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RESUMO

A eutrofizagdo, processo em que um corpo de agua se torna excessivamente rico em
nutrientes, pode acarretar a floragdo de cianobactérias. Microcystis aeruginosa é a mais
comum entre espécimes toxigénicas estudadas e, produz microcistina (MC), um
heptapeptideo ciclico potencialmente perigoso devido a hepatotoxidez. Considerando a baixa
eficiéncia de tratamento convencional na remogao de MC em agua, o exigente controle requer
continuo desenvolvimento tecnolégico. O trabalho aborda duas técnicas de degradacao de
MC em agua: (i) biodegradacdo utilizando Saccharomyces cerevisiae recombinante
imobilizada e, (ii) fotodegragcéo com fotocatalisador TiO> combinado com irradiagcdo UV-A. As
tecnologias sdo comparadas perante beneficios e desvantagens. Reator em escala de
bancada foi construido para tratamento de agua contaminada com microcistina-LR (220 ug.L
") e, testado com fotocatalisador (1 mg.mL™") irradiado com lampada de luz negra e levedura
recombinante imobilizada em suportes (1x1 cm) de espuma de poliuretano — PUF, para estes
ensaios serao utilizados 5 suportes de PUF com as leveduras recombinantes. Aliquotas foram
coletadas em intervalos regulares de 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90 min para analise de degradacao
fotocatalitica e 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas para biodegradag¢ao. Foi também realizado um
segundo experimento de biodegradagdo, com as mesmas condigdes citadas, contudo
utilizando 30 PUFs e coletas realizadas ao longo de 24 h de tratamento. O controle analitico
de MC remanescente foi conduzido por etapas de pré-concentracado e analise HPLC/PAD,
também foi realizada validacdo intralaboratorial do método. Os resultados obtidos
demonstram que o método analitico utilizado é preciso, exato, seletivo e linear dentro da faixa
de trabalho de 1 a 500 ug.L". Obteve-se eficiéncia de 95% de fotodegradagdo de MCs em
apenas 90 minutos de tratamento, ndo sendo observado adsor¢cao e nem fotdlise da toxina.
Para os experimentos de biodegradagdo obteve-se em torno de 30% de degradacdo da
concentragdo inicial de microcistina em 24 horas, contudo este valor representa 84 ug.L™”",
concentracao elevada se comparado a contaminagbes de aguas superficiais relatadas na
literatura. Os resultados indicam que a baixa eficiéncia da biodegradacdo se deve
provavelmente a inibigcdo da atividade da enzima mirA pela microcistina linearizada, produto
da reacao enzimatica. Sao sugeridos novos experimentos para confirmacgao.

Palavras-chave: Cianotoxina, S. cerevisiae recombinante, Degradagcdo Biolégica vs
Fotoquimica.



ABSTRACT

Eutrophication, a process in which a water bodies becomes excessively rich in nutrients, can
lead to the blooming of cyanobacteria. Microcystis aeruginosa is the most common specie
among studied toxigenic ones, and it is producer of microcystin (MC), a potentially dangerous
cyclic heptapeptide due to its hepatotoxicity. Considering the low efficiency of conventional
treatment in removing MC from water, demanding control requires continuous technological
development. The work approaches two techniques for MC degradation in water: (i)
biodegradation using immobilized recombinant Saccharomyces cerevisiae, and (i)
photodegradation with TiO, photocatalyst combined with UV-A irradiation. The technologies
are compared about benefits and disadvantages. A bench-scale reactor was constructed for
the treatment of water contaminated with microcystin-LR (220 pg.L™") and tested with
photocatalyst (1 mg.mL™") irradiated with a black light lamp and recombinant yeast immobilized
on 5 polyurethane foam (PUF) supports (1x1 cm). Samples were collected at regular intervals
of 0, 15, 30, 45, 60, 75 and 90 min for photodegradation analysis and 0, 24, 48, 72, 96 and
120 hours for biodegradation. A second biodegradation experiment was also performed under
the same conditions, using 30 PUFs and samples collected over 24 hours of treatment. The
analytical control of remaining MC was conducted by pre-concentration steps and HPLC/PAD
analysis, and intralaboratory method validation was performed. The results obtained
demonstrate that the analytical method used was precise, accurate, selective, and linear within
the working range of 1 to 500 ug.L™". It was observed 95% efficiency of photodegradation of
MC in only 90 minutes of treatment, without observing adsorption or photolysis of the toxin.
For the biodegradation experiments, around 30% of the initial microcystin concentration was
degraded in 24 hours, an amount that represents 84 ug.L", a higher concentration when
compared to surface water contaminations reported in the literature. The results indicate that
the low efficiency of the biodegradation is due to inhibition of the enzyme (mlIrA) activity by
linearized microcystin, a product of the enzymatic reaction. New experiments are suggested
to confirm it.

Keywords: Cyanotoxin, recombinant S. cerevisiae, Biological vs Photochemical Degradation.
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1. INTRODUGAO

O aumento de nutrientes, em especial nitrogénio e fésforo em mananciais de
agua destinados ao consumo humano ou animais, seja através de despejo irregular
de esgoto doméstico, industrial ou fertilizante agricola acarreta grave problema
ambiental denominado de eutrofizagcdo. Em conjunto com outros fatores fisicos e
bidticos favorecem a floracdo de cianobactérias, sendo que determinados géneros
produzem cianotoxinas de carater téxico para humanos e animais, além de potencial
carcinogénico (Kuriama et al., 2012).

Dentre as cianobactérias toxigénicas, Microcystis aeruginosa € a mais
comumente estudada, sendo uma das principais produtoras de microcistina (MC), um
heptapeptideo ciclico potencialmente perigoso devido ao efeito hepatotéxico (Liu et
al., 2018).

A continua preocupacgao perante ocorréncia de MC em mananciais de agua
decorre ndo somente devido ao uso em produtos farmacéuticos — principalmente em
hemodialise, mas também poderia acarretar implicagdo indesejavel para as diversas
finalidades, seja em consumo doméstico, piscicultura, agricultura, abastecimento
industrial, em especial a industria alimenticia e, também em lazer (Matthiensen et al.,
1999).

A Organizacdo Mundial da Saude - OMS define o limite maximo de
microcistina-LR, a mais comum entre as MCs, na agua potavel em 1 ug.L™". Em
consideragao ao baixo nivel permitido, aliado a elevada estabilidade resultante de
estrutura quimica ciclica, o tratamento de agua tradicional vem demonstrando pouca
eficiéncia na remogao de MCs, estudos vém sendo realizados para remogao como
degradacao de MCs. Outrossim, o aquecimento global causando escassez de agua,
expondo-a cada vez mais a eutrofizagcao e, consequente contaminacdo com niveis
alarmantes de substancias toxico — carcinogénicos, requerem desenvolvimento de
novas tecnologias incorporando inovagdes passiveis de aplicagdes em planta de
tratamento de aguas (Schneider et al., 2019).

Uma alternativa desenvolvida, utiliza processos oxidativos avancados (POAs)
para degradacdo de MC. O procedimento usa a fotocatalise mediada por
fotocatalisadores como o diéxido de titanio (TiO2). As particulas de 6xido metalico
irradiados com radiagao na regiao UV/Vis geram radicais hidroxilas capazes de
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hidroxilar ligagdes peptidicas, rompendo a estrutura ciclica da molécula de MC
(Jacobs et al., 2013; Schneider et al., 2019).

Outra alternativa promissora vem empregando técnicas de biocontrole com
microrganismos degradadores de MCs. TSUJI et al., (2006) conseguiram 100% de
degradagdo de MC-LR utilizando biofilme de Sphingosinicella microcystinivorans B9
aderidos a um suporte, apds 16 horas de exposicdo. Contudo, ha ressalvas para a
aplicacao direta de espécies do género no tratamento de agua, visto que esta agao
pode representar riscos a saude, devido a sua ocorréncia como patdgenos
oportunistas comuns em hospitais, além de presenca frequente de genes de
resisténcia a antibioticos em aguas superficiais (Coleman et al., 2013; Zhang & Fang
2009).

Visando o aproveitamento desse potencial de biodegragao, uma técnica vem
sendo estudada para uso desta tecnologia de biologia molecular no tratamento de
aguas superficiais, trata-se da construgéo de linhagens de leveduras recombinantes
capazes de expressar 0s genes responsaveis pela degradacéo da toxina, sendo que
estas leveduras podem ser imobilizadas e aplicadas diretamente no tratamento de
agua, na forma de um biofilme ou suportes porosos (Kuriama et al., 2012; Kilonzo et
al., 2011).

O presente trabalho abordara as duas técnicas de degradacao de microcistina
em solugbes aquosas, biodegradacao utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae recombinante imobilizada e fotodegracao utilizando o fotocatalisador TiO2
irradiado por radiagao UV/Vis, com a finalidade de comparar as duas tecnologias a fim
de descrever quais os beneficios e desvantagens do uso de cada, espera-se potencial

de degradagao em ambos os experimentos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar dois métodos de degradacédo de microcistina em solugdo aquosa,
fotodegradacédo mediado pelo fotocatalisador TiO2 e biodegradagao pela aplicagdo da
levedura recombinante S. cerevisiae VIO8R imobilizada em espuma de poliuretano
(PUF), com a finalidade de comparar as tecnologias a fim de descrever quais os

beneficios e desvantagens do uso de cada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar validagao intralaboratorial do método de pré-concentracao e
analise de microcistina por HPLC/PDA,;

e Identificar possivel adsor¢cao de microcistina no fotocatalisador e se
essa pode se desprender ao longo do processo de fotodegradacgao;

¢ |dentificar possivel degradacgao por fotélise devido a radiagdo UV-A nos
experimentos de fotodegradacéo;

e Avaliar comparativamente vantagens e desvantagens da técnica de
imobilizacdo da levedura recombinante estudada,;

e Avaliar o potencial de degradagdo de microcistina pela levedura
recombinante se comparado com a utilizagao de levedura selvagem, e
experimento  controle, identificando possivel adsor¢do no
biocatalisador;

e Avaliar a eficiéncia de ambos os processos, relacionando a
porcentagem de microcistina degradada em relagdo ao tempo de

tratamento.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUCAO ALIMENTICIA NO ESTADO DO PARANA

O estado do Parana é um importante centro agroindustrial brasileiro devido ao
solo fértil e condi¢ao climatica propicia. Conforme Agéncia de Noticias do Parana, o
estado é o segundo maior produtor de graos do pais, com contribuicdo de 14,9% na
producgao nacional, ficando atras apenas do estado de Mato Grosso que contribui com
29,3% (IBGE, 2023). Outro destaque do Estado refere-se a piscicultura com aumento
da produgao de pescados alcangando 18,7%, em relacéo a 4,9% no Brasil (PARANA,
2020).

