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KURIAMA, Francine. Avaliacdo do potencial de biodegradacdo de microcistinas e
biocontrole de cianobactérias por microrganismos em aguas. 2012. Dissertacdo (Mestrado
em Engenharia de Edificacdes e Saneamento) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

Para minimizar os problemas relacionados & ocorréncia de cianobactéria em aguas destinadas
ao consumo humano ha necessidade de se realizar estudos de alternativas técnicas de
tratamento com destaque aos biofilmes com potencial de degradacéo de microcistinas - MCs.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de degradacdo de microcistinas -
MCs e de inibicdo de cianobactérias (atividade anti-cianobactéria) por microrganismos -
Sphingosinicella microcystinivorans - B9, bactérias laticas probidticas, kefir de agua e
leveduras, visando a obtencdo de técnica alternativa para o tratamento de aguas destinadas ao
consumo humano. O trabalho foi dividido em cinco experimentos: Experimento 1:
Crescimento populacional da cepa Microcytis sp. TAC 95, na qual foi possivel definir as fases
de crescimento da cepa utilizada nos experimentos subsequentes. Experimento 2: Selecéo das
condigdes de teste empregadas na avaliacdo do potencial de degradacdo de microcistinas
totais e de inibicdo de cianobactérias por microrganismos, tendo as condi¢des de biovolume e
cultura com microrganismos adaptados, apresentado os melhores resultados. Experimento 3:
Avaliacdo prospectiva de diferentes cepas dos microrganismos entre bactéria Sphingosinicella
microcystinivorans - B9, bactérias laticas probioticas, kefir de 4gua e leveduras em relacéo a
capacidade de degradacdo de MCs totais. A bactéria B9 foi a que apresentou maiores
porcentagens de degradacdo de MCs (95 a 98 %) ap6s 96 h de exposicdo. Entre as bactérias
laticas probioticas a cepa La-5 foi a que apresentou maior porcentagem de degradacdo com 27
% e o kefir com 29 %. J& para as leveduras a cepa que apresentou maior porcentagem de
degradacdo foi a Vale do lvai com 37 %. Experimento 4: Avaliacdo do potencial de
degradacdo de MCs totais para 0s microrganismos selecionados de maior eficiéncia. Nas
curvas de degradacdo com concentracdes tedricas iniciais de 1000 |ig.L™* os microrganismos
selecionados apresentaram, apos 96 h, porcentagens de degradacdo de 44 % para La-5, 43 %
para kefir e 54 % para levedura Vale do Ivai e 99 % para bactéria B9, mostrando novamente,
ser esta mais eficiente dentre os microrganismos. Devido aos resultados promissores da
bactéria B9, o Experimento 4 foi repetido com concentracdes superiores de microcistinas,
tendo resultado em 99 % de degradacdo apds 24 h mesmo para concentracdes 5 vezes
superiores de microcistinas (5000 ug.L™). Experimento 5: Avaliagdo do potencial de inibicdo
de cianobactérias (atividade anti-cianobactéria) pela bactéria  Sphingosinicella
microcystinivorans -B9, podendo-se constatar que além da degradacdo de microcistinas, a
bactéria B9 mostrou-se eficiente também na inibicdo do crescimento de cianobactérias
incluidas nos géneros Microcystis, Anabaena, Phormidium e Synechocystis.

Palavras Chave: Biodegradagéo. Atividade anti-cianobacteéria. Sphmgosmicetia
microcystinivorans - B9. Bactérias laticas probidticas e Leveduras



KURIAMA, Francine. Assessing the potential biodegradation of microcystins and
Biocontrol of cyanobacteria by microorganisms in water. 2012. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia de Edificages e Saneamento) - Universidade Estadual de Londrina.

ABSTRACT

To minimize problems related to the occurrence of cyanobacteria in water for human
consumption there is requirement to investigate alternative treatment techniques with
emphasis on biofilms with the potential degradation of microcystins - MCs. This study aimed
to evaluate the potential degradation of microcystins - MCs and inhibition of cyanobacterial
growth (activity anti-cyanobacteria) by microorganisms - Sphingosinicella microcystinivorans
- B9, probiotic lactic bacteria, yeast and water kefir, aiming to obtain alternative technique for
water treatment. The work was divided into five experiments: Experiment 1: Population
growth of strain Microcystis sp. TAC 95, in which it was possible to define the growth phases
of this strain used in subsequent experiments. Experiment 2: Selection of test conditions used
in the evaluation of the potencial degradation of total microcystins and inhibition of
cyanobacteria growth by microorganisms. The conditions of biomass and culture with adapted
microorganisms, presented the best results. Experiment 3: Prospective evaluation of different
strains of microorganisms among bacteria Sphingosinicella microcystinivorans - B9, probiotic
lactic bacteria, water kefir and yeasts in relation to the capacity of MCs degradation. The
bacteria B9 showed the highest percentage of degradation of MCs (95 to 98 %) after 96 h of
exposure. Among the lactic probiotic bacteria the La-5 strain showed the highest percentage
of degradation with 27 % and water kefir with 29 %. Already for the yeasts the strain with the
highest degradation percentage was the Vale do Ivai with 37 %. Experiment 4: Evaluation of
the potential degradation of MCs to selected microorganisms. In the degradation curves with
theoretical initials concentrations of 1000 ug.L-1, the selected microorganisms presented,
after 96 h, percentages of degradation of 44 % for La-5, 43 % for kefir and 54 % for yeast
Vale do Ivai and 99 % to bacteria B9, showing again, it is the most efficient among the
microorganisms. Due to the promising results of the bacteria B9, the experiment 4 was
repeated with superior concentrations of MCs, resulting in 99 % of degradation after 24 h for
concentrations 5 times superior of microcistinas (5000 ug.L™). Experiment 5: Evaluation of
the potential of cyanobacteria growth inhibition (activity anti-cyanobacteria) by bacteriaB9. It
was possible to verify that besides MCs degradation, the bacteria B9 was efficient also in the
inhibition of growth of cyanobacteria of in the genera Microcystis, Anabaena, Phormidium
and Synechocystis.

Keyword: Biodegradation. Anticyanobacterial activity. Sphingosinicella microcystinivorans -
B9. Lactic probiotic bacteria and Yeast.
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3 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Cianobactérias sdo microrganismos procariotos, geralmente aquaticos, que realizam
fotossintese com liberacdo de oxigénio. Podem ser predominantes no fitoplancton de &guas
continentais, alcancando uma ampla diversidade de formas, devido as adapta¢cdes morfoldgicas,
bioquimicas e fisiolégicas adquiridas durante seu longo processo evolutivo. Podem produzir
metabdlitos secundarios como as cianotoxinas, potencialmente tdéxicos aos humanos e animais
(BITTENCOURT & MOLICA, 2003).

Estudos sobre a ocorréncia, distribuicdo e freqiiéncia de cianobactérias toxicas foram
realizados em varios paises até meados da década de 80, utilizando-se bioensaios. Os métodos
analiticos para a determinacdo qualitativa e quantitativa das cianotoxinas sO se tornaram
disponiveis no final da década de 80. Os resultados de ambas as abordagens indicam que as
neurotoxinas sdo geralmente menos comuns. Em contraste, as toxinas peptidicas ciclicas que
causam lesbes hepaticas (microcistinas e nodularinas), sdo encontradas com maior freqiéncia,
sendo assim mais estudadas. Os géneros potencialmente produtores de microcistinas sdo
Microcystis, Anabaena, Nodularia, Cylindrospermopsis, Planktothrix, (Oscillatoria), Nostoc,
Hapalosiphon, Synechocystis, Aphanocapsa e Anabaenopsis (CHORUS & BARTRAM, 1999;
FUNASA, 2003 e SANT’ANNA et al., 2006).

No Brasil, a presenca de microalgas e cianobactérias em mananciais € um grave problema
enfrentado pelas Estacbes de Tratamento de Aguas - ETAs que utilizam as Tecnologias de
Tratamento por Ciclo Completo, ou mesmo de Filtragdo Direta. Dependendo da espécie e do
namero de individuos, pode ocorrer a reducdo da duracdo das carreiras de filtracdo e / ou
comprometimento da qualidade da &gua produzida, uma vez que os metabolitos dissolvidos nao
sdo eficientemente removidos por aqueles tratamentos. Nesse contexto a pré-cloracdo é uma
pratica realizada no Brasil, em muitos sistemas de tratamento de agua, visando o controle e
inativacdo de microalgas e cianobactérias. Entretanto, alguns problemas sdo gerados pela
utilizacdo deste pré-tratamento em mananciais com elevadas concentracdes de fitoplancton, com
destague a promocdo de lise celular, com consequente liberacdo de metabolitos secundarios,
especialmente as cianotoxinas ou ainda, a formacdo de subprodutos organohalogenados
potencialmente cancerigenos. Na tentativa de minimizar esses problemas, existem estudos visando
0 uso de microrganismos com a capacidade de degradar as microcistinas - MCs, a exemplo de
Sphingosinicella microcystinivorans - B9 (MARUYAMA et al., 2006), que aderida a um suporte,
degradou até 100 % de MCs com concentragéo inicial de 2 mg.L™, ap6s 16 h de exposicdo (TSUJI
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et al., 2006), ou ainda, que apresentam atividade litica (OZAKI et al., 2007) com potencial
aplicacdo como biocontrole.

Outro microrganismo capaz de promover a degradacdo de MCs sdo 0s microrganismos
probioticos utilizados na dieta alimentar, pelos beneficios a salde de humanos e animais. Estudos
comprovaram o potencial de degradacdo de MCs pelas bactérias laticas probidticas (SONJA et al.,
2007, MERILUQTO et al., 2005 e NYBOM, SALMINEN E MERILUOTO, 2007) com destaque
aos géneros Lactobacillus e Bifidobacteria.

Na agricultura, o biocontrole de patdgenos tem sido prioritariamente feito com a introducéo
de microrganismos antagonistas no alvo a ser protegido. Entre os utilizados, destacam-se as
leveduras, especialmente quando o objetivo é a protecdo de frutos destinados ao consumo in
natura (KRAEMER et al., 2007).

As principais caracteristicas que tornam as leveduras aptas para usos industriais s&o:
facilidade de obtencédo e multiplicacdo, necessidade de nutrientes simples, possibilidade de cultivo
em condi¢fes menos restritivas, pouca exigéncia de adgua e area, producdo de compostos de valor
nutritivo, além de serem consideradas normalmente seguras para uso de maneira geral (DEL RIO,
2004). Saccharomyces cerevisae e espécies filogeneticamente proximas sdo as mais utilizadas na
fermentacdo industrial de alimentos e de bebidas. Alguns estudos também demonstram a
capacidade desta espécie em remover metais pesados em agua, tornando-a uma alternativa
promissora para a descontaminacdo ambiental (WANG & CHEN, 2006).

Diante do exposto, € de fundamental importancia o desenvolvimento de estudos visando a
obtencdo de técnica alternativa para degradacao de microcistinas — MCs e inibi¢cdo do crescimento

de cianobactérias como forma de biocontrole em aguas destinadas ao consumo humano.
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de degradacdo de microcistinas — MCs e de inibigdo do crescimento de
cianobactérias (atividade anti-cianobactéria) por microrganismos entre - Sphingosinicella
microcystinivorans — B9, bactérias laticas probidticas, kefir de agua e leveduras, visando a

obtencdo de técnica alternativa para o tratamento de dguas destinadas ao consumo humano.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Realizar uma avaliacdo prospectiva de microrganismos Sphingosinicella microcystinivorans -
B9, bacterias laticas probioticas, kefir de agua e leveduras com possivel atividade de
degradacéo de microcistinas - MCs;

= Avaliar o potencial de degradacdo de microcistinas — MCs pelos microrganismos selecionados
mediante construcao de curvas de degradacéo;

= Auvaliar o potencial de inibicdo do crescimento de cianobactérias (atividade anti-cianobactéria)

pelos microrganismos selecionados.
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 CARACTERISTICAS GERAIS DAS CIANOBACTERIAS

Cianobactérias, cianoficeas ou algas azuis ndo sdo consideradas bactérias comuns, pois
apesar de serem microrganismos celulares procariontes, possuem caracteristicas fotossintetizantes
como as algas. S&o aerobios fotoautotroficos e utilizam agua, CO,, substancias inorganicas e luz
para obtencdo de energia. Cianobactérias muito pequenas (0,2 — 2 um) tem sido reconhecidas
como fonte potencial na producdo priméaria, em varios ambientes aquaticos (CAMPINAS et al.,
2002). Acredita-se ainda que as cianobactérias sejam responsaveis pelo inicio da formacgdo da
atmosfera atual rica em oxigénio, desencadeando a evolucdo de todos o0s organismos
fotossintetizantes (BITTENCOURT & MOLICA, 2003). Através de fosseis desses
microrganismos em rochas sedimentares no noroeste da Austrdlia, estima-se que sua origem
ocorreu ha cerca de 3,5 bilhdes de anos.

Tendo habitado diversos ambientes desde terrestre, &gua doce, salobra ou marinha, até em
ambientes extremos como fontes termais, neve e desertos, desempenham um importante papel nos
processos funcionais do ecossistema e na ciclagem de nutrientes (MONDARDO, SENES E
FILHO, 2006). Porém sdo predominantemente encontradas no meio aquatico, alcangando uma
ampla diversidade de formas, devido as adaptaces morfologicas, bioquimicas e fisioldgicas,
adquiridas no decorrer do seu processo evolutivo (OLIVEIRA, 2003). As cianobactérias possuem
mecanismo que as tornam aptas a tolerar condicGes adversas com altas concentraces de metais
pesados e baixas de oxigénio dissolvido, incidéncia de radiacdo ultravioleta, além de estruturas
que permitem o deslocamento ao longo da coluna d’agua (LIBANIO, 2010).

Entre os fatores que levam as cianobactérias predominarem sobre 0s outros grupos
fitoplanctdnicos (microalgas), destacam-se as caracteristicas fisiologicas pelas quais as
cianobactérias assimilam os nutrientes (N e P) do meio aquatico. De maneira geral, as
cianobactérias sdo menos eficientes na assimilacdo desses nutrientes do que as microalgas (algas
verdes ou diatoméceas, por exemplo), que, em condi¢Ges normais, crescem com maior facilidade e
intensidade. No entanto, ao produzir uma descarga excessiva de nutrientes nos reservatérios, o
homem propicia uma maior oferta desses nutrientes, facilitando assim, a assimilacdo dos mesmos
e o0 crescimento das cianobactérias (FUNASA, 2003).

As condigBes ambientais favoraveis para o crescimento das cianobactérias sdo temperatura

em torno de 25°C, valores de pH na faixa de 6 a 9, concentracdo elevada de nutrientes,
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especialmente nitrogénio e fésforo, e estabilidade da coluna d’agua (MUR, SKULBERG,
UTKILEN, 1999). Ha intrinseca relacdo entre a concentracdo média de fosforo e a magnitude da
comunidade algal devido ao fato do fosforo, ser o principal fator limitante do crescimento da
populacdo de algas, juntamente com o nitrogénio. Este por sua vez, abundante no ar atmosférico
(78 %), € fixado no meio aquoso por algumas espécies de algas e cianobactérias, contribuindo
ainda mais para a ocorréncia de floracdes algais. A relacdo entre a concentragdo de nutrientes e a
formacéo de biovolume algal ndo é linear e adquire usualmente, uma configuracdo exponencial
(LIBANIO, 2010).

O aumento da concentracdo de nutrientes nos ecossistemas aquaticos principalmente o
nitrogénio e o fosforo podem ocasionar a eutrofizacdo, em especial, em corpos d’agua com pouco
ou nenhuma turbuléncia. Pode ocorrer de forma natural (processo lento, porém continuo) ou
artificial (provocada pelo homem).

A eutrofizacdo artificial produz mudangas na qualidade da agua incluindo: reducdo do
oxigénio dissolvido, perda das qualidades cénicas, aumento do custo de tratamento, morte
extensiva de peixes e aumento da incidéncia de floracbes de microalgas e cianobacterias
(AZEVEDO, 1998).

Embora a eutrofizacdo seja reconhecida como um problema desde a década de 1950,
somente a partir das Ultimas décadas a presenca de floracdes de cianobactérias nos ecossistemas
aquaticos continentais passou a ser reconhecida como um problema para a satde humana. 1sso se
deve a constatacdo de que varios géneros e espécies de cianobactérias podem produzir potentes
toxinas (cianotoxinas) (REBOUCAS, BRAGA E TUNDISI, 2006).

Atualmente sdo conhecidos aproximadamente 150 géneros de cianobactérias, sendo, 46
espécies ja foram identificadas como potencialmente toxicas aos vertebrados (MONDARDO,
SENES E FILHO, 2006). Os géneros Microcystis, Cylindrospermopsis, Anabaena,
Aphanizomenon e Planktothrix (Oscillatoria), Nostoc, Hapalosiphon, Anabaenopsis, Nodularia,
Lyngbya, Schizothrix, Umezakia podem formar floragdes com consequente liberacdo de toxina
(cianotoxinas) através da lise celular (OLIVEIRA, 2003; CHORUS & BARTRAM, 1999).

Algumas davidas ainda persistem em relacéo a possivel vantagem adaptativa na producédo de
cianotoxinas pelas cianobactérias. A hipdtese mais aceita sustenta que estas substancias toxicas
tenham funcdo de defesa, como a dos anti-herbivoros produzidos por algumas plantas, que inibem
a acdo de predadores ou de algas competidoras (LIBANIO, 2010).

Além da producdo de cianotoxinas que podem causar intoxicacbes agudas ou cronicas, e
terem acOes hepatotoxica, neurotdxica ou dermatotoxica, as cianobactérias também sdo produtores

de compostos organicos volateis associados a ocorréncia de odor e sabor a dgua tais como 2-
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metilisoborneol (2-MIB), B-cyclocitral, p-ionona e 2 (3)-metil-1-butanol (FREITAS, SIRTORI,
ZAMORA, 2008; KURODA et al., 2009). A ocorréncia desses compostos tem causado problemas
aos sistemas de abastecimento relacionados a vulnerabilidade da confianca do consumidor em
relacdo a qualidade da agua distribuida e aos sistemas de tratamento, por requerer processos

especificos para remocdo e implicar em custos adicionais.

4.2 CIANOTOXINAS

O caso mais antigo de intoxicacao de animais esta relacionado com uma intensa proliferacao
de algas na &gua, descrito por George Francis, de Adelaine, Australia em 1878. Tratava-se de
Nodularia spumigena que, sob temperaturas elevadas, reproduziu-se com grande intensidade no
lago Alexandrina formando floracdes e provocando a morte rapida do gado e outros animais.
(BRANCO, 1986).

As intoxicacdes em humanos e animais devido a ingestdo de agua contaminada com
cianobactérias toxicas ja foram descritas em diversos paises como Australia, Inglaterra, China e
Africa do Sul. No entanto o surto mais grave ocorreu em Caruaru - Brasil em 1996, envolvendo
123 pacientes renais cronicos, apds terem sido submetidos a sessdes de hemodialise, passando a
apresentar um quadro clinico compativel com uma grave hepatotoxicose. Destes, 54 faleceram até
cinco meses apos o inicio dos sintomas e, de acordo com informacdes fornecidas pela Secretaria
de Saude de Estado de Pernambuco, a referida clinica recebia dgua sem tratamento completo e
usualmente era feita uma cloracdo no proprio caminhdo-tanque utilizado para transportar a agua,
em periodos de falha no abastecimento pela rede publica (AZEVEDO, 1998).

