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Resumo

A persisténcia das microcistinas (MCs) em ambientes aquaticos e sua dificil remogao no tratamento convencional de agua representam um desafio as
companhias de saneamento. Contudo, as MCs s&o susceptiveis a degradacao por bactérias presentes na agua, sedimentos e efluentes de esgotos. Neste
estudo, avaliou-se a biodegradacédo de MCs por microrganismos presentes em filtros de carvao com atividade biolégica (CAB) e sua identificagao filogenética
pelo sequenciamento do gene 16S RNA. Foi utilizada uma &gua de estudo contendo MCs com diferentes composicoes, acrescida de efluente de filtros
CAB. Os resultados demonstraram que as MCs foram biodegradadas por microrganismos presentes no biofilme. Este estudo infere sobre a capacidade de
biodegradacao de MCs por bactérias presentes em filtros CAB e o possivel uso destes microorganismos como alternativa de remogao de MCs no tratamento
de &gua potéavel.

Palavras-chave: microcistinas; biofilme; biodegradacéo; carvao ativado bioldgico.

Endereco para correspondéncia: Alessandro Minillo — Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Cidade Universitaria de Dourados — Caixa Postal 351, 79804-970
— Dourados (MS), Brasil — E-mail: alminillo@yahoo.com.br
Recebido: 02/04/12 — Aceito: 21/06/13 — Reg. ABES: 318

Eng Sanit Ambient | v.18 n.3 | jul/set 2013 | 205-214




Minillo, A. et al.

Abstract

The persistence of MCs in aquatic environments and their difficult removal in the conventional water treatment is a challenge to companies of sanitation.

However, the MCs are susceptible to degradation by bacteria present in water, sediment and sewage effluents. In this study, we investigated the biodegradation

of MCs by microorganism present in carbon filters with biological activity (BAC) and their phylogenetic identification by sequencing gene 16S RNA. A study of

water containing MCs was used, with different compositions, plus a filters BAC effluent. The results showed that of MCs were biodegraded by microorganism

present in the biofilm. This study provides the ability to complete biodegradation of MCs by bacteria present in BAC filters and the possible use of these

microorganisms as alternative of the removal of MCs in the treatment of drinking water.

Keywords: microcystins; biofilm; biodegradation; biological activated carbon.

Introducao

O frequente aumento dos florescimentos de cianobactérias to-
xicas nos mananciais de abastecimento putblico representa um ris-
co a saude humana. Entre as toxinas produzidas por cianobactérias,
microcistinas representam o grupo mundialmente associado a casos
de intoxicacoes, tornando-se foco de atencdo das empresas de sanea-
mento em diversos paises. Em razdo da expressiva toxicidade das
microcistinas, a Organizacao Mundial da Saude estabeleceu um valor
guia de 1 pg.L'! como concentracdo maxima de microcistina-LR em
agua potavel (CHORUS & BARTRAM, 1999).

Microcistinas sdo heptapepitideos ciclicos pertencentes ao gru-
po das hepatotoxinas produzidos por diferentes cianobactérias dos
géneros (Microcystis, Anabaena, Oscillatoria/Planktothrix e Nostoc).
A estrutura quimica dessas cianotoxinas as tornam moléculas com
elevada persisténcia na agua, tolerancia a temperaturas elevadas e
resisténcia a oxidacdo (SAITO microcistina., 2002), o que dificulta
a sua remocao no tratamento convencional de agua (NEWCOMBE
& NICHOLSON, 2004). Consequentemente, inimeros estudos tém
sido direcionados no tratamento e remocao eficiente das cianotoxi-
nas em aguas contaminadas, de modo a atender as normatizacoes
sanitarias estabelecidas para seu consumo humano (NEWCOMBE &
NICHOLSON, 2004).

Embora diversos tratamentos quimicos sejam propostos para
o tratamento de 4gua em uma Estacio de Tratamento de Agua
(ETA), ¢ possivel em alguns momentos que esses procedimentos
produzam substancias com potencial carcinogénico e multagénico
(RICHARDSON et al., 2007). Nesse contexto, o processo de biode-
gradacdo representa uma forma segura para remocéo de elementos
organicos responsaveis na formacéo de subprodutos da desinfeccio
(THMs, HAA), de cianotoxinas e de outros micropoluentes presentes
na agua durante seu tratamento (SIMPSON, 2008).

