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RESUMO

Carneiro, Ronaldo Leal. Otimizacdo de cultivo de Microcystis aeruginosa Kitz
Emend. Elekin e Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenaya & Subba
Raju (cianobacteria) para producdo de padrdbes de microcistina-LR e
cilindrospermopsina. Rio de Janeiro, 2005. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Biolégicas/Biotecnologia Vegetal). Programa de Biotecnologia Vegetal, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de janeiro, 2005.

As cianotoxinas microcistina-LR e cilindrospermopsina sao hepatotoxinas produzidas
por cianobactérias e j4 foram relacionadas com casos de intoxicacdo animal e
humana. O Ministério da Saude do Brasil adota como limite méximo aceitavel (VMA)
de microcistinas em &gua para consumo humano o valor de 1 ug/L e recomenda a
andlise de cilidrospermopsina cuja VMA é de 15 ug/L para (Funasa, 2004),
obrigando os responsaveis pelo abastecimento publico monitorar a presenca de
cianotoxinas em mananciais de abastecimento. Este estudo procurou colaborar com
o estabelecimento de condi¢des otimizadas para a producdo destas cianotoxinas
purificadas, visando permitir a exequibilidade da produc&o nacional de padrdes de
microcistina-LR e cilindrospermopsina, para auxiliar no controle da qualidade da
agua. Foram estudadas as variacdes na sintese de microcistina-LR, por uma cepa
de Microcystis aeruginosa (NPJB-1) e na sintese de cilindrospermopsina, em uma
cepa de Cylindrospermopsis raciborskii (CYP 011K) em culturas submetidas a
diferentes regimes de irradiancia. Para acompanhar o estado fisiolégico das cepas
foram avaliados o crescimento celular, através da contagem de células e a
concentracdo de clorofila a, com extracdo em metanol 100%, conteudo intracelular
de carboidratos e excrecdo de carboidratos (carboidratos extracelulares), pelo
método fenol acido sulfarico. A producdo destas toxinas nas diferentes condicdes de
cultivo foi avaliada na fase exponencial e estacionaria de crescimento, por técnicas
especificas de HPLC, com a deteccdo para ambas toxinas sendo feitas em UV e
com o auxilio de um fotodetector de arranjo de diiodo. As maiores taxas de
crescimento e maior sintese de microcistina-LR, em 10° células da cepa NPJB-1
(M.aeruginosa), foram encontradas nas culturas mantidas sob a intensidade
luminosa de 100 pmoles fétons.m?s™. A idade da cultura influenciou na
concentragdo de microcistina-LR por células. O conteddo foi maior na fase
exponencial de crescimento e diminuiu na fase estacionaria sendo observada uma

relacdo direta entre a sintese de clorofila a e a producao de microcistina-LR por esta
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cepa. De acordo com os dados obtidos, as condicdes mais propicias de cultivo da
cepa NPJB-1 para producdo de padrbes de microcistina-LR sao 100 pmoles
fotons.m™.s™, com cinco dias de cultivo. As maiores taxas de crescimento da cepa
CYP 011K (C. raciborskii), foram encontradas nas culturas mantidas sob a
intensidade luminosa de 100 pmoles fétons.m?.s®. Houve uma tendéncia a
diminuicAo do comprimento dos tricomas de C. raciborskii ao final da fase
exponencial de crescimento, nas culturas submetidas a maiores intensidades
luminosas (60 e 100 pmoles fétons.m?s?). A maior producdo de
cilindrospermopsina em 10° células de C. raciborskii ocorreu nas culturas
submetidas a 40 pmoles fétons.m?.s™, tanto no meio da fase exponencial de
crescimento, quanto ao final dos cultivos. As condicBes mais propicias de cultivo da
cepa CYP 011K de C. raciborskii para producéo de padrdes de cilindrospermopsina

sd0 40 pmoles fétons.m?.s™*, com doze dias de cultivo.
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ABSTRACT

Carneiro, Ronaldo Leal. Optimization of cultivation of Microcystis aeruginosa and
Cylindrospermopsis raciborskii (Cyanobacteria) for production of microcystin-LR and
cylindrospermopsin standards. Rio de Janeiro, 2005. Dissertation (Master's degree in
Ciéncias Bioldgicas/Biotecnologia Vegetal). Program of Vegetable Biotechnology,
Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2005.

Hepatotoxinas microcystin-LR and cylindrospermopsin produced by cyanobacteria
have already been associed with cases of animal and human intoxication. The
Brazilian Ministry of Health adopts as the acceptable maximum level 1 ug/L of
microcystins in water for human consumption and recommend 15 pg/L of
cylidrospermopsin  ( Funasa, 2004). Additionally, drinking water for public
provisioning must beto monitored for the presence of cianotoxinas. This study aimed
to collaborate with the establishment of optimized conditions for production of these
two cianotoxinas to allow the possibility of the national production of microcystin-LR
and cylindrospermopsin standards, which is crucial for water quality control process.
We studied the variation on microcystin-LR synthesis, by a strain of Microcystis
aeruginosa (NPJB-1) and in the cylindrospermopsin synthesis, by a strain of
Cylindrospermopsis raciborskii (CYP 011K) in batch cultures submitted to different
irradiance levels. Growth rate and physiological conditions of each strain were
determined by daily cell counting, chlorophyll a concentration (extraction with
methanol 100%), intracellular and extracellular carbohydrates concentration (using
the phenol sulfuric acid method). The production of these two toxins was quantified in
the exponential and stationary growth phases by specific HPLC techniques using UV
detection and photodiiodearray detector. The best conditions for growth and
microcystin-LR production in 10° cells of strain NPJB-1 (M.aeruginosa) were found in
the cultures maintained under 100 pmoles fétons.m-%.s-. The age of culture
influenced in the cellular microcystin-LR concentration. The content was higher in the
exponential phase and it decreased in the stationary phase. There was a direct
relationship between chlorophyll a synthesis and microcystin-LR production by this
strain.  According to these results, the most favorable culture conditions for
production of microcystin-LR standards by NPJB-1 strain are 100 pmoles fétons.m-
2.s-* for five days of cultivation. The highest growth rate of CYP 011K (C. raciborskii)

strain was found in the cultures maintained under of 100 pmoles fétons.m-%.s-1. A



viii

decrease of the length of C. raciborskii filaments was observed at the end of
exponential growth phase for the cultures submitted to the highest light treatments
(60 and 100 pmoles fétons.m-2.s-1). The highest cylindrospermopsin production in
10° cells of C. Raciborskii was observed in the cultures submitted to 40 pmoles
féotons.m-2.s- in the middle of exponential growth phase as well as in the end of
culture period. According to these results, the most favorable culture conditions for
production of cylindrospermopsin standards are 40 pmoles fétons.m-.s- for twelve
days of cultivation.
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Introducado 1

1 - INTRODUCAO

1.1 — CONSIDERACOES INICIAIS

Cianobactérias sdo microrganismos procarioticos, aerobios e fotossintetizantes,
plancténicos ou bentdnicos que podem ser encontrados em condicdes extremas
como: fontes termais (temperaturas superiores a 70°C), desertos, ambientes de altas
salinidades e de pH &acidos (em torno de 4), aléem de serem encontradas em
associacbes com fungos (liquens) ou vegetais superiores (Azevedo, 2002). Para
manter seu metabolismo necessitam somente de luz, agua, diéxido de carbono e
substancias inorganicas. O processo fotossintético é similar ao encontrado nas algas
e Nnos vegetais superiores, tendo a clorofila a como principal pigmento de captacao
de luz.

Em termos morfologicos existem espécies unicelulares, coloniais, filamentosas e
formadas por tricomas (uma cadeia de células que podem estar ou néo envoltas por
uma matriz (bainha) de polissacarideos). Os grupos coloniais estdo imersos em uma
bainha que confere um contorno irregular ou esférico as colonias.

