cristina Salvador Lazaro®

Bidloga (Universidade Federal do Espirito Santo - UFES, Lincenciatura em 2007 e Bacharelado em 2008) e
Tecnbloga em Saneamento Ambiental (Instituto Federal do Espirito Santo - IFES, 2008). Mestranda em
Engenharia Ambiental (UFES). Pesquisadora do Laboratério de Saneanento (LabSan) da UFES e Laboratério
de Fitoplancton (LabFito) da UFES.

Sérvio Tulio Alves Cassini:

Bidlogo (Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG, 1975), PhD Microbiologia pela Universidade
Estadual da Carolina do Norte (NCSU), EUA (1988), Pds Doutorado em Microbiologia Ambiental pela
Universidade do Tennessee — EUA (1997), Professor Adjunto da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES). Pesquisador responsavel pelo Laborat6rio de Saneamento (LabSan) da UFES.

Camilo Dias Junior

Bidlogo (Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ, 1979). Mestre em Ecologia e Recursos Naturais
(Universidade Federal de S&o Carlos - UFSCAR, 1990). Doutor em Ecologia e Recursos Naturais
(Universidade Federal de Sdo Carlos - UFSCAR, 1998). Professor adjunto da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES). Pesquisador responsavel pelo Laboratério de Fitoplancton (LabFito) da UFES.

Paulo Wagnner Pereira Antunes

Bioquimico (Universidade Federal de Vigosa - UFV, 2006). Mestre em Bioquimica Agricola (Universidade
Federal de Vigosa - UFV, 2008). Doutorando em Engenharia Ambiental (Universidade Federal do Espirito
Santo - UFES). Pesquisador do Laboratério de Saneanento (LabSan) da UFES.

Bruno Mariano Farias

Graduando em Licenciatura em Quimica (Instituto Federal do Espirito Santo - IFES). Pesquisador voluntario
do Laboratério de Saneamento (LabSan) da Universidade Federal do Espirito Santo - UFES.

Endereco®: Av. Fernando Ferrari, n® 514, Laboratério de Saneamento, Departamento de Engenharia
Ambiental, Universidade Federal do Espirito Santo — Goiabeiras - Vitoria — ES - Brasil — CEP: 29075-910 -
Tel: +55 (27) 4009-2165 - e-mail: georgettesalvador@gmail.com.

RESUMO

Avaliar a influéncia de fatores fisicos, quimicos e bidticos nas ocorréncias de floracGes de cianobactérias e
produgdo de microcistinas sfo essenciais para entender a dindmica dos ecossistemas aquéticos envolvidos
nesses processos. Experimentos com cultivos de cianobactérias em laborat6rio permitem obter dados sobre o
comportamento morfofisioldgico das culturas sob condi¢es em que diversos fatores podem ser controlados.
Dessa forma, é possivel investigar individualmente os fatores que interferem nas floragdes e na produgdo de
microcistinas das culturas. Sendo assim, o presente trabalho avalia as condi¢des das culturas de Mycrocystis
aeruginosa NPLJ-4, descrita como produtora de microcistina-LR, mantidas sobre condi¢es controladas e com
diferentes valores de pH (acido (4,52), neutro (7,52) e béasico (10,50)) . Para avaliacdo do crescimento das
culturas foi realizado contagem em camara de Neubauer e determinacdo de concentracdo de clorofila a, para
quantificacdo de microcistina as amostras as das culturas foram submetidas a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Os estudos realizados demonstraram que o aumento de biomassa nem sempre implicara, em
maior producdo de microcistina, e que a producdo dessa toxina pode estar atrelada a um ndmero reduzido de
células da cultura.

PALAVRAS-CHAVE: Microcystis aeruginosa, Microcistina, Condi¢Bes de pH, CLAE.

INTRODUCAO

A deteriorizacdo da qualidade da &gua e a proliferacdo excessiva de cianobactérias nos corpos d’agua
brasileiros é cada vez mais crescente, devido as pressdes antrépicas e ao processo de eutrofizacdo artificial, que
trazem prejuizos ecoldgicos e socioecondmicos, especialmente aos mananciais superficiais destinados ao
abastecimento publico. Neste contexto, a Portaria n® 518 do Ministério da Saude (MS), publicada em 25 de
marco de 2004 estabelece a obrigatoriedade do monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas com énfase nas
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toxinas hepatotdxicas (microcistinas e cilindrospermopsinas) em aguas de mananciais destinadas ao consumo
humano. Enquanto que a Resolugéo n° 357, de 17 de mar¢o de 2005, do Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA) prevé analise quantitativa de cianobactérias e a determinacéo do biovolume das mesmas.