Apesar da conhecida susceptibilidade das microcistinas serem
biodegradadas por populacoes naturais de microrganismos de diver-
sos ecossistemas (JONES e ORR, 1994; CHRISTOFFERSEN; LYCK;
WINDING, 2002), principalmente sob condicdes de alcalinidade ele-
vada em meio liquido (SAITO et al., 2003a), poucos sao os estudos

exploratorios que descrevem os microrganismos com capacidade de

remover efetivamente sua total presenca (PARK et al., 2001; SAITO
etal., 2003b; TSUJT et al. 2006; VALERIA et al., 2006). O desenvolvi-
mento de novas tecnologias que aumentem a eficiéncia do tratamento
de agua, como a selecao de microrganismos integrantes da camada
biologica ou biofilme formado em filtros lento de areia e filtros de
carvio, respectivamente, tem demonstrado ser uma perspectiva pro-
missora na remocédo de microcistinas na agua durante seu tratamento
em uma ETA (BOURNE et al., 2006; TSUJI et al., 2006; WANG et al.,
2007a), além de promover uma disposicdo segura dessa agua para o
consumo humano (SIMPSON, 2008).

Nos tltimos anos, uma série de estudos tem apontado sobre o
uso de bactérias com capacidade de degradacéo de microcistinas em
biofilmes (MARUYAMA et al., 2006; TSUJI et al., 2006). Contudo, no
Brasil ainda séo escassos trabalhos direcionados ao uso de microrga-
nismos como agentes de remocdo de cianotoxinas e outros compos-
tos indesejaveis produzidos por cianobactérias na agua. Hashimoto
(2007) e Hashimoto et al., (2009) destacaram a utilizacao de bactérias
especificas com efeitos antagonicos em cianobactérias, apresentando
elevado efeito degradativo em microcistinas. Uma avaliacdo feita por
Juliano (2008, 2010) apontou a oxidacdo biologica de compostos
2-MIB e geosmina via acdo microbiana (bactérias) em complemento
a adsorcdo dessas substancias em carvao ativado granular como al-
ternativa eficiente no tratamento de dgua contaminada por elevados
niveis dessas substancias.

Considerando a potencialidade de degradacio das microcistinas
via acao microbiana, o presente estudo avaliou a biodegradacio da
(D-Leu!)-microcistina-LR utilizando microrganismos presentes no
biofilme de filtros de carvao ativados biologicamente (CAB), e a ca-
racterizacio filogenética desses microrganismos participantes no pro-

cesso de metabolizacdo da cianotoxina testada.

Materiais e métodos

O presente estudo foi inspirado em trabalhos realizados por
Park et al. (2001) e Wang et al. (2007a) sobre a potencialidade no
uso de microrganismos integrantes da camada biologica e do biofilme
em filtros lentos de areia e de carvao, respectivamente, na remocao de

microcistinas em dgua em seu tratamento em ETAs.
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Inoculo com microrganismos
consumidores de microcistina

Um inoculo (0,5 L) contendo microrganismos com potencial em
consumir cianotoxinas foi utilizado nos ensaios de biodegradacio.
Este material proveio do efluente de filtros CAB utilizados em experi-
mentos de biofiltracdo de (D-Leu')-microcistina-LR em condicdes de
laboratorio (MINILLO et al., 2009).

Ensaios de biodegradagdo com microcistinas

Para os experimentos de biodegradacio da hepatotoxina, foram
realizados trés ensaios (A, B e C), nos quais foi utilizada uma agua
de estudo com composicdo especifica diferenciada. Em cada ensaio
foi adicionado a agua de estudo um extrato celular de Microcystis
spp contendo a (D-Leu')-microcistina-LR de modo que essa agua
obtivesse uma concentracao final de 20 pg.L! dessa cianotoxina.
O valor definido para essa ficotoxina na agua de estudo esteve fun-
damentado em concordancia com os valores relatados em estudos
de biofiltracdo de aguas com microcistinas por biofiltros de carvao
(MESQUITA et al., 2006; MINILLO et al., 2009) e também proxi-
mos aos niveis médios registrados dessa cianotoxina em mananciais
de abastecimento impactados por floracoes de cianobactérias toxicas
(CHORUS & BATRAM, 1999).