Em funcao da liberacdo de oxigénio molecular para a biosfera, as cianobactérias
tiveram papel fundamental na formacédo da mesma (Bold & Wynne, 1985; Tandeau
de Marsac & Houmard, 1993). Alguns grupos sao capazes de fixar o nitrogénio
atmosférico tornando-se independentes de fontes organicas externas de nitrogénio.
A fixacao é feita em células vegetativas modificadas, os heterocitos, com paredes
espessadas que criam um ambiente livre de oxigénio necessario a acdo da
nitrogenase (responsavel pelo processo de fixacdo do nitrogénio). A amdnia gerada

nessas estruturas é transferida as células adjacentes em forma de glutamina.
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A caracteristica mais marcante desses microrganismos € o fato de serem
capazes de crescer nos mais diferentes ambientes, tendo sido identificados em
praticamente todos o0s ecossistemas aquaticos (Gibson & Smith, 1982; Tandeau de
Marsac & Houmard, 1993). Porém, apresentam um melhor crescimento em aguas
doces, neutro-alcalinas, com temperatura entre 15° e 30° C e alta concentracao de
nutrientes (principalmente nitrogénio e foésforo). Em termos de adaptacdo a
diferentes intensidades luminosas, conseguem se desenvolver desde ambientes
com baixas irradiancias até ambientes onde ocorrem elevados niveis de radiacdo

solar (Van Liere & Mur, 1979; Tilzer, 1987; Paerl et al., 1983 e 1985).

1.2 — EUTROFIZACAO E FLORACOES DE CIANOBACTERIAS

A eutrofizacdo € o processo de enriquecimento por nutrientes nos ambientes
aquaticos. Esse processo vem sendo favorecido pela crescente utilizacdo destes
ambientes para descarga de esgotos domesticos e industriais, além da poluicdo
difusa gerada pela agricultura, causando uma eutrofizacdo artificial. Este
enriguecimento com nutrientes pode ocasionar um aumento na ocorréncia de
floracdes de cianobactérias em superficies de rios, lagos e reservatorios artificiais. O
termo floracdo é utilizado para designar o crescimento intenso de microalgas e
cianobactérias na superficie e sub-superficie dos corpos d’agua. As floracbes de
cianobactérias chegam a formar uma densa camada de células, muitas vezes com
varios centimetros de profundidade (Azevedo, 2002).

Em termos de qualidade de agua, a eutrofizacdo pode causar reducdo de
oxigénio dissolvido, morte extensiva de peixes, perda de qualidade cénica

(caracteristicas estéticas do ambiente e seu potencial para o lazer) e aumento da
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incidéncia de floracdes de microalgas e cianobactérias. Como resultado geram
consequUéncias negativas sobre a eficiéncia e custo do tratamento da agua de
mananciais de abastecimento publico (Azevedo, 2002).

As floragdes acarretam, ainda, graves conseqiéncias a saude publica, uma vez
que varias cianobactérias produzem metabdlitos secundarios com acdes toxicas
(cianotoxinas) sobre diferentes tipos celulares (Gleason & Wood, 1987; Cohen,
1986; Carmichael, 1988). Por sua acao farmacolégica, as cianotoxinas sao
caracterizadas em hepatotoxinas e neurotoxinas.

No Brasil, a ocorréncia de floracbes é favorecida pelo precéario sistema de
tratamento e fiscalizacéo dos efluentes de esgotos domésticos e industriais, aliados,
geralmente, as caracteristicas edafo-climaticas (niveis altos de radiacdo solar e
ventos fracos) e aguas com temperatura amena e pH propicio (6-9) ao crescimento

intenso de cianobactérias durante todo o ano.

1.3 — TOXINAS DE CIANOBACTERIAS (CIANOTOXINAS)

Vérias espécies de cianobactérias formadoras de floracdes produzem toxinas.
Essas cianotoxinas constituem uma grande fonte de produtos naturais que, embora
ainda ndo sejam claros os motivos de sua producao, tém sido relacionadas como
sendo compostos que servem para protecdo contra a herbivoria desses
microrganismos (Carmichael, 1992).

Algumas dessas toxinas apresentam uma acao rapida, causando a morte de
mamiferos e aves por parada respiratéria apos alguns minutos de exposicdo e sao
classificadas como alcaldides ou organofosforados neurotoxicos. Outras agem mais

lentamente e sdo identificadas como peptideos ou alcaldides hepatotoxicos. Alguns
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géneros também podem produzir toxinas irritantes ao contato. Essas tém sido
identificadas como lipopolissacarideos (LPS), que também sao comumente
encontradas em membranas de bactérias Gram negativas, sendo endotoxinas
pirogénicas com toxicidade menor que as produzidas por bactérias, como por

exemplo, Salmonella (Chorus & Bartram, 1999).

1.4 — ESTUDOS SOBRE FLORAGOES TOXICAS

A ocorréncia de floracdes toxicas esta bem relatada em todo o mundo. Cerca de
50% das floracbes testadas em diferentes paises mostraram-se téxicas em
bioensaios (Carmichael & Gorham, 1981; Repavich et al., 1990; Sivonen, et al. 1990;
Lawton & Codd, 1991; Watanabe et al., 1991; Costa & Azevedo, 1994). O maior
namero de relatos desses casos estdo em paises do hemisfério norte, onde ha maior
interesse de investimento nesta linha de pesquisa, e preocupacdo com o potencial
de intoxicacao das cianobactérias (Azevedo, 2002).

Segundo Sant’Anna & Azevedo (2000) ja foi registrada a ocorréncia de pelo
menos 20 espécies de cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas,
distribuidas em 14 géneros, em diferentes ambientes aquaticos de diferentes regides
brasileiras. Esses autores indicam Microcystis aeruginosa (Fig. 1.1) como a espécie
com maior distribuicdo no Brasil e Anabaena como género com maior numero de
espécies potencialmente toxicas (A. circinalis, A. flos-aquae, A. planctonica, A.
solitaria e A. spiroides). Porém, na ultima década, vem sendo observado um grande
aumento na ocorréncia da espécie Cylindrospermopsis raciborskii (Fig. 1.2) em
diferentes regides brasileiras (Bouvy et al., 1999; Branco & Senna, 1994; Huszar et

al., 2000; Jardim et al., 1999; Komarkodva et al., 1999). No Brasil, das cepas de C.
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raciborskii isoladas até o momento, nenhuma apresentou a producdo de
cilindrospermospina, apesar de ja ter sido identificada a presenca desta toxina no
carvao ativado das clinicas de dialise, como no caso da tragédia de Caruaru
(Carmichael et al., 2001). Por outro lado, 75% das cepas de outros géneros de
cianobactérias isoladas de diferentes corpos d'agua do Brasil, mostraram-se
hepatotoxicas apOs a realizacdo de bioensaios com camundongos (Costa &

Azevedo, 1994).

L i bt

Figura 1.1 — Microcystis aeruginosa.
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Figura 1.2 — Cylindrospermopsis raciborskii.

Azevedo (2002) cita que estudos realizados no IBBCF° - UFRJ tém confirmado a
ocorréncia de cepas téxicas de cianobactérias em corpos d’agua (reservatorios de
abastecimento publico, lagos artificiais, lagoas salobras e rios) dos estados de Séo
Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Par4, Parand, Bahia, Pernambuco e no Distrito
Federal, com aproximadamente 82% destas cepas apresentando toxicidade em
bioensaios. O aumento do conhecimento toxicoldgico e fisioldgico, na ultima década,
esta possibilitando a otimizacdo da pesquisa destes organismos, de modo a fornecer
bases cientificas para o estudo de cianotoxinas e para a producdo de padrbes
comerciais nacionais de microcistina-LR e cilindrospermopsina com fins de controle

da qualidade da 4gua, em mananciais brasileiros de abastecimento publico.
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1.5 — ALGUMAS EVIDENCIAS DE INTOXICACOES HUMANAS POR CIANOBACTERIAS

As intoxicacbes de populagcdes humanas pelo consumo oral de agua
contaminada por cianobactérias toxicas ja foram descritas em paises como Australia,
Inglaterra, China e Africa do Sul (Azevedo, 2002). Na Australia, Hawkins et al. (1985)
relacionaram a hepatotoxina cilindrospermopsina a casos de intoxicacdo humana em
uma ilha australiana.

No Brasil, em 1988 cerca de duas mil pessoas foram hospitalizadas em
consequUéncia de um quadro de gastroenterite, no estado da Bahia. Esta grave
epidemia resultou na morte de oitenta pessoas. Estudos de Teixeira et al. (1993)
relacionaram esta ocorréncia com o consumo de agua contaminada por
cianobactérias produtoras de toxinas. A agua captada para regido de ocorréncia
(Paulo Afonso-BA) provinha da barragem de Itaparica, onde ocorreu, na época, uma
grande floracéo dos géneros Microcystis e Anabaena.