Os principais géneros de cianobactérias que se destacam pela ampla distribuicdo, potencial
capacidade de produzir toxinas e efeitos que podem causar em outros organismos de ambientes
aquaticos sdo: Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Planktothrix, Cylindrospermopsis e
Nodularia. A liberacdo das toxinas para o ambiente, na forma de toxina dissolvida, ocorre com a
morte, lise ou senescéncia das células (MULLER, RODRIGUES E CYBIS, 2009).

De acordo com suas estruturas quimicas, as cianotoxinas podem ser incluidas em trés
grandes grupos: os peptideos ciclicos, os alcaldides e os lipopolissacarideos. Entretanto, por sua
acdo farmacoldgica, as trés principais classes de cianotoxinas até agora caracterizadas sdo:
hepatotoxinas, neurotoxinas e dermatotoxinas geralmente com efeitos de inibicdo na sintese de
proteinas (REBOUCAS, BRAGA E TUNDISI, 2006; CHORUS & BARTRAM, 1999).

24



4.2.1 HEPATOTOXINAS

O tipo mais comum de intoxicacdo envolvendo cianobactérias estd associado as
hepatotoxinas, de acdo lenta, podendo ocasionar a morte de mamiferos em um intervalo de poucas
horas ou dias. As espécies ja identificadas como produtoras de hepatotoxinas estdo incluidas nos
géneros Microcystis, Anabaena, Nodularina, Planktothrix (Oscillatoria), Nostoc e
Cylindrospermopsis (REBOUCAS, BRAGA E TUNISI, 2006). As microcistinas - MCs
heptapeptideos ciclicos e as nodularinas - pentapeptideos ciclicos sdo as cianotoxinas mais
freqlientemente encontradas em blooms de &gua doce (SIVONEN & JONES, 1999). A acdo
hepatotdxica para animais, com sinais exteriores de envenenamento incluem fraqueza, palidez,
extremidades geladas, respiracdo pesada, vomitos e diarréia. Sao conhecidas mais de 60 variantes
de MCs e seis variantes de nodularinas.

As nodularinas (Figura 1) sdo produzidas por espécies de Nodularia, especialmente por N.
spumigena. Sdo estruturalmente menores que as MCs diferenciando-se pela auséncia de dois
aminoacidos. Também possuem acdo hepatotoxica, apresentando 0 mesmo mecanismo de agédo
farmacoldgica, porém, penetram nos hepatdcitos mais facilmente do que as MCs. A dose letal
DL50 para camundongos, por via intraperitonial, é de 50 pg.kg™ p.c. para a nodularina e para as
demais variantes, variam entre 75 e 2000 pg.kg™ p.c. (RINEHART et al. 1994; SAITO, et al.,
2001 apud SANT’ANNA et al., 2006).

Figura 1 — Estrutura geral das nodularinas (adaptada de Chorus e Bartram, 1999)

Fonte : FUNASA (2003 p. 15)

A cilindrospermopsina (Figura 2) é um alcaldide guanidinico ciclico produzido por
Cylindrospermopsis raciborskii, Umezakia natans e Aphanizomenon ovalisporum. Essa toxina
inibe a sintese protéica, causando desestruturacdo e necrose no figado, tendo sido também
observados danos em células renais, cardiacas e pulmonares, e ainda em mucosa gastrica de

camundongos. As cilindrospermopsinas possuem acéo lenta, sendo necessarios de 5 a 7 dias para
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atingir seu efeito tdxico maximo. Em camundongos, por via intraperitonial, a DL50 para 24 h, é de
2 mg.kg™p.c., e passa a ser de 0,2 mg.kg™ p.c., para 5 dias (TERAO et al., 1994; FALCONER et
al. 1999 apud SANT’ANNA et al., 2006).

Figura 2 - Estrutura quimica da hepatotoxina cilindrospermopsina (adaptada de Chorus e Bartram, 1999)

H H OH

Fonte : Di Bernardo (2010 p. 34)

4.2.1.1 MICROCISTINAS - MCs

As microcistinas sdo heptapeptideos ciclicos produzidos por diversas espécies do género
Microcystis, especialmente por M. aeruginosa, e por espécies de Anabaena, Planktothrix, Nostoc,
Hapalosiphon, Synechocystis e Aphanocapsa (DI BERNARDO, MINILLO E DANTAS, 2010) de
ocorréncia comum em reservatdrios de agua doce. Podem causar intoxicagdes agudas e crénicas e
dependendo da dose ingerida, provocar a morte de animais em algumas horas ou dias. O quadro
clinico apresentado pelos animais expostos sdo prostracédo, erecdo de pélos, anorexia, vomitos, dor
abdominal e diarréia. A morte decorre de hemorragia intra-hepatica e choque hipovolémico, e ha
um aumento da relacdo figado / peso corporeo de 5 % para cerca de 8-10 % (DI BERNARDO,
MINILLO E DANTAS, 2010). Os poderes maléficos comprovados devem-se a capacidade
hepatocarcinogénica, cuja base molecular da toxicidade consiste na inibicdo de enzimas fosfatase
1 e 2 A do hepatdcito.

A estrutura quimica molecular das microcistinas (Figura 3) constitui-se de heptapeptideo
monociclico, composto de 3 D-aminoacidos que compdem a porc¢do invariavel e constante nas
moléculas, 2 L-amino&cidos e 2 aminoacidos raros. Os D-aminoacidos sdo constituidos de alanina,
ligagdo P eritro-p metil-acido aspartico; ligacdo acido glutdmico (Ala - p - Me - Asp - Glu). Os
dois aminoacidos raros correspondem a N-metildehidroalanina (Mdha) e 3-amino-9-metoxi-10-

fenil-2,6,8-trimetildeca-4, 6- acido diendico (Adda). Os 2 L-aminoacidos variaveis com, tirosina e

26



arginina (YR), tirosina e alanina (YA), e tirosina e metionina (YM) (KAMOGAE & HIROOKA,
2000).

As microcistinas possuem um destaque especial, pois sdo as mais relacionadas a intoxicagao
de pessoas e animais e, apresentam mais de 60 variantes, sendo as microcistinas RR (MC-RR) e
LR (MC-LR), as duas mais comumente encontradas no meio aquatico (LUCA, PEGORE E
LUCA, 2010).

Assim, a sua toxicidade é classificada em 3 grupos, dependendo da substituicdo de dois L-
aminoécidos variaveis: forte:-LR, -LA e —YR; média: -WR; ou fraca: -RR e -M(O)R. Resultados
de pesquisas sugerem que os residuos de (2S, 3S, 8S, 9S) 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-
trimetildeca-4,6-4cido diendico (Adda) (HARADA, 2004) e Acido glutdmico da molécula de
microcistina possuem importante papel na hepatotoxidade da microcistina (LEAL & SOARES,
2004).

Em camundongos, a DL50 da microcistina-LR varia de 25-150 pg.kg™ p.c. (peso corpdreo);
por via intraperitonial. Para as demais MCs, esses valores situam-se entre 50-1200 pg.kg™ p.c.,
sendo essa variagdo atribuida as diferencas entre as estruturas das moléculas dessas cianotoxinas
(CHORUS & BARTRAM, 1999 apud DI BERNARDO, MINILLO E DANTAS, 2010).

As microcistinas - MCs sdo promotoras de tumores e tambem podem acarretar a destrui¢éo
da estrutura e funcdo do figado, hemorragia intra-hepatica e ocasionar a morte por problemas
respiratorios. Além de causarem problemas sanitarios, a exposicdo cronica as microcistinas em
aguas de abastecimento, mesmo em baixas concentragdes, pode levar & promocao de tumores e
carcinomas em mamiferos, especialmente de figado, rins e colon, o que torna a existéncia dessas
toxinas um problema relevante para a Saude Publica e para a producdo agropecuaria e aquicola
(LUCA, PEGORE E LUCA, 2010).

Estas toxinas sdo sollUveis em agua, mas ndo sdo capazes de penetrar diretamente nas
membranas lipidicas das células, exceto aquelas poucas que sdo hidrofébicas. Estas hepatotoxinas
sdo internalizadas nos hepatocitos por meio dos receptores dos acidos biliares. Uma vez dentro da
célula hepética, promovem uma desorganizacdo dos filamentos intermediarios e microfilamentos
de actina, ocasionando a desestruturacdo do citoesqueleto dos hepatdcitos. Como conseqiiéncia, 0
figado perde sua arquitetura e desenvolve graves lesbes internas. A perda de contato entre as
células cria espacos internos que sdo preenchidos pelo sangue que passa a fluir dos capilares para
esses locais, provocando hemorragia intra-hepatica (DI BERNARDO, MINILLO E DANTAS,
2010).
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Figura 3 - Estrutura quimica molecular das microcistinas
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Fonte: LUCA (2010, p. 6)

4.2.2 NEUROTOXINAS

As neurotoxinas (Figura 4) séo alcaldides do tipo carbamato, produzidos por espécies de
Aphanizomenon, Oscillatoria, Anabaena, Lyngbya, Cylindrospermopsis e Trichodesmium.
Embora os microrganismos pertencentes a esses géneros também possam produzir peptideos
hepatotdxicos, as neurotoxinas possuem acao mais rapida e por isso, de efeito predominante. De
um modo geral, os sintomas por intoxicacbes agudas sdo: paralisia, hipotensdo, dispnésia e
faléncia respiratoria. Sdo grandes as diferencas entre as poténcias das numerosas toxinas PSP
(Paralithic Shellfish Poison), sendo que essas poténcias podem ser medidas em unidades
denominadas UM (Mouse Unit), que é definida como a dosagem necessaria para matar um
camundongo de 20 g, por via intraperitonial, em 15 min. Para as saxitoxinas, uma das mais toxicas
substancias pertence ao grupo PSP, cujo valor € de 2483 UM por umol do composto enquanto que
para as C-toxinas, é de 15-145 UM por pumol (KUIPER — GOODMAN et al., 1999 apud
SANT’ANNA et al., 2006).
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Figura 4 - Estruturas quimicas das neurotoxinas : (A) anatoxina-a, (B) homoanatoxina-a, (C) anatoxina-a (s) e (D)
estrutural geral das saxitoxinas (adaptada de Chorus e Bartram, 1999)
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Fonte : FUNASA (2003, p. 13)

A DL50 das saxitoxinas, por via intraperitoneal, em camundongos machos ¢ de cerca de 10
Hg.kg™t p.c. e em fémeas é de 8,0 pg.kg” p.c. (KUIPER — GOODMAN et al., 1999 apud
SANT’ANNA et al., 2006).

4.2.3 DERMATOTOXINAS

Os lipopolissacarideos (LPS) (Figura 5) sdo componentes da parede celular de todas as
bactérias Gram-negativas, incluindo as cianobactérias; sdo agentes pirogénicos, capazes de induzir
irritacdo na pele e alergias. Se ingeridas, essas toxinas induzem, tanto em humanos quanto em
animais de experimentacdo, uma série de efeitos que incluem neutropenia, trombocitopenia, niveis
anormais de glicose e mudangas metabolicas, como acidose ¢ alcalose (SANT’ANNA et al.,

2006).
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Figura 5 - Estrutura quimicada debromoapliasiatoxinas (adaptada de Chorus e Bartram, 1999)

Fonte : Di Bernardo (2010 p. 34)

4.3 LEGISLACAO BRASILEIRA

A agua destinada ao consumo humano deve ser potavel isto é, segura (livre de
contaminantes organicos e inorganicos e de microrganismos patogénicos), de aspecto atraente,
sabor agradavel para ser bebida e adequada para finalidades domésticas e para a maior parte das
atividades industriais. Além disso, a agua ndo deve ter dureza elevada e deve ser estavel, quer
dizer, nem ser corrosiva nem incrustante. A avaliacdo da qualidade de uma agua para uso humano
ou industrial, tratada ou in natura, é feita pela determinacdo de diversos parametros fisicos,
quimicos, microbiologicos. Os padrdes de potabilidade fixam valores para os parametros mais
representativos da qualidade de uma agua para que seja considerada adequada ao consumo
humano (RICHTER, 2009).

Em junho de 2003, foi instituida a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério
da Saude que assumiu as atribui¢cbes do Centro Nacional de Epidemiologia (Cenepi), até entdo
localizado na estrutura da Fundacdo Nacional de Saude (Funasa). Em virtude desse novo
ordenamento na estrutura do Ministério da Saude, a Portaria 1469 foi revogada, passando a
vigorar a Portaria 518 de marco de 2004 mantendo-se inalterado o nimero e valores de maximos
permissiveis de cada parametro. As alteracdes processadas referem-se tdo somente a transferéncia
de competéncias da Funasa para SVS e a prorrogacdo no prazo para que as instituicdes ou 6rgaos
aos quais se aplicam a Portaria promovessem as adequacfes necessarias ao seu cumprimento.
Estas adequacdes concernem ao tratamento por filtragdo de 4gua captada em manancial superficial
e distribuida por meio de canalizagdo, e a obrigacdo do monitoramento de cianobactérias e
cianotoxinas (LIBANIO, 2010).
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A Portaria n° 518 do Ministério da Salde, de 25 de marco de 2004 obriga 0 monitoramento
de cianobactérias e cianotoxinas estabelecendo o valor maximo permitido de 1,0 pg.L™ de MCs
para agua de consumo humano. Também proibe o0 uso de algicidas, para o controle do crescimento
de cianobactérias, em mananciais cuja contagem ultrapasse 20.000 cel.mL™ ou 2 mm®L? de
biovolume, pois pode causar a lise das células acarretando assim a liberacdo das toxinas, que
consequientemente sdo mais dificeis de serem eliminadas da agua.
Em 12 de dezembro de 2011 a Portaria n° 518 / 2004 foi revogada pela Portaria n° 2.914 do
Ministério da Saude. Dentre as principais alteracGes relacionadas as cianobactérias, destacam-se:
= Inclusdo, no padrdao de potabilidade, do valor maximo permitido de saxitoxinas de 3,0 pg
equivalente STX/L e do valor maximo de percepcao de 6 para qualquer caracteristica de gosto
e odor, com excecdo do cloro livre;

= Recomendacdo de analise de cilindrospermopsinas (observando o valor maximo aceitavel de
1,0 pg.L") e anatoxina-a (s) no monitoramento de cianobactérias quando for detectada a
presenca de géneros potencialmente produtores dessas cianotoxinas no ponto de captacdo do
manancial superficial,

= Em complementacdo ao monitoramento, recomenda-se a analise de clorofila-a no manancial,
com frequéncia semanal, como indicador de potencial aumento da densidade de
cianobactérias. Quando os resultados das analises revelarem que a concentracao de clorofila-a
em duas semanas consecutivas tiver seu valor duplicado ou mais, deve-se proceder nova coleta
de amostra para quantificacdo de cianobactérias no ponto de captacdo do manancial, para
reavaliacdo da frequéncia de amostragem de cianobactérias;

= Estabelecimento do prazo maximo de 24 (vinte e quatro) meses, contados a partir da data de
publicacdo desta Portaria, para que 0s Orgaos e entidades sujeitos a aplicacdo desta Portaria
promovam as adequacOes necessarias ao seu cumprimento, no que se refere ao monitoramento

dos parametros gosto e odor e saxitoxinas.

4.4 TRATAMENTO DE AGUAS CONTENDO CIANOBACTERIAS

A presenca de microalgas e cianobactérias em mananciais brasileiros € um grave problema
enfrentado pelas Estacbes de Tratamento de Agua — ETAs, que utilizam as Tecnologias de
Tratamento por ciclo completo e de Filtracdo Direta. Ou seja, dependendo da espécie e do nimero
de individuos, pode ocorrer a reducdo da duracdo das carreiras de filtracdo e ou comprometer

seriamente a qualidade da agua produzida, principalmente devido a liberagdo de seus metabdlitos.
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A pré-cloragdo é uma prética realizada em muitos sistemas de tratamento de &gua, visando a
remogdo / inativacdo de microalgas e cianobactérias. Entretanto, alguns problemas foram
observados na utilizacdo deste pré-tratamento em mananciais com elevadas concentracdes de
fitoplancton, sobretudo a formacao de subprodutos clorados, como por exemplo, os trialometanos
(THM) os quais sdo considerados cancerigenos, e da liberacdo de metabdlitos, que podem ser
potencialmente toxicos (MONDARDO, SENES E FILHO, 2006; KURODA, 2006). Também
podem conferir sabor e odor as 4guas que podem estar associados com 0s compostos organicos
volateis (VOCs) (LIBANIO, 2008; KURODA, 2009).

Ha& evidéncias que as tecnologias de tratamento usuais, envolvendo a coagulacdo quimica,
nao sdo capazes de efetivamente remover as cianotoxinas dissolvidas na agua. Isto provavelmente
ocorra porque 0s coagulantes usualmente empregados sdo ineficazes na desestabilizacdo e
precipitacdo desses compostos, ndo sendo possivel a separagdo com conseqlente remocdo das
cianotoxinas nas etapas seguintes de potabilizacio (LIBANIO, 2008).

A interferéncia da presenca de algas e cianobactérias na potabilizagdo das aguas revela-se
em varias perspectivas de acordo com o(s) grupo(s) predominante(s). Alguns grupos de algas
interferem no tratamento das aguas de diferentes formas. Usualmente, ocorre 0 aumento do
consumo de produtos quimicos, reducdo da sedimentabilidade dos flocos e das carreiras de
filtracdo, elevacdo da demanda de cloro na desinfec¢do, com maior possibilidade de formacéo de
THM, ocasionando maiores riscos a saude humana. Embora ainda sejam casos raros no Brasil,
sucessivas floragdes culminaram com a mudanca do manancial ou com a alteracdo da tecnologia
de tratamento com o emprego da floracdo por ar dissolvido, em virtude da mencionada baixa
sedimentabilidade dos flocos formados (LIBANIO, 2008).

Para minimizar a probleméatica das cianobactérias existem diversos processos sendo
desenvolvidos na tentativa de remover tanto as células intactas de cianobactérias potencialmente
toxigénicas como de suas toxinas na agua, buscando acima de tudo um acordo entre seus custos e
a sua facil manipulacdo (ALBUQUERQUE JUNIOR, 2006).

Existem estudos abordando as mais variadas tecnologias (Tabela 1), como processos
especificos de tratamento tais como filtracdo lenta, ultrafiltracdo, nanofiltracdo, flotacdo por ar
dissolvido, radiacdo UV ou gama, adsorcdo em carvao ativado e solos argilosos, pds — oxidacédo
combinados com os tratamentos convencionais, 0smose reversa, tratamento quimico (por agentes
oxidantes como: ozénio, cloro e diéxido de cloro, peroxido de hidrogénio, permanganato de
potassio dentre outros) e biodegradacdo (HASHIMOTO, 2007; ALBUQUERQUE JUNIOR,
2006), com eficiéncias de até 95 a 100 % para remocdo de compostos toxicos presentes na agua.

Porém, deve-se considerar a grande limitacdo dos mesmos ja que ndo existem muitos estudos com
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relacdo a toxicidade dos subprodutos de reacdo formados e quais 0s seus efeitos crénicos e agudos
sobre o ser humano (ALBUQUERQUE JUNIOR, 2006).