As cianobactérias ou cianoficeas, também conhecidas como algas azuis, sd0 microorganismos procarioticos,
aerdbios e fotoautréficos, podendo ser unicelulares, filamentosas ou coloniais (YOO et al., 1995). Sabe-se que
esses organismos possuem uma grande diversidade metabdlica, que, aliado as suas caracteristicas fisiologicas,
permite, sob determinadas circunstancias, o crescimento exuberante em determinados ambientes aquéticos,
promovendo o que se denominam flora¢des de cianobactérias (TOWNSEND et al., 1996; ESTEVES, 1998).

Essas sdo resultado da interacdo de fatores fisicos, quimicos e bidticos, caracterizadas por um crescimento
explosivo, autolimitante e de curta duragdo dos microorganismos de uma ou poucas espécies, freqiientemente
produzindo coloragfes visiveis nos corpos de aguas naturais (Torgan, 1989), isso geralmente, tém grande
impacto negativo nos corpos d'agua alterando as caracteristicas de qualidades, tais como odor e sabor, que
podem ser devido a presenca de metabdlitos secundérios especificos produzidas por certos géneros de
cianobactérias, denominados genericamente de cianotoxinas.

As cianobactérias produzem vérias toxinas, incluindo neurotoxinas (anatoxinas e saxitoxinas), hepatotoxinas,
cilindroespermopsinas e endotoxinas lipopolissacarideas (LPS) (CARMICHAEL e FALCONER, 1993). Em
todo o mundo, estima-se que a proliferacdo de cianobactérias produtoras de hepatotoxinas é mais comumente
encontrada que proliferagdes neurotdxicas As hepatoxinas sdo peptideos ciclicos cuja ocorréncia ja foi
notificada em todos os continentes, dentre esse grupo de cianotoxinas a mais encontrada é a microcistina
(SIVONEN e JONES, 1999).

Diversos métodos laboratoriais, tais como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), os imuno-ensaios
(ELISA), a inibicAo da fosfatase e a biologia molecular, sdo empregados para detectar e identificar
cianotoxinas, principalmente microcistinas, seja em amostras de aguas de ecossistemas aquéaticos assim como
em culturas de células de cianobactérias (HARADA et al., 1999). Dentre estes procedimentos, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o método analitico comumente utilizado com frequéncia para a
determinacdo de microcistinas (NICHOLSOM; BURCH, 2001), sendo associado, em geral, ao sistema de
deteccdo por arranjo de diodos (PDA).

Por outro lado, o cultivo e os estudos ecofisioldégicos em laboratério com culturas de cianobactérias tém
permitido a obtencdo de um melhor conhecimento sobre as estratégias e fatores que estimulam a resposta
adaptativa das espécies desta comunidade frente &s inimeras situagdes que normalmente podem ocorrer nos
ecossistemas aquaticos, tornando as extrapolacdes para estes ambientes mais realistas (Zevenboom, 1987 apud
FERREIRA, 2007). Estudos mostram que alguns fatores podem propiciar tanto a producdo de microscitina,
como o crescimento explosivo de cianobactérias. A ocorréncia de florages de M. aeruginosa no estuario da
Lagoa dos Patos é coincidente com ventos fracos ou ausentes, juntamente com temperatura da 4gua acima de
20°C, pH em torno de 8, concentracdes de nutrientes nitrogenados e de fésforo ndo-limitantes e relagéo N:P
sollveis préoxima a 13:1 (Yunes et al., 1996).

Sendo assim, o presente estudo relacionou as diferentes condi¢fes de pH com as mudancas observadas no
crescimento e producdo de microcistina de uma cepa toxica de Microcystis aeruginosa (Kiitzing) mantida em
laboratério sob condigdes controladas (temperatura, luminosidade e fotoperiodo). Tais informagdes contribuira
para uma melhor compreensdo da ecofisiologia da espécie em questdo, cujas floracbes sdo muito comuns nos
ambientes aquaticos brasileiros, além de servir de subsidio para pesquisas futuras.

