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RESUMO

As cianobactérias estdo distribuidas em todo o mundo e suas floragdes sdo preocupantes
em ecossistemas aquaticos uma vez que reduzem a qualidade d"agua e a eficiéncia do
fluxo de energia dos produtores para os consumidores, pois possuem baixo valor
nutricional e geram cianotoxinas. A aplicacao de tratamentos isolados e/ou complementar
pode ser uma solugdo na redugédo ou eliminagdo destes microrganismos. Neste caso, 0s
processos oxidativos avancados (POA’s) constituem uma classe especial de técnicas de
oxidacdo apontadas como propicias, produzindo radicais livres de hidroxilas (OH"), o0s
quais sao tradicionalmente considerados como espécies ativas, responsaveis pela reacdo
répida de diversas moléculas orgénicas, todavia, apresentam restricGes de aplicacdo em
condigdes de elevada concentragdo dos poluentes e ha formacgdo de subprodutos de
reacdo, 0s quais em alguns casos sdo toxicos. Neste contexto, esta pesquisa teve por
objetivo identificar, quantificar e avaliar o potencial efeito toxico de cianotoxinas e
subprodutos formados da degradacdo de microcistina-LR por processo oxidativo
avancado Fenton. Para tanto, a pesquisa foi dividida em cinco etapas. No primeiro
momento buscou-se compreender o estado da arte das pesquisas relacionadas ao tema,
partindo de uma andlise descritiva, com posterior analise aprofundada de estudos atuais,
descrito no capitulo 1. O capitulo 2 e 3 descrevem os efeitos crénicos e agudos de
cianotoxinas (MC-LR, SXT, ATX-A e CYN) utilizando como organismos teste a
Chlorella vulgaris e Daphnia magna, respectivamente. A eficiéncia do processo
oxidativo avancado (Fenton) na degradacédo de microcistina-LR e seus subprodutos foram
avaliados por modelagem molecular computacional, espectrometria de massa e testes in
vivo com Chlorella vulgaris e Daphnia magna e encontram-se apresentados no capitulo
4. Por fim, o quinto e ultimo capitulo apresenta a fitotoxicidade dos extratos lisados de
cianotoxinas sobre a germinacdo, crescimento do hipocotilo, elongamento radicular e
desenvolvimento inicial das plantulas de sementes de alface (Lactuca sativa L.), bem
como avaliacao dos subprodutos de MC-LR obtidos apds o processo oxidativo Fenton. O
estudo de tratamento toxicoldgico e de oxidacdo promoveu a determinacdo de efeitos
deletérios destes micropoluentes organicos, possibilitando a verificacdo das
caracteristicas ecotoxicoldgicas, mecanismos de ac¢éo sobre organismos vivos e definicdo
de diretrizes para controle da qualidade dos efluentes eutrofizados.

Palavra-Chave: Tratamento de 4&gua; Cianobactérias. Ecotoxicidade; Processo
Oxidativo Avangado — POA.



ABSTRACT

Cyanobacteria are distributed throughout the world and their blooms are a concern in
aguatic ecosystems since they reduce water quality and the efficiency of energy flow from
producers to consumers, as they have low nutritional value and generate cyanotoxins. The
application of associated and/or complementary treatments can be a solution in the
reduction or elimination of these microorganisms. In this case, advanced oxidative
processes (AOP's) constitute a special class of oxidation techniques indicated as
favorable, producing hydroxyl free radicals (OH.), which are traditionally considered as
active species, responsible for the rapid reaction of several organic molecules, however,
they present application restrictions in conditions of high concentration of pollutants and
there is formation of reaction by-products, which in some cases are toxic. In this context,
this research aimed to identify, quantify and evaluate the potential toxic effect of
cyanotoxins and by-products formed from the degradation of microcystin-LR by Fenton's
advanced oxidative process. Therefore, the research was divided into five stages. At first,
we sought to understand the state of the art of research related to the topic, starting from
a descriptive analysis, with subsequent in-depth analysis of current studies, described in
chapter 1. Chapter 2 and 3 describe the chronic and acute effects of cyanotoxins (MC-
LR, SXT, ATX-A and CYN) using Chlorella vulgaris and Daphnia magna as test
organisms, respectively. The efficiency of the advanced oxidative process (Fenton) in the
degradation of microcystin-LR and its by-products were evaluated by computational
molecular modeling, mass spectrometry and in vivo tests with Chlorella vulgaris and
Daphnia magna and are presented in chapter 4. Finally, the fifth and last chapter presents
the phytotoxicity of lysed extracts of cyanotoxins on germination, hypocotyl growth, root
elongation and initial development of seedlings of lettuce seeds (Lactuca sativa L.), as
well as evaluation of the MC-LR by-products obtained after the Fenton oxidative process.
The study of toxicological and oxidation treatment promoted the determination of
deleterious effects of these organic micropollutants, allowing the verification of
ecotoxicological characteristics, mechanisms of action on living organisms and definition
of guidelines for quality control of eutrophic effluents.

Keyword: Water treatment; Cyanotoxins. Ecotoxicity; Advanced Oxidative Process;
Ecotoxicity.
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ESTRUTURA DA TESE

Composta de cinco capitulos, a presente tese procurou cobrir de forma abrangente
atematica: Efeito toxico de cianotoxinas e seus subprodutos de degradagdo por processos
oxidativos avangados, estando organizada da seguinte forma:

Capitulo 1- Consiste numa revisao de literatura versando acerca de Cianobactérias e
Cianotoxinas, com enfoque em suas caracteristicas gerais, efeitos toxicos, legislacdo e
tratamento. Buscou-se compreender o estado da arte das pesquisas relacionadas ao tema,
partindo de uma analise descritiva, com posterior analise aprofundada de estudos atuais.
Este capitulo serviu de subsidio para os capitulos seguintes.

Capitulo 2- Este capitulo foi elaborado no formato de artigo cientifico. O estudo
investigou os efeitos inibitorios de cianotoxinas sobre o crescimento, densidade, biomassa
e ecotoxicidade de Chlorella vulgaris, através da alelopatia pelo qual os organismos
sintetizam e liberam compostos bioativos no ambiente circundante, podendo influenciar
positiva ou negativamente o crescimento de espécies vizinhas.

Capitulo 3- Este capitulo foi elaborado em forma de artigo cientifico. Avaliou-se a
toxicidade aguda da espécie Daphnia magna a exposicao extra e intracelular de diferentes
cianobactérias e distintas concentrac@es de cianotoxinas. Os valores da Concentragdo
Letal a 50% da populacdo (CLso) reforcaram o uso destes organismos em ensaios
ecotoxicoldgicos e sua relacdo com ambientes eutrofizados.

Capitulo 4- Este capitulo apresenta o estudo de modelagem molecular computacional,
espectrometria de massa e testes in vivo com Chlorella vulgaris e Daphnia magna
utilizados para investigar a lipossolubilidade e ecotoxicidade dos subprodutos da
degradacdo de MC-LR gerados apds oxidagao por radicais OHe no processo Fenton. O
mesmo foi publicado no periddico Aquatic Toxicology, e encontra-se na versdo de artigo
em portugués conforme as normas e diretrizes da revista.

Capitulo 5- Este capitulo foi produzido no formato de artigo. O estudo pretendeu avaliar
os efeitos tdxicos dos extratos lisados de linhagens de cianobactérias produtoras de
cianotoxinas sobre a germinacao de sementes, crescimento do hipocétilo, elongamento
radicular e desenvolvimento inicial das plantulas de alface (L. sativa). Avaliou-se ainda
a fitotoxicidade dos subprodutos de MC-LR obtidos ap6s o processo oxidativo Fenton.
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INTRODUCAO GERAL

A expansdo demografica que as grandes cidades veem enfrentando tem como
alicerce para o desenvolvimento sustentavel o saneamento béasico, que abrange a coleta e
tratamento de agua, esgoto e residuos sélidos, além de limpeza urbana e drenagem da
agua pluvial. A sua implementacdo é de grande relevancia para o crescimento econémico,
bem-estar social e qualidade de vida da populagdo (BEDIAKO et al., 2018; DO et al.,
2017).

Aliado as urbanizac0es, as atividades antrépicas através do uso indiscriminado de
fertilizantes agricolas e do langamento inadequado de aguas residuarias sem tratamento,
alteram as caracteristicas tréficas do corpo hidrico pelo excesso de nutrientes ricos em
fésforo e nitrogénio presentes nestes efluentes. Entre as consequéncias do aporte desses
nutrientes, tem como principais efeitos, alteracBes nas caracteristicas organolépticas da
agua e a proliferacdo excessiva de produtores primarios tais como, cianobactérias,
microalgas e plantas aquaticas, pela capacidade de assimilagdo. Esta alteracdo que ocorre
no ambiente € parte do processo de eutrofizacdo, que interfere na qualidade da &gua dos
mananciais, especialmente aqueles destinados a abastecimento publico (REGO et al.,
2019).

Dentre produtores primarios, as cianobactérias ganham destaque por sua
capacidade de produzir compostos que além de ocasionar alteragdes no sabor e odor da
agua potavel, podem biossintetizar uma ampla gama de classes quimicas de metabdlitos
secundarios como peptideos, macrolideos e glicosideos que causam uma série de
bioatividades: antiviral, antifingica, citotdxica, inibitéria de enzimas, antineoplasicas e
alelopaticas. Alguns desses metabolitos secundarios abrangem uma variedade de
cianotoxinas alcaléides e peptidicas que representam ameacas a saude humana e
ambiental em todo o mundo, que podem diferir fortemente em suas estruturas quimicas e
propriedades toxicologicas. Geralmente sdo classificados como: hepatotoxinas,
neurotoxinas, citotoxinas e dermatotoxinas (CORBEL et al., 2014), que dependendo de
suas concentracOes, podem tornar a agua impropria para o0 consumo humano, 0 que € uma
situacdo bastante delicada do ponto de vista sanitario. As toxinas, bem como outros
metabolitos secundarios, nem sempre sdo removidos em sua totalidade pelos sistemas
tradicionais de tratamento de 4gua (JACINAVICIUS et al., 2021).



23

As aguas superficiais sdo captadas e bombeadas para as estacdes de tratamento de
agua onde recebem os tratamentos adequados que as caracterizam ao final do processo
como agua potavel (POSTIGO et al., 2018; XU et al., 2018). Ainda assim, a remocéo de
cianotoxinas da agua de abastecimento a partir do tratamento do tipo convencional
(comumente empregado) é considerada efetiva quando estas toxinas se encontram na
forma intracelular. No entanto, o mesmo tratamento ndo e satisfatorio no caso da
cianotoxina encontrar-se na forma dissolvida. A dificuldade de remocéo de cianotoxinas
dissolvidas pelos sistemas de tratamentos usualmente empregados, tem intensificado a
busca por tecnologias operacionais e economicamente viaveis para o efetivo
cumprimento da legislacdo vigente, no que tange a concentracdo dessa cianotoxina em

agua de abastecimento.

Neste caso, os processos oxidativos avancados (POA’s) constituem uma classe
especial de técnicas de oxidacdo apontadas como propicias, produzindo radicais livres de
hidroxilas (« OH), os quais sdo tradicionalmente considerados como espécies ativas,
responsaveis pela reacdo rapida de moléculas orgéanicas. Tais radicais ddo inicio & uma
série de reacOes de degradacdo que podem culminar em espécies indculas, tipicamente
dioxido de carbono e agua (SHARMA et al., 2012), transformam os poluentes em
fragmentos, possibilitando até a completa mineralizagdo destes. Dentre as diversas
vantagens, estes processos caracterizam-se por serem um tratamento destrutivo, em que
0 contaminante ndo é simplesmente transferido de fase, mas degradado através de uma
sequéncia de reacOes quimicas; ttm como principais aplicacGes no tratamento de agua e
efluentes, remediacdo de solos e 4gua subterraneas, desinfeccéo e remocao de odores. Em
particular, o processo oxidativo Fenton consiste na reacdo de ions de Fe?* com peréxido
de hidrogénio para formar espécies ativas (* OH) em meio acido. Os radicais formados
sdo capazes de degradar diversos compostos organicos (BABUPONNUSAMI et al.,
2014), porém apresenta restri¢ces de aplicacdo em condicGes de elevada concentragdo do
poluente avaliado e h4 formacao de subprodutos de reacdo, os quais em alguns casos sdo
toxicos (SOUZA et al., 2014).

Dessa forma, esta pesquisa tem por objetivo identificar, quantificar e avaliar o
potencial efeito toxico de cianotoxinas, e dos subprodutos formados da degradacdo de

microcistina-LR por processo oxidativo avancado Fenton.
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Capitulo 1

CIANOBACTERIAS: CARACTERISTICAS GERAIS, CIANOTOXINAS,
EFEITOS TOXICOS, LEGISLACAO E TRATAMENTO
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1. Eutrofizacéo

Em decorréncia do rapido crescimento demografico mundial (6,4 bilhdes em 2004
a 7,8 bilhdes em janeiro de 2022), da acelerada urbanizacdo e das diversas atividades
antropicas para satisfazer as necessidades dessa populacdo, os corpos hidricos estdo
submetidos, simultaneamente, a uma maior demanda de &gua e a deterioracdo de sua
qualidade por serem receptores dos residuos liquidos domésticos, industriais e solidos
descartados no ambiente. Dentre 0s processos que intensificam essa deterioracdo, pode-
se destacar a eutrofizacdo. Este processo consiste em um rapido enriquecimento artificial
dos corpos aquaticos, devido elevadas concentragdes de compostos nitrogenados e
fosfatados, o que resulta no aumento do processo de producdo biolégica dos mananciais,

incluindo as floragdes de microalgas, cianobactérias e macrofitas.

O crescimento excessivo das cianobactérias (floragcdes ou blooms), se manifesta
nos corpos aquaticos com uma camada de cor verde intensa na agua que cresce e forma
elevadas concentragbes de células, em torno de 1,5x10° cel.mL™, que flutuam na
subsuperficie e provocam o sombreamento das camadas inferiores, dificultando a
passagem da luz ao longo da coluna de agua; e, portanto, limitam e até impedem a
fotossintese diminuindo a oxigenacdo da dgua nas &reas mais profundas (SINHA et al.,
2017). Estas consequéncias ocasionam alteracdes do equilibrio ecoldgico do ambiente
hidrico, tais como a morte dos organismos aerobios, entre eles microcrastaceos e peixes,
dificuldades no tratamento de &gua e a predominancia de organismos anaerébios
associados aos processos de fermentacdo, putrefacdo da matéria organica que produzem

gases de odores desagradaveis que saem da dgua para atmosfera (LE MOAL et al., 2019).

Considerado como um dos principais problemas ambientais da atualidade, este
processo se mostra relevante as questdes ambientais tendo em vista a projecao para 2050,
onde o numero de pessoas afetadas por este fenébmeno aumentara para um terco da
populacdo mundial (ONU, 2019).

2. Cianobactérias e Cianotoxinas

Consideradas como microrganismos procariontes e fotossintetizantes que
surgiram no inicio da Era Pré-Cambriana, muitas das espécies de cianobactérias foram

descritas como algas, por apresentarem pigmentos fotossintéticos, como clorofila e
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ficobiliproteinas. A partir do século XIX, em virtude das diferencas morfoldgicas
observadas, em comparacao a outras espécies de procariotos e eucariotos, passou-se a
usar termos como cianoficeas e/ou algas azuis, para classificar esses microrganismos.
Atualmente, pertencem ao Dominio Bacteria e compde o Filo Cyanobacteria
(TORTORA, 2012; KOMAREK, 2013).

As cianobactérias apresentam morfologia diversificada, e podem ser encontradas
em formas filamentosas, col6nias ou unicelulares. Reproduzem-se por fissdo binaria
simples ou multipla e fragmentacdo de filamentos. Com alta capacidade adaptativa,
vivendo nos mais diversos habitats. Algumas espécies de cianobactérias, vivem bem em
ambientes considerados extremos, com temperaturas elevadas ou muito baixas, alta
salinidade e pH abaixo de 4,0. Considera-se que, devido a estas habilidades de adaptacéo
e por produzirem oxigénio, estes microrganismos desempenharam importante funcéo
ecoldgica no periodo em que surgiram, visto que as condi¢des ambientais da Terra
primitiva eram indspitas a maioria das formas de vida conhecidas atualmente (SILVA et
al., 2016).

Segundo Merel et al. (2013), as cianobactérias conseguem se desenvolver em um
curto periodo de tempo. Os autores, afirmam que as floracGes de cianobactérias sao
monodispostas, podendo formar camadas de celulas na superficie dos reservatorios.
Algumas espécies apresentam estruturas especializadas, como akenites, para resisténcia
a baixas temperaturas e falta de umidade e heterocistos, que permitem a fixacdo de
nitrogénio atmosférico. Outras espécies, possuem também vesiculas de gas, que sdo
vacuolos proteicos que controlam a posicdo na coluna da agua, conforme a
disponibilidade de luz e nutrientes. Esses vactolos também conferem flutuabilidade para
formar filmes ou camadas de até um metro de espessura na superficie da dgua, o que pode
gerar forte odor e ma aparéncia. Esses mecanismos conferem alta vantagem competitiva
sobre outros organismos fitoplanctonicos, principalmente em condicdes eutrdficas,
permitindo melhor captacdo de luz solar para fotossintese e fixacdo de nutrientes (OREN
etal., 2013).

Juntamente a estas vantagens adaptativas, estd a capacidade de producdo de
cianotoxinas (metabolitos secundarios). Para Chlipala, Mo e Orjala et al. (2011) e Wang
et al. (2017), o grupo dos metabdlitos secundarios de cianobactérias possuem uma
diversidade de moléculas, como &cidos graxos, peptideos, terpendides, porfindides,

alcaldides e policetideos, no entanto ndo se limitam apenas a estes constituintes, foi
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constatado que muitos destes compostos podem atuar como anti-inflamatorios,

antimicrobianos, antivirais, anticancerigenos e inibidores da protease.

Dentre os aproximadamente 150 géneros descritos, 40 estdo relacionados com a
producdo de algum tipo de toxina. Entretanto, a medida que novas pesquisas sao feitas
tem sido relativamente comum o fato de géneros descritos como ndo produtores de
cianotoxinas serem relatados como produtores. Deste modo, a principio, qualquer
cianobactéria pode ser considerada como potencialmente produtora de cianotoxinas. Os
fatores ambientais também conseguem controlar as floracdes e a capacidade das cepas
individuais de realizar a biossintese de cianotoxinas, ocasionando uma maior exposicao

a esses metabolitos nocivos (MA et al., 2021).

Segundo Walls et al. (2018), apesar das cianotoxinas representarem uma ameaca
para a qualidade da dgua e a saude, 0s mecanismos que regularam a sua liberagdo a partir
das cianobactérias sdo poucos conhecidos. Alguns autores sugerem que a liberacdo das
cianotoxinas é um mecanismo de protecdo contra herbivoros (KOMAREK, 2013), mas
ainda ndo se sabe com clareza as funcdes fisiologicas destas toxinas. Ha fortes indicios
de correlacdo entre a formagdo desta e a sazonalidade, radiagdo solar, temperatura da
superficie da agua, pH e porcentagem de saturacao de oxigénio (HAIDER et al., 2017).
As cianotoxinas, em sua maioria, sdo liberadas no meio aquatico com a morte celular,
ocasionando danos na biota aquética, desde intoxicacdao até a morte de animais e seres
humanos (CHORUS et al., 2021).

As floracdes de cianobactérias em reservatorios destinados a producdo de agua
para consumo humano ocasionam problemas para o abastecimento de agua potavel como
entupimento de filtros, acréscimo da dosagem de reagentes, producao de odores e sabores.
A sua presenca em ETAs pode causar problemas operacionais em varias etapas de
tratamento, tais como dificuldade de coagulacdo e floculagdo, baixa eficiéncia do
processo de sedimentacéo, colmatagéo dos filtros e aumento da necessidade de produtos
para a desinfeccdo (STAUFFER et al., 2019). No Brasil, algumas ETAs que utilizam a
tecnologia da filtracdo direta descendente apresentam problemas operacionais 0s quais

podem levar a producdo de dgua com qualidade impropria para consumo humano.

Diante da seriedade da problematica das cianobactérias no cenario atual, inimeros
estudos tém sido desenvolvidos no intuito de fomentar conhecimento relacionados a

identificagOes dos organismos, degradacao, tratamento, remocao, toxicidade e efeitos dos
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metabdlitos sobre os seres humanos e a biota aquatica. Todas estas vias adicionais sao
potencialmente relevantes na exposi¢do de outros organismos, particularmente da biota

aquatica.

Entre as cianotoxinas mais relevantes encontram-se as microcistinas, nodularina,
cilindrospermopsina, as toxinas Lyngbya, anatoxinas, saxitoxinas e a 3-N-Metilamino-L-

alanina (BMAA) (CHRISTENSEN et al., 2020).

2.1  Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing 1846

Constituidas por coldnias arredondadas, irregulares ou lobadas, a Microcystis
aeruginosa (Figura 1), apresenta uma mucilagem larga, hialina e diluente. As células
dessas cianobactérias sdo esféricas (4,0 -5,5 um didmetro) proximas umas das outras e
dispostas no centro da colbnia, apresentando conteudo celular verde-escuro, com
aerotopos.

Figura 1. Espécie Microcystis aeruginosa.
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Fonte: Autora (2020).

As populacBes de M. aeruginosa ocorrem em sistemas eutrofizados de agua doce,
lagoas costeiras e estuarios. Sdo tolerantes a insolacédo, no entanto, sdo sensiveis a mistura
na coluna de agua e deplecdo de nitrogénio. No Brasil e no mundo, Microcystis esta entre
0s géneros de cianobactérias formadores de floragcbes mais comuns (SOARES et al.,
2013). A sua forma colonial apresenta grande vantagem competitiva contra predagéo,
protecdo contra fotooxidacdo, contaminantes quimicos, potenciais algicidas, além de ja
ter sido registrada como capaz de apresentar um sistema fotossintético mais eficiente e
possuir maior afinidade a baixos niveis de fosforo do que o morfotipo unicelular. Porém,

apesar da morfologia de Microcystis aeruginosa ser uma importante variavel a ser
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considerada, a formacao de suas coldnias e seus mecanismos e vantagens ainda nao sdo
completamente compreendidos (CHORUS et al., 2021).

2.1.1 Microcistina - LR

A microcistina-LR (CsgH74N10012) € um heptapeptideo ciclico (Figura 2) formado
por sete aminoacidos de diferentes massas moleculares, contendo cinco aminoacidos
fixos, (-D-Alal-X2-D-MeAsp3-Y4-Adda5-D-Glu6-Mdha7), sendo D-Alanina (posicao
1), acido D-metil-aspartico (posicéo 3), Adda (3-amino-9-metoxi-2-6,8-trimetil-10-fenil-
4,6- 4cido dienoico) (posicdo 5), Acido D-glutamico (posicdo 6) e N-metildehidroalanina
(Mdha) (posicéo 7), e dois aminoacidos variaveis nas posic¢des 2 (X) e 4 (Y), normalmente
L-aminoécidos (BOTES et al., 1984).

Figura 2. Estrutura geral da microcistina — LR.
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Fonte: METCALF et al., 2012.

Caracterizadas de acordo com o arranjo dos aminoacidos na molécula, variacao
em nivel de metilacdo e hidroxilacdo, sequéncia de peptideos e toxicidade, as
microcistinas sdo extremamente estaveis e resistente a agentes quimicos, hidrélise ou
oxidagdo em pH préximo de neutro, podendo permanecer ativa mesmo em temperaturas
acima de 100 °C (SEJNOHOVA et al., 2012). Cerca de 80% das microcistinas produzidas
armazena-se no meio intracelular, enquanto que a libertacdo dos restantes 20% ocorre
maioritariamente entre o inicio da fase estacionaria do ciclo celular até a morte da célula.
A concentracdo dessas cianotoxinas no meio exterior depende de diversos fatores tais
como a degradacéo (associadas a temperatura e pH, por interacdo com a luz e de origem

bioldgica) e adsorcao das mesmas em particulas presentes no meio (ZHANG et al., 2020).
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A primeira identificacdo quimica dessa hepatotoxina, foi feita por Bishop et al.
(1959), que a isolou de uma cultura de Microcytis aeruginosa, dai a origem do nome. No
entanto, géneros como Oscillatoria, Anabaena, Nostoc, Lyngbia, Phormidium
Planktothrix, Aphanocapsa e Radiocystis também sdo potencialmente produtores de
microcistina-LR. O principal modo de acéo é sobre os hepatdcitos. Esta inibicdo pode
causar inumeras consequéncias ao organismo, como por exemplo: lesGes no figado,
interferéncia na divisdo celular e potencial estimulo para crescimento de tumores
(ETTOUMI et al., 2011).

A sintese das microcistinas acontece a partir de um complexo multienzimatico,
formado por um peptideo ndo-ribossomal sintetase (PNRS) e policetideo sintetase (PCS).
Esse complexo é codificado por um grupo de genes de composicdo e organizacao
variadas, denominados de genes mcy (PEARSON et al., 2010). Inibidoras de enzimas
que participam do processo de desfosforilagdo, (retirada de grupos PO43), de
fosfoproteinas. Dependendo da dosagem, tempo de exposigdo e via de contato, os efeitos
da microcistina no organismo humano podem agravar o quadro clinico da contaminacao.
Esta cianotoxina atua bloqueando a acdo das proteinas serina/treonina fosfatases 1 e 2A
das células hepéticas, 0 que causa morte por hemorragia em poucas horas apés dose
aguda. Em mamiferos, a exposicdo cronica a baixas doses de microcistinas pode
promover a carcinogénese, resultando em tumor no figado (PEGRAM et al., 2008, JI et
al., 2011).

Além do figado, ja foi relatado que a microcistina-LR pode acumular-se e causar
danos nos rins, coracdo em embrides de Carassius auratus e Zebra fish (ZENG et al.,
2014; Ll et al., 2019). Recentemente, varios estudos tém demonstrado que microcistina-
LR pode acumular-se no cérebro de peixes e mamiferos (ZHAO et al., 2020), indicando
a neurotoxicidade desencadeada. Um dos primeiros relatos que associaram a intoxicacao
por microcistina-LR a neurotoxicidade, foi a morte de 50 pacientes de uma unidade de
hemodialise em Caruaru — PE/Brasil, em 1996, através da d&gua contaminada utilizada na
hemodidlise, e a intoxicacdo de 76 outros pacientes com sintomas agudos de

neurotoxicidade (por surdez, zumbido, cegueira reversivel) (RAMOS et al., 2014).

2.2.  Raphidiopsis raciborskii (Woloszynska) Aguilera, Berrendero Gomez,
Kastovsky, Echenique & Salerno 2018
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A espécie Raphidiopsis raciborskii (anteriormente  Cylindrospermopsis
raciborskii) (Figura 3) é uma cianobactéria planctonica e filamentosa encontrada em
ambientes de dgua doce que foi descrita, a principio, em ambiente de clima tropical. Tal
espécie ha mais de 20 anos vem formando floragGes também em ambientes temperados,
demonstrando sua capacidade de dispersdo (e facilidade de adaptacdo a condicdes
adversas (AGUILERA et al., 2018).

Figura 3. Espécie Raphidiopsis raciborskii.

Fonte: Autora (2021).

Atuando como neurotoxinas, a Raphidiopsis raciborskii é capaz de bloguear 0s
canais de sédio da membrana do axdnio, impedindo a propagacdo do impulso nervoso.
Esse grupo conta com cerca de 57 andlogos cianotoxicos — podendo ser ndo-sulfatadas
(saxitoxina e neosaxitoxina), com um grupamento sulfato (goniautoxinas) e dois

grupamentos sulfato (C-toxinas) (PEARSON et al., 2010) — de toxicidade variada.

A molécula ndo-sulfatada saxitoxina € umas das mais toxicas conhecidas, com
uma dose letal (DLso%) de 10 mg.kg-t em bioensaios com camundongos. Em ambientes
aquaticos, apesar de serem altamente hidrossollveis, as STXs produzidas, séo
persistentes em &guas de ambiente tropicais, e tendem a ser contidas no interior das
celulas, sendo liberadas na lise resultante de estresse ou da morte do organismo
(CASTRO et al., 2020). As linhagens isoladas sdo conhecidamente produtoras de
cilindrospermopsinas (CYN) e saxitoxinas (STXs), porém cepas isoladas na América do
Sul, vém demonstrado capacidade de produzir apenas STXs e, evolutivamente, aparentam
ter suprimido a capacidade de produzir, a cilindrospermopsina (CYN) (VICO et al.,
2020).



35

2.2.1 Saxitoxinas

As saxitoxinas (Figura 4) séo alcaldides que foram pela primeira vez isoladas de
tecidos de moluscos marinhos, particularmente bivalves, organismos que as acumulam
apos filtracdo de 4gua contaminada, geralmente em consequéncia da ocorréncia de um
bloom de produtores destas toxinas. Em ecossistemas marinhos, as saxitoxinas sao
principalmente produzidas pelos dinoflagelados Pyrodinium bahamense, Alexandrium
spp. € Gymnodinium catenatum (METCALF e CODD, 2012; MURK et al., 2019;
CHRISTENSEN et al., 2020). Dinoflagelados destes géneros (Alexandrium,
Gymnodinium e Pyrodinium) ocorrem principalmente ao largo das costas do Atlantico e
do Pacifico (O'NEILL et al., 2016; VISCIANO et al., 2016).

Figura 4. Estrutura molecular da saxitoxina (SXT).
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Fonte: METCALF et al., 2012.

O mais recente caso envolvendo blooms de Gymnodinium catenatum foi em
Portugal, em outubro de 2018 na praia da Caparica (Lisboa), levando & intoxicagédo e
hospitalizacdo de duas pessoas devido ao consumo de mexilhdes azuis (Mytilus spp.)
contaminados com saxitoxinas produzidas por esta espécie de dinoflagelados
(CARVALHO et al., 2019). No entanto, as saxitoxinas sdo também produzidas por
algumas cianobactérias de 4gua doce (ZEGURA et al. 2011; CHRISTENSEN et al.,
2020), pertencentes aos géneros Aphanizomenon, Anabaena, Planktothrix, Raphidiopsis
e Lyngbya, tendo ja sido quantificadas saxitoxinas em muitos ecossistemas de 4gua doce
um pouco por todo o mundo (Artico, Nova Zelandia, Canada e Europa), em concentragoes
a variaram entre 0,09 pg.L*e 193 pg.L"* (MOREIRA et al., 2021).
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Tais cianotoxinas estdo entre as neurotoxinas naturais mais potentes, com a
capacidade de afetar a geracdo de impulsos nervosos. O comprometimento da geracédo de
impulsos nervosos leva a supressao da estimulagdo dos musculos, podendo por exemplo
resultar em paralisia respiratdria quando os musculos respiratérios sdo afetados. Quando
produzidas por dinoflagelados em ambiente marinho, as saxitoxinas estdo associadas a
um conjunto de sintomas especificos conhecido por intoxicagdo por toxinas paralisantes
em marisco (do inglés paralytic shellfish poisoning; PSP). Apesar desta cianotoxina ter
sido amplamente estudada no contexto marinho, ainda existem diversas dividas
relativamente aos efeitos resultantes da exposicdo a esta toxina através do contato com
e/ou ingestdo de agua doce (CHRISTENSEN e KHAN, 2020).

A sindrome PSP resulta da ingestdo de produtos alimentares marinhos
contaminados e € caracterizada pelos seguintes sintomas: ardor, dorméncia, colicas,
vomitos, diarreia, paralisia, dificuldade em respirar, transpiracdo excessiva, salivacdo e
dores de cabecga (VISCIANO et al., 2016; O'NEILL et al., 2016; RUTKOWSKA et al.,
2019). Ainda ndo existe um tratamento eficaz disponivel para reverter os efeitos das
saxitoxinas, sendo que a Unica intervencao de apoio existente para casos de intoxicacdo
mais graves consiste na utilizacdo de processos mecanicos de respiracéo artificial até os

toxicos serem excretados (MURK et al., 2019).

Um elevado nimero de casos de intoxicagcdo humana por saxitoxinas através do
consumo de marisco, cefalopodes e peixes contaminados € reportado todos os anos,
especialmente no Japdo e América do Sul (VISCIANO et al., 2016; O'NEILL et al., 2016;
MURK et al., 2019). Em ambientes de agua doce, as saxitoxinas sao conhecidas por
causar principalmente sintomas de intoxicagdo, mas também mesmo morte, em gado que
ingere 4gua contaminada (MURRAY et al., 2011). A acumulagdo de saxitoxinas ocorre
geralmente nas visceras de marisco contaminado, mas no polvo comum (Octopus
vulgaris) e na lula (Dosidicus gigas) foram também registadas elevadas concentracfes de
saxitoxinas (390 até 2680 mg.kg1), em particular na glandula digestiva destes moluscos
(LOPES et al. 2014; CHORUS et al., 2021). Peixes pescados para consumo humano
também acumulam saxitoxinas, principalmente no figado (até 0,6 mg.kg™) e em menor

concentracio no tecido muscular (até 0,02 mg.kg™?) (TESTAI et al., 2016).

2.2.2  Cilindrospermopsina
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Considerada a representante principal das citotoxinas, a cilindrospermopsina
CYN (C15H2:Ns07S) é um alcaldide triciclico inibidor da sintese protéica, com um peso
molecular de 415. Apresenta natureza zwitteridnica, ou seja, € um ion dipolar, que possui
cargas elétricas opostas em diferentes &tomos da molécula. Devido a essa propriedade, é
altamente solivel em &gua. Sua estrutura molecular que consiste em um grupo de

guandinina triciclica combinada com um hidroximetil uracilo (BURATTI et al., 2017).

Figura 5. Estrutura molecular da cilindrospermopsina (CYN)

Fonte: METCALF et al., 2012.

O primeiro registro de cilindrospermopsina data de 1979, depois de um surto de
hepatoenterite, em Palm Island na Australia, atribuido a ocorréncia de uma floragéo da
espécie Raphidiopsis raciborskii antigamente denominada por Cylindrospermopsis
raciborskii, em um reservatorio de abastecimento de dgua. Por apresentarem efeitos
amplos, ocasionando desordens nos rins, trato gastrointestinal, érgdos enddcrinos,
coracao, sistema imune, vascular e muscular (RUTKOWSKA et al., 2019). Esta
cianotoxina também pode ser considerada uma hepatotoxina, pois exerce a sua a¢ao no
figado causando a perda de cromossomas e da cadeia dupla de DNA que leva a formacao
de tumores hepaticos. Geralmente apresentam duas respostas de toxicidade: uma rapida,
provavelmente devido a formacdo de um metabolito tdxico no organismo, e outra mais
lenta, resultado da inibigdo da sintese proteica (BURATTI et al., 2017).

