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RESUMO

O uso da pré-cloracdo em estacdes de tratamento de &gua para inativacdo de cianobactérias pode gerar
subprodutos organohalogenados potencialmente cancerigenos. Para minimizar este problema ha necessidade de
se estudar alternativas técnicas de tratamento com destaque os biofilmes com potencial de degradacdo de
microcistinas - MCs. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de degradacéo de microcistinas
por diferentes cepas de leveduras, bactérias probioticas e bactéria Sphingosinicella microcystinivorans B9. O
teste foi efetuado com extrato de MCs obtido da cepa de Microcystis sp. tendo sido testados contra biomassa e
cultivo dos microrganismos. Os tratamentos foram mantidos a 27°C com rotacdo de 100 rpm e as amostras
para analise de MCs e contagem dos microrganismos foram retiradas nos tempos 0 e 96 h. Independente das
condicOes testadas a bactéria B9 foi a que apresentou a maior degradacdo de MCs, com 95 e 98 % de
degradacéo ap6s 96 h.

PALAVRAS-CHAVE: cianobactérias, biodegradacéo, microcistinas, leveduras, bactérias probidticas.

INTRODUCAO

O aumento da concentracdo de nutrientes, principalmente de nitrogénio e fésforo em mananciais de dgua para
abastecimento publico, favorece a proliferacdo e em certos casos a predominancia de cianobactérias produtoras
de toxinas, que podem acarretar graves consequéncias para a salde humana e de animais, devido ao seu
potencial cancerigeno. Além disso, podem aumentar o custo do tratamento de aguas, devido & necessidade da
remocao de metabdlitos extracelulares, gostos e odores indesejaveis.

As cianobactérias sdo microrganismos procariotos, geralmente aquaticos, que realizam fotossintese com
liberacdo de oxigénio. Sdo predominantes no fitoplancton de &guas continentais, alcancando uma ampla
diversidade de formas, devido as adaptagdes morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas adquiridas durante seu
longo processo evolutivo. Algumas cianobactérias sdo potencialmente toxigénicas, tais como 0s géneros
Microcystis, Cylindrospermopsis, Anabaena, Aphanizomenon e Planktothrix (Bittencourt e Molica, 2003).
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As toxinas (cianotoxinas) no meio liquido podem afetar a salde humana, tanto pela ingestdo de 4&gua como por
contato em atividades de recreacdo no ambiente, ou ainda pelo consumo de pescado contaminado. Podem ter
acdo neurotdxica, hepatotoxica ou serem irritantes, mesmo por contato (FUNASA, 2003).

No Brasil, a Portaria n° 518 do Ministério da Salde (2004) obriga 0 monitoramento de cianobactérias e
cianotoxinas estabelecendo o valor méximo permitido de 1,0 ug.L™ de microcistinas para 4gua de consumo
humano. A presenca de microalgas e cianobactérias em mananciais € um grave problema enfrentado pelas
Estacdes de tratamento de Aguas - ETAs que utilizam as Tecnologias de Tratamento por ciclo completo ou
mesmo de Filtragdo Direta. Dependendo da espécie e do nimero de individuos de cianobactérias, pode ocorrer
a reducdo da duragdo das carreiras de filtracdo e ou comprometimento da qualidade da agua produzida. A pré-
cloracdo é uma prética realizada em muitos sistemas de tratamento de &guas visando a inativacdo de microalgas
e cianobactérias. Entretanto, alguns problemas sdo gerados na utilizacdo desse pré-tratamento em mananciais
com elevadas concentracdes de fitoplancton, com destaque, a promocdo de lise celular com conseqiente
liberacdo de metabolitos secundérios e a formagédo de subprodutos organohalogeados.

Na tentativa de minimizar esses problemas, existem estudos voltados para o uso de microrganismos que
possuem a capacidade de degradar as microcistinas em biofilmes, como é o caso da bactéria Sphingosinicella
microcystinivorans B9 (Maruyama, 2006), que aderida a um suporte degradou até 100 % das microcistinas em
16 h de exposicdo (Tsuji, 2006), ou ainda, que apresentam atividade anti-cianobactéria com potencial aplicacao
como biocontrole.

Na agricultura, o biocontrole de patdgenos tem sido prioritariamente feito com a introducdo de organismos
antagonistas no alvo a ser protegido. Entre os utilizados, alguns pesquisadores tém preferido as leveduras,
especialmente quando o objetivo dos trabalhos é a protecdo de frutos destinados ao consumo in natura. Estas
tém se mostrado promissoras para 0 uso no controle das doengas que ocorrem na pds-colheita (Kraemer,
2007).

A espécie Saccharomyces cerevisae e espécies filogeneticamente proximas sdo as mais empregadas pelo
homem que as utilizam nas industrias de fermentagdo alimenticia e de bebidas. As principais caracteristicas que
tornam as leveduras interessantes para usos industriais sdo sua facilidade de obtencéo e multiplicag8o, utilizagdo
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).
Outro microrganismo que pode promover a degradacdo das microcistinas sdo 0s microrganismos probioticos,
que quando consumidos através de uma dieta conferem beneficios a salde de humanos e animais. Estudos
feitos com Lactbacillus e Bifidobacteria mostraram que esses microrganismos sdo eficientes para remocao de
microcistinas, porem é preciso adapta-los para serem utilizados em escala real (Sonja, 2007).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de degradagdo de microcistinas por diferentes cepas de
leveduras, bactérias probidticas e da bactéria Sphingosinicella microcystinivorans B9.

