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RESUMO

O processo de degradacao de microcistinas esta relacionado a diversos fatores como: a sua concentracao
inicial, os microrganismos presentes, a temperatura da dgua, o pH e a disponibilidade de fontes de carbono
organico, dentre outros. Este trabalho teve como objetivo verificar o processo de degradacdo de microcistinas
em aguas com diferentes concentragdes de carbono orgénico dissolvido (COD) e a influéncia da comunidade
bacteriana nesse processo. Para tanto, um extrato aquoso de microcistinas semi-purificado foi adicionado a 4gua
da Lagoa de Jacarepagua (RJ), previamente diluida em dgua deionizada para obten¢do das concentracdes de
28,43 e 60mg L' de COD na presenca de bactérias e 43 e 60mg.L!' de COD na auséncia de bactérias. Durante
os testes foram determinadas as concentragdes de microcistinas e a quantificagdo da populacdo bacteriana. As
maiores concentragdes de COD (43 ¢ 60mg L), que apresentavam 107 coldnias mL! de bactérias, favoreceram
a degradacdo total das microcistinas em 14 dias, enquanto que na condi¢do de 28mg L' com 10° coldnias
mL", apos 42 dias ainda era possivel detectar 12,8ug L' de microcistinas. As maiores concentragdes de COD
favoreceram o crescimento bacteriano ¢ também foram as mais eficientes na degradacdo das microcistinas.
Na auséncia de bactérias, o processo de degradacdo foi bastante lento (30 dias), confirmando os resultados
anteriores que mostram a importancia da atividade bacteriana nesse processo. Entretanto, nao foi verificada a
degradacao das microcistinas pelas cepas de bactérias Gram negativas isoladas.
Palavras-chave: Cianobactérias, microcistinas, biodegradagao, carbono organico dissolvido, bactéria.

ABSTRACT

EFFECTS OF DIFFERENT DISSOLVED ORGANIC CARBON CONCENTRATIONS AND
BACTERIAL ACTIVITY ON BIODEGRADATION OF MICROCYSTIN (CYANOTOXIN).
Microcystins degradation depends on several factors like initial concentration in water, presence of
microorganisms, temperature, pH, presence of other available sources of organic carbon, and others. The
aims of this study were to measure microcystin degradation under different concentrations of dissolved
organic carbon (DOC), and determine the influence of bacterial community on this process. For this purpose,
water from the Jacarepagud Lagoon (Rio de Janeiro, Brazil) was diluted in deionized water in order to obtain
final concentrations of DOC of 60, 43 and 28mg L' (water with bacteria), and final DOC concentrations
of 43 and 60mg L' (water without bacteria). A semi-purified microcystin extract was prepared and mixed
with these samples, and the concentration of microcystin and bacteria were quantified through the time. We
found that DOC concentrations of 43 and 60mg L' with bacteria promoted total degradation of microcystin
within 14 days. On the other hand, a DOC concentration of 28mg L' with bacteria still contained detectable
microcystin after 42 days. Higher DOC concentrations promoted bacterial growth and rapid microcystin
degradation. Microcystin degradation just occurred after 30 days in the absence of bacteria, illustrating their
importance in this process. However, Gram negative bacteria strains isolated during the tests were not able
to biodegrade microcystin.
Keywords: Cyanobacteria, microcystins, biodegradation, dissolved organic carbon, bacteria.
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RESUMEN

EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CARBONO ORGANICO DISUELTO
EN BACTERIAS DE DEGRADACION DE MICROCISTINAS (CIANOTOXINAS). El proceso de
degradacion de microcistinas esta relacionado con diversos factores tales como: su concentracion inicial, los
microorganismos presentes, la temperatura del agua, el pH y la disponibilidad de fuentes de carbono organico,
entre otros. El objetivo de este trabajo fue verificar el proceso de degradacion demicrocistinas en aguas con
diferentes concentraciones de carbono organico disuelto (COD) y la influencia de la comunidad bacteriana
en la biodegradacion de microcistinas. Para ello, un extracto acuoso semi-purificado de microcistinas fue
adicionado al agua del Lago de Jacarepagua (RJ), previamente diluido en agua desionizada para obtener las
concentraciones de 28, 43 y 60mg L' de COD con bacterias presentes, y de 43 y 60mg L' en ausencia de
bacterias. Durante el ensayo, fueron determinadas las concentraciones de microcistinas y cuantificadas las
poblaciones bacterianas. Los resultados mostraron que las mayores concentraciones de COD (43 y 60mg L),
las cuales presentaban 107 colonias mL"' de bacterias, favorecen la total biodegradacion de microcistinas en 14
dias. Por otra parte, en una concentracion de 28mg L' de COD, con 10° colonias mL™, fue posible detectar 12.8
ug microcistinas L' pasado los 42 dias. Las mayores concentraciones de COD promovieron el crecimiento
bacteriano y fueron mas eficientes en la degradacion de microcistinas. Fue posible observar que en ausencia
de bacterias, los procesos de degradacion de microcistinas fueron bastante lentos, confirmando los resultados
anteriores que muestran la importancia de la actividad bacteriana en la biodegradacion de microcistinas. No