Em 1996, cento e vinte e trés doentes renais, apos terem sido submetidos a
sessdes de hemodialise em uma clinica de Caruaru, no estado de Pernambuco,
apresentaram um quadro clinico compativel com uma grave hepatotoxicose.
Sessenta destes pacientes faleceram em decorréncia do agravamento da
intoxicacdo. Os estudos confirmaram a presenca de microcistinas e
cilindrospermopsina, no carvao ativado utilizado no sistema de purificacdo de agua
da clinica e de microcistinas em amostras de sangue e figado dos pacientes
intoxicados, confirmando como causa da morte a exposicdo a microcistinas durante
o tratamento renal. (Jochimsen et al., 1998; Carmichael et al., 2001 e Azevedo et al.,

2002).
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1.6 — MICROCISTINAS E CILINDROSPERMOPSINA

Microcistinas e cilindrospermopsina sédo toxinas produzidas por cianobactérias
com acao hepatotoxica. Determinar de maneira segura a presenca destas toxinas
em aguas para consumo € de suma importancia devido a sua grande toxicidade e ao
seu potencial de contaminacéo de aguas de abastecimento publico.

As Microcistinas (Fig. 1.3) sdo heptapepitideos ciclicos com estrutura geral com
sete aminoacidos ligados; D-Alanina®-X?-D-MeAsp®-Z*-Adda°®-D-Glutamato®-Mdha’ ,
onde X e Z sdo L-aminoacidos variaveis, D-MeAsp € D-eritro acido metilaspartico e
Mdha é N-metildeidroalanina; Adda é o &cido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-
fenil-deca-4,6-diendico, determinado como responsavel por sua atividade biolégica
(Chorus & Bartram, 1999).

Essas hepatotoxinas ja foram identificadas em espécies dos géneros Microcystis,
Anabaena, Oscillatoria (Planktothrix), Nostoc, Anabaenopsis e do género terrestre
Haphalosiphon (Chorus & Bartram, 1999). A nomenclatura das microcistinas foi
proposta por Carmichael et al. (1988), observando apenas variagdes qualitativas em
seus dois L-aminoacidos. Por exemplo, microcistina-LR (leucina-arginina);
microcistina-RR (arginina-arginina); microcistina-YA (tirosina-alanina). Ja se tem
conhecimento de mais de 60 variantes de microcistinas devido a variacbes
qualitativas também no grau de metilacdo dos aminoacidos e variacbes isomeéricas
no aminoacido Adda (Chorus & Bartram, 1999).

A toxicidade das microcistinas em animais (ratos) de laboratério apresenta a
DLso" por injecéo intraperitonial (i.p.) entre 50 e 1.200 pg/Kg de peso corpéreo e
entre 5.000 e 10.900 ug/Kg de peso corpéreo por administracdo oral (Chorus &

Bartram, 1999). As microcistinas agem sobre os hepatécitos, onde chegam por meio
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de receptores dos acidos biliares (Runnegar et al., 1981; Eriksson et al. 1990;
Falconer, 1991). Nestes promovem a desorganizacdo do citoesqueleto (Runnegar &
Falconer, 1996). O resultado é a desorganizacéo do tecido hepatico que desenvolve
lesbes graves, pois sem contato entre os hepatocitos, os espacos gerados sao
preenchidos por sangue, provocando uma hemorragia intra-hepatica (Hooser et al.,

1991, Carmichael, 1994; Lambert et al., 1994).

Figura 1.3 — Estrutura quimica geral das microcistinas, onde Z e X representam 0s
dois L-amonoécidos varidveis e R' e R? sd0 os locais de possiveis metilacdes.
Fonte: Chorus & Bartram (1999).

lDL50— representa a dose letal média, sendo o valor estimado que causa a morte de 50% da populacédo que foi
exposta a toxina.
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Cilindrospermopsina (Fig. 1.4) é um alcaléide guanidinico ciclico que ja foi
identificado em espécies dos géneros Cylindrospermopsis (Hawkins et. al., 1985),
Aphanizomenon (Banker et al., 1997 e Shaw et. al., 1999), Umezakia (Harada et al.,
1994) e Rhaphidiopsis (Li et al., 2001). Ainda, ja foi identificada a ocorréncia de dois
analogos da cilindrospermopsina, denominados deoxy-cilindrospermopsina com um
décimo de toxicidade (Norris et al., 1999) e 7-epicilindrospermopsina com toxicidade
similar a da cilindrospermopsina (Banker et al., 2000).

A DLsp (i.p.) até 24 horas de administragdo é 52000 ug de peso seco de
células por quilograma de peso corporeo, 0 que equivale a 300 pg de toxina/Kg peso
corporeo (Chorus & Bartram, 1999). Com 7 dias ap0s a administracao esse valor
decai para 32000 ug de peso seco de células por quilograma de peso corporeo,
equivalente a 180 pg de toxina/Kg peso corporeo (Chorus & Bartram, 1999).

A administracdo da toxina purificada em ratos mostrou também uma
diminuicdo na toxicidade apés administracdo. Com 24 horas a DLso (i.p.) € de 2100
ug/ Kg peso corporeo e com 5 a 6 dias passa a ser 200 ug /Kg peso corporeo
(Chorus & Bartram, 1999). Por administracdo via oral, a DLsy apés 5 dias € de
aproximadamente 4400 a 6900 ug/Kg de peso corpoéreo (Seawright et al., 1999).

A cilindrospermopsina atua como inibidor da sintese de proteinas (Terao et
al., 1994). Seawright et al. (1999) trabalhando com ratos, demonstraram que ocorre
aumento do tamanho do figado, muitas vezes com necrose periacinar (uma necrose
aguda nos tubulos renais), atrofia no cortex do timo e no foliculo linféide do baco,
hemorragias epicardial e miocardial, e multiplas ulceracdes em partes do eséfago e
da mucosa gastrica, com a morte dos animais em torno de 2 a 6 dias apés

administracao da toxina.
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Ocorre ainda dano severo em células renais, como reducdo do numero de
eritrocitos nos glomérulos, com consequente aumento de espacos interglomerulares,
aumento no diametro dos tubulos renais, necrose epitelial no tubulo proximal e a
presenca de material proteinaceo no tubulo distal, com acdo maxima observada em
torno de 2-3 dias apds administracdo da toxina nos animais testados (ratos) (Chorus
& Bartram, 1999).

Shen et al. (2002) demonstraram a acdo genotoxica da cilindrospermopsina.
Nos animais testados, a administracdo desta toxina induziu a ruptura das fitas de

DNA.

Figura 1.4 — Estrutura quimica da cilindrospermopsina. Fonte: Chorus & Bartram
(1999).
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1.7 — LIMITES MAXIMOS ACEITAVEIS DE CIANOTOXINAS EM AGUA PARA CONSUMO

A Organizacdo Mundial de Satude (OMS) adotou como limite méximo aceitavel®
de microcistina em agua para consumo humano, o valor de 1ug/L, incorporado no
adendo das Normas para Qualidade da Agua tratada (“Guideline for Drinking Water
Quality”, WHO — 1998). Esse valor foi calculado com base em estudos com
camundongos (Fawell et al.,, 1994) e com porcos (Falconer et al.,, 1994) que
estabeleceram como ingestdo diaria aceitavel (“Tolerable daily intake” — TDI) para
microcistina-LR, o valor de 0,04 ug/Kg de peso corporeo (Chorus & Bartram, 1999).

Segundo Chorus e Bartram (1999) ndo existem dados suficientes que
estabelecam um limite aceitavel para cilindrospermopsina e saxitoxinas® em agua
para consumo humano. Estudos toxicologicos sugerem o limite de 15 pg/L de
cilindrospermopsina (Shaw et al., 2000) e o limite de 3 ug/L para saxitoxinas na agua

potavel (Fitzgerald et al., 1999).

“Limite maximo aceitavel (ou valor maximo aceitavel, VMA) = TDI x pc x P / V
Onde: TDI = 0,04 pg/Kg de peso corpéreo; pc = 60 Kg — média de peso corpéreo de um individuo adulto; P = 0,8
— proporcdo da ingestédo diaria total de 4gua proveniente da 4gua tratada; V = 2 — volume de agua, em litros,
ingerido por dia. Isso resultou num valor de 0,96 pg/L, que foi aproximado par a 1 pg/L.