A composicao da agua de estudo utilizada para cada um dos en-
saios foi padronizada mediante as seguintes padronizacdes:

Agua de estudo do Fnsaio A — Para esta dgua de estudo, foi utili-
zada como matriz uma agua destilada, que foi esterilizada (120°C —
15 min), e acrescida de (D-Leu')-microcistina-LR (20 pg.Lh).
No fim, esta agua recebeu a adicio de um meio de cultura cons-
tituido por glicose (90 pg.L"), extrato de levedura (100 pg.L") e
peptona (100 pg.LY);

Agua de estudo do Ensaio B — Esta 4gua de estudo foi prepa-
rada a partir de uma agua provinda de um lago artificial (Lago do
Ipé — proximo do municipio de Ilha Solteira — SP) com caracte-
risticas meso-oligotroficas, segundo analises realizadas utilizando
o método descrito por Toledo et al. (1983). A agua coletada foi
filtrada em filtros GF/F (1,0 um), sendo esterilizada (120°C -
15 min) e acrescida de (D-Leu!)-microcistina-LR (20 upg.L™").
De forma semelhante ao preparo da dgua de estudo do ensaio A,
esta também recebeu no fim a adicdo do meio de cultura com-
posto por glicose (90 pg.L"), extrato de levedura (100 pg.L?') e
peptona (100 pg.Lh).

Agua de estudo do Ensaio C — A elaboracao desta dgua de estudo
requisitou a mesma agua natural utilizada no ensaio B, sendo esta
coletada e filtrada em filtros GF/F (1,0 pm), esterilizada (120°C —
15 min) e no fim acrescida com extrato de (D-Leu')-microcistina-LR
(20 pg.L'Y). Esta agua de estudo nao recebeu a adiccdo do meio de

cultura utilizada para as aguas de estudo dos ensaios A e B.

Delineamentos do experimento

Para cada ensaio, foi utilizado um galdo de vidro ambar, com vo-
lume util de 4 L, em duplicata, representando um unico tratamento,
ao qual foi adicionado uma agua de estudo contendo a hepatoto-
xina, juntamente com o inoculo do efluente dos filtros CAB a 10%
(v.v). O tratamento controle foi representado por um galao de vidro
ambar, com volume util de 4 L, em duplicata, ao qual foi adiciona-
do uma agua de estudo contendo a hepatotoxina sem a adicao do
inoculo com efluente dos filtros CAB. Todos os experimentos foram
realizados em um ambiente escuro, com agitacéo orbital (100 rpm) e
temperatura controlada (25 £ 2°C), durante 84 dias. Foi tomada uma
amostra (200 mL) no inicio do ensaio, em cada um dos tratamentos
(tempo zero), seguida por coletas consecutivas semanais para leitura
do pH (DIGIMED DM 20) e determinacao das concentracoes de mi-

crocistina por método cromatografico (CLAE — Shimadzu).

Isolamento e caracterizagao filogenética das bactérias
nos filtros de carvao ativados biologicamente

Os microrganismos presentes nos filtros CAB foram submetidos
ao processo de isolamento e caracterizacio filogenética, por meio da
retirada de um volume (1 mL) de amostra na superficie e interior dos
filtros CAB. O material recolhido foi homogeneizado, sendo retirada
uma aliquota (200 pL) que foi transferida para placas de Petri con-
tendo microcistina (c.a. 20 pg.L") e um meio nutriente, composto
por extrato de carne (3 g.L'"), peptona (5 g.L'") e agar (15 g.L'").

O liquido foi distribuido com o auxilio de alca de Drigalski e as
placas foram incubadas a 30°C no escuro. As colonias isoladas fo-
ram obtidas por meio de sucessivos plaqueamentos por esgotamento
em estrias. Os microrganismos foram transferidos para tubos de en-
saio mantidos inclinados, contendo o agar nutriente sob refrigeracéo
(5 O) no escuro. Foram observadas caracteristicas morfologicas, colo-
racdo diferencial de Gram e verificacdo da formacdo de esporos utili-
zando corante verde de malaquita, de modo a obter informacoes dos
possiveis grupos microbianos presentes nos filtros (MINILLO et al.,
2009), sendo posteriormente realizadas producoes massivas de cada

um isolado, para extracio do DNA e identificacio filogenética.