Tendo em vista o potencial do Estado na produgédo agroalimentar, € de
relevante importancia o controle da qualidade da agua destinada ao setor produtivo,
devido a ocorréncia de micotoxinas nos alimentos ou, ainda, eutrofizacdo que
ocasiona a proliferagdo de cianobactérias toxigénicas. Contudo, apenas o continuo
monitoramento de toxinas naturais em agua nao é suficiente para se garantir
condi¢cdes desejaveis para os mais diversos ramos produtivos de alimentos, é
necessario o desenvolvimento de tecnologias eficientes, econémicas e viaveis para a
eliminacao de tais toxinas da agua, a fim de garantir a qualidade dos alimentos

produzidos.

3.2 CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS

Cianobactérias sao classificadas como organismos procariontes, por nao
possuirem nucleo verdadeiro e ndo possuir conteudo celular diferenciado dentro
de membranas, semelhantes as bactérias, contudo sdo fotossintetizantes e
produtores primarios assim como as algas eucariontes, cuja coloragdo verde
azulada decorre da presenca de diferentes pigmentos fotossintéticos, seja clorofila
(coloracao esverdeada) ou a ficocianina (coloragao azul) (Sant'anna et al., 2006).

Ambientes que recebem grandes quantidades de nutrientes, em especial
féosforo e nitrogénio, que favorecem o crescimento acelerado de algas e
cianobactérias, esse processo € denominado de bloom (floragao). Em mananciais
destinados ao abastecimento publico, abastecimento para industrias de alimentos

ou até mesmo recreacao, este fendbmeno pode causar grandes problemas de
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saude publica devido as toxinas produzidas por esses microrganismos (Sant'anna
et al., 2000).

As toxinas biossintetizadas por cianobactérias sao endotoxinas, sao
liberadas para o meio externo por rompimento da parede celular, o que pode
ocorrer por senescéncia da célula ou sob acao de elementos externos como
algicidas. Dentre essas toxinas encontra-se as microcistinas (MCs),
heptapeptideos ciclicos (Figura 1) produzidos por diversas espécies do género
Microcystis, com destaque a M. aeruginosa. Dependendo da dose ingerida pode
ocorrer intoxicagdes agudas e crénicas ou até mesmo provocar a morte de animais
em horas ou dias (Sant'anna et al., 2006). Huisman et al. (2005) dedica o primeiro
capitulo de seu livro Harmful Cyanobacteria a relatar diversos casos de danos a
saude de humanos e animais por ingestdo de cianotoxinas, sendo a maioria

causada pela ingestdo de MCs.

Figura 1- Estruturas do heptapeptideo microcistina-LR isolada de
cianobactérias.
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Fonte: adaptado de Harada et al., (2004).

3.3 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS (POAs)

Os processos oxidativos avancados (POAs) baseiam-se na oxidacdo de
compostos organicos através de radicais hidroxilas (‘OH). Estes radicais apresentam
um alto potencial redox se comparado com outros oxidantes (Tabela 1) (Freire et al.,
2000; Martins, 2011).
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Tabela 1 - Potencial redox de alguns oxidantes

Espécie Reacgao Volts (V)
Fluor F2* + 2H*'+ 2e < 2HF 3,05
Radical Hidroxila *OH(g) + H'+ e «H20 2,81
Oxigénio Atdbmico 0O(g) + 2H™+ 2e « H20 2,42
Ozbnio O3 + 2H* + 2e « O2+ H20 2,07
Peroxido de Hidrogénio H20:2 + 2H" + 2e « 2H20 1,77
Permanganato MnOg4 + 4H* + 3e « MnO2 + 2H20 1,68
Cloro Clz2(g) + 2e <« 2CI 1,36
Dioxido de Cloro CIO2 + H+ + e & HCIO2 1,28
lodo o +2e « 2I 0,53

Fonte: Martins, L. M. (2011).

As vantagens dos POAs se ddo em raz&o da sua sustentabilidade em longo
prazo e a eficiéncia dos radicais hidroxilas em reagir com uma grande variedade de
compostos organicos e inorganicos, promovendo sua total mineralizagdo em
substancias mais simples e inofensivas como CO2 e H20. Segundo Britto e Rangel
(2008), os POAs sao viaveis para o tratamento de efluentes cuja concentragado do
poluente ndo é muito elevada (< 5,0 g.L™") aos quais outros processos de abatimento
sdo inviaveis tecnicamente ou economicamente (Britto & Rangel, 2008; Nogueira &
Jardim, 1998). Alguns métodos para a produgao do radical hidroxila vém sendo
pesquisados, geralmente utilizando ozbdnio, reagente Fenton e fotocatalise (Freire et
al., 2000; Martins, 2011).

3.3.1 Fotocatalise com TiO»

Segundo Nogueira e Jardim (1998) a fotocatalise heterogénea comecou a ser
desenvolvida a partir de estudos na transformacgao de energia solar em quimica, com
objetivo de produzir combustivel de materiais mais econdmicos. Desde entdo este
processo se voltou para area ambiental, na qual seus beneficios foram utilizados,
principalmente, no tratamento de efluentes (Nogueira & Jardim, 1998).

Neste processo o catalisador pode ser fixado em um suporte e colocado em
contato com o efluente a ser tratado. O TiO2 é um dos catalisadores mais utilizados
nos processos de fotodegradacédo, atua como um semicondutor, ou seja, quando
ativado por radiacdo UV/Vis sao criadas em sua superficie bandas de valéncia (BV) e
bandas de conducao (BC), entre esses niveis energéticos existe uma regido chamada
de bandgap (Figura 2) (Nogueira & Jardim, 1998; Tarelho, 2011). Ao absorver fétons

com energia maior que a da energia de bandgap, elétrons da BV sao promovidos para



23

a BC gerando assim uma lacuna (h*) (Equacdo 1), este elétron promovido pode
interagir com a lacuna h* recombinando-se no interior da estrutura do 6xido ou na sua
superficie, desativando assim o fotocatalisador através da liberacdo de energia
térmica (Equacgéao 2) (Ziolli & Jardim, 1998). Porém ao entrar em contato com
moléculas de agua adsorvida na superficie do semicondutor, o potencial positivo (na
faixa de +2,0 a +3,5 V) das lacunas formadas na banda de valéncia tem capacidade

de produzir radicais hidroxilas (Equacao 3).
TiO, + hv — TiO, (egc+hay) (1)

Figura 2- Representagao da particula de um
semicondutor.
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Fonte: llha, Jackson. (2012).

egct hEV —Etérmica (2)

hEV + H20ads — 'OH + H* (3)

Estas hidroxilas produzidas s&o capazes de oxidar uma grande quantidade de
poluentes organicos. A banda de condugao, que recebe elétrons, por outro lado, pode
reduzir determinadas moléculas na presenca de agua (Nogueira & Jardim, 1998).

A oxidagao ocorre devido ao potencial do radical hidroxila de abstrair
hidrogénio de compostos organicos (Equacao 4).

‘OH+RH —- R" + H0 (4)
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A eficiéncia da fotocatalise depende da competi¢cado entre o processo em que
o elétron é retirado da superficie do semicondutor e o processo de recombinacéo do
par elétron/lacuna. Assim, para garantir uma melhor eficiéncia no processo, é
necessario um planejamento de como sera realizado a fotodegradacdo, para
estabelecer uma maior superficie de contato do fotocatalisador com as moléculas de
agua e com os contaminantes a serem degradados (Tarelho, 2011).

Um exemplo do estudo da fotocatalise para degradacéo de MCs foi o realizado
por Jacobs et al., (2013), no qual foram utilizados dois fotocatalisadores, TiO2e ZnO
para fotodegradagdo de uma solugdo aquosa de microcistina-LR (50 pg.L"), sendo
que o sistema foi irradiado usando lampadas de vapor de mercurio a 125 W (sem o
bulbo de vidro original) que foram inseridas na solugdo por meio de lampadas de
quartzo (UV-C) ou Pyrex (UV-A). De acordo com os autores ambos 0s semi-
condutores exibiram uma alta capacidade de degradagdo em tempos de reacéo de 10
min (degradacdo maior que 95%), foram observados também fenédmenos como
adsorcao de microcistina nos fotocatalisadores e fotdlise da toxina quando utilizando

ldampada com bulbo de quartzo (UV-C).

3.3.2 Estrutura/morfologia das particulas de TiO2

A particula de TiO2 apresenta variadas espécies alotrépicas, estas espécies
diferem entre si devido a suas estruturas cristalinas (Figura 3), sendo todas
construidas em conexdes entre TiOg octaedros. As estruturas mais comuns sao: rutilo
(tetragonal P4,>/mnm), é formada em altas temperaturas e geralmente mais estavel
que as outras formas; anatase (tetragonal P41/amd), se forma em baixas temperaturas
e em nanoparticulas; brokita, uma forma metaestavel que se forma em condi¢des

especificas de temperatura e presséo.
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Figura 3 — Representacado de trés estruturas polimorficas do TiO2: (a)
rutilo; (b) anatase; (c) brookite.
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Fonte: adaptado de Hiroi, Zenji. (2022).

De acordo com Haque et al.,, (2017), a forma anatase apresenta maior
eficiéncia fotocatalitica que a forma rutilo, em seus estudos o TiO2 calcinado em
temperaturas inferiores (300 °C) apresenta melhor potencial que as amostras
calcinadas em temperaturas mais elevadas (500 e 800 °C), justificam com o fato de
que em temperaturas de calcinacdo menores, forma-se predominantemente a forma
anatase, que possui grande area de superficie, tamanho de particula menor e alta

cristalinidade quando se comparado com as outras formas.

3.4 LEVEDURA RECOMBINANTE

O tratamento convencional da agua remove células intactas de
cianobactérias. No entanto, etapas que envolvem métodos quimicos durante o
processo, podem ocasionar lise celular liberando as cianotoxinas na agua. Embora
sejam aplicados métodos fisico-quimicos para degradar a toxina dissolvida (pré-
cloracéao, carvao ativado, ozbnio, radiacao UV, entre outros), o alto custo e/ou poluicéo
secundaria pode inviabilizar o uso de tais métodos (Ahn et al., 2003). Dessa forma, o
uso de microrganismos como biocontroladores/biodegradadores € uma alternativa de
grande interesse, pois geralmente sao mais econémicos € menos agressivos ao meio
ambiente.