A estabilidade desta substancia € bem conhecida, Moreira et al. (2012) e
Poniedzialek et al. (2012), através de ensaios de ebulicdo repetida da dgua e de exposi¢cdo
a variacOes de pH entre 4 a 10 durante 2 meses, comprovaram alta estabilidade da CYN
a valores extremos de temperatura e pH, quando se encontra em solu¢do. Contudo, em
meio de cultura e exposta a radiacdo solar, ela degrada-se rapidamente. Essas
caracteristicas de estabilidade da CYN no meio conferem um elevado potencial de

toxicidade, pois aumenta o risco de exposicdo da populacdo e dos organismos nos
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ambientes aquaticos, onde condi¢cdes mais favoraveis de temperatura e pH permitem a
persisténcia da CYN por tempo prolongado (DITTMANN et al., 2013).

2.3 Dolichospermum solitarium (Rabenhorst ex Bornet & Flahault) P. Wacklin,
L. Homann & J. Komarek 2009)

Reconhecidas por habitarem em ambientes meso-eutréficos sendo tolerantes a
condigdes de pouca luz e mistura da coluna de agua, Dolichospermum solitarium ja foi
reportada em nas regiGes Sul e Sudeste do pais, e em reservatorios do semiarido de
Pernambuco e Paraiba, e designadas por serem potencialmente produtora de anatoxina
e/ou microcistina, além de composto nao toxico como geosmina, que confere gosto e odor
desagradavel a dgua (NERY et al., 2019). Esta espécie € caracterizada por apresentar
tricomas retos e solitarios com um envelope mucilaginoso amplo. Suas células séo
esféricas a ovais, mais longas que largas (4,5-7,0 um didmetro, 5,0-7,5 wm comprimento)
com aerétopos. Exibem acinetos cilindricos (15,0-17,0um didmetro, 19,0-28,0 pum
comprimento), isolados e distante dos heterdcitos esféricos (6,5-10,0 um), conforme

observado na Figura 6 a seguir.

Figura 6. Espécie Dolichospermum solitarium.

Fonte: Autora (2021).

2.3.1 Anatoxina-a

Anatoxina-a C1oHi1sNO (peso molecular de 165.232 g.mol™) é uma cianotoxina
de ocorréncia natural, comumente isolada de cianobactérias (Dolichospermum spp,
Oscillatoria spp, Aphanizomenon flos-aquae e Raphidiopsis spp.). Foi a primeira
cianotoxina a ser quimica e funcionalmente definida, e trata-se de uma amina secundaria
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(DEVLIN et al., 1977). Estruturalmente € um organofosfato N-hidroxiguanina ciclico

com uma fracdo de éster de fosfato (Figura 7).

Figura 7. Estrutura molecular da anatoxina —a (ATX-A).
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Fonte: METCALF et al., 2012.

Considerada um alcaloide potente, bloqueador de fun¢des neuromusculares pos-
sinaptico de receptores nicotinicos e colinérgicos, na qual se liga irreversivelmente a
receptores de acetilcolina, desencadeando a contracdo continua das células musculares.
Logo, a anatoxina-a funciona como uma analogo da acetilcolina, porém, ndo sofre a
degradacdo comum realizada pela enzima acetilcolinesterase. Consequentemente, a
ligacdo da anatoxina-a em receptores da acetilcolina provoca exaustdo na contracao
muscular. A DLso (i.p.) em camundongos é de 200 mg.kg™* de peso corporeo, com tempo
de sobrevivéncia de 1 a 20 minutos. A letalidade aguda pode ocorrer quando animais
ingerem por via oral pequena quantidade de 4gua da superficie com floragdes tdxicas das
mesmas (RUTKOWSKA et al., 2019).

3. Legislacdo: padrdes, limites nacionais e monitoramento de cianotoxinas

Em virtude dos inimeros problemas causados pelas floracGes de cianobactérias,
varios paises observaram a necessidade de prevenir, monitorar e controlar a incidéncia
desses microrganismos e suas toxinas em aguas (JACINAVICIUS et al., 2021). Em geral,
um o6rgdo publico e responsavel pelo controle da qualidade da agua, seus usos e
monitoramento ambiental, com o objetivo de identificar possiveis problemas, por
exemplo, floragGes. A partir disto sdo feitos estudos e criadas comissdes de investigagéo.
Dependendo da gravidade da situacdo, sdo levadas para Orgdos superiores, pois a

responsabilidade em garantir os interesses da sociedade € do governo.
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Segundo o Conama 357/15, o numero de células de cianobactérias maximo
permitido é de 50.000 células.mL™ para a Classe 2. Para a Classe 3 é de 100.000
células.mL™ e ndo ha limite superior para o nimero de células para a Classe 4. A Classe
2 € destinado o0 uso para o abastecimento para consumo humano, ap0s tratamento
convencional; a Classe 3 destinada ao abastecimento para consumo humano, apés
tratamento convencional ou avancado; e a Classe 4 é destinada apenas a navegacgdo e a

harmonia paisagistica e ndo podera ser empregada para o abastecimento publico.

Devido a relatos de intoxicagdo e morte de humanos como a “tragédia da
hemodidlise, citada anteriormente, proporcionaram maior visibilidade e preocupacéo de
0rgdos publicos responsaveis pela manutencao da satde puablica. Como consequéncia do
fato, a Portaria 518/2004 do Ministério da Saude, responsavel por padronizar a
potabilizacdo de aguas brasileiras, citou, pela primeira vez, os valores maximos

permitidos de cianobactérias e cianotoxinas para agua potavel.

A atual Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio de 2021 (BRASIL, 2021), altera o
Anexo XX da Portaria de Consolidacdo GM/MS n° 5, de 28 de setembro de 2017, para
dispor sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para
consumo humano e seu padréo de potabilidade (Tabela 1). Essa portaria ainda determina
que se a contagem de celulas de cianobactérias representar 10% ou mais do fitoplancton,
deve ser realizado monitoramento trimestral de cianobactérias no manancial, no ponto de
captacdo. Quando a contagem de células de cianobactérias exceder 10.000 células.mL™,
0 monitoramento em mananciais superficiais de abastecimento de 4gua deve ser semanal.
Quando a contagem de células de cianobactérias exceder 20.000 células.mL™, deve-se
realizar andlise das cianotoxinas microcistinas, saxitoxinas e cilindrospermopsinas no
ponto de captacdo com frequéncia no minimo semanal.

Tabela 1. Valores Maximos Permitidos (VMP) para cianotoxinas em aguas para
consumo humano.

Cianotoxinas Unidade VMP
Microcistinas ng. L1 1,0
Saxitoxinas ng. L1 3,0
Cilindrospermopsinas ng. Lt 1,0

Fonte: BRASIL, 2021
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Para o monitoramento das cianotoxinas, deve-se considerar que a persisténcia no
ambiente altere com o tipo de toxina. As microcistinas, por exemplo, apresentam
degradacdo mais lenta: estudos demonstraram que foi necessario um periodo de 30 dias
para degradacdo de 90% da microcistina dissolvida no ambiente. Esta caracteristica é
importante porque, apesar de determinado local ndo conter um ndmero significativo de
células de cianobactérias, as toxinas podem estar presentes em concentracGes elevadas.
Considera-se também que uma mesma cepa de cianobactéria pode produzir mais de um
tipo de cianotoxina, com diferentes tempos de permanéncia no ambiente (CETESB,
2013).

A Organizacdo Mundial de Satde também recomenda que as entidades gestoras
do sistema de abastecimento publico de agua desenvolvam planos para garantir a
qualidade da agua, incorporando metodologias de monitoramento e um plano de
contingéncia para gestdo de riscos relativos & presenga de cianobactérias. O
monitoramento deve ser na tomada de agua, em perfil vertical, para acompanhar o
deslocamento das cianobactérias pela coluna d’agua. Pontos dispersos pelo manancial
podem ser interessantes para avaliar potenciais fatores responsaveis pela producdo das
floracdes e seu deslocamento em funcéo de ventos e fatores hidrodindmicos, inspecoes
de cor e odor, verificagdo da ocorréncia ou ndo de mortandade de peixes, e outras
informagdes do local que possam ser importantes para a avaliacdo final. Dessa forma,
privilegia-se uma abordagem focada na prevencdo, garantindo a protecdo da saude
publica. A garantia da qualidade das 4guas para abastecimento publico esté intimamente
relacionada a protecdo da respectiva fonte de agua bruta. A gestdo das causas de
contaminacdo das dguas naturais traduz-se em maior disponibilidade com menor grau de
contaminacdo, implicando num menor esforco no processo de tratamento (CETESB,
2013).

Uma das rotas mais comuns de exposi¢do humana as cianotoxinas € a ingestao de
agua contaminada e estudos demonstraram que a tecnologia de tratamento de agua,
predominantemente nas ETAS convencionais, possibilita a remocdo de grande parte das
células microalgas e cianobactérias, por outro lado, é ineficiente na remocgdo de
cianotoxinas dissolvidas. Dessa forma, torna-se necessaria uma tecnologia de tratamento
complementar que possa atuar na otimizagao do processo, COmo € 0 caso dos processos

oxidativos avancados.
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4. Tecnologias avangadas de tratamento de agua e remocao de cianotoxinas

4.1  Processos oxidativos avangados (POAS)

Desde o final do século XX os processos oxidativos avancados (POAs) vém se
destacando como tratamentos alternativos, para removerem substancias recalcitrantes de
dificil degradabilidade. Considerados como tecnologias alternativas na degradacdo de
diversos poluentes, altera a estrutura quimica dos compostos, tornando-as substancias

inofensivas ou inertes, tais como didxido de carbono e agua.

Estes processos, caracterizam-se por serem diferentes sistemas reacionais em que
o radical hidroxila ("OH) participa como principal agente oxidante. Este radical apresenta
elevado poder oxidativo (° = 2,8 V) que permite a completa mineralizagio de inimeras
espécies quimicas de grande impacto ambiental, podendo reagir através de trés
mecanismos distintos: abstracdo de hidrogénio, transferéncia de elétrons ou adicdo
radicalar (SIMONSEN et al.,, 2010; RIZZO, 2011), recorrendo-se a processos

homogéneos ou heterogéneos.

Os sistemas heterogéneos sdo caracterizados pelo uso de catalisadores sélidos,
como a fotocatélise heterogénea que utiliza o didxido de titanio (TiO2) como catalisador,
enguanto os sistemas homogéneos envolvem o uso de oxidantes como ozo6nio, ferro e
perdxido de hidrogénio e caracterizam-se por ocorrerem numa fase Unica, € mesmo a
combinacio deles, a exemplo do reagente de Fenton (H20, + Fe?") como geradores de
radicais. Estes processos podem ser gerados na presenga ou na auséncia de irradiacao

luminosa, conforme observa-se na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo dos sistemas tipicos de processos oxidativos avancados.

Sistemas Homogéneos Sistemas Heterogéneos
Com Radiacdo | Sem Radiacéo Com Radiacdo | Sem Radiac&o
H202/UV Os Feixe de elétrons Eletrofenton
0s/UV Fe®*/H,0; (Fenton) TiO2/0z/UV Processos
Foto-Fenton 0O3/H20: TiO2/H,0/UV eletroquimicos
(H202/Fe?* UV) O3/OH"
03/H202/UV

Fonte: FIOREZE et al., 2014.
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De acordo com Kumar et al. (2018), a eficiéncia e as taxas de oxidacdo de um
processo fotocatalitico, durante a degradacgéo de poluentes organicos, depende de varios
fatores, tais como: concentragédo do substrato, quantidade do catalisador, pH da solucéo,
temperatura do meio reacional, tempo e intensidade de irradiacdo da luz, area superficial
do semicondutor, dopagem de ions metalicos e ndo metélicos, capacidade de dissolucdo

do oxigénio do meio reacional, natureza e estrutura do fotocatalisador.

Os POA’s na degradacdo de poluentes organicos apresentam inumeras vantagens
e desvantagens (ANTONOPOULOU et al., 2014; ABBAS e ZAHEER, 2014), tais como:

e Apresentam-se como principais aplicacbes no tratamento de agua e efluentes,
remediacdo de solos e dgua subterraneas, desinfeccdo e remocéo de odores;

e Pode ser aplicado de forma isolada - principalmente na utilizacdo para degradacéo de
substancias de aguas pouco contaminadas, como é o caso, por exemplo, de adguas
poluidas com compostos organohalogenados (hidrocarbonetos clorados) e defensivos
agricolas;

e Apresentam rapidas velocidades de reacdo, além da oxidacdo ndo seletiva, 0 que
permite que varios contaminantes sejam tratados ao mesmo tempo pelo mesmo
reagente;

e Caracterizam-se serem um tipo de tratamento destrutivo, ou seja, 0 contaminante nao
é simplesmente transferido de fase, mas sim degradado através de uma seqiiéncia de
reacGes quimicas;

e A sua inespecificidade viabiliza a sua utilizacdo para a degradacéo de substratos de
qualquer natureza quimica, sendo destaque a degradacdo de contaminantes refratarios
e toxicos, cujo tratamento bioldgico pode ser viabilizado através da oxidacéo

avancada parcial;

Dentre as condig¢des que limitam sua aplicabilidade, se destacam:

o Nem todos os processos estdo disponiveis em escala adequada;

o Os custos podem ser elevados, principalmente devido ao consumo de energia;

o Hé& formacdo de subprodutos de reacdo, os quais em alguns casos sao toxicos;

o Apresentam restricdes de aplicacdo em condicdes de elevada concentracdo dos

poluentes;
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41.1 Catalise homogénea utilizando reagente Fenton (Fe?*/ H205)

A reacédo de oxidacdo Fenton foi descrita pela primeira vez em 1894 por Henry
John Horstman Fenton, o qual observou que o H,O2 podia ativar-se na presenca de Fe?*
para oxidar acido tartarico, a&cido malico e outros compostos organicos (FENTON, 1984).
Utilizando este reagente muitas moléculas organicas poderiam ser facilmente oxidadas
sem haver a necessidade de altas temperaturas, pressdes elevadas ou equipamentos
complexos. Entretanto, somente 40 anos mais tarde, em 1932, Haber e Weiss propuseram
0 mecanismo de geracdo de radical hidroxila que ocorre por meio da decomposicdo
catalitica do peroxido de hidrogénio em meio acido. Ou seja, este processo, €
caracterizado por induzir a reducio catalitica em solugdes aquosas de H,O; e de Fe 2

(ions ferrosos) a Fe** (fons férricos) conforme (Equacéo 1)

Fe** + H,0, — Fe** + OH' + OH~ k=76L mol? s? 1

Este processo tem demonstrado algumas vantagens significativas em relacao aos
demais, ja que o ferro € um elemento amplamente disponivel e de facil remocéo do meio
de reacdo, visto que precipita com grande facilidade em pH acima de 7. O peroxido de
hidrogénio por sua vez, se decompde formando &gua, conforme apresentado na Equacéo
2.

Fed* + H,0, — Fe?t + HO, + HY 2

Os ions ferrosos estdo presentes como complexos em solucdo aquosa, em
condicBes de baixo pH, na auséncia de ligantes. A reacdo de oxidacgdo do ion férrico com

o radical hidroxila produz ion ferroso e um ion hidroxila como mostra a Equacéo 3.

Fe?* + HO' — Fe* + OH~ 3

O peroxido de hidrogénio pode ser produzido voltando ao ciclo através da reacao
entre dois radicais hidroxila (Equagéo 4).

HO+ HO® — H:02 4
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Quando o perdxido de hidrogénio estd em concentracdes altas pode reagir com o
radical hidroxila produzindo agua e radical hidroperoxila causando efeito negativo na

degradacéo dos poluentes (Equacdo 5).

H,02 + HO® — HO2" + H,0 5

O pH é um parametro relevante na reacdo Fenton, por estar diretamente
relacionado com a velocidade de degradacdo de compostos organicos. O valor do pH
eficiente na degradacdo de compostos organicos situa-se entre 2,5 e 3,0. Valores de pH
acima de 3,0 contribuem para a formacéao de precipitado de Fe (OH)s. Em solugéo alcalina
(pH 11), o radical hidroxila e o perdxido de hidrogénio reagem para formar um éxido e
um ion de peroxido (BOKARE et al., 2014).

A velocidade de degradacdo também diminui em pH abaixo de 2,5, apesar das
espécies de Fe*? permanecerem solliveis, pois altas concentracbes de H* podem

sequestrar radicais hidroxila (Equagéo 6).

OH +H"+e — H0 6

O ion Fe®*" formado, conforme mostrado na Equacdo 1 reage com ions OH-
oriundos da reducéo do perdxido de hidrogénio e da dissociacdo da agua e formam as
espécies hidrolisadas de ferro (I11), as quais encontram-se em equilibrio com o precipitado
de hidroxido férrico (Fe (OH)s), realizando a coagulagdo. A coagulagdo, nesse caso, sé é
efetivada devido a geracdo dos complexos de hidréxido de ferro, como também a
formacdo de oxi-hidréxidos ap6s o ajuste de pH caso seja necessario, formando ou

aumentando o tamanho dos flocos e facilitando a precipitacdo das particulas.

4.1.2 Mecanismos de reagdes envolvidas no processo classico de Fenton

Os mecanismos para degradacdo de contaminantes organicos via processo Fenton
podem ser considerados complexos, devido ao grande numero de radicais altamente

reativos formados, curto tempo de permanéncia e inumeros intermediéarios de reacdo
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(ASGHAR et al., 2015). O processo de coagulacdo, o qual é fundamentado pela formacéo

de espeécies hidrolisadas, conforme as equagdes de 7 a 11.

[Fe (H20)6]** + H20 > [Fe (H20)s0H]?" + HsO* 7
[Fe (H20)sOH]?* + H20 <« [Fe (H20)4(OH)2] + H3O* 8
[Fe (HzO)sOH] CADEN [Fe (HzO)g(OH)z]4+ + 2HO, 9
[Fe (HzO)g(OH)2]4+ + H20 <« [Fe2(H20)7(OH)3]3+ + H3O* 10
[Fez(H20)7(OH)3]3+ + [Fe (HzO)sOH]2+ > [Fez(H20)7(OH)4]5 + 2H,0 11

Diversas vantagens dos processos de oxidacdo de Fenton, e que 0s tornaram tao
populares, sdo: (1) os radicais oxidantes sao gerados a pressdo e temperatura ambiente,
dispensando a utilizacdo de instalagdes de reatores complexos, (2) a simplicidade do
processo, bem como a sua flexibilidade permitem fécil implementac&o como um sistema
individual ou hibrido, (3) facilidade de integragdo com outros processos ja existentes no
tratamento de 4gua, como a coagulacéo, filtracdo e oxidacao bioldgica, (4) a velocidade
elevada com que ocorre a reacdo entre o ferro e 0 H20O provoca a ativagdo do H.O; e a
subsequente geracdo de OHe, gerando o menor tempo de reacdo entre todos os POAs
(FIOREZE et al., 2014).

A maior desvantagem é atribuida a necessidade do pH &cido para que as espécies
de ferro se encontrem dissolvidas. No entanto, a presenca da matéria organica pode ser
capaz de auxiliar em sua solubilidade. Complexos organicos de Fe** sdo estaveis em pH
neutro, tornando capaz de ultrapassar a dependéncia do pH acido do processo foto-Fenton
tradicional. Complexos fotoativos de Fe®" sdo formados por grupamentos carboxilatos e
policarboxilatos, sendo os mais comumente presentes em matéria organica dissolvida
(SPUHLER et al., 2010).

Deste modo, pode-se verificar que a utilizacdo do processo Fenton como
alternativa para a decomposicédo de poluentes organicos presentes em efluentes liquidos
é uma alternativa adequada, uma vez que os mecanismos de reacao ja sdo compreendidos
e reportados na literatura, além da simplicidade instrumental para a geracao das espécies
oxidantes deste processo. Contudo, devido ao imenso numero de intermediarios reativos

formados, estudos de subprodutos e toxicidade sao ferramentas adequadas para avaliacdo



47

da qualidade do afluente tratado, podendo desta maneira decidir a melhor estratégia sobre

o descarte no meio ambiente.

5. Subprodutos produzidos da oxidac¢éo da cianotoxinas

Uma grande preocupacdo com o tratamento utilizando processos de oxidacgéo é a
formacéo de subprodudos ou produtos intermediarios, que podem resultar numa poluicédo
secundaria. Com a utilizagdo de técnicas como espectrometria de massas é possivel
determinar quais sdo os possiveis subprodutos gerados, pois com a composic¢ao elementar
do fragmento é possivel elucidar como ocorreu sua oxidacdo. A diversidade de
fragmentos gerados nos possiveis tratamentos pela via de oxidacdo, apresentam a nao
constdncia de valores de massa, sendo assim, necessarios maiores estudos na
determinacdo dos parametros que influenciam a formacdo de um certo subproduto em

detrimento de outro numa reacdo de oxidacao.

Logo, com o possivel isolamento e purificacdo dos mesmos para utilizacdo de
testes de toxicidade, inibicdo de proteina para reconhecimento do nivel de poluicdo
secundaria, por meio dessa via de tratamento, a exemplo das microcistinas, na qual a
degradacdo é influenciada por compostos organicos coexistentes e qualidade da agua, a
mineralizacdo completa se torna inviavel, podendo ocorrer a formacao de subprodutos
resultantes desta oxidacdo (ZONG et al., 2013). Com a oxidacdo da molécula de MC-LR,
ocorre a formacdo secundaria de diversos compostos, devido aos fragmentos de
moléculas ainda presentes, que possuem igual, maior ou ndo toxicidade do composto

original.

Diversos estudos utilizando oxidantes comuns ou POAs (LIU et al.,, 216;
ALBUQUERQUE, 2017; KARCI et al., 2018; KHADGI et al., 2019; LI et al., 2019;
SOARES et al., 2021) ja elencaram os possiveis subprodutos gerados nas suas reacoes de
oxidacdo. Verificou-se que variaveis como o tipo de oxidante, pH do meio, agua matriz
e dosagem de oxidante podem influenciar os tipos de intermediarios de oxidagdo de
cianotoxinas gerados, além do favorecimento para uma rota de reacdo em detrimento de
outra. Os POAs podem ser usados para degradacdo e mineraliza¢ao parcial de poluentes,
a fim de economizar custo, mas isso tem a principal desvantagem de gerar produtos de
transformacdo que sdo mais toxicos do que seus compostos originais (KARCI et al.,
2018).
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6. Ecotoxicologia como ferramenta integrada de avaliacdo ambiental

A cronologia das pesquisas ecotoxicoldgicas no Brasil tem seus primérdios no
trabalho de Rocha et al. (1971) descritos no relatorio da FESB-CETESB (1971); quando
estes autores iniciaram o desenvolvimento de testes de toxicidade, utilizando a tilapia,
com um efluente de uma industria na regido do rio Atibaia (SP). Ja em termos
metodologicos, foi a partir de 1975 que se deu o desenvolvimento e a adaptacéo de varios
métodos de ensaios de toxicidade aguda e crénica, de curta duracdo, utilizando outros
grupos e espécies de organismos, dentre os quais estdo presentes as algas, 0s
microcrustaceos e 0s peixes de aguas continentais e marinhas, além de testes com
sedimentos, para avaliacdo da poluicdo hidrica. Em 1987 a Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas - ABNT, por meio dos trabalhos desenvolvidos pelo GT02 (Grupo de
Toxicidade) da Comissdo Técnica de Qualidade das Aguas, comeca a publicar suas

primeiras normas relativas a testes ecotoxicol6gicos com organismos aquaticos.

Héa algumas décadas a avaliacdo dos efluentes in natura ou da agua ja tratada vem
sendo descrita e recomendada por métodos padrbes de vérias entidades internacionais
como a Organizacao Internacional de Normalizacdo (1SO), a Organizagao de Cooperagao
e Desenvolvimento Econémico (OCDE), a Agéncia de protecdo ambiental dos EUA
(USEPA), dentre outras organizagdes de protecdo ambiental. Entre os métodos utilizados
estdo os ensaios ecotoxicoldgicos que sdo bem analisados e em muitos paises eles sdo
uma ferramenta padrdo para caracterizar a qualidade do efluente (POWER e
BOUMPHREY, 2004).

A ecotoxicologia é uma vertente da toxicologia e diferencia-se desta no sentido
de que integra os conceitos de ecologia aos estudos de toxicidade, ou seja, € a ciéncia que
estuda os efeitos adversos das substancias naturais ou sintéticas presente nos efluentes
sobre os organismos vivos, quando liberadas no meio ambiente (RAGASSI et al., 2017).
Os desafios nas descobertas recentes desta area carecem que se complementem com 0s
conhecimentos de outras esferas, que ndo somente a toxicologia, assim como da biologia
molecular, quimica, antropologia, matematica e evolu¢ido (RODRIGUEZ-ROMERO et
al., 2021). Os testes de toxicidade diferem principalmente quanto ao tempo de exposi¢édo
do organismo teste ao agente ou substancia a ser testada. Os testes de toxicidade aguda,
tém por objetivo mensurar a capacidade de determinadas substancias quimicas ou

amostras ambientais, de causar efeitos deletérios sobre os organismos teste, durante um
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curto periodo de tempo (24 a 96 h) em relacdo ao periodo de vida do organismo. Os
resultados sdo avaliados através da Concentracao Letal Mediana (CLso), que corresponde
a concentracdo da substancia toxica responsavel por provocar a mortalidade de 50% dos
organismos teste; ou através da Concentracdo Efetiva Mediana (CEsp), relacionada a
concentracdo da substancia que causa imobilidade a 50% dos organismos teste (BRASIL,
2017).

De acordo com Castro et al. (2020), nos ensaios ecotoxicoldgicos, os efeitos
agudos sobre a sobrevivéncia ou imobilidade dos organismos-teste sdo vistos quando
esses organismos sdo submetidos a presenca de substancias em altas concentragdes. Ja os
efeitos crbnicos sdo comumente notados sobre o crescimento, a reprodugdo, o
comportamento, entre outros, pois a dose da substancia administrada estd em baixas
concentracfes e em contato por longos periodos, possibilitando assim o surgimento de
efeitos sistémicos especificos sobre o ciclo de vida dos organismos (COSTA et al., 2013).
Na auséncia desses efeitos, deve-se levar em consideragdo o acimulo das substancias
quimicas, que podem atingir niveis elevados no organismo, causando efeitos deletérios
ao longo do tempo e intoxicacdo. Nestes testes, 0s resultados sdo expressos em
Concentracdo de Efeito Nao Observado (CENO), que corresponde a maior concentracdo
da substancia toxica, que ndo causa efeito deletério estatisticamente significativo na
sobrevivéncia e reproducdo dos organismos nas condigdes de teste; e Concentracdo de
Efeito Observado (CEQ) que esté relacionada a menor concentracdo nominal do agente
toxico, que causa efeito deletério (BRASIL, 2017).

6.1  Legislagdo sobre toxicidade

No Brasil existem poucas leis referentes a toxicidade. Pode-se citar a Resolucéo
CONAMA 430/2011 e a Lei Federal de Recursos Hidricos 9.433/97 como as mais

importantes referéncias legais para controle de toxicidade no Pais.

A Lei Federal de Recursos Hidricos 9.433/97, que institui a Politica Nacional de
Recursos Hidricos e cria o Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos,
descreve em seu Art. 21: “Na fixa¢cdo dos valores a serem cobrados pelo uso dos recursos
hidricos devem ser observados, nos langamentos de esgotos e demais residuos liquidos
ou gasosos, 0 volume langcado e seu regime de variacdo e as caracteristicas fisico-
quimicas, biologicas e de toxidade do afluente” (BRASIL, 1997).
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A Resolucdo CONAMA 430/2011 dispde sobre a classificacdo dos corpos de dgua
e diretrizes ambientais para 0 seu enquadramento, bem como estabelece as condicdes e
padrdes de lancamento de efluentes (BRASIL, 2011). Nesta Resolugdo 0s seguintes

artigos descrevem sobre toxicidade:

* Art. 7°, paragrafo tinico: “Eventuais interag0es entre substancias, especificadas
ou ndo nesta Resolucdo, ndo poderdo conferir as aguas caracteristicas capazes de causar

efeitos letais ou alteragao de comportamento, reproducédo ou fisiologia da vida”.

* Art. 8°, em seu § 1° “Também deverdao ser monitorados 0s parametros para 0s
quais haja suspeita da sua presenca ou nao conformidade”. No § 3° “A qualidade dos
ambientes aquaticos podera ser avaliada por indicadores biol6gicos, quando apropriado,
utilizando-se organismos e/ou comunidades aquaticas”. E no § 4° “As possiveis
interacbes entre as substdncias e a presenca de contaminantes ndo listados nesta
Resolucao, passiveis de causar danos aos seres vivos, deverdo ser investigadas utilizando-
se ensaios ecotoxicoldgicos, toxicoldgicos, ou outros métodos cientificamente

reconhecidos”.
* Art. 34° em seus paragrafos 1° e 2° dispde:

8 1° O efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar efeitos toxicos
aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de toxicidade

estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente.

§ 2° Os critérios de toxicidade previstos no § 1° devem se basear em resultados de
ensaios ecotoxicoldgicos padronizados, utilizando organismos aquaticos, e realizados no

efluente.

A ABNT (Associacdo Brasileira de Normas Técnicas) é uma das agéncias que
elabora as normas de testes ecotoxicol6gicos, padronizando assim esses ensaios com
organismos testes a serem utilizados, baseando-se nos conhecimentos adquiridos pelos
pesquisadores desta, em relacdo as agéncias mais tradicionais, e, adaptando tais ensaios
as nossas necessidades. Para avaliar a toxicidade de agentes quimicos, é necessario
realizar ensaios toxicoldgicos com organismos representativos de diferentes niveis
tréficos. O conhecimento da toxicidade de substancias toxicas em diferentes organismos,
possibilita estabelecer limites permissiveis destas substancias para a protecéo da vida e

avalia o impacto que estes poluentes causam, permitindo estabelecer e avaliar critérios e
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padroes de qualidade das aguas. Nos estudos dos efeitos agudos de produtos
potencialmente toxicos ao meio ambiente e aos seres humanos, sdo utilizados
organismos-teste como peixes, microcrustaceos e microalgas, por serem sensiveis e

representarem diferentes niveis troficos.

6.2 Niveis tréficos

Uma das limitagcbes encontradas para o emprego de organismos Vivos como
indicadores de toxicidade € a diferenca de sensibilidades apresentada pelos organismos
frente aos compostos quimicos ou efluentes. Diversos estudos tém mostrado a diferenca
entre as respostas de toxicidade obtidas para um mesmo composto sobre organismos de

espécies diferentes.

Para uma avaliacdo mais adequada recomenda-se 0 uso de uma bateria de ensaios
que utilizem organismos representantes de diferentes niveis (Figura 8) da cadeia

alimentar.

Figura 8. Organismos representantes de diferentes niveis troficos da cadeia alimentar.
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Fonte: adaptado Tortora, 2012.

6.2.1 Microalga Chlorella vulgaris como indicador biol6gico

As microalgas s@o seres unicelulares ou pluricelulares, apresentando algumas
semelhancas com as plantas superiores, exemplos dessas similaridades é a presenca de

pigmentos fotossintéticos, que tem a capacidade de transformar energia solar em
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biomassa, de produzir oxigénio e ter uma funcdo ativa no ciclo de nutrientes, servindo de

alimento organismos do zooplancton e peixes (COSTA et al., 2013).

O uso de microalgas como indicador bioldgico € importante porque, como
produtores primarios, elas se situam na base da cadeia alimentar e qualquer alteragdo na
dindmica de suas em comunidades pode afetar os niveis troficos superiores do
ecossistema. Dentre as vantagens em se utilizar microalgas em testes de toxicidade
podemos destacar sua grande sensibilidade as alteracfes ocorridas no meio ambiente e 0
seu ciclo de vida relativamente curto, o que possibilita a observacao de efeitos tdxicos em
varias geracGes (RAGASSI et al., 2017).

O efeito de inibicdo sobre uma populacdo de microalgas, apds um intervalo de
tempo, € determinado comparando-se o crescimento observado na presenca de agente
toxico com o crescimento normal observado em um sistema livre de agente toxico, o qual
¢ chamado de controle, nestes testes, a temperatura e a luminosidade devem ser
rigorosamente controladas porque podem afetar significativamente o crescimento das
mesmas (COSTA etal., 2013). A resposta bioldgica inclui efeitos sinérgicos, antagénicos
e aditivos de todos os componentes quimicos e fisicos que possam afetar a fisiologia e

funcBes bioquimicas da microalga.

Wang e colaboradores (2018), em seu trabalho analisaram os possiveis efeitos
alelopaticos dos exsudatos durante trés fases de crescimento da cultura de Microcystis
aeruginosa em trés microalgas (Scenedesmus quadricauda, Chlorella vulgaris e
Cyclotella meneghiniana). Os autores relatam que os crescimentos das trés microalgas
utilizadas no estudo, foram inibidos ao serem submetidas aos exsudatos provenientes da
fase exponencial e estacionaria da cultura de M. aeruginosa, enquanto que as cepas

expostas ao exsudato da fase de declinio aumentaram seu crescimento significativamente.

Em adicdo, um estudo realizado por Dong et al. (2019), apresentaram que a
espécie Microcystis aeruginosa pode influenciar a taxa de crescimento, aparéncia
morfoldgica, formagdo colonial e os pigmentos fotossintéticos da microalga Chlorella
vulgaris. No entanto, as microcistinas (MCs) ndo foram as substancias ativas neste
estudo. O crescimento de C. vulgaris também foi afetado pelos filtrados de M.
aeruginosa, influenciando a densidade inicial da microalga alvo. Todavia, 0 estresse

temporario de M. aeruginosa foi favoravel ao crescimento de C. vulgaris.
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Pinheiro et al. (2016) examinaram os efeitos de cianotoxinas (MC-LR e CYN)
individualmente e como uma mistura binaria, para avaliar a taxa de crescimento de
Chlorella vulgaris. Em exposi¢Oes Unicas, os resultados demonstraram que MC-LR e
CYN tiveram diferentes impactos nas taxas de crescimento de C. vulgaris nas maiores
concentracOes testadas. A utilizacdo da MC-LR individualmente ndo apresentou efeito
toxico, mesmo em altas concentracdes (37 mg. L™2); no entanto, a presenca de MC-LR
em concentragdes muito mais baixas (0,4-16,7 mg. L™) apresentou um aumento na

toxicidade comparada a CYN.