fue verificada la degradacion de microcistinas por las bacterias Gram negativas aisladas.
Palabras claves: Cianobacterias, microcistinas, biodegradacion, carbono organico disuelto, bacteria.

INTRODUCAO

As cianobactérias sao microrganismos procariotos
capazes de realizar fotossintese com liberagao de
oxigénio (O,). A sua capacidade de crescimento nos
mais diferentes ambientes ¢ uma das caracteristicas
marcantes desse grupo que apresenta estruturas e
sistemas enzimaticos especificos que lhes conferem
grande plasticidade adaptativa (Azevedo 1998).

A dominancia de cianobactérias vem sendo
associada a fatores ambientais caracteristicos,
tais como: regime de mistura com estratificacdo
duradoura da coluna d’agua (Reynolds 1987) ou
diaria (constancia ambiental) (Ganf 1974); baixa
disponibilidade luminosa (Zevenboom & Mur 1980,
Smith 1986); reduzida razdo zona eufo6tica/zona de
mistura (Jensen et al. 1994); elevadas temperaturas
(Shapiro 1990); pH elevado e baixa disponibilidade
de CO, (King 1970, Shapiro 1990, Caraco & Miller
1998); alta concentragdo de P-total (McQueen & Lean
1987, Watson et al. 1997); baixos teores de N-total
(Smith 1983) e de nitrogénio inorganico dissolvido
(Blomgqvist et al. 1994) e baixa razdo N/P (Smith
1983). Além do fato delas apresentarem vantagens
adaptativas para estocar fosforo, capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico, habilidade para minimizar

herbivoria e para flutuabilidade (Petterson et al. 1993,
Haney 1987, Reynolds 1987, 2006, Paerl 2006)

A ocorréncia dessas floragdes vem sendo freqiien-
temente reportada devido ao acelerado processo de
eutrofizacdo dos ambientes aquaticos produzida prin-
cipalmente pela atividade humana (esgoto doméstico
e agro-industrial). As floragdes de cianobactérias nao
sdo indesejaveis apenas por causar problemas esté-
ticos e dificultar a utilizagao dessa agua pelo excesso
de matéria organica, mas também por gerar sérios
riscos para populacdo humana. A decomposi¢cdo da
biomassa formada durante a floragdo ou a aplicacao
de produtos quimicos durante o tratamento de agua
contaminada com cianobactérias toxicas tém como
conseqiiéncia a liberacdo de compostos toxicos da
célula para a agua, as cianotoxinas.

As cianotoxinas podem ser incluidas em trés
grandes grupos, de acordo com suas estruturas
quimicas: os peptideos ciclicos, os alcaldides e
os lipopolissacarideos. Entretanto, por sua acdo
farmacoldgica, as duas principais classes de ciano-
toxinas até agora caracterizadas sdo as neuroto-
xinas e hepatotoxinas.

As neurotoxinas tém sido identificadas como alca-
loides ou organofosforados neurotoxicos e sdo produ-
zidas por espécies incluidas nos géneros: Anabaena,
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Trichodesmium e
Cylindrospermopsis  (Carmichael et al. 1990,
Mahamood & Carmichael 1986, Sivonen et al. 1989,
Hawser ef al. 1991, Lagos et al. 1999). Estas toxinas
interferem no funcionamento do sistema nervoso e

Aphanizomenon, Oscillatoria,

freqiientemente causam a morte em poucos minutos
pela inducdo da paralisia dos musculos respiratorios
(Carmichael 1994).