MATERIAIS E METODOS

O experimento simulando floragdes com diferentes condicbes de pH foi realizado em batelada a partir de
culturas da cepa toxica Microcystis aeruginosa Kiitzing (NPLJ-4), durante 20 dias. Para tanto, o meio de
cultura ASM-1 modificado (1 g de NaHCO; para 1 L de ASM-1) foi preparado e, antes de autoclavar, o pH foi
ajustado para cada tratamento: &cido (4,52), neutro (7,52) e basico (10,50). Tais tratamentos foram realizados
em triplicata, com concentracdes iniciais de 10° célulassmL™ de M. aeruginosa e incubados a 23,4°C+0,25°C
(dia) e 22,0°C + 0,25°C (noite), fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro e intensidade luminosa
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artificial entre 61 a 69 pmolem?es™ proveniente de lampadas fluorescentes de 20 Watts, sendo realizado
mudanca de posicao de cada Erlenmeyer nas prateleiras da incubadora, agitacdo manual (2 vezes ao dia: manhd
e tarde) e retirada de aliquotas a cada 2 dias.

Para a determinacéo das concentra¢des de clorofila-a e montagem da curva de crescimento, amostras de 10 mL
(T=0,2,4),7mL (T =6,8,10)e5mL (T =12, 14, 16, 18 e 20) retiradas de cada frasco foram filtradas em
filtros de fibra de vidro GF-6 (didmetro de 25 mm, Macherey-Nagel), que 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. Esta extracdo foi realizada por maceracéo do filtro através de
mixer com haste e utilizando-se 10 mL de acetona 90%, seguida de refrigeracdo dos extratos a +4°C, ao abrigo
da luz, por um periodo entre 20 a 24 horas, conforme APHA (2005) modificado. Os extratos foram submetidos
a centrifugacdo a velocidade de 3000 rpm durante 20 minutos e a leitura das absorbancias do sobrenadante dos
extratos foi executada em espectrofotbmetro e em duplicata, nos comprimentos de onda de 665 e 750 nm,
sendo posteriormente calculado as concentrac6es de clorofila-a (LORENZEN, 1967; APHA, 2005).

Além disso, amostras de 80 mL de cada réplica de cada tratamento do 10° e 20° dia de crescimento de M.
aeruginosa foram retiradas e armazenadas em freezer -20°C para avaliacdo de microcistina em sistema HPLC-
PDA. Para tanto, as amostras foram fervidas em microondas em 3 ciclos de ebuli¢do, (totalizando 16 minutos),
filtradas a vacuo em membranas de fibra de vidro GF-1 (didmetro de 47 mm, Macherey-Nagel) e acidificadas ao
pH 8,1 £0,05 por adicdo de &cido cloridrico (HCI) 1 molar, sendo o filtrado submetido ao processo de
concentragdo e purificacdo pela técnica de extracdo em fase solida (Solid Phase Extraction — SPE), através de
cartuchos PP Chromabond® C18ec (6ml, 500mg) e sob acdo da gravidade, segundo método modificado de
Albuquerque Junior, Melo e Franco (2007).

As etapas de lavagem dos cartuchos, eluicdo do analito com solugdo metanol:agua:acido trifluoroacético - TFA
(89,9:10:0,1 %v/v), evaporacdo em banho-maria a 45°C, ressuspensdo do residuo em 1 mL de metanol,
filtragdo em Millex LCR com membranas PTFE (13 mm, 0,22 pm, Millipore) e avaliacdes cromatograficas por
fase reversa foram realizadas de acordo com Martins (2010), sendo utilizada coluna C18 Symmetry 300 (250 x
4,6 mm, 5um) com separacao realizada pelo gradiente de agua e acetonitrila, ambos acidificados com 0,1% de
TFA. Enquanto que a detecgdo de microcistinas foi realizada por analise em fotodiodo (PDA) com o espectro
de absorcdo na faixa de 190 a 300 nm, sendo o0s picos referentes as variantes de microcistinas foram
identificados por maxima absorcdo no comprimento de onda de 238 nm. Para efeito comparativo, foi utilizado
um padréo de 1 pgeL™ das variantes de microcistinas: RR (MCY-RR), LR (MCY-LR), YR (MCY-YR) e LA
(MCY-LA), que foram previamente misturadas em um vial. Os picos encontrados nas amostras do cultivo
foram comparados ao do cromatograma obtido para a mistura das variantes de microcistina. Millex LCR com
membrana PTFE modificada para filtragdo de solventes organicos e aquosos (0,45 um; 13 mm), ndo estéril

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias das concentracdes de clorofila-a de Microcystis aeruginosa (cepa toxica NPLJ-4) obtidas das
amostras dos tratamentos &cido, neutro e basico revelaram uma fase logaritimica do 6° ao 17° dia de
crescimento, com tendéncia de inicio de fase estacionaria no 18° dia, principalmente nos cultivos de pH neutro e
bésico. As concentragdes de clorofila-a variaram de 57,92 a 3.247,01 ugeL™ nas amostras referentes ao
tratamento de pH 4,52; de 35,6 a 2.479,2 pgeL™ nas amostras do tratamento neutro (pH 7,52) e de 60,75 a
2.475,71 pgeL™ no cultivo condicionado ao pH basico (pH 10,50) (Figura 1).