Saxitonas sdo neurotoxinas produzidas por cianobactérias.
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De acordo com o artigo 14 da Portaria n.° 518/2004 (Funasa, 2004) do Ministério
da Saude do Brasil, o valor maximo permitido (VMP) de microcistinas em aguas para
consumo oral € de 1ug/L. No paragrafo primeiro deste artigo recomenda-se que as
analises para cianotoxinas incluam a determinacdo de cilindrospermopsina e
saxitoxinas, com valores limites de 15 pg/L e 3 pg/L de equivalentes de saxitonas,
respectivamente. No primeiro paragrafo do artigo 19, ficam os responséaveis pelo
abastecimento de agua, obrigados a monitorar as cianobactérias na agua de
mananciais de abastecimento. A amostragem deve ser mensal no ponto de captacao
toda vez que o numero de cianobactérias ndo exceder a 10.000 células/mL (ou
1mm?®/L de biovolume) e semanal quando exceder este valor.

No Brasil, ainda n&o existe a producéo comercial de padrées de cianotoxinas
para serem utilizados em analises de quantificacdo e identificagdo dessas toxinas no
controle e vigilancia da qualidade da agua.

De acordo com o catalogo Sigma (1998) 500 ug de padrao de microcistina-LR
tinha o valor de US$ 179.10 (preco FOB) e pelo catalogo Spectrum (2002) esse valor
era US$ 203.10. Atualmente os padrbes de cilidrospermopsina estdo sendo
comercializados pelo Australian Water Quality Center (comunicacdo pessoal do
doutor Andrew Humpage) pelo valor US$ 1,000.00, 500 ug.

Tendo em vista os fatos apresentados, a relevancia deste estudo se da pela
possibilidade do aumento do conhecimento sobre a produgéo de duas cianotoxinas
(microcistina-LR e cilindrospermopsina), buscando-se estabelecer um protocolo de
cultivo das espécies Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii para
otimizacao da biosintese de microcistina-LR e de cilindrospermopsina.

Este estudo procurou, portanto, colaborar com o estabelecimento de

condicbes otimizadas para a producdo destas cianotoxinas, visando permitir a



Introducado 14

exequibilidade da producdo nacional de padrdes de microcistina-LR e
cilindrospermopsina, uma vez que a dificuldade de obtencdo desses padrdes € um
dos principais fatores limitantes para o monitoramento e controle da presenca

dessas cianotoxinas nos reservatorios de abastecimento publico brasileiros.
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2—-0OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo principal otimizar as condicbes de
cultivo de Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii para producéo de
microcistina-LR e de cilindrospermopsina, respectivamente, visando colaborar com o
estabelecimento de protocolos para producéo de padrfes dessas cianotoxinas.

Objetivos especificos:

1 — Analisar a influéncia de diferentes regimes de irradiancia no cultivo de uma cepa
de M. aeruginosa, produtora de microcistina-LR, e de uma cepa de C. raciborskii
produtora de cilindrospermopsina, bem como na producdo de cada uma dessas

cianotoxinas

2 — Verificar a influéncia da fase de crescimento celular na producéo de microcistina-
LR e cilindrospermopsina.

3 — Estudar a relacdo entre a variacdo da concentracdo de clorofila a e da
concentracdo de carboidratos totais com a variacdo da concentracdo de
microcistina-LR ou cilindrospermopsina.

4 — Estabelecer um protocolo para extracdo, purificacdo e quantificacdo de
microcistina-LR e cilindrospermopsina, buscando estabelecer condicbes para a

producado nacional de padrdes destas cianotoxinas.
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3 - MATERIAL E METODOS

Para este estudo, foram utilizadas as cepas NPJB-1 de Microcystis aeruginosa
(isolada da Lagoa das Garcas do Jardim Botanico de Sao Paulo) e CYP 011K de
Cylindrospermopsis raciborskii (gentiimente cedida pelo Dr. Andrew Humpage do
“Australian Water Quality Center” — Australia), mantidas no banco de culturas de
cianobactérias do Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias
(LETC) — IBCCF — UFRJ. Testes preliminares caracterizaram essas cepas como
produtoras de microcistina-LR (NPJB-1, Azevedo et al., 1994) e cilindrospermopsina

(CYP 011K, comunicacao pessoal, Andrew Humpage).

3.1 — MANUTENGAO DAS CEPAS

Utilizou-se o meio de cultivo ASM-1, descrito por Gorham et al. (1964), para
manutencao e para 0s experimentos com as cepas. As cepas estao sendo mantidas
em tubos de ensaio, em meio ASM-1 esterilizado, pH inicial 8,0, sem aeracao,
temperatura de 24 + 2°C, sob baixa irradiancia (20 pmoles fétons.m?.s™ ou 20 pE),
medida a partir de sensor quantico (QSL-100, Box — Biospherical Intruments Inc.). A
utilizacdo de baixas irradiancias diminui a velocidade de divisao celular, tornando
mais facil a manutencdo das culturas. As mesmas condi¢cfes de esterilizacdo, pH

do meio ASM-1 e temperatura foram utilizados em todas os experimentos.
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3.2 — CONDICOES DE CULTIVO

A cepa NPJB-1 (M. aeruginosa) foi inoculada em frascos erlenmeyer de 500mL,
contendo 300mL de meio ASM-1. Este procedimento foi realizado em triplicata e as
culturas foram mantidas sem aeracédo, nas irradiancias de 40, 100 e 200 pmoles
fotons.m™.s™, durante cinco dias para uma adaptacéo prévia a estas intensidades
luminosas. Para escolha das iirradiancias, culturas da cepa NPJB-1 foram
submetidas a diferentes intensidades Iluminosas, sendo a de 200 umoles
fotons.m™.s™* a que apresentou uma melhor tolerancia pelas culturas, se comparada
a irradiancias maiores. A iluminacdo das culturas foi obtida com lampadas
fluorescentes comuns. As irradiancias foram medidas com um sensor quantico
(QSL-100, Box — Biospherical Intruments Inc.) imerso até o fundo de um erlenmeyer
contendo agua destilada, com o0 mesmo volume das culturas.

Os cultivos experimentais foram iniciados inoculando-se 100mL das culturas preé-
adaptadas em balGes de fundo chato de 3L, contendo dois litros de meio (ASM-1).
Este procedimento foi realizado em triplicatas para cada condicdo luminosa testada
(40, 100 e 200 pmoles fétons.m?.s?) e as culturas foram mantidas com aeracéo
(obtida com auxilio de bombas de ar comprimido) e fotoperiodo de 12 horas (Fig.
3.1).

Estes mesmos procedimentos foram adotados para o cultivo da cepa CYP 011K
(C. raciborskii). Porém, foram testadas as irradiancias de 40, 60 e 100 pmoles fétons
.m?s? e o cultivo foi iniciado com 200 mL de culturas pré-adaptadas a estas
condicfes luminosas (culturas da cepa CYP 011K, frascos erlenmeyer de 1000mL,

contendo 600mL de meio ASM-1 - Fig. 3.2). Testes preliminares indicaram uma
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baixa tolerancia desta cepa a intensidades luminosas mais altas e uma menor

velocidade de crescimento.

Cepa NPJB-1 (Microcystis aeruginosa)
Inoculo (900 mL)

v

300 mL de meio ASM-1, triplicata

’ ’ ’

40 pPE 100 pE 200 pE

| | |
v

5 dias

!

100 mL de cada cultura pré-adaptada

!

BalGes de fundo chato de 3L contendo dois litros do meio ASM-1;
com aeracdo; 12:12h luz / escuro

/N /N /N

40 uE 100 puE 200 pE

Figura 3.1 — Organograma representativo da metodologia adotada para cultivo da
cepa NPJB-1 de M. aeruginosa.
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Cepa CYP 011K (Cilindrospermopsis raciborskil)
Inoculo (1800mL)

!

600 mL de meio ASM-1, triplicata

’ ’ ’

40 pPE 60 UE 100 pE

v

5 dias

!

200 mL de cada cultura pré-adaptada

!