Algumas espécies bacterianas conseguem degradar MCs, um exemplo é
Sphingosinicella microcystinivorans linhagem B9, que recentemente foi demonstrado
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também ser capaz de degradar micotoxinas com residuo de aminoacido na estrutura
molecular (ex. ocratoxina e fumonisina) (Jin et al., 2018). Estudos tém proposto o uso
destes microrganismos como estratégia de controle e/ou descontaminagao de aguas
superficiais destinadas ao consumo humano (Bourne et al., 2006; Tsuiji et al., 2006).
Contudo, para evitar os riscos a saude do uso direto de bactérias em tratamentos de
agua ou outras utilizagdes em alimentos, varios estudos propdéem uso dos produtos
de expressao génica heterdloga dos genes especificos em microrganismos seguros.

Cepas de Sphingomonas (ACM-3962) apesentaram clusters de genes A, B,
C e D capazes de codificar enzimas responsaveis por quebra de ligagdes peptidicas
presentes na molécula de MC-LR. De acordo com Saito et al., (2003) o gene mirA em
Sphingomonas sp. MJ-PV e bactérias MD-1 e Y2 é exclusivo para degradacgédo de
microcistina. A metalopeptidase codificada é a enzima responsavel pela clivagem da
ligacéo peptidica Adda-Arg, linearizando a estrutura, tornando susceptivel a hidrdlise
enzimatica e consecutiva degradacao em tretrapeptideo (Figura 4). Posteriormente a
estrutura linear pode ser degradada pelas peptidases codificadas pelos genes mirB e
mirC. A enzima mirB degrada a molécula em um tetrapeptideo e a enzima mirC o
hidrolisa em peptideos e aminoacidos conforme demonstrado na Figura 4. (Hashimoto
et al., 2009).

S. cerevisiae, classificada entre um organismo GRAS (generally regarded as
safe), com historico de uso seguro na alimentagao, € bem aceito para produgao de
proteinas farmacéuticas por ndo apresentar risco de constituinte pirogénico na parede
celular, reduzindo a necessidade de inumeros testes de seguranga biolégica (Martinez
et al., 2012). Um exemplo da utilizacdo desta técnica foi a pesquisa de Liu et al.,
(2016), que desenvolveram uma vacina com S. cerevisiae recombinante com
miostatina (MSTN) inativada por calor, um gene que influencia o desenvolvimento do
crescimento muscular e, particularmente, regula negativamente o crescimento do
musculo esquelético em varias espécies animais inclusive em humanos, a vacina foi
administrada via oral em coelhos os quais apresentaram crescimento mais rapido e
seus musculos eram mais pesados do que o grupo de controle, segundo os autores,
a levedura € considerada um hospedeiro simples e de baixo custo para a expressao

de proteinas.
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Figura 4 - Esquema de degradagao de renovagao para MCLR usando WB9. As
setas solidas indicam a rota de degradacéo e as setas pontilhadas indicam a
degradacgado em peptideo ou aminoacido nédo detectado.
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Fonte: Hashimoto et al., (2009)

Tendo em vista as vantagens da utilizagdo de S. cerevisiae, a levedura
mostra-se um promissor microrganismo hospedeiro na expressao heterdloga dos

genes mir e ferramenta no biocontrole/biodegradacgao de cianoficeas e suas toxinas.

3.4.1 Construcao do plasmideo de expressao (pPRH809+ mirA) e transformacédo em
cepas recombinantes de S. cerevisiae (YRH1624 + mirA).

O gene mirA pode ser expresso em hospedeiros como, por exemplo, células
de S. cerevisiae com a finalidade de facilitar o cultivo e suas possiveis aplicacdes, pois
a Sphingosinicella microcystinivorans (cepa B9) necessita de tempo relativamente
maior (72 horas em meio liquido composto de peptona de caseina 0,2%, extrato de

levedura 0,1% e glicose 0,05%, a 25°C) se comparado com a levedura (24 horas a
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25°C em meio YPD). O genoma da cepa B9 de S. microcystinivorans foi depositado
no GenBank (numero de acesso AP018711; Jin et al., 2018). Para construir o
plasmideo de expresséo € necessario utilizar um fragmento de DNA contendo o gene
mirA desenvolvido por codons e regides de homologia com o vetor de interagéo
cromossOmica pRH809, o fragmento em questdo deve entdo ser digerido com a
enzimas de restricdo (Spel e Sall), sendo os fragmentos posteriormente montados.

O plasmideo de expressao sintetizado pode ser transformado em células de
E. coli NEB10B, a clonagem bacteriana € recomendada devido as condi¢cdes
fisiologicas destas células, sendo necessarias para receber e permitir altos niveis de
replicacdo do plasmideo. Apds incubagao das culturas bacterianas hospedeiras, o
plasmideo pRH809+ mirA deve ser extraido e utilizado para criagdo de células de
leveduras S. cerevisiae recombinante. (Dexter et al., 2018). Para isso Gietz e Woods
(2002) descrevem o método que consiste em tratar o cultivo celular com solugao
LiAc/SS-DNA/PEG [acetato de litio (1,0M) / DNA carregador (esperma de salmao 2,0
mg.mL") / polietilenoglicol (50%, m/v)] e com o plasmideo de expressdo. Para
selecionar apenas as células modificadas, estas devem ser cultivadas em placas de
agar YPD + geneticina (G418, 200 ug.ml ') e incubados por 48 h a 30°C. Apenas as
células transformadas irdo crescer, pois o vetor de expressdo (pRH809) possui
marcadores AmpR e KanMX, que conferem resisténcia a ampicilina e geneticina
(G418) ao hospedeiro.

ApoOs etapa de clonagem o plasmideo de expressao (pRH809 + mirA), sera
digerido com utilizagdo de enzimas de restricdo (Sacl e Xhol), em seguida os
fragmentos devem ser analisados e purificados por eletroforese em gel de agarose
0,8%. O fragmento pRH809 + mlirA sera inserido no fragmento pRH809 com regides
de homologia URA3 com utilizagao da enzima T4 DNA ligase, para a construgao do
novo plasmideo que sera transformado em células de leveduras recombinantes
(YRH1624 + mirA). As leveduras podem ser cultivadas em placas com meio YNB com
adicéo de Uracil (175 pg.mL ") e acido 5-Fluoroorético (5-FOA,1 mg.mL"). De acordo
com Yang et al., (2022) fragmentos de DNA podem ser inseridos entre um promotor
ADH1 (Pabn1) € uma sequéncia de codificagdo URA3, sendo suportados até 130 pb
de comprimento. A expressao regulada por Paph1 de URA3 permite a conversao de
5-FOA em 5-fluorouracil, que é toxico e causa a morte das células, contudo se o
fragmento inserido for maior que 130 pb a expressao de URAS ¢ inibida, permitindo o
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crescimento de células na presenga de 5-FOA, contanto que o meio seja enriquecido
com Uracil. Portanto esta técnica se aplica de forma satisfatéria para selecao das
células recombinantes.

ApOs a selecdo das cepas recombinantes YRH1624 + mirA, estas devem ser
cruzadas com cepas YRH1636 do tipo selvagem, sendo ambas as cepas cultivadas
em meio YPD (30° C por 4 h), e também em placas contendo meio YNB-Uracil (30°
Cpor 48 h). As cepas YRH1636 selvagem e diploide serdo capazes de crescer na

auséncia de Uracil.

3.4.2 Técnicas de imobilizacao celular.

A técnica de imobilizagcdo de células € uma importante ferramenta em
processos de fermentacao continua, podendo maximizar o rendimento do processo
em biorreatores de leito fluidizado como, por exemplo, na produg¢ao de etanol, com
vantagens em comparagdo com o modo em batelada, como aumento do rendimento
de etanol e a reducgao do tempo de fermentagdo. Gabardo et al., (2014) investigaram
0 uso de cepas de Kluyveromyces marxianus para converter soro ou permeado de
soro em etanol, usando biorreatores de células imobilizadas em alginato de calcio em
leito fluidizado continuo, de acordo com os autores a utilizagcdo de biorreatores com
células imobilizadas demonstrou aumento consideravel na produgao de etanol e na
reducao do tempo de fermentacéo, se comparado com métodos em batelada.

Kilonzo et al., (2011) estudaram a imobilizagdo de cepas de S. cerevisiae
recombinante em materiais fibrosos como nailon (NL), espuma de poliuretano (PUF)
e fibras de poliuretano reforcado com celulose (CPU), foram avaliados diversos
parametros para verificar a capacidade das matrizes fibrosas na manutencao das
culturas. Os autores obtiveram 90% de adsor¢ao das células utilizando PUF tratada
por revestimento de polietilenimina (PEI), que consiste em revestir a matriz fibrosa em
solucdo aquosa contendo o polimero. Por se tratar de um polimero catiénico altamente
ramificado, a polietiienimina € amplamente utilizada para revestir superficies de
celulose para melhorar o biocatalisador e a imobilizagao celular (D'souza & Kamath,
1988; Albayrak & Yang, 2002). Uma segunda etapa pode ser empregada para
maximizar a adsorcao das células, trata-se de uma reticulagdo de glutaraldeido, que
pode reagir com proteinas, como a Lisina, na bicamada lipidica da membrana celular,
em seguida seus grupos aldeido também podem reticular os grupos amino nas
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superficies de materiais revestidos com PEIl para promover ao suporte celular
interagdes por ligagdo quimica (Lépez-Gallego et al., 2005; Vallejo-Becerra et al.,
2008).

Armani et al., (2019) realizaram imobilizagdo de Saccharomyces cerevisiae
em nanofibrosas de nylon-6 para aplicagdo em fermentagcédo de suco de uva (Figura
5). Os autores relatam que a leveduras imobilizadas apresentam possibilidade de
multipla reutilizagdo, ndo havendo perda significativa da eficiéncia mesmo apos trés
ciclos de fermentagao, este resultado ¢ justificado devido a alta porosidade do material

utilizado que resultou em maior fixacdo das células no suporte.