No entanto, os tipos mais comuns de cianotoxinas
sdo as hepatotoxinas (peptidicas ou alcaldides
hepatotoxicos). As espécies ja identificadas como
produtoras dessas hepatotoxinas estdo incluidas
nos géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia,
Oscillatoria, Nostoc, Cylindrospermopsis, Umezakia
e Aphanizomenon (Chorus & Bartram 1999). A
maioria das hepatotoxinas, até agora caracterizada,
sdo heptapeptidios
microcistinas ou um pentapeptideo
nodularina, ¢ ainda um alcaldide hepatotoxico,

ciclicos conhecidos como

chamado

chamado de cilindrospermopsina (Luukkainen et al.
1994, Harada et al. 1996).

As microcistinas (MCYSTs) foram as primeiras
hepatotoxinas identificadas, isoladas da espécie
Microcystis aeruginosa (Bishop et al. 1959). A estru-
tura dessas microcistinas foi determinada como sendo
um heptapeptideo monociclico, composto de trés
D-aminoacidos, dois L-aminoacidos e dois amino-
acidos nao usuais: N-metildehidroalanina (Mdha)
e  3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetildeca-4,
6-acido diendico, conhecido abreviadamente como
Adda (Luukkainen ef al. 1994).

Atualmente sdo conhecidos mais de 70 tipos
diferentes de MCYSTs. A diferenca estrutural das
mesmas depende principalmente da variagdo de um
dos dois L-aminoacidos e da presenga ou auséncia de
grupos metilados em B-Me-Asp e/ou Mdha (Spoof et
al. 2003).

As microcistinas sdo extremamente toxicas
para animais e ja foram envolvidas em acidentes
de intoxicagdo em humanos levando-os a morte e
também em casos de envenenamento em animais
(Jochimsen et al. 1998, Duy et al. 2000).

Essas hepatotoxinas provocam danos no
figado por promoverem uma desorganizacdo dos
microfilamentos de actina que compde parte do
citoesqueleto (Runnegar & Falconer 1986). Esta
desorganizagdo leva a uma densa agregacao desses

microfilamentos para o centro da célula, que resulta
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na perda do suporte celular. Com a destrui¢ao das
células parenquimais e sinusoidais do figado, ocorre
hemorragia intra-hepatica e o choque hipovolémico,
causando morte entre poucas horas a poucos dias
(Carmichael 1994, Lambert et al. 1994).

Além disso, ja é conhecida a sua capacidade de
inibigao das proteinas fosfatases tipo 1 ¢ 2A de células
eucariontes (Mackintosh et al. 1990, Matsuhima
et al. 1990, Yoshizawa et al. 1990). Também sdo
reconhecidas como promotoras de tumores hepaticos
(Falconer 1991, Fujiki 1992, Nishiwaki-Matsuhima
etal. 1992).

A toxicidade das MCYSTs em animais de
laboratorio apresenta DL, (i.p.) entre 25 e 150ug
Kg' de peso corporeo e entre 5.000 e 10.900pg Kg!
de peso corporeo por administragdo oral (Chorus &
Bartram 1999).

As microcistinas s3o moléculas complexas e o
processo de degradagdo se mostra mais resistente
et al. 1991).
O tempo de degradacdo dessas hepatotoxinas no

que o das neurotoxinas (Kiviranta

ambiente aquatico ¢ bastante variavel, podendo levar
de varias semanas a meses. A degradacao total dessa
molécula ¢ dependente de sua concentragdo inicial,
dos microrganismos presentes, da temperatura da
agua, do pH e das disponibilidades de outras fontes
de carbono orgénico (Robertson et al. 1999, Park et
al.2001).

O tratamento quimico da dgua com sulfato de
cobre remove células de Microcystis, porém resulta
na lise das células e liberagdo de microcistinas para
agua. As microcistinas s30 quimicamente estaveis
em solucdes aquosas ¢ uma vez liberadas das células
podem persistir na coluna d’agua por um longo
periodo (Watanabe et al. 1992).