MATERIAIS E METODOS

Para realizacdo do teste de atividade de degradagdo de microcistinas — MCs foi utilizada a cepa toxigénica de
Microcystis sp. cedida pelo Laboratory of Environmental Sciences, Faculty of Pharmacy, Meijo University,
Nagoya - Aichi - Japdo. A cepa caracteriza-se pela producdo predominante de MC-LR em elevadas
concentragdes.

Preparagéo do extrato de Microcystis sp.

A cepa toxigénica de Microcystis sp. 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 aeracdo continua. Em seguida, as
culturas foram centrifugadas a 5000 rpm por 20 minutos para obtencdo de biomassa. Estas foram congeladas a
-20°C, liofilizadas (Liotop L101 / Liobras) e ressuspensas em agua ultrapura. Para liberacdo da toxina,
repeticio de 3 séries de congelamento / descongelamento foram realizadas na biomassa, seguida de
armazenamento -20°C até o momento de uso.
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Isolamento e cultivo dos microrganismos

A cepa de Sphingosinicella microcystinivorans - B9 cedida pelo Laboratory of Environmental Sciences,
Faculty of Pharmacy, Meijo University Nagoya - Aichi — Japéo foi isolada do Lago Tsukui, Kanagawa, mantida
em meio sélido (Sakurai) a 25°C, incubando-se por 48-72 h e cultivada em meio liquido (peptona de caseina 0,2
%, extrato de levedura 0,1 % e glicose 0,05 %) a 25° C por 72 h.

As leveduras utilizadas mostradas na tabela 1 foram cultivadas em meio YPD (extrato de levedura 1%, glicose
2% e peptona 2%) a 25°C por 24 h.

Tabela 1: Cepas de leveduras utilizadas no experimento

Cadigo Cepa Classificagéo Origem Meio de cultura
da cepa

L1 PA Saccharomyces cerevisiae -

L2 Cc2 Pichia fermentans -

L3 Calda Cepa ndo identificada Isolada de cana de agUcar YPD

L4 A2 Cepa ndo identificada Isolada de carambola

L5 Vale do Ivai Cepa ndo identificada Isolada de cana de acucar

L6 CAT-1 Saccharomyces cerevisiae Isolada de cana de agucar

As culturas probidticas mostradas na tabela 2 foram ativadas 3 vezes em Caldo MRS a 37°C por 18 h.
Os grédos de kefir de agua (mistura de bactérias latica, acética e levedura) foram cultivados previamente 3 vezes
em solucdo de aglicar mascavo a temperatura ambiente, por 24 h.

Tabela 2: Cepas de bactérias probidticas utilizadas no experimento

Cadigo Cepa Classificacéo Origem Meio de cultura
da cepa

P1 LPR Lactobacillus plantarum e Sacco MRS

rhamnosus

P2 Bb12 Bifidobacteriumlactis Christian Hansen MRS

P3 LC-1 Lactobacillus casei Christian Hansen MRS

P4 Kefir de agua Laboratério de Ciéncia Aclcar mascavo

de Alimentos CCA-UEL
P5 La-5 Lactobacillus aciddfilos Christian Hansen MRS

Preparacéo do teste de varredura

Primeiramente adicionou-se 8 mL do extrato de Microcystis sp. (com concentragdo de 1 mg.L™ de
microcistinas) em frascos de vidro com capacidade maxima de 50 mL. Os diferentes tratamentos foram
realizados adicionando-se 1 mL de biomassa ou indculo (microrganismo adaptado no meio de cultura) de
levedura ou bactérias probidticas ou bactéria B9 + 1 mL de meio especifico de cada microrganismo. No teste
com os gréos de kefir, foi adicionado apenas 1 g do grdo + 1 mL da solugdo de aglcar mascavo 5 % (Tabela 3).
Os tratamentos foram mantidos a 27°C com rotagdo de 100 rpm por 96 h (Figura 1). Nos tempos 0 e 96 h
foram retirados 1 mL para analise de MCs através do método de imunoensaio Enzyme-linked immunosorbent
assay — ELISA (kits de Beacon Analytical Systems Inc.) e 1 mL para contagem dos microrganismos.