Figura 5 - Micrografia eletrénica de varredura
( x5000) de NFM imobilizado com células de
levedura de Saccharomyces cerevisiae

Fonte: Armani et al., (2019)

Esta biotecnologia de imobilizagao celular pode ser utilizada n&o apenas para
processos fermentativos, biorreatores para tratamento de agua e efluentes podem ser
acoplados com matrizes contendo culturas celulares de interesse imobilizadas, sendo
uma o6tima alternativa para purificacdo ou reducédo de carga poluidora. Silva et al.,
(2005) aplicaram bactérias redutoras de sulfato (SRB) e arquéias metanogénicas
imobilizadas em espuma de poliuretano (PUF), obtendo bons resultados na redugao

de sulfato e DQO (demanda quimica de oxigénio) em biorreatores anaerobicos.
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Estudos sobre a biotecnologia Lentikats (patente alema DE 198 27 552),
demostram também ser uma alternativa promissora para a imobilizacdo celular,
baseada no encapsulamento de células em uma matriz de hidrogel porosa de alcool
polivinilico (PVA). De acordo com BousSkova et al., (2011) a matriz com excelentes
caracteristicas fisicas e mecéanicas (elasticidade, baixa abrasdo), proporcionou
uma longa durabilidade do biocatalisador. Os mesmos autores estudaram a
aplicacao desta biotecnologia para imobilizacdo de bactérias desnitrificantes para
remover nitrogénio de diferentes tipos de &guas residuais industriais,
demonstrando um aumento da robustez de -culturas desnitrificantes para
condi¢Oes operacionais desfavoraveis como alta salinidade (salmouras) ou altas
concentragdes de compostos téxicos (difenilguanidinafabricagdo, residuos de

minerag¢ao de uranio).
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4. MATERIAL E METODOS

O fluxograma apresentado na Figura 6, representa de forma simplificada os
procedimentos experimentais, sendo as amostras analisadas nos laboratérios do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e no Laboratério de Microscopia

Eletronica e Microanalises (LMEM) da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Figura 6 - Fluxograma simplificado do projeto.
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4.1 REAGENTES

A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada neste trabalho foi a PE-2
(levedura diploide brasileira produtora de etanol; Fermentec, Piracicaba, Brasil), a
cepa recombinante foi previamente construida em trabalhos anteriores conforme
descrito em Silva et al., (2023). Os reagentes utilizados foram acetato de aménio (grau
HPLC =299.9%, Sigma-Aldrich), acetonitrila (grau HPLC 299.9%, Sigma-Aldrich),
padrao de Microcistina-LR adquirido da empresa Wako Pure Chemical Industries Ltda
(Japan), metanol (grau HPLC 299.9%, da marca Riedel de Haen/Honeywell), TiO2
(Synth U.S.P. 100% anatase), solugdo tampao de fosfato [PBS (phosphate-buffered
saline) 0,1 MempH 7,4 (0,079 M de NaHPO4 + 0,027M de NaH2PO4)], polietilenimina
(solugcéo 50% m/v em H20, Sigma-Aldrich).

4.2 FASE EXPERIMENTAL A - VALIDACAO DO METODO ANALITICO E
PREPARO DO EXTRATO DE MICROCISTINA (EMCs)

4.2.1 Preparo do extrato de microcistina (EMCs)

O preparo do extrato de microcistina foi realizada no Laboratério de Producao
de Imunorreagentes e Técnicas Moleculares (Lab. LIM - CCA/UEL). Conforme
descrito por Kuriama, et al., (2012) a Microcystis spp. NIES TAC95 foi armazenada
com inoculagdes quinzenais em duplicata, em tubos de ensaio de 22 mL, com 10 mL
de cultivo a 10% (v/v) em meio ASM-1 (artificial sputum médium) estéril, ficaram a
27°C sob iluminagdo (20 yE.m?.s') em incubadora BOD (biochemical oxygen
demand) com fotoperiodo de 12 h.dia™' e agitagao diaria.

Para a producdo do extrato concentrado a cepa TAC95 foi inoculada
inicialmente a 10% (v/v) em 4 tubos de ensaios nas mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente, apds quinze dias os cultivos foram transferidos para 2 erlenmeyers
com capacidade de 250 mL a 20% (v/v) em meio ASM-1 estéril, totalizando 100 mL
de cultivo em cada frasco, posteriormente foram inoculados nas mesmas condigdes.
O procedimento foi repetido apds 15 dias para a obtengao de 1L de cultivo a 20% (v/v)
com densidade aproximada de 108 células.mL"".

Apods obtengao de biomassa, o cultivo foi centrifugado a 3500G por 15 minutos
a 4°C, o biovolume concentrado foi entdo congelado e descongelado trés vezes,
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procedendo-se de sonicagdo em lavadora ultrassdnica (Unique Ultracleaner800
110V), posteriormente foi realizada filtragem sequencial a vacuo utilizando
membranas de estér de celulose com porosidade de 0,45 e 0,2 um e ressuspensao
em agua ultrapura, esses procedimentos foram repetidos até a obtengdo de 2 mg de
extrato de microcistina (MCs) em 100 mL de agua ultrapura, quantidade necessaria
para realizar todos os experimentos de degradagéao, o extrato foi estocado a -20°C em
tubos de centrifuga. A quantificagdo de MCs foi realizada por cromatografia conforme

método descrito no item 4.4.1.

4.2.2 Validacéo intralaboratorial de método analitico de quantificacdo de MCs por
HPLC-PDA

4221 Seletividade

A seletividade de um método analitico representa a capacidade deste de
identificar/quantificar o analito mesmo na presenca de interferentes que possam
prejudicar o sinal analitico obtido, como impurezas, subprodutos de degradagéo,
diluentes, entre outros (ANVISA, 2017).

Para comprovacdo da seletividade foi realizada a comparacdo dos
cromatogramas do mesmo ponto da curva pré-concentrada (25 ug.L'de MC-LR) e os
cromatogramas dos brancos, sendo solugdes que passaram por todas as etapas de
pré-concentragao, contudo sem fortificagdo com padrao de MC-LR, afim de verificar
sinais de ruidos ou interferentes no tempo de retencdo especifico para o analito
(ANVISA, 2017).

4222 Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada de forma que sua
capacidade de obter resposta analitica seja diretamente proporcional a concentragao
de um analito em uma amostra (ANVISA, 2017). Portanto, foi elaborada uma curva
analitica de calibracdo contendo concentragdes tedricas de MC-LR variando de 25 a
500 ng.mL-'. As solugbes foram preparadas a partir do padrao seco de Microcistina-
LR, o qual foi dissolvido em metanol compondo uma solugéo estoque de 2,5 mg.mL™",
a partir desta solucao foram realizadas diluicdes em metanol resultando em 7 solugdes
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com as respectivas concentragdes, 25, 50, 75, 150, 250, 400 e 500 ug.L ! para a
construcao da curva de calibracdo. Também foi necessario a construcdo de uma curva
pré-concentrada de MC-LR que consistiu nos seguintes pontos, 1, 5, 10, 15, 25 e 40
ug.L, todos os pontos foram submetidos as etapas de pré-concentragdo de acordo
com o método descrito no item 4.1.2.5, as anadlises foram todas realizadas em
triplicata.

Seguindo as diretrizes de INMETRO (2020), as equagdes da reta para o ajuste

linear dos resultados analiticos foram obtidas através da Equacao 5.

y=ax+b (5)

Em que:

y = resposta média (area do pico);

X = concentragdo do andlito (ng.mL" ou um.L™");
a = inclinagao da curva;

b = valor da intersec¢ao com o eixo y, quando x = 0.

A linearidade dos métodos esta representada pelas equacdes de regressao
linear e os respectivos coeficientes de determinagdo (R?) (INMETRO, 2020 e ANVISA,
2017)

4.2.2.3 Limite de detecgao (LD) e quantificacédo (LQ).

Os Limites de Detecgéo - LD e de Quantificagdo - LQ foram determinados
pelas curvas utilizadas para os calculos de linearidade do método. O LD representa a
menor concentragdo de MCs capaz de ser detectada pelo método cromatografico
utilizado. Este parametro foi obtido pela Equacgao 6, de acordo com RDC n°166 de 24
de julho de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017)

LD=—2" (6)
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Em que:
LD = limite de detecgéo (ug.L™);
DPa = desvio padrao do intercepto com eixo y das curvas de calibragédo elaboradas;

IC = inclinacdo média das curvas;

Diferente do LD que determina a menor concentragdo de MCs néo sendo
necessariamente quantificavel, o LQ por sua vez determina a concentragdo minima
quantificavel do analito pelo método cromatografico. Seu calculo foi determinado pela
Equacéao 7.

_DP,x10

LQ ic

(7)
Em que:

LQ = limite de quantificagdo (ug.L");

DP5 = desvio padrao do intercepto com eixo y das curvas de calibragao elaboradas;

IC = inclinacdo média das curvas;

4224 Precisao e Exatidao

A precisao determina a proximidade entre os resultados obtidos de multiplas
coletas de uma mesma amostra, ela pode ser avaliada a partir de dois niveis distintos:
repetibilidade, determinada pela precisao intracorrida, avaliada por ensaios de
recuperagao em trés niveis de concentragdes (2, 14 e 30 pg.L™"), um baixo, um médio
e um alto respectivamente, em sete replicatas em um mesmo dia e precisao
intermediaria, determinada pela precisao intercorrida, avaliada para as mesmas trés
concentragdes, analisadas em sete replicatas em trés dias diferentes.

Tanto a repetibilidade quanto a precisao intermediaria foram certificadas com
base no calculo da média dos valores de desvio padrao relativo -DPR de cada um

dos niveis de concentragao estudados, conforme Equacgao 8.

DPR= DP, x100 8
" CMD (8)

Em que:
DPR = desvio padrao relativo (%);
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DPa = desvio padrao do intercepto com eixo y das curvas de calibragédo elaboradas;

CMD = concentragdo média determinada (ug.L™").

A exatiddo do método se refere ao grau de conformidade dos valores obtidos
nos experimentos de recuperacdo em relacdo ao valor considerado verdadeiro
(concentracao teodrica). Tanto a exatiddo, quanto a precisdo do método foram
determinadas com experimentos de recuperagao conforme descrito no item4.1.2.5. A

porcentagem de recuperagéo foi definida pela Equagao 9. (ANVISA, 2017)

REC=((::—T x100 9
Em que:
REC = porcentagem de recuperacgéao (%);
C; = concentragdo média experimental (ug.L™);

C, = concentragdo tedrica (ug.L™").

