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RESUMO - O processo de tratamento de agua para consumo humano, quando apresenta
cianobactérias na agua a ser tratada, pode promover lise dessas células e algumas espécies
liberam toxinas, que, dependendo das concentracdes dessas na agua tratada ocasiona a
possibilidade de 6bito ao ser humano, pois o tratamento convencional ndo consegue reté-
las facilmente. Diante disso, o presente trabalho avaliou o efeito da adsor¢éo do bagago de
cana com filtro de areia sobre a capacidade de remocdo de microcistina do cultivo da
cianobactéria Microcystis aeruginosa. O uso do bagaco junto ao filtro de areia sugeriu
uma possivel alternativa, somado a alta disponibilidade e baixo custo desse subproduto,
para retencdo da microcistina. O monitoramento da toxina foi através da analise de
fluorescéncia e bioensaios ecotoxicoldgicos com Daphnia magna que apresentaram uma
possivel viabilidade sem a demanda de recursos sofisticados ou técnicas muito apuradas
para identificar a eficiéncia da remocao da microcistina.

1. INTRODUCAO

O crescimento das floracGes de cianobactéria ocorre principalmente devido a excesso de
compostos fosfatados e nitrogenados, o Brasil por possuir alta producdo agricola faz o uso
constante de fertilizantes, esses sdo ricos naqueles componentes que no solo podem atingir o
lencol freatico e favorecem a eutrofizacdo da agua (BRASIL, 2003). Assim como a descarga de
esgoto domeéstico e industrial sem tratamento também contribuem para esse crescimento.

O maior problema das floracGes de cianobactéria é que algumas espécies eliminam
substancias toxicas para 0 meio ambiente; e dependendo da concentragdo e do tempo de contato
com essas, podem levar tanto o animal como o homem a ébito; por exemplo, a morte de 70
pessoas em Caruaru, Pernambuco, durante tratamento de hemodialise utilizando a agua
contaminada com toxina de cianobactéria (SANCHES et al.,2012; e CARVALHO et al., 2013).
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Quando a &gua a ser tratada para o abastecimento humano apresenta cianobactérias
demanda tanto um maior custo operacional como um maior tempo para melhor eficiéncia no
processo do tratamento, principalmente, nas etapas de coagulacdo, filtracdo e sedimentacéo.
Tendo ainda, nas duas primeiras etapas citadas, o perigo de haver rompimento das células de
cianobactéria e liberacdo de toxina para a 4gua (GIJSBERTSEN-ABRAHAMSE et al., 2006).
Mesmo assim, acontece dessas etapas ndo serem eficientes o suficiente; e ser necessério a
adsorcdo com carvdo ativado, o0 que gera um custo ainda maior para as estacfes de tratamento de
agua, ja que a maior parte desse é importado (ALBUQUERQUE et al., 2008).

Os processos convencionais de tratamento da agua ndo sendo eficientes para remover
toxinas de cianobactérias da agua, estimulam o desenvolvimento de pesquisas com 0 uso de
coagulantes alternativos, filtros de membrana, processos oxidativos avancados; e uso de
bioadsorventes para isso, visando a minimizacao de recursos ndo renovaveis, de subprodutos e a
sustentabilidade (MOLICA et al.,2002; GIJSBERTSEN-ABRAHAMSE et al., 2006; e BRASIL,
2003).

Verificando essa necessidade e aproveitando o bagaco de cana-de-agucar, que constitui um
subproduto de 291,3 kg por tonelada de cana processada (CONAB, 2013), para o Brasil cuja
safra 2013/2014 foi de 658,8 milhdes de tonelada (CONAB, 2014), permite a utilizacdo desse
recurso renovavel, que ja apresenta viabilidade de adsor¢do, como um potencial adsorvente
sustentavel para retencdo de cianotoxina (MONACO et al., 2002; MOLICA et al., 2013).

A microcistina € uma toxina hepatotdxica produzida pela cianobactéria Microcystis e
outras; e € uma das mais encontradas em mananciais de abastecimento, o limite mé&ximo
permitido dela na 4gua potavel é de 1,0 pg. L™, conforme a Portaria 2914/2011 (BRASIL, 2011).
Uma forma de analisa-la é através de testes de ecotoxicidade, que podem ser eficientes
instrumentos de avaliacdo da qualidade da agua e/ou sedimento (MENDONCA, 2006). Esses
bioensaios ecotoxicoldgicos ou testes de ecotoxicidade podem apresentar uma analise
quantitativa e qualitativa dos efeitos toxicos de diversos contaminantes sobre 0s organismos
aquaticos (MONTEIRO, 2000).