Varios tratamentos quimicos
sendo propostos, no entanto, ¢ possivel que esses

da 4gua vém

tratamentos possam gerar substancias carcinogénicas
e até substancias mutagénicas (Rook 1974, Hemming
et al. 1986, Acero et al. 2005). A biodegradagdo
pode ser uma alternativa de tratamento da agua para
remocao de toxinas de cianobactérias.
Nosultimosanos, vemsendoreportadaacapacidade
de algumas bactérias em degradar cianotoxinas.
Em 1994, Jones et al. isolaram uma bactéria capaz
de degradar microcistina-RR ¢ LR, mas ndo foi
capaz de degradar nodularina. Bourne et al. (1996)
verificaram que microcistina-LR permaneceu ativa
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na coluna d’4agua durante 2 semanas, até a ocorréncia
de uma proliferacao de bactérias que degradaram
essa cianotoxina, sendo ainda detectada uma pequena
concentragao apos 1 més. Watanabe (1996) também
verificou que microcistina-LR e -YR eram degradadas
mais rapidamente em meio de cultivo com bactérias
do que na agua destilada.

Bourne et al. (1996) descreveram a via de
degradagdo enzimatica da MCYT-LR por uma cepa
de Sphingomonas sp. Essa via de degradacdo consiste
na hidrélise seqiiencial das ligagdes peptidicas entre
Arg-Adda, Ala-Leu e entre Adda-Glu, onde os produtos
intermedidrios de degradagdo formados sao a MCYST
linearizada (H-Adda-Glu-Mdha-Ala-Leu-MeAsp-
Arg-OH), um tetrapeptideo (H-Adda Glu-Mdha-
Ala-OH) e o Adda, respectivamente. Hyenstrand et
al. (2003) encontrou o dioxido de carbono como o
principal produto final da degradagdo de MCY STs.

Entretanto, pouco se sabe sobre o processo de
degradacdo das microcistinas em aguas com diferentes
concentragdes de carbono organico dissolvido (COD).
O COD origina-se principalmente da decomposi¢do
de plantas aquaticas e animais e a partir de produtos
de excrecdo destes organismos. Os principais
componentes de COD sdo: acido glicolico, proteinas,
carboidratos, peptideos, aminoacidos, enzimas,
substancias volateis, aldeidos, cetonas, aminas e
outros compostos estimuladores ou inibidores de
crescimento (Esteves 1998, Foog 1977).

Portanto, devido anecessidade de mais informacdes
sobre a persisténcia das microcistinas nos ambientes
aquaticos, para uma tomada de decisdo quanto a
liberagdo dos mesmos para recreacdo ou utilizacdo
como fonte de abastecimento, este estudo teve como
objetivo verificar se o processo de degradacdo de
microcistinas esta, de algum modo, relacionado a
diferentes concentracdes de COD, além de verificar a
possivel degradacao das microcistinas pelas bactérias
isoladas durante o teste.

METODOLOGIA

Os extratos de microcistinas (MCYSTs) foram
obtidos a partir do cultivo da cepa NPLJ-4 da
espécie Microcystis aeruginosa isolada da Lagoa de
Jacarapagud — RJ. Esta cepa foi isolada da referida
lagoa que vém apresentando floragdes constantes de
cianobactérias.

A cepa NPLJ-4 produz quatro tipos de micro-
cistinas, sendo que 80% destas compdem-se de
microcistina-LR com D-leucina. As células da cepa
NPLJ-4 foram cultivadas em condi¢des unialgais em
meio ASM-1 (Gorham et al. 1964 citado em Gibson
& Smith 1982), sob intensidade luminosa de 55uE m?
s, temperatura de 23+2°C, pH 8,0 e fotoperiodo de 12
horas. Ao atingir a fase exponencial de crescimento,
as células da cepa NPLJ-4 foram concentradas e este
concentrado de células sofreu um processo de conge-
lamento e descongelamento para promover a lise
celular. O concentrado de células lisadas foi centri-
fugado durante 20 minutos, a 6700g e o sobrenadante
filtrado em filtro de fibra de vidro (Whatman), para a
retirada da matéria organica particulada.

Este concentrado contendo MCYSTs dissolvidas
foi semi-purificado de acordo com a metodologia
descrita em Tsuji et al. (1994) (ver metodologia
adiante). Este extrato semi-purificado foi utilizado
nos testes para verificar a degradagcdo das MCYSTs
em meio com diferentes concentra¢des de carbono
organico dissolvido (COD), na presenca e auséncia de
bactérias, assim como verificar a atividade bacteriana
nesta molécula.