Extragao de DNA dos isolados
e amplificagdo do gene 16S rRNA

A extracdo do DNA dos isolados foi realizada utilizando o kit
FastDNAa SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals), segundo as instrucoes
do fabricante. O material genético foi usado na amplificacdo, por rea-
cdo em cadeia da polimerase, do gene 16S rRNA. Na reacdo, foram
utilizados os oligonucleotideos iniciadores fD1 (WEISBURG et dal.,
1991), com condicoes acrescidas de modificacoes. Para isso, foi

utilizado um termociclador (M] Research Inc., modelo PTC — 200)
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ajustado com programacdo sugerido por Alvaredo Paixdo et al.
(2010). Os produtos de PCR do gene 16S rRNA foram sequenciados
usando 0,5 puL de DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit
(GE Healthcare); 5 pmols do oligonucleotideo iniciador fD1; 150 ng
de DNA em um volume final de 10 pL. As condicdes no termocicla-
dor foram: 2 min a 95°C, 40 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por
15 seg, 60°C por 2 min. Os amplicons foram sequenciados em um se-
quenciador de capilar modelo ABI 3700 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

Andlises das sequéncias

As sequeéncias foram analisadas com o auxilio do pacote de pro-
gramas Phred/Phrap (EWING et al.,1998; EWING & GREEN, 1998)
e comparadas com o banco de dados de genes ribossomais Ribosomal
Database Project 11 (RDP 1II), por meio do programa Classifier
(WANG et al., 2007b). Em seguida, estas foram alinhadas usando o
programa ClustalX 1.83 (THOMPSON et al.,1997). Todas as sequén-
cias do gene 16S rRNA obtidas neste estudo foram cadastradas no
Banco Internacional de Genes (GenBank) e encontram-se disponiveis
com os numeros de acesso F]J978048 a F]J978478.

Extracao de (D-Leu')-microcistina-LR das
culturas de laboratorio

O extrato contendo (D-Leu') -microcistina-LR utilizados no es-
tudo foi obtido a partir da concentracéo de culturas de Microcystis
spp mantidas em laboratério. As culturas de algas foram liofilizadas
e diluidas em solucéo de metanol 75% (v.v) por 18 horas, no escu-
1o, a 4°C. A solucdo obtida foi centrifugada em seguida (10 min —
3500 rpm), e sobrenadante foi recolhido e submetido ao processo
de separacdo do metanol em um evaporador rotativo (80 rpm —
42°C), sendo no fim obtido um concentrado contendo um semipu-

rificado de (D-Leu')-microcistina-LR que foi utilizada nos ensaios.

Quantificacéo de (D-Leu')-microcistina-LR dos
ensaios de biodegradacao

A quantificacdo da (D-Leu')-microcistina-LR foi feita em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Japao), equipado
com detector Photodiode Array (SPD-M20A), com duas bombas de
alta pressdo (LC-20AT e LC-20AD), em coluna de fase reversa C-18
(modelo Shim-pack) com 4,6 x 150 mm e diametro de particula de
5 um, segundo Meriluoto e Spoof (2005). A fase mavel foi consti-
tuida por dois componentes, uma com agua Milli-Q e a outra por
acetonitrila, ambas acidificadas com 0,05% (v.v) de acido trifluora-
cético (TFA). Foi utilizado um fluxo de 1 mL.min"!, com tempo de
corrida cromatografica de 12 minutos para cada amostra analisada

em triplicatas. A microcistina foi identificada por meio do seu tempo

de retencdo e caracteristicas de seu espectro UV (238 nm), junta-
mente com auxilio de um padrdo comercial externo de calibracao de

(D-Leu!)-microcistina-LR, com 99% de pureza.

Tratamento estatistico dos dados obtidos

Os dados obtidos no estudo foram submetidos a analise estatis-

tica com o teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software Origin 7.5.

