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1. RESUMO

A microcistina € uma toxina produzida por algumas cianobactérias, como a
Microcystis aeruginosa, decorrente de episodios de floracdes fitoplanctonicas observadas
em reservatorios de abastecimento publico impactados pelas diversas atividades
antropogénicas. Devido a sua toxicidade, a Portaria 2.914 do Ministério da Salde
estabeleceu concentragcdo maxima de 1pg.L' como padrio de potabilidade. Processos
fisico-quimicos, empregados na maioria das Estaces de Tratamento de Agua, possuem
eficiéncia limitada na reducdo da concentracdo deste poluente, sendo necessario agregar
etapas adicionais ao tratamento. A biodegradacdo tem surgido como uma alternativa para
incrementar a eficiéncia na remocdo de contaminantes recalcitrantes e,
consequentemente, promover a melhoria na qualidade da agua distribuida para os seus
diversos usos multiplos. Nessa pesquisa, foi avaliado o potencial de remocéo bioldgica
de microcistina - LR por meio de ensaios utilizando-se como indculos culturas purificadas
de Sphingomonas sp. e Brevundimonas sp. isoladas de amostra de corpo d'agua
eutrofizado contendo cianobactérias e amostras coletadas na entrada e saida de filtro
rapido de uma Estacdo de Tratamento de Agua (ETA), sem adicdo de indculos
trabalhados em laboratério. Os ensaios sem a adicdo de indculos trabalhados em
laboratorio, com comunidade microbiana autoctone, mostrou as melhores eficiéncias de
remocdo de microcistina (88%) com concentracdo remanescente de toxina de,
aproximadamente, 1,5ug.L™, tanto para o crescimento disperso quanto para o aderido da
biomassa bacteriana.
Palavras-chave: Cianotoxinas, Degradacdo bioldgica, Microcistina, Tratamento

avancado de agua de abastecimento.

2. INTRODUCAO/OBJETIVO

Os mananciais de abastecimento publico se encontram cada vez mais eutrofizados
devido ao aporte de nutrientes, sobretudo fosforo e nitrogénio. Uma das consequéncias
deste impacto € a proliferacdo de cianobactérias, algumas das quais sdo conhecidas pela
producéo de cianotoxinas, como a microcistina — LR, que geram agravos a saude humana
e de animais. A maioria das Estacbes de Tratamento de Agua que utilizam o ciclo

completo (etapas de coagulacdo, floculagdo, sedimentacdo ou flotagdo, filtracdo e
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desinfeccdo) possui eficiéncia limitada na remocdo de cianotoxinas, como as
microcistinas, cuja concentragdo méaxima de 1 pg.L™* € permitida na 4gua tratada (Portaria
MS 2.914/2011).

Microrganismos provenientes de diversas fontes (e.g. sistemas aquaticos naturais,
biofilmes formados nas colunas de carvéo ativado aplicado no tratamento de &gua) tém
sido caracterizados como potencialmente degradadores de microcistina. Através do
mecanismo de degradacdo/transformacdo desse contaminante, cepas bacterianas do
género Sphingomonas, sdo capazes de reduzir as concentracfes da toxina (JONES &
OLUT, 1994; MINILLO et al., 2013; RAMANI et al., 2008; SAITO et al., 2003;
SOMDEE et al., 2013). Os resultados encontrados validam a tendéncia atual de agregar
componentes bioldgicos aos processos fisico-quimicos convencionais, para melhorar a
eficiéncia de tratamento da agua para consumo humano.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial de biodegradac¢ao da microcistina,
em escala laboratorial e sob diferentes condi¢des de crescimento da biomassa bacteriana
e tempo de contato entre os indculos e o contaminante alvo. Dois tipos de indculos foram
testados para degradar a toxina, com vistas a possivel aplicacdo em &guas de
abastecimento publico até que sejam atingidos as concentracdes estabelecidas pelos

padrdes de potabilidade vigentes no Brasil.