4.2.2.5 Ensaio de recuperacao e adaptacdo do método de pré-concentracao.

A extragdo de MCs para analise cromatografica foi realizado procedendo
modificagdo da metodologia descrita por Jurkevicz (2017). O ensaio de recuperagao
consistiu de coleta em triplicata de amostras de 55 mL de agua ultrapura, contendo 1
mg.mL-" de TiO (Synth U.S.P. 100% anatase) e fortificada com concentragoes de 2,
14 e 30 ug.L" de padrdo de MC-LR. As amostras foram centrifugadas a 5000 G por
10 minutos a 4 °C, na metodologia de referéncia as amostras eram filtradas,
posteriormente 50 mL dos sobrenadantes foram submetidos a Extragcdo em Fase
Solida — SPE (Sdlid Phase Extraction) (Cartucho SPE - Whatman® ODS-5, 500 mg).

Os cartuchos foram acoplados em um sistema a vacuo (Figura 7), sob pressao
variando de 100 a 150 mm Hg em bomba de vacuo e ar comprimido (Fabbe, modelo
141 Tipo 2VC), com vazao controlada entre 2 a 5 mL.min-'. Os cartuchos SPE foram
ativados com 4 mL de metanol e 4 mL de agua ultrapura. Apos passagem das
amostras nos cartuchos foi realizada uma etapa de limpeza, com a finalidade de
remover impurezas retidas no cartucho, consistindo de passagem de 5 mL de agua
ultrapura, por fim, foi realizada eluicido com 5 mL de metanol para arraste do analito
retido, este volume foi dividido em dois tubos de ensaio com capacidade de 10 mL
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(2,5 mL em cada tubo) de forma a facilitar o processo de secagem em fluxo de
nitrogénio gasoso, sob temperatura de banho maria de 40 °C, as amostras foram
armazenadas secas a temperatura de -20 °C até o momento da analise, este

procedimento esta representado de forma simplificada na Figura 8.

Figura 7 — Sistema de filtracdo a

vacuo utilizado nas etapas de pré-

concentragao de MCs por SPE.
13 '

Fonte: O proprio autor (2022).



Figura 8 — Esquema simplificado do método de pré-concentragao de

MCs utilizando cartuchos SPE.
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Fonte: adaptado de Maranata et al., (2021).

Para as analises as amostras foram ressuspendidas em 1 mL de metanol
100%, volume este que foi transferido para os dois tubos os quais as amostras foram
divididas, entdo foram sonicados em lavadora ultrassdnica (Unique Ultracleaner800
110V) por 5 min, em seguida filtradas em filtro de seringa 0,22 um (fibra de vidro)
antes da injecao no cromatégrafo, o fator de pré-concentragao (FP) foi calculado como
a razao entre as inclinagbes médias das curvas analiticas obtidas com e sem etapa

de pré-concentragao.

4.3 FASE EXPERIMENTAL B - FOTODEGRADACAO COM TiO;

4.3.1 Tratamento fotocatalitico com TiO2

A partir de adaptacdo do trabalho realizado por Jacobs et al., (2013) a
degradagdo da MCs (220 ug.L™") foi estudada em triplicata em um reator fotoquimico
com volume de 300 mL de solugao, que consistiu em um béquer de 600 mL que foi
acoplado em uma incubadora de bancada com agitacdo orbital (Quimis, modelo
DB161M22) com rotagao de 150 rpm e temperatura variando na faixa de 25 — 27 °C.
A solucao foi irradiada usando uma lampada fluorescente eletrénica de neon (luz

negra 26W, UV-A), que foi fixada dentro da incubadora.
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Neste reator (Figura 9), 1 mg.mL™" do fotocatalisador TiO- foi adicionado a
solugéo de MCs (300 mL, pH 7,0), esta foi tratada por até 1 hora e 30 minutos, a
incubadora foi coberta com um suporte para impedir a entrada de luz externa o qual
foi removido apenas para coleta de amostras. Aliquotas foram coletadas em intervalos
regulares (tipicamente 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 min) e levadas para o preparo de
amostra, conforme descrito no item 4.1.2.5, e posterior controle analitico.

Para avaliar a possivel adsorcao de MCs na superficie do fotocatalisador e a
possivel fotdlise devido a radiagado UV-A, foram realizados os seguintes ensaios: Com
a adigao de TiOzirradiado pela lampada acoplada (Experimento B1); com TiO2, mas
auséncia de radiagcdo e conduzido no escuro (Experimento B2) e sem a presenga do
fotocatalisador, mas com radiagdo UV-A (Experimento B3) e um experimento controle
sem adicao de TiO2, na auséncia de radiagcdo e conduzido no escuro (Experimento

BC — controle).

Figura 9 - Reator de bancada utilizado
para os tratamentos fotocataliticos.

Fonte: O proprio autor (2022).

O estudo da cinética de degradacao de MCs foi realizado a partir do modelo
cinético de primeira ordem de Langmuir-Hinshelwood utilizando a Equacgdo 10
(Bettoni et al., 2020; Khedr et al., 2019).
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In (C/Cy) = K xt (10)

No qual:

C = concentragido de MCs durante o experimento (ug.L™);
Co = concentragao inicial de MCs (ug.L™);

K = constante de velocidade (m™);

t = tempo de experimento (min).

4.4 FASE EXPERIMENTAL C - BIODEGRADAGCAO COM LEVEDURA
RECOMBINANTE

4.4.1 Imobilizagdo em espuma de poliuretano (PUF)

Os materiais fibrosos (PUFs) foram cortados em pedagos pequenos (1x1 cm)
e a imobilizagao foi procedida conforme metodologia descrita por Kilonzo et al., 2011.
Antes do uso, 10 pecgas foram colocadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL e entdo
embebidas duas vezes em etanol 95% por 2 horas cada vez, posteriormente foi
realizado um tratamento com HCI 0,5 M por 10 min, em seguida com NaOH 0,5 M por
10 minutos em temperatura ambiente, foram realizados duplos enxagues com solugao
tampéo de fosfato depois de cada tratamento.

Os frascos com os materiais fibrosos foram preenchidos com 100 mL de
solugao PBS e autoclavados a 121 °C por 30 minutos. A solugdo PBS foi descartada
e os frascos foram preenchidos com 100 mL de meio complexo YEPG nao seletivo. O
pH do conteudo dos frascos foi ajustado para 5,0 usando HCI 2M e /ou NaOH 2M e
entdo autoclavados novamente nas mesmas condigdes. Cada frasco foi inoculado
com 5% em meio de coluna contendo uma concentragéo celular final de 3,1 x 108
células.L-! da cepa recombinantes de S. cerevisiae YRH1624 + mirA, sendo esta
previamente construida em trabalhos anteriores, e da cepa selvagem de S. cerevisiae,
ambas incubadas em um agitador rotativo operado a 250 rpm e 30 °C. Também foram
realizados os mesmos procedimentos para amostras de espuma, contudo sem
inoculacao de levedura, experimento denominado controle. O meio nos frascos foi
trocado apos trés e seis dias.

ApOs esta etapa os materiais passaram por um tratamento para modificar a
carga superficial do suporte de imobilizacdo a fim de aumentar a adsorcédo da
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levedura, que consistiu em embeber por 2 horas em solugao aquosa de 0,2% de
polietilenimina (PEI) ajustando o pH para 7,0 com HCI. Os materiais embebidos em
PEI foram, entdo, enxaguados extensivamente com agua destilada e secos a
temperatura ambiente. Apos secos foram colocados em solugdo de 1% (m/v) de
glutaraldeido (GLU) em 0,05 M, pH 7,0 PBS por 2 h, entdo enxaguados novamente
com agua destilada e secos a temperatura ambiente. Todas as matrizes fibrosas

modificadas foram armazenadas a 4°C até o uso.

4 4.2 Densidade das células imobilizadas

Para avaliar a massa célular imobilizada nos PUFs, foram secas a 70 °C,
amostras de trés cubos (1x1 cm) em ftriplicata, estes foram submetidos as etapas de
imbolizag&o descrita no item 4.3.1, tanto para cepa de levedura selvagem quanto para
cepa recombinante. Apds a imbolizacdo os PUFs modificados foram secos também a
70 °C em estufa durante a noite. A densidade das células imobilizadas foi estipulada
a partir da diferenca entre o peso total dos PUFs secos com células imobilizadas pelo

peso total dos PUFs antes da imobilizacao.

4.4.3 Ensaios de biodegradacao

A biodegradacéao utilizando a cepa de levedura recombinante imobilizada foi
realizada em biorreator de 600 mL, o mesmo utilizado para o tratamento fotocatalitico,
contudo sem a inser¢ao da lampada (Figura 4), operado em regime de batelada. No
biorreator contendo solugdo de MCs (220 pg.L", 300 mL, pH 7) foram realizados
experimentos de biodegradacado que consistiram de: adi¢ao de 5 suportes de PUF
com as cepas de leveduras recombinantes, com intuito de avaliar a degradacao pela
acao da enzima mirA (Experimento C1); adigao de 5 suportes de PUF com cepas de
leveduras selvagens, a fim de avaliar o efeito da possivel adsorcdo de MCs na parede
celular das leveduras (Experimento C2) e, também, com intuito de avaliar possivel
adsorcao do analito nos PUFs, foi realizado a adicao de 5 suportes os quais nao foram
imobilizadas leveduras (Experimento C3). A solugao foi tratada por até 120 horas, com

agitagdo a 150 rpm e temperatura mantida a 25°C. Aliquotas foram coletadas em
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intervalos regulares (tipicamente 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas) e submetidas ao

preparo de amostras conforme descrito no item 4.1.2.5, e posterior controle analitico.

4.4.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para avaliar a eficiéncia da imobilizac&o das leveduras, foram coletados PUFs
apos as etapas de imobilizagdo, apos as etapas de biodegradacdo e também
amostras que passaram por todas as etapas de imobilizacdo, contudo sem a
inoculagao com as leveduras, foram analisados suportes imobilizados com cepas de
leveduras selvagem e recombinante, estes procedimentos estdo descritos na Tabela
2 para facilitar a compreensao. Todas os PUFs foram cortados assepticamente em
amostras de 0,5x0,5. Estas amostras foram imersas em 25 mL de glutaraldeido a 2,5%
(m/v) por 48 h a 4°C e lavadas trés vezes com solugao tampao 0,1 M PBS por 30 min,
trés vezes com solugéo salina 0,9% (m/v) por 30 min, e completamente enxaguadas
com agua destilada estéril. Apoés secas em temperatura ambiente, os suportes foram
montados em stubs contendo fita de carbono dupla face (Figura 10) e, em seguida,
receberam uma camada de ouro de aproximadamente 20 nm de espessura no
metalizador Sputter Coater (modelo SCD 050, Fabricante Bal-Tec). Por fim as
amostras foram analisadas em Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) (Marca
FEI-Philips, modelo Quanta 200).