Tabela 3: Condic6es experimentais testadas

Cadigo da Condicbes experimentais

condicdo
A Extrato de MCs + 1 mL da cultura™ + 1 mL de meio®”
B Extrato de MCs + 1 mL de biomassa'™ + 1 mL de meio®”

(*) meio especifico dos microrganismos: B9 — Sakurai ou leveduras — YPD ou bactérias probiéticas — MRS ou
kefir - aglcar mascavo
(**) especifica dos microrganismos B9 ou leveduras ou bactérias probidticas

ABES - Associacéo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3




Congresso Brasileir de

ST Sankiria 26° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental

]
1mL 9

centrifugaclo B9 leveduras Bact.
probiéticas

1mL g Q B N

F
Sakurai YPD MRS ,:
* A
1 g Gréaosde S.OI‘ -
kefir acucar Extrato de
MCs

G 8 6§

1 mL cultura Sakurai YPD MRS

+ + +
B9 leveduras Bact.
probidticas

+
TmL 9 g 9

Sakurai YPD MRS

Figura 1: Esquema do teste de varredura para degradac¢do de microcistinas por diferentes cepas de
bactéria B9, leveduras , bactérias probidticas, e graos de kefir

Contagem de microrganismos

A contagem de bactérias probiéticas, foi efetuada através de diluicbes decimais e seriadas de 1 mL da amostra
em solucdo salina 0,85 % estéril, inoculacdo em Agar MRS e incubacéo a 37°C por 48 h.

Para a bactéria B9 foi realizada a retirada de 1 mL da amostra seguida de diluicdes decimais e seriadas com
solugdo salina 0,85 % estéril, inoculagdo em Agar Sakurai com incubacdo a 25°C por 72 h.

Na contagem de leveduras, 1 mL da amostra foi retirada e fixada com formol 4 %. A contagem celular foi
realizada em cdmara de Neubauer / microscépio Motic BA 21.

O teste de viabilidade e contagem dos microrganismos testados foram realizados nos tempos 0 e 96 h.

RESULTADOS

As figuras 2 e 3 mostram os resultados do teste de degradacéo de microcistinas - MCs nos tempos 0 e 96 h e 0s
percentuais de degradacéo pela bactéria B9 leveduras e bactérias probidticas e kefir respectivamente.

Independentemente da condicdo testada, a bactéria B9 apresentou a maior degradacdo de MCs com 95 e 98 %
quando adicionada na forma de inoculo e biomassa centrifugada respectivamente. Essas eficiéncias comprovam
0s resultados obtidos por Tsuji et al. (2006), em que a imobilizacdo da cepa de Sphingosinicella
microcystinivorans B9 em biorreatores constituidos de resinas de poliéster mostrou eliminagdo completa de
MC-LR apés 24 h.

Determinadas leveduras apresentam o fator “killer”, um peptideo téxico liberado no meio de cultivo capaz de
inibir o crescimento de outros microrganismos sendo detectado em diversos géneros como Saccharomyces spp,
Candida spp., Cryptococcus spp., Debaryomyces spp., Hansenula spp., Kluyveromyces spp., Pichia spp.,
Torulopsis spp. (Philliskirk & Young, 1975).

No entanto, a maior eficiéncia foi obtida com biomassa da cepa Vale do Ivai (L5) a qual apresentou 37 % de
degradacdo apdés 96 h de incubacdo, seguida da biomassa de CAT-1 (L6), com 24 %. As outras cepas
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apresentaram resultados abaixo de 13 % de degradacéo, sendo assim consideradas insatisfatérias para uso como
potencial de biodegradacdo e biocontrole.

Por outro lado, as condi¢cBes de manutengdo das leveduras sdo bastante simples quando comparadas as da
bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9 e as das bactérias probioticas, podendo-se constituir como
alternativa promissora para estudos futuros, desde que sua capacidade de degradacéo seja potencializada.
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Figura 2: Degradacdo de MCs pela bactéria B9 e seis cepas de leveduras e bactéria B9 utilizando
extrato de Microcystis sp. contendo MCs

Entre as bactérias probidticas o maior percentual de degradacdo foi de 27 %, obtido pela cepa La-5 (P5)
adicionada na forma de inoculo. O percentual de degradacdo de MCs dos grdos de kefir (P4), foi de 29 % apds
96 h de incubagdo. Estudos feitos com Lactbacillus e Bifidobacteria mostraram que esses microrganismos sdo
eficientes para remocdo de MCs, porem é preciso adapta-los para serem utilizados em processos de tratamento
em escala real (Sonja, 2007).
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Figura 3: Degradacdo de MCs pela bactéria B9 e por cinco cepas de bactérias probiéticas utilizando
extrato de Microcystis sp. contendo MCs

CONCLUSOES

A bactéria Sphingosinicella microcystinivorans - B9 mostrou ser eficiente, sendo capaz de degradar entre 95 e
98 % das MCs presentes nos meios com concentracéo da ordem de 1 mg.Lem 96 h de incubac&o;

De uma maneira geral, as capacidades de degradacdo de MCs pelas leveduras e bactérias probi6ticas foram
limitadas. Entre as leveduras testadas, a isolada do Vale do Ivai (L5) apresentou o maior porcentual de
degradacdo, 37 %, ap6s 96 h de incubacdo. Em relacdo as bactérias probidticas as maiores eficiéncias foram
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obtidas pela cepa La-5 (P5) e pelos grdos de kefir (P4) e apresentaram 27 e¢ 29 % de degradagdo de MCs
respectivamente.
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