3. METODOLOGIA

3.1 Preparacgéo do extrato de Microcystis aeruginosa

O extrato de microcistina foi preparado por Ortolan (2016) a partir do cultivo de
cepa toxica de Microcystis aeruginosa (cédigo BB0005), isolada do reservatorio de Barra
Bonita, Sdo Paulo, Brasil (coordenadas geogréaficas: 22° 31° 15°S e 48° 31° 43°’W). A
linhagem foi depositada na Colecdo de Cultura de Microalgas (WDCMS85) da
Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar).

Para o cultivo da cianobactéria, utilizou-se meio WC por 30 dias em temperatura
de 24+1°C, com aeragdo continua, intensidade luminosa de 60 pnE.m2.s? e fotoperiodo
de 12 horas.d. Com o intuito de promover a lise celular para a liberag&o das microcistinas
intracelulares no meio, foram realizadas repeticbes de quatro séries de

congelamento/descongelamento das amostras. Em seguida, para a separacdo do material
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particulado, o extrato contendo as cianotoxinas dissolvidas foi centrifugado por 10
minutos, a 11.000 rpm e 4°C, e armazenado em freezer até a sua utilizacdo no ensaio.

Em teste realizado no Laboratorio de Toxinas e Produtos Naturais de Algas do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de So Paulo (USP), utilizando a Técnica de deteccéo LC-
ESI-MS/MS, a variante da cianotoxina encontrada na amostra foi exclusivamente a
microcistina-LR (MC-LR) e, por meio do Ensaio do Imunoadsorvente Ligado a Enzima
— ELISA, quantificou-se a concentracdo da cianotoxina no extrato bruto centrifugado,
cujo valor aproximado foi de 356ug.L™.

Para o presente estudo, foi escolhida a concentracdo inicial da microcistinade
20pg. LY, por ser frequentemente observada em florages de cianobactérias em
reservatorios de abastecimento de &gua (CHORUS & BARTRAM, 1999).

3.2 Microbiota potencialmente degradadora de microcistina

As colonias isoladas nas maiores diluicdes (10 e 10°%) em meio nutriente genérico
das amostras de &gua eutrofizada do reservatdrio de Barra Bonita (SP) e mantidas em
glicerol a -80°C, foram caracterizadas como Sphingonomas sp. e Brevundimonas sp..O
sequenciamento dos nucleotideos foi feito em sequenciador ABI 377 DNA Sequencer
(Perkin Elmer — USA) na empresa Macrogen (korea).

Os inbculos relativos & comunidade microbiana autdctone foram obtidos na
entrada e saida dos filtros da Estacdo de Tratamento de Agua da cidade de S&o Carlos
(SP). Para a retirada do excesso de s6lidos mais grosseiros, as amostras foram filtradas
em membrana de 0,6 um e, em seguida, centrifugacdo por 10 minutos, rotacdo de
11.000rpm, para a formacdo de pellets. Apds estas etapas, os indculos foram mantidos
sob refrigeracdo a 4°C até o dia inicial do experimento.

3.3 Ensaios de biodegradagéo de microcistina em escala de bancada

Os ensaios de biodegradagdo de microcistina foram feitos em frascos erlenmeyes
de 250 mL, para os diferentes tratamentos (Figura 1 e Tabela 1). Foi definido um volume
total de 100 mL de amostra, composto por 10% v/v dos inéculos das culturas purificadas

e da microbiota autctone com concentragéo inicial de microcistina (20ug.L™*) e meio
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mineral Zinder (ZINDER et al., 1984) acrescido de vitaminas (WIDDEL et al., 1981) e
solucéo traco de metais (ZINDER & KOCH, 1984). A camada suporte escolhida para a
imobilizacdo da biomassa bacteriana foi a espuma de poliuretano com flexibilidade de
densidade e tamanho das particulas, elevada porosidade interna e dificil degradacédo
bioldgica (ZAIAT, 1996). Os ensaios foram realizados a 22+1°C em incubadoras no
escuro por um periodo de 10 dias. Nos dias 0, 2, 3, 4, 7 e 10, foram retiradas aliquotas de
ImL para analise da concentracdo residual de microcistina, realizada pelo método

bioquimico de Ensaio do Imunoadsorvente Ligado a Enzima (ELISA).