6.2.2 Microcrustaceo Daphnia magna

Daphnia magna (Straus, 1820) € classificada taxonomicamente no filo
Arthropoda, subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, ordem Diplostraca, subordem
Cladocera e familia Daphnidae, apresentando larga distribuicdo no hemisfério norte e
ocupam uma importante posicdo nas cadeias alimentares aquéaticas (Ruppert e Barnes,
1996). Segundo estes mesmos autores, 0 nome Branchiopoda caracteriza a classe que
possui coxas providas de epipodos achatados que servem como branquias. Este
zooplancton da ordem Diplostraca mede cerca de 5 a 6 mm, apresenta a cabeca livre e 0
tronco fechado dentro de uma carapaca bivalve que termina posteriormente em um
espinho apical. A extremidade da ponta do tronco, o p6s-abdémen, vira-se ventralmente
e para frente, apresentando garras e espinhos especiais para limpeza da carapaca. (NBR
12.713/2016).

Considerados consumidores primarios em um ecossistema aquatico, estes
organismos se alimentam de particulas em suspensdo e fitoplancton. A nutricdo se da
pela captura das particulas em suspensdo através da atracdo das cargas opostas das
particulas e a superficie de um filtro. Este filtro, € composto por cerdas finas dos
apéndices do tronco e coleta particulas da corrente hidrica, transferindo-as para o sulco
alimentar meio-ventral, e posteriormente para a boca. A excrecdo é realizada por
glandulas, e justamente por isso, sdo 0s primeiros seres afetados pelas toxinas produzidas
por cianobactérias, sofrem efeitos de bioacumulacdo, diminuicdo da filtragem de
alimentos, que pode causar mortalidade ou consequéncias ao longo de geracdes.
(CASTRO et al., 2020).



54

O seu desenvolvimento compreende quatro fases: ovo, juvenil, adolescente e
adultos, no qual possuem uma expectativa de vida média de 60 dias, podendo reproduzir-
se tanto assexuadamente — sob condi¢des ambientais favoraveis, uma fémea pode dar
origem a fémeas juvenis geneticamente idénticas (reproducdo por partenogénese) ou,
guando expostas a condi¢cdes ambientais adversas (diminuicdo do nivel da agua, super-
populacdo, baixas temperaturas, entre outros), as fémeas podem produzir machos —
quanto sexuadamente: na presenca de machos, algumas fémeas produzem ovos sexuados
(que sofreram meiose) que podem ser fecundados. Os ovos fecundados nao se
desenvolvem. Estes ovos s@o envoltos por uma membrana protetora, formando uma
estrutura em forma de “rissol” denominada ephippium (ANTUNES E CASTRO, 2017).

O género Daphnia é a espécie mais empregada em ensaios ecotoxicoldgicos para
uma variada gama de compostos, bem como devido a sua importancia ecologica,
disponibilidade e facilidade para manejo em laboratdrio, sendo considerada uma espécie
bioindicadora de toxicidade. Os testes com Daphnia sp. sdo normalizados e padronizados
internacionalmente pela OECD (Teste n° 202: Daphnia sp. Acute Immobilization Test,
2004) e pela ISO (ISO 6341:2012 - Determination of the inhibition of the mobility of
Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) - Acute toxicity test) e no Brasil pela NBR
12.713 (ABNT, 2016). Diversas pesquisas apontam que as cianotoxinas causam inibicdo
da atividade alimentar, diminuicdo no crescimento, baixo indice de reproducdo, ma
formacéo de filhotes, diminuicdo do tempo de vida, estresse oxidativo e aumento da
tolerancia as toxinas ao longo de geracdes (ORTIZ RODRIGUEZ et al., 2012).

Investigando as reacOes fisiolégicas mutuas de microcistina — LR produzida por
Microcystis aeruginosa (PCC7806) em Daphnia magna, Savic et al. (2020) testaram as
hipoteses: 1) a presenca de D. magna afetard negativamente o crescimento e aumentara
a resposta ao estresse e a producdo de metabdlitos em M. aeruginosa; 2) a presenca de
M. aeruginosa afetara negativamente as respostas fisiologicas e as caracteristicas de vida
em D. magna. Os experimentos foram conduzidos em uma camara de co-cultura
especialmente projetada que permitiu a troca dos metabdlitos sem contato direto. Um
claro impacto mutuo foi evidenciado, uma vez que os metabdlitos cianobacterianos
reduziram a sobrevivéncia de D. magna e diminuiram a atividade da enzima de estresse

oxidativo.



55

Em um outro estudo realizado por Shahmohamadloo et al. (2019), foram
investigadas alteracfes da reproducédo, crescimento e sobrevivéncia de Ceriodaphnia
dubia, Daphnia magna e Hexagenia cultivadas em laboratdrios expostos a microcistinas
ligadas a células através de uma série de bioensaios de ciclo de vida. Os organismos foram
expostos a um gradiente de concentracfes variando de 0,5 pg.L™ a 300 pg.L? de
microcistinas. As concentracdes letais em C. dubia (CLso = 5,53 pg. L) e D. magna
(LCso = 85,72 pg. L™ 1) expostas a microcistinas estavam entre as mais baixas registradas
até 0 momento, e efeitos reprodutivos foram observados em concentra¢@es tdo baixas
quanto 2,5 pg.Lt. O comprimento de D. magna foi significativamente afetado em
tratamentos com concentracdes de microcistina superiores a 2,5 pg.L™t. No foi observada

letalidade ou comprometimento do crescimento em Hexagenia.

Ortiz-Rodriguez et al. (2018) avaliaram os efeitos agudos relacionados ao tempo
de exposicdo da MC-LR em D. magna na biotransformacdo de suas enzimas
antioxidantes (glutationa S-transferase, GST e catalase, CAT), subsequente peroxidagédo
lipidica, no lactato e na enzima lactato desidrogenase (LDH). Neonatos de D. magna (<3
dias) e adultos jovens (7 dias) foram expostos a concentracfes crescentes de MC-LR (1
até 100 pg. L) por 24 e 48 h. Foi verificado que as atividades metabolicas de D. magna
foram diminuidas em exposi¢des de concentragdes mais altas de MC-LR, sugerindo

menor capacidade de biotransformar a cianotoxina.

6.3 Fitotoxicidade como bioindicador a Lactuca sativa

Os efeitos nocivos provocados por toxinas de cianobactérias sobre as plantas
terrestres, tém sido investigados visto a possibilidade de esses organismos entrarem em
contato com as cianotoxinas diretamente pela &gua circundante. Muitos estudos
empregam os ensaios de fitotoxicidade em diversos poluentes, devido a rapida absorcéo
destes compostos. As espécies vegetais, apresentam rapida germinacdo e crescimento
das sementes, o que facilita a verificagdo dos efeitos de determinado contaminante, em
um tempo reduzido. Sua principal vantagem é a ampla variedade de parametros de
toxicidade, como a taxa de germinacdo, ganho de biomassa, alongamento de raizes e
aspectos bioguimicos, além de apresentar baixo custo e possibilidade de serem realizados
continuamente (GVOZDENAC et al., 2013).
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A alface (Lactuca sativa, eudicotiledénea pertencente a familia Asteraceae) € a
espécie vegetal bastante empregada em testes de fitotoxicidade, sendo uma das mais
recomendadas para ensaios com plantas pela Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) no Guidelines for the testing of chemicals (OECD, 2006). A fase
germinativa e desenvolvimento da plantula desta planta, é determinada por uma série de
eventos fisiologicos, através de funcdes metabolicas onde a agua é a principal via,
portanto um contaminante pode interferir de forma decisiva no processo de germinagéo e
no desenvolvimento durante os primeiros dias, que sdo fundamentais para a sobrevivéncia
da espeécie. Logo, a agua contaminada compromete a germinacdo, por apresentar maior
sensibilidade, fazendo com que a influéncia de contaminantes toxicos seja empregada
como precursor de toxicidade (ASAHIDE et al., 2012).

Além disso, a reacdo da Lactuca sativa a este teste €, de maneira geral,
representativa para plantulas de outras espécies e traz uma boa estimativa dos efeitos de
contaminantes sobre espécies vegetais. A realizacdo do ensaio de alongamento da
radicula e hipocétilo possui a vantagem de permitir a avaliacdo de concentracfes de
contaminantes tdo baixas que ndo sdo capazes de inibir a germinacao, apenas retardando
0 desenvolvimento da plantula. Por isso é considerado um indicador subletal, que se
apresenta muito sensivel para a avaliacdo da toxicidade de contaminantes em organismos

vegetais (YOUNG et al., 2012), a exemplo das microcistinas.

Cao et al. (2018) investigaram os efeitos de toxicidade da microcistina-LR (0, 5,
50, 500, 1000 pg. L), na germinacéo, crescimento, resposta oxidativa e bioacumulagéo
da alface Lactuca sativa. Os resultados mostraram que a diminui¢do na germinacédo da
alface induzida apenas pelo cobre, néo foi significativamente diferente daquela induzida
pela mistura, e a avaliacdo da toxicidade combinada mostrou um simples efeito aditivo.
O crescimento da alface ndo foi reduzido significativamente apenas pela microcistina-
LR, enquanto foi significativamente reduzido apenas pelo cobre e pela mistura quando a
concentragio de cobre foi superior a 500 pg. L, apenas em altas concentracdes de

microcistina-LR (1000 pg. L), foi verificado a inducdo o estresse oxidativo em alface.

Avaliando a sensibilidade das sementes de Lactuca sativa a exposi¢do de
microcistinas, Romanowska-Duda et al. (2016) observaram o0s nimeros de sementes
germinadas e o comprimento das raizes e os hipoco6tilos medidos no 1, 2 e 3 dias apos a
semeadura. Os resultados mostraram que as microcistinas ndo diminuiram

significativamente. Os efeitos toxicos foram exibidos pela diminuicdo do comprimento
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das raizes em todas as sementes germinadas, enquanto o comprimento dos hipocétilos

ndo foi significativamente afetado por eles.

Aradjo et al. (2016) determinaram a cinética de bioacumulacdo e depuracdo da
MC-LR em tecidos foliares de alface e estimaram a ingestéo diaria total (ToDI) de MC-
LR por vegetais contaminados por seres humanos. As sementes de alface foram irrigadas
com agua contaminada com 5 e 10 pg. L™t de MC-LR por 7 dias (bioacumulagéo) e,
posteriormente, com agua ndo contaminada por 7 dias (depuracdo). A MC-LR foi
acumulada apenas em alface. Apds 7 dias de irrigacdo com agua ndo contaminada, mais
de 25% da MC-LR acumulada ainda era retida nos tecidos foliares das plantas tratadas
com 10 pg. LT MC-LR. A ingestdo diaria total de toxinas por consumidores adultos (60
kg-pc) excedeu o limite de 0,04 pg MC-LR kg-pc? recomendado pela OMS. A
bioacumulacdo foi linearmente proporcional a concentracdo de exposi¢do da toxina,
aumentando com o tempo. Por outro lado, a depuracdo do MC-LR foi menos eficiente em

concentracOes de exposi¢cdo mais altas.

6.4  Ecotoxicidade aplicada ao tratamento de agua com cianotoxinas

Dentre os trabalhos ja realizados utilizando ensaios de ecotoxicidade antes a apds
tratamentos de degradagdo de microcistina — LR por processos oxidativos avangados,
pode-se citar os estudos de Vilela et al. (2012), que investigaram o uso da fotocatalise
heterogénea solar (TiO2) na degradagdo de MC-LR e observaram a toxicidade aguda e
cronica em ratos e através de testes in vitro de inibicdo da proteina fosfatase. Foram
necessarios 150 minutos de ensaios (pH 3) para reduzir de 10 para 1ug.L™! de MC-LR. A
toxicidade aguda presente na amostra inicial foi removida, porém, testes usando a enzima

fosfatase indicaram a formacéo de subprodutos com efeitos cronicos em mamiferos.

Miller (2017), avaliou a toxicidade e degradacdo de Microcystis aeruginosa e
microcistina-LR, por diferentes POAS e nanoparticulas de prata. No presente trabalho, os
microcrustaceos D. magna foram submetidos aos ensaios, no qual apresentaram
diferentes graus de toxicidade, quando avaliado o grau de mobilidade dos organismos. A
amostra inicial em To (MC-LR=146,7 pg. L™} ndo apresentou toxicidade aguda para D.
magna. Com base no fator de diluicdo — FTd (a menor diluicdo em que a amostra nao
apresenta toxicidade) os tratamentos que obtiveram menor FTd foram o T2 (UV-C/H.0z)

e 0 T3 (UV-C/H202 *Nag), com FTd de 2, e porcentagem de imobilidade dos organismos
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de 70% e 50%, respectivamente. A toxicidade da adgua de estudo ap0s o tratamento foi
intensificada no T1 (UV-C), onde obteve-se FTd de 8, e porcentagem de imobilidade dos
organismos de 30% na amostra sem dilui¢do, 26,6% de imobilidade na amostra diluida
na proporcao 1:2, e 16,7% de imobilidade na dilui¢do 1:4. No altimo caso analisado, 0
tratamento T6 (UV-C/NAg) demonstrou alto grau de toxicidade, causando a imobilidade

de 100% dos organismos-teste em todas as dilui¢des analisadas.

Objetivando estudar a degradacao fotocatalitica da microcistina-LR (MC-LR),
Khadgi e colaboradores (2019), utilizaram nanocompdsito (NC) baseado em ferrita de
zinco (ZnFe204) modificado com 6xido de grafeno (GO) e nanoparticulas de prata (NPs)
para melhorar suas propriedades fotocataliticas sob luz visivel e assim favorecer a
degradacdo fotocatalitica deste micropoluente. O ZnFe>O4-Ag / rGO exibiu desempenho
superior em luz visivel, permitindo degradacdo completa do MC-LR dentro de 120 min
de tratamento. A analise do carbono organico total revelou que apenas 22% do MC-LR
foi mineralizada em 120 minutos de tempo de tratamento, indicando a presenga de
diferentes subprodutos intermediarios. O ataque de radicais OH formados durante o
processo fotocatalitico resultaram em hidroxilacdo e subsequente clivagem da ligacao
dieno. Ainda foi realizado a avaliagdo da toxicidade com Daphnia magna constatando
que o processo de degradacdo reduziu a toxicidade de MC-LR e ndo foram formados
intermediarios tdxicos durante o tratamento, o que é muito importante do ponto de vista

ecotoxicoldgico.

Micheletto et al. (2020), avaliaram o processo de foto-Fenton solar em pH quase
neutro na degradagdo da microcistina-LR em condic¢des proximas as encontradas nos
episodios de floracdo, com alta concentracdo de detritos celulares e matéria organica
natural (MON). Também foram avaliadas a influéncia de pardmetros experimentais,
como as concentragdes de Fe?*e H,0,, matriz de reacio, presenca de ions sequestradores,
bem como a ecotoxicidade antes e ap0s o tratamento. Os ensaios de efeito matricial
indicaram que os sequestradores de radicais apresentados no meio, foram responsaveis
pela diminuigdo das taxas de mineralizagdo. No reator foi alcangado redugéo COD (75%)
e MC-LR (70%) ap6s 120 minutos a pH = 7,8, [H202] /COD=3.18 e [H 202] / [Fe?*'] = 10
para a amostra. Quando as mesmas condi¢es foram aplicadas a amostra RVCE, o
processo removeu 77% do DOC e até 99% do MC-LR ap0s 45 minutos de reacdo. Os
bioensaios com Sinapis alba mostraram que ndo houve aumento da ecotoxicidade apds o

tratamento com foto-Fenton solar. Estes resultados demonstraram o potencial do processo
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foto-Fenton solar em pH neutro, como uma etapa adicional no tratamento de matrizes

naturais contaminadas com microcistinas.
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Capitulo 2

EFEITOS ALELOPATICOS DE CIANOTOXINAS SOBRE AS RESPOSTAS
FISIOLOGICAS DE Chlorella vulgaris



RESUMO

Contribuindo para a avaliacdo de possiveis alteracdes fisioldgicas de microalgas
submetida a diferentes concentragdes e tipos de cianotoxinas, este estudo investigou 0s
efeitos inibitorios de cianotoxinas sobre o crescimento, densidade, biomassa e
ecotoxicidade de Chlorella vulgaris. Observou-se a exposi¢do de Chlorella vulgaris a
extratos brutos de cianobactérias produtora de microcistina-LR (MC-LR), saxitoxina
(SXT), anatoxina—a (ATX-A) e cilindrospermopsina (CYN) com concentragdes iniciais
de 5,0; 2,05; 0,61 e 1,42 pg.L2, respectivamente. Os experimentos foram realizados sob
condigOes controladas em sala climatizada (23 °C), com amostras acondicionadas em
frascos erlenmeyers, sob agitacdo constante com auxilio de mesa de agitacédo orbital a 175
rpm, taxa luminosa (40 pmol m™2.s™) e fotoperiodo 12:12 (claro/escuro). O periodo total
de duracdo dos ensaios foi de 96h e 0 monitoramento do crescimento e inibicao celular
ocorreu em 24h, 48h, 72h e 96h com a retirada de uma aliquota de 1,0 mL para contagem
do namero de células e ao final de 96 h foi feita a determinacdo do contetdo de clorofila-
a e avaliacdo da ecotoxicidade, sob metodologia adotada da NBR 12.648/2018. Os
ensaios expostos as menores concentragdes de ATX-A (0.61 pg.L™t) promoveram maiores
efeitos inibitorios sobre o crescimento, densidade, biomassa e ecotoxicidade da espécie-
alvo de Chlorella vulgaris. No entanto, as maiores concentra¢des dos exsudatos MC-LR
(5.0 ng.L?) utilizadas, acarretaram também em reducdes expressivas no crescimento da
referida microalga. As cianotoxinas saxitoxina (SXT) e cilindrospermopsina (CYN), ndo
apresentaram toxicidade. A utilizagao de concentracfes diversas e muitas vezes acima do
gue é normalmente encontrado nos ambientes aquaticos, ocasionou maiores dificuldades
na comparacao de resultados. O uso de extratos ou filtrados em cultivos das linhagens-
alvo simularam mais fielmente o que ocorre no ambiente aquatico, mas dificultou a
identificacdo da (s) substancia (s) que promove (m) as respostas alelopaticas. Sugere-se
que mais estudos sejam realizados a fim de entender o potencial alelopatico desses
metabdlicos, visto que, as respostas bioquimicas desencadeadas por esses aleloguimicos
pode mudar de acordo com a espécie cultivada, condi¢Ges de cultivo e quantidade de
toxina disponivel.

Palavras chave: Alelopatia; Cianobactérias; Microalgas; Ecotoxicidade.



ABSTRACT

Contributing to the evaluation of possible physiological changes in microalgae subjected
to different concentrations and types of cyanotoxins, this study investigated the inhibitory
effects of cyanotoxins on the growth, density, biomass and ecotoxicity of Chlorella
vulgaris. Chlorella vulgaris was exposed to crude extracts of cyanobacteria that produce
microcystin-LR ~ (MC-LR), saxitoxin  (SXT), anatoxin-a (ATX-A) and
cylindrospermopsin (CYN) with initial concentrations of 5.0; 2.05; 0.61 and 1.42 pg.L?,
respectively. The experiments were carried out under controlled conditions in an
acclimatized room (23 °C), with samples placed in Erlenmeyer flasks, under constant
agitation with the aid of an orbital shaking table at 175 rpm, light rate (40 pmol m2.s?)
and photoperiod 12:12 (light/dark). The total duration of the assays was 96h and the
monitoring of cell growth and inhibition occurred at 24h, 48h, 72h and 96h with the
withdrawal of a 1.0 mL aliquot for counting the number of cells and at the end of 96 h the
determination of the chlorophyll-a content and evaluation of ecotoxicity were carried out,
under the methodology adopted from NBR 12.648/2018. Assays exposed to the lowest
concentrations of ATX-A (0.61 pg.L™!) promoted greater inhibitory effects on growth,
density, biomass and ecotoxicity of the target species of Chlorella vulgaris. However, the
higher concentrations of MC-LR exudates (5.0 pg.L™) used also resulted in significant
reductions in the growth of the referred microalgae. The cyanotoxins saxitoxin (SXT) and
cylindrospermopsin (CYN) showed no toxicity. The use of different concentrations, often
above what is normally found in aquatic environments, caused greater difficulties in
comparing results. The use of extracts or filtrates in cultures of the target strains more
faithfully simulated what occurs in the aquatic environment, but made it difficult to
identify the substance(s) that promote (m) the allelopathic responses. It is suggested that
further studies be carried out in order to understand the allelopathic potential of these
metabolites, since the biochemical responses triggered by these allelochemicals can
change according to the cultivated species, cultivation conditions and amount of toxin
available.

Keywords: Allelopathy; Cyanobacteria; Microalgae; Ecotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A estrutura das comunidades fitoplanctonicas podem ser influenciadas por
interacdes quimicas entre diferentes espécies, um processo conhecido como alelopatia
pelo qual os organismos sintetizam e liberam compostos bioativos chamados
aleloguimicos no ambiente circundante para influenciar positiva ou negativamente o

crescimento de espécies vizinhas (RICE, 1984).

A alelopatia desempenha papéis importantes na comunicagdo intra-espécies,
competicdo de recursos e interferéncia, sucessdao ecoldgica e formacdo de floracoes.
Estudos ja relataram sobre os efeitos alelopéaticos (fisiologicos e bioquimicos) de
cianotoxinas, em especial as microcistinas em diferentes organismos fotoautotroficos
(WANG et al., 2017). A fitotoxicidade desses metabdlitos induz diferentes respostas
fisioldgicas para os produtores aquaticos. No caso das microalgas, os estudos demostram
efeitos inibitorios no crescimento, volume celular, teor de clorofila e estresse oxidativo,
uma vez que as cianotoxinas tém demostrado afetar a atividade de enzimas antioxidantes
como a SOD, CAT, APx, GPx (BITTENCOURT et al., 2015; WANG et al., 2017).

Com base nas informagdes supracitadas, este estudo visa contribuir para a
investigacdo de possiveis respostas fisioldgicas da cloroficea Chlorella vulgaris
submetida a diferentes tipos de cianotoxinas, sendo a microcistina — LR, saxitoxina,
cilindrospermopsina e anatoxina —a, investigando quais destas causam efeito inibitorio
sobre o crescimento, densidade, biomassa e ecotoxicidade da espécie-alvo. A presenca
dessas cianotoxinas tem sido frequentemente observada nos ecossistemas aquéticos e o
potencial alelopatico desses metabdlicos em concentracdes normalmente encontradas na

natureza sao poucos estudados.
Diante ao exposto, o presente estudo buscou responder a seguinte hipotese:

H1: Somente maiores concentracdes de cianotoxinas exercerdo efeitos negativos sobre
alguns indicadores do estado fisioldgico (densidade celular, inibicdo de crescimento,

clorofila-a e ecotoxicidade) de Chlorella vulgaris.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Quimica e Sanitaria Ambiental
(LAQUISA), localizado na Estagdo Experimental de Tratamento Biologico de Esgotos
Sanitarios (EXTRABES) pertencente a Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

2.1  Cepas de Cianobacteérias

Foram selecionadas quatro cepas de cianobactérias produtoras de cianotoxinas:
Microcystis aeruginosa, produtora de microcistina-LR (MC-LR/Word Data Center
Microorganisms 835), Raphidiopsis raciborskii produtora de saxitoxina (SXT- ITEP-
Al), gentilmente cedida pela Prof. Dra. Sandra Azevedo do Laboratério de Ecofisiologia
e Toxicologia de Cianobactérias do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ; Dolichospermum solitarium produtora
de anatoxina—a (ATX-A/CIANO5) e Raphidiopsis raciborskii produtora de
cilindrospermopsina (CYN-/CIARO01), esta fornecida pelo Laboratério de Ecologia
Aquatica (Leaq) da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB. De acordo com a
literatura, tais espécies tem a capacidade de produzir compostos alelopéticos e toxicos

que propiciam respostas estimulatorias ou nulas em organismos-alvo.

As espécies foram mantidas na sala de cultivo de cianobactérias, as cepas estoques
foram produzidas em quantidades satisfatorias para a execucdo dos ensaios, em meio
ASM-1 estéril (GORHAM, et al. 1964), a 22°C e 310 pmol féton m=. st, em fotoperiodo
de 12:12 horas (claro/escuro).

2.2  Extracéo das cianotoxinas

A soma das fragdes extracelulares e intracelulares, para a extracdo das toxinas,
foram realizadas trés séries de congelamento e descongelamento das amostras em
temperatura -4°C, com o objetivo de provocar a lise celular e consequente liberacdo da
toxina intracelular para o meio extracelular (BROOKE et al., 2006; WANG et al., 2007).
Em seguida, a quantificacdo da microcistina-LR na suspensdo de células lisadas foi
realizada por (CLAE-EM) com método validado por Albuquerque (2017), empregando

um cromatégrafo UHPLC 3000 e um espectrébmetro de massas LCQ Fleet lon Trap
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(ambos da Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). As configuracdes utilizadas para
CLAE-EM e as figuras de merito da validacdo do método sdo apresentados na Tabela 1
(anexo0). As andlises de saxitoxina, anatoxina-a e cilindrospermopsina foram
determinadas pelo método Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), utilizando
Kits em placas Abraxis, Inc (Warminster, Pa), com auxilio de um leitor de microplacas
ASYS A-5301 (ASYS Hitech GmbH Eugendorf, Austria).

2.3  Cepada microalga e organismo teste Chlorella vulgaris

A cepa da microlga Chlorella vulgaris foi fornecida pelo Laboratério de
Saneamento Ambiental da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB, e os indculos algais
foram produzidos em condicGes estéreis, conforme recomendacdo da ABNT (NBR
12.648/2018). Utilizou-se frascos erlenmeyers com volume de 2 litros, estes mantidos em
sala climatizada (24 °C) com fotoperiodo de 12 h sob iluminacédo de intensidade luminosa
fornecidas por lampadas fluorescentes de 40W. Apds 7 dias de cultivo (fim da fase
exponencial), a densidade celular foi quantificada através da contagem de células. O
organismo — alvo selecionado para este estudo foi esta microalga por ter uma distribuicéo
cosmopolita e ser resistente a variagcbes ambientais, bem como por possuir um répido

crescimento e que, muitas vezes a torna dominante no fitoplancton dulcicola.

2.4  Curva de crescimento de Chlorella vulgaris

Para o estabelecimento da curva de crescimento de Chlorella vulgaris, foram
realizados trés ensaios com trés réplicas cada. Em erlenmeyers contendo 150 mL de meio
de cultura, adicionou-se 0 15 mL do indculo da microalga na fase exponencial
(apresentando aproximadamente 3.000 cel. mL™), sob temperatura controlada de 22 + 1
°C, pH entre 7,5 e 8,5, salinidade 36 + 1 e fotoperiodo de 12 h de claro e 12 h de escuro

e agitacdo manual 2 vezes ao dia.

A densidade celular foi obtida a cada 5 dias, durante 30 dias de cultivo em meio
de cultura MBB, sendo esta observada e calculada pelo método de determinacdo de
contagem direta, realizada com auxilio de microscopio optico modelo COLEMAN, em
camara de Neubauer. A determinacdo da densidade celular seguiu o0 que esta preconizado
por Tavares e Rocha (2003), aplicando-se a Equacdo 1.

C (células/mL) = contagem total x 10*/ n° de blocos contados.
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2.5  Delineamento Experimental

2.5.1 Chlorella vulgaris x Cianotoxinas

Os efeitos inibitorios sobre o crescimento, densidade, biomassa e ecotoxicidade

sobre a Chlorella vulgaris foram desenvolvidos através de experimentos de alelopatia.

Trés dias antes do inicio dos ensaios, foi realizado um in6culo em meio liquido
para pré-cultura. Apos esse periodo, foi feita a contagem celular da microalga em camara
de Neubauer e inoculada a densidade celular de 10° células. mL* nos erlenmeyers com o
extrato lisado das cianobactérias, na proporcdo 1:1. Todos os erlenmeyers e meios com
nutrientes foram previamente autoclavados e os procedimentos foram feitos em camara
de fluxo laminar. Os ensaios ocorreram nas seguintes condic¢des: em sala climatizada (23
°C), os frascos erlenmeyers foram colocados em agitagéo constante utilizando a mesa de
agitacéo orbital Tecnal, (modelo TE-141) a 175 rpm e taxa luminosa (310 pmol m™. s
medida através de luximetro (Homis) e fotoperiodo 12:12 (claro e escuro) controlados.

Todas amostras e controles foram feitos em triplicata (ABNT, 2018).

O periodo total de duracdo dos ensaios foi de 96h e o monitoramento do
crescimento e inibicdo celular ocorreu em 24h, 48 h, 72 h e 96 h, com a retirada de uma
aliquota de 1,0 mL para contagem do nimero de células e ao final de 96 h foi feita a

determinacdo do contetdo de clorofila-a, realizado pelo método de Jones (1979).

Com a densidade celular e o contetido de clorofila-a obtidos em cada ensaio, foram
calculadas as médias e desvios padrdo nos diferentes periodos de exposicdo as
cianotoxinas. A partir desses resultados, foram calculadas as taxas de crescimento diario.
A porcentagem de inibi¢&o do crescimento de Chlorella vulgaris foi calculada a partir da
taxa de crescimento celular e de incremento de clorofila-a pela seguinte formula (ASTM
1218, 1992):

I = (ki-k2). 100 / k1

Sendo:
I a porcentagem de inibicéo (%)
k1 a taxa de crescimento (duplicacdo/dia) do controle

ko a taxa de crescimento (duplicacdo/dia) da amostra
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2.5.2 Teste de toxicidade crdnica utilizando Chlorella vulgaris

A metodologia adotada para o teste de toxicidade cronica seguiu as
recomendacgOes da NBR 12.648/2018 (Tabela 1), que consiste na exposi¢do da Chlorella

vulgaris as amostras de cultivo lisado das cianotoxinas, durante um periodo de 96 horas.

Tabela 1. Resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade com Chlorella vulgaris.

Requisitos Espécie de organismo-teste
Organismo-teste Chorella vulgaris
Ensaio Estatico
Periodo de exposi¢do 96h
Agua de diluicao Meio de cultivo MMB

Cultivo em fase exponencial de

Inoculo :
crescimento
Numero minimo de réplicas por solucéo- A
Trés
teste
Temperatura 23a25°C
lluminacgéo Continua (4500lux)
Velocidade de agitacdo 100r/min a 175 r/min
Métodos Contagem celular

Conteudo de Clorofila-a

Efeito observado Inibigdo da multiplicacdo das células

ClLso
Expresséo dos resultados CEO/CENO
Avaliacéo dos resultados Teste de Dunnet

Fonte: NBR 12.648/2018.

O efeito toxico foi determinado comparando a inibicao do crescimento destas com
a solucdo controle, sob as mesmas condi¢des de ensaio. A validade dos testes para este
ensaio de ecotoxicidade foi condicionada as seguintes premissas: o coeficiente de
variacdo de cinco amostras controle, com tempo de exposi¢édo igual a 96 horas, ndo pode
exceder a 40%; e a densidade celular nos frascos de controle deve aumentar por um fator
de no minimo 16 (1,16 x 10° cel. mL™). Os resultados foram tratados estatisticamente
com intervalo de confianca de 95% e expressos em CEsq96h - concentracdo efetiva meédia
que causa um efeito cronico a 50% dos organismos ap0s 96h de exposi¢do, bem como

pelo teste de Dunnet avaliados pelo software Estatistic.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Curvade Crescimento da Chlorella vulgaris

Figura 1. Curva de Crescimento da espécie microalgal Chlorella vulgaris.
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Ao analisar a curva de crescimento da Chlorella vulgaris, verificou-se que ela
apresentou fase Lag com duracdo aproximada de 1 dia, periodo em que ocorreu pouca
divisdo celular pois estas se encontravam em estado de laténcia, decorrente da mudanca
do indculo do cultivo. Nessa fase, a populacéo algacea passa por um periodo de intensa
atividade metabdlica, sintese de enzimas e de moléculas variadas. A partir de 5 dias de
crescimento foi registrado o inicio da fase exponencial um incremento de 44% atingindo
densidade celular de 7,23x10° cél.mL%. Os nutrientes sdo assimilados e transformados
dentro da célula, sendo incorporados em acidos nucléicos e proteinas, promovendo o
crescimento da biomassa (SILVA et al., 2022).

Entre 0 14° e 15° dia, a cultura apresentou as maiores densidades registradas com
valores celulares médios de 12,53x10° cél.mL e valor médio de pH 7,8 iniciando assim
a fase estacionaria do seu crescimento. Apds 16° dia, com pH crescente, identificou que
a cultura se encontrava em fase de declinio, com densidade de 8,00x10°3 cél.mL™. Entre
25 e 30 dias, foram identificados os maiores valores de pH, respectivamente 8,6 e 9,2
(fase de declinio), estes associados a limitacdo de nutrientes e 0 acimulo de metabdlitos

nocivos as células.
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3.2  Validacdo dos resultados obtidos no ensaio de sensibilidade de Chlorella
vulgaris

Os resultados preliminares dos ensaios ecotoxicologicos de Chlorella vulgaris
apos 24, 48, 72 e 96 h de exposicdo ao sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H20)
foram obtidos pela densidade celular e apds 96 h pelo conteudo de clorofila-a. A partir
dos resultados de densidade celular, foram calculadas as médias das taxas de crescimento

e a porcentagem de inibicdo, apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Médias das taxas de crescimento (duplicacdes/dia) e inibicdo (%) de Chlorella
vulgaris apds a exposicdo de Sulfato de zinco heptahidratado obtidas pela densidade
celular e apds 96h pelo contetdo de clorofila — a.

Contagem de células (cel.mL™) Clorofila—a
ZnS04.7H,0 24 h 48 h 72 h 96 h 96 h

(mg.L?)

TC | TC | TC I TC | TC |
(dupl/dia) | (%) | (dupl/dia) | (%) | (dupl/dia) | (%) | (dupl/dia) | (%) (Cla- (%)
a/dia)

Controle 3,12 - 2,64 - 2,35 - 2,24 - 2,31 -
0,5 2,72 9 2,45 8 2,44 -6 2,25 0 2,12 0
1,0 2,31 21 2,53 5 2,39 -4 2,31 -3 2,21 -2
2,5 2,83 10 2,44 6 2,41 -5 2,14 0 1,34 -3

5 1,55 51 2,10 21 0,00 100 0,00 100 0,01 99,9
55 1,69 35 1,89 32 0,00 100 0,00 100 0,01 99,9
10 1,09 50 0,21 80 0,00 100 0,00 100 0,00 100

TC: taxa de crescimento I: inibicdo *valores negativos significam estimulo ao crescimento.