Para a obtencdo de uma 4dgua com grande
concentracdo de COD foi realizada uma coleta de
agua na Lagoa de Jacarepagua. Esta dgua foi filtrada
em filtrador tangencial (Millipore) para remogao
inicial das células fitoplanctonicas existentes na agua.
Posteriormente, a agua da Lagoa de Jacarepagua foi
filtrada em filtro de fibra de vidro (Whatman) para a
remocdo de algumas células e do zooplancton.

A agua da Lagoa de Jacarepagua filtrada foi
previamente analisada quanto a concentragdo de COD
e de MCYSTs extracelulares.

TESTE DO EFEITO DO COD NO PROCESSO
DE DEGRADACAO DE MCYSTS NA PRESENCA
E AUSENCIA DE BACTERIAS

A partir da analise da concentragcdo de COD da
agua da Lagoa de Jacarepagua e do concentrado de
MCYSTS no extrato, foram feitas diluigdes desta
agua mais o extrato de MCYSTs dissolvidas, com o
objetivo de obter diferentes concentragdes de COD.

No teste para avaliar o efeito do COD no processo
de degradagao de MCYSTs na presenga de bactérias,
foram utilizadas as concentragdes de 60,43 e 28mg L-!
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de COD. A condigdo de 60mg L' de COD foi feita a
partirde 1L de 4gua da Lagoa de Jacarepagua contendo
26,0mg L' de COD e adicionado-se a este volume
300uL do extrato de MCY STs, totalizando 60,0mg L-!
de COD. A condigdo de 43mg L' de COD foi obtida
a partir de 360mL da agua da Lagoa de Jacarepagua
diluida em 640mL de dgua deionizada mais 300uL do
extrato de MCYSTs. E a ultima condi¢ao, 28mg L
foi obtida adicionando o mesmo volume do extrato de
MCYSTs em 1L de 4gua deionizada.

O teste de degradacao de MCYSTs foi realizado
sob intensidade luminosa de 88uE m? s! e temperatura
de 2342°C. Essas condi¢des foram escolhidas por
estarem mais proximas dos valores determinados no
ambiente.

Durante o teste foram retiradas aliquotas de aproxi-
madamente 50mL nos tempos amostrais: 0, 1, 2, 4, 7,
14, 21, 28, 35 e 42 dias. Nessas aliquotas foram anali-
sadas as seguintes variaveis: determinacao da concen-
tragdo de MCYSTs extracelulares, quantificacdo e
classificagdo do tipo de Gram das bactérias presentes.

A metodologia utilizada para verificar o processo
de degradacao de MCYSTs na auséncia de bactérias
foi a mesma do experimento citado acima, o que
diferiu foi que todo o material utilizado, como a dgua
da lagoa, a 4gua deionizada e o extrato de MCYSTs
semi-purificado foram filtrados em condi¢des assép-
ticas em filtro de 0,22pum (Millipore). Os valores de
COD testados foram de 43 e 60mg L' e as variaveis
analisadas foram as mesmas ja citadas, nos tempos
amostrais de 0, 1, 2, 4, 8, 13, 16, 20 ¢ 31 dias.

Todos os testes foram realizados em triplicatas.

TESTE DE ATIVIDADE BACTERIANA NO
PROCESSO DE DEGRADACAO DAS MCYSTS

O objetivo desse teste foi verificar a acdo das
bactérias, isoladas durante o experimento do efeito de
COD, na degradagdo das MCYSTs.

Asbactériasforamisoladasatravésdoplaqueamento
em meio de cultura Mueller Hinton Broth semi-
solidificado em agar, e cada cepa bacteriana Gram
negativa isolada foi inoculada em 20mL solugdo
salina 0,85% esterilizada, tendo concentrag¢do de 10°
células mL! de bactérias e 40pg mL' de MCYSTs.
A condi¢do controle foi realizada adicionando 40ug
mL"' de MCYSTs em 20mL de solug¢ao salina.