Tabela 1 Técnicas de remocéo de cianobactérias e de suas toxinas

Expectativa de remogao

Técnica de Tratamento

Coagulagdo /
sedimentacdo / flotagdo
por ar dissolvido
Precipitacdo /
sedimentagao
Filtragdo rapida
Filtragao lenta em areia

Coagulagdo /
sedimentacdo / filtracdo
combinada
Flotagao por ar
dissolvido
Processos de
membranas
Adsorgao (PAC)

Adsorg¢do (GAC)

Carvao ativado granular
biolégico
Pré — ozonizagao

Pré — cloragao

Ozonizagdo (pos -
clarificagdo)
Cloro livre (pés —
filtracdo)
Cloramina
Dioxido de cloro

Permanganato de
potassio
Peroxido de hidrogénio
Radiagdao UV

Células
preservadas
>80%

>90

>60
~90

>90

>90
>99
Insignificante
>60
>60
Aumenta

coagulagao

Toxina
extracelular
<10%

<10}%
<10%
Provavelmente
significante
<10
NA, PB
Incerto
>85
>80
>90
Aumento
potencial
Causa lise e
libera
metabdlitos
>98%

>80%

Insignificante
Insignificante

>95%

Insignificante
Insignificante

Comentarios

Remove apenas a toxina contida na célula

Remove apenas a toxina contida na célula

Remove apenas a toxina contida na célula
A eficiéncia para ;MCs dissolvida depende do
biofilme e do comprimento do filtro
Remove apenas a toxina contida na célula

Remove apenas a toxina contida na célula
Depende do tipo de membrana

Para doses adequadas (>20 mg.L'l), a
competicao COD reduz a capacidade
A competicao COD reduz a capacidade e acelera
a quebra, remove as células
A atividade bioldgica aumenta a eficiéncia de
remogao
Utilizada em dosagens baixa risco de liberar
toxina
Aplicdvel para cianobactérias toxicas apenas se
o tratamento subseqliente remover as toxinas
dissolvidas
Rapido e eficiente para toxinas soluveis

Efeito > 0,5 mg.L'1 apo6s 30 minutos a pH<8 e
baixo COD
Ineficiente

N3do efetivo com doses usadas em tratamento
de dgua para abastecimento
Efetivo sobre toxina soluvel, mas apenas na
auséncia de células completas
Ndo efetivo
Capaz de degradar MCs — LR e anatoxina-a, mas
apenas em doses impraticavelmente altas

Fonte ALBUQUERQUE JUNIOR (2006 p.48)

4.5 BIODEGRADACAO DE CIANOTOXINAS
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Estudos voltados para o uso de microrganismos no combate a produtos tdxicos indicam que
0 uso dos mesmos requer uma fase de aclimatagéo dividida em trés etapas: (i) inducdo de enzimas
especificas ausentes ou presentes em baixos niveis antes da exposi¢do (ii) selecdo de novas
capacidades metabdlicas produzidas por mudancas genéticas; e (iii) aumento do numero de
organismos na populacdo ativa. O crescimento biologico depende de outros fatores como:
interacdo bioldgica (competicdo e predacao), fatores abidticos, como presenca e atividade de agua,
temperatura, pH e presenca de matérias toxicos (AMARANTE JUNIOR, VIEIRA E COELHO,
2006).

Quanto a temperatura, a elevacdo da mesma causa aumento de intensidade nos processos
bioldgicos, até o limite da desnaturacdo das proteinas, quando as atividades celulares séo inibidas
e as células morrem. Valores de pH entre 6,0 e 8,0 sdo considerados ideais para atividade
microbiana. A variacdo de pH tem, além da acdo direta sobre os microrganismos, papel
fundamental na quimica do solo e das &guas naturais, uma vez que pode disponibilizar ou remover
nutrientes e compostos toxicos devido a atividade do ion hidrogénio em solucdo (AMARANTE
JUNIOR, VIEIRA E COELHO, 2006).

Para minimizar os problemas relacionados a ocorréncia de microalgas ou cianobactérias em
mananciais de abastecimento, existem estudos voltados para o uso de virus, protozoarios, fungos,
actinomicetos e bactérias diversas por apresentarem atividade antagonista as cianobactérias e ou
de biodegradacéo de cianotoxinas.

A biodegradacao € definida como a reducdo de complexidade de compostos quimicos; isto
é, a mudanca na estrutura quimica de determinada substancia ocasionada por processo biologico
que, em geral, diminui o tamanho molecular (AMARANTE JUNIOR, VIEIRA E COELHO,
2006).

A atividade antagbnica a cianobactéria € comum em actinomicetos e bactérias isoladas de
solos ou ambientes aquéticos especialmente com floracGes de cianobactéria. Entre 83 espécies de
actinomicetos isolados de sedimentos, 50 % apresentaram atividade cianobacteriolitica, com
destaque para Streptomyces phaeofaciens S9. L-lisina, aminoacido secretado por S9, foi apontado
como um dos fatores capazes de causar danos na parede celular de M. aeruginosa (YAMAMOTO
et al., 1998).

Saito et al., (2003) detectaram o gene degradante de microcistinas — mlrA em Sphingomonas
sp. MJ-PV e bactérias MD-1 e Y2 e verificaram que o gene mlIrA é exclusivo para degradacao de
microcistinas.

Harada et al., (2004) isolou 0 aminoacido Adda de microcistina-LR depois da degradacao

microbiana usando a cepa isolada Sphingomonas - B9. O Adda purificado que foi estruturalmente
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caracterizado, ndo apresentou toxicidade em camundongos ou inibicdo da proteina fosfatase em
contraste com a toxina natural. Portanto, o isolamento de Adda n&o foi apenas significativo para
estudos de degradacdo de microcistinas em condi¢es naturais, mas também para subsequentes
estudos de biossintética.

Estudos feitos por Bourne et al., (2006) revelaram que a bactéria (MJ-PV) demonstrou
capacidade de degradacdo de microcistina-LR, que foi investigado por aplicagbes em
biorremediages em microcosmos de aguas naturais e atividade bioldgica em filtros de areia
lentos. Degradac®es superiores a 80 % de MC-LR foram observadas com inéculo (1x10° cel.mL™)
no tratamento com agua do rio apés 2 dias.

Shunyu et al., (2006) isolou uma bactéria do Lago Dianchi da provincia Yunnan, China,
Bacillus cereus, capaz de provocar a lise de um bloom de cianobactéria Aphanizomenon flos-
aquae. Esta bactéria mostrou atividade litica contra uma ampla gama de cianobactéria / algas,
incluindo Anabaena flos-aquae, Microcystis viridis, M. wesenbergi, M. aeruginosa, Chlorella
ellipsoidea, Oscillatoria tenuis, Nostoc punctiforme, Spirulina maxima, e Selenastrum
capricornutum. A bactéria Bacillus cereus possui formato de bastonete, sdo Gram-positivo e
produzem colénias brancas quando estriados no meio BG-11 suplementado com 6 g.L™ de caldo
de tripticase de soja e solidificado com 1 % Agar. Néao foi detectado efeito adverso em testes de
toxicidade por bioensaios com ratos. Assim, B. cereus DC22 foi considerado um microrganismo
seguro para o controle de blooms de cianobacterias / algas em ambientes naturais. A bactéria
DC22 mostrou atividade litica contra uma ampla gama de cianobacterias / algas em 7 dias.

Maruyama et al., (2006) testaram trés cepas de bactéria (Y27, MDB2 e MDB3), isoladas do
Lago eutréfico Suwa e do Rio Tenryu, localizados no Japdo, que degradaram microcistinas. As
bactérias eram aerdbias e quimio-organotroficas com células Gram-negativas, em forma de
bastonetes ndo esporulados, méveis por meio de flagelo polar Unico. Formavam coldnias com
pigmentos amarelos em Agar nutriente. A analise filogenética baseada em sequéncias de gene 16S
rRNA indicaram que os isolados formaram um conjunto da familia Sphingomonadaceae, mas
foram claramente separadas de géneros estabelecidos desta familia, por exemplo, Sphingomonas,
Sphingobium, Novosphingobium e Sphingopyxis. Assim, as trés cepas representam um novo
género e espécie da familia Sphingomonadaceae como o0 nome Sphingosinicella
microcystinivorans.

Lemes et al., (2007) testaram e confirmaram a biodegradacdo de duas variantes de
microcistinas, MC-LR e [D-Leul] MC-LR (1 pg.mL™), por bactérias isoladas da Lagoa dos Patos
na regido estuarina. A maior taxa de biodegradacao foi de 0,05 mg de MC-LR por dia observado

no experimento com extratos de células de Microcystis RTS 9501 na amostra de agua do estuario.
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Também isolou uma cepa de bactérias capazes de crescer em um meio enriquecido com MC-LR
como a Unica fonte de carbono. Esta cepa bacteriana foi identificada como pertencente ao grupo
dos b-proteobactérias do género Burkholderia.

Tsuji et al., (2006) isolaram onze cepas de bactérias ativas retiradas de amostras dos Lagos
Tsukui e Sagami, Japdo, em que trés cepas de bactérias (B9, B10 e B11) apresentaram atividade
de degradacdo de microcistinas — MCs (com concentracéo inicial ajustada para 2 mg.L™) de onde
a cepa B9 obteve destaque nesta atividade, pois as MC-LR e MC-RR foram completamente
degradadas em bactéria imobilizada em resina de poliéster apds 1 d. Em condicfes otimizadas, a
remocao com eficiéncia de 80 % foi observada de forma continua por 2 meses, podendo assim, ser
uma alternativa vidvel para aplicacdo no tratamento de microcistinas. A cepa B9 é aerdbia,
quimio-organotroficos, e Gram-negativa. As células sdo bastonetes e produzem col6nias amarelas
em meio Agar Sakurai.

A bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9 produzem enzimas hidroliticas capazes
de degradar microcistinas - MCs e nodularinas que sdo peptideos ciclicos toxicos produzidos por
cianobactérias. A bacteria B9 é capaz de degradar estes peptideos ciclicos de cianobactérias por
hidrolise de suas ligacOes peptidicas. Esta bactéria possui uma atividade hidrolitica que pode
degradar estruturalmente diferentes peptideos ciclicos e que este pode ser eficaz para a
desintoxicacdo de residuos perigosos. Estudos tém demonstrado que a bactéria - B9 pode degradar
ndo somente MC-LR, mas outras MCs, tal como MC-RR, 3-desmetil MC-LR, dihidro MC-LR, e a
MC-LR cisteina conjugada, mas também nodularinas (KATO et al., 2007).

Outro microrganismo que pode promover a degradacdo das MCs sdo 0S microrganismos
probidticos utilizados comumente na dieta alimentar pelos beneficios a saude de humanos e
animais. Varios estudos comprovam o potencial de degradacdo de MCs pelas bactérias laticas
probidticas (SONJA et al., 2007, MERILUOTO et al., 2005 e NYBOM, SALMINEN E
MERILUOTO, 2007) com destaque aos géneros Lactobacillus e Bifidobacteria.

As bactérias laticas probioticas estdo presentes em varios ambientes naturais como a boca e
0 trato intestinal de humanos além de serem encontrados em produtos lacteos, carneos e vegetais.
Segundo a FAO/WHO, (2006) microrganismos probioticos sao definidos como “microrganismos
vivos que quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios ao hospedeiro”.
Quando introduzidos no sistema digestivo, através da alimentacdo, apresentam a capacidade de
resisténcia a acidez estomacal e a acdo dos sais biliares, chegando a mucosa intestinal onde ocorre
a sua aderéncia e colonizagdo (PIMENTEL, FRANCKI, GOLLUCKE, 2005).
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Entre os efeitos benéficos atribuidos a estes microrganismos estdo o alivio na constipacdo
intestinal, melhora do sistema imune e agdo antimicrobiana a microrganismos patogénicos e
deteriorantes (GOMES & MALCATA, 1999).

Estudos envolvendo linhagens de bactérias laticas probidticas para degradacdo de
contaminantes tém sido avaliados em diversas matrizes. Niderkorn, Boudra e Morgavi, (2006),
estudaram a capacidade de 25 linhagens de bactérias laticas probidticas em degradar toxinas
produzidas por Fusarium sp., e observaram reducédo de até 100 % de FB2. Halttunen, Salminen e
Tahvonen (2007), obtiveram uma reducdo de 85 % de cadmio e chumbo em agua apds 5 min de
incubagéo utilizando L. plantarum.

A capacidade das bactérias lacticas em produzir grande quantidade de &cidos organicos
(fundamentalmente acido lactico), por fermentarem os carboidratos presentes nos alimentos e
conseqlientemente reduzirem o pH, € o fator primario em que se baseia a atividade antimicrobiana
dessas bactérias (MAGRO, CORBACHO E SORRIES, 2000). Trés probidticos Lactobacillus
rhamnosus cepas GG e LC-705 e Bifidobacterium lactis cepa Bb12 apresentaram capacidade de se
ligarem a MC- LR de solugbes aquosas, sendo que em mesmas condi¢fes de cultivo (7 h de
incubacdo a 35 °C), L. rhamnosus foi a que apresentou maior capacidade de remocéo
(MERILUOTO et al., 2005).

Dentre 11 cepas de bactérias lacticas testadas, Lactobacillus rhamnosus GG e LC-705,
Bifidobacterium longum 46 e Bifidobacterium lactis 420 e Bb12 apresentaram maior efetividade
na remocao de MC-LR, sendo que culturas de bactérias viaveis mostraram-se mais eficientes na
remocdo de MC-LR em relacdo a bactérias nao viaveis ou liofilizadas, possivelmente porque o
mecanismo de remocao pode estar associado ao metabolismo bacteriano (NYBOM, SALMINEN
E MERILUOTO, 2007).

Na agricultura, o biocontrole de patégenos tem sido prioritariamente feito com a introducéo
de microrganismos antagonistas no alvo a ser protegido. Entre os utilizados, destacam-se as
leveduras, especialmente quando o objetivo é a protecdo de frutos destinados ao consumo in
natura (KRAEMER et al., 2007).

As leveduras sdo microrganismos eucariéticos predominantemente unicelulares pertencentes
ao Reino Fungi, podem ser produzidas em grandes quantidades pelo uso da biotecnologia nas
industrias de pdo e cervejeiras. Sua forma predominante é unicelular, sua reproducdo vegetativa se
faz, geralmente, por gemulacdo ou brotamento. Podem ser amplamente encontrados na natureza e
possuem grande importancia econdmica por participarem de diversos processos industriais de
fermentagdo. S&o obrigatoriamente aerdbias, porém algumas podem ser anaerdbias facultativas e

sdo conhecidas como leveduras fermentativas. Estes organismos tém a capacidade de fermentar
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acucares produzindo etanol e didxido de carbono e por isso sdo utilizados hd milhares de anos na
producdo de pdo e de bebidas alcodlicas, tendo importancia econdmica em escala industrial
(CARVALHO, BENTO E SILVA, 2006).

Determinadas leveduras apresentam o fator “killer”, capaz de inibir o crescimento de outros
microrganismos. O fator que é um peptideo téxico liberado no meio de cultivo, pode ser detectado
nos géneros Saccharomyces spp., Candida spp., Cryptococcus spp., Debaryomyces spp.,
Hansenula spp., Kluyveromyces spp., Pichia spp., Torulopsis spp., Ustilago spp., Rhodotorulla
spp., Trichosporon spp., Hanseniaspora spp., Williopsis spp., Zygowilliopsis spp. e
Zygosaccharomyces spp..

Embora o fendmeno “killer” tenha sido descoberto em 1963, pouco se conhece ainda sobre
seu mecanismo de acdo. As evidéncias indicaram atuacdo na membrana de células sensiveis,
reduzindo o pH intracelular e causando conseqiiente extravasamento de ions potassio e ATP, entre
outros. A atividade “killer” em meios de cultura é expressa sob condigdes acidas (pH 3-6), com
maior atuacdo em pH 4-5 e entre 15-20°C, podendo ser inativada em temperaturas superiores. Na
industria fermentativa, leveduras com carater “killer” combatem cepas de leveduras selvagens
deteriorantes, indesejaveis durante o processamento de cerveja e pdo. A constatacdo da letalidade
do fator “killer” em determinadas linhagens de leveduras perante fungos filamentosos ampliou
ainda mais as perspectivas de aplicacdo, também sob ponto de vista de biocontrole dos
fitopatdgenos e bolores deteriorantes de alimentos (COELHO, HOFFMANN E HIROOKA,
2003).

A Saccharomyces cerevisae e espécies filogeneticamente proximas sdo comumente
empregadas nas indastrias de fermentacdo alimenticia e de bebidas. As principais caracteristicas
que tornam as leveduras interessantes para usos industriais sdo sua facilidade de obtencéo e
multiplicacdo, utilizacdo de nutrientes na forma mais simples, possibilidade de -cultivo
independente do ambiente, pequena exigéncia de agua e area, formacdo de produtos de valor
nutritivo, além de serem consideradas seguras para uso de maneira geral (DEL RIO, 2004).

Adicionalmente, estudos tém demonstrado a capacidade desta espécie em remover metais
pesados da agua, tornando uma alternativa promissora para descontaminacdo ambiental (WANG
& CHEN, 2006).
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5 MATERIAL E METODOS

A avaliacdo do potencial de degradagdo de microcistinas — MCs totais e de inibicdo do
crescimento de cianobactérias (atividade anti-cianobactéria) por microrganismos bactéria
Sphingosinicella microcystinivorans - B9, bactérias laticas probioticas, kefir de gua e leveduras,
foi efetuada através de diferentes experimentos, em escala de bancada no Laboratério de
Saneamento da Universidade Estadual de Londrina - UEL.
O estudo constituiu-se basicamente, de cinco experimentos consecutivos descritos a seguir.
= Experimento 1: Crescimento populacional da cepa toxigénica de Microcystis sp. TAC 95;
= Experimento 2: Selecdo das condicGes de teste a serem empregadas na avaliacdo do potencial
de degradacdo de microcistinas — MCs totais e de inibicdo de cianobactérias por
microrganismos;

= Experimento 3: Avaliagdo prospectiva de diferentes cepas dos microrganismos: bactéria
Sphingosinicella microcystinivorans — B9, bactérias laticas probidticas, kefir de agua e
leveduras em relagéo a capacidade de degradacéo de MCs totais;

= Experimento 4: Avaliacdo do potencial de degradacdo de MCs totais para 0s microrganismos
selecionados;

= Experimento 5: Avaliagdo do potencial de inibicdo do crescimento de cianobacterias

(atividade anti-cianobactéria) pela bactéria Sphingosinicella microcystinivorans — B9.

5.1 METODOS DE ANALISE

5.1.1 CONTAGEM CELULAR DE CIANOBACTERIAS E DE LEVEDURAS

Para determinacdo da contagem celular, foi utilizado o método 10200 F segundo APHA,
AWWA, WEF, (2005) com adaptacfes. A determinacdo da contagem celular de cianobactérias e
de leveduras foi realizada em camara de Neubauer em aliquotas de 1 mL previamente fixadas em
formol a 4 % (Figura 6). Para uniformizar a precisdo de contagem, a dilui¢do foi efetuada até que
se obtivessem entre 100 e 250 células por quadrante. O nimero de células foi calculado de acordo

com a Equacéo 1:
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1 Numero de células totais
Contagem celular (cel.mL™) = x diluicio x 10000 x
4 Equacéo 1

Figura 6 - Desenho esquematico da contagem celular de cianobactérias e leveduras em Camara de Neubauer

C N

1mL daAmostra Contagem na Camara de Neubauer

Formol 4 %

Fonte Do Autor (2012)

5.1.2 CONTAGEM DE BACTERIA B9

Para a contagem da bactéria B9, foram retiradas aliquotas de 100 uL das amostras e
submetidas a diluicdes decimais e seriadas em 900 uL de solucdo salina 0,85 % estéril. Em
seguida, as amostras diluidas de bactéria B9 foram inoculadas em superficie de Agar Sakurai e
incubadas a 30°C por 72 h. O nimero de bactéria B9 foi dado em UFC.mL™ (Figura 7).