Os bioensaios utilizando o microcrustaceo Daphnia magna sdo realizados através de
ensaios normatizados pela NBR 12713:2009 (ABNT, 2009); e dividem-se em testes de
toxicidade agudo e cronico, tendo como maior objetivo verificar os efeitos adversos causados
por um algum composto toxico (DAHMS et al., 2011).

Os testes agudos avaliam a dose ou a concentracdo de um agente téxico que tenha
capacidade de produzir efeitos aos organismos expostos a um periodo relativamente curto e
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possibilitam determinar a imobilidade ou a mortalidade a 50% da populacdo por métodos
estatisticos (RESTANI, 2011).

Como a quantificacdo das toxinas das cianobactérias depende de um aparato técnico
especializado e equipamentos sofisticados, de modo a facilitar o0 monitoramento de toxicidade,
este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da analise por fluorescéncia e por bioensaios
agudos com Daphnia magna para verificar a retencdo de microcistina em filtro de areia com
bagaco de cana.

2. MATERIAIS E METODOS

O cultivo de cianobactéria da espécie Microcystis aeruginosa foi realizado com a cepa
BOO5 cedida pelo Laboratdrio de Botanica da UFSCAR, que possui capacidade de producao de
toxinas do tipo MC-LR em 98% do total. Manteve-se o cultivo sob aeracdo constante em meio
ASM-01, temperatura entre 25 e 28°C, até a fase exponencial de crescimento, quando o ndimero
de células atingiu o 10° cel.mL™, a contagem foi realizada em microscopio eletronico utilizando
camara de Neubauer.

No décimo quarto dia, armazenou-se 4,5 L do cultivo em garrafa de polietileno,
submetendo-o a trés ciclos de congelamento e descongelamento, para que todas as células de
cianobactéria sofressem lise de sua parede celular e liberassem toda microcistina ao meio de
cultivo.

O bagaco de cana foi lavado com agua destilada com trés enxagues; em seguida foi
mantido em estufa a 60° C por 4 horas. Triturou-se em liquidificador industrial na faixa de 2,80 a
4,00 mm de granulometria (MONACO et al., 2002).

Foram desenvolvidos seis suportes de filtro com altura de 14 cm em batelada, cada um
filtrando 500 mL de cultivo; sendo trés de filtro denominado AREIA gue conteve apenas leito de
areia média com faixa granulométrica entre 0,250 mm a 0,125 mm na altura de 80 mm e, numa
area equivalente a 50 cm?de filtracdo; e os trés filtros denominados CA com proporcéo 1:1 de
areia média com a mesma faixa granulométrica citada e bagaco, mantendo altura e area do
anterior.

Os filtrados foram armazenados em volume de 50 mL para a analise no fluorescéncia e no
HPLC (TECPAR); e 450 mL para teste de toxicidade com Daphnia magna. A analise no
fluorescéncia foi realizada no equipamento modelo Cary Elipse (marca Varian), tendo como
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controle o meio de cultivo puro e sequencialmente as amostras denominadas AREIA e CA. Os
parametros utilizados para comprimento de onda no fluorescéncia foram os citados no trabalho
de ZIEGMANN et al. (2010), compreendendo o sinal de emissdo entre 200 nm a 750 nm; e
passo de 5 nm.

Os testes de toxicidade com Daphnia magna foram realizados, de acordo com a norma
NBR 12713:2009 (ABNT, 2009), triplicatas em recipientes de 50 mL com 40 mL de amostra em
cada um. Em cada recipiente foram colocados 20 organismos neonatos entre 6 h e 24 h, nas
dilui¢bes de 100%, 75%, 50%, 25% e 10%. Da mesma forma foi utilizado um controle sem a
presenca de microcistinas apenas com agua de diluicao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, apresentam-se os resultados obtidos pelo HPLC, laudo técnico fornecido pelo
TECPAR (Centro de Analises e Ensaios Toxicoldgicos, Laboratério de Tecnologias Ambientais
e Agrondmicas do Estado do Parand) para quantificacdo de toxina na amostra antes e apos o
tratamento de retencdo de microcistina pela filtracdo:

Tabela 1- Dados quantitativos de microcistinas por HPLC (TECPAR, 2014)

Amostra Média da Concentracdo de Microcistina MC-LR Desvio
(Hg.L™) Padrio
Cultivo Puro 89,0 0,50
Areia 2,42 0,36
CA 3,23 0,06

Esses resultados foram utilizados como parametro para as analises de fluorescéncia e
bioensaios com Daphnia magna, ja que o método de quantificacdo de microcistina por HPLC é o
mais eficiente atualmente. Verificando-se que houve retencdo de microcistina em 97,3% de
eficiéncia com filtro composto sé com areia média (h=80 mm); e 96,4% para o filtro composto
com areia média (h=40 mm) e bagaco de cana (h=40 mm).

As analises de fluorescéncia foram realizadas utilizando-se as médias das triplicadas dos
dados de emissdo das amostras para os comprimentos de onda; e os resultados foram
apresentados na Figura 1, demonstrando que o sinal de incidéncia vai diminuindo conforme o
comprimento de onda vai aumentando, com destaque ao intervalo entre 500 e 680 nm que
equivale ao sinal de pigmentos da cianobactéria, conforme relata ZIEGMANN et al. (2010). No
caso do tratamento de remocéao de microcistina tanto para o filtro de areia como para o bagaco de
cana ocorreu a diminuigéo do sinal comparado ao do cultivo puro.
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Figura 1- Decaimento de intensidade nas amostras no intervalo de 200 a 700 nm de comprimento
de onda.

A CEsg para as amostras foi calculada através do programa Trimmed Spearman-Karber
(HAMILTON et al., 1977) sendo de 34,87 pg.L?, 1,51 pg.L™ e 1,46 pg.L™ para as amostras
cultivo puro, areia e CA respectivamente, conforme apresentado na Figura 2 abaixo.
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Figura 2- Concentracdo média de microcistina MC-LR e de Concentracdo efetiva (CEsp), 48h
para Daphnia magna em cada amostra.

A amostra tratada com o conjunto de filtro de areia e baga¢o de cana continha uma menor
quantidade de microcistina, porém, houve um percentual de imobilidade maior para essas
amostras (95% e 96,67%) quando comparada com a amostra de cultivo puro (91,67% e 90%)
para as diluicdes de 100% e 75%, como apresentado abaixo pela Figura 3.
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Figura 3- Percentagem de imobilidade de Daphnia magna ap0ds 48h de exposi¢do as amostras de
cultivo puro, cultivo apds filtro de areia (Areia); e cultivo apds conjunto de filtro de areia e
bagaco de cana (CA).

As cianobactérias sdo responsaveis pela producdo de polissacarideos extracelulares
(LOMBARDI; VIEIRA, 1998), que podem ser absorvidos pelos claddceros (NOGUEIRA et al.,
2005). A esses compostos bioativos também pode ser atribuido um efeito adverso, conforme
Trabeau et al, (2004) que relacionou os efeitos adversos observados em Daphnia a
polissacarideos da capsula de Microcystis.

Este trabalho ndo verificou os compostos acima mencionados, entretanto podemos indicar
de acordo com Takenaka, (2007) que a presenca desses metabolitos poderia aumentar a
toxicidade dos extratos que os daphnideos foram submetidos, com concentracdes relativamente
mais baixas de microcistinas. Sendo assim, pode-se afirmar que diversos fatores interferem na
toxicidade e outras variantes também podem contribuir para que amostras com menor
concentracdo de toxinas possam ser mais tdxicas que outras com concentragdes mais elevadas
(TAKENAKA, 2007).

4. CONCLUSAO

As amostras contendo microcistinas, mesmo apos o processo de adsorcdo ainda apresentou
toxicidade, mesmo com concentracdes mais baixas de microcistina. Esse fato pode ser atribuido
a outros metabolitos secundarios produzidos pela cianobactéria em questdo que ndo foram
analisadas neste trabalho.

Os resultados obtidos pela analise de fluorescéncia corresponderam a retencdo de
microcistina tanto pelo bagago de cana como pelo filtro composto apenas com areia, trazendo a
viabilidade dessa analise para monitoramento de microcistina, assim como a necessidade de se
verificar tempo limite de adsorcéo e tamanho de leito diferente para uma 6tima taxa de retencéo
da toxina.
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