Figura 10 —Suportes de PUF revestidos
com ouro para analise com MEV.

Fonte: O proprio autor (2022).
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Tabela 2 — Codificagdo das amostras de PUF analisadas por MEV.
Tipo de levedura

Especificagdo das amostras de PUFs imobilizada Caodigo

Selvagem A-S

Coletadas ap6s as etapas de imobilizagao Recombinante A-R
Sem levedura

(Controle) A-C

Selvagem B-S

Coletadas ap0s as etapas de biodegradagéo Recombinante B-R
Sem levedura

(Controle) B-C

Fonte: O proprio autor (2022).

4.5 CONTROLE ANALITICO

451 Analise com HPLC/PDA

A analise em HPLC/PDA foi adaptada a partir do método de Kuroda et al
(2007). As amostras foram preparadas conforme item 4.2.1, as analises foram
realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, constituido de um
sistema de bombeamento de solvente LC-10AD, gerenciado por uma interface CBM-
20A, valvula injetora Rheodyne® com alga de amostragem de 20 uL e forno de coluna
CTO-20AC. O sistema é acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos (PDA) SPD-
M20A, onde a aquisi¢cao de dados e o controle do instrumento foram realizados por
um microcomputador pelo software LC Solutions®. A separagao cromatografica foi
isocratica, fase movel (FM) composta de acetonitrila:acetato de aménio 20 mM (30:
70, vlv, valores estes adaptados em relacdo ao método de referéncia que utilizava
28:72, viv), com vazao de 1 mL por minuto, em coluna de guarda C18 (4 x 3.0 mm -
Phenomenex®) e coluna Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um - Phenomenex®) em 10 min
de corrida. A coluna foi mantida a 30 °C e o comprimento de onda monitorado 238 nm.
A quantificagdo de MC-LR consistiu na aplicacdo da equacgao da reta obtida a partir
de curvas analiticas com e sem etapas de pré-cocentracédo, para determinagao das
concentragdes em relagao as areas obtidas nos cromatogramas das amostras, além

da verificacdo do tempo de retencéo e espectro obtido.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e Teste de Tukey utilizando o software

Statistica 7.0. A analise estatistica foi realizada em nivel de 5% de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FASE EXPERIMENTAL A - VALIDACAO DO METODO ANALITICO E
PREPARO DO EXTRATO DE MICROCISTINA (EMCs)

5.1.1 Validacéo intralaboratorial de método analitico de quantificacdo de MCs por
HPLC-PDA

5111 Seletividade

Os cromatogramas para o ponto da curva pré-concentrada de 25 y.L" e do
branco analitico (50 mL de amostra de agua ultrapura com 1 mg.mL' do
fotocatalisador TiO2, submetida a todas as etapas de pré-concentracdo sem a
dopagem com o padrao de MC-LR) estédo representados na Figura 11. Os tempos de
retencao dos picos identificados para o padrdao de MC-LR variaram entre 6,2 e 6,5
min, Kuroda et al., (2007) identificou picos entre os intervalos de 7,3 a 7,8 min, valores
proximos dos tempos de retencao encontrados neste trabalho, a variacdo de cerca de
1 minuto se deve a adaptacao realizada no método que consistiu de alteragao nas
porcentagens da FM utilizada.

Para os cromatogramas dos brancos analiticos, ndo foram identificados picos
no mesmo intervalo entre os tempos de retengao dos picos de MC-LR, demonstrando
assim que nao ha interferentes nos mesmo tempos de retengao referentes ao pico de
MC-LR
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Figura 11 — Cromatograma do branco analitico
comparado com padrdo de 25 ug L' de MC-LR.
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Fonte: O proprio autor (2022).

5.1.1.2 Linearidade e fator de pré-concentagao

As curvas analiticas foram construidas com base nas areas adquiridas a partir
de integracdo dos picos referentes aos pontos de concentragdes previamente
estipulados, obtidos a partir de analises em triplicatas pelo HPLC-PDA, as equacgdes
das retas e os coeficientes de determinagéo (R?) foram obtidos a partir da relagédo

entre as areas dos picos e as respectivas concentragdes de cada ponto (Figura 12
13).

Figura 12 —Curva de calibragdo com injecao direta de
adrdo de MC-LR.
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Fonte: O proprio autor (2022).
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Figura 13 —Curva de calibragc&o construida a partir as etapas
de pré-concentracao.
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Fonte: O proprio autor (2022).

A curva de calibracdo construida a partir de etapas de pré-concentragao
descrita no item 4.1.2.5, apresentou maior coeficiente angular (b) em relagéo a curva
construida a partir de injecao direta, sendo os valores de 592,90 e 14,65
respectivamente, podendo assim concluir que houve aumento da sensibilidade do
meétodo, sendo esta diretamente proporcional a inclinagao da curva analitica, o FP foi
de 40,46 vezes, demonstrando que o método é capaz de pré-concentrar MC-LR com
eficiéncia (INMETRO, 2020).

Os coeficientes de determinagdo (R?) estdo representados nas Figuras 7 e 8,
sendo 0,9987 para a curva de injegao direta e 0,9988 para a curva pré-concentrada.
De acordo com ANVISA (2017), para que um método apresente linearidade, o
coeficiente de determinagéo deve estar acima de 0,99, portanto é possivel afirmar que
ambos os valores estdo de acordo com a norma da ANVISA. Afirma-se, portanto, que
ambas as curvas apresentam linearidade adequada para a faixa de 1 a 40 yg.L' para
a curva submetida as etapas de pré-concentragdo e 25 a 500 ug.L" para a curva de
injecdo direta, ainda pode se dizer que ambos os meétodos apresentam
cromatogramas com areas dos picos diretamente proporcionais as concentragdes de
MCs.

5.1.1.3 Limite de deteccdo (LD) e quantificacao (LQ).

O LD e LQ da curva analitica com injegao direta foram de 10,01 e 33,38 ug.L"

' respectivamente, todos os dados utilizados para os calculos estdo presentes na



49

Tabela 3. Pode-se constatar que o valor de LQ ficou acima do primeiro ponto da curva
(25 pg.L"), e ainda bem superior ao limite estabelecido pela OMS (1 ug.L") para agua
potavel, ndo sendo possivel quantificar concentragdes inferiores. Justificando assim a
necessidade das etapas de pré-concentracao com cartuchos SPE, para obter valores
de LD e LQ inferiores a 1 ug.L"! e assim avaliar satisfatoriamente as concentragoes
de MCs nos experimentos de degradagao.

A curva analitica pré-concentrada apresentou 0,27 e 0,91 yg.L-"'de LD e LQ
respectivamente, valores inferiores aos da curva por injegao direta devido as etapas
de pré-concentracao utilizadas. Pode-se constatar que o valor de LQ ficou inferior ao
estabelecido pela OMS, o LD encontrado esta préximo ao obtido por Thuret-Benoist
et al., (2019), onde foi utilizado extragdo com cartucho SPE, contudo com FP de 500
vezes, e obtendo LD entre 0,1 e 10 ug.L" apesar do menor valor de FP obtido neste
trabalho, este foi suficiente para a quantificagdo das concentracbes estudadas nos
testes de degradagéao e também é possivel avaliar se os experimentos tem potencial

para degradar concentragdes até o limite estabelecido pela OMS.

Tabela 3 — Parametros e figuras de mérito das curvas analiticas elaboradas.

Intercepto com eixo
Py oY LD (ugl?) LQ(ugL)

Curva analitica Coeficiente angular (b)

Injecao direta 14,54 + 0,34 -114,15 + 48,53 10,01 33,38
Pré-concentrada 592,90 + 4,02 -208,10 + 53,97 0,27 0,91

Fonte: O préprio autor (2022).

51.1.4 Precisao e exatidao

Os valores de desvio padrao relativos (DPR) intracorrida, representados na
Tabela 4, foram calculados a partir de trés pontos obtidos na curva elaborada a partir
de etapas de pré-concentragdo (2, 14 e 30 uyg L"), estas andlises foram realizadas em
um mesmo dia, os resultados obtidos foram utilizados para avaliar a repetibilidade do
método.

De acordo com a INMETRO (2020), os critérios de aceitacao estao atrelados
ao nivel de concentracdo e para concentragdes em niveis inferiores a 100 ppb os
valores de DPR para se garantir a repetibilidade do método, ndo podem ser superiores
a 15%. Os valores médios para as concentragbes de 2, 14 e 30 ug.L"' foram
respectivamente 8,55, 2,93 e 2,55%, todos inferiores ao valor maximo recomendado.
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Mthembu et al., (2023) validaram um método analitico para detecgédo de MC-LR
utilizando extragado em fase sélida (SPE) e analise por HPLC-PDA, com FP de 100
vezes, obtendo valores de 0,49, 1,99 e 1,46 % para as concentracdes de 60, 250
e 380 ug.L ' respectivamente, para analises intracorrida, valores estes inferiores aos
obtidos neste trabalho que se devem aos maiores niveis de concentragdes estudados

pelos autores.

Tabela 4 — Recuperacao e analise de precisdo conduzida para MC-LR em amostras
de agua ultrapura com TiOo.

Exatidao Precisao
MC-LR? (ug.L™") o RPB¢ Pie
Média + DP® L REC® (%
edia (kg.L7) (%) DPR (%)  DPR (%)
2 1,65 + 0,48 82,43 8,55 7,73
14 12,77 + 0,27 91,22 2,93 2,36
30 26,22 + 1,41 87,39 2,55 2,42

Fonte: O proprio autor (2022).

2 Concentragéo teorica de microcistina — LR.P Resultados expressos em média + desvio padréo de trés
repeticdbes analisadas em sete replicatas.® Exatiddo do método expresso em porcentagem de
recuperacgdo.d Resultados do teste de repetibilidade expressos em coeficiente de variagéo (CV) de uma
repeticao analisada em sete replicatas para cada concentragdo.® Resultados do teste de preciséo
intermediaria (Pl) expressos em coeficiente de variacdo (CV) de trés repeticdes analisada em sete
replicatas para cada concentragao.