Figura 7 - Dilui¢Ges decimais e seriadas para a contagem da bactéria Sphingosinicella microcystinivorans — B9
100l 100pL 100 pL 100 pL

= - (- - (-
Agar - Incubados a
900 L de ° @ ° o o Sakurai 30°C por 72h
Solugéo ° ¢ ° ° °
Salina 0,85 % °o °o % % %
o <] <] o o
© © -] =] ©
° ° ° ° o
1 2 -3 -4 5

Fonte Do Autor (2012)

5.1.3 CONTAGEM DE BACTERIAS LATICAS PROBIOTICAS

Para a contagem das bactérias laticas probioticas, foram retiradas aliquotas de 1 mL das

amostras e submetidas a dilui¢cbes decimais e seriadas em solugdo salina 0,85 % estéril. Em
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seguida, as amostras diluidas de bactérias laticas probioticas, foram inoculadas em profundidade
(pour - plate) em Agar MRS e incubadas a 37°C por 48 h. O nimero de bactérias laticas
probidticas foi dado em UFC.mL™ (Figura 8).

Figura 8 - DiluigGes decimais e seriadas para a contagem de bactérias laticas probidticas
1mL 1mL 1mL 1mL

-~ \'. ”~ A Y » T -y / Ty
{ ' - r %
= = = = =
A MRS rrr) Incubados a
omL de gar 37°C por 48h
Solugéo
Salina 0,85 %
-1 -2 -3 -4 -5

Fonte Do Autor (2012)

5.1.4 ANALISE DE CLOROFILA-A E FEOFITINA-A

Para analise de clorofila-a e feofitina-a foi utilizado o método espectofotométrico 10200 H
segundo APHA, AWWA, WEF, (2005) com adaptacdes. Aliquotas de 10 mL foram retiradas das
amostras e filtradas em membrana tipo GF / C marca Sartorius sob baixa iluminagdo. Em seguida,
as membranas foram submetidas a extracdo em 5 mL de acetona 90 % a 4°C por no minimo 12 h e
posteriormente, os extratos foram centrifugados a 1520 x g por 15 min para a retirada do material
particulado e leitura da absorbancia a 665 nm do sobrenadante, descontando-se a interferéncia de
particulados a 750 nm. A acidificacdo do extrato para determinacdo da feofitina-a foi realizada
com pH ajustado para 2,3 e 2,8 adicionando-se solugdo de &cido cloridrico 0,1 N. A leitura do
extrato acidificado foi realizada entre 30 seg e 3 min, nos mesmos comprimentos de onda citados.

A quantificacdo de clorofila-a e feofitina-a foi realizada pela Equacéo 2 apresentada a seguir:

Clorofila a (ug.L™) = 26,73 x{(665b—750b) — (665a— 750 a)}x

Vxs
Equagao 2
v
Feofitinaa (ug.L™) = 26,73 x{[ 1,7 x (665 a—750a)]— (665 b— 750 b)}x e
xs

em que:

UA b: absorbéancia da amostra néo acidificada;
UA a: absorbancia da amostra acidificada;
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Vv: volume do solvente (mL);
V: volume da amostra filtrada (L);
s: comprimento 6ético da cubeta (cm),

26,73: coeficiente de absorc¢do especifica da clorofila-a em solucdo aquosa de acetona 90 %;
1,7: razdo de rendimento da clorofila a ndo acidificada para acidificada.

5.1.5 ANALISE DE MICROCISTINAS PELO IMUNOENSAIO ELISA (ENZYME-
LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

A anélise de microcistinas - MCs totais por imunoensaio ELISA foi realizada com o kit de
placas da Beacon Analytical Systems Inc. O método de imunoensaio ELISA utilizado baseia-se na
competicdo direta entre a MC presente na amostra, seguida, da MC marcada com a peroxidase,
com anticorpo policlonal de coelho anti-MC-LR, com reatividade cruzada com analogos de MCs
(100 % para MC-LR, 87 % para a MC-RR e 48 % para a MC-YR) imobilizados nos po¢os. Assim,
0s resultados das andlises por imunoensaio ELISA sdo expressos, neste caso, na forma de

equivalentes de MCs totais. O processo de reacdo do método ¢ ilustrado na Figura 9.

Figura 9 - llustragcdo do processo de reagao do método de imunoensaio ELISA para analise de MCs
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As curvas de calibracdo foram construidas e validadas, antes de cada bateria de analise, com

0 emprego de padrdo externo com concentracdo previamente conhecida, se a porcentagem de
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recuperagdo resultasse entre 80 e 130 % (faixa estabelecida pelo fabricante para validagdo da
curva de calibragdo). As analises foram realizadas no minimo em duplicata e preferencialmente
em triplicata, sendo estas consideradas validas, se os valores de coeficiente de variagdo — CV
maximo resultassem inferiores a 15 %. As analises foram realizadas com emprego de micropipetas
automaticas de volume variaveis devidamente calibradas e reservadas especificamente para esse
fim. As amostras foram previamente diluidas em &gua ultra pura de forma a possibilitar a
quantificacdo pela curva de calibracdo com faixa de concentracéo entre 0 e 2,0 pg.L™ de MCs

totais.

5.2 CEPAS DE MICRORGANISMOS E CONDICOES EXPERIMENTAIS UTILIZADAS

Para facilitar o entendimento sdo apresentadas a seguir as cepas de microrganismos e as
condicdes de teste utilizadas nos experimentos com seus respectivos cddigos. Na Figura 25 séo

apresentadas fotos ilustrativas de culturas dos microrganismos utilizados.

5.2.1 CEPAS E CONDICOES DE CULTIVO DE CIANOBACTERIAS

Para o desenvolvimento dos experimentos, foram adquiridas 05 cepas de cianobactérias
Microcystis (TAC95 e NPLJ4), Anabaena (AUO02g), Phormidium (NIES-611) e Synechocystis
(PCC-6803) (Tabela 2). A cepa NPLJ-4 foi gentilmente cedida pela Prof®. Dra. Sandra Azevedo
do LETC-IBCCF-UFRJ e as demais, pelo Prof. Dr. Ken-ichi Harada do Laboratory of
Environmental Sciences, Faculty of Pharmacy, Meijo University Nagoya - Aichi — Japao.

Para a realizacdo dos testes, as cepas de cianobactérias utilizadas foram mantidas no
laboratdrio através de inoculagdes quinzenais em meio ASM-1 (GORHAM, 1964) estéril
(autoclavado a 121°C durante 20 min).

As culturas (Tabela 2) foram mantidas em triplicata em tubos de ensaio de 22 mL com 10
mL de meio e em duplicata em erlenmeyers de 125 mL com 20 mL de meio a temperatura de

25°C e iluminag&o de 35 UE. m?.s™ com fotoperiodo de 12 h.d™.
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Tabela 2 - Dados das cepas de cianobactérias mantidas no Laboratdério de Hidrdulica e Saneamento

Cadigo Cepa Classificagdo Origem Meio de cultura
Cc1 TAC 95 Microcystis sp. Japao
Cc2 NPLJ 4 Microcystis spp. Lagoa de Jacarepagua / RJ, Brasil
c3 AU 02g Anabaena ucrainica Floragdo Lago Sagami / Kanagawa,
~ ASM-1
C7Japao, 2002
Cc4 NIES 611 Phormidium tenue Lago Biwa C8 / Shiga, Japdo, 1987
C5 PCC-6803 Synechocystis California, U.S.A., 1968

NIES: National Institute for Environmental Studies, Tsukuba, Jap&o;
PCC: Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria, Paris, Franga.

Fonte Do Autor (2012)

Na Figura 10 sdo apresentadas fotos ilustrativas das culturas de cianobactérias (Tabela 2) 15
dias apos inoculagdo e a Figura 11 apresenta imagens microscopicas das culturas de

cianobactérias.

Figura 10 - Cepas de cianobactérias mantidas no Laboratério de Hidraulica e Saneamento

Fonte Do Autor (2012)

Figura 11 — Imagem microscopica das culturas de cianobactérias

Phormidium tenue

Fonte KURODA, (2010)
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5.2.2 CEPA DE BACTERIA Sphingosinicella microcystinivorans - B9 E
CONDICOES DE CULTIVO

A cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9 foi isolada do Lago Tsukui,
Kanagawa e cedida pelo Prof. Dr. Ken-Ichi Harada do Laboratory of Environmental Sciences,
Faculty of Pharmacy, Meijo University Nagoya - Aichi — Jap&do. A cepa foi mantida em meio
solido Sakurai (TSUJI et al.,, 2006) a 4°C. Para utilizacdo nos experimentos, a cepa foi
previamente ativadas por 2 vezes incubando-se em meio solido Sakurai a 30°C por 48-72 h e
posteriormente, cultivada em meio liquido (peptona de caseina 0,2 %, extrato de levedura 0,1 % e
glicose 0,05 %) a 30° C por 72 h.

5.2.3 CEPAS DE BACTERIAS LATICAS PROBIOTICAS E CONDICOES DE
CULTIVO

Na Tabela 3 séo relacionadas as cepas de bactérias laticas probidticas, gentilmente cedidas
pela Prof® Dra. Sandra Garcia do departamento de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de
Londrina, utilizadas nos experimentos. As cepas de bactérias laticas probioticas foram mantidas a
-20°C com 10 % de glicerol. Para utilizacdo nos experimentos, as cepas foram previamente
ativadas por 3 vezes em Caldo MRS a 37°C por 18 h.

Os gréos de kefir de agua foram ativados previamente por 3 vezes em solucdo de acUcar

mascavo 5 % a temperatura ambiente por 24 h.

Tabela 3 - Dados das cepas de bactérias laticas probidticas utilizadas nos experimentos

Cadigo Cepa Classificagdo Origem Meio de cultura
P1 LPR Lactobacillus plantarum e Sacco
rhamnosus MRS
P2 Bb12 Bifidobacterium lactis Christian Hansen
P3 LC-1 Lactobacillus casei Christian Hansen
P4 Kefir Agua Laboratério de Ciéncia de Aclcar mascavo
Alimentos CCA-UEL
P5 La-5 Lactobacillus acidophilus Christian Hansen MRS

Fonte Do Autor (2012)

5.2.4 CEPAS DE LEVEDURAS E CONDICOES DE CULTIVO

45



Na Tabela 4 sdo apresentados dados das cepas de leveduras, gentilmente cedidas pela Prof®
Dra. Gisele Maria de Andrade de N6brega do departamento de Biologia da Universidade Estadual
de Londrina, utilizadas nos experimentos. As cepas de leveduras foram cultivadas em meio YPD a
25°C por 24 h.

Tabela 4 - Dados das cepas de leveduras utilizadas nos experimentos

Cddigo Cepa Classificacdo Origem Meio de cultura
L1 PA Saccharomyces cerevisiae -
L2 C2 Pichia fermentans -
L3 Da Calda Cepa ndo identificada Isolada de cana de agucar
L4 A2 Cepa nio identificada Isolada de carambola YPD
L5 Vale do Ivai Cepa ndo identificada Isolada de cana de agucar
L6 CAT-1 Saccharomyces cerevisiae Isolada de cana de agucar

Fonte Do Autor (2012)

5.2.5 DIFERENTES CONDICOES DE TESTE UTILIZADAS NOS EXPERIMENTOS

Para facilitar o entendimento as condi¢des de teste utilizadas nos Experimentos 2, 3, 4 e 5

foram codificadas conforme Tabela 5 e ilustracdo da Figura 12.
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Tabela 5 - Especificagdo das condigdes de teste (A, B, C, D, E, F, G, H, | e J) utilizadas nos Experimentos 2, 3,4e 5

Cddigo Condigdo teste Experimento
A-Controle Cultura de cianobactérias / cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 pré- se5
condicionada ou extrato de MCs + ASM-1 complementar
B Cultura de cianobactérias / cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 pré- 2
condicionada + ASM-1 complementar + meio"”
C Cultura de cianobactérias / cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 pré- 2
condicionada + ASM-1 complementar + 0,1 mL biovolume'™
D Cultura de cianobactérias / cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 pré- 2
condicionada + ASM-1 complementar + 0,7 a1 mL biovolume'™”
E Cultura de cianobactérias / cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 pré- 2
condicionada + ASM-1 complementar + 0,1 mL biovolume!™ + 1 mL
meio"”
F Cultura de cianobactérias / cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 pré- 2

condicionada + ASM-1 complementar + 0,7 a 1 mL biovolume!™ + 1 ou
2 mL de meio"”

G Cultura de cianobactérias / cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 pré- 2

condicionada + ASM-1 complementar + 1 ou 2 mL ou 2g cultura”™ + 1

ou 2 mL de meio"”
H Cultura de cianobactérias / cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 pré- 2e5
condicionada + 1 ou 20 mL cultura”” + 1 ou 20 mL de meio(*)pH 8,0
com ou sem adi¢cdo de meio ASM-1 complementar

I Extrato de MCs (***) + 1ou 4 mL da cultura”™ + 1 ou 4 mL de meio"” 3,4
J Extrato de MCs (***) + 1 mL de biovolume! ! + 1 mL de meio"’ 3

(*) meio especifico dos microrganismos: B9 — Sakurai ou bactérias laticas probidticas — MRS ou kefir — agucar
mascavo ou leveduras — YPD
(**) cultura ou biovolume especifica dos microrganismos B9 ou bactérias laticas probidticas ou leveduras
(***) extratos de MCs com diferentes concentragGes
Fonte Do Autor (2012)
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Figura 12 - Esquema ilustrativo das condigGes de teste (A, B, C, D, E, F, G, H, | e J) utilizadas nos Experimentos 2, 3, 4
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Fonte Do Autor (2012)

EXPERIMENTO 1: CRESCIMENTO POPULACIONAL DA CEPA TOXIGENICA
DE Microcystis sp. TAC 95

5.3

O Experimento 1 teve como objetivo, construir a curva de crescimento celular da cepa
toxigénica de M. sp. TAC 95 com a finalidade de fornecer subsidios sobre as fases de crescimento
celular e producdo de microcistinas — MCs para auxiliar o planejamento dos experimentos
subsequentes.

A cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 foi cedida pelo Prof. Ken-Ichi Harada do Laboratory of
Environmental Sciences, Faculty of Pharmacy, Meijo University, Nagoya - Aichi - Japdo. Esta
cepa foi selecionada por caracterizar-se pela producdo predominante de MC-LR em elevadas
concentragoes.

Inicialmente, foram preparados 2,7 L de meio ASM-1 estéril e inoculado a 10 % com uma
cultura concentrada da cepa de M. sp. TAC 95, a fim de se obter contagem inicial de
aproximadamente 10° cel.mL™. Em seguida, a cultura foi incubada & temperatura de 25°C,
iluminacdo de 35 HE. m™.s™ com fotoperiodo de 12 h.d* e aeracio continua.

Para a construcdo da curva de crescimento celular, aliquotas (1 mL) foram retiradas

diariamente da cultura durante 57 dias e preservadas com formol a 4 % para contagem celular em
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microscopio oOptico, utilizando-se cAmara de Neubauer, conforme método apresentado no item
5.1.1.

As condigdes fisiologicas foram monitoradas por retiradas de aliquotas (10 mL) para
determinacdo das concentracdes de clorofila-a e feofitina-a, segundo método apresentado no item
5.1.4. Adicionalmente, aliquotas (2 mL) foram amostradas para determinacdo das concentracdes
de MCs totais pelo método de imunoensaio ELISA (Kkits de placas da Beacon Analytical Systems
Inc.) segundo o item 5.1.5.

5.4 EXPERIMENTO 2: SELECAO DAS CONDICOES DE TESTE A SEREM
EMPREGADAS NA AVALIACAO DO POTENCIAL DE DEGRADACAO DE
MICROCISTINAS — MCs TOTAISE E DE INIBICAO DE CIANOBACTERIAS POR
MICRORGANISMOS

O Experimento 2 foi efetuado com o objetivo de avaliar diferentes condi¢cfes de teste (A, B,
C, D, E, F, G e H) e selecionar as condicdes experimentais a fim de possibilitar a avaliagdo do
potencial de inibicdo de cianobactérias e de degradacdo de microcistinas — MCs por
microrganismos, a serem empregadas nos experimentos subsequentes, conforme apresentado na
Tabela 5. Neste experimento foram avaliados, de forma preliminar e simultanea, as atividades de
degradacdo de MCs e de inibicdo do crescimento de Microcystis sp. TAC 95, especificamente em
relacdo as cepas de bactéria B9, de bactéria latica probidtica LPR (P1) e de levedura PA (L1).

Para avaliar a atividade de degradacdo as amostras foram congeladas e descongeladas trés
vezes devido a presenca de células intactas nas culturas / misturas, proporcionando assim a lise
das células e conseqiiente liberacdo de toxinas residuais.

A seguir sdo descritos os procedimentos especificos utilizados para viabilizar as condigcdes
de teste consideradas no Experimento 2.
= Cultura da cepa toxigénica de Microcystis sp. TAC 95 pré-condicionada

As culturas da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 foram preparadas em triplicata,
adicionando-se 9 mL de in6culo da cepa de M. sp. TAC 95 em 54 mL de meio ASM-1 em
erlenmeyers de 125 mL, e mantendo-se a 27°C sob iluminag&o (20 HE. m?.s™), fotoperiodo de 12
h.d? e agitacdo de 100 opm. O pré-condicionamento das culturas foi realizado mantendo-se as
condicOes de cultura citadas por 3 dias, antecedendo a inoculagdo das culturas / biovolumes dos

microrganismos.
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= Culturas dos microrganismos

Para obtencdo das culturas das cepas de bactéria B9, de bactéria latica probidtica LPR (P1) e
de levedura PA (L1), estas foram ativadas, conforme métodos descritos nos itens 5.2.2 a 5.2.3, e
cultivadas em 700 mL de meio liquido Sakurai (extrato de levedura 0,1 %; glicose 0,05 % e
peptona de caseina 0,2 %) a 25°C por 48-72 h, Caldo MRS e meio liquido a 37° C por 18 he YPD

(extrato de levedura 1 %; glicose 2 % e peptona de caseina 2 %) a 25°C por 24 h, respectivamente.

= Biovolume dos microrganismos

Para obtencdo da biovolume das cepas de bactéria B9, bactéria latica probittica LPR (P1) e
levedura PA (L1), culturas desses microrganismos foram preparadas especificamente para este
fim, conforme métodos descritos nos itens 5.2.2 a 5.2.4, sendo posteriormente centrifugadas a
1521 x g por 10 min para remogéo dos meios de cultivos.

= Procedimento geral do Experimento 2:

Foram adicionados volumes de cultura ou biovolume dos microrganismos em diferentes
quantidades, com ou sem adi¢do dos meios liquidos especificos (Sakurai, MRS e YPD) e ajuste de
pH, as culturas pré-condicionadas de M. sp. TAC 95 (em triplicata), seguidas de adicao
complementar de 27 mL de meio ASM-1, de modo que as condicdes iniciais de cultivo da cepa de
M. sp. TAC 95 resultassem similares aquelas empregadas na curva de crescimento celular, com
contagem inicial da ordem de 10° cel. mL™.

Em seguida, as culturas / misturas foram mantidas a 27°C sob iluminacdo (20 pE. m?.s™),
fotoperiodo de 12 h.d™ e agitacdo de 100 opm por um periodo de 96 h. Nos tempos 0 e 96 h,
foram coletados dessa culturas / misturas, 10 mL para determinacdo da concentracao de clorofila-a
e feofitina-a, 2 mL para analise de MCs totais, 1 mL para determinacdo da contagem de M. sp.
TAC 95, 1 mL para contagem de bactérias laticas probidticas e 1 mL para contagem de levedura
conforme métodos de analise apresentados no item 5.1.1.