Sphingomonas sp. +
Brevundimornas sp.

Condigio A: H Entrada do filtro da
- J ETA l Dia 0
crescimento disperso !

Saida do filtro da ;
ETA

: Dia 2

Extrato de ' :
MC F--- l: """"" = Branco  f------ .
(20ugLh) I

Dia 3

Sphingomonds sp. +
Brevundimonas sp.

i
i

' Condigdo B + espuma ! Entrada do filtro da

! de poliuretano: r- o ETA
i

Dia 7

crescimento aderido I Saida do filtro da
ETA .

""""" > Branco fmmmm

Figura 1 - Fluxograma dos ensaios de biodegradagio da microcistina (20pg.L™) na

presenca de diferentes indculos purificados e microbiota autdctone

Fonte: da propria autora (2017).
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Tabela 1 - CondigOes experimentais adotadas nos ensaios de biodegradacéo de

microcistina

Cadigo Condic0es experimentais

Extrato de MC* + 10 ml dos in6culos de
cultura laboratorial** + meio Zinder

Extrato de MC* + 10 ml dos in6culos de
amostra ambiental*** + meio Zinder

Extrato de MC* + meio Zinder

A

Extrato de MC* + 10 ml dos in6culos de
cultura laboratorial** + meio Zinder +
espuma de poliuretano

B Extrato de MC* + 10 ml dos in6culos de
amostra ambiental*** + meio Zinder +
espuma de poliuretano

Extrato de MC* + meio Zinder + espuma de

poliuretano

*Concentracio inicial de 20ug.Lt; **cepas de Sphingomonas sp.+ Brevundimonas sp.; ***entrada e saida
do filtro da ETA;****acrescido de vitaminas e solugdo traco de metais; MC: microcistina. Fonte: da prépria
autora (2017).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 2 e 3 mostram as concentracdes residuais de microcistina nos
diferentes tratamentos, obtidas ao longo dos 10 dias de ensaio, para 0 crescimento
disperso e aderido da biomassa bacteriana, respectivamente. Nos primeiros seis dias, a
concentragdo residual de microcistina foi de, aproximadamente, 10pg.L?, decaindo
consideravelmente a sua concentracdo apds o sexto dia e degradada em até 70% de sua
concentracdo inicial no décimo dia, tanto para a condi¢do experimental A guanto para a
condigéo B.

O tratamento inoculado com as culturas purificadas de Sphingomonas sp. e
Brevundimonas sp. obteve uma eficiéncia de remocédo da microcistina 13% a mais (de 72
para 85%) na presenca de uma camada suporte para a sua imobilizacgéo. Ja os tratamentos
inoculados com a microbiota autéctone demonstraram melhor desempenho quando
dispersas no meio liquido, como mostra a Figura 4. Mesmo comparando-se a eficiéncia

de remocéo pela acdo dos microrganismos utilizados neste estudo, a presenca/auséncia
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de uma camada suporte apresentou resultados finais proximos (remog¢édo aproximada de
80% para microbiota autoctone e 70% para as culturas purificadas). No entanto, ainda séo
escassas as pesquisas que abordam o potencial dos biofilmes na remoc¢éo de microcistina,
sendo necessario estudos mais aprofundados.

Alguns microrganismos, quando expostos a microcistina, tém demonstrado
capacidade de biodegrada-la, utilizando-a como fonte de carbono e energia para o seu
crescimento, metabolismo e reproducdo (VALLERO, 2010). O processo de
biodegradagéo da microcistina pode ser distinguido em duas fases: a fase lag (adaptacao
ou laténcia da microbiota) e a fase de rapida degradacdo (SAITOU et al., 2002). Tal
comportamento de biodegradacdo foi observado nesta pesquisa, sendo a fase de rapida
degradacdo observada apds o sétimo dia dos experimentos, no qual a concentracdo
residual encontrada esteve abaixo de 10pg.L? em todas as amostras e condicdes
analisadas.
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Figura 2 - Concentracdo residual de microcistina, na condi¢do A, para os tempos de
contato 0, 2, 3,4, 7 e 10 dias: (a) branco; (b) Sphingomonas sp.+ Brevundimonas sp.; (¢)
entrada do filtro da ETA,; (d) saida do filtro da ETA
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Figura 3 - Concentracao residual de microcistina, na condicéo B, para os tempos de
contato 0, 2, 3,4, 7 e 10 dias (a) branco; (b) Sphingomonas sp.+ Brevundimonas sp.; ()
entrada do filtro da ETA,; (d) saida do filtro da ETA