Resultados e discussao

Biodegradagao de microcistina

Os resultados demonstraram que houve a biodegradacao da mi-
crocistina nos tratamentos contendo microrganismos recolhidos dos
filtros CAB. Pode-se verificar que os ensaios A e B apresentaram um
comportamento semelhante na degradacdo da microcistina, com
um rapido consumo da cianotoxina nas duas primeiras semanas,
com uma reducao de aproximadamente 70% do valor inicial, seguido
por diminuicdo na taxa de consumo nas semanas seguintes. A partir
do 84°dia de experimento, os niveis de microcistinas apresentaram
suas concentracdes abaixo do limite de deteccdo (<0,07 pg.LY). O en-
saio C apresentou uma reduzida taxa de degradacao de microcistina
durante o primeiro més de experimento, com apenas 20% de con-
sumo em relacdo ao valor inicial. Posteriormente, foi observada uma
elevada degradacdo da cianotoxina nas semanas seguintes, atingindo
valores néo detectaveis com 49 dias de experimento (Figura 1). A de-
gradacdo natural da microcistina durante os experimentos foi reduzi-
da (<19%), o que corrobora o efeito de metabolizacdo da cianotoxina
pelos microrganismos presentes no meio.

A diferenca temporal encontrada na degradacdo de microcisti-
na entre os tratamentos avaliados possivelmente esteve associada a
presenca de outras fontes de carbono na dgua de estudo utilizada,
o que influenciou a biodegradacdo da toxina pelos microrganis-
mos. O uso de um meio experimental nos ensaios A e B, contendo
suplementos organicos juntamente com o extrato de microcistina,
pode ter propiciado uma maior diversidade de fontes de alimen-
tos a ser consumidos pelos microrganismos, o que refletiu em uma
menor taxa de biodegradacao da toxina no meio. Diferentemente,
no ensaio C houve uma menor disponibilidade de elementos nu-
trientes no meio experimental de estudo, o qual dispds apenas dos
elementos organicos naturalmente presentes na agua coletada no
reservatorio de agua, sem a presenca de suplementos nutricionais
adicionais. Com a auséncia de fontes extras de carbono, é provavel
que os microrganismos presentes no meio optassem preferencial-
mente pelo consumo daqueles elementos organicos presentes na
agua, sendo essas fontes primarias de carbono assimilaveis, de facil

quebra de suas moléculas. Com o rapido declinio dos elementos
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nutricionais no meio, os microrganismos passaram a utilizar as
microcistinas como uma fonte secundaria de carbono e energia, o
que proporcionou sua degradacdo em um menor periodo de tem-
po. Uma situacido semelhante foi observada por Park et al. (2001),
quando verificaram um tempo de degradacdo de microcistina qua-
tro vezes superior em um meio suporte contendo a cianotoxina e
nutrientes inorganicos, assim como comparado com um meio expe-
rimental contendo a toxina e nutrientes organicos.

Os resultados neste estudo evidenciam que as microcistinas,
quando presentes sob as formas exclusivamente purificadas, pode-
riam ser mais rapidamente consumidas pelos microrganismos do que
sob a forma de extratos semipurificados, extraidos de culturas ou
de floracoes naturais de cianobactérias. Esse fato decorre da presen-
ca de elementos organicos associados, néo levando em conta as dife-
rencas estruturais nas variantes de microcistinas testadas, que repre-
sentam uma fonte de carbono e energia para esses microrganismos.
Em um estudo realizado por Lemes et al. (2008), foi constatado que o
uso de microcistinas purificadas em ensaios de biodegradacéo repre-
sentou um fator que condicionou seu rapido consumo por microrga-

nismos isolados do ambiente natural. Esses autores inferem que uma

populacao bacteriana quando exposta apenas a presenca de um com-
posto recalcitrante (microcistinas) irao promover sua decomposicéo
de forma rapida, provavelmente em resposta a reduzida caréncia de
outras fontes de alimento (LEMES et al., 2008).

Influéncia do pH e da temperatura
sobre a degradacgao de microcistinas

Os valores de pH observados nos ensaios realizados ficaram li-
geiramente acima da neutralidade, com valores médios entre 7,55 e
7,48 nos ensaios A e B, respectivamente, enquanto que no ensaio C
a média foi menor que 7,18. De modo geral, nao foram constatadas
diferencas significativas (p<0,05) nos valores registrados entre os tra-
tamentos controle e com microrganismos, para cada um dos ensaios
realizados. De acordo com Saito et al. (2003b), a elevada estabilidade
e persisténcia das cianotoxinas nos ambientes aquaticos, assim como
em agua potavel podem estar relacionadas com a alcalinidade do
meio. O fato dos valores de pH nos ensaios A e B terem-se apresenta-
dos ligeiramente alcalinos poderia ter contribuido para uma reducéo