Baldes de fundo chato de 3L contendo dois litros do meio ASM-1;
com aeracdo; 12:12h luz / escuro

/N /N /N

40 uE 60 WE 100 puE

Figura 3.2 — Organograma representativo da metodologia adotada para cultivo da
cepa CYP 011K de C. raciborskii.
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3.3 — PARAMETROS FISIOLOGICOS ANALISADOS

3.3.1 — CRESCIMENTO CELULAR

O crescimento celular da cepa NPJB-1 (M. aeruginosa) foi acompanhado através
da contagem diaria de células com o auxilio de microscopio Optico, em
hemocitdmetro de Fuchs-Rosenthal, estimando-se o nuamero de células/mL. Para
cepa CYP 011K foram tomadas cerca de 90 medidas aleatorias do comprimento
das células. A partir destes dados, foi estabelecido o comprimento médio das
células. Diariamente, procederam-se as medidas dos comprimentos dos tricomas em
hemocitométro de Fuchs-Rosenthal e calculou-se o numero de células, em cada

condicéao.

A partir destes dados, estabeleceu-se cada curva de crescimento e determinou-
se, também, (i) o rendimento maximo (de cada cultivo), que corresponde ao nimero
maximo de células/mL atingido durante o crescimento (niumero de células final,
subtraido do numero de células inicial); (i) a taxa de crescimento (w); (iii) o tempo
médio de duplicacdo das células (G); (iv) o numero de divisdes por dia (Ky),

calculados pelas férmulas descritas por Fogg & Thake (1987).
M= (In N2—=InNjy)/(t2 —t1), onde:
M = taxa de crescimento,
N1 = nimero de células/mL no tempo tj,
N>= numero de células/mL no tempo t.

A partir da velocidade taxa de crescimento calcula-se o tempo de duplicacéo

(G):G=In2/p
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Kz = 3,332 x (LOg N2> — Log Nl) / (tz — tl)

Além disso, para as culturas da cepa CYP 011K (C. raciborskii), foi analisada a
variacdo do comprimento dos tricomas durante o cultivo, a partir de cerca de noventa
medidas aleatdrias de tricomas de cada cultura nas diferentes condicdes
experimentais. A partir destes dados obteve-se uma relacdo da variacdo do

comprimento dos tricomas versus tempo de cultivo.

3.3.2 — BIOMASSA (PESO SECO)

Cepa NPJB-1 (M. aeruginosa)

Para determinacdo da biomassa obtida em cada condicdo de cultivo de M.
aeruginosa (cepa NPJB-1) foram filtradas em filtros de borosilicato (AP-20 Millipore —
47 mm) previamente pesados, aliquotas de 500 mL das culturas na fase
exponencial de crescimento (5° dia para culturas mantidas a 100 e 200 pmoles
fotons.m?.s* e 7° dia para culturas mantidas a 40 pmoles fétons.m?.s™* ) e na fase
estacionaria de crescimento (11° dia). Apos a filtracdo, os filtros foram secos em
estufa a 60° C e pesados. A diferenca entre os pesos correspondeu a biomassa de

células produzida em cada condicéo.

Cepa CYP 011K (C.raciborskii)

Para determinacdo da biomassa obtida em cada condicdo de cultivo de C.
raciborskii (cepa CYP 011K), foram retiradas aliquotas de 480 mL das culturas na
fase exponencial de crescimento (7° dia) e na fase estacionaria de crescimento (12°
dia). A suspensao de células foi centrifugada a 10000g em centrifuga de bancada

(Eppendorf -5403), durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o



Material e Métodos 22

precipitado foi congelado a -50°C (Shell Freezer — Labconco) e liofilizado (Freezone
6 — Labconco). O material seco foi pesado e o peso correspondeu a biomassa de

células produzida em cada condicéo.

3.3.3 — ANALISE DE CLOROFILA &

Para analise da concentracdo de clorofila a, aliquotas de 10 mL de cada cultura,
amostrados de trés em trés dias, foram filtradas em filtros de borossilicato (AP-20
Millipore — 13 mm). Apos a filtracdo, os filtros foram colocados em tubos de ensaio
encapados e sobre eles adicionou-se 5 mL de metanol 100%. Aguardou-se a
extracdo por 20 minutos e as amostras foram centrifugadas a 3500g durante 10
minutos e determinou-se a densidade Optica do extrato em 666nm, corrigindo a
turbidez em 730nm, em espectofotdmetro (UV-vis spectophotometer - uv mini 1240 -
Shimadzu). Para o célculo da concentracao de clorofila a, foi utilizado o coeficiente
de extincdo determinado por Mackinney (1941), para extracdo de clorofila a em

metanol 100%:
C = Abs / kxd , onde:
C = concentracéao de clorofila a em ug/mL.
Abs = absorbancia obtida a 666nm — 730nm
k=74.59g ™. cm . L — coeficiente de extingdo de Mackineny (1941)
d = 1 cm (caminho Gptico)

Os resultados da concentragéo de clorofila a foram ent&o transformados para

ng de Chl a/ 10° células:

Chl a/ 10° células = (Chl ay / N. 10%;), onde:
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Chl a = concentragéo de clorofila a em ug/mL no tempo t1;

N. 10°%; = nimero de células x 10° / mL, no tempo t1.

3.3.4 — ANALISE DE CARBOIDRATOS

Para determinacdo da producdo de carboidratos, aliquotas de 10 mL de cada
cultura, amostradas de trés em trés dias, foram filtradas em filtros de borossilicato
(AP-20 Millipore — 13 mm), previamente calcinados a 400°C em forno mufla durante
4h. Apos a filtracdo das aliquotas, os filtros (carboidratos intracelulares) e os filtrados
(carboidratos extracelulares) foram armazenados em tubos de ensaio tampados, a
uma temperatura de -20°C até que fossem analisados. As analises foram realizadas

pelo método fenol/acido sulfurico, de acordo com Myklestad & Haug (1972).

Para andlise dos carboidratos intracelulares foi adicionado aos filtros 1 mL de
acido sulfurico 80%, deixando em reagdo durante 20h a temperatura ambiente. Apds
esse tempo, a reacdo foi interrompida com 6 mL de agua Milli-Q. Foram retiradas
dessas solugdes aliquotas de 1 mL, onde acrescentou-se 0,25 mL de fenol 5% e 2,5
mL de acido sulfdrico concentrado. Foi aguardado um tempo de 30 minutos para a
reacdo e o resfriamento da solugdo, e a densidade Optica foi determinada a 485 nm

em espectrofotdmetro (Uv-vis spectophotometer - uv mini 1240 - Shimadzu).

A andlise de carboidratos extracelulares foi feita com aliquotas de 1 mL do
filtrado, onde se acrescentou 0,25 mL de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulfarico
concentrado. Aguardou-se o esfriamento da solucdo e realizou-se a leitura em

espectrofotometro (Uv-vis spectophotometer - uv mini 1240 - Shimadzu) a 485nm.
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Os calculos para determinacdo da concentracdo de carboidratos foram realizados

utilizando-se glicose como padrao (Dubois et al., 1956).

Os resultados para concentracdo de carboidratos foram entdo transformados

para pg de carboidratos/10° células:
Carb / 10° células = (Carby / N. 10%;), onde:

Carb 3= concentracdo de carboidratos intracelulares (ou extracelular) em

ug/mL no tempo t1,

N. 10°%; = nimero de células x 10° / mL, no tempo t1.

3.3.5 — ANALISE DAS CIANOTOXINAS

3.3.5.1 — Cepa NPJB-1 (Microcystis aeruginosa)

Para realizacdo das analises da variacdo das concentracdes de microcistina-LR
nas diferentes condicbes experimentais, foram retiradas aliquotas de 500 mL de
cada cultura, (i) na fase exponencial de crescimento (5° dia para 100 e 200, e 7° dia
para 40 pE . m? . s%) e (i) na fase estacionaria de crescimento (11° dia). Estas
amostras foram filtradas em filtros de borossilicato (AP-20 Millipore — 47 mm). O
material retido no filtro foi tratado como amostra de fragdo particulada e o filtrado

como amostra de frag&o dissolvida para determinagao desta cianotoxina.
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Extragdo e concentracao de microcistina-LR da fragao particulada

Para extracdo da microcistina-LR presente nas amostras de fracdo particulada foi
utilizada a metodologia de Krishnamurty et al. (1986). Aos filtros foram adicionados
30 mL de uma solucdo de butanol, metanol e agua (5:20:75 v/v) mantendo-se a
suspensao em agitacao por 1 hora. Os solventes utilizados para extracdo eram grau
analitico (P.A). O material foi centrifugado a 6000g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e este procedimento foi repetido mais duas vezes. Os
sobrenadantes obtidos foram combinados e evaporados em fluxo de ar até um

volume correspondente a 1/3 do original.