Como pode ser observado, o sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H20)
interferiu no crescimento de Chlorella vulgaris. A taxa de crescimento da microalga apds
24 h e 48 h de exposicdo ao composto foi menor em todas as concentracBes-teste, em
relacdo ao grupo controle. Ap6s 72 h de exposicdo, houve um estimulo ao crescimento
da microalga, em relagdo ao grupo controle em concentragdes mais baixas da substancia
0,5, 1,0 e 2,5 mg.L? e inibicdo total em concentragdes maiores, 5, 5,5 e 10 mg.LL. As

concentracdes de 0,5 mg.L™?, 1,0 mg.L?, 2,5 mg.L™ de sulfato de zinco heptahidratado
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(ZnS04.7H20) causaram inibigcoes entre 5 % e 21 % do crescimento celular de Chlorella
vulgaris apos 24 h e 48 h de exposi¢édo e estimulou o crescimento apos 72 h. Entre estes

periodos a concentragdo de 10 mg.L™ causou entre 50 % e 80 % de inibic&o.

A partir destes resultados, uma concentragdo de 0,5 mg.L™ da substancia, foi
estabelecida como a menor concentragéo a ser testada, para se obter uma inibigdo proxima
a 10%. Como a concentragéo de 2,5 mg.L™ ndo chegou a inibir 90 % do crescimento da
microalga, foi escolhido 10 mg.L™ como a maior concentracéo a ser testada. A inibicdo
total do crescimento celular ocorreu apés as 72h a partir da concentragio de 5 mg.L™,
portanto, foi a concentracao estabelecida como a maior concentragao-teste para o ensaio
definitivo. Para que fossem obtidas inibigGes entre 10 % e 90 % do crescimento da
microalga, outras concentragcdes foram estabelecidas, utilizando um fator 2 de diluicéo,

resultando nas concentragdes-teste de 0,5, 1, 2,5, 5,0 mg.L™ de cianotoxinas.

Os resultados obtidos pelo conteddo de clorofila-a reforgou a necessidade de
avaliar uma concentragdo entre 0,5 e 5 mg.L™ para que as concentraces causassem entre
10% e 90% de inibicho. Com o0 aumento da concentracdo de sulfato de zinco
heptahidratado, a porcentagem de inibicdo da microalga aumentou, em relacdo ao
controle. Nas menores concentragio testadas, entre 0,5 e 2,5 mg.L™?, a substancia
apresentou estimulos do crescimento celular e do incremento de clorofila-a. Na maior
concentracéo testada, 10 mg.L " a inibicéo e crescimento celular e 100 % do incremento
de clorofila-a. As concentracGes médias estabelecidas para os ensaios definitivos foram,
portanto, 0,5, 2,5, 5, 10 mg.Lt. As concentracGes obtidas das cianotoxinas foram: 5;
2,05; 0,61 e 1,42 pg.L't para MC-LR, SXT, ATX-A e CYN, respectivamente.

3.3 Ensaios definitivos

As espécies de fitoplancton expostas a cianotoxina podem responder de forma
heterogénea quanto ao estimulo ou inibigdo do crescimento, quando submetidas aos
extratos brutos de cianotoxinas. Dependendo da sensibilidade do organismo-alvo
utilizado, o efeito provocado pelo aleloquimico pode ser estimulador, inibidor ou nulo ao

crescimento.

3.3.1 Crescimento médio da Chlorella vulgaris a exposi¢do de cianotoxinas
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Com concentragdes iniciais obtidas de 5,0; 2,05; 0,61 e 1,42 pg.L™* para MC-LR,
SXT, ATX-A e CYN, respectivamente. A inibicdo pela densidade celular através do
crescimento médio de Chlorella vulgaris apds 24, 48, 72 e 96h de exposi¢cdo das
cianotoxinas, apresentaram variagdes conforme observado na Figura 2.

Figura 2. Crescimento médio (duplica¢des/dia) de Chlorella vulgaris apos 24, 48, 72 e
96h de exposic¢do as cianotoxinas, avaliado pela densidade celular (cel.mL™).
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Os extratos lisados de cianotoxinas testadas provocaram efeitos diferenciados em
Chlorella vulgaris, influenciando em sua densidade populacional. A taxa média de
crescimento do grupo controle foi de 2,35 duplicagbes/dia (Figura 2). Analisando os
dados obtidos, as taxas médias de crescimento celular de Chlorella vulgaris foram
influenciadas pela presenca das cianotoxinas, sendo menores em relacdo ao grupo
controle. Na presenca da anatoxina-a (ATX-A) por exemplo, a taxa média de crescimento
celular da microalga diminuiu significativamente. Houve em média, apenas 0,31
duplicacdo/dia em 24 e 48 h, 0,29 duplicacdo/dia em 72 h e 0,18 duplicacdo/dia em 96 h
de exposicdo pelo método de determinacdo da densidade celular. Ou seja, os maiores
efeitos inibitdrios, se tornaram evidentes 72h apds a adicdo do extrato, logo a resposta

frente as substancias aleloquimicas ndo foi imediata.

A presenca de microcistina — LR com concentracdo inicial de 5pug.L?, também
influenciou no crescimento microalgal. EI-Sheekh, Khairy e EI-Shenody (2010), relatam

respostas semelhantes ao que foi obtido neste trabalho, foi registrado um periodo médio
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de trés dias para que filtrados de Microcystis contendo MC provocasse efeitos
alelopaticos em suas linhagens-alvo. Os autores testaram extratos brutos de M.
aeruginosa em quatro espécies de microalgas (Scenedesmus obliquus, Oscillatoria
angutissima, Anabaena sp. e Chlorella vulgaris) e observaram que o efeito inibitorio,
proveniente do extrato bruto de MCs, foi mais potencializado nas maiores concentracfes
(25, 50, 100 e 200 pg.L) testadas. Segundo Schagerl et al. (2002), a presenga de MCs
ndo afeta inicialmente o crescimento de algumas linhagens de algas, mas em pouco tempo
a resposta se torna evidente. Fato este também observado neste estudo, em que nas
primeiras 24h de exposi¢do a Chlorella vulgaris o crescimento médio foi menor que apds
as 48, 72 e 96h.

No entanto, a presenca de saxitoxina (SXT) apresentou em todos os tempos
analisados as maiores taxas de crescimento algal em relacdo as outras cianotoxinas.
Bittencourt-Oliveira et al. (2016) sugeriram que a toxicidade pode depender da
concentracdo de STX. Em estudo realizado por Campos et al. (2013), foi possivel
observar que a C. vulgaris foi resistente a exposi¢do de cilindrospermopsina (CYN) e
microcistina-LR (MC-LR) purificada em altas concentra¢cfes, aumentando o crescimento
nas concentracgdes de 5,0, 18,4 e 179,0 pg.Lt. Essas concentragBes sdo maiores que as
encontradas em condicGes ambientais, cerca de 1-10 pg.L™*. Em contrapartida, Pinheiro
et al. (2013) expuseram que CYN inibiu o crescimento de C. vulgaris em 8,5 ¢ 16,7 pg.
L, mas MC-LR a 37,3 pg.L ™ estimulou o crescimento da microalga apds o sétimo dia

de experimento.

3.3.2 Clorofila-a

Durante o complexo processo fotossintético, as microalgas assimilam além de
CO2e H20, diversos componentes necessarios a sua fisiologia. Nas rea¢des luminosas, a
clorofila e outros pigmentos absorvem energia luminosa, empregada na fotélise da agua
para producdo de Oz, H* e elétrons. Os elétrons fluem nas membranas tilacdides do
cloroplasto através de uma série de carregadores, incluindo citocromos e quinonas, e sao
utilizados na reducdo de NADP em NADPH. Enquanto os prétons sdo bombeados do
Iimen do tilacoide para o estroma do cloroplasto pelas ATP sintases, gerando uma forga

propulsora para estas enzimas sintetizarem ATP, a partir de ADP e Pi. Desta forma, na
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presenca de luz e agua, sdo produzidos ATP e NADPH, liberando O simultaneamente
(HU et al., 2008).

O nitrogénio € o principal constituinte de proteinas, hormdnios, moléculas de
transferéncia de energia, clorofila e enzimas envolvidas na fotossintese. E responsavel
por 1-10% de biomassa seca e sua disponibilidade afeta a fotossintese de microalgas (JIA
e YUAN, 2016). Quando o nitrogénio é fornecido em uma forma oxidada, como nitrato
(NOs-) ou nitrito (NO32-), este é reduzido até amonia antes de ser incorporado em
moléculas organicas (YANG et al., 2000). Algumas microalgas sdo especificas quanto
aos aminoacidos que sdo capazes de transportar, contudo, as espécies do género Chlorella
sdo geralmente mais versateis quanto as suas capacidades de transporte de aminoacidos.
O aménio parece ser a fonte ideal de nitrogénio para a célula, podendo ser utilizado
imediatamente para a sintese de aminoacidos. Contudo, se a concentracdo de amonio for
muito alta, ela pode ser tdxica e resultar em crescimento reduzido. O efeito de maior

impacto em microalgas é a lise celular imediata (SILVA et al., 2022).

Objetivando avaliar a interferéncia das cianotoxinas no processo fotossintetizante
microalgaceos, a taxa de incremento de clorofila—a Cla-a/dia) apds 96h de exposicdo de
Chlorella vulgaris as cianotoxinas foi verificada, conforme observa-se na Figura 3.

Figura 3. Taxa de incremento (Cla-a/dia) ap6s 96h de exposicdo de Chlorella vulgaris
as cianotoxinas.
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As amostras avaliadas no estudo, apresentaram valores menores em relacdo ao

grupo controle de 2,35 duplicagdes/dia. Os efluentes das amostras com saxitoxina (SXT)



81

e cilindrospermopsina (CYN) apresentaram as maiores taxas de incremento (Cla-a/dia)
com valores entre 1,27 e 1,76 (Figura 3). Estudos apontam que a Chlorella vulgaris parece
ser resistente a outros organismos fitoplanctdnicos além de cianobactérias, tais como
diatoméceas e dinoflagelados (VILAR et al., 2020).

Das exposigdes das cianotoxinas a Chlorella vulgaris, as microcistina-LR (MC-
LR) e anatoxina—a (AT X-A) apresentaram menores duplica¢bes/dia (Figura 3), resultados
estes diretamente proporcionais a porcentagem de inibicdo de clorofila — a, que
representou valores de percentuais maiores que 50% para estes mesmos tipos de

cianotoxinas, conforme observado na Figura 4.

Figura 4. Percentuais de inibicédo da clorofila—a no de crescimento de Chlorella
vulgaris a exposicao a diferentes cianotoxinas.
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As menores inibigdes de crescimento algal entre as cianotoxinas foram de 43 e
16% para SXT e CYN, respectivamente. Todavia, a anatoxina —a (ATX-A) apresentou
maior inibicdo de crescimento da microalga em relagdo as demais, com média de 82 %

(Figura 4) e incremento de clorofila-a com médias de 0,41 (Cl-a/dia) (Figura 3).

Estudos ja relataram que a cianotoxina anatoxina-a parece ser excretada
naturalmente para o0 meio, e ndo quando hé lise celular, como € caracteristico das demais
cianotoxinas. Durante os cultivos, em determinados periodos de crescimento, as maiores

concentracOes de anatoxina-a sdo encontradas no meio de cultura. Esta caracteristica tem
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um importante papel ecoldgico, uma vez que 0s organismos agquaticos seriam expostos a

esta toxina mesmo sem consumir as células de cianobactérias (VILAR et al., 2020).

3.3.3 pH

O pH é um parametro importante no processo fotossintético, pois a clorofila é
sensivel ao pH, enzimas, temperatura, luz e oxigénio, os quais terdo maior ou menor
influéncia na sua degradacdo de acordo com a atividade de 4gua no meio. Os ions de
hidrogénio tém a capacidade de remover facilmente o 4&tomo de magnésio central e
substitui-lo por hidrogénio, transformando irreversivelmente clorofila em feofitina
(SILVA et al., 2022). A seguir, estdo apresentados os valores de pH durante o
monitoramento sistemas com Chlorella vulgaris na presenca de diferentes cianotoxinas
(Figura 5).

Figura 5. Valores de pH durante o monitoramento sistemas com Chlorella vulgaris na
presenca de diferentes cianotoxinas.
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As andlises do pH para as amostras avaliadas apresentaram pH inicial de 7 e
apontou aumento significativo ao longo do monitoramento. Este resultado € um indicativo
de que houve atividade fotossintética por parte das algas. O aumento do pH pode ser
explicado, pois, a fixacdo do dioxido de carbono presente no meio efluente, por meio da
fotossintese das microalgas, proporciona uma maior dissociacdo de carbonato e

bicarbonato. A dissociacdo faz com que a acidez carbbnica seja removida do meio,
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ocorrendo, assim, a liberacdo de ions hidroxila (OH") acarretando um aumento do pH
(MOTA e VON SPERLING, 2009; LI et al., 2016).

Esses resultados também certificam para explicacdo de que, a alcalinidade é
resultante da presenca de hidroxidos (OH"), carbonatos (CO3? ) e bicarbonatos (HCOs. ),
sendo estas espécies quimicas, fun¢do do pH do meio (LIBANIO, 2016). Diante disso,
quando o pH se apresenta na faixa entre 4,4 a 8,3 ocorre uma predominancia da
alcalinidade apenas a bicarbonatos; enquanto que, em pH entre 8,3 e 9,4 a alcalinidade
predominante é referente a presenca de bicarbonatos e carbonatos; e quando o pH se
encontra acima de 9,4 a alcalinidade é devido a presenca de hidroxidos e carbonatos.

3.4  Ecotoxicidade de Chlorella vulgaris

A partir dos resultados de densidade celular e do contetdo de clorofila-a foram
calculadas a porcentagem de inibicdo de crescimento da microalga, apresentadas na
Tabela 3, ap6s 96h de exposi¢do as cianotoxinas.

Tabela 3. Médias de inibigdo de crescimento de Chlorella vulgaris apos 96h de
exposicdo das cianotoxinas.

Cianotoxinas Inibicdo de Teste Dunnet Resultado
crescimento (%)
MC-LR 55,84 <0,01 T
SAX 26,14 NS NT
ATX-A 63,22 <0,01 T
CYN 13,22 NS NT

*NS: No significativo; T: Toxico; NT: N4o toxico

Microcystis e Anabaena (Dolichospermum) estdo entre 0s géneros de
cianobactérias mais toxicos e frequentemente sucedem-se durante a proliferacdo de algas
nocivas (CHIA et al., 2018). Neste estudo, as espécies Microcystis aeruginosa e
Dolichospermum solitarium produtoras de MC-LR e ATX-A respectivamente,
apresentaram concentragdes iniciais de 5 ug.L ™ e 0,61 pg.L* capazes de ocasionar efeitos

toxicos sobre a espécie de Chlorella vulgaris conforme observados na Tabela 3.

Em estudo realizado por Dong et al. (2019), indicaram que a espécie Microcystis

aeruginosa pode influenciar a taxa de crescimento, aparéncia morfologica, formacao
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colonial e os pigmentos fotossintéticos da microalga Chlorella vulgaris. Foi verificado
que a morfologia e o crescimento de C. vulgaris foram afetados pelos filtrados de M.

aeruginosa, influenciando a densidade inicial da microalga alvo.

Os efeitos individuais e combinados de microcistina-LR e anatoxina sobre as
cianobactérias Microcystis spp., € Anabaena variabilis (também conhecida como
Trichormus variabilis), e a cloroficea Selenastrum capricornutum foram investigados por
Chia et al. (2019), o estudo demonstrou que MC-LR e ATX podem seletivamente
promover e inibir o crescimento e desempenho de algas verdes. Os niveis intracelulares
de microcistina em Microcystis spp aumentaram significativamente ap6s a exposi¢ao para
MC-LR + ATX ocasionando um aumento sinérgico no crescimento de Selenastrum
capricornutum. O efeito combinado dessas cianotoxinas pode ser mais intenso do que
seus efeitos individuais em algumas cepas. 1sso sugere que a liberacdo de multiplas
cianotoxinas em ecossistemas aquaticos, apds as floracdes pode influenciar a sucesséo de

comunidades plancténicas.

As amostras com a presenga das cianotoxinas saxitoxina (SXT) e
cilindrospermopsina (CYN), ndo apresentaram toxicidade (Tabela 3). Chlorella vulgaris
é produtora de substancia alelopatica chamada clorelina, substancia essa, capaz de inibir
0 crescimento de outros organismos fitoplancténicos (SONG et al., 2012). No entanto,
ndo possuimos dados suficientes para afirmar que o motivo da inibi¢do de R. raciborskii

foi ocasionada pela presenca desse composto quimico.

Consoante a isso, objetivando caracterizar os efeitos alelopaticos das cianotoxinas
MC e CYN sobre a alga verde Parachlorella kessleri, Pereira et al. (2018) realizaram
ensaios em condi¢Ges controladas de laboratério com extratos de células de
cianobactérias de Microcystis aeruginosa e Chrysosporum ovalisporum, produtores de
MC-LR e CYN respectivamente, em concentragdes de 55 ¢ 150 pg.L*. Os dados obtidos,
indicaram que a taxa de crescimento e fotossintética os pigmentos nao foram afetados
pela exposicao aos extratos toxicos de cianobactérias em relacdo ao controle. No entanto,
a taxa de crescimento e teor de pigmentos fotossintéticos mudaram durante os 14 dias de
cultivo de P. kessleri, em ambos grupos (controle e tratamento), o que pode refletir as
condicBes de cultivo e a curva de crescimento de P. kessleri. Com isto, foi também
possivel verificar que a concentracdo de nutrientes do meio de cultura da microalga,

influencia no crescimento taxa da microalga.
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4, CONCLUSAO

Com base nas respostas fisioldgicas de Chlorella vulgaris, submetidas aos
diferentes tipos e concentragdes de cianotoxinas, conclui-se que 0s ensaios expostos as
menores concentracdes de ATX-A (0.61 pg.L™) promoveram maiores efeitos inibitorios
sobre o crescimento, densidade, biomassa e ecotoxicidade da espécie-alvo de Chlorella
vulgaris. No entanto, as maiores concentragdes dos exsudatos MC-LR (5.0 pg.L™?)

utilizadas, acarretaram também em redugdes expressivas no crescimento da referida alga.

Varios fatores contribuem para que nao haja uma uniformidade de respostas sobre
a alelopatia de cianotoxinas: O uso das toxinas purificadas permite conhecer as respostas
dos organismos-alvo provocadas exclusivamente por essas substancias, porém ndo se
aproximam da dinamica dos ecossistemas aquaticos, pois nesses ambientes as substancias
néo se encontram isoladas. Por outro lado, o uso de extratos ou filtrados em cultivos das
linhagens-alvo simulam mais fielmente o que ocorre no ambiente aquatico, mas dificulta
a identificacdo da (s) substancia (s) que promove (m) as respostas alelopaticas. Nao ha

também uma uniformidade de tempo de exposicao aos aleloquimicos.

A utilizacdo de concentracBes diversas e muitas vezes acima do que é
normalmente encontrado nos ambientes aquaticos, pode ocasionar maiores dificuldades
na comparacdo de resultados. Além disso, existe uma diversidade de organismos-alvo
pertencentes a diferentes grupos taxondmicos, sendo que algumas vezes a mesma espécie
responde de maneiras diferentes frente as substancias alelopéticas, como foi o caso deste
estudo. A forma como a toxina é utilizada nos experimentos também é varidvel, e resulta

em diferentes extrapolacdes para o ambiente aquatico.

Portanto, mesmo com varios estudos abordando a alelopatia de cianotoxinas,
ainda ndo ha um consenso na comunidade cientifica. Se faz necessario realizar mais
trabalhos sobre o tema, principalmente utilizando concentragcbes normalmente
encontradas na natureza e que nao descartem a participacdo de outras substancias, além
das cianotoxinas, produzidas pelas cianobactérias, visto que, as respostas bioquimicas
desencadeadas por esses aleloquimicos pode mudar de acordo com a espécie cultivada,

condigdes de cultivo e quantidade de toxina disponivel.
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Tabela 1. Descricédo das configuracbes da CLAE-EM

Parametros Descricdo
Cromatogréafo
Pré coluna ULTRA C18 (3 x 2.1 mm)
Coluna KINETEX C18 (2.6 um x 100 mm x 2.1 mm)

Gradiente de

50%/50% H»0/ acetonitrila + 1% (v/v) acido

« ) formico
concentracdo da Fase movel ; "
(modo isocrético)
Tempo de andlise 5 minutos
Volume de injecéo da 100 pL
amostra
Espectémetro de massas
Gas Nitrogénio
Temperatura capilar 350 °C
Detector voltagem 5kV

Interface
fons monitorados
Tempo de acumulacéo
de ions no octapolo

Electrospray ionization (ESI) — modo positivo
MC-LR: m/z = 995,5560 (M+1)

Microcistina-LR: 100 millisegundos

Validacdo do método

Linearidade
Precisdo dentro da
corrida (CV %)
Precisdo(recuperacao)
Limite de deteccdo
Limite de
quantificacdo

R20.998 para MC-LR 0.1to 50 pg.L*
4.95

98%
0.038 pg.L*

0.13 pg.L?

Fonte: Albuquerque (2017).
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Tabela 2. Crescimento médio (duplicac6es/dia) de Chlorella vulgaris ap0s 24, 48, 72 e
96h de exposicdo as cianotoxinas avaliado pela densidade celular (cel.mL™).

Cianotoxinas

Exposicéo Ensaio Controle MC-LR SAX ATX-A CYN
1 2,07 0,83 2,11 0,35 1,73

2 2,72 1,21 1,73 0,21 2,11

3 2,44 1,23 1,58 0,38 1,58

24h Meédia 2,41 1,09 1,80 0,31 1,80
DP 0,26 0,26 0,31 0,10 0,27

1 2,83 1,51 2,14 0,41 1,71

2 2,24 1,24 1,71 0,24 2,14

3 1,98 1,99 1,19 0,39 1,19

48h Media 2,35 1,58 1,68 0,34 1,68
DP 0,43 0,34 0,46 0,07 0,47

1 2,17 1,59 2,11 0,39 1,75

2 2,54 1,58 1,75 0,28 2,11

3 2,40 1,51 1,99 0,21 1,98

72h Média 2,37 1,56 1,95 0,29 1,94
DP 0,18 0,03 0,16 0,10 0,18

1 2,29 1,59 2,03 0,22 1,73

2 2,28 1,53 2,03 0,13 2,03

3 2,25 1,56 2,03 0,19 1,23

96h Media 2,27 1,56 2,03 0,18 1,66
DP 0,02 0,06 0,0 0,02 0,40

*DP= desvio padréo;
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Tabela 3. Taxa de incremento (Cla-a/dia) e inibicdo (%) de clorofila —a (ug.L™?) apos
96h de exposicdo de Chlorella vulgaris as cianotoxinas.

MC-LR SAX ATX -A CYN
Ensaios Tl | Tl I Tl I Tl |

(Cl-a/dia) | (%) | (Cl-a/dia) | (%) | (Cl-a/dia) | (%) | (Cl-a/dia) | (%)

1 0,51 78 1,31 43 0,42 80 1,79 18

2 0,57 74 1,30 42 0,33 86 1,82 18

3 0,62 76 1,21 44 0,48 80 1,69 12
Média 0,56 76 1,27 43 0,41 82 1,76 16

DP 0,05 2 0,05 1 007 346 006 346

T1 = Taxa de incremento; I = Inibicdo; DP = Desvio Padrdo



Capitulo 3

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DA ESPECIE Daphnia magna NA
EXPOSICAO A DIFERENTES CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS



RESUMO

O estudo avaliou a toxicidade aguda da espécie Daphnia magna a exposicao de diferentes
cianobactérias e distintas concentragdes de cianotoxinas. Os testes de toxicidade aguda
com Daphnia magna foram realizados de acordo com as normas ABNT 12.713/2016,
observando a concentracdo responsavel por causar 50% de imobilidade (CEsp), calculada
pelo 0o método estatistico de Probitos. Considerando a interferéncia negativa das
cianobactérias sobre 0 zooplancton, e a exposi¢do dos claddceros as toxinas intracelulares
e extracelulares em ambientes aquaticos, os resultados demonstraram que 0s neonatos de
Daphnia apresentaram uma alta taxa de herbivoria. Os efeitos de imobilidade/mortalidade
foram especificos para cada cepa de cianobactéria. Comparando a sobrevivéncia dos
cladoceros expostos aos cultivos brutos e lisados contendo microcistina-LR (MC-LR),
saxitoxina (STX), anatoxina-a (ATX-A) e cilindrospermopsina (CYN) foram obtidos
resultados relevantes a diferentes respostas dos organismos a elevadas concentracdes (5
ng.L™) para MC-LR pura, e baixas concentracdes (0,61 pg.L™t) de ATX-A. As hipoteses
de que a sensibilidade da espécie Daphnia magna expostas a linhagens de cianobactérias
toxicas € maior em espécies coloniais, e que a taxa de imobilidade populacional dos
cladoceros aumenta a exposicdo de concentracbes maiores de cianotoxinas, foram
refutadas. Numa concentragdo inicial 2,05 pug.L™? de SXT, os movimentos de Daphnia
magna foram paralisados temporariamente quando expostas a cianobactéria neurotoxica
Raphidiopsis raciborskii. No entanto, quando foram expostas a meio livre das menores
diluicdes, houve alta taxa de recuperacao da atividade motora, uma vez apenas cerca de
20 a 25% dos individuos apresentaram imobilidade. Relacionando os resultados ao que
ocorre no ambiente aquatico natural, ao decorrer de uma florag&o, as espécies de Daphnia
estdo expostas a toxinas intracelulares e extracelulares, com isso, pode haver uma
variacdo na sensibilidade desses animais no inicio e final das floracdes, que poderéa afetar
a estrutura da comunidade zooplanctdnica e interferir ao longo da cadeia trofica.

Palavras chaves: Metabolitos secundarios; Cladoceros; Microcrustaceos; Ecotoxicidade.



ABSTRACT

The study evaluated the acute toxicity of Daphnia magna to exposure under different
cyanobacteria and cyanotoxin differences. Acute toxicity tests with Daphnia magna were
performed in accordance with ABNT 2016 standards, observing the concentration
responsible for causing 12.70% of 12.7 immobility (ECso), using the Probitos statistical
method. Considering an interference of cyanobacteria on zooplankton from cyanobacteria
transmitted on zooplankton and extracellular transmitted intracellular, the direct results
that Daphnia neonates showed a high rate of cellular transmission, the results that showed
a high rate of Daphnia infection. Immobility/mortality effects were specific for each
cyanobacterial strain. Comparing the survival of cladocerans exposed to crude cultures
and lysates containing microcystin-LR (MC-LR), saxitoxin (STX), anatoxin-a (ATX-A)
and cylindrospermopsin (CYN) results were obtained relevant to different responses of
organisms. Elevated see (5 g pg.L™) to entrap (0.61 pg.Lt) of ATX-A. The hypotheses
that increased sensitivity of Daphnia magna species exposed to lineages of toxic bacteria
is higher in colonial species, and that the rate of population immobility of cladocerans to
exposure to higher levels of toxic cyanotoxins were refuted. In an initial concentration
2,05 ug.L! Daphnia magna movements were paralyzed, neurotoxic when exposed to
cyanobacteria, neurotoxic when exposed to psychically exposed Raphiopsis raciborskii.
However, when a medium free from the dilutions was discovered, there was a high rate
of recovery of motor activity, once only about 20 to 25% of similar immobility
components. Plant species may have a relationship with these natural sensitivities, in the
course of Daphnias, which occur in the natural extracellular environment, in the course
of Daphnias, which may have a relationship with these animal sensitivities at the
beginning and end of blooms, which may occur. The structure of the zooplankton
community and interfere along the food chain.

Keywords: Secondary metabolites; Cladocera; Microcrustaceans; Ecotoxicity.
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1. INTRODUCAO

As cianobactérias estdo distribuidas em todo o mundo e suas floragcdes sé@o
preocupantes em ecossistemas aquéaticos, uma vez que ocasiona efeitos adversos em
plantas e animais aquaticos (KIM et al., 2019). Geralmente, estes microorganismos
reduzem a qualidade dos ecossistemas aquaticos e a eficiéncia do fluxo de energia dos
produtores para 0s herbivoros, pois possuem baixo valor nutricional e geram toxinas
(LYU etal., 2019).

As toxinas produzidas por cianobactérias, podem exercer acao deletéria sobre o
zooplancton herbivoro, com consequéncias na sobrevivéncia (SARNELLE et al., 2010),
reproducéo e taxa de crescimento populacional destes organismos. Contudo, os padrdes
de acdes de cianobactérias e cianotoxinas sobre o zooplancton herbivoro sdo
controversos. Alguns autores relatam, além de efeitos negativos, os efeitos neutros e
positivos no zooplancton (FERRAO-FILHO et al., 2019; SARNELLE et al., 2010;
ZAGATTO etal., 2012).

Possiveis vantagens adaptativas da producdo de toxinas tém sido apontadas por
Holland e Kinnear (2013) e Omidi, Esterhuizen-Londt e Pflugmacher (2018) os quais
discutem a importancia desses metabolitos para o sucesso competitivo, através de efeitos
alelopaticos, toxicidade e persisténcia; e/ou “facilitadores fisiologicos”, no
aprimoramento de atividades metabolicas, tais como eficiéncia fotossintética. Além da
producdo de metabdlitos bioativos, a elevada versatilidade em atributos morfologicos
como a formacdo de grandes filamentos e col6nias, favorece a resisténcia a predacao
(GER et al., 2016; RANGEL et al., 2020). Em geral, juntamente a fatores abioticos, tais
atributos sdo apontados por favorecer a dominancia de cianobactérias. Por sua vez, tais
fendmenos podem exercer mudancas ndo apenas na qualidade da agua, mas sobretudo na
estrutura e funcionamento desses ecossistemas, gerando perda de biodiversidade,
afetando diretamente a comunidade de consumidores (AMORIM et al., 2019; 2020) e

limitando o fluxo de energia nas teias troficas aquaticas.

Apesar de serem grandes filtradores, dafinideos tendem a ter capacidade reduzida
na selecdo das particulas que ingerem, sendo diretamente afetados por flutuacdes do
fitoplancton que levam a variacGes quali-quantitativas na dieta desses animais
(KOUSSOROPLIS et al., 2017; FERRAO-FILHO et al., 2019). A evolugio rapida desses
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consumidores em resposta a eutrofizacdo e consequente ocorréncia de floracGes nocivas
pode ter implicacOes a nivel ecossistémico (CHISLOCK et al., 2019) como a supressao

do desacoplamento trofico em virtude da dominéncia de cianobactérias no fitoplancton.

Os efeitos toxicos de cianobactérias e seus metabdlitos produzidos em fauna
aquatica, incluindo microinvertebrados, zooplancton e peixes, tém sido alvo de varios
estudos (FERRAO-FILHO e KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011; ZANCHETT e
OLIVEIRA-FILHO, 2013). Especial atencdo tem sido dada aos peptideos ciclicos -
hepatotdxicos microcistinas, alcaldides neurotoxicos - andlogos de anatoxina-a (ATX-A)
e saxitoxina (STX), e cilindrospermopsina (CYN) - alcaldide guanidino triciclico
citotoxico (KOUSSOROPLIS et al., 2017; FERRAO-FILHO et al., 2019).

Considerando a interferéncia negativa das cianobactérias sobre o zooplancton, e a
exposicdo dos cladéceros as toxinas intracelulares e extracelulares nos ambientes
aquaticos, verificamos a premente necessidade de avaliar os efeitos adversos de
cianobactérias produtoras de cianotoxinas em Daphnia sob essas duas vias de exposicéo,
contribuindo para o conhecimento da sensibilidade desses animais, bem como, para o

entendimento do papel dessas toxinas nos ecossistemas aquaticos.

Neste contexto, este estudo avaliou a toxicidade aguda da espécie Daphnia magna
a exposicdo extra e intracelular de diferentes cianobactérias e distintas concentracoes de
cianotoxinas. Os valores da Concentracédo Letal a 50% da populacéo (CLso) reforcardo o
uso destes organismos em ensaios ecotoxicoldgicos e conhecer sua relacdo com

ambientes eutrofizados. Para tanto, foram levantadas as seguintes hipoteses:

M Daphnia magna apresenta maior sensibilidade quando submetidas a
exposi¢do atraves da ingestéo de células intactas de cianobacterias.

(1) A sensibilidade da espécie Daphnia magna expostas a linhagens
cianobacterias toxicas € maior em espécies coloniais.

(1) A taxa de imobilidade populacional dos cladéceros Daphnia magna
aumenta a exposicdo de concentragcdes maiores de cianotoxinas.

(IV)  Os movimentos de Daphnia magna sdo paralisados temporariamente

quando expostas a cianobactéria neurotoxica saxitoxina.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Quimica e Sanitaria Ambiental
(LAQUISA), localizado na Estacdo Experimental de Tratamento Bioldgico de Esgotos
Sanitéarios (EXTRABES) pertencente a Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

2.1  Cepas de Cianobactérias

Na sala de cultivo de cianobactérias, as cepas estoques foram mantidas em
quantidades satisfatorias para a execucdo dos ensaios, em meio ASM-1 estéril
(GORHAM, et al. 1964), pH 7,4, a 22°C e ~310 pmol féton m2s?, em fotoperiodo

(lampadas fluorescentes General Eletric 40 watts) de 12:12 horas (claro/escuro).

Foram selecionadas quatro cepas de cianobactérias produtoras de cianotoxinas:
Microcystis aeruginosa, produtora de microcistina-LR (MC-LR/Word Data Center
Microorganisms 835), Raphidiopsis raciborskii produtora de saxitoxina (SXT- ITEP-
Al), cedida pela Prof. Dra. Sandra Azevedo do Laboratorio de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ; Dolichospermum solitarium produtora
de anatoxina—a (ATX-A/CIANO5) e Raphidiopsis raciborskii produtora de
cilindrospermopsina (CYN-/CIARO01), esta fornecida pelo Laboratério de Ecologia
Aquatica (Leaq) da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB. De acordo com a
literatura, tais espécies tem a capacidade de produzir compostos alelopaticos e tdxicos

que propiciam respostas estimulatorias ou nulas em organismos-alvo.