Estdo representados na Tabela 4. os valores de DPR para os ensaios
intercorrida, realizados em trés dias diferentes para avaliar a precisdo intermediaria
do método, assim como a repetibilidade. Os valores para as concentragdes de 2, 14
e 30 pg.L', foram respectivamente 7,73, 2,36 e 2,42%, inferiores aos 15%
recomendados pelo INMETRO (2020), Mthembu et al., (2023) obtiveram valores de
1,87, 5,59 e 5,31% para as concentragoes de 60, 250 e 380 ug.L ' respectivamente,
nos ensaios intercorrida, valores proximos ao obtido neste trabalho, contudo para
concentracgdes relativamente superiores.

Para avaliagdo da exatiddo do método foram realizados experimentos de
recuperacao onde amostras foram fortificadas com padrao de MC-LR em trés niveis
de concentragdes, 2, 14 e 30 ug.L™", as recuperacdes médias foram de 82,43, 91,22 ¢
87,39% respectivamente de (Tabela 4). De acordo com o INMETRO (2020) os valores
de recuperacio aceitaveis para se considerar o método exato para concentragbes
menores que 100 ppb devem variar entre 80 a 110%, constatando assim que os

valores se encontram todos dentro dos critérios recomendados.
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5.2 FASE EXPERIMENTAL B - FOTODEGRADAGAO COM TiO;

5.2.1 Tratamento fotocatalitico

Foram realizados trés experimentos para avaliar a possivel degradagéo de
MCs nas solugdes preparadas, os resultados estdo expressos na Figura 14. Os
experimentos B2 e B3 ndo apresentaram variagéo significativa na concentragdo de
MCs quando comparadas as médias com o experimento BC, podendo concluir assim
que uma possivel redugcdo na concentracdo de MCs ndo esta relacionado com
adsorcao do analito no catalisador ou no biorreator e nem, portanto, a fotdlise causada
pela radiacdo UV-A. No tempo de 60 minutos de analise, os experimentos B2 e B3
apresentaram diferencga significativa na concentragdo de MCs, isto pode ter ocorrido
devido a percas nas etapas de preparo da amostra, considerando que os resultados
dos experimentos de recuperagao (Tabela 4) demonstraram cerca de 10 a 20% de
perca do analito em relacdo a concentracgao teodrica.

Nawaz et al., (2018) realizaram experimentos de fotodegradagdo de MC-LR
utilizando aerogeis de TiO2, oxido de grafeno e alginato de sédio, segundo os autores
ocorreu elevada adsorcdo de MC-LR devido a disponibilidade de sitios quimicamente
ativos dos aerogeis, os autores também nao verificaram redugao na concentracao de
MC-LR por fotdlise. A adsor¢cao de MCs na superficie do catalisador pode ser
desvantajosa para um sistema de tratamento de agua, inviabilizando a reutilizagao do
suporte, sendo necessario o descarte correto deste residuo, ou ainda podendo causar

o0 aumento da concentragao por desprendimento do poluente ao longo do processo.
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Figura 14 — Ensaios de fotodegradagdo de 220 ug.L"' de MCs: B1- ensaio de
fotodegradagdo com 1mg.mL-! de TiO- e radiagdo UV-A; B2- ensaio de adsorgéo
utilizando TiO2 sem radiagao UV-A; B3 — ensaio de fotdlise utilizando apenas
radiacdo UV-A; BC- experimento controle, sem TiO2 e sem radiagao UV-A.
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Fonte: O préprio autor (2022).

*Médias seguidas de mesma letra ndo o diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,
05) para um mesmo tempo de tratamento; Barras representam o desvio padrao das trés repeticdes
de cada tratamento.

O experimento B1 foi o unico que apresentou reducdo significativa na
concentragdo de MCs em comparagao com o experimento controle, com degradacgéao
de aproximadamente 55% com 30 minutos de tratamento, e apds 90 minutos
observou-se degradacao maior que 95% da concentragdo inicial, estd degradagao
ocorre devido aos processos que ocorrem na superficie da particula de TiO2, onde
fétons sao absorvidos com energia maior ou igual a do gap do TiO2, gerando um par
elétron-lacuna, podem entdo ocorrer dois mecanismo de degradacdo das MCs:
fotodegradacéao pelos radicais hidroxila gerados (Eq. 12) ou oxidagao direta a partir

da lacuna formada (Eqg. 10). (Nawaz et al., 2018)

OH + (MC-LR) — (MC-LR)" + H.0 (9)
hay + (MC-LR)ags — (MC-LR)" + intermediarios (10)

Os cromatogramas para amostras coletadas ao longo de uma das
repeticdes realizadas no experimento B1 estdo representados na Figura 15. A
amostra coletada no tempo de 90 minutos nao foi apresentada devido a aplicacao
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das etapas de pré-concentracao para quantifica-la, pois sua concentragao era
inferior ao limite de quantificagdo da curva de injegao direta (Figura 12). Os tempos
de retencéo dos picos referentes a MCs variaram do tempo de retencao dos picos
obtidos com padrdo de MC-LR, possivelmente por se tratar de outro tipo de MC
presente no extrato de microcistinas, uma variante da MC-LR. Kuroda et al., (2007)
também observaram o mesmo em seu estudo, os autores afirmam que apesar de a
principal MC presente no extrato ser a MC-LR, ela pode ser quimicamente diferente a
do padrdo utilizado, contudo os grupos croméforos podem ser muito similares ou
coincidentes. Pode se observar que o pico de MCs diminui ao longo do tempo de
tratamento demonstrando a total fotodegradagdo do composto, ndo sendo observado

0 aparecimento de novos picos.

Figura 15 — Cromatogramas de uma das repeticbes do ensaio de
Fotodegradacdo (B1): Linhas com cores diferentes representam os
diferentes tempos de coleta das amostras.
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Fonte: O proprio autor (2022).

Apesar de nado serem realizados testes para identificar os subprodutos
gerados nos ensaios de fotodegradacao, alguns autores afirmam que as MCs
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podem ser completamente mineralizadas em subprodutos n&o toxicos. Khedr et
al., (2019) estudaram fotodegradacéo de MC-LR utilizando nanoparticulas de TiO2
modificado (anatase mesoporoso/brookite), os autores demonstraram total
degradacgao apds trés horas de tratamento sob luz visivel, afirmam ainda que a MC-
LR foi totalmente convertido em CO2, H20 e subprodutos n&o toxicos.

Esta representado na Figura 16. a aplicagdo do modelo cinético de primeira
ordem para o experimento B1, unico que apresentou reducgdo significativa na
concentragéo inicial de MCs, como confirmado pelo coeficiente de determinagéo (R?)
de 0,9864, obteve-se um K de 0,0326 min-', este valor retrata que a velocidade de
degradagao das MCs diminui ao longo do tempo de experimento, diminuindo também
a eficiéncia de degradacao, isto se deve a formagao de subprodutos da oxidagéo que
competem com o composto de origem tanto pela adsor¢do na superficie do

fotocatalisador quanto por espécies reativas como os radicais hidroxila.

Figura 16 — Grafico de In(C/Co) vs tempo de
fotodegradacao para o experimento de fotodegradacao
de 220 ug.L"' MCs catalisado com 1 mg.mL"" de TiO>
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Fonte: O proprio autor (2022).

Khedr et al., (2019) obtiveram eficiéncia de degradacdo de MC-LR
proximas (K = 0,0340 min™') para experimentos conduzidos com pH 4,0, outros
autores também sugerem operacao neste pH (Nawaz et al., 2018; Khadgi & Upreti,
2019). A superficie do TiO2 possui cargas positivas nestas condi¢des, enquanto a
MC-LR é carregada negativamente em pH superior a 2,1, aumentando assim as
forcas atrativas entre TiO2 e as moléculas de MC-LR o que aumenta a eficiéncia
de degradacao devido ao maior contato, contudo, nos experimentos conduzidos
neste trabalho, obteve-se boa eficiéncia de degradagcao mesmo operando em pH

7, acredita-se que a utilizagao do fotocatalisador em suspensado garanta maior
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superficie de contato entre o TiO2 e as MCs, a desvantagem ¢ a dificuldade para

recuperacgao e separagao do TiO2 suspenso na solugao tratada.

5.3 FASE EXPERIMENTAL C - BIODEGRADAGCAO COM LEVEDURA
RECOMBINANTE

5.3.1 Imobilizagdo em espuma de poliuretano (PUF)

Na Tabela 5 sdo apresentados os pesos secos dos PUFs antes e apds as
etapas de imobilizacdo e a densidade celular de leveduras adsorvida na superficie
dos materiais fibrosos, sendo de 73,74 mg g' e 41,53 mg g’ para as amostras
imobilizadas com cepas de leveduras selvagens e recombinante respectivamente,
valores esses relativamente inferiores aos obtidos por Kilonzo et al., (2011), 113,59
mg g para leveduras S. cerevisiae imobilizadas em espumas de poliuretano. Os
autores afirmam que o PEIl aumenta as taxas de imobilizacao celular devido a sua alta
densidade catibnica, que possui capacidade de modificar a carga superficial das
células. O GLU atua como um agente reticulante, reage com a lisina, aminoacido
presente em proteinas na bicamada lipidica da membrana celular e também com os
grupos aminos dos PUFs. Contudo, mesmo com a modificagdo dos suportes para

aumentar a eficiéncia, os valores indicam que a imobilizagcédo nao foi eficaz.

Tabela 5 — Massas das amostras de PUFs imobilizados com levedura selvagem e
recombinante

PUFs Densidade em massa de
PUFs antes da modificados células por massa de
imbobilizacao
- g0 (9) (@) PUFs (mg o)
PUFs imobilizados com 0,251 + 0,001 0,269 + 0,003 73,740 + 12,433
levedura selvagem
PUFs imobilizados com 0,223 + 0,004 0,232 + 0,003 41,532 + 7,591

levedura recombinante

Fonte: O proprio autor (2022).

A baixa adsorcao das células na superficie dos PUFs pode ter ocorrido devido
a porosidade do material fibroso utilizado, sua superficie é lisa e pouco porosa
conforme demonstrado na Figura 17. Materiais com superficie mais aspera tendem a
aumentar a adsorcao de células devido a ocorréncia de concavidades e depressdes,
podendo fornecer locais mais favoraveis para a colonizagao.

Armani et al., (2019) realizou imobilizagado de Saccharomyces cerevisiae em

membranas nanofibrosas de nylon-6 para fermentagdo de suco de uva, os autores
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observaram que mesmo apos varios ciclos de fermentacéo, quantidades significativas
de células continuaram retidas nas fibras, este resultado € justificado devido a

porosidade do nylon que auxiliou na fixagdo das leveduras imobilizadas.