na capacidade de degradacdo da microcistina pela comunidade de
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Figura 1 - Valores finais de degradacao de (D-Leu')-microcistina-LR nos ensaios A (a), B (b) e C (c) realizados durante o estudo.
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microrganismos presentes nos tratamentos. Saito et al. (2003a) evi-
denciaram que a reducdo no processo de degradacdo biologica de
microcistinas por bactérias (Sphingomomas) pode ser influenciada em
ambientes aquosos com valores alcalinos de pH. Nesse entendimen-
to, torna-se importante considerar que a alcalinidade do meio cons-
titui um possivel fator que atua como efeito repressor enzimatico no
processo de degradacado das cianotoxinas.

A temperatura testada durante os ensaios pode também representar
um pardmetro sobre a biodegradacao da microcistina. Trabalhos reali-
zados por Park et al. (2001) e Wang et al. (2007a) demonstraram que
a taxa de degradacao de microcistinas expostas a bactérias esta direta-
mente condicionada a temperatura de incubacdo do meio, e nao apenas
as caracteristicas inerentes das bactérias quando testadas isoladamente.
Esses autores verificaram que valores elevados de temperatura (22 a
30°C) do meio apresentaram uma maior degradacdo de microcistinas,
quando comparadas a baixos valores de temperatura (5°C). Para valores
extremos de temperaturas, a degradacéo de microcistinas por microrga-
nismos pode apresentar declinio, em decorréncia do efeito de reducao
da atividade metabolica ou mesmo da inativacdo dos microrganismos
responsaveis pela biodegradacao da cianotoxina (Wang et al., 2007a).
Durante o estudo, os tratamentos apresentaram valor de temperatura de
2522°C, o que esta proximo dos valores considerados ideais (PARK et al.,
2001; WANG et al., 2007a), corroborando a expressiva degradacao da

cianotoxina no conjunto dos ensaios realizados.

Caracterizagao das bactérias que
participam na biodegradagao de microcistina

A partir do material coletado dos filtros CAB e cultivado segundo
os métodos microbiolégicos tradicionais, foram obtidos 10 isolados.
Esse material biologico isolado foi representado em sua totalidade
por colonias bacterianas integrantes do grupo das gram-positivas
(80%), com auséncia de esporos (80%), constituidos por formas
cocoides (60%) e em bastonetes curtos (40%) (MINILLO et al.,

Tabela 1 — Caracterizagao dos isolados obtidos dos filtros bioldgicos
de carvao com destaque aos géneros (a) e familias (b) encontrados e
disponibilizados no GeneBank.

Géneros (a) e familia (b) de bactérias

Isolado identificadas NUmero de acesso
T1 Oxalobacteraceae © FJ848773
T2 Acinetobacter @ FJ848774
T3 Pseudomonas ? FJ848775
T4 Cupriavidus FJ848776
T5 Burkholderiaceae ° FJ848777
T6 Oxalobacteraceae ® FJ848778
T7 Cupriavidus FJ848779
T8 Pseudomonas? FJ848780
T9 Stenotrophomonas @ FJ848781
T10 Acinetobacter? FJ848782

2009). Conforme descrito na Tabela 1, foram identificadas as se-
queéncias do gene 16S rRNA e foi amplificado a partir do DNA das
amostras isoladas um total de 4 géneros (Acinetobacter, Pseudomonas,
Cupriavidus e Stenotrophomonas), sendo que em 2 amostras foi possi-
vel uma classificacio somente em nivel de familia (Burkholderiaceae
e Oxalobacteraceae).