2.2  Preparacdo do extrato bruto de cianobactérias e extracdo das cianotoxinas

As linhagens de cianobactérias foram cultivadas em sistema fechado aerado em
erlenmeyers de 2 L nas condi¢Ges descritas acima e na fase exponencial de seu
crescimento, foram retiradas aliquotas para realizacdo dos ensaios e quantificacdo das
cianotoxinas. Foi considerada a cianotoxina total, ou seja, a soma das fracOes
extracelulares e intracelulares. Para a extracdo das toxinas, foram realizadas trés séries
de congelamento e descongelamento das amostras em temperatura -4°C, com o objetivo

de provocar a lise celular e consequente liberacdo da toxina intracelular para o meio
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extracelular (BROOKE et al., 2006; WANG et al., 2007). Em seguida, a quantificacdo da
microcistina-LR na suspensdo de células lisadas foi realizada por (CLAE-EM) com
método validado por Albuquerque (2017), empregando um cromatégrafo UHPLC 3000
e um espectrometro de massas LCQ Fleet lon Trap (ambos da Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). As configuracdes utilizadas para CLAE-EM da validacdo do
método sdo apresentados na Tabela 1 (anexo). As analises de saxitoxina, anatoxina-a e
cilindrospermopsina foram determinadas pelo método Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA), utilizando kits em placas Abraxis, Inc (Warminster, Pa), seguindo as
instrucdes do fabricante, com auxilio de um leitor de microplacas ASYS A-5301 (ASYS
Hitech GmbH Eugendorf, Austria). As concentracdes obtidas das cianotoxinas foram:
5,0; 2,05; 0,61 e 1,42 ug.Ltpara MC-LR, SXT, ATX-A e CYN, respectivamente.

2.3  Cultivo do microcrustaceo Daphnia Magna, Straus, 1820.

O cultivo do microcrustaceo Daphnia Magna produzido, estd seguindo as
prescricbes da ABNT NBR 12.713/2016. Os organismos foram mantidos em béqueres de
vidro de 2 litros cada, e armazenados em camara incubadora (tipo DBO), com temperatura
controlada & 18 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz. Em cada recipiente foram
mantidos até 30 individuos, exclusivamente fémeas, (por serem geneticamente idénticas),
preenchido com volume aproximado de 1.500 mL de meio de cultura M4 (NBR
12.713/2016), apresentando dureza total CaCOs.L™ entre 115 a 225 mg e pH entre 7,6 e
8,0.

Os recipientes recebem manutencdo trés vezes por semana, para observagdo de
possivel ocorréncia de efipios, realizagdo da troca do meio de cultura, eliminacdo das
carapacas, retirada dos filhotes e alimentacéo, esta realizada diariamente com a suspensao
da microalga Chlorella vulgaris. Foram fornecidos cerca de 0,25mL por organismo
contido em cada recipiente, seguindo as recomendac6es da CETESB (1991). Na troca do
meio, somente os individuos adultos foram transferidos para o novo recipiente, enquanto
que os filhotes foram descartados em um recipiente com hipoclorito de sédio (NaClO) ou
reservados para a utilizagcdo nos ensaios. Mensalmente, a sensibilidade do organismo-teste
foi avaliada por meio de ensaio com dicromato de potassio (K2Cr20-), apartir de uma
solugdo-estoque preparada de 10 mg.L™, adicionados volumes conforme tabela 1 (NBR
12.713/2016).
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Tabela 1. Preparo das dilui¢Ges teste a partir da solucdo-estoque de dicromato de

potéssio.
Identificagdo | Concentracdo Volume Volume da | Volume
Identificacdo | Duplicata da solucéo- solucéo- agua de final
estoque estoque diluigéo mL
mg.L? mL mL
C1 C2 Controle 50 50
1 2 0,4 2 48 50
3 4 0,85 4,25 45,75 50
5 6 1 5 45 50
7 8 1,4 7 43 50
9 10 1,7 8,5 41,3 50

Fonte: Autora (2022).

24

Teste de toxicidade aguda utilizando Daphnia magna

O teste de toxicidade aguda utilizando o microcrustaceo Daphnia magna seguiu a

metodologia e recomendacdes da NBR 12.713/2016. Na Tabela 2, encontram-se 0s

requisitos utilizados para a realizacdo do teste.

Tabela 2. Resumo dos requisitos para o ensaio toxicidade aguda com Daphnia magna.

Requisitos

Espécie de organismo-teste

Organismo-teste

Idade
Ensaio

Periodo de exposi¢do

Agua de diluicio

Daphnia magna

6h a 24h
Estatico
48h

Agua natural ou agua reconstituida

Volume minimo da solucao-
teste/recipiente

NUmero minimo de organismos-teste

Numero minimo de réplicas por
solugéo-teste

Temperatura
Fotoperiodo
Alimentacao
Efeito observado
Expressdo do resultado
Avaliacéo dos resultados

10 mL (2mL/organismo)
10
Duas
20°C
Escuro ou 12h a 16h de luz

Nenhuma
Morte/Imobilidade

CEso, FT ou téxico e ndo toxico

Método estatistico de Probitos

2 Nao aplicavel para resultados qualitativos e em FT.

Fonte: NBR 12.713/2016.
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O método consistiu na exposicdo dos neonatos do género Daphnia a amostra
durante um periodo de 48h. Os organismos neonatos (de 2 a 24h) foram transferidos para
20 mL das solucGes-teste e da solucdo controle, em recipientes plasticos de 50 mL. Apos,
foram incubados por 48h a 20°C (x 2°C), sem luz, sem renovacdo da solucdo e sem
alimentacdo. Ao final deste periodo, o nimero de organismos imdveis/mortos nas
amostras e no controle foram registrados. Um teste preliminar foi realizado para
estabelecer o intervalo de solucdes teste a ser utilizado no ensaio definitivo. Ao final do
ensaio, foi determinada a menor solucdo teste que causa imobilidade a 100% dos
organismos e a maior na qual ndo se observa imobilidade. Os ensaios foram considerados
validos quando a porcentagem de organismos imdveis/mortos no controle ndo ultrapassou
10% apds 48h.

Para a realizacdo dos testes de toxicidade aguda, 20 neonatos com idade entre 2 e
24 horas de idade foram expostos em diferentes concentragdes do cultivo bruto — fase
exponencial (células intactas) e cultivo lisado de cianobactérias. Os testes foram
conduzidos com quatro réplicas, com 5 neonatos cada para cada diluicdo do ensaio
realizado e mantidos por 48h a 20°C. Durante os testes, os organismos nao foram
alimentados. Ap0s o periodo de exposicdo, 0 nuimero de individuos imoveis foi
quantificado, observando o nimero de organismos que ndo apresentaram mobilidade.
Para exposicdo das espéecies de Daphnia em cianobactérias produtoras de neurotoxinas,
considerou-se também o organismo imovel aquele flutuante na superficie, mesmo que
apresentasse apenas movimento de suas antenas. Logo, observou-se a concentragio
responsavel por causar 50% de imobilidade (CEso), calculada utilizando o método
estatistico de Probitos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo do ensaio de sensibilidade de Daphnia magna para validacédo dos
resultados

Os ensaios de sensibilidade utilizando dicromato de potassio, foram realizados
para avaliar a sensibilidade dos organismos quando expostos a substancia de referéncia.
A qualidade da agua de cultivo e de diluicdo também foi avaliada indiretamente pelos
resultados obtidos na Figura 1 pela avaliagdo de sensibilidade, utilizando dicromato de

potéssio.
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Figura 1. Avaliagdo da CEso sobre a sensibilidade de Daphnia Magna a dicromato de
potéssio.
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Como é possivel observar através da Figura 1, o valor da CEsg obtido foi de
aproximadamente 1,20 mg.L? de dicromato de potassio, comparando esse valor com 0s
limites estabelecidos pela NBR 12.713 (ABNT, 2016), esse valor esteve na faixa de 0,6
mg.L™? e 2,1 mg.L ! de dicromato de potéssio, viabilizando a metodologia utilizada e

assim podendo utilizar os organismos cultivados nos ensaios de ecotoxicidade.

3.2  Toxicidade aguda utilizando Daphnia magna a exposicdo extracelular de

cianotoxinas

Apbs verificada a sensibilidade dos organismos, o efeito de imobilidade do
organismo teste ap6s 48h de exposicao foi observado. Inicialmente, em dilui¢Ges seriadas
(100; 75; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 %) foi avaliado a toxicidade de Daphnia magna
para Microcystis aeruginosa, Raphidiopsis raciborskii (SXT), Dolichospermum
solitarium e Raphidiopsis raciborskii (CYN), apds a fase de crescimento exponencial dos

cultivos.

A finalidade deste ensaio foi avaliar o efeito toxico da cepa cultivada em
laboratorio, mesmo sem a liberacdo total da cianotoxina, uma vez que esta cianobactéria
encontra-se em abundancia em aguas superficiais eutrofizadas destinadas a abastecimento
publico, recreacdo e outras finalidades, o que pode propiciar a bioacumulagdo e

possivelmente transferéncia das cianotoxinas através da cadeia alimentar, ou seja, além
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da possibilidade de contaminacdo humana através da agua de abastecimento, ha também

o risco de contaminacéo através da cadeia alimentar aquatica.

Observou-se que, para 0s ensaios realizados com o cultivo 100% puro de
Microcystis aeruginosa e Dolichospermum solitarium houve imobilidade/mortalidade de
50% e 65 % dos neonatos, respectivamente. Enquanto para baixas dilui¢des (3,12% e
1,56%), a espécie produtora de microcistina - LR mostrou-se ndo toxica as Daphnia
magna. Dos 20 neonatos expostos em cada teste, dois apresentaram imobilidade na
concentracdo (6,25%), considerado o resultado como “ndo téxico” uma vez que a
porcentagem de imobilidade na amostra ndo foi superior a 10%. Na Figura 2 estdo

apresentados os resultados dos ensaios de toxicidade apds 48 h de exposicao.

Figura 2. Percentual de imobilidade em Daphnia magna ap6s 48h de exposi¢do a
diferentes diluicdes e tipos de cianobactérias e cianotoxinas extracelular.
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Sabe-se que analises de toxicidade aguda de extratos de Microcystis aeruginosa
em Daphnia magna podem apresentar diferentes efeitos tdxicos, pois estes resultados
dependem da cepa testada. Esta espécie colonial, produtora de MC-LR apresenta maior
hidrofilicidade. Moléculas hidrofilicas apresentam pouca capacidade de ultrapassar
membranas lipidicas, necessitando de um mecanismo de transporte para penetrar na
membrana plasmética de células animais (HE et al., 2015). Assim, a presenca de
aminoacidos com diferentes polaridades nas moléculas de microcistinas presentes,

resultou em diferentes graus de toxicidade, favorecendo assim menor adequacdo
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nutricional, diminuicdo da atividade de filtracdo, inibicdo de enzimas digestivas,
bioacumulacio e estresse oxidativo (ORTIZRODRIGUEZ; WIEGAND, 2010).

Diversos estudos ja encontraram forte evidéncia de que a presenca de microcistinas
em cianobactérias influencia em seu volume celular. Em um estudo realizado por
Kurmayer et al. (2003), observando a relacdo entre tamanho da colbnia, teor de
microcistina e proporcao de genotipos produtores de cianotoxinas no lago Wannsee, foi
comprovado que maiores coldnias tinham maior teor de microcistinas por célula e maior
proporc¢do de gendtipos produtores de cianotoxinas. A producdo da microcistina no lago
foi influenciada principalmente pela abundancia de grandes col6nias. Minillo et al. (2000)
estudaram concentracfes de microcistinas nas formas coloniais de M. aeruginosa em
floragdes no Estuario da Lagoa dos Patos no Rio Grande do Sul e constataram também
que diferentes formas coloniais de M. aeruginosa sdo indicadoras dos niveis

intracelulares de toxinas nos eventos de floracGes.

Gan et al. (2012) mostraram que a adi¢do de microcistinas, em concentracdes
compativeis com as do ambiente, levou a um aumento no tamanho das colbnias de
Microcystis, assim como da sintese de exopolissacarideos, apoiando a ideia de que a
fracdo extracelular desta molécula esteja relacionada ao tamanho de colénia.

No que se refere as espécies Raphidiopsis raciborskii (SXT) e Raphidiopsis
raciborskii (CYN) quando foram expostas a Daphnias, apresentaram as menores
porcentagens de sensibilidade, em relacdo as demais. A imobilidade/mortalidade foi
menor que 50% em todas as diluicOes testadas. Sabe-se que nos sistemas naturais, a
concentracdo de toxinas dissolvidas € relativamente baixa, portanto, € mais provavel que
0S Organismos aquaticos estejam expostos a concentracdes relativamente baixas de

toxinas dissolvidas, exceto quando ocorre a senescéncia de floragdes (DAO et al., 2010).

3.3  Toxicidade aguda utilizando Daphnia magna a exposi¢do intracelular de
cianotoxinas

Nos resultados dos ensaios de toxicidade em D. magna para o cultivo lisado apds
48 h de exposicdo aos neonatos, foi verificado que nas amostras com concentracdes de
100, 75, e 50% de MC-LR, houve 100% de imobilidade/mortalidade dos individuos. Estes

resultados mostram que apos a liberacdo da cianotoxina (MC-LR) pelo processo de lise
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celular, houve aumento da concentracdo da cianotoxina (0 que era esperado), e
consequentemente aumento do efeito tdxico em Daphnia magna. Este aumento provocou
uma toxicidade 50% maior. Na Figura 3 estdo apresentados os resultados dos ensaios de

toxicidade em D. magna para o cultivo lisado ap6s 48 h de exposicéo.

Figura 3. Percentual de imobilidade (CEsg) em Daphnia magna ap6s 48h de exposicéo
a diferentes diluigdes tipos de cianotoxinas intracelular.
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Microcistinas, sdo encontradas intracelularmente em aproximadamente 95% do
tempo durante a floracdo e tendem a permanecer contidas na célula (intracelular), até que
haja lise celular no final desse evento e a microcistina seja liberada para a &gua
(extracelular) (USEPA,2015). Isso implica que durante a floracdo, as cianotoxinas estdo
concentradas em maior quantidade no interior da célula e que animais ao ingerir as
mesmas, podem ser expostos a uma dose significativamente maior de microcistina
(BURATTI et al., 2017). Portanto, a exposi¢éo as microcistinas intracelulares, através da
ingestdo de células, tém sido consideradas a via de exposicdo de maior preocupacdo
(VESTERKVIST et al., 2012).

Segundo revelam Ferrdo-Filho, Herrera e Echeverri (2014), a bioacumulacao de
microcistinas em animais aquaticos ocorre através de duas principais rotas: 0 consumo
das células bacterianas durante as floragcGes e a ingestdo de &dgua contaminada pelas
toxinas dissolvidas. Utilizando trés espécies de cladoceros: Moina micrura, Daphnia
laevis e Daphnia similis, os quais foram expostos por 96 horas a extratos aquosos de
matéria liofilizada de floragdes em diferentes concentracdes. Os resultados mostraram

que a captacdo de microcistinas pelos zooplanctons foi diretamente proporcional a
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concentracdo dos extratos aquosos, mostrando, portanto, que a ingestdo de &agua
contaminada a partir da dissolucdo da toxina é também um fator determinante para

bioacumulagéo.

Os extratos de cianobactérias afetam organismos do género Daphnia tanto em
exposicdes agudas, quanto cronicas. Quando as concentra¢des sdo subletais, como foi o
caso das dilui¢des 50, 25 e 12,5%, pode ocorrer diminui¢do no crescimento, baixo indice
de reproducdo, ma formacdo de filhotes, diminuicdo do tempo de vida, estresse oxidativo
e aumento da tolerdncia as toxinas ao longo de geracdes (DAO et al., 2010;
ORTIZRODRIGUEZ et al., 2012).

Kosiba et al. (2018) em seu estudo buscaram responder a hipotese do efeito das
microcistinas dissolvidas, se seria mais evidente em reservatorios e lagoas artificiais do
que em &guas naturais. No estudo, as concentragcBes de microcistinas dissolvidas nas
4dguas estudadas variaram amplamente de 0,07 a 0,81 pg.L™. Os autores mostraram que
as lagoas artificiais estavam sujeitas a floracdes de algas nocivas mais frequentes e
duradouras. Os zooplanctons presentes em lagoas artificiais foram expostos as
concentragOes significativamente mais altas de microcistinas dissolvidas do que as dos
lagos naturais de oxbow. Usando uma regressdo do modelo linear geral (GLM), o estudo
ainda identificou uma relacao significativa entre microcistinas dissolvidas e a densidade
e a biomassa de determinados grupos zooplanctonicos (ciliados, rotiferos, claddceros,
copépodes), sendo estas significativamente menores nas lagoas artificiais do que nos

lagos naturais.

Comparando a sobrevivéncia de Brachionus calyciflorus Pallas (Rotifera) e
Daphnia pulex Leyding (Cladocera) expostos a microcistina pura (MC-LR), anatoxina-a
(ANTX) e cinco extratos obtidos de cianobactérias Microcystis, Planktothrix e
Dolichospermus spp, Pawlik-Skowronska e colaboradores (2019), obtiveram resultados
relevantes a diferentes respostas dos organismos a altas concentragdes de MC-LR pura,
ANTX e extratos complexos de cianobactérias. A toxicidade dos extratos para 0s
invertebrados foi maior que a exercida pelas cianotoxinas puras e dependia da
composicdo dos metabdlitos das cianobactérias. Isso sugere fortemente que o0s
oligopéptidos n&o ribossémicos, além das MCs, tiveram uma contribuicdo essencial para

a toxicidade observada.
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Estes mesmos autores, em 2021 compararam os efeitos toxicos causados pelo
hexapeptideo ciclico anabaenopeptina-B (AN-B), e os heptapeptideos: microcistina-LR
(MC-LR) e MC-LF, bem como uma mistura binaria de AN-B com MC-LR na velocidade
de natacdo de Daphnias. Os resultados mostraram que AN-B exerceu consideravel
inibicdo da velocidade de natacéo e frequéncia de saltos de D. magna semelhante ao MC-
LR e MC-LF. A mistura de AN-B e MC-LR causou efeitos toxicos mais fortes. O valor
muito mais baixo ECso da mistura AN-B e MC-LR (0,95 + 0,12 pg.mL™) do que os
oligopeptideos individuais AN-B (6,3 + 0,63 pg.mL?), MC-LR (4,0 + 0,27 pg.mL™?),
MC-LF (3,9 + 0,20 ng.mL™?) causou inibicéo da velocidade de natacéo, o que explica que
a toxicidade é mais forte de extratos de cianobactérias brutos complexos para dafnideos,

do que microcistinas individuais.

Ainda ressaltando a essas informacdes, Savic e colaboradores (2021), expuseram
as concentracGes de cianobactérias livre de células de Microcystis aeruginosa para
representar maiores e menores concentracbes ecologicamente relevantes de
cianobactérias e seus metabdlitos objetivando avaliar se a concentracdo e impacto
negativo dependente do tempo, sobrevivéncia, digestdo de marcacdo de expressao génica
e metabolismo, resposta ao estresse oxidativo, ciclo celular e muda, em Daphnia magna.
Como consequéncia de todas essas respostas e presumivelmente de alteracdes
moleculares e fisiologicas, a sobrevivéncia de D. magna foi prejudicada ao longo do
tempo, de forma dependente da concentracdo. Os autores, confirmaram que além da
microcistina-LR, outros metabdlitos contribuem para o impacto negativo na

sobrevivéncia de D. magna e na resposta ao estresse.

Com concentragdo inicial de 0,61 pg.L™?, a exposicdo da espécie Dolichospermum
solitarium produtora de anatoxina—a (ATX-A) em Daphnia ocasionou 100% de
imobilidade/mortalidade para as diluicdes de 100, 75, 50% e 25% de células lisadas
(Figura 3), confirmando o alto potencial toxico dessa cianotoxina. As anatoxinas-a sao
alcaldides de baixo peso molecular, que atuam como bloqueadores neuromusculares pos-
sinapticos, imitando o efeito da acetilcolina ao se ligarem aos seus receptores na placa
motora, causando a despolarizacdo da membrana e impedindo a transmissdo
neuromuscular. O mecanismo de acdo de cada neurotoxina é diferente, mas todas atuam
sobre o processo de propagac¢édo do impulso nervoso, promovendo a morte de animais por
parada respiratoria em poucos minutos, apés injecdo intraperitoneal (Ferrdo — Filho et al.,
2020).
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Estudos como de Bownik et al. (2019) confirmam também essa hipotese.
Avaliando a aplicabilidade da analise de video digital para determinacdo de respostas
comportamentais e fisiologicas precoces dos efeitos causados pela neurotoxina
anatoxina-a (ATX-A) em uma ampla faixa de sua concentragdo (0,5-50 pg.mL?) em
Daphnia magna, estes autores observaram a velocidade de natacdo (VN), frequéncia
cardiaca (FC), consumo de oxigénio (CO), atividade do membro toracico (AMT) e garra
abdominal de movimento (GAM). O estudo experimental mostrou uma diminuicdo
dependente da concentracdo e do tempo de VN, CO, AMT e GAM. A VN foi inibida logo
apos 10s da exposigdo de Daphnia magna a ATX-A. Por outro lado, a estimulagéo de
AMT foi observada nas concentrages mais baixas (0,5 e 2,5 pg.mL™?) de ATX-A apos 2
h e 24 h de exposicao.

A cepa Raphidiopsis raciborskii produtora de cilindrospermopsina
(CYN/CIARO1), com concentra¢do de toxina (1,42 pg.L™) no estudo, demonstrou-se
menos téxica em relacdo as cepas testadas (Figura 3). Foi observado imobilidade (CEso)
de 50% apenas no extrato lisado puro o que sugere espécies de baixa herbivoria. Reis
(2018) demonstrou que espécies de Daphnia que apresentam uma alta herbivoria, sdo
menos tolerantes a exposic¢do a cilindropermopsina, apresentando efeitos negativos no
seu ciclo de vida. Enquanto clones com baixa herbivoria, sdo mais tolerantes e parecem
coexistir com R. raciborskii em condi¢cbes em que ndo ocorram dominancia dessa

cianobactéria.

Sabe-se também, que os efeitos positivos na sobrevivéncia e das espécies podem
ser devido a um conjunto de fatores, tais como suas caracteristicas bioquimicas e
capacidade de interferir mecanicamente no processo de filtracdo de particulas e menor
digestibilidade (SCHWARZENBERGER et al., 2021).

A saxitoxina (SXT) atua bloqueando os canais de sodio, prevenindo a propagacao
do impulso nervoso e, consequentemente, ocasionando paralisacdo da segunda antena,
responsavel  pela  movimentagdo dos  cladéceros (FERRAO-FILHO &
KOZLOWSKYSUZUKI, 2011). No presente estudo, numa concentracdo inicial 2,05
ng.L*de SXT houve 60% de imobilidade/mortalidade dos cladéceros, no entanto quando
foram expostos a meio livre das menores diluicdes (3,12 e 1,56 %) houve alta taxa de
recuperacdo da atividade motora, uma vez que apenas 20 e 25% dos organismos expostos

a essa toxina, apresentaram imobilidade (Figura 4). Contudo, em alguns organismos ndo
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foi possivel observar a recuperacdo completa, apenas a movimentacdo de uma das
antenas. Na Figura 4 estdo apresentadas as médias de imobilidade de Daphnia magna

expostas a diferentes dilui¢ces de saxitoxina.

Figura 4. Percentual de imobilidade (CEsg) em Daphnia magna ap6s 48h de exposicao
a diferentes concentracfes de saxitoxina.
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Ferrdo — Filho e colaboradores (2020), avaliaram os efeitos da cepa neurotdxica
da cianobactéria Raphidiopsis raciborskii (CYRF-01) sobre a atividade de natacdo e
parametros fisioldgicos de Daphnia similis, como movimentos das antenas, membros,
garra pos-abdominal e frequéncia cardiaca. Os resultados mostraram efeito rapido da cepa
CYRF em todos os parametros. Os animais comecaram a ser imobilizados nos primeiros
30 minutos de exposicdo e apresentaram paralisia completa apés 2 h em 500 pg.L ™ de
saxitoxina e apos 24 h nas demais concentra¢fes. As antenas pararam de se mover apos
2-3 h a 250-500 pg.L?, explicando a paralisia da atividade de natagdo em Daphnia. Os
movimentos toracicos, pos abdominal e frequéncia cardiaca foram significativamente
inibidos ap6s 30 min em todas as concentragdes, mantendo-se em niveis mais baixos do

que controle através do experimento.

4, CONCLUSAO

Comparando a sobrevivéncia de Daphnia magna expostas a cianobactérias
produtoras de cianotoxinas microcistina-LR (MC-LR), saxitoxina (STX), anatoxina-a

(ATX-A) e cilindrospermopsina (CYN), conclui-se que os resultados foram relevantes a
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diferentes respostas dos organismos a altas concentracbes de MC-LR pura, e baixas

concentracOes de ATX-A, bem como aos extratos complexos das cianobacteérias.

Os resultados opGem-se a hipotese de que a absorcao de cianotoxinas em Daphnias
através da ingestdo de células intactas de cianobactérias é contribui na sua imobilidade.
Os clad6ceros foram mais sensiveis sob concentrac@es letais e subletais de células lisadas
de Microcystis aeruginosa e Dolichospermum solitarium. O presente estudo ainda
demonstrou que neonatos de Daphnia magna apresentaram uma alta taxa de herbivoria,
ou seja, mesmo se alimentando em proporc¢des e concentracdes distintas de cianobactérias
e cianotoxinas, os efeitos de imobilidade/mortalidade foram especificos para cada cepa
de cianobactéria. A espécie filamentosa Dolichospermum solitarium (ATX-A) com
concentracdo de 0,61 ug.L™?, em quase todas as diluices observadas, apresentou maiores
porcentagens de imobilidade. Logo, as hipdteses de que a sensibilidade da espécie
Daphnia magna expostas as linhagens de cianobactérias toxicas, € maior em espécies
coloniais, e que a taxa de imobilidade populacional dos cladoceros aumenta & exposi¢éo

de concentrag6es maiores de cianotoxinas, foram refutadas.

Com concentragdo inicial 2,05 pg.L™* de SXT, os movimentos de Daphnia magna
foram paralisados temporariamente quando expostas a cianobactéria neurotoxica
Raphidiopsis raciborskii. No entanto, quando foram expostas a meio livre das menores
dilui¢des, houve alta taxa de recuperacéo da atividade motora, uma vez que apenas 20 e

25% dos individuos apresentaram imobilidade.

Assim, relacionando os resultados ao que ocorre no ambiente aquético natural, ao
decorrer de uma floracéo as espécies de Daphnias estdo expostas a toxinas intracelulares
e extracelulares. Com isso, pode haver uma variacdo na sensibilidade desses animais no
inicio e final das floracGes, que podera afetar a estrutura da comunidade zooplanctdnica
e interferir ao longo da cadeia trofica.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABNT. Associacdo brasileira de Normas Técnicas. NBR 12.713: Ecotoxicologia
aquatica: toxicidade aguda - Método de ensaio com Daphnia spp (Crustacea, Cladocera).
Rio de Janeiro, 2016.

ALBUQUERQUE, M.V.C. Avaliacdo da degradacdo de microcistina-LR no tratamento
de &gua de abastecimento em sistema convencional seguido por processos oxidativo



110

avancado (POA). 2017. 129 p. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pds graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia Ambiental, Universidade Estadual da Paraiba.

AMORIM, C.A., DANTAS, EW., MOURA, A.N. 2020. Modeling cyanobacterial
blooms in tropical reservoirs: The role of physicochemical variables and trophic
interactions. Science of The Total Environment, 140659.

AMORIM, C.A; VALENCA, C.R; MOURA-FALCAO, R.H; MOURA, AN. (2019)
Seasonal variations of morpho-functional phytoplankton groups influence the top-down
control of a cladoceran in a tropical hypereutrophic lake. Aquat Ecol 53(3): 453-464.
doi.org/10.1007/s10452-019-09701-8.

BOWNIK, A., & PAWLIK-SKOWRONSKA, B. (2019). Early indicators of behavioral
and physiological disturbances in Daphnia magna (Cladocera) induced by cyanobacterial
neurotoxin  anatoxin-a. Science of The Total Environment, 133913.
doi:10.1016/j.scitotenv.2019.133

BROOKE, S., NEWCOMBE, G., NICHOLSON, B., & KLASS, G. Decrease in toxicity
of microcystins LA and LR in drinking water by ozonation. Toxicon, 48, 1054—1059.
2006.

BURATTI, F.M; MANGANELLI, M; VICHI, S; STEFANELLI, M. (2017) Cyanotoxins:
producing organisms, occurrence, toxicity, mechanism of action and human health
toxicological riskevaluation. Arch Toxicol 91(3): 1049—-1130. doi.org/10.1007/s00204-
016-1913-6.

CETESB. COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL.
Relatério de Qualidade das Aguas. Interiores do Estado de Sdo Paulo. 1991. SAO PAULO

CHISLOCK, M.F., KAUL, K.A., DURHAM, K.A., SARNELLE, O., WILSON, A.E.
2019. Eutrophication mediates rapid clonal evolution in Daphnia pulicaria. Freshw. Biol.
64: 1275 — 1283. doi.org/10.1111/fwb.13303

DAO, T.S., DO-HONG, L.C., & WIEGAND, C., 2010. Chronic effects of cyanobacterial
toxins on Daphnia magna and their offspring. Toxicon. 55(7), 1244-1254.
doi.org/10.1016/ j. toxicon.2010.01.014.

FERRAO-FILHO, A. S.; HERRERA, N. A.; ECHEVERRI, L. F. Microcystin
accumulation in cladocerans: First evidence of MC uptake from aqueous extracts of a
natural bloom sample. Toxicon, v. 87, n. 1, p. 26-31, 2014.

FERRAO-FILHO, A.S; KOZLOWSKY-SUZUKI, B (2011). Cyanotoxins:
Bioaccumulation and effects on aquatic animals. Mar Drugs 9: 2729-2772.
doi.org/10.3390/md9122729

FERRAO-FILHO, A. DA S., & DA SILVA, D. A. C. (2020). Saxitoxin-producing
Raphidiopsis raciborskii (cyanobacteria) inhibits swimming and physiological
parameters in Daphnia similis. Science of The Total Environment, 135751.
doi:10.1016/j.scitotenv.2020.1357.

FERRAO-FILHO, A'S; DIAS, T.M; PEREIRA, U.J; SANTOS, J.A; KOZLOWSKY-
SUZUKI, B. (2019) Nutritional and toxicity constraints of phytoplankton from a



111

Brazilian reservoir to the fitness of cladoceran species. Environ Sci Pollut R 26(13):
12881-12893. doi.org/10.1007/s11356-019-04851-6.

GAN, N., XIAO, Y., ZHU, L., WU, Z, LIU, J,, HU, C., SONG, L. 2012. The role
ofmicrocystins in  maintaining colonies of bloom-forming Microcystis spp.
Environmental Microbiology, 14(3): 730 — 742.

GER, K.A; URRUTIA-CORDERO P; FROST, P.C; HANSSON, L.A; SARNELLE O,
WILSON, A.E; LURLING M (2016). The interaction between cyanobacteria and
zooplankton in a more eutrophic world. Harmful Algae 54: 128-144,
doi.org/10.1016/j.hal.2015.12.005.

GORHAM, P.R., MCLACHLAN, J., HAMMER, U.T., KIM, W.K., 1964. Isolation and
culture of toxic strians of Anabaena flos-aquae (Lynbg). Verein. Limnol. 15, 796-804.

HE, X; CRUZ, A.A; HISKIA, A; KALOUDIS, T; O’SHEA K, DIONYSIOU DD.
Destruction of yanotoxin microcystins by UV-254 nm based direct photolysis and
advanced oxidation processes (AOPs): Influence of variable amino acids on the
degradation kinetics and reaction mechanisms. 2015. Water Research, doi:
10.1016/j.watres.2015.02.011.

HOLLAND, A.; KINNEAR, S. (2013) Interpreting the Possible Ecological Role (s) of
Cyanotoxins: Compounds for Competitive Advantage and/or Physiological Aide? Mar
Drugs 11: 2239-2258.

KIM, M.S., LEE, C., 2019. Ozonation of microcystins: Kinetics and toxicity decrease.
Environ. Sci. Technol. 53, 6427-6435. https://doi.org/10.1021/acs.est.8b06645.

KOSIBA, J., KRZTON, W., & WILK-WOZNIAK, E., 2018. Effect of Microcystins on
Proto- and Metazooplankton Is More Evident in Artificial Than in Natural Waterbodies.
Microbial Ecology. 75(2), 293-302. doi:10.1007/s00248-017-1058-z.

KOUSSOROPLIS, A. M., SCHWARZENBERGER, A., WACKER, A. (2017). Diet
quality determines lipase gene expression and lipase/esterase activity in Daphnia pulex.
Biology open, 6(2), 210-216.

KURMAYER, R.; CHRISTIANSEN, G.; CHORUS, I. The Abundance of Microcystin
Producing Genotypes Correlates Positively with Colony Size in Microcystis sp. and
Determinates Its Microcystin Net Prodution in Lake Wannsee. Applied and
Environmental Microbiology, v. 69, n. 2, p. 787-795, 2003.

LYU, K., GU, L., BANGPING, L., YICHUN, L., CHANGCAN, W., GUAN, H., YANG,
Z. 2019. Stress-responsive expression of a glutathione S-tranferase (delta) gene in
waterflea Daphnia magna challenged by microcystin-producing and microcytin-free
Microcystis aeruginosa. Harmful Algae, 56: 1 — 8.

MINILLO, A.; FERREIRA, A. H. F.; YOGUI, G. T. & YUNES, J. S. Concentracéo de
microcistinas e toxicidade nas formas coloniais de Microcystis aeruginosa de florag6es
no estuario da Lagoa dos Patos, RS. In: E.L.G. Espindola, C. M. R. B. & Paschoal, O. R.,
M.B.C. Bohrer & A.L. Oliveira Neto (Ed.). Ecotoxicologia - Perspectivas para o Século
XXI. RIMA Editora, Sdo Carlos, pp. 521-533, 2000.



112

OMIDI, A., ESTERHUIZEN-LONDT, M. PFLUGMACHER, S. 2018. Still challenging:
the ecological function of the cyanobacterial toxin microcystin — What we know so far.
Toxin Reviews, 37(2): 87-105.