Aderido
m Sphingomonas sp. +
Brevundimonas sp.

®m Entrada do Filtro

Disperso Saida do Filtro

biomassa bacteriana

Mecanismo de crescimento da

R 20 40 . 60, 80 100
Eficiéncia de remocéao de microcistina obtida pelos diferentes tratamentos

apos 10 dias (%)

Figura 4 - Comparagéo entre as eficiéncias obtidas naremocao da microcistina para a
biomassa em crescimento aderido x a biomassa em crescimento disperso, dos
tratamentos contendo Sphingomonas sp. e Brevundimonas sp. e entrada e saida do filtro

da ETA ap0s o décimo dia dos ensaios de biodegradacéao
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Devido a sua estrutura ciclica da molécula de microcistina mantém uma alta
estabilidade quimica, conferindo a ela propriedades como persisténcia na agua e
resisténcia a altas temperaturas. No estudo conduzido por Cousins et al. (1996), foi
comparada a degradacio de uma concentragio de 10 pug.L™ e tempo de contato de 27 dias
entre os inoculos e a microcistina. Os resultados encontrados, para uma concentragdo
residual de microcistina abaixo do limite de detec¢do, na amostra contendo agua de um
reservatorio de abastecimento esterilizada e nédo esterilizada foram de 12 e 7 dias,
respectivamente, o que demonstra o potencial de microrganismos em aumentar a taxa de
degradacédo da toxina (GAGALA; MANKIEWICZ-BOCZEK, 2012). Em 1994 Jones e
Orr conduziram um dos primeiros estudos que identificaram cepas bacterianas capazes
de biodegradar a microcistina, pertencentes a familia Sphingomonadaceae e que ja sdo
reconhecidas por reduzirem a concentracdo da toxina em &guas contaminadas. Além
delas, outras cepas de Arthrobacter sp., Brevibacterium sp., Rhodococcus sp.,
Burkholderia sp., Methylobacillus sp. também sdo apontadas como microrganismos
potencialmente degradadores de microcistina (HU et al., 2009; LAWTON et al., 2011;
LEMES et al., 2008)

5. CONCLUSOES/RECOMENDAGOES

A fixacdo da microbiota em meio suporte (espuma de poliuretano) demonstrou as
melhores eficiéncias de remocdo apds os 10 dias dos ensaios, atingindo valores de
aproximadamente 85, 88 e 84% (1,6 pg.L?, 1,5 ug.Lt e 1,8 ug.L?), pelos indculos
purificados e da entrada e saida do filtro, respectivamente. Os valores encontrados
atingiram valores proximos ao que se é estabelecido pelo padrdo de potabilidade vigente
no Brasil.

O consorcio microbiano autoctone demonstrou maior capacidade de biodegradar
a microcistina, em um menor intervalo de tempo, quando comparado as culturas
purificadas. Apos o sétimo dia de ensaio, ja era possivel observar concentracGes residuais
de microcistina abaixo de 2ug. L. Tal comportamento é um fator importante na operagao
de ETASs, que visam um menor tempo de retencdo da agua em suas unidades. Entretanto,
tornam-se necessarios estudos mais detalhados caracterizando a microbiota autoctone e

0s possiveis fatores que possam otimizar a atividade de tais organismos na degradacéao da
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microcistina, tais como temperatura, fotodegradacéo, concentragdo de microrganismos,
presenca/auséncia de meio suporte para a formacédo de um biofilme. Em ensaios futuros

tais fatores serdo contemplados nesta linha de pesquisa.
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