A presenca de bactérias do género Pseudomonas e representantes
da familia Burkholderiaceae nos isolados cultivados dos filtros CAB
evidencia o potencial desses microrganismos em biodegradarem mi-
crocistinas, tendo em vista trabalhos na literatura que reportam esta
capacidade (TAKENAKA & WATANABE, 1997; LEMES et al., 2008).
Alguns estudos destacam os géneros Pseudomonas e Sphingomonas
como um dos poucos capazes de degradar microcistinas em aguas
naturais em condicoes aerobicas (BOURNE et al., 1996; TAKENAKA
& WATANABE, 1997; SAITO et al., 2003a). Contudo, trabalhos tém
demonstrado uma eficiente remocdo de microcistinas em filtros bio-
logicos de carvao e areia, quando inoculados com linhagens espe-
cificas de Sphingomonas no sistema filtrante (BOURNE et al., 2000;
WANG et al., 2007a). A ocorréncia de representantes da familia
Burkholderiaceae nas amostras analisadas ¢ um indicativo da capaci-
dade desse grupo de participar diretamente no consumo de microcis-
tinas. Essa potencialidade foi descrita em um estudo com linhagens
desse género (Burkholderia) isoladas do ambiente natural que quando
expostas as microcistinas apresentaram elevada capacidade de biode-
gradacao da cianotoxina (LEMES et al., 2008).

A capacidade de biodegradacdo de microcistinas por bactérias
estd normalmente associada ao fato dos microrganismos estarem
condicionados a presenca frequente das toxinas. Christofefersen et al.
(2002) demonstrou que bactérias heterotroficas de ocorréncia natural
podem degradar microcistinas quando a comunidade bacteriana esta
exposta a presenca periodica da cianotoxina em seu habitat. Bourne et
al. (2006) relataram uma expressiva remocao (até 80%) da microcis-
tina-LR apos a inoculacdo de uma linhagem de Sphingomonas (ACM
3962), obtida em um lago eutrofizado e na agua armazenada na su-
perficie de filtros de areia. Um estudo recente realizado por Eleuterio
e Baptista (2010) destacou a presenca de bactérias (Morganella mor-
ganii) em filtros biologicos de areia como responsaveis pela degra-
dacao de microcistinas. A presenca de bactérias aderidas ao leito
filtrante desses filtros representa um campo de estudos promissor
na bioprospeccao e selecdo dos microrganismos (bactérias) de ocor-
réncia natural em mananciais de abastecimento superficial e em ou-
tros ambientes, com possivel base as pesquisas sobre vias de remo-
cdo biologica de cianotoxinas no tratamento da agua (ELEUTERIO,
2007; ELEUTERIO & BAPTISTA, 2010). Consequentemente, novos
estudos tém sido direcionados na busca e selecao de linhagens es-
pecificas de microrganismos capazes de degradarem cianotoxinas
em ETAs. Exemplos claros desse fato sdo os esforcos realizados por
Meriluoto et al. (2005) e Nybom, Salminen e Meriluoto (2008) na

selecdo e no uso de bactérias com propriedades benéficas a satde
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(Lactobacillus plantarum e Bifidobacterium lactis), com capacidade de
remover microcistinas do meio por propriedades de adsorcao, como

uma possivel base para tecnologia de tratamento de agua.

Uso de microrganismos como
agentes de remogao de cianotoxinas

Os resultados apontaram para duas taxas distintas de biodegra-
dacao das microcistinas nos ensaios realizados, uma com 0,23 pg..L*.dia*
(ensaio A e B) e outra ligeiramente maior, com 0,40 pg.L!.dia™ (ensaio C).
As diferencas observadas entre os resultados dos ensaios sustentam a
premissa de que a presenca de fontes extras de carbono disponiveis
poderia ter representado o fator crucial que atenuou as taxas de bio-
degradacéo das microcistinas nos ensaios A e B. Contudo, alguns tra-
balhos destacam que a presenca de microrganismos em elevadas con-
centracdes no biofilme em um filtro biologico de carvao ou areia nao
ira determinar efetivamente expressivas taxas de remoc¢ao de micro-
cistinas durante o tratamento de agua (WANG et al., 2007a; HO et al.,
2006). As microcistinas, quando presentes em aguas naturais, sao
degradadas por microrganismos inerentes a esses ambientes, embora
0 processo possa ocorrer lentamente, o que requer um periodo de
adaptacio (Lag) dos microrganismos a cianotoxina (JONES & ORR,
1994; CHRISTOFFERSEN; LYCK; WINDING, 2002). Em ambientes
em que microcistinas se mostram frequentes, a sua degradacdo por
acdo microbiana ocorre sem a necessidade de um periodo Lag para
adaptacdo em seu consumo (CHRISTOFFERSEN; LYCK; WINDING,
2002). Esse aspecto reforca a premissa de que uma degradacao eleva-
da de microcistinas em meio natural esta intrinsecamente dependen-
te do tipo de microrganismos (bactérias) presentes e da capacidade
destes em responder na producédo de enzimas capazes de degradarem
essas toxinas em condicdes ambientais (HO et al., 2006).