Para concentracao e purificacdo desse extrato, as amostras foram passadas em
cartuchos com aproximadamente 3,0g de octadecilsilano (Bond Elut Cig). Os
cartuchos foram previamente ativados, passando-se 20mL de metanol 100%,
seguido de 20 mL de agua Milli-Q. Apés a passagem das amostras os cartuchos
foram lavados com 20 mL de agua Milli-Q, 20 mL de metanol 20% e a elui¢édo foi
feita com 20 mL de metanol 100%. A ultima fracdo foi seca em fluxo de ar e
ressuspensa em 1 mL de metanol 50% ficando em repouso por 1h. Esta fracéo foi
entdo filtrada em filtros de nylon (Millipore, 45um de poro, 13mm diametro) e

analisada por HPLC.

Concentragcao de microcistina-LR da fragao dissolvida

Para determinagdo da concentracdo de microcistina-LR presente na fracéo
dissolvida, as amostras filtradas foram passadas em cartucho de octadecilsilano
(Bond Elut Cjg), previamente ativados com 20 mL de metanol 100%, seguido de

20mL de agua Milli-Q. O cartucho foi lavado com 20 mL de agua Milli-Q, 20 mL de
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metanol 20% e eluido com 20 mL de metanol 100%, sequencialmente. A Ultima
fracdo foi recolhida e novamente passada em cartucho de silica (fase normal),
previamente ativado com 20 mL de metanol 100%. A seguir, lavou-se o cartucho
com 30 mL de metanol 100% e eluiu-se com 20 mL de uma solucdo de
agua, metanol e TFA (10:89,9:1 v/v) (Tsuji et al. 1994). A ultima fracao foi seca e
ressuspensa em 1 mL de metanol 50% e apos 1 hora foi filtrada em filtros de nylon
(Millipore, 45um poro, 13mm diametro) e analisada por Cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC).

Andlise e quantificacdo de microcistina-LR

As anadlises para determinacdo da concentracdo de microcistina-LR foram
realizadas por técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O sistema
de HPLC e as condi¢des cromatograficas adotadas estao descritos nas tabelas 3.1 e

3.2, respectivamente. Os solventes utilizados nas analises eram grau HPLC.

Para a quantificacdo das amostras a serem analisadas, foi determinada uma
curva padrédo externa utilizando-se uma solucdo do padrdo comercial de
microcistina-LR (Sigma-Aldrich), em concentra¢des variaveis de 1,0 a 50,0 pg/mL,
em metanol 50%. Foram feitas 5 analises cromatograficas para cada concentracao,
sendo entdo determinada a equacao da reta, utilizando-se a média da area obtida
em cada concentracdo. Esta equacdo foi utilizada para a quantificacdo da
microcistina-LR presente nos extratos das amostras em ug/L. Para tanto, o espectro
de absorcdo de cada pico observado nos cromatogramas foi analisado e comparado
com o espectro obtido a partir da solugcdo de padréo de microcistina-LR, analisada

nas mesmas condi¢cdes cromatogréaficas. A area dos picos que apresentavam um
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espectro de absorcdo no UV (190 — 300nm), com indice de similaridade igual ou
superior a 99%, ao obtido com o padréo de microcistina-LR, foi utilizada para o

calculo da concentracéao.

Tabela 3.1 — Sistema HPLC utilizado (Shimadzu)

Componentes Descricéo
Detector UV/Vis - Detector de diiodo - SPDM10Avp
Bomba LC-10AT VP
Loop 100 pL
Coluna Lichrospher 100 — RP(fase reversa) -18

(125X4mm), 5um

Aplicativo LZ Workstation Class-vp

Tabela 3.2 — Condi¢des cromatograficas utilizadas

Parametro Condicdo
Fluxo ImL/min
Volume injetado 100 pL
u.v. Espectro de absorcdo de 195 a 300 nm
Fase movel Condicdo isocrética; acetato de ambnia
20mM, pH 5,0 (72%) e acetonitrila (28%- grau
HPLC)
Deteccéo 238 nm
Tempo 15 min

3.3.5.2 - Cepa CYP 011K (Cylindrospermopsis raciborskii)

Para realizacdo das analises de cilindrospermopsina, foram retiradas aliquotas
de 480mL, de cada cultura nas diferentes condi¢cdes experimentais, (i) na fase
exponencial de crescimento (7° dia) e (ii) na fase estacionaria de crescimento (12°
dia), das culturas de C. raciborskii (cepa CYP 011K). Estas amostras foram

centrifugadas a 10000g, durante 15 minutos. O precipitado foi tratado como amostra
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de fracdo particulada e o sobrenadante como amostra de fracdo dissolvida para

determinacao desta cianotoxina.

Extracdo e concentracao de cilindrospermopsina da fracdo particulada

Para extracdo e concentracao da cilindrospermopsina presente nas amostras de
fracdo particulada utilizou-se a metodologia de Li et al. (2001), com modificacbes na
extracdo e eluicdo dos cartuchos. As amostras de fracdo particulada foram
congeladas e liofilizadas. Adicionou-se 20 mL de agua Milli-Q em cada amostra
liofilizada e estas foram mantidas sob agitacdo magnética durante 1 hora. Em
seguida, cada amostra foi centrifugada a 10000g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e o precipitado foi submetido a uma nova extragcdo com
agitacdo por uma hora e uma nova centrifugacdo nas mesmas condicbes
anteriormente descritas. Descartou-se o0 precipitado e os sobrenadantes foram
combinados e passados em cartuchos de com aproximadamnete 3,0g de
octadecilsilano (Bond Elut C;g) previamente ativados com 20 mL de metanol 100%,
seguido de 20mL de agua Milli-Q. Apdés a passagem das amostras, eluiu-se 0s
cartuchos com 40 mL de agua Milli-Q. Esta fracéo foi entdo congelada e liofilizada. A
fracdo seca obtida foi ressuspensa em 3 mL de agua milli-Q, ficando em repouso por
1 hora e centrifugada a 15000g, durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram
recolhidos, filtrados em filtros de nylon (Millipore, 45um poro, 13mm diametro) e

analisadas por HPLC.
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Concentracao de cilindrospermopsina da fragéo dissolvida

Para determinacdo da concentracdo da cilindrospermopsina presente nas
amostras de fracdo dissolvida, o material foi passado em cartucho com
aproximadamente 3,0g de octadecilsilano (Bond Elut C;g), também previamente
ativado com 20 mL de metanol 100%, seguido de 20 mL de agua Milli-Q. Apds esta
etapa o cartucho foi eluido com 40 mL de agua Milli-Q. Esta ultima fracdo foi
congelada, lifiolizada, ressuspensa em 3 mL de agua Milli-Q e mantida em repouso
por 1 hora, sendo entdo centrifugada a 150009, durante 10 minutos. Os
sobrenadantes foram recolhidos, filtrados em filtros de nylon (Millipore, 45um poro,

13mm diametro) e analisados por HPLC.

Andlise e quantificacdo de cilindrospermopsina

As andlises para determinacdo da concentracdo da cilindrospermopsina foram
realizadas de acordo com a metodologia de Welker et al.(2002), por técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O sistema de HPLC e as condi¢fes
cromatograficas adotadas estdo descritos nas tabelas 3.3 e 3.4, respectivamente. Os

solventes utilizados nas analises eram grau HPLC.

Para a quantificacdo das amostras a serem analisadas, foi determinada uma
curva padrédo externa utilizando-se uma solucdo do padrdo comercial de
cilindrospermopsina gentilmente cedida pelo Dr. Wayne W. Carmichael (Wright State
University, USA), em concentragfes variaveis de 0,1 a 50,0 ug/mL, em agua Mili-Q.
Foram feitas 5 analises cromatograficas para cada concentracdo, sendo entdo
determinada a equacao da reta, utilizando-se a média da area obtida em cada

concentracdo. Esta equacdo foi utilizada para a quantificacdo da



Material e Métodos 30

cilindrospermopsina presente nos extratos das amostras, em ug/L. Para tanto, o
espectro de absor¢cdo de cada pico observado nos cromatogramas foi analisado e
comparado com o0 espectro obtido a partir da solucdo de padrdao de
cilindrospermopsina, analisada nas mesmas condi¢cdes cromatogréaficas. A area dos
picos que apresentavam um espectro de absor¢do no UV (190 — 300nm), com indice
de similaridade igual ou superior a 99%, ao obtido com o padrao de
cilindrospermopsina, foi utilizada para o calculo da concentracdo desta toxina nas

amostras.