A fim de promover maior crescimento bacteriano,
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esse experimento foi realizado a temperatura de
30+2°C e retiradas aliquotas de 1mL nos tempos
amostrais de 0, 2,6,12, 24, 48, 96, 144 e 240 horas.
O volume amostrado foi filtrado em filtro de nylon
de 0,22um (Millipore) e o filtrado utilizado para
a quantificagdo de MCYSTs através da técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE MCYSTS
EXTRACELULARES

A semi-purificagdo das MCYSTs presentes no
concentrado seguiu a metodologia proposta por Tsuji
et al. (1994), onde este volume foi passado em cartucho
de octadesilsilano (C18), sendo o material retido
eluido com 20mL de agua deionizada, metanol 20% e
metanol 100%. A fracdo de metanol 100% foi passada
em cartucho de silica e eluida com 30mL de metanol
100% e 20mL de solugdo de TFA/agua/metanol
100% (1:100:899 v/v). A tltima fra¢ao foi recolhida
e evaporada a secura, sendo, ressuspensa em 2mL de
metanol 50%. Esta fra¢ao foi filtrada em filtro de nylon
(diametro de 13mm, poro de 0,45um) e analisada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em
um aparelho Shimadzu com detector U. V. SPD-10A,
bombas LC 10AT. As andlises foram realizadas em
condi¢des isocraticas e fase reversa, sendo utilizada
uma coluna analitica (Lickrospher 100 RP-18, 125mm
x 4mm), com fase movel de acetonitrila e acetato de
amonio 20mM, pH 5,0 (28:72 v/v), com fluxo de ImL
min! e absor¢do a 238nm.

O espectro de absor¢do de cada pico foi analisado
em uma faixa de 195 a 300nm, com auxilio de um
fotodetector de diiodo (SPD-M10A) Diode array
(PDA), podendo-se comparar os espectros de absor¢ao
das amostras com o do padrao de microcistina-LR
(Sigma). Este método apresenta um limite de detec¢ao
de 0,5ug L.

A quantificagdo das MCY STs foi calculada através
dos valores de area obtidos nos cromatogramas e uma
curva padrao de microcistina-LR. O resultado final
da concentragdo de microcistinas esta expresso em
equivalentes de microcistina-LR.

QUANTIFICACAO DE COD

A concentragdao de COD foi determinada utilizado
um volume de 25mL da amostra, seguindo a meto-



EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE COD E BACTERIAS NA DEGRADACAO DE MICROCISTINAS 407

dologia por oxidacao para combustdo a alta tempera-
tura, catalisada por platina, e posterior detec¢do em
sensor de infra-vermelho, utilizando o aparelho Total
Organic Analyzer — Shimadzu 5000.

QUANTIFICACAO DE BACTERIAS

A quantificagcdo das bactérias foi feita através do
plaqueamento das amostras sobre um meio de cultura
Mueller Hinton Broth semi-solidificado e contagem do
numero de colonias que se desenvolveram nas placas.

As colonias de bactérias com caracteristicas dife-
rentes (na coloragdo, no formato da colonia) foram
isoladas em meio Muller Hinton Broth semi-sélido.
Para classificar as bactérias como Gram negativa ou
positiva foram feitos testes de coloragdo com cristal
de violeta, fuxina e lugol, e posterior observagdo em
microscopio Optico, o que permitiu também a classi-
ficagdo das mesmas em cocos ou bacilos. Testes de
metabolismo fermentativo ¢ oxidase também foram
realizados utilizando kits comerciais apropriados
(BR64A — Oxoid).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra que as concentracdes de
43 ¢ 60mg L' de COD na presenca de bactérias

favoreceram a degradacdo mais rapida das MCYSTs,
a partir do 4°dia amostral, quando comparadas com a
condigdo de 28mg L' de COD.

Os resultados obtidos demonstram que as condi-
¢des experimentais de 28, 43 e 60mg L' de COD na
presenca de bactérias, até o 7°dia amostral, teve uma
reducdo de 32, 78 e 85% nas concentragdes iniciais
de MCYSTs, respectivamente. A partir do 14° dia
amostral ndo foram mais detectadas MCYSTs para
as maiores concentragdes de COD testadas, enquanto
que na condi¢do de 28mg L' de COD foi possivel
detectar-se 12,8ug L' de MCYSTs no ultimo dia
amostral (42 dias), o equivalente a 14% da concen-
tracdo inicial (Figura 1). Cabe mencionar que embora
tenha sido utilizado o mesmo volume de extrato de
MCYSTs nas trés condi¢des de COD, as médias das
concentracdes iniciais de MCYSTs variaram de apro-
ximadamente de 70 a 140ug L.