ORTIZ-RODRIGUEZ, R., DAO, T.S., WIEGAND, C., 2012. Transgenerational effects
of microcystin-LR on Daphnia magna. J. Exp. Biol. 215, 2795-2805. doi.org/
10.1242/jeb.069211.

ORTIZ-RODRIGUEZ, R., & WIEGAND, C. (2010). Age related acute effects of
microcystin-LR on Daphnia magna biotransformation and oxidative stress. Toxicon,
56(8), 1342-1349. doi:10.1016/j.toxicon.2010.07.020.

PAWLIK-SKOWRONSKA, B., TOPOROWSKA, M., & MAZUR-MARZEC, H.
(2019). Effects of secondary metabolites produced by different cyanobacterial
populations on the freshwater zooplankters Brachionus calyciflorus and Daphnia pulex.
Environmental Science and Pollution Research. doi:10.1007/s11356-019-04543-1

PAWLIK-SKOWRONSKA, B., & BOWNIK, A. (2021). Cyanobacterial
anabaenopeptin-B, microcystins and their mixture cause toxic effects on the behavior of
the freshwater crustacean Daphnia magna (Cladocera). Toxicon, 198, 1-11.
doi:10.1016/j.toxicon.2021.04.023.

RANGEL, L. M., SILVA, L. H., FAASSEN, E. J., LURLING, M., GER, K. A. (2020).
Copepod Prey Selection and Grazing Efficiency Mediated by Chemical and
Morphological Defensive Traits of Cyanobacteria. Toxins, 12(7), 465.
doi:10.3390/toxins12070465.

REIS, G. C. Efeitos da cianobactéria neurotoxica Cylindrospermopsis raciborskii
(Woloszynska, 1912) sobre parametros reprodutivos e comportamento alimentar de
Daphnia spp. (Crustacea, Cladocera). 2018. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biodiversidade e Saude) - Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, 2018.

SARNELLE, O.; GUSTAFSSON, S.; HANSSON, L. A. Effects of cyanobacteria on
fitness components of the herbivore. Journal of Plankton Research, [s.l.], v. 32, no 4,
p. 471-477, 2010. ISSN: 01427873, DOI: 10.1093/plankt/fbp151.

SAVIC, B. G., BORMANS, M., EDWARDS, C., LAWTON, L., BRIAND, E., &
WIEGAND, C. Cross talk: Two way allelopathic interactions between toxic Microcystis
and Daphnia. Harmful Algae, 94, 2020. 101803. doi:10.1016/j.hal.2020.101803

SAVIC, G.B; COLINET, H; BORMANS, M; EDWARDS, C; LINDA, A; LAWTON,
B.; WIEGAND, C. Cell free Microcystis aeruginosa spent medium affects Daphnia
magna survival and stress response. Toxicon. 195 (2021) 37-47.
10.1016/j.toxicon.2021.03.009

SCHWARZENBERGER, A., & MARTIN-CREUZBURG, D. (2021). Daphnia’s
Adaptive Molecular Responses to the Cyanobacterial Neurotoxin Anatoxin-o Are
Maternally Transferred. Toxins, 13(5), 326. doi:10.3390/toxins13050326.



113

USEPA (U.S. Environmental Protection Agency). Methods for measuring the acute
toxicity of effluents and receiving waters to freshwater and marine organisms. EPA-821-
R-02-1. 5th Editon. Washigton. U.S.A, 2015.

VESTERKVIST, P.S.M; MISIOREK, J.O; SPOOF LEM, Toivola DM, Meriluoto JAO.
2012.Comparative cellular toxicity of hydrophilic and hydrophobic microcystins on
Caco-2 Cells. Toxins, 4, 1008-1023.

ZAGATTO, P.A.; BURATINI S.A.; ARAGAO M., FERRAOFILHO; A.S. 2012.
Neurotoxicity of two Cylindrospermopsis raciborskii strains to mice, Daphnia and fish.
Environ Toxicol Chem 31: 857 — 862. https://doi.org/10.1002/etc.1759.

ZANCHETT G, OLIVEIRA-FILHO EC, 2013. Cyanobacteria and cyanotoxins: from
impacts on aquatic ecosystems and human health to anticarcinogenic effects. Toxins
(Basel) 5 (10), 1896-1917.



ANEXOS

114

Tabela 1. Descricédo das configuracbes da CLAE-EM

Parametros Descricdo
Cromatografo
Pré coluna ULTRA C18 (3 x 2.1 mm)
Coluna KINETEX C18 (2.6 um x 100 mm x 2.1 mm)

Gradiente de

50%/50% H»0/ acetonitrila + 1% (v/v) acido

« , férmico
concentracdo da Fase movel L
(modo isocratico)
Tempo de andlise 5 minutos
Volume de injecédo da 100 pL
amostra
Espectbmetro de massas
Gas Nitrogénio
Temperatura capilar 350 °C
Detector voltagem 5kV

Interface
fons monitorados
Tempo de acumulacéo
de ions no octapolo

Electrospray ionization (ESI) — modo positivo
MC-LR: m/z = 995,5560 (M+1)

Microcistina-LR: 100 millisegundos

Validacdo do método

Linearidade
Preciséo dentro da
corrida (CV %)
Precisdo(recuperacao)
Limite de detec¢édo
Limite de
quantificacdo

R20.998 para MC-LR 0.1 to 50 pg.L*
4.95

98%
0.038 pg.L*

0.13 pg.L?

Fonte: Albuquerque (2017).
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Tabela 2. Valores de CEsp obtidos nos ensaios de ecotoxicidade em D. magna para 0s
extratos brutos das cianobactérias.

Porcentagem Microcystis Raphidiopsis Dolicospermum Raphidiopsis
(%) aeruginosa raciborskii solitarium raciborskii
(MC-LR) (SXT) (ATX-A) (CYN)

100 50 45 65 30

75 48,3 35 52,2 28

50 41,6 35 46,3 25

25 30 25 36,5 22
12,5 23,3 20 25 20
6,25 10 20 21 20
3,12 0 15 15 15
1,56 0 10 10 15

Tabela 3. Valores de CEsp obtidos nos ensaios de ecotoxicidade em D. magna para 0s
extratos lisados das cianobacteérias.

Porcentagem Microcystis Raphidiopsis Dolicospermum Raphidiopsis
(%) aeruginosa raciborskii solitarium raciborskii
(MC-LR) (SXT) (ATX-A) (CYN)

100 100 61,6 100 50

75 100 55 100 42

50 100 45 100 35

25 75 40 100 30
12,5 51,6 33,3 45 25
6,25 45 25,5 40 25
3,12 33,3 25 33,3 20
1,56 33,3 20 30 10
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RESUMO

Modelagem molecular computacional, espectrometria de massa e testes in vivo com
Chlorella vulgaris (C. vulgaris) e Daphnia magna (D. magna) foram utilizados para
investigar a lipossolubilidade e ecotoxicidade dos subprodutos da degradagéo de MC-LR
gerados apos oxidagdo por radicais OHe no processo Fenton. A exposi¢do de MC-LR (5
ug.L ™) as condigBes de oxidacdo mais severas (Fe?* 20 mM e H,02 60 mM) resultou em
uma reduc&o na concentragao de toxina de 96% (0,16 pg.L ™), no entanto, com a formagcéo
de muitos subprodutos. O subproduto de m/z 445 foi o mais resistente a degradacéo e
reteve uma estrutura toxica de ligacBes dieno presentes no aminoacido Adda. A
modelagem computacional revelou que m/z 445 (tPSA = 132,88 A2; KOW = 2,02) é mais
lipossoluvel que MC-LR (tPSA = 340,64 A2 KOW = 0,68), evidenciando um processo
de transporte mais facil desse subproduto. Diante disso, os testes de toxicidade utilizando
C. vulgaris e D. magna indicaram maior toxicidade do subproduto m/z 445 em relacao
a0 MC-LR. Quanto a conversao de MC-LR em subprodutos foi de 77%, a inibi¢do do
crescimento de C. vulgaris e a imobilidade de D. magna foram, respectivamente, 6,14 e
0%, com 96% de conversdo; a inibi¢do do crescimento e a imobilidade foram 100% para
ambas as espécies.

Palavras — chave: MC-LR, Oxidacdo; Radicais OH-; subprodutos téxicos; subprodutos
lipossollveis.

ABSTRACT

Computational molecular modelling, mass spectrometry and in-vivo tests with Chlorella
vulgaris (C. vulgaris) and Daphnia magna (D. magna) were used to investigate the
liposolubility and ecotoxicity of MC-LR degradation by- products generated after
oxidation by OHe radicals in Fenton process. Exposure of MC-LR (5 pg.L™?) to the most
severe oxidation conditions (Fe?* 20 mM and H20, 60 mM) resulted in a reduction in the
toxin concentration of 96% (0.16 pg.L ™), however, with the formation of many by-
products. The by-product of m/z 445 was the most resistant to degradation and retained a
toxic structure of diene bonds present in the Adda amino acid. Computational modeling
revealed that m/z 445 (tPSA = 132.88 A2, KOW = 2.02) is more fat-soluble than MC-LR
(tPSA = 340.64 A2, KOW = 0.68), evidencing an easier transport process of this by-
product. Given this, toxicity tests using C. vulgaris and D. magna indicated greater
toxicity of the by-product m/z 445 compared to MC-LR. When the conversion of MC-
LR to by-products was 77%, the growth inhibition of C. vulgaris and the D. magna im-
mobility were, respectively, 6.14 and 0%, with 96% conversion; growth inhibition and
the immobility were both 100% for both species

Keywords: MC-LR; Oxidation; OH radicals; Toxic by-products; Fat-soluble by
products.



119

1. INTRODUCAO

O florescimento de cianobactérias em aguas superficiais atraiu consideravel
atencdo devido aos prejuizos que esses organismos tém causado ao ambiente ecoldgico e
a saude humana (WANG et al., 2018; SU et al., 2020; LIANG et al., 2020). Mais da
metade desses florescimentos estdo associados a formacdo de metabolitos toxicos nos
quais as microcistinas (MCs) sdo as principais cianotoxinas (LIANG et al., 2020). Dentre
essas toxinas, a Microcistina-Leucina Arginina (MC-LR) € uma dos congéneres mais
comuns e também uma das variantes com maior potencial toxico (SU et al., 2020). Esta
bem estabelecido que a MC-LR pode causar danos graves a biota aquatica (PARK et al.,
2016; DAO et al., 2010), a 6rgaos de animais e seres humanos (SUM et al., 2010; BULC
ROZMAN et al., 2017) sendo também classificada como um carcinégeno potencial (SU
etal., 2020; PAN et al., 2020; ZHANG et al., 2021).

Ja foi bem documentado que os tratamentos convencionais de 4guas (por exemplo,
coagulacdo, floculagdo, sedimentacdo e filtracdo) podem apenas eliminar microalgas
prejudiciais, mas sdo ineficientes para remover microcistinas liberadas pelas
cianobactérias (LIANG et al., 2020). Nesse sentido, processos de oxidacdo avangados ,
como por exemplo, decomposicao ultravioleta, ozonizagdo, catalise com TiO2, Fenton,
dentre outros) foram empregados para eliminar MCs em aguas de forma eficiente, no
entanto, esses processos podem levar a formacdo de subprodutos e derivados de MC mais
prejudiciais que a propria toxina (LOPES et al., 2017; MA et al., 2012; SHARMA et al.,
2012; KARCI et al., 2018 ; MORON-LOPEZ et al., 2019). Dentre estes processos de
oxidacdo, o Fenton € bastante recorrente devido a sua compatibilidade ambiental (usando
H.02 e ferro / ferro férrico (Fe?* / Fe**) como oxidante e catalisador) e também pela
eficiéncia de oxidacdo que é obtido pela rapida formacédo de radicais OH- (LOPES et al.,
2017; BELLO et al., 2019; LIANG et al., 2020).

Diversos estudos ja documentaram que a degradacdo de MC-LR por processo
Fenton esta associada a formacéo de subprodutos de oxidacéo que preservam maior parte
das estruturas moleculares da toxina (PARK et al., 2016; KARCI et al., 2018; PARK et
al., 2017; PARK et al., 2018). A ndo toxidade desses subprodutos esta principalmente
associada a clivagem da ligacdo dieno na cadeia Adda ([(2S,3S,8S,9S) -3-amino-9-

metoxi-2, acido 6,8-trimetil-10-fenildeca-4E,6E-di-endico)]), que é essencial para a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720353389?casa_token=G7k7OSlnoakAAAAA:DbFedeJf4tGWOHDk3WP1cSEh5yiRhStqeQRNyGAISTNxD0wSzQD47oNP3CMnyPyZlJu5BRy0_go#bb0585
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expressao da toxicidade de MC-LR. Desse modo, a clivagem dessa ligacdo é desejada no
processo de oxidacao, sendo a principal via para a inativacdo dos efeitos toxicos de MC-
LR (PARK et al., 2018; PARK et al., 2017).

Em adicéo, outro fator determinante para o potencial toxico de MCs e subprodutos
sdo suas superficies de distribuicdo de carga molecular, que definem se as substancias
serdo lipofilicas ou hidrofilicas. Esses aspectos estdo diretamente ligados aos processos
de absorcdo e distribuicdo dessas substancias nos tecidos dos organismos, sendo
constatado que congéneres de MCs mais lipofilicos possuem cinética de penetrabilidade
e transporte superiores aos dos hidrofilicos (MERILUOTO et al., 1990; TESTAI et al.,
2016).

Diante do exposto, o presente estudo utilizou espectrometria de massas, testes de
toxicidade in vivo e modelagem computacional molecular para investigar a toxicidade de
subprodutos de MC-LR, quando oxidada por processo Fenton. Este estudo buscou
elucidar as diferencas de lipossolubilidade entre MC-LR e um de seus subprodutos por
analise de distribuicdo superficial de cargas, a fim de demonstrar o porqué de subprodutos

exibirem efeitos tdxicos mais pronunciados que a propria toxina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenc&o da microcistina — LR e Agua de estudo

A microcistina-LR utilizada neste estudo foi obtida a partir da cepa da
cianobactéria Microcystis aeruginosa (Word Data Center Microorganisms 835). Foi
considerada a MC-LR total - a soma das fragdes extracelulares e intracelulares. Para isso,
as amostras de cultivo da cianobactéria foram submetidas a trés ciclos de
congelamento/descongelamento, com o objetivo de provocar a lise celular e consequente
liberacdo da toxina intracelular para o meio extracelular (BROOKE et al., 2006; WANG
et al., 2007).

Nos ensaios de degradacdo foi utilizada como matriz a 4gua deionizada acrescida
do extrato semipurificado da microcistina-LR. A adi¢ao do extrato foi calculada para uma
concentragéo final de MC-LR de 5 pg.L?, que equivale a uma situacio extrema de

contaminacéo de aguas naturais pela presenca de cianotoxinas.
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2.2  Experimentos de degradacéo utilizando a MC-LR

Os experimentos de oxidacdo foram realizados em equipamento de Jar test. O
processo oxidativo aplicado Fenton foi realizado em etapas sequenciais de coagulagéo,
floculacéo, sedimentacéo e filtracdo (filtro de laboratorio 4.45 um). O volume de reacdo
foi 2L, com tempo de oxidacdo de 10 min, pH 7,5 e 400 rpm de agitacdo. O tempo de
floculacao foi 10 min, a 40 rpm e pH 8.5. O tempo de sedimentacdo foi de 10 min. A
razdo molar de Fe?": H,O; utilizada foi 1:3, em alinhamento as condicdes otimizadas de
Fenton descritas na literatura (Ramos et al., 2020). Cada condicdo de oxidacdo foi
nomeada como um tratamento foi de T1 a T5, com as dosagens de ferro Fe?* (mM) T1 =
5.0; T2=5.5;T3=10; T4 =15e T5 = 20. Para ajuste do pH de cada etapa foi empregado
HCI e NaOH a 0.1IN. A concentracdo de MC-LR foi avaliada em cada etapa do
tratamento. Andlises complementares de Cor e Turbidez também foram realizadas pelos
métodos espectrofotométrico (2120C) e nefelométrico (2130B), respectivamente (APHA,
2017).

2.3 Procedimentos analiticos

As quantificacbes da concentracdo de microcistina-LR foram realizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-
EM), empregando um cromatografo UHPLC 3000 e um espectrometro de massas LCQ
Fleet lon Trap (ambos da Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). As configuracdes
utilizadas para CLAE-EM e as Figuras de mérito da validacdo do método sdo

apresentados na Tabela S1 do material suplementar.

Os produtos de degradacdo de microcistina-LR foram separados das amostras por
microextracdo em fase solida (SPME), empregando um coletor de vacuo modelo TR-
004012 (Teknokroma, Barcelona, Espanha) equipado com colunas C18 (500 mg /6 mL;
Cromatdgrafo vertical, Bangkok, Tailandia). A filtracdo e redispersdo de todas as
amostras foram realizadas a uma vazdo de 1 mL.min" e o metanol foi empregado como

eluente na redispersdao. As amostras foram concentradas em uma razéo 12:1.

Nessa etapa de identificacdo dos produtos de degradacdo de microcistina-LR, 0s
extratos de SPME foram submetidos a espectrometria de massa de infusao direta (DIMS)

e 0s espectros obtidos por varredura no modo “FULL MS2”, utilizando o espectrometro
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LCQ Fleet lon Trap (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Foi empregado a
ionizacgéo por eletrospray de modo positivo (ESI) como deteccdo de m/z entre 0 — 1000.
Os parametros empregados foram volume de inje¢do 100 pL, temperatura do vaporizador
350 ° C e a voltagem de spray 5 kV, com spray estabilizado por fluxo de nitrogénio. Os
dados espectrais foram analisados com o software Xcalibur (Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA).

2.4 Modelagem Computacional

A modelagem molecular computacional foi empregada para calcular as
propriedades inerentes a distribuicdo de carga da molécula de MC-LR e seu principal
produto de oxidacdo. Os softwares utilizados foram o0 ChemDraw 19.1 e o Avogrado 1.0.
A partir da ferramenta ChemDraw 19.1, foram elucidadas as estruturas moleculares e
calculadas as razées m/z dos fragmentos de MC-LR, com base nos dados obtidas nos
espectros de massas. Os arquivos 2D das moléculas obtidas a partir do ChemDraw 19.1
foram exportados e suas estruturas moléculas 3D foram geradas e as conformacdes
espaciais otimizadas a partir do Avogrado 1.0. As curvas de distribuicdo de carga das
superficies moleculares foram geradas pelo seguinte input de dados para o software:
Surface type: Van der Waals; Surface color intensity indicator: Eletrostatic Potencial;

Resolution Surface: High (0.1 Angstroms).

Os parametros avaliados na modelagem computacional foram a area de superficie
polar da molécula (tPSA), que é uma importante medida para a previsao das propriedades
de transporte de compostos em células; a refratividade molar (CMR), que € uma medida
da polarizabilidade total de um mol de uma substancia; o coeficiente de particdo n-
octanol/agua (KOW), que é um indicador de afinidade de um composto a solventes

lipofilicos/hidrofilicos; a solubilidade em agua (LogS) e o volume molar.

25 Bioensaios de Toxicidade

A metodologia adotada para o teste de toxicidade crénica seguiu 0s procedimentos
descritos pela NBR 12.264/2018, que consiste na exposi¢do da Chlorella vulgaris as
amostras contendo MC-LR ou o0s subprodutos de oxidacdo. Nestes ensaios foram

investigados tanto a toxicidade do cultivo lisado de MC-LR, quanto a toxicidade dos
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subprodutos gerados apds a oxidacdo. A métrica para mensurar a toxicidade foi o
percentual de inibicdo de crescimento, com volume amostral de 1mL e contagem das
células realizada com auxilio de microscopio éptico, em cadmara de Neubauer. Nos testes
que avaliaram a toxicidade do cultivo lisado de MC-LR, a contagem de células foi
realizada apos 96hs e os resultados expressos CEso96h. Nos testes que avaliaram a
toxicidade dos subprodutos gerados apos a oxidacdo de MC-LR, o monitoramento do
crescimento e inibigdo celular foi realizado em 24, 48, 72 e 96 h de exposic¢ao. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata e os dados tratados estatisticamente com intervalo
de confianca de 95%. O teste de Dunnet também foi aplicado. Ao final dos ensaios
também foi realizada a determinacdo do conteddo de clorofila-a pelo método de Jones
(1979).

O teste de toxicidade aguda com Daphnia magna seguiu os procedimentos
descritos na NBR 12.713/2016. O método consiste na exposi¢cao dos neonatos do género
Daphnia magna as amostras durante um periodo de 48h. Os organismos neonatos (de 2
a 24h) foram transferidos para 20 mL das solucdes-teste e da solucdo controle, em
recipientes plasticos de 50 mL. Em seguida, foram incubados por 48h a 20°C (z 2°C),
sem luz, sem renovacédo da solucdo e sem alimentacdo. Ao final deste periodo, 0 nimero
de organismos imoveis/mortos nas amostras e no controle foram registrados. Os ensaios
foram considerados validos quando a porcentagem de organismos imdveis/mortos no
controle ndo ultrapassou 10% apo6s 48h. Neste estudo, o fator de toxicidade foi
determinado através da observacdo direta da mobilidade dos organismos na série de
solucdes-teste, e o resultado expresso por um ndmero inteiro. Considerou-se o resultado

como "tdxico™ quando a porcentagem de imobilidade na amostra foi significativamente

maior que no controle, ou "ndo toxico™ quando ndo constatada diferenca significativa.

Antes dos bioensaios definitivos, os microcrustaceos foram submetidos a
toxicidade aguda com dicromato de potassio como substancia de referéncia, a fim de
garantir que a sensibilidade dos organismos empregados atendam as normas

internacionais e para confirmar a validade do ensaio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Processo Oxidativo Avangado — Fenton
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A caracterizagdo da agua de estudo, apresentou alcalinidade 53 mg.L™ CaCOs,
dureza 40 mg.L* CaCOsz e pH em torno 7.6. Também observou-se cor verdadeira,
turbidez e concentragdo de MC-LR foi 105 Hz, 23 NTU e 5 pg.L™?, respectivamente.
Essas caracteristicas fisico-quimicas se assemelham aquelas econtradas em dguas naturais
com elevados niveis de contaminacdo por cianotoxinas (THEES et al., 2018). Os dados
de remocao percentual da cor, turbidez e concentracdo de MC-LR ao final dos tratamentos

de T1-T5 s&o apresentados na Figura 1.

Figura 1. Remocao de cor, turbidez e MC-LR durante as etapas de oxidacao,
decantacéo e filtrag&o.
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Foi constatado que uma dosagem de ferro acima de 5,5 mg.L™ resulta em uma
remocdo eficiente da turbidez (acima de 99%) apos a etapa de filtragdo. Além disso, o
aumento na concentracio de ferro acima de 5,5 mg. L, ndo resultou melhorias em termos
de remocdo de turbidez. Contudo, esse aumento foi indispensavel para otimizar as
remocdes de cor verdadeira e MC-LR. Neste sentido, fica constatado a contribuic¢do do
processo oxidativo na degradacdo de grupos cromoforos geradores de cor, bem como, na
oxidagdo da MC-LR. Todavia, conforme dados de cor verdadeira, turbidez e concentracédo
de MC-LR para as etapas de oxidacdo, decantacéo e filtracdo, (ver Tabela S2 do material
suplementar), o material oxidado que provoca cor s6 é removido de modo eficiente apds
a etapa de filtracdo, na qual as particulas coaguladas que ndo sedimentaram foram retidas

pelo filtro.

Um teste de hipotese t entre os dados de remocdo de MC-LR nas etapas de

oxidacdo e decantacdo demonstrou que ndo ha diferenca significativa (0,05 de
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significancia, GL 4, tcritico = 2.77, tcaiculado = 0.426) entre os resultados destas duas etapas.
Do mesmo modo, também néo existe diferenca significativa entre os resultados de
remocdo de MC-LR entre as etapas de oxidacéo e filtragdo (0,05 de significancia, GL 4,
teritico = 2.77, teaculado= 1.52). Este achado indica que, conforme esperado, a MC-LR
encontra-se dissolvida na dgua de estudo, sendo degradada apenas na etapa de oxidacao,
de modo que as etapas de decantacéo e filtracdo ndo contribuem para a remocgéao de MC-
LR. Em alinhamento a essa constatacdo, ja foi discutido que métodos convencionais
de tratamento de 4gua_envolvendo coagulacao, decantacéo e filtracdo ndo sdo adequados
no tratamento dessas toxinas (FAN et al., 2013; MAGHSOUDI et al., 2015).

Em adicdo, esses resultados também corroboram para explicagdo de que o
processo de oxidacdo promovido por Fenton é cessado na etapa de coagulacdo. 1sso
ocorre em funcdo da elevacdo do pH do meio reacional (para 8.5), que desloca o equilibrio
ionico da matriz em estudo, fazendo com que o Fe** permaneca na forma oxidada (Fe*")
(RAMOS et al., 2020). Este fendmeno inibe o ciclo da reacdo Fenton para formacéo de
novos radicais OH (SUM et al., 2005; LI et al., 2015).

3.2 Subprodutos de oxidagao

A Figura 2 apresenta 0s espectros de massa obtidos ap6s o processo de filtracao,
para os tratamentos oxidativos de T2 a T5. T1 ndo foi discutido nessa etapa por ndo
apresentar diferenca significativa com T2 em relacdo a degradagédo de MC-LR. De
maneira geral, as razbes m/z 69; 135, 159; 213, 286, 374, 445, 553, 558, 682, 778, 866 €
995 estiveram presentes nos efluentes dos quatro tratamentos, em diferentes intensidades.

A identificacdo das espécies quimicas correspondentes a estes fragmentos foi
baseada principalmente na estrutura molecular da MC-LR, (Figura S1 material
suplementar). Trata-se de um heptapepitideo ciclico constituido das sub-estruturas Adda
([(2S,3S,8S,9S)-3 amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetildeca-4(E),6(E)-acido didico),
D-glu (D-acido glutdmico), Mdha (N-metil-desidroalanina), D-ala (D-alanina), L-Leu (L-
Leucina), D-MeAsp (D-acido eritro--metapléastico), L-Arg (L-arginina) (MAYUMI et
al., 2016). A Tabela 1 apresenta as estruturas correspondentes aos fragmentos registrados
nos espectros de massas, que corroboram com as informacdes ja descritas na literatura
especifica (MILES et al., 2013; FANG et al., 2014).
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Figura 2. Espectros (m/z) dos subprodutos obtidos ap6s degradacdo de MC-LR por
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Tabela 1. Principais fragmentos identificados nos efluentes de oxidagdo MC-LR e seus

compostos moleculares.

m/z Fragmentos de MC-LR

69 D-Ala

135 (2-metoxi-etil) benzeno derivado do grupo Adda

213 D-Glu + Mdha

286 L-Arg + D-MeAsp

375 Adda + D-Glu + Mdha removendo m/z 135

445 Adda + D-Glu + Mdha + D-Ala removendo m/z 135

553 Mdha + D-Ala + L-Leu + D-MeAsp + L-Arg

559 Adda + L-Arg + D-MeAsp + L-Leu removendo m/z 135

682 L-Arg + Adda + D-Glu + Mdha

778 D-G!u + Mdha_ + D-Ala+ I__-Leu + D-MeAsp+ L-Arg + 3-
amino-2-metilbutano derivado do grupo Adda

866 L-Arg + Adda + D-Glu + Mdha +A-Ala + L-Leu

995 MC-LR
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As formulas quimicas e as estruturas moleculares de todos os fragmentos foram
identificadas e estdo apresentas na Tabela S3 do material suplementar.

A molécula da MC-LR, que corresponde a m/z 955, apareceu com uma baixa
abundancia relativa nos espectros de massas referentes aos quatro tratamentos. Conforme
dados da Figura 1, T2 (Fe** em 5.5 mg.L™) ja resultou na degradacio de 70% da MC-
LR presente no meio reacional, o que justifica uma maior abundancia dos subprodutos
em relacdo a MC-LR. De maneira geral, o processo de oxidacéo resultou na desnaturagédo
da estrutura ciclica da MC-LR, que compreende as liga¢cBes entre Adda+D-
Glu+Mdha+D-Ala+L-Leu+D-MeAsp+L-Arg. Esta observacdo foi evidenciada pela
presenca das estruturas fragmentadas da m/z 69 até a m/z 682, que sdo derivadas da
quebra de ligacdes peptidicas da MC-LR. Conforme descrito por Fang et al. (2014), a
m/z 135, (2-metoxietil) benzeno, é derivada de Adda, por meio da clivagem da ligacdo
entre os carbonos 8 e 9. A identificacdo do fragmento m/z 135 permitiu explicar a
presenca dos fragmentos m/z 375, 445 e 559, que estdo relacionados a retirada de (2-
metoxietil) benzeno da molecula de MC-LR.

Foi constatado no presente estudo que o fragmento m/z 778 corresponde a
estrutura ciclica da MC-LR, com a presenga de 3-amino-2-metilbutano, que deriva de
Adda pela quebra da dupla ligacdo entre os carbonos 4 e 5. A quebra dessa ligacédo é
direcionada pela densidade eletrénica da dupla ligacao entre os carbonos vicinais, que
sofrem reacdo de abstracdo de elétrons por parte dos radicais OH (RAMOS et al., 2020).

Conforme dados apresentados nos espectros de massas da Figura 2 e dados
complementares da Tabela S3, os fragmentos mais abundantes identificados nos
efluentes tratados apresentaram peso molecular abaixo de 668 g.mol. Outra importante
observagdo é que todos os fragmentos com peso molecular abaixo de 668 g.mol™
apresentaram a estrutura ciclica de MC-LR degradada. Também pode ser constado que,
a medida que a intensidade do tratamento Fenton aumentou, ocorreu uma diminuicao da
abundancia do fragmento m/z 553 e o aumento na abundancia do fragmento 445. Este
fendmeno pode ser explicado pois a m/z 445 compreende uma parte da estrutura de Adda,
que € uma molécula resistente a degradacao (MILES et al., 2013). Nesse sentido, ao passo
que o potencial de oxidacdo do meio vai aumentando (aumento da concentragdo de
reagente Fenton), os demais fragmentos vdo sendo oxidados mais rapidamente que m/z
445, o que causa 0 aumento da abundancia relativa desse fragmento. Por outro lado, o

aumento na abundancia do fragmento 213 (D-Glu + Mdha) esta associada a degradagéo
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https://www.molport.com/shop/moleculelink/2-methoxyethyl-benzene/1784008?searchtype=molecular-formula-search&searchkey=none
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dos fragmentos 375, 559, 682, 778 e 886, que compreendem as moléculas D-Glu e Mdha

em sua estrutura.

Vale ressaltar que tanto os fragmentos m/z 213 quanto 445 compreendem D-Glu
e Mdha, e esses fragmentos resistiram aos tratamentos com elevadas concentragbes do
agente de oxidacdo. A m/z 445, subproduto mais abundante no efluente de T5, é mais
lipossoltvel que a molécula de MC-LR. Isso ocorre em fungdo da perda de um dos
agrupamentos COOH, oriundo de D-MeAsp (D-4cido eritro-B-metaplastico), que €
responsavel por garantir o aspecto hidrofilico da molécula de MC-LR (TESTAI et al.,
2016).

3.3  Modelagem molecular computacional de MC-LR e subprodutos produzidos

Para fundamentar a inferéncia da maior lipossolubilidade da m/z 445 em relagéo
a MC-LR, procedeu-se com um estudo de modelagem computacional, para determinar
densidades de cargas superficiais de ambas as moléculas. A Figura 3 apresenta as
estruturas moleculares 3D e as superficies de distribuicdo de carga de MC-LR e de seu
subproduto de oxidacdo m/z 445. Os demais resultados da modelagem computacional séo
apresentados na Tabela 2.
Figura 3. Area de superficie polar topoldgica obtida por modelagem computacional. (a)
— molécula 3D de subproduto m/z 445; (b) — molécula 3D de MC-LR; (c) — area de

superficie polar topologica do subproduto m/z 445; (d) — area de superficie polar
topoldgica de MC-LR.
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Tabela 2. Propriedades moleculares de MC-LR e subproduto m/z 445 obtidos por
modelagem computacional.

Pardmetros MC-LR Subprodutos m/z 445
tPSA (Angstroms?) 340.64 132.88
Kow 0.679 2.025
LogS -8.27 -3.591
CMR 26.896 12.343
Molar volume (cm?®) 766.0 (+ 7) 399.4 (+ 4)

*tPSA- area de superficie polar topoldgica; KOW- coeficiente de particdo para n-octanol/agua; LogS-
solubilidade em agua; CMR — Refratividade Molar.

Os resultados da modelagem confirmaram a maior lipossolubilidade do
subproduto m/z 445 em relacdo a MC-LR, sendo constatado que MC-LR € cerca de 3x
mais polar que o referido subproduto, em termos de tPSA. Essa caracteristica polar de
MC-LR pode ser é visualmente identificada pela ilustracdo da superficie polar da
molécula (Figura 3-c e d), que possui distribui¢do de cargas positivas/negativas muito
mais intensas que no subproduto m/z 445. A caracteristica lipossoltvel do subproduto m/z
445 também foi confirmada em termos KOW, que nesse subproduto foi de 2.025, cerca
de trés vezes maior que o de MC-LR. Essas informacdes foram corroboradas pelos dados
de Refratividade Molar (CMR), que indicaram que a molécula de MC-LR é duas vezes
mais polarizavel que o subproduto m/z 445. Além disso, Shishido et al. (2019)
verificaram que os tempos de retencdo cromatografica das microcistinas foram
adequadamente correlacionados com os valores de tPSA obtidos por célculo tedrico,
mostrando que este parametro é capaz de descrever as caracteristicas de afinidade polar

dessa toxina.

Os dados de modelagem molecular computacional para os outros subprodutos sao
apresentados na Tabela S3 (material suplementar). Com base nos dados de KOW, os
subprodutos 135, 375, 445 e 559 tém maior lipossolubilidade do que MC-LR. No entanto,
0s subprodutos 886, 778, 682, 553, 286, 213 e 69 sdo mais hidrofilicos do que MC-LR.
Outro achado importante, baseado nos dados da Figura 2, é que os subprodutos mais
hidrofilicos foram mais facilmente degradados do que os lipossoluveis.