Tabela 3.3 — Sistema HPLC utilizado (Shimadzu)

Componentes Descricéo
Detector UV/Vis - Detector de diiodo - SPDM10Avp
Bomba LC-10AT VP
Loop 100 pL
Coluna Lichrospher 100 — RP (fase reversa) -18
(125X4mm), 5um
Aplicativo LZ Workstation Class-vp

Tabela 3.4 — Condi¢des cromatograficas utilizadas

Parametro Condicdo
Fluxo ImL/min
Volume injetado 100 pL
Verificacdo dos picos Espectro de absor¢édo de 195 a 300 nm
Fase movel Gradiente de 0-50% metanol + TFA (0,05%,
VIV) e agua Milli-Q
Deteccao 262 nm

Tempo 20min de gradiente
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3.4 — PURIFICACAO DE MICROSCISTINA-LR E CILINDROSPERMOPSINA

3.4.1 — Purificac&o de microcistina-LR

Para producao da microcistina-LR purificada, 4 aliquotas de 350 mL de cultura de
M. aeruginosa (cepa NPJB-1), pré-adaptadas a intensidade luminosa previamente
determinada como melhor para producdo de microcistina-LR (a partir das analises
dos experimentos de intensidade luminosa e dos parametros fisioldgicos), foram
inoculadas em 4 mariotes de 9L, contendo 7 litros de meio ASM-1, num total de 28
litros. Buscou-se com este volume obter uma boa margem de producéo
considerando as perdas de biomassa durante os processos de concentracdo das
células, extracao e eliminacao de impurezas.

As culturas se desenvolveram até que atingissem a fase correspondente a maior
producdo de microcistina-LR. Os volumes de culturas obtidos foram concentrados
por filtracdo tangencial (Pellicon® Cassette Systen — Millipore). Os concentrados
obtidos foram congelados e liofilizados e repetiu-se o0 procedimento para extracédo e
concentracdo da microcistina-LR presente nas amostras de fracédo particulada, como
descrito no item 3.3.5.1.

O extrato obtido foi purificado por HPLC, nas mesmas condi¢des cromatograficas
descritas nas tabelas 3.1 e 3.2, porém utilizando-se coluna semi-preparativa
(Lichrospher 100 — RP (fase reversa) -18 (250X10mm), 10um), fluxo de 2 mL/min e
loop de 1mL. Os picos correspondentes a microcistina-LR, analisados pelo tempo
de retencédo e espectro de absor¢cdo comparados com o padrao, foram coletados

manualmente. Os picos coletados foram reunidos em uma Unica amostra compondo
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5 mL e passados em cartucho de octadecilsilano para de sais provenientes da fase
movel, seguindo o0 mesmo procedimento descrito no item 3.3.5.1.

Para nos certificarmos que as amostras continham microcistina-LR, apos
eliminacdo dos sais provenientes da fase modvel, esse material foi analisado em
coluna analitica (Lichrospher 100 — RP (fase reversa) — 18 (125X4mm), 5um).
Primeiramente, identificaram-se 0s picos correspondentes a toxina tanto pelo tempo
de retencdo como pelo espectro de absorcdo e quantificaram-se os picos pela érea.
Em seguida, realizou-se uma co-eluicdo com um padrédo comercial de microcistina-
LR (Sigma-aldrich) diluido em metanol 50%.

Apés a confirmacao da purificagcdo da microcistina-LR. As amostras coletadas por
HPLC foram analisadas em coluna analitica (em triplicata) para que se pudesse
guantificar a toxina presente. Foi tomado o peso de um frasco limpo, por cinco
vezes, em balanca com quatro casas de precisédo, para que se tivesse certeza do
seu peso. As amostras foram colocadas, aos poucos, dentro do frasco e secas em
fluxo de ar. ApGs a secagem total dos 5 mL de amostra contendo a toxina purificada,
esse material (frasco+amostra seca) foi novamente pesado (por cinco vezes). A
diferenca de peso antes e ap0s acréscimo das amostras no frasco correspondeu a

massa de toxina purificada.

3.4.2 — Purificagéo de cilindrospermopsina

Para producdo de cilindrospermopsina purificada, 3 aliquotas de 700 mL de
cultura de C. raciborskii (cepa CYP 011K), pré-adaptadas a intensidade luminosa
previamente determinada como melhor para producdo de cilindrospermopsina (a

partir das andlises dos experimentos de intensidade luminosa e dos parametros
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fisioldgicos) foram inoculadas em 3 mariotes de 9L, contendo 6 litros de meio ASM-
1, perfazendo um total de 18 litros. Buscou-se com este volume obter uma boa
margem de producéo considerando as perdas de biomassa durante os processos de
concentracdo das células, extracao e eliminacdo de impurezas.

As culturas se desenvolveram até que atingissem a fase correspondente a maior
producdo de cilindrospermopsina (resultado dos experimentos de intensidade
luminosa). Os volumes de culturas obtidos foram concentrados por centrifugacdo a
10000 g, durante 15 minutos em centrifuga de bancada (Eppendorf -5403). Os
concentrados obtidos foram liofilizados. Repetiu-se o procedimento para extracao e
concentracdo da cilindrospermopsina presente na fracao particulada como descrito
no item 3.3.5.2.

O extrato obtido foi purificado por HPLC, nas mesmas condi¢des cromatograficas
descritas nas tabelas 3.3 e 3.4, porém utilizando-se coluna semi-preparativa
(Lichrospher 100 — RP (fase reversa) -18 (250X10mm), 10um), fluxo de 2 mL/min e
loop 1mL.. Os picos correspondentes a cilindrospermopsina, analisados por
comparacao com o padréo, foram coletados manualmente e reunidos em uma unica
amostra de 6,8 mL.

Para nos certificarmos que as amostras continham cilindrospermopsina esse
material foi analisado em coluna analitica (Lichrospher 100 — RP (fase reversa) — 18
(125X4mm), 5um). Primeiramente, identificaram-se o0s picos correspondentes a
toxina tanto pelo tempo de retencdo como pelo espectro de absorcdo e
quantificaram-se os picos pela area. Em seguida, realizou-se uma co-eluicdo com
um padrdao de cilindrospermopsina (gentilmente cedido por Dr. Wayne. W.

Carmichael) diluido em agua Milli-Q.
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Apés a confirmacdo da purificacdo da cilindrospermospsina. As amostras
coletadas por HPLC foram analisadas em coluna analitica (por quatro vezes) para
que se pudesse quantificar a toxina presente. Foi tomado o peso de um frasco limpo,
em balanca com quatro casas de precisdo, por cinco vezes, para que se tivesse
certeza do seu peso. As amostras foram colocadas, aos poucos, dentro do frasco,
congeladas e liofilizadas. Apds a secagem total dos 6,8 mL de amostra contendo
cilindrospermopsina purificada, esse material (frasco+amostra seca) foi novamente
pesado (por cinco vezes). A diferenca de peso antes e ap0s acréscimo das amostras

no frasco correspondeu a massa de toxina purificada.

3.5 - ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados foram analisados estatisticamente a partir dos testes de
Kruskal-Wallis - KW (analise de variancia, ANOVA) para comparacéao de trés médias
e teste t, para comparacédo entre duas médias, com limite de confianca de 95% (o =
0,05), através do aplicativo GraphPad Instat 3.01 for Win 95/NT, 1998. Devido ao
tamanho amostral (n=3), para todos os tratamentos foram utilizados testes né&o

paramétricos.



Resultados e discussao 35

4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — CRESCIMENTO CELULAR

CepPA NPJB-1 (Microcystis aeruginosa)

Na figura 4.1 estdo apresentadas as curvas de crescimento de M.aeruginosa
(NPJB-1) nas diferentes intensidades luminosas. A maior taxa de crescimento (),
maior taxa de duplicagao (K;) e o menor tempo de duplicagao (G) foram obtidos nas
culturas submetidas a 100 umoles fétons.m?.s™. O maior rendimento celular (R)
ocorreu nas culturas mantidas a 200 pmoles fétons.m?.s™ (tabela 4.1).