A avaliacdo das diferentes condicOes de teste foram realizadas comparativamente em relacao
as culturas pré-condicionadas da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 que receberam apenas a adi¢cdo
complementar de 27 mL de meio ASM-1, denominadas por controle negativo - Condi¢cdo A
(Figura 13).
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Figura 13 — Esquema ilustrativo da Condigdo de teste A do Experimento 2

ﬂ L] @ == CONDICAOA

M.sp. - TAC 95 ASM-1
63mL complementar

(27mL)
Fonte Do Autor (2012)

Apresentam-se a seguir 0s procedimentos especificos utilizados para:
= Avaliacdo da influéncia dos meios especificos de cultivo dos microrganismos

Para avaliar a influéncia dos meios especificos de cultivo dos microrganismos foram
adicionados 1 mL de cada um dos meios liquidos estéreis (Sakurai, MRS e YPD) as culturas pré-
condicionadas da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95, seguidas de adicdo complementar de 27 mL
de meio ASM-1 — Condicao B (Figura 14).

Figura 14 — Esquema ilustrativo da Condigdo de teste B do Experimento 2

Sakurai
(AmL)
i MRS "
ﬂ gh g ) gk 9 =) CONDICAOB
M.sp. - TAC 95 YPD ASM-1
(63 mL) 9 @amL) complementar
(27 mL)

Fonte Do Autor (2012)

= Auvaliacdo da influéncia da quantidade de biovolume

Para avaliar a influéncia da quantidade de biovolume na atividade de degradacdo de MCs
totais e de inibicdo de Microcystis sp. TAC 95, foram adicionados diferentes quantidades de
biovolume pura 0,1 e (0,7 a 1) mL de cada um dos microrganismos (bactéria B9, bactéria latica
probidtica LPR (L1) e levedura PA (P1)) as culturas pre-condicionadas da cepa toxigénica de M.
sp. TAC 95, seguidas de adicdo complementar de 27 mL de meio ASM-1 — Condicbes C e D
(Figura 15).
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Figura 15 — Esquema ilustrativo da Condigdo de teste C e D do Experimento 2
9 BiomassaB9

ﬂ (0,1 mL)
N BiomassaP1 -
: CoNDICAOC
Iﬂ: 9 (0,1 mL) 'ﬂ' @ —) c
M. sp. - TAC 95
Fsg mL) E Biomassal1l ASM-1
(0,2 mL) complementar
(27 mL)
BiomassaB9
(I mL)
) BiomassaP1 .
: o (0,7 mL) dp ==) CONDICAOD
M.sp. - TAC 95 g Biomassall ASM-1
(63mL) (0,75 mL) complementar

(27mL)
Fonte Do Autor (2012)

= Auvaliacdo da capacidade de manutengdo dos microrganismos

A capacidade de manutencdo dos microrganismos (bactéria B9, bactéria latica probidtica
LPR (P1) e levedura PA (L1)) durante o experimento foi também testada pela adicdo
complementar de meio especifico: 1 mL de meios estéreis (Sakurai, MRS e YPD) para as misturas
que receberam 0,1 mL de biovolume pura de bactéria B9, bactéria latica probiotica LPR (P1) e
levedura PA (L1) as culturas pré-condicionadas da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95, seguidas de
adicdo complementar de 27 mL de meio ASM-1 — Condi¢édo E (Figura 16).

Na Condicéo F (Figura 16) — foram adicionados 2 mL de meios liquidos estéreis (Sakurai,
MRS e YPD) para as misturas que receberam 0,7; 0,75 e 1 mL de biovolume pura de bactéria B9,
bactéria latica probidtica LPR (L1) e levedura PA (L1) as culturas pré-condicionadas da cepa

toxigénica de M. sp. TAC 95, seguidas de adicdo complementar de 27 mL de meio ASM-1.

Figura 16 — Esquema ilustrativo da Condicdo de teste E e F do Experimento 2

BiomassaB9 9 Sakurai
a (0,1 mL) (amL)
- BiomassaP1 MRS i
- NDICAQE
* g ©.1mL) T 9 (1mL) + @ =5 CONDICAO
M. sp. - TAC95
(%3 mL) S Biomassall 9 YPD A|SM-1 :
0,1 mL complementar
( ) (mt) @7mL)
BiomassaB9 g Sakurai
(1 mL) (2mL)
9 BiomassaP1 MRS -
: Ch 0.7 mL) ar @mL) gk == CONDICAOF
M.sp. - TAC 95 Q Biomassall 9 YPD ASM-1
(63 mL) (0,75mL) (2mL) complementar

(27 mL)
Fonte Do Autor (2012)

= Avaliagdo da influéncia da adi¢cdo de microrganismos na condi¢do adaptada — cultura e do

potencial hidrogenidnico - pH da mistura
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Para avaliar a influéncia da adicdo de microrganismos na condi¢do adaptada — cultura e do
potencial hidrogeniénico na atividade de degradacdo de MCs totais e de inibicdo de M. sp. TAC
95, foram adicionados 1 mL de cultura de bactéria B9, bactéria latica probiotica LPR (L1) e
levedura PA (L1), seguidos de adi¢cdo complementar de 1 mL de meios liquidos estéreis (Sakurai,
MRS e YPD), com e sem ajuste do valor de pH para 8,0 (valor de referéncia estabelecido para o
cultivo de cianobactérias em meio ASM-1), utilizando solucdo de NaOH 0,1N estéril, as culturas
pré-condicionadas da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95, seguidas de adicdo complementar de 27
mL de meio ASM-1 — Condic¢des G e H (Figura 17).

Figura 17 - Esquema ilustrativo da Condigdo de teste G e H do Experimento 2

CulturaB9 9 Sakurai
= a2 mL) (AmL)
: e g CulturaPl 9P Q ('\QE]SL) L @ = CONDICAQG
M. sp. - TAC 95 (I mL) ASMLL
(e3mt) B CulturaL1 9 YPD complementar
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CulturaB9 9 Sakural
1mL
g (A mL) ( )
) MRS
. H B
ﬂ o E CulturaP1 gk B (1 mL) L @ - ajuZtado ==) CONDICAOH
M. sp. - TAC 95 (@ mL) g YPD ASM-1 para8,0
(63mL) Culturall amL) complementar
(@ mL) @7mL)

Fonte Do Autor (2012)

5.5 EXPERIMENTO 3 — AVALIACAO PROSPECTIVA DE DIFERENTES CEPAS DE
MICRORGANISMOS EM RELACAO A CAPACIDADE DE DEGRADACAO DE
MICROCISTINAS — MCs TOTAIS

O objetivo desde experimento foi selecionar entre as cepas de bactéria Sphingosinicella
microcystinivorans — B9, de bactérias laticas probidticas, kefir de agua (Tabela 3) e leveduras

(Tabela 4), a(s) que apresentaram maior percentual de degradacéo de microcistinas - MCs totais.

= Preparacdo do extrato de microcistinas - MCs

Para preparacdo do extrato de MCs utilizou-se a cepa toxigénica de Microcystis sp. TAC 95.
Esta cepa foi selecionada por caracterizar-se pela producdo predominante de MC-LR em elevadas
concentragdes.

Primeiramente, a cepa foi cultivada em meio ASM-1 estéril por 20-30 dias em temperatura

de 25+1°C, intensidade luminosa de 35 pE.m?2.s™, fotoperiodo de 12 h.d* e aeracéo continua. Em
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seguida, as culturas foram centrifugadas a 1521 x g por 20 min para obtencdo de biovolume. Estas
foram congeladas a -20°C e submetidas a 3 séries de congelamento / descongelamento |,
liofilizadas, maceradas e ressuspensas em agua ultrapura (Figura 18).

Em seguida o extrato foi filtrado em membrana de fibra de vidro com porosidade média de

0,2 um Millipore e armazenado a -20°C.

Figura 18 - Esquema da preparagdo do extrato da cepa toxigénica de Microcystis sp. TAC 95

Cultura M. sp. TAC 95 Cultura M. sp. TAC 95
Logo ap6s inoculagédo 20-30dias apds inoculagao
E ‘ '
oA |
- @ Antes liofilizacéo Apobs liofilizagdo
Antes centrifugacédo Ap6s centrifugagéo

Fonte KURODA (2006)

= Procedimento Tipico do Experimento 3:

O experimento para avaliacdo prospectiva de diferentes cepas de microrganismos em relacéo
a capacidade de degradacdo de MCs totais foi realizado utilizando-se a condi¢do de teste
selecionada no Experimento 2 (Condicdo | e J) em duplicata. Foram adicionados 8 mL de extrato
de MCs e 1 mL dos microrganismos (bactéria B9, bactérias laticas probidticas e leveduras) na
forma de cultura (I) e biovolume (J) + 1 mL de meios liquidos especificos (Sakurai, MRS e YPD)
em frascos de vidro com capacidade de 50 mL, de forma que a concentracdo final de MCs totais
resultasse da ordem de 1000 pg.L™. Para o teste com o kefir, foi utilizado 1 g de kefir + 1 mL de
meio aclcar mascavo 5 % (Figura 19).

Posteriormente, os extratos / misturas foram mantidos a 27°C com agitacéo de 100 opm. Nos
tempos 0 e 96 h, foram retiradas amostras de 1 mL para analise de MCs totais por imunoensaio

ELISA, de acordo com o método apresentado no item 5.1.5.

55



Figura 19 - Esquema ilustrativo das condi¢Bes de teste | e J do Experimento 3
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Fonte Do Autor (2012)

5.6 EXPERIMENTO 4 — AVALIACAO DO POTENCIAL DE DEGRADACAO DE MCS
TOTAIS PARA OS MICRORGANISMOS SELECIONADOS

O Experimento 4 teve como objetivo avaliar a capacidade de degradacdo de MCs totais ao
longo do tempo para 0s microrganismos, adicionados na forma de cultura + 1 mL de meios
liquidos especificos (Sakurai, MRS e YPD) (Condicéo I) selecionados no Experimento 3: cepa de
bactéria Sphingosinicella microcystinivorans (B9), cepa de bactéria latica probiotica La-5 (P5),
grdos de kefir de dgua (mistura de bactérias latica, acética e levedura) (P4) e cepa de levedura
Vale do Ivai (L5).

Primeiramente adicionou-se 24 mL do extrato de MCs (de forma que as concentracGes de
MCs resultassem da ordem de 1000 pg.L™) em frascos de vidro com capacidade de 50 mL. Para
os diferentes extratos / misturas foram adicionados 3 mL de cultura de cada microrganismo
testado (B9, P5 e L5), acrescidos de 3 mL de meio liquido especifico (Sakurai, MRS e YPD). No
teste com graos de kefir (P4) foram adicionados 3 g de grdos acrescidos de 3 mL de solucdo de

acucar mascavo 5 % (Figura 20).
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Figura 20 - Desenho esquematico do Experimento 4
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Fonte Do Autor (2012)

Posteriormente, os extratos / misturas foram mantidos a 27°C com agitacéo de 100 opm. Nos
tempos 0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h, foram retiradas amostras de 1 mL para analise de MCs totais
por imunoensaio ELISA, de acordo com o método apresentado no item 5.1.5. A contagem dos
microrganismos testados foi realizada com amostras retiradas nos tempos 0 e 96 h de acordo com
ositens5.1.1,5.1.2e5.1.3.

Em funcdo dos resultados de elevada eficiéncia obtidos para a cepa de bactéria
Sphingosinicella microcystinivorans (B9), o Experimento 4 foi repetido para a bactéria B9 com as
concentracdes de 2000, 3000, 4000 e 5000 ug.L™ de MCs totais.

5.7 EXPERIMENTO 5: AVALIACAO DO POTENCIAL DE INIBICAO DO
CRESCIMENTO DE CIANOBACTERIAS (ATIVIDADE ANTI-CIANOBACTERIA)
PELA BACTERIA Sphingosinicella microcystinivorans — B9

O Experimento 5 teve como objetivo avaliar o potencial de inibicdo do crescimento de
cianobactérias (atividade anti-cianobactéria) pela bactéria Sphingosinicella microcystinivorans —
B9 selecionada nos experimentos anteriores.

As cepas de cianobactérias utilizadas no Experimento 5 foram: Microcystis sp. TAC 95,
Microcystis spp. NPLJ-4, Anabaena ucrainica AU 02g, Phormidium tenue NIES 611 e
Synechocystis PCC 6803, codificadas de C1 a C5 de acordo com a Tabela 2.

O experimento foi efetuado em triplicata utilizando a condi¢do (H) como mostra a Tabela 5.
Primeiramente foram preparadas culturas das diferentes cepas de cianobactérias adicionando-se
um indculo de 80 mL em 400 mL de meio ASM-1 que foram mantidos a 25 °C sob iluminacgéo
(20 pE. m?.s™), fotoperiodo de 12 h.d™ e aeragdo continua por 7 dias. Apds este periodo 20 mL
das culturas foram adicionadas a 140 mL de meio ASM-1 e pré-condicionadas por 3 dias a 27°C

sob iluminacdo (20 UE. m?.s™), fotoperiodo de 12 h.d™ e agitacéo de 100 opm.
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A obtencdo da cultura de bactéria B9 foi conforme método descrito no item 5.2.2 e
cultivadas em 400 mL de meio liquido Sakurai (extrato de levedura 0,1 %; glicose 0,05 % e

peptona de caseina 0,2 %) a 30°C por 48-72 h.
Apds o pre-condicionamento das culturas de cianobactérias adicionou-se 20 mL da cultura

de bactéria B9 e 20 mL de meio Sakurai liqguido como mostra a Figura 21.

Figura 21 - Esquema ilustrativo da Condigdo H utilizada no Experimento 5
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Pré-condicionadas
160 mL

e
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TAC95-C1
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. . pH
Bactéria B9 Meio Sakurai aiustado Condigao
AU 02g - C3 qr g 20 mL Ch 9 20mL = pJara8,O =y

NIES 611 - C4

PCC 6803 - C5

[ e Y BN N

Fonte Do Autor (2012)

A avaliacdo da atividade anti-cianobactéria, foi efetuada através de amostras retiradas nos
tempos 0, 96, 168 e 336 h para contagem celular e analise de clorofila-a das culturas / misturas,

segundo métodos apresentados nos itens 5.1.1 e 5.1.4. Para verificar o crescimento da bactéria B9

foi efetuada a contagem nos tempos 0 e 96 h como mostrado no item 5.1.2.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e discusséo divididos por experimento.

6.1 EXPERIMENTO 1: CRESCIMENTO POPULACIONAL DA CEPA TOXIGENICA
DE Microcystis sp. TAC 95

Na Tabela 6 e no Grafico 1, estdo representados os valores de contagem celular, clorofila-a,
feofitina-a, MCs totais e extracelulares da curva de crescimento da cepa toxigénica Microcystis sp.
TAC 95 monitorada até o 572 dia. Os valores de contagem celular foram acompanhados de
acréscimos proporcionais da concentracdo de clorofila-a e MCs totais em funcdo do tempo e
variaram entre, 1,8 x10° cel.mL™ (1 ¢ dia), 4,0 x10" cel.mL™ (32 ¢ dia) e 5,6x10° cel.mL™ (57 @
dia). Os valores das concentracdes de clorofila-a resultaram entre 280,7 pg.L™ (12 dia) e 3528,4
ng.L™ (202 dia), os de feofitina-a entre 320,8 pg.L™ (1 @ dia) e 2579,4 pg.L™ (322 dia) e os de
MCs totais entre 134,3 ug.L™ (12 dia) e 3170,0 pug.L™ (252 dia).

A producdo de microcistinas — MCs por uma cultura de cianobactérias € diretamente
proporcional ao seu crescimento e aumenta durante a fase exponencial de crescimento, sendo mais
elevada no final da mesma. Segundo Sivonen & Jones, (1999), a medida que as células entram na
fase estacionaria de crescimento, ocorre um aumento da fracdo dissolvida extracelular, devido ao
aumento da quantidade de células mortas. Mesmo na fase exponencial de crescimento das células
em uma cultura, uma pequena porcentagem de células de determinada populacdo pode morrer e
entrar em lise (liberando toxinas intracelulares), apesar de se verificar um crescimento geral
positivo da populacdo. Estudos laboratoriais determinaram que 10 — 20 % do total de toxinas
(microcistinas, nodularinas e saxitoxinas) em culturas saudaveis na fase exponencial de
crescimento sao extracelulares (SIVONEN & JONES, 1999).

A liberacdo para a agua na forma extracelular dissolvida ocorre mais, se néo
exclusivamente, durante o final da fase estacionaria ou morte ou lise das células, do que por
excrecdo continua, ou seja, até a senescéncia de um bloom a maioria das toxinas mantém-se na
forma intracelular (SIVONEN & JONES, 1999).
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Tabela 6 - Valores absolutos de clorofila-a, feofitina-a, microcistinas totais, microcistinas extracelulares e contagem
celular da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 monitorado durante 57 dias
‘ Concentragdo de ‘

Tempo Clorofila-a Feofitina-a MCs totais MCs Contagem celular
(Dia) (ng.L™h) (ng.L™h) (ng.Lh) extracelulares (x10E+6 cel.mL™)
(ne.L”)
1 280,7 320,8 134,3 27,4 1,8
2 467,8 200,5 1,8
3 588,1 200,5 2,8
4 588,1 4544 3,1
5 828,6 401,0 445,9 34,9 29
6 975,6 374,2 3,5
7 1296,4 267,3 4,7
8 1470,2 681,6 6,2
9 1684,0 842,0 8,3
10 2018,1 922,2 730,2 73,3 8,3
11 2325,5 1015,7 12,6
12 2646,3 1095,9 12,5
13 3047,2 1349,9 15,1
14 3140,8 1256,3 15,9
15 3394,7 1871,1 1515,9 81,5 17,5
19 3528,4 2138,4 22,8
20 3528,4 2084,9 2628,0 25,4
23 3408,1 2191,9 31,2
25 3170,0 156,9
30 1848,5 360,1
32 3341,3 2579,4 40,0
36 2940,3 1000,0 1241,4 37,5
39 2018,1 761,8 30,8
43 1563,7 561,3 579,1 20,0
46 628,2 360,9 7,3
50 548,0 213,8 564,7 7,0
53 628,2 253,9 6,6
57 521,2 187,1 316,2 439,8 5,6

Grafico 1 - Contagem celular, concentragao de clorofila-a e feofitina-a e microcistinas totais e extracelulares da
curva de crescimento da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95
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Fonte Do Autor (2012)

Com os resultados de clorofila-a, contagem celular e concentracdo de MCs, foi possivel

estabelecer as fases de crescimento que caracterizam a cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 para as
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condi¢cdes empregadas. A fase de adaptacdo ocorreu entre 0 e 6 dias (lag). Apds 6 dias de fase Lag
(adaptacéo), iniciou-se a fase exponencial atingindo o estagio de crescimento em 20 e 30 dias.
Apos o 30 @ dia, é iniciada a fase de senescéncia ou morte celular. Observa-se na Figura 22, que
inicialmente a cultura apresentou coloracdo esverdeada, que se intensificou gradualmente até o 32
o dia atingindo um tom esverdeado mais intenso, correspondente aos valores maximos de
contagem celular e de clorofila-a e posteriormente, um tom verde amarelado devido a degradacéo

de clorofila-a.