3.4 Testes de ecotoxicidade

3.4.1  Ecotoxicidade de microcistina — LR em Chlorella vulgaris



130

Na etapa inicial dos testes de toxidade foram avaliadas oito dilui¢bes de extrato
bruto lisado de Microcystis aeruginosa, com concentracgdo inicial de 5 pg.L™. A relacdo
entre o percentual de inibicdo do crescimento e a concentracdo de MC-LR segue uma
funcdo matematica de poténcia, conforme apresentado na curva da Figura 4-a. A Tabela
S4 apresenta dados complementares desses resultados. Foi constatado que Chlorella
vulgaris ndo sofreu efeitos toxicos significativos quando expostos ao extrato lisado com
concentragio de MC-LR abaixo de 0,652 pug.L?. A Figura 4-b também apresenta o
resultado da imobilidade de Daphnia magna em fungéo da concentragdo de MC-LR no
meio de exposicao, que serdo discutidos na sesséo 3.1.3.

Figura 4. Inibigé&o do crescimento de Chlorella vulgaris em fung¢éo da concentracao de

MC-LR no meio de exposicédo (a) e imobilidade de Daphnia magna em funcéo da
concentracédo de MC-LR no meio de exposicéo (b).
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O modelo matematico que expressa a relacdo entre a inibicdo do crescimento de
Chlorella vulgaris (CEs096h %) e a concentragdo de MC-LR (ug.L™?) é apresentada na
Equacdo 1. O referido modelo apresentou Rz de 0.99 e o teste de significancia da regressao
resultou em um F-Fisher de regressdo (1049) significativamente maior que o F critico
(5.98) (ver ANOVA de regressao na Tabela S5).

MC — LR 0.6317
CE5096h % (c.ougaris) = [ ] /4 Eq.1

Em que, CE5096h % ¢ yuigaris)€ @ taxa de inibicdo percentual do crescimento de
Chlorella vulgaris;[MC — LR] é a concentragdo de MC-LR no extrato lisado. Com base
nesse modelo, € possivel prever a taxa de inibicdo de Chlorella vulgaris quando exposta

a MC-LR presente na agua de estudo (5 pg.L™Y), que resultaria em CEs96h de apenas
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0,69%. Neste sentido, o resultado do teste de toxicidade seria ndo toxico (com resultado
ndo significativo para o teste de Dunnet).

Pontua-se que as concentragdes de MC-LR que provocaram toxicidade cronica
em Chlorella vulgaris ([MC-LR] > 0,625 ug.L™?) levam a ocorréncia de alteraces
metabdlicas que retardaram o mecanismo de divisdo celular. Este fendmeno esta
relacionado a inibicdo das proteinas fosfatases, que participam ativamente do processo de
fotossintese (BABICA et al., 2006). Wang et al., (2017) analisaram os possiveis efeitos
alelopéticos dos exsudatos durante trés fases de crescimento da cultura de Microcystis
aeruginosa em trés microalgas (Scenedesmus quadricauda, Chlorella pyrenoidosa e
Cyclotella meneghiniana). Esses autores relatam que os crescimentos das trés algas foram
inibidos ao serem submetidas aos exsudatos provenientes da fase exponencial e

estacionaria da cultura de Microcystis aeruginosa.

3.4.2 Ecotoxicidade dos subprodutos de degradacédo de MC-LR em Chlorella vulgaris

Uma vez constatado que em concentragcdes menores de MC-LR na &gua de estudo,
ndo causam efeitos toxicos cronicos em Chlorella vulgaris, procedeu-se os ensaios de
degradacdo MC-LR afim de avaliar os efeitos toxicologicos dos subprodutos de oxidacéo
de MC-LR. Os ensaios avaliaram os efluentes dos cinco tratamentos (T1-T5). Os tempos
de exposicdo de Chlorella vulgaris aos efluentes dos tratamentos foram 24, 48, 72 e 96
horas. Além dos dados de crescimento médio de Chlorella vulgaris, também foi avaliado
a taxa crescimento celular (duplicacGes/dia) e a inibicdo (%) da clorofila ap6s 96h de
exposicdo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados sdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Crescimento médio de Chlorella vulgaris apos 24, 48, 72 e 96h de exposicao

aos subprodutos de oxidacdo de MC-LR e dados de inibi¢do de clorofila apos 96h de
exposicao.

Tempo de Controle T1 T2 T3 T4 TS5
Exposicéo
Crescimento médio (duplicacdes/dia) cel.mL*
24h 235(20.22) 200 (+0.19) 1.80 (20.27) 1.38(20.17) 0.40 (0.37) 0.17 (£0.05)
48h 235(20.22) 201 (+0.21) 1.68(20.47) 1.38(x1.27) 0.52(£0.20) 0.17 (£0.02)
72h 2.35(20.22) 199 (+0.19) 1.94(x0.18) 1.19(+0.19) 0.29 (+0.06) 0.07 (+0.06)

96h 2.35(x0.22)  193(+0.17) 1.66 (+0.40) 1.14 (+0.06) 0.29 (+0,10)  0.00 (+0.00)
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Inibicdo (%) e ecotoxicidade apds 96h de exposicdo

Inibigdo de
crescimento (%) - 2,03 6,14 9,41 13,22 31,03
Teste de Dunnet - NS NS NS NS <0,01
Ecotoxicidade - NT NT NT NT T
Taxa de incremento (Cla-a/dia) e inibicio (%) de clorofila - a (ug.L™) apds 96h
Cl-a/dia 2.18 (+0.2) 1.76 (x0.06) 1.27 (0.05) 0.56 (£0.05) 0.41 (£0.07) 0 (x0.00)
Inibigdo (%) 0% 16 43 76 82 100

*NS: Néo significado (at 95%); T: Tdxico; NT: Nao tdxico.

A taxa média de crescimento do grupo controle foi de 2,35 duplica¢des/dia. Apds
todos os tratamentos, as taxas médias de crescimento celular foram menores em relagdo
ao grupo controle (Tabela 3). Esse achado aponta para uma possivel acao de subprodutos
de oxidacao agindo como inibidores do crescimento celular de Chlorella vulgaris. Tais
inferéncias podem ser levantadas tanto para os dados de crescimento médio Chlorella
vulgaris quanto nos dados de clorofila. Para T5 houve em média 0,17 duplicagdo/dia em
24 e 48 h, 0,07 duplicacdo/dia em 72 h e ndo houve crescimento em 96 h de exposicéao.
Além disso, os resultados do teste de Dunnet apontaram que as condic@es existentes no
efluente de T5 causaram toxicidade para Chlorella vulgaris. Em adicédo, dos efluentes
analisados, a porcentagem de inibicdo de clorofila — a foi maior que 50% no poés
tratamento T3, T4 e T5, conforme dados da Tabela 3. A superficie de resposta
correspondente ao modelo de regressao € apresentada na Figura 5, que também apresenta
a curva de inibicéo de clorofila apos 96 horas de exposicéo os efluentes de T1 a T5.

Figura 5. Superficie de resposta de inibicdo do crescimento de Chlorella vulgaris e
curva de inibicdo de clorofila apds 96 horas de exposicao
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Uma ANOVA (Tabela S5) foi realizada fim de quantificar as influéncias do
tempo exposicao e do tipo de tratamento nos efeitos toxicos causados pelos subprodutos
de MC-LR a Chlorella vulgaris. De acordo com os dados da ANOVA (Tabela S5) e da
superficie de resposta (Figura 5), a um nivel de confianca de 95%, o tempo de exposicao
aos subprodutos de MC-LR ndo exerceu influéncia significativa na inibicdo do
crescimento de Chlorella vulgaris. Esse resultado indica que o dano causado pela
exposic¢ao aos subprodutos ocorre principalmente nas primeiras 24 horas. Neste sentido,
a exposicao continuada -das 24 as 96 horas- ndo intensificou os efeitos toxicos de MC-
LR sobre Chlorella vulgaris. Todavia, os dados demonstraram que o tratamento ao qual
MC-LR foi submetido exerceu influéncia significativa na inibicdo de crescimento de
Chlorella vulgaris. A medida que a concentracdo dos reagentes Fenton aumentaram (de
T1 para T5), o que levou a conversdo de MC-LR no subproduto de m/z 454, o percentual

de inibicdo do crescimento Chlorella vulgaris aumentou expressivamente.

3.4.3 Ecotoxicidade de microcistina-LR em Daphnia magna

Na etapa inicial dos testes de toxidade com D. magna foram avaliadas oito
diluicBes de extrato bruto lisado de Microcystis aeruginosa, com concentracdo inicial de
5 ug.LL. A relacdo entre o percentual de imobilidade de Daphnia magna e a concentragao
de MC-LR segue uma funcdo matematica de poténcia, conforme apresentado na Figura

4-b. Os dados complementares desse ensaio sao apresentados na Tabela S6.

Todas as dilui¢Ges obtidas a partir do cultivo lisado de MC-LR mostraram-se
toxicas para Daphnia magna, uma vez que todos os percentuais de imobilidade foram
superiores a 10%. Para concentragdes de MC-LR acima de 2.5 pug.L?, o percentual de
imobilidade foi de 100%.

O modelo matematico que expressa a relagdo entre o percentual de imobilidade
de Daphnia magna em funcdo da concentracio de MC-LR (p.L?1) até 2.5 pgL?té
apresentada na Equacdo 2. O referido modelo resultou em RZ de 0.99 e o teste de
significancia da regressdo em F-Fisher (1555) significativamente maior que o F critico
(6.60) (ver ANOVA de regressao na Tabela S7).
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I%(D magna) — 41[MC — LR]OAOS Eq2

Em que, 1% p. magna)€ @ imobilidade percentual de Daphnia magna; [MC — LR]
é a concentragdo de MC-LR no extrato lisado. Com base nesse modelo, é possivel prever
a imobilidade percentual de D. magna quando exposta a MC-LR presente na agua de

estudo (5 p.LY), que resultaria em 1%(p. magna) de apenas 7,9%. Neste sentido, o

resultado do teste de toxicidade seria ndo toxico (mobilidade inferior a 10%).

Sabe-se que, os extratos de cianobactérias afetam organismos do género Daphnia
tanto em exposi¢Oes agudas, quanto crénicas. Segundo Ferrdo-Filho et al. (2014), a
captacdo de microcistinas pelos zooplancton foram diretamente proporcionais a
concentracdo da toxina nos extratos aquosos, mostrando, portanto, que a ingestdo de dgua
contaminada a partir da dissolucdo da toxina é também um fator determinante para
bioacumulacdo. Em adicao, quando as concentragcfes sdo subletais, como foi o0 caso da
MC-LR presente na agua de estudo (/% < 10%), pode ocorrer diminuicdo no
crescimento, baixo indice de reproducdo, ma formacéo de filhotes, diminui¢do do tempo
de vida, estresse oxidativo e aumento da tolerancia as toxinas ao longo de geragdes (DAO
etal., 2010; ORTIZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

Kosiba et al. (2018) expuseram zooplancton presentes em lagoas artificiais a
microcistinas dissolvidas. Usando uma regressdo do modelo linear geral (GLM), o estudo
ainda identificou uma relacéo entre MC-LR dissolvidas e a densidade metazooplankton
(ciliados, rotiferos, cladoceranos, copépodes), com F de Fisher de calibracdo (19.5)
ligeiramente maior que o F critico (24.001). Apesar de apresentar os dados da analise
estatistica, o estudo ndo apresentou o grafico da curva com os dados de densidade

metazooplankton em funcéo da concentragdo de MC-LR.

3.4.4 Ecotoxicidade dos subprodutos formados de MC-LR em Daphnia magna

Os resultados dos ensaios de toxicidade de MC-LR para D. magna sdo
apresentados Tabela 4, que também apresenta os resultados dos ensaios para determinar
fator de diluicdo em que a amostra ndo apresenta toxicidade para D. magna, empregando
os efluentes de T3, T4 e T5.
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Tabela 4. Resultados dos testes de toxicidade ap6s 48 h de exposi¢do de D. magna aos
subprodutos da oxidacdo do MC-LR.

Tratamento Meédia de imobilidade Imobilidade (%) Toxicidade
0 0/20 (+ 0.0) 0 NT
T1 0/20 (+ 0.0) 0 NT
T2 0/20 (+ 0.0) 0 NT
T3 7,6/20 (+ 3.0) 38,33333 T
T4 12,6/20 (+ 2.5) 63,33333 T
T5 20/20 (+ 0.0) 100 T
T3 diluicdo (FTd 3)
75% 3/20 (+ 0.50) 15 T
50% 2/20 (+ 0.58) 10 T
25% 0/20 (+ 0.0) 0 NT
12.5% 0/20 (+ 0.0) 0 NT
6.25% 0/20 (+ 0.0) 0 NT
T4 diluicdo (FTd 4)
75% 6/20 (+ 0.00) 30 T
50% 4/20 (+ 0.00) 20 T
25% 2/20 (+ 1.00) 10 NT
12.5% 1/20 (+ 0.50) 5 NT
6.25% 1/20 (+ 0.50) 5 NT
T5 diluicdo (FTd 8)
75% 10/20 (+ 0.58) 50 T
50% 5/20 (+0.50) 25 T
25% 3/20 (+0.50) 15 T
12.5% 2/20 (+0.58) 10 NT
6.25% 2/20 (+ 0.58) 10 NT

* FTd = Fator de diluicdo; T: Toxico; NT: Néo Toxico.

Os efeitos dos subprodutos de oxidacdo presentes nos efluentes dos tratamentos

T1 e T2 ndo apresentaram toxicidade aguda para D. magna. Todavia, os subprodutos

presentes em T3, T4 e T5 apresentaram toxicidade significativa para D. magna. Em T5,

por exemplo, o nimero de individuos imoveis correspondeu a 100% (20/20 individuos)

para todos os ensaios. Observou-se que o efluente de T3 necessitou de FTd = 3 para

tornar-se ndo toxico para D. magna, seguido por T4 com FTd =4 e T5 FTd = 8. Apesar

do aumento da concentracdo de reagente Fenton ser progressiva de T3 para T5, foi

constatada uma disparidade entre os niveis tdxicos provocados pelos subprodutos

presentes nos efluentes de cada tratamento. Essa constatacdo estd alinhada com 0s

resultados obtidos na etapa de caracterizacdo dos subprodutos de oxidagdo, onde

observou-se que a presenca do subproduto m/z 445 é significativamente mais pronunciada

no efluente de T5 que nos demais tratamentos.

3.5 Relacéo entre a formacao dos subprodutos e os testes de toxicidade.
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Conforme discutido na sessdo anterior, 0 aumento na concentra¢do do reagente
Fenton esteve associada degradacdo de MC-LR e formacdo do subproduto de m/z 445.
Os dados de modelagem computacional para as moléculas revelaram uma expressiva
lipossolubilidade do fragmento m/z 445 (tPSA = 132.88 A?) em relagio MC-LR (tPSA =
340.64 A2), demonstrando que a cianotoxina é muito mais lipofilica que o principal
subproduto obtido nesse estudo. Outros estudos haviam constatado que MC-LR €
altamente hidrofilica e ndo pode penetrar nas membranas celulares por transporte passivo
(TESTAI et al., 2016). Nesse sentido, os parametros cinéticos e efeitos toxicos de MC-
LR sdo significativamente diferentes de congéneres e subprodutos mais lipofilicos
(DIEZ-QUIJADA et al., 2018).

Também ja foi constatado que os processos de absorcdo, distribuicdo de tecido e
excrecao ocorrem em taxas cinéticas de trés a quatro vezes mais rapidas para congéneres
lipofilicos de MC-LR (MERILUOTO et al., 1990; TESTAI et al., 2016). Um exemplo ja
estudado foi a MC-LF, cianotoxina mais lipofilica, que produziu uma redugdo maior na
atividade da proteina fosfatase (PP) do que outros congéneres hidrofilicos (MC-LR e MC-
LW), quando aplicados em células neuronais (FEURSTEIN et al., 2010). Isso sugere que
MC:s lipofilicas s@o transportadas de forma mais eficiente para a célula e, assim, atinge
as concentracdes intracelulares inibidoras de PP mais rapidamente do que MC-LR e MC-
LW, que sdo mais hidrofilicas (FEURSTEIN et al., 2010; BULC ROZMAN et al., 2017).
Consoante a isso, ja foi explicado que variacdes na estrutura dos MCs alteram sua
permeabilidade de membrana (VESTERKVIST et al., 2012), levando a ocorréncia de
efeitos citotoxicos mais pronunciados do que aqueles de MC-LR em células CaCo-2
intestinais humanas, humanos hepatdcitos, células renais embrionarias transfretadas com
OATP (FISCHER et al., 2010), e também células cerebrais totais murinas primarias
(FEURSTEIN et al., 2009).

Em complementacdo a essas informagdes, outros estudos observaram que a
presenca de subprodutos da oxidacdo MC-LR ndo mostrou qualquer atividade toxica ou
inibicdo da proteina fosfatase apds a quebra da ligagdo dieno da cadeia Adda (FOTIOU
etal., 2013; PARK et al., 2017). Isso ocorre, pois a clivagem dessa ligagéo dieno alivia a
toxicidade de MC-LR, uma vez que a referida ligacdo dupla conjugada no grupo Adda é
a responsavel pelo efeito toxico de MC-LR (WELKER e STEINBERG, 1999). Todavia,
a ligacdo dieno de Adda permanece intacta no subproduto de m/z 445 (ver Tabela S3 do

material suplementar).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519300475?casa_token=IB694VfDLTwAAAAA:wggL38d2Z-dH3utlZ0NFmrw258fq_62fbdkzsQ4vGArmx03t1dnEvMuYE07LDQngM-FZkFeDBko#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519300475?casa_token=IB694VfDLTwAAAAA:wggL38d2Z-dH3utlZ0NFmrw258fq_62fbdkzsQ4vGArmx03t1dnEvMuYE07LDQngM-FZkFeDBko#bib10
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Em alinhamento a estas informacdes, os testes de toxicidade indicaram um
aumento da taxa de inibicdo de crescimento de Chlorella vulgaris e 0 aumento na taxa de
imobilidade de D. magna, quando expostos a efluentes contendo predominantemente o
subproduto de m/z 445. Estes achados apontam que o subproduto de m/z 445, oriundo da
oxidacdo de MC-LR, apresenta efeitos mais toxicos para Chlorella vulgaris e D. magna
que a propria MC-LR. Conforme dados obtidos a partir da modelagem computacional e
os fundamentos ja relatados em outros estudos, essa maior toxicidade pode estar

associada a maior lipossolubilidade do subproduto de oxidacéo.

Esta tese é sustentada tanto pelos resultados dos ensaios de toxidade quanto pelos
resultados obtidos nas analises de DIMS. As analises demonstraram que a solucao
controle (5 pg.Lt de MC-LR) no apresentou efeitos toxicos para a espécies Chlorella
vulgaris e D. magna. Todavia, ao passo que MC-LR foi sendo degradada em condi¢fes
mais agressivas de oxidagdo, o subproduto m/z 445 tornou-se o mais abundante no
efluente produzido, o que levou a ocorréncia de efeitos toxicos mais severos para
Chlorella vulgaris e D. magna. Isso tambeém é corroborado pela presenca da ligacdo

dieno de ADDA com m/z 445, que confere potencial toxico a esse subproduto.

Vale salientar que testes de degradacdo de MC-LR ja foram realizadas
empregando menores dosagens do reagente Fenton (Fe?* 0.9 mM e H20, 0.34 mM), que
provocou uma oxidacdo menos pronunciada da cianotoxina, acarretando na formacao de
subprodutos com moléculas maiores (m/z 1029.5, 1011.5, 835.5, 795.4 e 783.4) que as
encontradas no presente estudo (PARK et al., 2016). A aplicacdo de outros processos de
oxidacdo como ozonizacdo e fotocatalise heterogénea também resultaram na formacéo de
subprodutos com moléculas maiores ou de m/z proxima a da MC-LR (ZHANG et al.,
2012; CHANG et al., 2015). De modo geral, testes de toxicidade para os referidos
subprodutos demonstraram que eles ndo afetam de modo significativo o metabolismo de
Chlorella vulgaris e D. magna, resultando em efeitos ndo téxicos (PARK et al., 2016;
DAO et al., 2010). Todavia, essas condi¢cdes brandas de oxidacdo para MC-LR nao
levaram a mudangas pronunciadas na topologia de superficie polar, uma vez que a
molécula mantém predominantemente sua estrutura original. Essa observacéo, associada
a desnaturacdo da ligacdo dieno de ADDA, explica a baixa toxicidade relatada nos

estudos citados.
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4, CONCLUSAO

Constatou-se que etapas de coagulacdo, decantagdo e filtracdo ndo contribuiram
para remogdo de MC-LR, ap0s oxidacdo por agdo de radicais OH advindos do processo
Fenton. A oxidacdo da toxina desencadeou a formacao de subprodutos de oxidacdo, dos
quais o fragmento de m/z 445 foi o0 mais abundante e persistente a degradacao, mantendo
a estrutura molecular de ligacGes dieno, que conferem toxicidade de ADDA. A
intensidade de cargas superficiais da molécula do subproduto de m/z 445 (tPSA = 132.88
A) mostrou-se trés vezes menor que a de MC-LR (tPSA = 340.64 A), revelando que o
subproduto é significativamente mais lipossolivel que a toxina, com coeficiente de
particdo (n-octanol/agua) trés vezes maior que o de MC-LR. Testes de ecotoxicidade com
Chlorella vulgaris e Daphnia magna revelaram que um meio contendo
predominantemente m/z 445 é potencialmente mais téxico que o meio com MC-LR. Os
resultados corroboraram com a discussdo de que congéneres e subprodutos mais
lipossoluveis possuem cinética de assimilacdo superior a de espécies de MCs hidrofilicas-

como € o caso da MC-LR, tornando-se potencialmente mais toxicos.
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TABELAS

Tabela S1. Descricdo das configuragfes da CLAE-EM

Parametros Descricéo
Cromatogréafo
Pré coluna ULTRA C18 (3 x 2.1 mm)
Coluna KINETEX C18 (2.6 um x 100 mm x 2.1 mm)

Gradiente de

50%/50% H»O/ acetonitrila + 1% (v/v) acido

« . férmico
concentracdo da Fase movel .
(modo isocratico)
Tempo de analise 5 minutos
Volume de injecédo da 100 pL
amostra
Espectdmetro de massas
Gés Nitrogénio
Temperatura capilar 350 °C
Detector voltagem 5kV

Interface
fons monitorados
Tempo de acumulacao
de ions no octapolo

Electrospray ionization (ESI) — modo positivo
MC-LR: m/z = 995,5560 (M+1)

Microcistina-LR: 100 millisegundos

Validagdo do método

Linearidade R2 0.998 para MC-LR 0.1 to 50 pg.L*
Precisdo dentro da 495
corrida (CV %) '
Precisdo(recuperacao) 98%
Limite de detecgio 0.038 pg.L*
Limite de 0.13 pg.L?

quantificacdo

Fonte: Albuquerque (2017).
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Tabela S2

Tabela S2. Concentracdes de cor verdadeira, turbidez e MC-LR obtidas nas etapas de
oxidacgéo, decantacdo e filtracéo.

Oxidacao
Ferro H202 Cor Turbidez MC-LR
(mg.L?) (mg.L™) (Hz) (NTU) (ng.L %)
T1 5,00 15,00 145,00 131,60 1,13
T2 5,50 16,50 166,00 152,00 2,26
T3 10,00 30,00 287,00 390,00 0,76
T4 15,00 45,00 321,00 793,00 0,47
T5 20,00 60,00 456,00 825,00 0,27
Decantacéo
T1 5,00 15,00 64,00 64,00 1,71
T2 5,50 16,50 79,00 29,00 1,02
T3 10,00 30,00 105,00 31,20 0,93
T4 15,00 45,00 176,00 32,50 0,26
T5 20,00 60,00 297,00 35,00 0,31
Filtracéo
T1 5,00 17,28 25,00 3,50 1,11
T2 5,50 6,77 21,00 0,09 1,15
T3 10,00 2,87 16,00 0,19 0,68
T4 15,00 0,29 10,00 0,31 0,27

T5 20,00 0,14 3,00 0,19 0,16
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Tabela S3. Formulas quimicas e estruturas moleculares dos subprodutos de oxidagéo de
MC-LR por Fenton.

Formula Peso
m/z o Estrutura molecular
gquimica molecular
69 CsH/NO 73.05 HzN/Kzo
o
135 CoHi120 136.19 O\)
(@) OH
213 CoH14N204 214.22 HzNI/ﬁ{
(0]
H
- N\’HINHQ
O
286 C11H21N504 278.22 P/ 0" OH
HN
HN)\NHz
(6) OH
HNI/\’
375 C20H30N205 378.47 o (0]
NN\
(@) OH
445 CasHasN3Os  449.55 m/\j/g 0 A &
o NN
H (e}
N
N
A
553 C24H42NgO7 554.65
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Tabela S4.

Tabela S4. Inibicdo do crescimento de Chlorella vulgaris na exposi¢cdo ao extrato bruto
lisado de Microcystis aeruginosa.

Extrato bruto Inibicéo de -
MC-LR (ug.L) cresimgnto (%) Teste de Dunnet Toxicidade
5000 55,84 <0,01 T
3750 43,05 <0,01 T
2500 35,80 <0,01 T

625 13,04 NS NT
312,5 10,06 NS NT
156 7,12 NS NT

78 3,45 NS NT

*NS: Nao significativo; T: Toxico; NT: Nao toxico.

Tabela S5

Tabela S5. Dados de ANOVA de modelo de regresséo de inibi¢do do crescimento de
Chlorella vulgaris em funcdo da concentracdo de MC-LR.

Fontes Soma dos Graus de Estimativa de variacao
quadrados liberdade (Quadrado médio)
Regressao 2537,598 1,000 2537,598
Erro residual 12,087 5,000 2,417
Total 2549,685 20,000 2540,015
MSReg/MSres 1049,728 Feritico (1/6) = 5.98

R? 0,99
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Tabela S6.

Tabela S6. Resultados dos testes de toxicidade de MC-LR em D. magna apés 48h de
exposicao.

Extrato Individuos % Teste
bruto MC-LR i e o média de de
(ng.LY) estaticos/individuos expostos imobilidade  toxicidade
Controle 0.0/20 (+ 0.0) 0.00 NT
5000 20/20 (+0.0) 100.00 T
3750 20/20 (+ 0.0) 100.00 T
2500 20/20 (+ 0.0) 100.00 T
1250 15/20 (+ 0.0) 75.00 T
625 11/20 (+ 0.0) 55.00 T
312,5 9/20 (+ 1.0) 45.00 NT
156 7/20 (+ 0.6) 33.33 NT
78 5/20 (+ 0.6) 23.33 NT

* T: Toxico; NT: Nao-toxico.

Tabela S7

Tabela S7. Dados ANOVA do modelo de regresséo de imobilidade de Daphnia magna
em funcdo da concentracdo de MC-LR a exposi¢éo de 48h.

Soma dos . Estimativa de variacao
Fontes quadrados Graus de liberdade (Quadrado médio%
Regresséo 3996,784 1,000 3996,784
Erro residual 10,279 4,000 2,570
Total 4007,063 20,000 3999,354
MSRreg/MSres 1555,351 Feritical (1/5) = 6.60

R? 0,99
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Tabela S8

Tabela S8. Valores obtidos da ANOVA avaliando a influéncia do tempo de exposicéo e
tipo de tratamento nos efeitos tdxicos causados pelos subprodutos de MC-LR a Chlorella
vulgaris.

Médias/Intercaladas  Efeito Std.Erro t (22) p Coef.

Tempo (H)(L) 3.82000  5.163034 0.73988  0.467198 1.91000

Tempo (H)(Q) 430222 4553368  0.94484 0355001  2.15111
Fe2* (mM)(L) 73.11556  5.163034 14.16136 0.000000  36.55778
Fe2* (mM)(Q) 6.46897 4577282 141328 0171568  3.23448

*(L) efeitos em termos lineares; (Q) efeitos em termos quadraticos; R-sqr=.90287; 3*9 planejamento
fatorial completo. 3 blocos. 27 corridas; MS Residual=119.9561.
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FIGURAS
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Figura S1 — MC-LR e suas sub-estruturas. Adda ([(2S,3S,8S,9S)-3 amino-9-metoxi-10-
fenil-2,6,8-trimetildeca-4(E),6(E)-acido diendico), D-glu (D-acido glutamico), Mdha (N-
metil-decatrolanina), D-ala (D-alanina), L-Leu (L-Leucina), D-MeAsp (D- &cido eritro-
B-metapléstico), L-Arg (L-arginina).



Capitulo 5

EFEITOS FITOTOXICOS DE CIANOTOXINAS E SEUS SOBPRODUTOS DE
DEGRADACAO SOBRE AS ESTRUTURAS MORFOLOGICAS DE
Lactuca sativa L.



RESUMO

Avaliou-se a fitotoxicidade dos extratos lisados de cianotoxinas sobre a germinacéo,
crescimento do hipocotilo, elongamento radicular e desenvolvimento inicial das plantulas
de sementes de alface (L. sativa), bem como os subprodutos de MC-LR obtidos ap6s o
processo oxidativo Fenton. Para tanto, concentragdes de 5,0; 2,05; 0,61 e 1,42 pug.L2, para
MC-LR, SXT, ATX-A e CYN respectivamente foram obtidas e avaliadas em uma série
de diluicdes para verificacdo de seus efeitos, obedecendo a metodologia de Sobrero e
Ronco (2004) modificadas por Young et al. (2012). Os experimentos de oxidacéo Fenton
foram realizados em equipamento de Jar test. O volume de reacéo foi 2L, com tempo de
oxidacao de 10 min, pH 7,5 e 400 rpm de agitacdo. O tempo de floculacdo foi 10 min, a
40 rpm e pH 8.5. O tempo de sedimentac&o foi de 10 min. A razdo molar de Fe?*: H,0;
utilizada foi 1:3. Cada condicdo de oxidacdo foi nomeada como um tratamento indo de
T1a T5, com as dosagens de ferro Fe?* (mM) T1=5.0; T2=5.5;T3=10; T4=15e T5
= 20. Considerando as evidéncias dos efeitos fitotoxicos das cianotoxinas para vegetais
superiores, este estudo confirmou que a anatoxina-a, cilindrospermopsina e microcistinas
estimularam o sistema antioxidante, inibiu os méritos morfolégicos de germinacdo,
radiculas, hipocotilo e plantulas. As alteracbes de efeitos fitotoxicos variaram
consideravelmente, tanto nas amostras de cianotoxinas, quanto entre os tratamentos
Fenton realizados. A hipotese apresentada foi refutada, uma vez que os extratos lisados
das linhagens de cianotoxinas provocaram menos efeitos toxicos, do que os subprodutos
obtidos de sua degradacdo de MC-LR. Mecanismos moleculares para a absor¢do nédo
foram elucidados para a as cianotoxinas. Uma melhor compreenséo desses mecanismos
é essencial para acdes para melhorar a gestdo da proliferacdo de cianobactérias nocivas,
como o desenvolvimento de abordagens eficientes em utilizar plantas que podem
acumular cianotoxinas com finalidade fitorremediadora.

Palavras-chave: Cianobactérias; Fitotoxicidade; POAS; Fenton.



ABSTRACT

The phytotoxicity of cyanotoxin lysed extracts on germination, hypocotyl growth, root
elongation and early development of lettuce seed seedlings (L. sativa), as well as the MC-
LR by-products obtained after the Fenton oxidative process, were evaluated in this study.
Therefore, concentrations of 5.0; 2.05; 0.61 and 1.42 pg.L?, for MC-LR, SXT, ATX-A
and CYN respectively, were obtained and evaluated in a series of dilutions to verify their
effects, were verification 2004 resolution. modified by Young et al., (2012). Fenton use
experiments were performed on test equipment. The reaction reaction was 2L, 2L pH, 2L
control and 400 rpm with a speed of 50 min. The flocculation time was 10 min, at 40 rpm
and pH 8.5. The settling time was 10 min. The molar ratio of Fe?": H,O, used was 1:3.
Each T2 =5.5; T3=10; T4 =15and T5 = 20. Considering the evidence of the phytotoxic
effects of cyanotoxins for higher plants, this study confirmed that anatoxin-a,
cylindrospermopsin and microcystins stimulated the antioxidant system, inhibited the
morphological merits of germination, rootlets, hypocotyl and seedlings. The variations in
phytotoxic effects varied considerably, both in the cyanotoxin samples and between the
Fenton treatments performed. The presented hypothesis was refuted, since the lysed
extracts of the cyanotoxin strains caused less toxic effects than the by-products obtained
from their MC-LR degradation. Molecular mechanisms for uptake have not been
elucidated for cyanotoxins. A better understanding of these mechanisms is essential for
actions to improve the management of the proliferation of harmful cyanobacteria, such as
the development of efficient approaches to use plants that can accumulate cyanotoxins
for phytoremediation purposes.

Keywords: Cyanobacteria; Phytotoxicity; AOPs; Fenton.
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1. INTRODUCAO

As cianobactérias sdo microrganismos fotoautotroficos anaerdébios primitivos,
amplamente distribuidos, principalmente em agua doce (BURATTI et al., 2017). Sendo
fotossintéticas, desempenham um importante papel como produtores primarios. Em
condi¢cBes ambientais favordveis, combinadas com a disponibilidade de nutrientes
auxiliam em sua proliferacdo e a formacdo de floragdes, ocasionando graves efeitos
ambientais e de satde (MACHADO et al., 2017; BITTENCOURT- OLIVEIRA et al.,
2016).

Certos isolados de cianobactérias pertencentes a especies especificas, podem
produzir uma gama altamente tdxica de metabdlitos secundarios conhecidos como
cianotoxinas. O verdadeiro propoésito destas toxinas ainda confunde os estudiosos e
limitam a seguranca dos recursos hidricos que sdo usados para consumo humano,
recreacdo, e producdo de alimentos (tanto frutos do mar quanto producdo agricola).
(CIRES et al., 2017; ZANCHETT et al., 2013).

Estudos recentes, tém destacado a importancia de compreender a sua presenga em
terras agricolas desde uma fracdo da &gua doce global potencialmente contaminada e
utilizada para préaticas agricolas (LEE et al., 2021). O principal portal de liberacéo
cianotoxinas ao solo é usar agua contaminada para fins agricolas como fertilizantes
(MOHAMED et al., 2022). A persisténcia destes micropoluentes em terras agricolas pode
levar a sérias preocupacdes devido a sua estabilidade relativa (CORBEL et al., 2014a,
2014b; KLITZKE et al., 2010), o que pode ocasionar efeitos adversos no rendimento das
culturas, na qualidade do produto e o acimulo das mesmas ao longo das cadeias
alimentares. Da mesma forma, as colheitas irrigadas com agua contaminada podem
acumular na cultura plantas em niveis potencialmente prejudiciais para os seres humanos
(LEE et al., 2017, 2021).