A quantificagdo bacteriana mostrou que as
maiores concentracdes de COD propiciaram uma
maior densidade bacteriana, atingindo a ordem de 107
colonias mL"', a partir do 4° dia amostral, enquanto
que na concentragdo de 28mg L' de COD pode-se
verificar que o crescimento das bactérias foi da
ordem de 10° colonias mL!, do primeiro ao ultimo
dia experimental (Tabela I).

O maior niimero de colonias de bactérias deter-
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Figura 1. Variagdo das concentragdes de microcistinas (ug L) em diferentes concentragdes de COD na presenga de bactérias.

As barras representam o desvio padro.

Figure 1. Concentration of microcystin (ug L") in water with different concentrations of dissolved organic carbon and bacteria.

Vertical bars indicate standard deviation.
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minado nas concentra¢des de 43 ¢ 60mg L' de COD
provavelmente acelerou o processo de biodegradagao
das MCYSTs. Estudos anteriores sobre a persisténcia
das MCYSTs também associaram a degradacdo de
MCYSTs a presenca de bactérias, mas nao demons-
traram esta relagao diretamente (Watanabe ef al. 1992,
Kenefick et al. 1993, Jones & Orr 1994).

E importante ressaltar que nas condigdes analiticas
utilizadas ndo foi possivel verificar novos sinais
nos cromatogramas que pudessem ser considerados
produtos de degradagdo das MCYSTs. Desta forma,
pode-se apenas dizer que ocorreu uma redugdo nas
concentragdes dessa molécula sem aparente formagao
de outros produtos. O mesmo nao foi verificado por
Matthiensenetal.(2000)quedetectaramoaparecimento
de outros compostos toxicos a partir da biodegradagao
da molécula purificada de microcistina-LR pela
atividade microbiana presente na agua da lagoa dos
Patos. Ishii er al. (2004) conseguiram observar nos
cromatogramas de CLAE, a redugdo da area do pico
da MCYST-LR e o surgimento de trés novos picos
ao longo do periodo experimental, sugerindo serem
estes produtos de degradacdo da MCYST-LR por
uma cepa de Sphingomonas sp. Estes mesmos autores
sugerem que estes picos sejam os trés produtos
intermedidrios de degradacao: MCYST linearizada,
tetrapeptideo e o Adda. Apesar do Adda ser essencial

GOMES, AM.A. et al.

para toxicidade e atividade inibitoria da proteina
fosfatase da molécula de MCY ST, quando isolado, o
mesmo nao se apresenta toxico (Harada et al. 1990).
Também através da analise dos cromatogramas de
CLAE, Amé et al. (2006) observaram o aparecimento
de dois novos picos, conforme MCYST-RR foi sendo
reduzida, através da biodegradacdo pela cepa de
Sphingomonas sp. isolada do Reservatorio de Sdo
Roque em Cordoba — AR. Estes resultados estdo de
acordo com os encontrados por Imanishi et al. (2005)
e Tsuji et al. (2006), que observaram como produtos
de degradacio de MCYST-RR e MCYST-LR um
tetrapeptideo e o Adda.

Os resultados das analises de quantificagdo de
MCYSTs em condigdes assépticas, contendo 43 e
60mg L' de COD, evidenciam um lento processo
de degradacao dessas moléculas, se comparado com
os resultados obtidos no experimento na presenca de
bactérias. As MCYSTs ndo foram mais detectadas
somente apds 31 dias do inicio do experimento (Figura
2). Estes resultados estdo de acordo com o relatado
por Watanabe (1996) que verificou a degradagao
mais rapida das microcistinas LR e YR na presenca
de bactérias do que em agua destilada.

Cousins et al. (1996) reportaram que a adi¢cdo
de sedimento rico tanto em matéria organica
quanto em microrganismos, aumentou a taxa de
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Figura 2. Variagdo das concentragdes de microcistinas (ug L") em diferentes concentragdes de COD na auséncia de bactérias.
As barras representam o desvio padrao.
Figure 2. Variation of microcystin concentration (ug L) in water with different concentrations of dissolved organic carbon in the
absence of bacteria. Vertical bars indicate standard deviation.
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Tabela I. Quantificagdo das bactérias em diferentes concentragdes de COD.* Tipos de bactérias encontradas em maior concentragao.