Figura 22 - Fotos da cultura da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 / Caracterizacdo da cepa

Dia 2 Dia 13 Dia 32 Dia 43 Dia 57
Fonte Do Autor (2012)

6.2 EXPERIMENTO 2 - SELECAO DAS CONDICOES DE TESTE A SEREM
EMPREGADAS NA AVALIACAO DO POTENCIAL DE DEGRADACAO DE
MICROCISTINAS — MCs TOTAIS E DE INIBICAO DE CIANOACTERIAS POR
MICRORGANISMOS

A Tabela 7 e os Gréafico 2,Gréfico 3 eGrafico 4 mostram a média de trés repeticdes dos
valores de contagem celular da cepa toxigénica de Microcystis sp. TAC 95, das concentracdes de
clorofila-a e de MCs totais nas culturas / misturas nos tempos 0 e 96 h, utilizando-se a cepa de
bactéria Sphingosinicella microcystinivorans — B9 para as condicdes de teste: controle (A); M. sp.
TAC 95 com adi¢do de meio Sakurai (B); M. sp. TAC 95 com adigdo de 0,1 mL de biovolume de
B9 (B9-C); M. sp. TAC 95 com adi¢do de 1 mL de biovolume de B9 (B9-D); M. sp. TAC 95 com
adicdo de 0,1 mL de biovolume adicionados de 1 mL de meio Sakurai (B9-E); M. sp. TAC 95 com
adicdo de 1 mL de biovolume de B9 adicionados de 1 mL de meio Sakurai (B9-F); M. sp. TAC 95
adicionado de 1 mL da cultura de B9 e 1 mL de meio Sakurai (B9-G) e M. sp. TAC 95 adicionado
de 1 mL da cultura de B9 e 1 mL de meio Sakurai com ajuste de pH para 8,0 (B9-H).
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A Tabela 7 mostra os valores absolutos [% de reducdo] de contagem celular da cepa
toxigénica de M. sp. TAC 95, clorofila-a e MCs totais para diferentes condi¢cbes de teste
empregadas com a cepa B9. Foi possivel observar que a adi¢cdo de biovolume pura de B9 em
quantidades diferenciadas e de seu meio especifico Sakurai ndo ocasionaram diferengas

significativas nos valores de pH da mistura.

Tabela 7 - Valores absolutos [% de redugdo] de contagem celular da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95,

clorofila-a e MCs totais para diferentes condi¢&es de teste do Experimento 2 utilizando a cepa de
Sphingosinicella microcystinivorans — B9 antes e ap6s 96 horas

pH Contagem de M. sp. Clorofila-a MCs totais
(cel.mL™) (ng. L) (ng. L)
Condigdo de Oh Oh 96 h Oh 96 h Oh 96 h
teste
A - Controle 7,7 1,4x10° 5,6x10° 245 637 313 607
B 7,8 1,6x10° 2,7x10°[52%)° 214 414[35%)° 313 255[18%]°
B9-C 7,8 1,4x10° 1,3x10°[77%]° 258 241[62%]° 313 148[53%]"
B9-D* 7,5 1,4x10° 3,0x10°[95%)° 245 85[87%)° 313 315[0%]°
B9-E 7,7 1,5x10°  4,8x10°[91%]° 249 129[80%]° 190 163[14%]"
B9-F 7,3 1,4x10° 8,2x10°[85%])° 200 200[68%]° 159 128[20%]"
B9-G 7,7 1,1x10° 1,2x10°[79%]° 200 174[72%)° 215 132[39%]"
B9-H 8,0 1,2x10° 6,2x10°[89%])° 214 127[80%]° 241 52[79%]°

(a): porcentagem de inibigcdo calculada em relagdo aos valores de contagem celular e concentragdo de clorofila-a
no controle negativo para o tempo de 96 h;

(b): porcentagem de degradacgdo calculada em relagdo a concentragdo de MCs totais no tempo de 0 h para cada
condicdo de teste;

* . Condigdo de teste invalidada devido a ocorréncia de contaminagdo.

Grafico 2 - Valores médios de contagem celular da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 para diferentes condi¢des de
teste do Experimento 2 utilizando a cepa de Sphingosinicella microcystinivorans — B9 antes e apds 96 horas

EXPERIMENTO 2: Microcystis sp. TAC 95 X Bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9
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* : Condicdo de teste invalidada devido a ocorréncia de contaminagdo
Fonte Do Autor (2012)
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Gréfico 3 - Valores médios de concentragdo de clorofila-a de cultura da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 para
diferentes condigGes de teste do Experimento 2 utilizando a cepa de Sphingosinicella microcystinivorans — B9 antes
e apds 96 horas

EXPERIMENTO 2: Microcystis sp.TAC 95X Bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9
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* . Condigdo de teste invalidada devido a ocorréncia de contaminagao
Fonte Do Autor (2012)

Em relacdo aos resultados de contagem celular da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 e de
concentracdo de clorofila-a foi observado que apds 96 h, independentemente das condicGes
testadas, a adicdo da cepa B9 (condicbes B9-C e B9-H) apresentou atividade de inibicdo no
crescimento de M. sp. TAC 95, tendo resultado em valores absolutos de contagem celular da cepa
toxigénica de M. sp. TAC 95 e de clorofila-a sempre inferiores ou equivalentes aos valores
correspondentes aos de 0 h para cada condicédo de teste.

Comparando-se os resultados de contagem celular de M. sp. TAC 95 e de concentracdo de
clorofila-a em relacdo ao controle negativo ap6s 96 h (5,6 x 10° cel. mL™ e 637 ug.L™ de clorofila-
a), as porcentagens de inibicdo foram superiores a 77 e 62 % respectivamente, 0 que comprova o
potencial de atividade anti-cianobactéria / M. sp. TAC 95 da cepa de bactéria B9.

Os resultados do teste de atividade de degradacdo de MCs totais utilizando a cepa de
Sphingosinicella microcystinivorans — B9, a qual apresenta capacidade comprovada de

degradacdo de MCs estdo apresentados na Gréafico 4.
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Gréfico 4 - Valores médios de concentragdo residual de MCs totais da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 para
diferentes condig¢Ges de teste do Experimento 2 utilizando a cepa de Sphingosinicella microcystinivorans — B9 antes
e apds 96 horas

EXPERIMENTO 2: Microcystis sp. TAC 95 X Bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9
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: Condigao de teste invalidada devido a ocorréncia de contaminagdo
Fonte Do Autor (2012)

Como a atividade anti-cianobactéria / M. sp. TAC 95 da cepa B9 foi positiva, a variacdo da
densidade celular de M. sp. TAC 95 resultou consequentemente, em concentracfes diferenciadas
de MCs totais. Assim, a andlise de degradacdo de MCs totais para as condicdes experimentais
testadas, foi realizada em relacdo a concentracdo de MCs totais no tempo de 0 h para cada
condicao de teste.

Na condicdo experimental A — Controle pode-se observar que ap6s 96 h a concentracdo de
MCs totais aumentou para valores da ordem de 600 pg.L™ o que esta de acordo com os valores
obtidos na curva de crescimento da Grafico 1, devido ao aumento da concentracdo de MCs totais
apos 96 h de incubacéo.

As concentraces residuais de MCs totais apos 96 h de incubacdo para as condicdes de teste
foram de 255 pg L™ com a adicdo do meio especifico Sakurai (B9-B); 52 pg L™ com a adicdo de 1
mL de B9 + Sakurai com ajuste de pH 8,0 (B9-H); e entre 132-315 pg L™ para as demais
condicdes. Esses valores correspondem as porcentagens de degradacdo de 18 % com a adicao do
meio especifico Sakurai (B9-B); 79 % com a adi¢do de 1 mL de B9 + Sakurai com ajuste de pH
8,0 (B9-H); e entre 14 a 53 % para as demais condi¢des.

Comparando-se os valores de contagem celular de M. sp. TAC 95, de clorofila-a e das
concentracBes de MCs totais iniciais e finais (apds 96 h), foi possivel observar que a cepa de
Sphingosinicella microcystinivorans — B9 apresentou além de atividade anti-cianobactéria /
Microcystis sp. TAC 95 atividade de degradagdo de MCs totais. Além disso, a adi¢do de diferentes

proporcoes de biovolume de B9 (B9-C a B9-F) ndo resultaram em diferengas significativas nas
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porcentagens de inibicdo de M. sp. TAC 95 mas a adi¢do de cultura de B9 (B9-H) resultou na
maior porcentagem de degradagdo de MCs totais. Infelizmente neste experimento ndo foi possivel
efetuar a contagem de bactéria B9.

A Tabela 8 e os Gréfico 5,Gréafico 6 eGrafico 7 mostram a média de trés repeticdes dos
valores de contagem celular da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95, das concentragdes de clorofila-
a e de MCs totais nas culturas / misturas nos tempos 0 e 96 h, utilizando-se a cultura mista de
bactérias laticas probidticas Lactobacillus plantarum e rhamnosus — LPR (P1) para as condi¢des
de teste: controle (A); M. sp. TAC 95 com adi¢do de meio MRS (B); M. sp. TAC 95 com adigéo
de 0,1 mL de biovolume de LPR (P1-C); M. sp. TAC 95 com adi¢é&o de 0,7 mL de biovolume de
LPR (P1-D); M. sp. TAC 95 com adic¢éo de 0,1 mL de biovolume adicionados de 1 mL de meio
MRS (P1-E); M. sp. TAC 95 com adic¢do de 1 mL de biovolume de LPR adicionados de 1 mL de
meio MRS (P1-F); M. sp. TAC 95 adicionado de 1 mL da cultura de LPR e 1 mL de meio MRS
(P1-G) e M. sp. TAC 95 adicionado de 1 mL da cultura de LPR e 1 mL de meio MRS com ajuste
de pH para 8,0 (P1-H).

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores absolutos [% de reducéo] de contagem celular da
cepa toxigénica de M. sp. TAC 95, clorofila-a e MCs totais para diferentes condigcdes de teste
empregadas com a cultura probidtica Lactobacillus plantarum e rhamnosus — LPR (P1) antes e
apos 96 h.

Com excecdo da condicdo de teste P1-H e diferentemente do observado nas condicGes de
teste utilizando a cepa B9, independente da proporcdo de biovolume ou cultura houve uma
reducdo substancial nos valores de pH apds a adicdo das bactérias laticas probioticas,
provavelmente, devido a producdo de acidos organicos (acido lactico). Em funcdo deste fato ndo
foi possivel avaliar o potencial de inibicdo da cultura probidtica Lactobacillus plantarum e
rhamnosus — LPR (P1) para as condi¢des testadas (P1-C a P1-G). No entanto a correcdo do pH
realizada na condicdo P1-H possibilitou a constatacdo de 55 e 59 % de inibicdo considerando a

contagem celular M. sp. TAC 95 e clorofila-a respectivamente.
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Tabela 8 - Valores absolutos [% de redugdo] contagem celular da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95, clorofila-a e
MCs totais para diferentes condi¢es de teste do Experimento 2 utilizando bactérias laticas probiéticas

Lactobacillus plantarum e rhamnosus — LPR (P1) antes e apds 96 horas

pH Contagem de M. sp. Clorofila-a MCs totais
(cel.mL™) (ug. L) (ug. L)
Condic3o de teste Oh Oh 9% h Oh 96 h 0h 96 h
A - Controle 6,9 2,0x10° 8,1x10° 343 660 217 826
B 71 2,3x10° 6,5x10° 325 677 217 656[-]°
P1-C* 60  1,7x10° 6,3x10° 281 508 217 600[-]°
P1-D* 49  1,4x10° 9,5x10° 178 45 186 148[21%]°
P1-E* 5,0 1,9x10° 1,4x10° 227 33 215 179[17%]"
P1-F* 4,2 1,6x10° 1,6x10° 151 71 185 198[-]°
P1-G* 5,2 1,9x10° 1,4x10° 218 26 206 151[27%]"
P1-H 80  2,0x10° 3,6x10° 236 272 246 288[0%]"

(b): porcentagem de degradagéao calculada em relagéo a concentragdo de MCs totais para o tempo de 0 h;

(-): sem degradacdo de MCs

*: Condigdo de teste invalidada para a atividade anti-cianobactéria (analises de contagem celular e clorofila-a) devido a diminuicio do pH.

Gréfico 5 - Valores médios de contagem celular da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 para diferentes condi¢bes de
teste do Experimento 2 utilizando a cultura mista probidtica Lactobacillus plantarum e rhamnosus — LPR (P1) antes
e apos 96 horas

EXPERIMENTO 2: Microcystis sp.TAC 95 X Lactobacillus rhamnosus e L. plantarum LPR (P1)
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Fonte Do Autor (2012)
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Gréfico 6 - Valores médios de concentragdo de clorofila-a cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 para diferentes
condigOes de teste do Experimento 2 utilizando a cultura mista probidtica Lactobacillus plantarum e rhamnosus —
LPR (P1) antes e apds 96 horas

EXPERIMENTO 2: Microcystis sp. TAC 95 X Lactobacillus rhamnosus e L. plantarum LPR (P1)
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* . Condigdo de teste invalidada para a atividade anti-cianobactéria (analises de contagem celular e clorofila-a)
devido a diminui¢do do pH.
Fonte Do Autor (2012)

Os resultados de atividade de degradacdo de MCs totais pelas bactérias laticas probioticas

Lactobacillus plantarum e rhamnosus — LPR (P1) estdo apresentados no Grafico 7.

Grafico 7 - Valores médios de concentragao de MCs totais da cepa M. sp. TAC 95 nas diferentes condi¢cGes de
teste do Experimento 2 utilizando a cultura mista probidtica Lactobacillus plantarum e rhamnosus (LPR) (P1)
antes e apos 96 horas

EXPERIMENTO 2: Microcystis sp.TAC 95 X Lactobacillus rhamnosus e L. plantarum LPR (P1)
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Fonte Do Autor (2012)

A degradacdo de MCs totais por Lactobacillus plantarum e rhamnosus — LPR (P1) foi
avaliada em relacéo a concentracdo de MCs totais no tempo de 0 h para cada condicao de teste.
Nybon et al., (2007), testaram a capacidade de 11 linhagens de bactérias laticas probidticas

para degradar MC-LR (extraida de Anabaena sp. e purificada por HPLC) em diferentes condigdes
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para obtencdo de maxima degradacdo. Os resultados mostraram que quando as células se
encontravam ativas e cultivadas previamente em Caldo MRS, a remocdo era significativamente
maior ap0s 24 h de incubacdo. O maior percentual de remogdo de MC-LR foi de 58,1 %
observada com B. lactis Bb12 (concentracdo da toxina de 100 pg.L™). Estes autores também
observaram que a remog¢do de MCs totais é proporcional a quantidade de células sendo maior
quanto maior a concentracao bacteriana. Além disso, sugeriram que 0 mecanismo de degradacao é
metabolicamente ativo.

Contrariando os resultados obtidos por Nybon et al., (2007), a adicdo de diferentes
proporcoes de biovolume de LPR (P1) (P1-C a P1-F) bem como de cultura (P19-G e P1-H) néo
resultaram em diferencas significativas de porcentagens de degradacdo de MCs totais e foram
limitadas variando entre 17 e 27 %.

Em (2008), Nybon et al., avaliaram a degradacdo de outros tipos de MCs por bactérias
laticas probidticas e observaram que o processo de degradacdo é dependente do tipo de toxina e
espécie de bactéria latica probiética utilizada (concentracéo da toxina de 100 ug.L™). Para MC-LR
a maior degradacéo foi observada com L. rhamnosus GG (60,3 %), para MC-RR foi L. rhamnosus
LC-705 (62,8 %) e para MC-LF, L. rhamnosus LC-705 (77,4 %). Adicionalmente, foram
realizados estudos misturando as diferentes espécies de bactérias laticas probioticas, tendo sido
observado um aumento para 80 % de degradacéo.

Para verificar a viabilidade da bactéria latica probidtica durante o periodo de incubacdo com
a cepa toxigénica de M. sp. TAC 95, bem como estimar a densidade de microrganismos utilizada
nos testes, o nimero de células viaveis de LPR foi determinado nos tempos 0 e 96 h. Inicialmente
as culturas que foram inoculadas com 1 mL de LPR com MRS continham 6x10° UFC mL™, as
inoculadas com 0,1 mL de biovolume centrifugada, 2x10° UFC mL™ e as inoculadas com 0,7 mL,
continham 2x10° UFC mL™. Ao final de 96 h, as condices de teste que ndo receberam adicio de
meio MRS complementar, se mantiveram nessa concentra¢do. Em contrapartida os que receberam,
tiveram um aumento de cerca de 1 ciclo log no nimero de unidades formadoras de col6nias o que
comprova a necessidade de adi¢do de meio especifico para manutencdo da atividade celular.

A Tabela 9 e os Gréafico 8,Grafico 9 eGrafico 10 mostram a média de trés repeticdes dos
valores de contagem celular da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95, das concentracdes de clorofila-
a e de MCs totais nas culturas / misturas nos tempos 0 e 96 h, utilizando-se a cepa de levedura
Saccharomyces cerevisiae - PA (L1) para as condicdes de teste : controle (A); M. sp. TAC 95 com
adicdo de meio YPD (B); M. sp. TAC 95 com adicdo de 0,1 mL de biovolume de PA (L1-C); M.
sp. TAC 95 com adicdo de 0,75 mL de biovolume de PA (L1-D); M. sp. TAC 95 com adicéo de
0,1 mL de biovolume de PA adicionados de 1 mL de meio YPD (L1-E); M. sp. TAC 95 com
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adicdo de 0,75 mL de biovolume de PA adicionados de 1 mL de meio YPD (L1-F); M. sp. TAC
95 adicionado de 1 mL da cultura de PA e 1 mL de meio YPD (L1-G) e M. sp. TAC 95
adicionado de 1 mL da cultura de PA e 1 mL de meio YPD com ajuste de pH para 8,0 (L1-H).

Na Tabela 9 estédo apresentados os valores absolutos [% de reducdo] contagem de M. sp.
TAC 95, clorofila-a e MCs totais para diferentes condi¢des de teste empregadas com a cepa de
levedura PA (L1) antes e ap6s 96 h.

Tabela 9 - Valores absolutos [% de redugao] contagem de M. sp. TAC 95, clorofila-a e MCs totais para diferentes
condigOes de teste do Experimento 2 utilizando a cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae - PA (L1) antes e
apds 96 horas

pH Contagem de M. sp. Clorofila-a MCs totais
(cel.mL™) (ng.L™h) (ng.L™)

Condic3o de teste Oh Oh 9% h Oh 9% h Oh 96 h
A - Controle 6,6  1,8x10° 7,4x10° 258 1056 234 649
B 7,03 2,1x10°  4,1x10°[45%]° 289  601[43%]° 234 235
L1-C 7,05 1,5x10° 3,8x10°[48%]° 218  699[34%]° 234 481
L1-D 6,6  1,8x10° 3,2x10°[57%)° 147  450[57%]° 177 255
L1-E 6,4  1,6x10° 5,8x10°[22%]° 102 699[34%]° 177 244
L1-F 58  1,5x10° 5,1x10°[31%]° 44 53[95%]° 238 281
L1-G 65  1,6x10° 6x10°[19%]° 200  824[22%]° 272 386
L1-H 81  1,9x10° 5,4x10°[27%)° 204 731[31%)° 188 357

(a): porcentagem de inibicdo calculada em relagdo aos valores de contagem celular e concentragdo de clorofila-a
do controle negativo para o tempo de 96 h;

Grafico 8 - Valores médios de contagem celular da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 para diferentes condi¢des de
teste do Experimento 2 utilizando a cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae — PA (L1) antes e apds 96 horas

EXPERIMENTO 2: Microcystis sp. TAC 95 X Sacharomyces cerevisae PA (L1)
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Gréfico 9 - Valores médios da concentragdo de clorofila-a da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 para diferentes
condigOes de teste do Experimento 2 utilizando a cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae — PA (L1) antes e
apds 96 horas

EXPERIMENTO 2: Microcystis sp. TAC 95 X Sacharomyces cerevisae PA (L1)
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Fonte Do Autor (2012)

Comparando-se os resultados de contagem celular de M. sp. TAC 95 e de concentracao de
clorofila-a em relacdo ao controle negativo apés 96 h (7,4 x 10° cel.mL™ e 1056 pg.L™ de
clorofila-a), para todas as condicdes de teste empregadas com a cepa de levedura Saccharomyces
cerevisiae — PA (L1), pode-se observar que, as porcentagens de inibi¢cdo encontraram se entre 19 e
57 % para contagem celular e 22 a 95 % para clorofila-a. Porém as maiores inibi¢cbes ocorreram
nas condicdes L1-D e L1-F com 57 e 31 % para contagem e 57 e 95 % para clorofila-a
respectivamente. Esta maior porcentagem pode estar relacionada a maiores quantidades de
microrganismos utilizadas nessas condicdes de teste (Tabela 9).