Dois fatores aumentam ainda mais a biodisponibilidade de cianotoxinas no solo.
A introdugdo de cianotoxinas em terras agricolas via dgua de irrigacdo contaminada
(CAO et al., 2018a, 2018b, 2018c; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2016; DROBAC
etal., 2017; LEE etal., 2017) e a menor adsorcao de cianotoxinas no solo. Varios estudos

relataram a absorgédo de cianotoxinas pela raiz da planta e a existéncia em brotos e folhas
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(CAMPOS et al., 2021; LEVIZOU et al., 2020; NOWRUZI et al., 2021). Acumulacdo de
cianotoxinas em plantas pode levar a fitotoxicidade mecanismos diferentes, que incluem
estresse oxidativo aumentado, inibicdo de germinacdo de sementes e crescimento e
desenvolvimento de plantulas, inibigcdo da atividade de enzimas reguladoras da planta,
danificando os tecidos das plantas e, eventualmente, perecimento das mesmas
(MACHADO et al., 2017).

No contexto global dessa problematica surge o desenvolvimento de estratégias e
tecnologias simples e de baixo custo para desintoxicar e/ou degradar cianotoxinas.
Embora o0s processos convencionais de tratamento de &gua, possam remover
eficientemente cianobactérias e baixos niveis de varias cianotoxinas, eles ndo promovem
a sua degradacdo completa. Nas Ultimas duas décadas, a eficiéncia relativamente baixa
desses métodos deu lugar ao uso de processos oxidativos avangados (POAS), 0s quais tém
apresentado grande eficiéncia no tratamento de aguas eutrofizadas e consequentemente
na degradacdo de cianotoxinas e na reducdo da toxicidade. Todavia, muitos destes
processos, avaliam a eficiéncia de tratamento apenas quanto a reducdo da concentracao

do composto, ndo considerando a toxicidade final dos subprodutos formados.

Nesta premissa, 0s objetivos deste estudo foram: a) avaliar os efeitos toxicos dos
extratos lisados de linhagens de cianobactérias produtoras de MC-LR, SXT, ATX-A e
CYN sobre a germinacdo de sementes de alface (L. sativa), crescimento do hipocatilo,
elongamento radicular e desenvolvimento inicial das plantulas. b) verificar a

fitotoxicidade dos subprodutos de MC-LR obtidos ap6s o processo oxidativo Fenton.

A hipotese apresentada nesta pesquisa € que 0s extratos lisados das linhagens de
cianotoxinas provocariam mais efeitos nocivos do que os subprodutos obtidos de sua

degradacéo.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Quimica e Sanitaria Ambiental
(LAQUISA), localizado na Estacdo Experimental de Tratamento Bioldgico de Esgotos
Sanitarios (EXTRABES) pertencente a Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

2.1  Cepas de Cianobactérias

Espécies de cianobactérias produtoras de cianotoxinas foram utilizadas:
Microcystis aeruginosa, produtora de microcistina-LR (MC-LR/Word Data Center
Microorganisms 835), Raphidiopsis raciborskii produtora de saxitoxina (SXT/ITEP-AL),
gentilmente cedida pela Prof. Dra. Sandra Azevedo do Laboratério de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ; Dolichospermum solitarium produtora
de anatoxina—a (ATX-A/CIANO5) e Raphidiopsis raciborskii produtora de
cilindrospermopsina (CYN/CIAROQ1), esta cedida pelo Laboratorio de Ecologia Aquatica
— LEAQ/UEPB.

Na sala de cultivo de cianobactérias, as cepas estoques foram mantidas em
quantidades satisfatérias para a execucdo dos ensaios, em meio ASM-1 estéril
(GORHAM, et al. 1964), pH 7,4, a 22°C e ~310 pmol féton m?s?, em fotoperiodo

(lampadas fluorescentes General Eletric 40 watts) de 12:12 horas (claro/escuro).

2.2  Preparacao do extrato bruto de cianobactérias e extracdo das cianotoxinas

As linhagens de cianobactérias foram cultivadas em sistema fechado aerado em
erlenmeyers de 2 L nas condi¢Ges descritas acima e na fase exponencial de seu
crescimento, foram retiradas aliquotas para realizacdo dos ensaios e quantificacdo das
cianotoxinas. Foi considerada a cianotoxina total, ou seja, a soma das fracOes
extracelulares e intracelulares. Para a extracdo das toxinas, foram realizadas trés séries
de congelamento e descongelamento das amostras em temperatura -4°C, com o objetivo
de provocar a lise celular e consequente liberagdo da toxina intracelular para o0 meio
extracelular (BROOKE et al., 2006; WANG et al., 2007). Em seguida, a quantificacdo da

microcistina-LR na suspensdo de células lisadas foi realizada por (CLAE-EM) por
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método validado por Albuquerque (2017), empregando um cromatografo UHPLC 3000
e um espectrometro de massas LCQ Fleet lon Trap (ambos da Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). As configuracdes utilizadas para CLAE-EM e as figuras de mérito
da validacdo do método séo apresentados na Tabela 1 (anexo). As andlises de saxitoxina,
anatoxina-a e cilindrospermopsina foram determinadas pelo método Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA), utilizando kits em placas Abraxis, Inc (Warminster,
Pa), seguindo as instrucdes do fabricante, com auxilio de um leitor de microplacas ASYS
A-5301 (ASYS Hitech GmbH Eugendorf, Austria). Ao fim, obteve-se concentracdes de
5,0; 2,05; 0,61 ¢ 1,42 pug.L%, para MC-LR, SXT, ATX-A e CYN respectivamente.

2.3  Delineamento Experimental

2.3.1 Teste de fitotoxicidade utilizando as sementes de alface (Lactuca sativa L.)

A metodologia adotada para o teste de fitotoxicidade seguiu as recomendacoes de
Sobrero e Ronco (2004) modificadas por Young et al., (2012), conforme descri¢do na
(Tabela 1).

Tabela 1. Resumo dos requisitos para o ensaio de fitotoxicidade.

Requisitos Espécie
Organismo-teste Lactuca sativa L.
Ensaio Estatico
Periodo de exposi¢do 120h
Agua de diluicio agua reconstituida
Volume mlnlme fja solugéo- 4mL
teste/recipiente
NUmero de organismos por recipiente-teste 20
Namero minimo de réplicas por solucéo- Trés
teste
Temperatura 22°C
Fotoperiodo Escuro
Inibicdo na germinacgéo
Efeito observado Inibicdo no alongamento da radicula e
hipocaotilo.
Expressédo do resultado CEso ou CLso 0% inibicédo

Analise de variancia (ANOVA) e teste
de Dunnett (p< 0,05).
Fonte: Sobrero e Ronco (2004) modificadas por Young et al., (2012).

Avaliacéo dos resultados




158

Para realizacdo dos testes de fitotoxicidade, foram utilizadas amostras comerciais
de sementes de alface variedade Boston branca (Isla Pak), sem defensivos agricolas, e
taxa de germinagéo do lote de 98%. Para 0s ensaios, utilizou-se placas de Petri de 10 cm
de didmetro. Em cada placa foi adicionado um papel filtro qualitativo (marca Unifil, 80
g/m?2) e nele adicionados 4 mL de amostra com diluicdes seriadas (100 a 1,56%) o cultivo
lisado de cianobactérias produtoras de MC-LR, SXT, ATX-A e CYN, bem como o0s
efluentes obtidos da degradacdo de MC-LR por processo Fenton. Em seguida, 20
sementes de alface foram distribuidas de forma equidistantes sobre o papel filtro de forma
homogénea. O ensaio foi realizado em triplicata, as placas entdo foram cobertas com filme
plastico, a fim de manter a umidade, e incubadas no escuro em camara de germinacao
tipo DBO (marca SOLAB), a uma temperatura constante de 22 + 2 °C, durante 120 horas.
Um controle positivo composto por solugéo de ZnSO4 0,05 N e um controle negativo por
agua destilada foram preparados nas mesmas condigoes.

Apos o periodo de incubacdo, foi verificado o numero de sementes germinadas
em cada placa, bem como a medicdo do comprimento das radiculas (cm) do hipocétilo de
cada uma das plantulas, com auxilio de uma régua. Com estes resultados, foram avaliados
o0 indice de germinacdo (IG), utilizando as recomendacdes de Garcia et al. (2009) e o
indice de crescimento relativo (ICR) para cada amostra. Foram consideradas para efeito
de medida as sementes que apresentaram crescimento radicular maior ou igual a 5 mm.
Os dados provenientes das medicdes, foram utilizados para os célculos de indice de

germinacdo (1G), conforme equacao abaixo:

Numero de sementes germinadas
1G % = - x 100
Numero total de sementes

O caélculo de inibicdo de crescimento radicular foi realizado utilizando-se a
Equacéo 2.

(CRc—) — CRy)
(CR¢(—y)

% ICR = x 100

Onde:

% ICR: porcentagem de inibi¢do do crescimento radicular (%);
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CRc (y: crescimento radicular no controle negativo (cm);

CRa: crescimento radicular na amostra (cm).

Os valores obtidos a partir do célculo do ICR foram utilizados para classificar os
efeitos sobre crescimento radicular, considerando os seguintes parametros observados na
Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo dos efeitos fitotoxicos.

Classificacéo ICR
Inibicdo no elongamento de raiz <0,8
Sem efeito >/0,80u</1,2
Estimulacdo no elongamento de raiz >1,2
Classificacéo 1G (%)
Inibicdo de germinacéo <90

Fonte: YOUNG et al., 2012

Para a validacdo do controle negativo de cada ensaio, foram utilizadas as amostras
que apresentaram uma taxa de germinacéo acima de 90% e coeficiente de variacéo (CV%)
baixo, sendo inferior a 30% para crescimento da radicula e hipocétilo (YOUNG et al.,
2012). O coeficiente de variacdo foi calculado para o crescimento da radicula e para a
altura do hipocétilo de cada ensaio, através da divisdo do desvio padrdo pela média,

conforme indicado na equagéo 3.

CV [%] = (6/X) x 100 3
Onde:

o = desvio padrao do crescimento da radicula ou hipocétilo (mm);

X = média do crescimento da radicula ou hipocétilo (mm).

2.3.2 Experimentos de degradacéo Fenton utilizando a MC-LR

A metodologia utilizada para realizacdo dos experimentos de oxidacao utilizando

reagente Fenton estdo apresentados no capitulo 4 desta Tese.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Validacao dos controles para os ensaios

A fitotoxicidade das amostras foi analisada em relacdo a taxa de germinacéo,
crescimento da radicula e hipocétilo das sementes de Lactuca sativa. Para o controle
negativo, considerou-se as amostras de agua pura com taxa de germinacao acima de 90%
e coeficiente de variacdo (CV%) inferior ou igual 30% para crescimento da radicula e
hipocétilo, como proposto na metodologia elaborada por Young et al. (2012) e Sobrero e
Ronco (2004). A Tabela 3 abaixo apresenta os valores de taxa de germinagéo e CV para

agua pura dos respectivos ensaios executados.

Tabela 3. Taxa de germinacdo e coeficiente de variacdo (CV%) do controle negativo.

Taxa de germinacéo CV do crescimento da CV de crescimento do
(%) radicula (%0) hipocotilo
(%)
Ensaios Ensaios Ensaios
1 2 3 1 2 3 1 2 3
100% 100% 100% 30% 23% 22% 19% 18% 17%

3.2 Indice de germinacéo (%)

As atividades potenciais dos compostos presentes nas cianobactérias sdo variadas
e pode estar presente dentro (intracelular) e fora da célula (extracelular), através do
transporte e/ou lise da célula ou de seu filamento. Aqueles compostos bioativos que tém
atividade em sistemas bioldgicos, podem estar presentes como compostos puros ou como
componente de extratos. Sendo assim, considerado um teste estatico de toxicidade aguda,
através do qual podem ser avaliados os efeitos fitotoxicos que a presenca de determinadas
substancias pode vir a ocasionar durante o processo de germinacdo das sementes e no
desenvolvimento das mudas durante os primeiros dias de crescimento. Na Figura 1 estdo
apresentados os indices de germinacdo de semente de Lactuca sativa de expostas a

cianotoxinas presentes em extratos brutos de cianobacteérias.
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Figura 1. indice de germinac&o de semente de Lactuca sativa de expostas a
cianotoxinas presentes em extratos brutos de cianobactérias.
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Os resultados apontaram valores significativos que indicaram efeitos
fitotoxicos em relacdo a taxa de germinacdo das amostras com dilui¢@es seriadas de MC-
LR, SXT, ATX-A e CYN. Os indices de germinacdo em concentragfes maiores,
permaneceram acima de 90%, oscilando entre 92 e 100% (Figura 1) em ATX-Ae CYN,

valores que também foram observados no controle negativo com agua pura.

Tendo em vista que os resultados nas taxas de germinagdo ndo apontam um efeito
inibitério das amostras, a variagdo observada pode ser explicada pela propria
variabilidade de germinacdo natural intrinseca a espécie ou ainda, pela qualidade das
sementes utilizadas. De acordo com Sobrero e Ronco (2004), existem amostras com
concentracdo tao baixas de compostos com efeitos tdxicos que ndo sdo suficientes para
inibir a germinacdo, fato este expresso nas concentracfes de ATX-A e CYN com
concentragdes iniciais de 0,61 e 1,42 ug.L%, respectivamente. Porém, podem atrasar ou

inibir o processo de alongamento da radicula e hipocétilo.

Nas amostras com a presenca de SXT observou-se as menores inibi¢fes de sua
germinacao, que variou entre 44 a 19%. Em amostras com a presenca da cianotoxina MC-
LR foi observado indices de germinagdo maior que 50% apenas nas concentra¢des de
6,25; 3,12 e 1,56 %, resultando também no alto poder toxico da espécie Microcystis
aeruginosa.
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3.3  Inibicdo da radicula e do hipocotilo (%0)

Uma expressiva variabilidade dos resultados em relagdo a inibicdo do
alongamento das radiculas e hipocaétilos, foi observada. Os valores médios de coeficiente
de variacdo encontrados neste estudo foram baseados na classificacdo de Schmildt et al.
(2017), observados na Tabela 1 (anexo). A partir da classificacdo proposta, foi possivel
verificar que todos os valores de CV obtidos neste trabalho foram considerados muito
altos, sendo superiores a 16% para a altura do hipocétilo e superiores a 9% para 0
comprimento da radicula. A alta variabilidade desses resultados também é confirmada

pelo alto CV obtido nas amostras com &gua pura.

Tabela 4. Coeficiente de variacdo (%) dos ensaios em relacdo ao crescimento da
radicula e hipocatilo.

Variavel MC-LR SXT ATX-A CYN
Comprimento da radicula 40 10 34 12
Altura do hipocaétilo 17 32 52 49

Os valores de inibicdo encontrados em cada ensaio podem ser observados nas
Figuras 2 e 3, para crescimento do hipocétilo e alongamento da radicula, respectivamente.
Apesar da variabilidade, os dados apontam o desenvolvimento do hipoc6tilo como um
fator mais sensivel a exposicdo das amostras em comparacdo ao crescimento das

radiculas.

Figura 2. Inibicdo de crescimento do hipocétilo de Lactuca sativa a exposicao de
diferentes cianotoxinas.
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Figura 3. Inibicdo de crescimento radicular de Lactuca sativa a exposicao de diferentes
cianotoxinas.
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Como esperado, a inibi¢do do alongamento da radicula para cianotoxinas com as
concentragfes mais altas, foram maiores para MC-LR e SXT. Como n&o houve
germinacdo, consequentemente a exposicdo de sementes sem dilui¢Bes, a 75 e 50 % de
MC-LR, foram isentas de crescimento radicular (Figura 3), assim como para 0
crescimento do hipocétilo (Figura 2). Nas amostras com menores diluicBes de SXT, o0s
valores de inibigdo de crescimento do hipocétilo e radicular foram elevados, o passo que
para o hipocétilo, o valor maximo chega a 42% (Figura 2) e para o crescimento radicular
78% (Figura 3).

Ja 0os menores valores de inibicdo do alongamento da radicula para diluicdes
testadas, foram observados para as cianotoxinas ATX-A e CYN quando a menor inibi¢ao
da radicula atinge 3,3 % e 3,4% a 3,12 % de concentracdo das amostras, sendo também a
menor inibicdo do hipocotilo, correspondendo a valores -1,03% e -1,53%
respectivamente, conforme verificado na Figura 2. Uma inibicdo negativa significa um
desenvolvimento da plantula superior ao controle negativo (dgua pura), possivelmente
devido a nutrientes e matéria organica presentes nos cultivos de Dolichospermum
solitarium e Raphidiopsis raciborskii que favoreceram seu crescimento. Os picos de
inibicdo com valores negativos obtidos, também podem ser interpretados como um

reflexo da baixa sensibilidade do teste as amostras.
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3.4  Avaliacdo da fitotoxicidade dos subprodutos formados na degradacédo de
microcistina-LR por processo Fenton

Os resultados dos ensaios fisico-quimicos e de degradacdo de MC-LR por
processo Fenton estdo apresentados no capitulo 4. A seguir serdo apresentados apenas a

avaliacdo da fitotoxicidade dos subprodutos formados na degradacdo dessa cianotoxina.

Os dados dos ensaios de fitotoxicidade aguda para o organismo Lactuca sativa,
com Microcystis aeruginosa e o efluente Fenton foram expressos em termos de
comparacdo percentual com relagdo ao grupo controle. O ensaio de germinacgéo
apresentado na Figura 4 evidenciou toxicidade aguda tanto nas amostras de Microcystis
aeruginosa quanto nas amostras submetidas ao processo Fenton.

Figura 4. Percentual de inibicdo de germinacdo em L. sativa exposta a diferentes

concentragOes de Microcystis aeruginosa e efluente Fenton (EF) tratado (valores apés a
linha direita representam resposta positiva para toxicidade em comparagdo ao controle).
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Nas sementes expostas a Microcystis aeruginosa observou-se que em quase todas
as concentracdes de exposicdo inibiram a germinacdo. As sementes quando expostas a
uma concentracdo 50, 75 e 100 % de Microcystis aeruginosa, uma inibigdo de 100% na
germinagdo foi observada, denotando a elevada toxicidade da cepa de cianobactéria
(Figura 4). Observando a fitotoxicidade no pds tratamento Fenton, os efluentes obtidos
no T5 e T4, com concentracdo de 75 e 100 % apresentou toxicidade aguda, com inibicao
também de 100% de germinacdo. Das oito dilui¢des testadas no T5, cinco apresentaram
toxicidade, expressando o potencial toxico dos subprodutos de reacao.
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A presenca de toxicidade aguda nas amostras Microcystis aeruginosa e o efluente
Fenton tambeém foi constatada com a avaliacdo do crescimento radicular, como pode ser

observado na Figura 5.

Figura 5. Percentual de inibicdo do crescimento radicular em L. sativa exposta a
diferentes concentragcfes de Microcystis aeruginosa e efluente Fenton (T) tratado (valores
apos a linha a direita representam resposta positiva para toxicidade em comparagdo ao
controle).
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Observando os dados advindos da Figura 5, o crescimento radicular das sementes
expostas a Microcystis aeruginosa foram influenciados conforme concentracao avaliada.
Das oito concentracfes testadas, cinco concentragfes apresentaram inibicdo CL50%.
Sabe -se que o crescimento radicular pode estar relacionado ao bloqueio da acéo de
citocina e auxina, fitormonios que influenciam em processos de desenvolvimento, como
ativacdo de genes, taxas de expansdo e divisdo celular (RAVEN et al., 2014). Além da
microcistina-LR, outra possivel fonte de toxicidade é o lipolissacarideo, presente na
parede celular de M. aeruginosa, sendo um provavel desregulador osmético (BEST et al.,
2013).

Foi verificado ainda, que apenas a exposicao das sementes nos efluentes dos T1 e
T2 néo apresentaram inibig&o de crescimento radicular. Das oito dilui¢6es observadas do
T5, cinco apresentaram toxicidade (Figura 5). Em Lactuca sativa foram observados
efeitos sobre o crescimento radicular, uma vez que o ICR dos tratamentos de 3 a 5 ficou
dentro da faixa considerada com efeito (ICR < 0,8) (YOUNG et al., 2012). Segundo
Salvatore et al. (2008), a inibicdo do crescimento radicular depende de alguns fatores,
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como: tipo de amostra, concentracdo e espécies testadas. Esses fatos, também explicam a

presenca de efeitos inibitdrios do extrato bruto sobre as radiculas de Lactuva sativa L.

Os mecanismos de absor¢do e metabolizacdo de microcistina-LR, presente no
extrato bruto, tem como principal atuacdo o gene mIrA (microcistinase), que é uma
metaloprotease, considerado a enzima mais importante do mecanismo de metaboliza¢ao
de microcistina, pois a estrutura ciclica promove estabilidade contra outras proteases e
outros fatores quimicos. Porém, sabe-se que as enzimas glutationa S-transferase e
glutationa peroxidase funcionam como agentes de desintoxicacdo e defesa contra
xenobioticos. Desta maneira, infere-se que a microcistina-LR ou outros subprodutos
presentes no extrato podem ser oxidados por estas enzimas, sendo metabolizados pelas
plantulas (BOURNE et al., 2001).

Em complementacéo a essas informagdes, estudos como realizados por Freitas et
al. (2015) que avaliaram os efeitos de concentracGes ambientalmente relevantes (1, 10 e
100 pg.L ) de MC-LR, CYN e uma mistura MC-LR / CYN no crescimento de Lactuca
sativa e observaram em quase todos os tratamentos um aumento no peso fresco da raiz.
No entanto, verificou-se ainda que, o peso fresco das folhas diminuiu significativamente
nas plantas expostas a 100 concentragdes de pg. L™ de cada toxina e da sua mistura. Os
resultados sugerem que a Lactuca sativa em estagios ndo iniciais de desenvolvimento sdo
capazes de lidar com concentragcdes mais baixas de MC-LR, CYN e da mistura MC-
LR/CYN, porém concentragdes mais altas (100 pg. L) podem afetar o rendimento da
alface e a qualidade nutricional do mesmo.

Levizou et al. (2020) investigaram o efeito da &gua de irrigacdo rica em
microcistinas (MCs) em alface de diferentes estagios de desenvolvimento, desde a
germinacao das sementes até a colheita em tamanho comercial da planta. Foram avaliados
quatro grupos de L. sativa que receberam agua enriquecida de MCs (1,81 pg. L), obtidas
do reservatorio de Karla, na Grécia central: 1) apartir de sementes, 2) o cotilédone, 3)
duas folhas verdadeiras e 4) quatro estagios de folhas verdadeiras. Ocorreu um acimulo
consideravel de MCs em varios tecidos vegetais. Quanto mais cedo as plantas de alface
comecaram a receber agua rica em MCs, mais MCs acumularam nas raizes e folhas. Os
cotilédones apresentaram concentracdes de MCs duplicadas em comparacdo com 0s
respectivos tecidos do grupo 4 folhas. Além disso, as raizes acumularam quantidades
significativamente maiores de MCs do que as folhas do mesmo grupo de plantas.
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Um estudo de campo de 120 dias foi realizado por Cao® et al. (2018) e observaram
a bioacumulacéo de congéneres de microcistina (MC) em um sistema solo-planta, bem
como o risco a salde humana ao consumir plantas comestiveis irrigadas com agua
contaminada por MCs. A agua do lago apresentava florac6es de cianobactérias naturais.
As maiores concentracGes de MCs detectadas nos solos, raizes e folhas de alface foram
24,8 (MC-LR 10.1, MC-RR 10.5, MC-YR 4.2) nkg}, 424 (MC-LR 168, MC-RR 194,
MC-YR 61,5) pkg!e 183 (MC-LR 78,0, MC-RR 76,8, MC-YR 28,1) pkg?,
respectivamente). Os resultados obtidos com os indicadores de crescimento sugerem que
a bioacumulacdo de MCs em plantas comestiveis ndo esti necessariamente associada a

efeitos fitotoxicos.

Ainda no tocante aos resultados obtidos neste estudo em relagdo cianotoxina
avaliada com a lituratura, foram parecidos com o de Llana-Ruiz-Cabello e colaboradores
(2019), que investigaram a suscetibilidade de espinafre e alface, sobre diferentes
concentracOes de microcistinas (MC) e cilindrospermopsina (CYN), individualmente e
em mistura que cultivaram dois vegetais em hidroponia, sob condi¢des controladas, por
21 dias em meio nutriente dopado com MC, CYN a 10 ¢ 50 pg. L, e em mistura CYN /
MCa5+5pg. Lte25+25pg. L™ O estudo revelou inibicdo do crescimento da parte
aérea (folhas) em ambas as espécies quando tratadas com 50 pg.L ™ de mistura MC, CYN
e CYN /MC. A cianotoxina MC mostrou ser mais prejudicial ao crescimento das plantas
do que o CYN. Além disso, o crescimento das folhas de espinafre foi inibido pelas
misturas de 5 + 5 e 25 + 25 pg. LT CYN / MC, enquanto o crescimento das folhas de
alface foi inibido apenas pela mistura de 25 + 25 pg. L' CYN / MC. As plantas expostas
a mistura CYN / MC apresentaram acimulo diferencial de CYN e MC.

No que se refere ao crescimento médio das plantulas, houve variacdo de acordo
com o percentual de amostra utilizado, onde solugdes menos concentradas possibilitaram
um maior desenvolvimento das mesmas, aproximando-se ao valor obtido para a amostra
controle. Apdés o tratamento Fenton, observou-se uma reducdo na toxicidade de

microcistina — LR para os tratamentos T1 e T2 (Tabela 5).

Na Tabela 5 encontram-se os valores médios de crescimento das plantulas de L.
sativa expostas a concentragdes crescentes do cultivo lisado de Microcystis aeruginosa

antes e apés 0 tratamento Fenton.
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Tabela 5. Crescimento médio das plantulas de Lactuca sativa expostas a diferentes
concentracOes de Microcystis aeruginosa e efluente Fenton.

Amostra % amostra Crescimento médio das
plantulas (cm)
Controle negativo 0,00 5,07
1,56 3,45
3,12 2,63
6,25 2,04
Microcystis aeruginosa
(MC-LR) 12,5 1,92
25,0 1,82
50,0 1,51
75,0 1,01
100 0,71
T1 3,21
T2 4,42
Efluente Fenton
T3 0,0
T4 0,0
T5 0,0

Comparando-se o crescimento médio das plantulas obtidos quando expostas a 100
% da amostra para o cultivo lisado de Microcystis aeruginosa e tratado, foi verificado um
aumento no crescimento da plantula de 77,8% e 83,9 % expostas aos efluentes Fenton do
T1 e T2, respectivamente. Estes resultados indicam que o tratamento oxidativo Fenton
aplicado a microcistina-LR apresentam limitacdes quanto a eliminacdo de compostos
fitotoxicos. Os subprodutos produzidos dos demais tratamentos (T3, T4 e T5) provocaram
efeitos toxicos, inibindo o crescimento das plantulas.

4, CONCLUSAO

Considerando as evidéncias dos efeitos fitotoxicos das cianotoxinas para vegetais

superiores, este estudo confirmou que a anatoxina-a, cilindrospermopsina e microcistinas
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estimularam o sistema antioxidante, inibiu os méritos morfoldgicos de germinacao,
radiculas, hipocotilo e plantulas. As alteracbes de efeitos fitotoxicos variaram
consideravelmente, tanto nas amostras de cianotoxinas, quanto entre os tratamentos
Fenton realizados. A hipdtese apresentada nesta pesquisa foi refutada, uma vez que os
extratos lisados das linhagens de cianotoxinas provocaram menos efeitos toxicos, do que

0s subprodutos obtidos de sua degradacdo de MC-LR.

Fatores como concentracdo e tempo de exposicdo de cianotoxinas, estrutura e
formas quimicas de cianotoxinas, fontes de padrfes de cianotoxinas e caracteristicas dos
sistemas hidropdnicos e subprodutos p6s tratamento oxidativo sdo fontes potenciais de
variabilidade que podem afetar a fitotoxicidade e a capacidade de bioacumulagdo de

cianotoxinas, logo deverdo serem observados em proximos estudos.

Mecanismos moleculares para a absorcdo ndo foram elucidados para as
cianotoxinas e pés tratamento. Uma melhor compreensdo desses mecanismos € também
essencial para agdes em melhorar a gestdo da proliferacdo de cianobactérias nocivas,
como o desenvolvimento de abordagens eficientes em utilizar plantas que podem

acumular cianotoxinas com finalidade fitorremediadora.
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Tabela 1. Descricédo das configuragdes da CLAE-EM.

Parametros Descricdo
Cromatografo
Pré coluna ULTRA C18 (3 x 2.1 mm)
KINETEX C18 (2.6 um x 100 mm x 2.1
Coluna mm)
0 /=0 _ 0 -
Gradiente de 50%/50% H20/ ,acet_onltrlla + 1% (v/v) acido
~ , foérmico
concentragdo da Fase movel L
(modo isocratico)
Tempo de analise 5 minutos
Volume de injecéo da 100 pL
amostra
Espectdmetro de massas
Gas Nitrogénio
Temperatura capilar 350 °C
Detector voltagem 5kV
Interface Electrospray ionization (ESI) — modo
i positivo
lons monitorados MC-LR: m/z = 995,5560 (M+1)
Tempo de
acumulacdo de ions no Microcistina-LR: 100 millisegundos
octapolo
Validagao do método
Linearidade R2 0.998 para MC-LR 0.1 to 50 pg.L*
Preciséo dentro da corrida 4.95
(CV %) '
Precisdo(recuperacao) 98%
Limite de deteccdo 0.038 pg.L*
Limite de 0.13 “g-l—-l

guantificacao

Fonte: Albuquerque (2017).
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Quadro 1. Faixas de classificacdo dos valores de CV (%) propostas por Schmildt et al.

(2017).
Variavel Baixo Meédio Alto Muito Alto
AH CV <5,00 5,00<CV <5,60 |560<CV<10,90 |CV>10,90
CR CV <10,80 10<CV<2148 |[21,48<CV<26,82|CV>26,82

Nota: (AH) altura do hipocétilo; (CR) comprimento da radicula.
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CONCLUSAO GERAL

A partir dos resultados apresentados, péde-se concluir que:

O processo Fenton empregado em escala de bancada, proporcionou alteragdes nos
parametros fisico-quimicos e biologicos, tornando a qualidade de agua tratada
compativel com os limites estabelecidos pela Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio
de 2021. A melhor dosagem do reagente Fenton para a &gua em estudo, foi de 20
mM de (FeSO4.7H20) e 60mM de (H202) que contribuiu para reducdo em 99 % de
turbidez e 99,9% de cor verdadeira e 96% de MC-LR. Estes resultados evidenciam

0 6timo potencial de oxidagédo apresentado pelo processo de Fenton;

o Os dados de modelagem molecular computacional para os subprodutos de
degradacdo identificados, apresentaram subprodutos lipofilicos e hidrofilicos sendo
este mais facilmente degradados, enquanto os subprodutos mais lipossoluveis
possuem cinética de assimilacdo superior, tornando-se potencialmente mais

toxicos;

o Nos dados advindos dos ensaios de toxicidade cronica empregando a microalga
Chlorella vulgaris, foi observado que com o aumento da concentracdo do reagente
Fenton, a porcentagem de inibicdo da microalga aumentou em relacdo ao controle,
confirmando os efeitos cronicos causados pela amostra. Para toxicidade aguda em
D. magna, ap6s 48 horas de exposicdo, o efluente Fenton do Gltimo tratamento
realizado foi considerado levemente toxico para as Daphnias com CEsp

correspondente a 36,91;

o Observando o crescimento médio das plantulas de Lactuca sativa, houve variacéo
de acordo com o percentual de amostra utilizado, onde solugfes menos
concentradas possibilitaram um maior desenvolvimento das mesmas, aproximando-
se ao valor obtido para a amostra controle. Apds o tratamento Fenton, observou-se

uma reducdo na toxicidade de microcistina — LR para os tratamentos T1 e T2.
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Comparando-se o crescimento medio das plantulas, obtidos quando expostas a 100

% da amostra para o cultivo lisado de Microcystis aeruginosa e tratado, estes

resultados indicam que o tratamento oxidativo Fenton aplicado a microcistina-LR

apresentam restricdes quanto a eliminacao de compostos fitotoxicos;

o Apesar da ndo realizacdo do processo Fenton para degradacdo das demais
cianotoxinas, o estudo toxicoldgico e oxidativo promoveu a determinacéo de efeitos
deletérios destes micropoluentes organicos, possibilitando a verificacdo das
caracteristicas ecotoxicoldgicas, mecanismos de acdo sobre organismos Vivos,
definicdo de diretrizes para controle da qualidade dos efluentes eutrofizados. Os
resultados demostraram que os metabdlitos secundarios produzidos por diferentes

cianobactérias, trazem uma série de impactos a toda cadeia tréfica.

Dessa forma, frente ao aumento expressivo de corpos hidricos eutrofizados, o
estudo dos efeitos alelopaticos e ecotoxicidade ocasionados por cianotoxinas e tratamento

para remocao das mesmas, se torna cada vez mais significativo.
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RECOMENDACOES

Diante do trabalho desenvolvido, considera-se que ainda existem aspectos
pertinentes a avaliagdo dos efeitos toxicos de cianotoxinas e os subprodutos formados de
sua degradagdo por processos oxidativos avancados, que merecem ser investigados,

portanto recomendam-se:

o Examinar os possiveis efeitos alelopaticos entre as cianobactérias, realizando

através de cultivos mistos com células intactas;

o Avaliar efeitos crbnicos de diferentes concentracdes de microcistina-LR,
saxitoxina, anatoxina-a e cilindrospermospina, sobre os parametros mobilidade,

fecundidade, idade da primeira reproducado e sobrevivéncia de Daphnia magna.

o Também é aconselhdvel a utilizacdo de outros ensaios de toxicidade, que
apresentem maior sensibilidade as amostras de agua, como por exemplo a utilizacéo
de peixes objetivando resultados mais precisos, e favorecer uma melhor avaliagcdo

da bioacumulacdo destes micropoluentes organicos;

o Realizar ensaios de degradacdo Fenton para saxitoxinas, anatoxina-a e
cilindrospermospina, tal como identificar e avaliar a ecotoxicidade dos subprodutos

intermediarios gerados por modelagem molecular computacional;

o Aumentar o nimero de repeticdes dos ensaios de fitotoxicidade, de modo a se

reduzir os coeficientes de variagdo e assegurar maior precisao dos resultados.