Table 1. Quantification of bacteria in different concentrations of dissolved organic carbon. * = types of bacteria found in greater concentrations

NUMERO INICIAL DE
BACTERIAS

CONDICAO
EXPERIMENTAL

NUMERO FINAL DE
BACTERIAS

TIPOS DE BACTERIAS *

28mg L' de COD 10° colonias mL™!

43mg L' de COD 10° colonias mL!

60mg L' de COD 10° colonias mL™!

10° colénias mL™!

107 colénias mL™!

107 colénias mL™!

Bacilos gram-positivos (filamentos longos)
Bacilos gram-negativos nao fermentadores
Bacilos gram-positivos (filamentos longos)

Bacilos gram negativos nao fermentadores
Bacilos gram-positivos (filamentos longos)

biodegradagdo de MCYST-LR. Uma correlagao
entre decomposicdo do COD e a degradagdo de
MCYSTs dissolvidas foi encontrada, indicando a
importanciadaatividade bacterianaparadegradagao
de MCYSTs na zona pelagica de um lago (Jones et
al. 1994, Lathi et al. 1998).

E importante salientar que as concentragdes iniciais
de MCYSTs dissolvidas utilizadas nesse experimento
em condigdes assépticas foram aproximadamente 11
vezes inferiores as concentragcdes do experimento
realizado com bactérias. Mesmo assim, a degradagao
dessa molécula mostrou-se bastante lenta. Esse
resultado evidencia a importancia da comunidade
bacteriana na velocidade do processo de degradagao
de microcistinas.

Durante o experimento realizado na presenca de
bactérias foi possivel isolar 17 cepas de bactérias
morfologicamente distintas. Destas somente quatro
cepas Gram negativas isoladas foram testadas para
verificar a capacidade de degradagdo das MCYSTs
(Tabela I). A preferéncia por esse grupo de bactérias
se deu devido aos relatos na literatura de degradacao
desta molécula pelas bactérias Gram-negativas
(Takenaka & Watanabe 1997, Park et al. 2001).

No teste com as bactérias gram-negativas isoladas
foi possivel verificar que as bactérias selecionadas nao
degradaram as MCY STs. A concentragdo dessa ciano-
toxina apods 10 dias foi praticamente igual a concen-
tracao inicial de 40pug mL'. O mesmo foi determinado
para a condigdo controle (dados ndo mostrados). Os
resultados indicam que as bactérias testadas nao utili-
zaram as MCYSTs como fonte de energia. Embora
seja sugerido que as MCYSTs tenham um alto valor
nutricional como fonte tanto de aminoacido quanto
de energia para os microrganismos (Harada 1996).

As bactérias testadas ndo apresentaram o mesmo
potencial para degradar MCYSTs que o observado
por Park et al. (2001). Estes autores verificaram

a completa degradacdo de 20mg MCYST-LR ou
-RR pela bactéria Gram negativa Sphingomonas
paueimobilis em 6 dias. Segundo Takenaka &
Watanabe (1997), bactérias do género Pseudomonas
também sdo capazes de biodegradar essa molécula.

E importante ressaltar que as bactérias testadas
foram seletivas ao meio de crescimento bacteriano
Mueller Hinton Broth utilizado. Portanto, esse meio
pode ndo ter favorecido o crescimento de outras
bactérias presentes importantes no processo de
degradacdo das microcistinas. Lathi et al. (1998)
testaram a habilidade de um grande nimero de cepas
de bactérias, isoladas de agua e de sedimentos de
lagoas, para degradagdo de MCYSTs em laboratorio
e verificou que somente 17% das cepas tém esta
habilidade. Ame et al. (2006) também s6 conseguiu
isolar 1 cepa de bactéria que fosse capaz de degradar
MCYST-RR dentre as demais cepas isoladas.

No ambiente natural provavelmente o processo
de degradacdo das MCYSTs poderia apresentar outro
perfil devido a presenca de outros géneros de bacté-
rias, favorecendo a degradagdo dessas moléculas.
Entretanto, cabe destacar que variagdes ambientais
como concentracao de nutrientes, temperatura, alcali-
nidade e pH, dentre outros, podem alterar considera-
velmente o tempo necessario para a degradagdo total
dessas moléculas.

Além disso, ndo se pode deixar de considerar
que outros microrganismos aquaticos como fungos
e pequenos protozoarios, que podem utilizar o COD
como fonte de energia, podem também ter um papel
importante na degrada¢ao de MCYSTs.
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