A adicdo de biovolume de Saccharomyces cerevisiae — PA (L1) ou meio especifico YPD
resultaram na reducdo dos valores de pH com variacbes entre 58 e 7,0 (Tabela 9), valores
inferiores aos obtidos no experimento em que foi utilizada a cepa B9 (Tabela 7).

Os valores medios das concentrac6es residuais de MCs totais utilizando a cepa de levedura

Saccharomyces cerevisiae — PA (L1) estdo representados no Grafico 10.

70



Gréfico 10 - Valores médios de concentragdo residual de MCs totais da cepa toxigénica de M. sp. TAC 95 para
diferentes condi¢Ges de teste do Experimento 2 utilizando a cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae — PA
(L1) antes e apds 96 horas

EXPERIMENTO 2: Microcystis sp. TAC 95 X Sacharomyces cerevisae PA (L1)
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Fonte Do Autor (2012)

Em todas as condi¢Oes testadas pode-se observar que como a densidade de M. sp. TAC 95
aumentou apés 96 h ndo houve degradacdo de MCs totais, pelo contrario a concentracdo de MCs
totais foi aumentada apds 96 h como pode ser observado no Gréafico 10.

Comparando os valores da contagem de M. sp. TAC 95, e das concentracdes de clorofila-a e
de MCs totais iniciais e finais (apds 96 h), foi possivel constatar que a cepa de levedura
Sacharomyces cerevisae - PA (L1) apresentou atividade anti-cianobactéria / M. sp. TAC 95
porém, ndo apresentou atividade de degradacdo de MCs totais.

Para verificar a viabilidade das leveduras durante o periodo de incubacdo com a cepa
toxigénica de M. sp. TAC 95, bem como estimar a densidade de microrganismos utilizada nos
testes, o nimero de células de leveduras foi determinado nos tempos 0 e 96 h para todas as
condicdes experimentais (Grafico 11).

O Grafico 11 mostra a média de trés repeticdes da contagem celular da cepa de levedura
Sacharomyces cerevisae - PA nos tempos 0 e 96 h, com os tratamentos L1-C, L1-D, L1-E, L1-F,
L1-G e L1-H.

Inicialmente as culturas que foram inoculadas com 1 mL de levedura PA (L1) com YPD
(L1-G) continham 3,7x10° cel. mL™, as inoculadas com 0,1 mL de biovolume centrifugada (L1-C),
1,1x10° cel.mL™ e as inoculadas com 0,75 mL (L1-D), continham 7,6x10° cel.mL™. Os resultados
mostraram que a contagem celular aumentou somente para a condicdo L1-F indicando a
necessidade de adicdo complementar de meio YPD para manutencdo do crescimento celular e

possivel atividade anti-cianobactéria ou de degradacéo de MCs totais.
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Griéfico 11 - Valores médios da contagem celular de levedura Saccharomyces cerevisiae — PA (L1) para diferentes
condigdes de teste antes e apds 96 horas
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Fonte Do Autor (2012)

De forma geral, p6de-se constatar que:

= A adicdo de diferentes proporcdes de biovolume de B9, P1 e L1 (CondicGes de teste C a F)
bem como de cultura (microrganismos adaptados) (G e H) ndo resultaram em diferencas
significativas de porcentagens de inibicdo de M. sp. TAC 95, bem como de degradacdo de
MC:s totais;

= A verificacdo da viabilidade das cepas de bactérias laticas probidticas Lactobacillus plantarum
e rhamnosus — LPR (P1) e de levedura Saccharomyces cerevisiae — PA (L1) indicaram a
necessidade de adicdo dos respectivos meios especificos para manutencédo da atividade celular
no periodo de 96 h;

= Emrelacdo a cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans — B9:

Considerando os resultados de contagem celular de M. sp. TAC 95 e de concentracdo de
clorofila-a em relacdo ao controle negativo apds 96 h, as porcentagens de inibicdo da cepa de
bactéria B9 foram superiores a 77 e 62 % respectivamente, 0 que comprova seu potencial de
atividade anti-cianobactéria / M. sp. TAC 95;

A concentracdo minima residual de MCs totais ap6s 96 h de incubacdo foi de 52 pg L™
(79% de degradacdo) com a adicdo de 1 mL de B9 + Sakurai com ajuste de pH 8,0 (B9-H) e entre
132-315 pg L™ (14 - 53 % de degradacdo) para as demais condicdes.
= Em relacdo a cultura mista de bactérias laticas probioticas Lactobacillus plantarum e

rhamnosus — LPR (P1):

A avaliacdo do potencial de inibicdo do crescimento de M. sp. TAC 95 com bactérias laticas

probioticas requer o ajuste de pH devido a producéao de &cidos orgénicos (acido lactico);
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A adicdo de diferentes proporcoes de biovolume bem como de cultura de LPR (P1) ndo
resultaram em diferencas significativas de porcentagens de degradacdo de MCs totais e foram
limitadas variando entre 17 e 27 %;
= Emrelacdo a cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae — PA (L1):

Comparando os valores da contagem de M. sp. TAC 95, e das concentracdes de clorofila-a e
apresentou atividade anti-cianobactéria / M. sp. TAC 95 porém, ndo apresentou atividade de
degradacédo de MCs totais.

Assim, por simplicidade de aplicacdo, especialmente em escala real, adotou-se para 0s
experimentos subsequientes a adi¢do de microrganismos na forma de:
= 1 mL de cultura ( microrganismos adaptados) acrescido de 1 mL de meio liquido especifico
com ajuste de pH quando necessario;
= 1 mL de biovolume acrescido de 1 mL de meio liquido especifico com ajuste de pH quando

necessario.

6.3 EXPERIMENTO 3 — AVALIACAO PROSPECTIVA DE DIFERENTES CEPAS DE
MICRORGANISMOS EM RELACAO A CAPACIDADE DE DEGRADACAO DE
MICROCISTINAS — MCs TOTAIS

A Tabela 10 e o Grafico 12 mostram a concentracdo de MCs totais nos tempos 0 e 96 h em
relacdo aos resultados obtidos no experimento com a bactéria B9 e as cepas de bactérias laticas
probidticas P1 a P5 nas condicBes experimentais | e J: Extrato de MCs totais com adicdo de 1 mL
da cultura de B9 e 1 mL de meio de Sakurai (B9-1); extrato de MCs totais com adicdo de 1 mL de
biovolume e 1 mL de meio Sakurai (B9-J); extrato de MCs totais com adicdo de 1 mL da cultura
de Lactobacillus plantarum e rhamnosus (P1) e 1 mL de meio de MRS (P1-1); extrato de MCs
totais com adicdo de 1 mL de biovolume de Lactobacillus plantarum e rhamnosus e 1 mL de meio
MRS (P1-J); extrato de MCs totais com adicdo de 1 mL da cultura de Bifidobacterium lactis (P2)
e 1 mL de meio de MRS (P2-1) extrato de MCs totais com adi¢do de 1 mL de biovolume de
Bifidobacterium lactis e 1 mL de meio MRS (P2-J); extrato de MCs totais com adicdo de 1 mL da
cultura de Lactobacillus casei (P3) e 1 mL de meio MRS (P3-1) extrato de MCs totais com adigéo
de 1 mL de biovolume de Lactobacillus casei e 1 mL de meio MRS (P3-J); extrato de MCs totais

com adigdo de 1 g de kefir de agua (P4) e 1 mL de meio de aglcar mascavo 5 % (P4); extrato de
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MCs totais com adigdo de 1 mL da cultura de Lactobacillus acidophilus (P5) e 1 mL de meio de
MRS (P5-1) extrato de MCs totais com adigdo de 1 mL de biovolume de Lactobacillus acidophilus
e 1 mL de meio MRS (P5-J).

Tabela 10 - Valores absolutos, % de degradacdo de MCs totais no Experimento 3 utilizando a cepa de
Sphingosinicella microcystinivorans — B9 e cepas de bactérias laticas probidticas antes e ap6s 96 horas

Condigdo experimental M(Cs totais (pg. L) % de degradacgdo
Oh 9% h
B9-I (*) 1460,9 68,2 95
B9-J 2301,6 50,5 98
P1-I 3245,8 2369,6 27
P1-J 2234,3 2234,3 0
P2-I 3245,8 3245,8 0
P2-J 2740,0 2249,6 18
P3-I 3245,8 2477,4 24
P3-J 2740,0 2317,4 15
P4 (¥) 2723,1 1944,2 29
P5-1 (*) 3245,8 2369,6 27
P5-J 2740,0 2740,0 0

(*): Condigdo selecionada

Grafico 12 - Degradacgdo de MCs totais pela bactéria B9, cepas de bactérias laticas probidticas e kefir utilizando
extrato de MCs totais

EXPERIMENTO 3: Extrato de MCs totais X Bactéria (B9) e Bactérias Probidticas (P1a P5)
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Fonte Do Autor (2012)

Dentre os microrganismos testados, independentemente das condicdes experimentais, a cepa
de Sphingosinicella microcystinivorans - B9 apresentou as maiores porcentagens de degradacédo
de MCs totais com 95 e 98 %, quando adicionada na forma de cultura (B9-1) e biovolume (B9-J),
respectivamente. Essas eficiéncias comprovam os resultados obtidos por Tsuji et al., (2006), em
que a imobilizacdo da bactéria - B9 em biorreatores constituidos de resinas de poliéster resultou na
eliminacdo completa de MC-LR (2 mg.L™) apds 24 h. A variacdo da porcentagem de degradacéo

observada ndo justifica a adogdo do uso da cepa de bactéria B9 na forma de biovolume.
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Entre as bactérias laticas probi6ticas o maior percentual de degradacdo de MCs totais apds
96 h foi de 27 %, obtido pelas cepas La-5 adicionada na forma de cultura (P5-1) e LPR adicionada
na forma de biovolume (P1-J). O percentual de degradagéo de MCs totais dos gréos de kefir foi de
29 % apos 96 h de incubacdo (P4). No entanto, as porcentagens de degradacao observadas para as
bactérias laticas probioticas e kefir de d&gua foram bem inferiores as apresentadas pela B9 (Tabela
11). Estudos feitos com Lactbacillus e Bifidobacteria mostraram que esses microrganismos foram
eficientes para remocdo de MCs totais, porém ha necessidade de adapta-los para serem utilizados
em escala real (SONJA et al., 2007).

As adicOes da cepa La-5 na forma de cultura (P5-1) e da cepa LPR na forma de biovolume
(P1-J) apresentaram a mesma porcentagem de degradacdo de 27 %. Assim, por simplicidade de
aplicacdo as condicOes experimentais selecionadas para as cepas de bactérias laticas probidticas
correspondem & adicdo de La-5 adicionada na forma de cultura (P5-1) e de grdos de kefir (P4).

A Tabela 11 e o Grafico 13 mostram as concentraces de MCs totais nos tempos 0 e 96 h em
relacdo aos resultados obtidos no experimento com a bactéria B9 e as cepas de leveduras L1 a L6
nas condigdes experimentais | e J: Extrato de MCs totais com adi¢do de 1 mL da cultura de
Saccharomyces cerevisiae (L1) e 1 mL de meio de YPD (L1-1); extrato de MCs totais com adicéo
de 1 mL de biovolume Saccharomyces cerevisiae € 1 mL de meio YPD (L1-J); extrato de MCs
totais com adicdo de 1 mL da cultura de Pichia fermentans (L2) e 1 mL de meio de YPD (L2-1);
extrato de MCs totais com adicdo de 1 mL de biovolume de Pichia fermentans e 1 mL de meio
YPD (L2-J); extrato de MCs totais com adi¢do de 1 mL da cepa nédo identificada (L3) e 1 mL de
meio de YPD (L3-I); extrato de MCs totais com adicdo de 1 mL de biovolume da cepa nédo
identificada e 1 mL de meio YPD (L3-J); extrato de MCs totais com adicdo de 1 mL da cepa nao
identificada (L4) e 1 mL de meio de YPD (L4-I); extrato de MCs totais com adi¢do de 1 mL de
biovolume da cepa ndo identificada e 1 mL de meio YPD (L4-J); extrato de MCs totais com
adicdo de 1 mL da cepa ndo identificada (L5) e 1 mL de meio de YPD (L5-1); extrato de MCs
totais com adicdo de 1 mL de biovolume da cepa nédo identificada (L5) e 1 mL de meio YPD (L5-
J;, extrato de MCs totais com adicdo de 1 mL da cultura de Saccharomyces cerevisiae (L6) e 1 mL
de meio de YPD (L6-1); extrato de MCs totais com adicdo de 1 mL de biovolume Saccharomyces

cerevisiae e 1 mL de meio YPD (L6-J).
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Tabela 11 - Valores absolutos, % de degrada¢so de MCs totais no Experimento 3 utilizando a cepa de
Sphingosinicella microcystinivorans — B9 e cepas de leveduras antes e apds 96 horas

Condigdo experimental MCs totais (pg. LY % de degradacgdo
Oh 96 h

B9-1 (*) 1460,9 68,2 95
B9-J 2301,6 50,5 98
L1-1 2301,6 2125,3 7
L1-) 3104,5 2701,4 12
L2-1 2301,6 2301,6 0
L2-) 3104,5 3104,5 0
L3-l 2301,6 2233,0 3
L3-J 3104,5 3079,7 0,8
L4-| 2301,6 2301,6 0
L4-) 3104,5 3056,9 1,5
L5-1 2301,6 2125,3 8

L5-J (*) 3104,5 1953,9 37
L6-I 2301,6 2277,6 1
L6-J 3104,5 2346,3 24

(*): Condigdo selecionada

Grafico 13 - Degradagao de MCs totais pela bactéria B9 e cepas de leveduras utilizando extrato de MCs totais
EXPERIMENTO 3: Extrato de MCs totais X Bactéria (B9) e Leveduras (L1 a L6)
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Fonte Do Autor (2012)

Dentre as cepas de leveduras testadas, as maiores eficiéncias de degradacao apos 96 h foram
obtidas pela cepa Vale do Ivai adicionada na forma de biovolume (L5-J) a qual apresentou 37 %,
seguida da cepa de Saccharomyces cerevisiae CAT-1 adicionada na forma de biovolume (L6-J),
com 24 % (Tabela 11) e portanto, bem inferiores as porcentagens de degradacdo observadas pela
B9. As outras cepas apresentaram resultados inferiores a 13 % de degradacdo, sendo assim
consideradas insatisfatorias para uso como potencial de degradacéo.

Por outro lado, as condi¢cbes de manutencdo das leveduras sdo bastante simples quando
comparadas as da bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9 e as das bactérias laticas
probidticas, podendo-se constituir como alternativa promissora para estudos futuros, desde que

sua capacidade de degradacdo seja potencializada.
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De uma maneira geral, as capacidades de degradacdo de MCs totais pelas bactérias laticas
probidticas e leveduras foram limitadas. Entre as bactérias laticas probidticas, as maiores
eficiéncias foram obtidas pela cepa La-5 (P5) com degradagdo de 27 %, enquanto os graos de kefir
(P4) apresentaram 29 % de degradacdo de MCs totais. Em relacdo as leveduras testadas, a cepa
Vale do Ivai (L5) apresentou o maior percentual de degradacdo, com 37 %, ap6s 96 h de
incubacéo.

Assim, 0s microrganismos que apresentaram as maiores eficiéncias de degradacdo de MCs
totais apds 96 h foram a bactéria B9, a cepa de bactéria latica probidtica La-5 (P5), o kefir (P4) e a
cepa de levedura Vale do lvai (L5), sendo assim, selecionados para o Experimento 4. Por
simplicidade de aplicacédo, especialmente em escala real, adotou-se no Experimento 4, adicdo dos
microrganismos selecionados na forma de cultura — Condicao experimental I.

A Figura 23 mostra a foto ilustrativa do Experimento 3 de degradacdo de MCs com
diferentes microrganismos.

Figura 23 - Foto ilustrativa do Experimento 3

Fonte Do Autor (2012)
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6.4 EXPERIMENTO 4 — AVALIACAO DO POTENCIAL DE DEGRADACAO DE MCS
TOTAIS PARA OS MICRORGANISMOS SELECIONADOS

A Tabela 12 representa as concentragdes teoricas iniciais de MCs totais e ao longo do tempo
apOs exposicdo as cepas de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans (B9), kefir de agua
(mistura de bactérias latica, acética e levedura) (P4), bactéria latica probidtica Lactobacillus
acidophilus (P5) e levedura Vale do Ivai (L5).

Tabela 12- Valores absolutos [% de degradagdo] de MCs totais das cepas de bactéria B9, kefir de dgua P4, bactéria
|atica probidtica P5 e levedura L5 do Experimento 4

Concentracdes tedricas de MCs totais (pg.L™")

Tempo de B9 P4 P5 L5
coleta (h)
0 881,3 676,1 764,8 807,4
6 ND ND ND 687,5[15%]
10 873,1 [0,9%] ND ND ND
12 ND 676,1 677,0[11%] ND
24 760,1 [14%] 438,4[35%] ND 506,7[37%]
48 209,2 [76%] 422,3[37%] 711,0[7%)] ND
72 ND ND ND ND
96 2,1[99%] 375,4[44%)] 434,5[43%] 390,5[53%]

ND : Ndo determinado
[ ]:Porcentagem de degradacdo calculada em relagdo a concentragao de MCs totais para o tempo de O h;

Apesar da concentracdo tedrica inicial de MCs totais prevista ter sido de 1000 pg.L™, de
acordo com a Tabela 12 e o Gréafico 14, estas variaram entre 676 e 881 ug.L™. Apés 96 h de
exposicdo, as porcentagens de degradacdo calculadas em relacdo a concentracdo de MCs totais
para o tempo de 0 h foram de 99, 44, 43 e 53 % para as cepas de bactéria Sphingosinicella
microcystinivorans (B9), kefir de agua (P4), de bactéria latica probidtica (P5) e de levedura (L5),
respectivamente. Confirmando os resultados obtidos no Experimento 3, a cepa de bactéria B9
apresentou a maior porcentagem de degradacdo de MCs totais, com concentracdes inicial de 881,3
ug.L™ e final de 2,1 pg.L™ e porcentagens de degradacéo de MCs totais de 99 % ap6s 96 h.