Deve ser destacada a possivel presenca de outras linhagens de
bactérias que eventualmente néo se desenvolveram nas placas de cul-
tivo, mas que poderiam atuar no consumo das microcistinas de forma
direta ou em consorcios microbianos formados no microecossistema
do biofilme no filtro biologico de carvdo. Dessa forma, torna-se im-
prescindivel a realizacao de uma varredura da diversidade microbia-
na presente no biofilme dos filtros biologicos de carvao por métodos
complementares que permitam uma avaliacio precisa, o0 que auxi-
liaria na verificacéo da presenca de grupos bacterianos que estariam
atuando conjuntamente na metabolizacdo das cianotoxinas utilizadas
no estudo.

O potencial de biodegradacdo das microcistinas por bactérias
¢ atribuido a capacidade natural de sintese de enzimas especificas
produzidas por esses microrganismos (BOURNE et al., 1996, 2001,
SAITO etal.,2003a; HO et al., 2007). Segundo Bourne et al. (2001),

a quebra da ligacdo peptidica das microcistinas requer uma série de

proteases com estruturas especificas, pois essas cianotoxinas apre-
sentam estabilidade contra varias proteases, tripsina, quimiotrip-
sina, elastase, trombina, papaina, colagenase, carboxipeptidase e
pepsina (SAITO et al, 2002). Uma analise de forma sequenciada dos
genes dos isolados bacterianos obtidos no presente estudo repre-
senta um passo seguinte desta pesquisa na confirmacao da presenca
dos genes que expressam a sintese das enzimas degradadoras das
microcistinas. Essa etapa torna-se imprescindivel em razdo de tra-
balhos apontarem em linhagens de Sphingomonas (ACM — 3962) a
presenca de cluster de genes A, B, C e D que codificam enzimas res-
ponsaveis pela quebra da ligacdo peptidica em regides da molécula
de microcistina, principalmente nos aminoacidos Adda-Arginina
(BOURNE et al., 2001).

O gene mlrA (microcistinase), que ¢ uma metaloprotease, é con-
siderado a enzima mais importante do mecanismo de metabolizacao
de microcistina, pois a estrutura ciclica promove estabilidade contra
outras proteases e outros fatores quimicos (BOURNE et al., 1996;
2001). A identificacdo desse gene representa uma base tecnolégica
para trabalhos futuros direcionados ao uso de microrganismos para
o tratamento biologico de aguas contaminadas por cianotoxinas.
A possibilidade de isolamento de linhagens especificas de microrga-
nismos dotados da capacidade de degradarem cianotoxinas configura
proposta futura para o tratamento de agua (WANG et al., 2007a),
principalmente quando as condicdes adequadas para a biodegrada-
cdo puderem ser identificadas e impostas sobre os filtros biologicos
(NEWCOMBE & NICHOLSON, 2004).

Conclusoes

Pode-se verificar a biodegradacao das microcistinas via acao dos
microrganismos presentes no biofilme dos filtros CAB, comprovando
o potencial de metabolizacdo da cianotoxina por componentes mi-
crobianos presentes nos biofiltros.

Foi constatada uma degradacdo natural da hepatotoxina, que
apesar de reduzida em relacdo aos tratamentos contendo microrga-
nismos do biofilme nos filtros CAB, deve ser considerada no balanco
final de remocio da cianotoxina.

Foi verificado o efeito de cometabolismo das microcistinas pelos
microrganismos mantidos sob a presenca da hepatotoxina.

Houve dominio de formas bacterianas nos isolados cultivados
dos filtros CAB, estando representados por quatro géneros e duas
familias de bactérias.

A possibilidade de selecionar linhagens de microrganismos que
degradam microcistinas para seu uso como agentes colonizadores em
filtros de carvao biologico pode representar uma alternativa no apri-
moramento das tecnologias de tratamento de agua, aumentando a

eficiéncia na remocéo desses compostos recalcitrantes.
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