Além disso, foram realizadas avaliagGes da presenca de variantes de microcistina nas amostras de cada réplica
dos tratamentos acido, neutro e basico do 10° e 20° dia de crescimento de Microcystis aeruginosa Kiitzing
(cepa toxica NPLJ-4). Para efeito comparativo, aplicou-se uma mistura de 4 padrdes das variantes de
microcistina (MCY-RR, MCY-LR, MCY-LA e MCY-YR) a 1 pgeL™, todavia a quantificacio esteve atrelada
apenas a microcistina-LR.

Desta forma, foram obtidos cromatogramas divididos em trés regides de interesse em ambas as amostras dos
dias analisados. No cromatograma do 10° dia de crescimento de M. aeruginosa foram eluidos picos
cromatograficos referentes as variantes de microcistina-RR, LR e YR entre 8,5 e 13 minutos (Figura 2), assim
como foram observados pico de microcistina-RR para os trés tratamentos (acido, neutro e bésico) e de
microcistina-LR para os tratamentos: neutro (pH 7,52) e basico (pH 10,50).
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Média das concentracdes de clorofila-a de M. aeruginosa dos tratamentos
do experimento de diferentes valores de pH
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Figura 1 — Médias das concentracdes de clorofila-a (1,0 pgeL™) de Microcystis aeruginosa (NPLJ-4)
submetidas a tratamentos com mudanca de pH no meio de cultura ASM-1 (&cido, neutro e basico).

No cromatograma do 10° dia de crescimento de M. aeruginosa foram eluidos picos cromatograficos referentes
as variantes de microcistina-RR, LR e YR entre 8,5 e 13 minutos (Figura 2), assim como foram observados
pico de microcistina-RR para os trés tratamentos (acido, neutro e bésico) e de microcistina-LR para 0s
tratamentos: neutro (pH 7,52) e basico (pH 10,50). Além disso, amostras de M. aeruginosa cultivadas em pH
basico (tratamento 10,50) apresentaram pico de maior area para a variante MCY-RR, enquanto que nas
amostras pertinentes aos tratamentos &cido e neutro foram obtidos picos cromatogréficos proximos a
concentracdo padrdo aplicada de MCY-RR (1,0 pgeL™). Na regido entre 14 e 15,12 minutos foram eluidos
picos de altos valores de absorvancia, os quais ndo puderam ser identificados por meio das variantes dos
padrdes testadas. Ja na regido de 16 a 18 minutos foram encontrados picos referentes a variante MCY-LA nas
amostras dos trés tratamentos, destacando-se os tratamentos neutro e basico, que apresentaram picos de maior
area quando comparados ao tratamento com meio ASM-1 &cido (pH 4,52) (Figura 3).

uv

10000 —

Marrom —— pH =752
] Azul —— pH=10,50
75007 Preta ——  Padrdo de 1 pg-L™ de MCY-RR-LR-YR-LA

5000 —

2500 —

Figura 2 — Regido entre 8,5 e 13 minutos do perfil cromatografico do 10° dia de crescimento de
Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) submetida a diferentes tratamentos com mudanga de pH no meio
ASM-1 (&cido, neutro e bésico).

Comparando as amostras dos trés tratamentos (acido, neutro e basico) do 20° dia de crescimento de M.
aeruginosa com o padrdo de 1,0 pgeL™ das variantes de microcistinas foram eluidos entre 8,5 e 13,5 minutos as
microcistinas-RR, LR e YR, sendo que nenhum destes tratamentos apresentou a variante MCY-RR. Por outro
lado, picos de MCY-YR foram observados nas amostras de todos os tratamentos, com destaque para 0s
tratamentos neutro e basico, que apresentaram maiores areas do pico quando comparado ao tratamento de pH
acido. Nos tratamentos acido e neutro, ainda nesta regido, foram encontrados a variante MCY-LR com area do
pico semelhante ao padrdo de 1,0 ugeL™ (Figura 3). Na regido de 14,2 a 15,2 minutos foram eluidos picos de
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altos valores de absorvancia, os quais ndo puderam ser identificados. Na regido entre 16 a 18 minutos, os trés
tratamentos apresentaram eluicdo do pico referente a MCY-LA, com destaque para os tratamentos de pH 4,52
e pH 7,52, cujos valores de absorvancia foram maiores que o tratamento de pH basico.

26° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental

Comparando os resultados dos cromatogramas do 10° com o 20° dia de crescimento com o padréo de 1,0 pgeL”
! das variantes de microcistinas, verificou-se o aparecimento dos picos de MCY-RR, MCY-LR e, em menor
intensidade em termos de absorvancia, do pico de MCY-LA. Ja no 20° dia ndo se obteve eluicdo do pico de
MCY-RR, porém se observa um aumento significativo do pico MCY-LA e presenca das variantes MCY-LR e
MCY-YR.

E MCY-RR Marrom | —— | pH=7,52
3000—E Azul P pH =10,50
2000 Preta —  Padrao de 1 pgeL™ de MCY-RR-LR-YR-LA

MCY-YR

T
13.5 min

Figura 4 — Eluicéo de picos referentes a microcistina-RR, LR e YR na regido entre 8,5 e 13 minutos do
cromatograma do 20° dia de crescimento de Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) submetida a diferentes
tratamentos de pH (&cido, neutro e bésico).

Os valores de microcistina-LR nas amostras referentes aos tratamentos testados, obtidos atraves da
metodologia de Martins (2010), excederam a concentracio limite de 1,0 pg de MCY-LReL™, preconizado pela
legislagdo brasileira e Organizacdo Mundial da Satde em aguas destinadas ao consumo humano. Além disso, foi
verificado um aumento dos valores desta toxina do 10° para o 20° dia, destacando-se o tratamento acido. Em
relagdo a producdo de microcistina-LR por biomassa de M. aeruginosa, ou seja, concentracdo de clorofila-a,
verificou-se um aumento desta toxina do 10° para o 20° dia de crescimento nas amostras do tratamento acido,
enquanto que nos demais tratamentos os valores decresceram do 10° para o 20° dia (Tabela 2). Em
contrapartida, maiores valores de biomassa de M. aeruginosa e de microcistina-LR foram observadas no 20° de
crescimento quando comparados ao 10° dia. Assim, pode-se atestar que o aumento de biomassa nem sempre
implicara, necessariamente, em maior produgdo de microcistina por clorofila-a, fato que pode ser observado
nos tratamentos neutro e béasico. Isto demonstra que a eficiéncia em termos de producdo de cianotoxina pode
estar atrelada ao fato que uma Gnica célula pode ser responsavel por producéo de grande quantidade de toxina.

Tabela 2 - Valores de microcistina-LR obtidos nas amostras do cultivo de M. aeruginosa submetida a
diferentes tratamentos de pH e quantidade de microcistina-LR produzida em termos de concentracéo de

clorofila-a.
CONCENTRACAO DE CONCENTRACAO DE | uG DE MCY-LR POR puG
. -1 - . -1 -

TRATAMENTO CLOROFILA-A (UGeL™) MCY-LR (uGeL™) DE CLOROFILA-A
T=10°dia |T=20°dia |T=10°dia |T=20°dia |T=10°dia | T =20°dia

pH = 4,52 930,68 3.201,09 8,5 45,0 0,0091 0,0141

pH =7,52 1.517,28 2.299,73 32,0 42,0 0,0211 0,0183

pH = 10,50 1.147,84 2.358,35 27,0 43,0 0,0235 0,0182
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CONCLUSOES

Assi

m, pode-se constatar que o aumento de biomassa nem sempre implicara, necessariamente, em maior

produgdo de microcistina por clorofila-a, fato que pode ser observado nos tratamentos neutro e basico. Isto

dem
célu

onstra que a eficiéncia em termos de producdo de cianotoxina pode estar atrelada ao fato que uma Unica
la pode ser responsavel por produgdo de grande quantidade de toxina. Cianobactérias crescem

preferencialmente em &guas neutro-alcalinas, porém sua grande capacidade adaptativa pode permiti-lhe
sobrevier e produzir cianotoxinas sob condi¢fes de acidez, fato comprovado neste estudo. HA muito a ser
relatado no que tange a producéo de microcistina pela espécie cosmopolita M. aeruginosa.
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