Figura 17 — Imagens de microscipia obtidas por MEV dos PUFs apds
etapas de imobilizagdo: (A-C) PUFs sem levedura; (A-S) PUFs
imobilizados com levedura selvagem;(A-P) PUFs imobilizados com
levedura recombinante.

Fonte: O proprio autor (2022).
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Estédo apresentados na Figura 18 as imagens de microscopia de varredura de
PUFs ap6s serem utilizadas nos ensaios de biodegradagao, pode-se constatar que os
materiais imobilizados com cepas de leveduras recombinates (Figura 14:B-P) n&o
manteve quantidades significativas de células apds os experimentos, quando se
comparado com os matérias imobilizados com cepas de leveduras selvagens (Figura
15:B-S). Isto pode ter ocorrido devido a baixa sensibilidade e a lenta velocidade de
crescimento da levedura recombinante. As leveduras selvagens formaram redes nos
poros dos PUFs, o que ndo ocorreu com a recombinante, estas redes auxiliaram na
imobilizacdo das células impedindo sua dessorcdo mesmo apds cinco dias de

tratamento sob agitagdo no biorreator.



Figura 18 — Imagens de microscopia obtidas por MEV dos PUFs apos
ensaios de biodegradagao: (B-C) PUFs sem levedura; (B-S) PUFs
imobilizados com levedura selvagem;(B-P) PUFs imobilizados com
levedura recombinante.

Fonte: O proprio autor (2022).

58
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5.3.2 Ensaios de biodegradacéao

Estao apresentados na Figura 19 os resultados dos ensaios de biodegradagéao
de solugdes contendo concentragbes de 220 ug L' de MCs. Pode se observar que os
tratamentos C2 (contendo cinco PUFs com cepas de leveduras selvagens) e o
tratamento C3 (contendo cinco PUFs sem imobilizacdo com leveduras) né&o
apresentaram reducéo significativa na concentragao inicial de MCs ao longo dos cinco
dias de tratamento, demostrando assim que ndao houve adsorgcdo nos suportes e
biodegradacgao pelas leveduras selvagens imobilizadas.

Apenas o tratamento C1 apresentou reducédo significativa na concentragéo
inicial, com redugédo média de 18,1% e 20,2% (180,4 ug L-'e 171,6 yg L") no primeiro
e segundo dia de tratamento respectivamente, ndo variando significativamente nos
préximos dias de tratamento. Isto demonstra que houve degradacédo de MCs devido a
utilizacdo de células hospedeiras do plasmideo de expressao (pRH809+mirA),
demonstrando também a eficiéncia da acdo da enzima microcistinase A, que pode
hidrolisar a ligagao Adda-Arg presente na molécula da toxina, tornando a linear, assim
diminuindo sua toxicidade (Silva et al., 2023).

A nao degradacgao apos o segundo dia de tratamento pode ser justificada por
inumeras razdes, contudo duas suposicoes mais provaveis foram analisadas: a
quantidade de células nos cincos suportes utilizados € insuficiente para produzir
enzimas necessarias para biodegradar a alta concentragdo de MCs estudada; ou
ocorre inibicdo da atividade da enzima microcistinase A pela toxina linearizada,

produto da reagao enzimatica.
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Figura 19 — Ensaios de biodegradagdo de 220 ug L' MCs utilizando 5
PUFs imobilizados com S. cerevisiae recombinante, selvagem e sem

leduras.
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Fonte: O proprio autor (2022).

*Médias seguidas de mesma letra ndo o diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey
(p =0, 05) para um mesmo tempo de tratamento; Barras representam o desvio padrao das
trés repeticbes de cada tratamento.

Para avaliar a possivel causa da baixa eficiéncia de biodegradacdo de MCs
um novo experimento foi realizado em triplicata, utilizando as mesmas condi¢des do
experimento C1 (item 5.3.3), contudo variando a quantidade de PUFs com células de
cepas de S. cerevisiae recombinante. Neste novo experimento foram utilizados 30
PUFs em vez de apenas 5, o tempo de tratamento foi de apenas 24 horas e as coletas
de amostras foram realizadas em 0, 2, 4, 8, 14, 17 e 24 horas, as aliquotas coletadas
(5 mL) passaram pelas etapas de preparo de amostras (item 5.1.2.5). Os resultados

desse novo experimento estao apresentados na Figura 20.
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Figura 20 — Ensaio de biodegradagdo de MCs utilizando 30
PUFs com leveduras recombinantes.
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Fonte: O proprio autor (2022).

Neste novo experimento pode-se observar que a concentragao de MCs decaiu
de aproximadamente 223,73 para 143,20 ug L', obtendo uma eficiéncia de
degradacgao de aproximadamente 35,9%, valor inferior ao esperado considerando que
foram utilizados 6 vezes a quantidade de PUFs com leveduras recombinantes em
comparagao ao experimento C1, que obteve apenas 22,0% de eficiéncia de
degradacgao. Conclui-se que apenas o aumento de PUFs n&o pode ser considerado
um fator significativo para aumento da eficiéncia de degradacéo.

Analisando o perfil de degradacado de MCs apresentados na Figura 20, pode
se constatar uma maior velocidade de reagdo nas quatro primeiras horas de
experimento, apresentando uma redugao na concentracdo de 17,7% em 4 horas,
chegando aos 30,5% de degradagdo nas préximas 24 horas. Este perfil &
caracteristico de processos de reagoes onde o produto formado inibe a atividade da
enzima. Cai et al., (2022) demonstraram que a taxa de degradag¢ao de MC-LR varia
com a concentragcao do substrato no meio, obtiveram taxas de degradacéo de 0,40,
0,80 e 1,00 pyg.mL*.min"" para concentracdes de MC-LR de 5, 10 e 20 pg.mL""
utilizando concentragdo de 400 pyg.mL"' da enzima microcistinase mirA purificada,
contudo nao é completamente esclarecido os mecanismos enzimaticos que interferem
na taxa de degradacdo. O perfil de degradacao da toxina obtida pelos autores se
compara ao obtido neste trabalho, onde a velocidade de reagao € maior no inicio do
experimento e diminui progressivamente, contudo a maior eficiéncia de degradagao

se deve a utilizagdo da enzima mirA purificada e a sua alta concentracao.
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Apesar da baixa eficiéncia de degradacao obtida, € importante ressaltar que
foi utilizada alta concentragdo de MCs nos experimentos (220 ug.L™"), necessaria para
avaliar o perfil de degradagao da toxina em ambos as técnicas empregadas, € ndo ha
relatos de aguas naturais e potaveis contaminadas com MCs nesta concentragéao,
Melaram et al., (2022) afirma que as concentracbes de MCs em aguas poluidas
usualmente se mantem inferior a 100 ug.L™".

Massey et al., (2018) relata um acidente ocorrido no dia 7 de janeiro em uma
represa em Salto Grande localizada na Argentina, onde um jovem de dezenove anos
se contaminou devido a ingestédo de agua com nivel de 48,6 ug.L"' de MC- LR. Outro
caso de contaminagdo ocorreu em Toledo (Ohio, EUA) onde foi detectada
concentragéo de 3,2 ug.L" na agua potavel (Carmichael & Boyer, 2016; Giannuzzi et
al., 2011). Afirma-se, portanto, que mesmo com baixa eficiéncia de reducédo da
concentragdo de MCs no experimento de biodegradagdo com PUFs imobilizados com
cepa de S. cerevisiae recombinante, foi degradado uma média de aproximadamente
80,4 pg.L'" de MCs em 24 horas de tratamento, valor superior as contaminagdes

relatadas.
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CONCLUSAO

O método analitico de pré-concentragao e analise de microcistina por HPLC-
PDA se demonstrou preciso, exato, seletivo e linear dentro da faixa de trabalho de 1
a 500 ug.L", sendo adequado para analise de degradagdo de MCs com TiO2 por ser
um método que garante limpeza das amostras com eficiéncia.

O ensaio de fotodegradagado com TiO2 degradou valor superior a 95% em 90
minutos, ndo apresentando adsor¢cao na superficie da particula e nem fotélise com a
radiagdo UV-A, sendo, portanto, uma metodologia promissora para a remog¢ao de
contaminagdes de aguas com elevadas concentragdes de MCs devido a elevada taxa
de degradacdo, a desvantagem consistiu na dificuldade de separagédo do oxido
metalico do leito de agua tratada, sendo necessarias técnicas de imobilizagdo do
fotocatalisador e um reator especifico que supra a necessidade de utilizacido de
radiagcao UV-A.

Nao se obteve eficeinte imobilizacdo da levedura nos PUFs, requerendo
novos ensaios de imobilizacdo, modificando o material utilizado por um com maior
porosidade. Além disso a levedura selvagem apresentou maior imobilizagao nos PUFs
devido a sua maior velocidade de crescimento em comparagcao com a levedura
recombinante, se mantendo em quantidades significativas mesmo apds os ensaios de
biodegradacgao, o que néo ocorreu com os PUFs com S. cerevisiae recombinante.

A eficiéncia de biodegradacdo reduziu gradativamente ao longo dos
experimentos, suspeita-se que a atividade da enzima mirA foi inibida pelo produto da
reacao, a microcistina linearizada, contudo para se confirmar esta hipdtese é
necessario a realizacdo de novos experimentos de biodegradacido, variando a
concentragao de substrato utilizado para avaliar o perfil cinético da reagcao enzimatica.

Apesar da baixa eficiéncia de imobilizacdo, os experimentos de
biodegradagao apresentaram redugao aproximada de 30% da concentragao inicial de
microcistina (220 pg.L™') em um dia de tratamento, ndo sendo observado adsorgéo
nos biocatalisadores e nem reducédo da concentragao utilizando levedura selvagem
imobilizada, demonstrando assim que a degradacdo de MCs ocorreu devido a
atividade da enzima mirA sintetizada pela cepa de levedura S. cerevisiae
recombinante. Ainda que os resultados nao sejam satisfatoérios, € importante avaliar

que a concentracdo de MCs degradada foi de aproximadamente 80,4 ug.L"' em 24
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horas de tratamento, concentracdo elevada se comparada as concentragdes
encontradas em contaminacdes relatadas na literatura.

Mesmo com baixa taxa de degradacgao, este método ainda se apresenta
eficiente para degradagdo de concentragbes reduzidas de MCs, com vantagem se
comparado com a técnica de fotodegradacédo de n&o necessitar de reator acoplado

com radiacdo UV-A e facilidade na recuperacgéo dos biocatalisadores.
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