No Gréafico 14 sdo apresentadas as curvas de degradacdo de MCs totais com concentracdo
tedrica inicial de MCs totais de 1000 pg.L™ pela cepa de bactéria (B9), grdos de kefir de agua
(P4), cepa de bactéria latica probidtica La-5 (P5) e cepa de levedura Vale do Ivai (L5) ao longo do

tempo até 96 h de exposicao.
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Grafico 14 - Curvas de degradagdo de MCs totais com concentragdo tedrica inicial de MCs totais aproximada de
1000 pg.L™" pela cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans (B9), grios de kefir de dgua (P4), cepa de
bactéria latica probidtica La-5 (P5) e cepa de levedura Vale do Ivai (L5) ao longo do tempo até 96 h de exposi¢do

EXPERIMENTO4: Extrato de MCs totais (1000 pg.L'') X B9, P4, P5 e L5
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Fonte Do Autor (2012)
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No Grafico 14 pode se observar que nos tempos iniciais até 24 h de exposicdo 0s
microrganismos P4, P5 e L5 apresentaram maior atividade de degradacdo de MCs totais em
relacdo a bactéria B9. No entanto, apos este periodo a bactéria B9 apresentou substancial aumento
da atividade de degradacdo de MCs totais, chegando a 99 % de reducdo apos 96 h, enquanto que
os demais microrganismos mantiveram 0s mesmos niveis de eficiéncia com porcentagens de
degradacdo de 44, 43 e 54 % para 0s microrganismos P4, P5 e L5, respectivamente. Assim pode-
se confirmar a potencialidade da cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9 para
aplicacdo em técnica alternativa no tratamento de dguas contendo MCs totais, conforme observado
por Tsuji et al., (2006).

De uma maneira geral, a capacidade de degradacdo de MCs totais pela levedura Vale do Ivai
(L5), bactéria latica probiotica La-5 (P5) e kefir mostraram-se mais elevadas se comparadas com
as porcentagens de degradacdo observadas no Experimento 3.

Em funcdo dos resultados de elevada eficiéncia obtidos para a cepa de bactéria
Sphingosinicella microcystinivorans - B9, o Experimento 4 foi repetido para as concentracdes
iniciais tedricas de 2000, 3000, 4000 e 5000 pg.L™ de MCs totais.

Na Tabela 13 sdo apresentados os valores absolutos das concentracdes de MCs totais iniciais
e ao longo do tempo ap06s exposicdo a cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9 e

no Gréfico 15, as curvas de degradacdo de MCs totais correspondentes.
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Tabela 13 - Valores absolutos das concentragGes tedricas iniciais de MCs totais e ao longo do tempo apds
exposi¢cdo a cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9
Concentragdo tedrica inicial de MCs total (ug.L'l)

Tempo de 1000 * 2000 * 3000 * 4000 * 5000 *
exposic¢ao (h)

0 881,3 1458,5 3014,6 4800,5 5616,2
6 3488,0 [27,3%] 5616,2 [-]
10 873,1[0,9%] 1458,5[-] 3014,6[-] 14,1 [99,7%] 2268,1 [41,3%]
24 760,1[14%) 1456,7([-] 5,2 [99,9%] 20,2 [99,5%)]
48 209,2[76%) 47,9[96%) 159,7[94,7%) 5,2 [99,9%] 8,2 [99,8%)]
72 4,4 [99,9%] 9,2 [99,8%]
96 2,1[99,7%) 3,4[99,7%) 3,35[99,8%] 5,6 [99,9%] 10,6 [99,8%]

[-]: sem degradagao de MCs
* Concentrag0es tedricas iniciais de MCs totais

Gréfico 15 - Curva de degradagdo de MCs totais com concentragdes tedricas iniciais variadas ao longo do tempo
apods exposicdo a cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9
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Fonte Do Autor (2012)

A Tabela 14 mostra os valores da contagem de unidades formadoras de colonias por mL da
cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivoras - B9 utilizada no teste de degradacdo de MCs

totais da cepa toxigénica de M. sp. — TAC 95.

Pode-se observar que a cinética de degradacdo da bactéria B9 representada pelas curvas de
degradagdo com concentraces tedricas iniciais de MCs totais de 4000 e 5000 pg.L™ foi
diferenciada em relacdo as curvas com concentracfes tedricas iniciais de MCs totais de 1000 a
3000 pg.L™. Uma possivel explicagdo pode estar relacionada & necessidade do uso de um novo
extrato de MCs com concentracdo mais elevada preparada especialmente para este fim, enquanto
que para as concentracdes de 1000 a 3000 pg.L™ foi utilizado um extrato submetido & varias séries
de congelamento / descongelamento, o que pode ter ocasionada a liberacdo de outros metabolitos

que influenciaram negativamente na degradacgéo.
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Tabela 14- Valores de contagem da cepa de bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9
utilizada no Experimento 4

Concentrag3o tedricas iniciais de MCs totais (ug.L”) Tempo de coleta (h)
0 9%
Controle B9 7,9 x 10° 2,7 x 10°
1000 7,5 x 10° 1,5 x 10°
2000 4,6 x 10° 2,8 x10°
3000 9,4 x 10° 4,7 x 10°
4000 8,5 x 10’ 6,3 x 10°
5000 1,0 x 10° 1,4 x 10°

O Grafico 16 mostra a contagem da bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9 nos
tempos 0 e 96 h do controle (sem adicdo de extrato) e da curva de degradacdo de MCs totais com
concentragdes iniciais de 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000 ug.L™.

Grafico 16 - Contagem da bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9 nos tempos 0 e 96 h do controle e da
curva de degradagdo de MCs totais com concentragdes iniciais tedricas de 1000, 2000, 3000 4000 e 5000 ug.L'l.

EXPERIMENTO 4 : Contagem da bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9
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Fonte Do Autor (2012)

De acordo com o Grafico 16, pode-se observar que a contagem inicial de bactéria B9
utilizada nas curvas de degradacdo com concentracdes de 4000 e 5000 pg.L™ foi da ordem de 13
vezes superior em relacdo a contagem de bactéria B9 utilizada nas concentragdes de 1000 a 3000
pg.L ™t

Observando os valores de contagem da bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9
antes e apds 96 h pode-se verificar que, para todas as concentracdes de MCs houve aumento de

cerca de 1 ciclo log no numero de unidades formadoras de col6nias da bactéria B9.

Considerando os dados das Tabela 13 eTabela 14 e dos Grafico 14 eGrafico 15 pode-se

contatar que:
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= Para as concentragdes iniciais tedricas de MCs totais de 1000 a 3000 ug.L™, a bactéria
Sphingosinicella microcystinivorans - B9 foi capaz de degradar 76, 96, 95 % das MCs totais
presentes apds 48 h de exposi¢do e no minimo 99,7 % das MCs totais presentes apds 96 h de
exposicéo resultando em concentracdo maxima residual de 3,4 pg.L™ de MCs totais;

= Para a mistura com concentracdo tedrica de MCs totais de 4000 pg.L™ a degradacéo efetiva foi
observada apos 10 h atingindo 99,7 % de degradacdo; para a concentracdo tedrica de 5000
ng.L ™" a degradacéo efetiva foi observada em 24 h com 99, 4 %.

= A maior degradacio observada nas concentragdes de 4000 e 5000 pg.L™ de MCs totais pode
ser justificada pela maior quantidade de bactéria B9 inoculada no tempo de 0 h cerca de 13
vezes superior em relacdo a inoculada nas demais curvas de degradacéo;

= Ap6s 96 h as concentracdes residuais de MCs totais foram de 5,7 a 10,6 pg.L™ para as curvas

de degradacéo com concentracdes iniciais tedricas de 4000 e 5000 pg.L™ de MCs totais.

6.5 EXPERIMENTO 5: AVALIAC;AO DO POTENCIAL DE INIBIC;AO DO
CRESCIMENTO DE CIANOBACTERIAS (ATIVIDADE ANTI-CIANOBACTERIA)
PELA BACTERIA Sphingosinicella microcystinivorans — B9

As Tabela 15 eTabela 16 mostram os valores absolutos das triplicatas, suas medias e a
porcentagem de inibicdo do crescimento através da contagem celular de cianobactéria e analise de
clorofila — a respectivamente, efetuadas nos tempos 0, 96, 168 e 336 h. Na Figura 10 estdo
representadas fotos das cepas de cianobactérias mantidas no laboratorio, 15 dias ap6s inoculagéo

para serem utilizadas no Experimento 5.

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

Considerando os resultados de contagem celular das culturas / misturas de cianobactérias,
pode-se observar que:
= Apobs 96 h, as porcentagens de inibicdo variaram de 41,4 a 79,3 %;
= Apobs 168 h, com excecdo da cepa M. sp. TAC 95 - C1 todas as outras cepas apresentaram um

aumento na porcentagem de inibi¢do variando de 42,2 a 90,6 %;
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= Nas contagens de 336 h ndo foi observado um aumento significativo na porcentagem de
inibig&o variando de 46,9 a 97,2 %.

Considerando os resultados das analises de clorofila-a das culturas / misturas de
cianobactérias, pode-se observar que:
= Ap0s 96 h as porcentagens de inibigdo variaram de 34,4 a 68,9 %;
= Apos 168 h as porcentagens aumentaram variando de 51,0 a 76,4 %;
= Apds 336 h a porcentagem de inibigdo diminuiu variando de 52,5 a 70,2 %.

A Figura 24 mostra as fotos de 96 h dos controles e 96 h e 168 h das culturas / misturas de
do Experimento 5, no qual pode-se observar a mudanca de coloracdo apds 96 e 168 h nas culturas

[ misturas.
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Figura 24 — Fotos de 96 h dos controles e 96 h e 168 h das culturas / misturas do Experimento 5

Culturas / Misturas
Controles (A) 96 h 96 h 168 h

TAC95-C1 Cl-H-B9

NPLJ-4-C2

AU 02g - C3

NIES 611 - C4

PCC6803- C5 C5-H-B9
Fonte Do Autor (2012)
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Tabela 15 — Valores absolutos, média e porcentagem de inibicdo em relagdo a contagem celular para diferentes cepas de cianobactérias utilizadas no Experimento 5

Contagem Contagem % de Contagem % de Contagem % de
e Contagem s Contagem o e Contagem o D s Contagem L o
Classificagdo - cepa  Amostras oh Média 96h Média Inibi¢ao 168h Média Inibigao 336h Média Inibigdo
Oh 96h 96h 168h 168h 336h 336h
C1-A 5,4E+06 6,0E+06 1,5E+07 1,6E+07 8,3E+06 1,2E+07 2,58E+07 3,69E+07
C1-A 6,8E+06 1,8E+07 1,6E+07 1,17E+07
Microcystis sp. C1-A 5,9E+06 1,4E+07 1,2E+07 7,32E+07
TAC 95 C1-H-B9 7,8E+06 7,0E+06 3,6E+06 3,3E+06 79,3° 5,0E+06 7,1E+06 42,2° 1,48E+06 1,96E+07 46,9°
C1-H-B9 8,2E+06 2,5E+06 1,2E+07 3,27E+07
C1-H-B9 5,0E+06 3,8E+06 3,9E+06 2,46E+07
C2-A 5,7E+05 9,9E+05 5,6E+06 7,3E+06 8,6E+06 6,8E+06 1,23E+07 1,73E+07
C2-A 1,4E+06 7,6E+06 8,5E+06 2,02E+07
Microcystis spp. C2-A 1,0E+06 8,6E+06 3,3E+06 1,93E+07
NAPLJ-4 C2-H-B9 1,8E+06 1,5E+06 2,6E+06 2,2E+06 70,3° 1,5E+06 1,1E+06 83,3° 8,30E+05 4,75E+05 97,2°
C2-H-B9 1,5E+06 2,4E+06 1,3E+06 4,53E+05
C2-H-B9 1,3E+06 1,5E+06 5,5E+05 1,43E+05
C3-A 2,2E+06 2,1E+06 4,3E+06 4,2E+06 2,7E+06 4,7E+06 1,46E+07 1,39E+07
C3-A 1,9E+06 6,3E+06 7,1E+06 1,31E+07
Anabaena ucrainica C3-A 2,3E+06 1,7E+06 4,5E+06 1,40E+07
AU02g C3-H-B9 1,9E+06 2,0E+06 2,5E+06 1,9E+06 55,4° 8,6E+05 1,3E+06 71,8° 2,55E+06 2,50E+06 82,0°
C3-H-B9 2,0E+06 2,1E+06 2,1E+06 3,11E+06
C3-H-B9 2,0E+06 1,1E+06 1,1E+06 1,84E+06
C4-A 8,6E+06 6,0E+06 1,4E+07 1,6E+07 1,7E+07 3,0E+07 5,90E+07 2,64E+07
C4-A 6,1E+06 1,9E+07 2,5E+07 2,58E+06
Phormidium tenue C4-A 3,4E+06 1,4E+07 4,8E+07 1,76E+07
NIES 611 C4-H-B9 7,5E+06 7,1E+06 6,7E+06 9,3E+06 41,4° 3,8E+06 2,8E+06 90,6° 1,55E+06 1,81E+06 93,1°
C4-H-B9 7,4E+06 1,1E+07 3,5E+06 4,53E+05
C4-H-B9 6,4E+06 1,0E+07 1,2E+06 3,43E+06
C5-A 8,3E+06 7,5E+06 2,3E+07 1,9E+07 1,5E+07 2,5E+07 7,24E+07 6,88E+07
C5-A 8,0E+06 2,2E+07 1,2E+07 7,65E+07
Synechocystis C5-A 6,3E+06 1,1E+07 4,7e+07 5,76E+07
PCC - 6803 C5-H-B9 4,7E+06 7,2E+06 6,5E+06 6,8E+06 63,5° 5,0E+06 6,2E+06 75,2° 1,65E+07 1,01E+07 85,3°
C5-H-B9 7,9E+06 7,5E+06 8,9E+06 9,39E+06
C5-H-B9 9,1E+06 6,5E+06 4,6E+06 4,37E+06

(a): porcentagem de inibicdo calculada em relagcdo aos valores de contagem celular no controle negativo para o tempo de 96 h;



Tabela 16 — Valores absolutos, média e porcentagem de inibi¢do de clorofila-a das diferentes cepas de cianobactérias utilizadas no Experimento 5

Clorofila-a Clorofila-a Clorofila-a Clorofila-a % de Clorofila-a Clorofila-a % de Clorofila-a Clorofila-a % de
Classificagdo - cepa  Amostras oh Média 96h Média Inibicdo 168h Média Inibicdo 336h Média Inibicdo
Oh 96h 96 h 168h 168h 336h 336h
Cl-A 521,2 1042,5 1456,8 1777,5
Cl-A 401,0 1002,4 1416,7 2485,9
Microcystis sp. C1-A 548,0 490,1 1336,5 1127,1 1750,8 1541,4 2472,5 2245,3
TAC 95 C1-H-B9 467,8 614,8 721,7 1136,0
C1-H-B9 467,8 588,1 828,6 1242,9
C1-H-B9 267,3 401,0 414,3 539,1 52,2° 347,5 632,6 59,0° 761,8 1046,9 53,4°
C2-A 401,0 1162,8 1202,9 908,8
C2-A 374,2 1363,2 1363,2 1189,5
Microcystis spp. C2-A 401,0 392,0 1162,8 1229,6 1349,9 1305,3 1256,3 1118,2
NAPLJ-4 C2-H-B9 401,0 801,9 4544 414,3
C2-H-B9 454 .4 695,0 401,0 307,4
C2-H-B9 401,0 418,8 534,6 677,2 44,9° 334,1 396,5 69,6° 280,7 334,1 70,1°
C3-A 681,6 1390,0 1470,2 2579,4
C3-A 641,5 1416,7 1951,3 1817,6
i';fsl‘:’f:: C3-A 534,6 619,2 1269,7 1358,8 1376,6 1599,3 1376,6 1924,6
AUO2g C3-H-B9 708,3 895,5 815,3 855,4
C3-H-B9 681,6 895,5 828,6 1470,2
C3-H-B9 641,5 677,2 882,1 891,0 34,4° 708,3 784,1 51,0° 414,3 913,3 52,5°
C4-A 401,0 948,9 1283,0 1710,7
C4-A 467,8 1002,4 1015,7 2044,8
Phormidium tenue C4-A 521,2 463,3 1055,8 1002,4 1323,1 1207,3 1790,9 1848,8
NIES 611 C4-H-B9 441,0 307,4 253,9 507,9
C4-H-B9S 360,9 294,0 347,5 748,4
C4-H-B9 360,9 387,6 334,1 311,9 68,9° 253,9 285,1 76,4° 481,1 579,2 68,7°
C5-A 4544 788,5 1202,9 588,1
C5-A 320,8 855,4 775,2 561,3
Synechocystis C5-A 294,0 356,4 614,8 752,9 748,4 908,8 601,4 583,6
PCC - 6803 C5-H-B9 481,1 414,3 334,1 721,7
C5-H-B9S 494,5 374,2 467,8 735,1
C5-H-B9 320,8 432,1 401,0 396,5 47,3° 307,4 369,8 59,3° 334,1 597,0 -2,3°

(a): porcentagem de inibicdo calculada em relacdo aos valores de clorofila-a no controle negativo para o tempo de 96 h;



Nos Gréfico 17 eGréafico 18 estdo representados, respectivamente os valores médios da

contagem celular e de clorofila-a nos tempos 0, 96, 168 e 336 h.

Gréfico 17 — Valores médios da contagem das diferentes cepas de cianobactérias utilizadas no Experimento 5

EXPERIMENTO5 : Contagem Cianobactérias
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Grafico 18 — Valores médios de clorofila-a das diferentes cepas de cianobactérias utilizadas no Experimento 5

EXPERIMENTOS : Analise de Clorofila-a
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A contagem da bactéria B9 no tempo 0 h variou de 3,2 x 10° a 1,22 x 10". Ap6s 96 h ocorreu

0 pico de crescimento aumentando em valores minimos de 3,1 x 10’ e méaximos

apos este periodo ndo foi observado crescimento significativo da bactéria B9.
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7

CONCLUSOES

Ao final deste trabalho pode-se concluir que:

Dentre as condicOes de estudo testadas para avaliar as atividades de biodegradacdo e de
inibicdo do crescimento de cianobactérias, a adi¢cdo de cultura adaptada do microrganismo
acrescida de meio especifico foi a condicdo selecionada;

Entre as bactérias laticas probidticas testadas as que apresentaram maiores porcentagens de
degradacdo foram gréos de kefir (P4) e Lactobacillus acidophilus La-5 (P5) e em relacdo as
leveduras a que apresentou maior porcentagem de degradacdo foi a Vale do Ivai (L5);

Além do potencial de degradacdo de microcistinas totais, a bactéria Sphingosinicella

microcystinivorans - B9 apresentou também atividade anti-cianobactéria.
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9 ANEXOS

Tabela 17 - Produtos utilizados na composi¢gdo do meio ASM-1

A

NaNO; 17

Vol completo = 2000 mL MgCl,.6H,0 4,1
MgS0,.7H,0 4,9

CaCl.2H,0 2,9

C H3BO3 0,248
Vol completo =10 mL MnCl,.4H,0 0,139
FeCl;.6H,0 0,108
ZnCl, 0,0335
CoCl,.6H,0 0,0019
CuCl ou 0,00014
CuCl.2H,0 0,00013

Para 1L de ASM-1: 20mLde A+ 2mLde B+ 0,dmLde C+0,4mLde D

Tabela 18 - Produtos utilizados para composi¢dao do Meio Sakurai e YPD
Produtos Quimicos Peso (g) para 100 mL

0,05 2

Glicose

Agar 2 2

Figura 25- Cultura de (a) Bactéria Sphingosinicella microcystinivorans — B9, (b) Mistura de Bactérias Laticas
Probidticas Lactobacillus plantarum e rhamnosus LPR, (c) Graos de kefir de dgua e (d) Levedura PA

(b)
Fonte Do Autor (2012)

(c) (d)
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