Comparando-se as médias do numero de células, durante o crescimento das
culturas (teste t), p6de-se observar diferencas significativas a partir do 3° dia de
cultivo, entre as culturas mantidas a 40 com as mantidas a 100 e 200 umoles
fotons.m™.s™. As comparagdes entre as médias do nimero de células das culturas
mantidas a 100 com as mantidas a 200 pmoles fotons.m™?.s™ mostraram diferencas
significativas somente no 3°, 5°, 8° e 11° dias de cultivo, o que demonstra uma
maior similaridade entre o crescimento destas culturas. A analise de variancia
(ANOVA-KW) demonstrou que as médias da variagdo do numero de células das trés
culturas diferiram significativamente a partir do 3° dia de cultivo, exceto no 4° dia

(tabela 4.2).
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Figura 4.1 — Curvas de crescimento de M. aeruginosa (cepa NPJB-1). As barras de

erro indicam o desvio padrao

das médias (n=3).

Tabela 4.1 — Parametros de crescimento das culturas de M. aeruginosa (cepa NPJB-

1): taxa de crescimento (u; d

ia™"), tempo de duplicagdo (G; dia™”), rendimento celular

méaximo (R; nimero de células . mL™"); nimero de divisdes por dia (Ky).

INTENSIDADE LUMINOSA

(umoles fétons.m?2.s™)

PARAMETROS

40

u=0,199

G =3,479

R=0,55x 10’

K2 =0,288

100

W =0,374

G = 1,856

R=16x10"

Kz = 0,541

200

1 =0,357

G =1,941

R=1,7x10"

K2 =0,517
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Tabela 4.2 — Analise estatistica da variagdo do numero de células em culturas de M.
aeruginosa (cepa NPJB-1); n=3, a=0,05. Em destaque valores de P<0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DiA VALOR DE P TESTE REALIZADO

(umoles fétons.m?2.s™)

0 0,1193
0,1218
0,6123
0,0059
0,0004
0,0019 Teste t
<0,0001
0,0001
0,0054
0,0022
0,0002

—

40 x 100

O o N| g | W N

RN NN
= O

0,9467
0,0777
0,2926
0,0019
0,0002
0,0030 Teste t
0,0073
0,0010
0,0073
0,0022
11 <0,0001

40 x 200

©| o N o B[ W[ N =] O

—_
o
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Tabela 4.2 — Continuacgao.

INTENSIDADE LUMINOSA

(umoles fétons.m?2.s™)

DiA VALOR DE P

TESTE REALIZADO

100 x 200

0,1197

0,3801

0,2703

0,0259

0,2197

0,0302

0,1938

0,0002

O oo N g | W] N|] =] O

0,3534

0,1153

N RN
= O

0,0043

Teste t

40 x 100 x 200

0,1193

0,2250

0,5429

0,0059

0,1837

0,0019

<0,0001

0,0036

O o N| g | W[ N =] O

0,0054

—_
o

0,0036

—_
—_

0,0002

Teste KW

38
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Os resultados obtidos demonstraram que as maiores intensidades luminosas
influenciaram positivamente a taxa de crescimento da cepa NPJB-1 de M.
aeruginosa. Houve uma distincdo das culturas sob as diferentes irradiancias
testadas, onde as culturas mantidas a 40 pmoles fétons.m?.s™' obtiveram as

menores taxas de crescimento.

Resultados semelhantes em experimentos sobre a influéncia da luz sobre o
crescimento de M. aeruginosa (NPLJ-4) foram relatados por Molica (1996), onde foi
observado a menor taxa de crescimento em culturas submetidas a menor
intensidade luminosa (40 umoles fétons.m?.s™”), quando comparada & culturas
mantidas a uma maior intensidade luminosa (180 pmoles fétons.m?.s™). Por outro
lado, ja foram observados comportamentos semelhantes nas curvas de crescimento
de duas cepas de M. aeruginosa crescendo em irradiancias de 4 a 110 ymoles
fétons.m™.s™", com as culturas mantendo a mesma taxa de crescimento entre 40 e

110 pmoles fétons.m?.s™ (Hesse et al., 2001).
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CePA CYP 011K (Cylindrospermopsis raciborskii)

Na figura 4.2 estdo apresentadas as curvas de crescimento C. raciborskii (CYP
011K) nas diferentes intensidades luminosas. A maior taxa de crescimento (u), maior
taxa de duplicagéo (K;), menor tempo de duplicagédo (G) e maior rendimento celular

(R) foram obtidos pelas culturas mantidas a 100 pmoles fétons.m™.s™ (tabela 4.3).

Comparando-se as médias do numero de células, durante o crescimento das
culturas (teste t), p6de-se observar diferencas significativas a partir do 1° dia de
cultivo entre as culturas mantidas a 40 e 60 umoles fotons.m™?.s™, exceto para 3° e
4° dias. Entre as culturas mantidas a 40 e 100 pmoles fétons.m?.s™' as diferencas
foram significativas a partir do 4° dia de cultivo. A partir do 2° dia as diferencas foram
significativas nas comparagdes entre as meédias do numero de células das culturas
mantidas a 60 e 100 pmoles fétons.m?.s™!, exceto no 11° dia. A andlise de variancia
(ANOVA-KW) demonstrou que as médias da variagdo do numero de células das trés
culturas diferiram significativamente a partir do 1° dia de cultivo, exceto no 2° e 4°

dias (tabela 4.4).
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Figura 4.2 — Curvas de crescimento de C. raciborskii (cepa CYP 011K). As barras de
erro indicam o desvio padréo das médias (n=3).

Tabela 4.3 — Paréametros de crescimento das culturas de C. raciborskii (cepa CYP
011K): taxa de crescimento (p; dia™), tempo de duplicagdo (G; dia™”) e rendimento
celular maximo (R; nimero de células . mL™"); nimero de divisdes por dia (K2).

INTENSIDADE LUMINOSA

PARAMETROS

(umoles fétons.m?2.s™)

40

u=0,345

G =2,012

R=6,2.10°

K2 = 0,453

60

1 =0,509

G =1,362

R=89.10°

K2 = 0,689

100

1= 0,548

G =1,265

R=10,0.10°

K2 = 1,509
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Tabela 4.4 — Analise estatistica da variagdo do numero de células em culturas de C.
raciborskii (cepa CYP 011K); n=3, o =0,05. Em destaque valores de P<0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DiA VALOR DE P TESTE REALIZADO

(umoles fétons.m?2.s™)

0 0,8630
0,0022
0,0445
0,1477
0,6242
0,0353 Teste t
0,0004

<0,0001
0,0065
0,0007

10 0,0008

11 0,0042

12 0,0011

—

40 x 60

O o N o o] | W N

0,6543
0,0513
0,8121
0,0822
0,0041
0,0009 Teste t
0,0013
0,0002
0,0002
<0,0001
0,0004
11 0,0001
12 0,0015

40 x 100

O o N o gaf | W] N =] O

—_
o
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Tabela 4.4 — Continuacgao.

INTENSIDADE LUMINOSA

(umoles fotons.m™.s™)

Dia

VALOR DE P

TESTE REALIZADO

60 x 100

o

0,6667

—_

0,1537

0,0248

0,0287

0,0054

0,0013

0,0063

0,0063

0,0035

O o N o o | W[ N

0,0007

0,0065

0,0117

0,0756

Teste t

40 x 60 x 100

0,8786

0,0107

0,0500

0,0286

0,0500

0,0036

0,0036

0,0036

0,0036

O oo N| O] o ] W] N

0,0036

—_
o

0,0036

—_
—_

0,0036

—_
N

0,0036

Teste KW

43
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Os resultados obtidos demonstraram que as maiores intensidades luminosas
influenciaram positivamente a taxa de crescimento da cepa CYP 011K C. raciborskii.
Houve uma distingdo das culturas sob as diferentes irradiancias testadas, onde as
culturas mantidas a 40 pmoles fotons.m™.s” obtiveram as menores taxas de
crescimento. Da mesma forma, Briant et al. (2004) relataram taxas de crescimento
variando de 0,4 a 0,8 em culturas de C. raciborskii crescendo sob irradiancias de 50
a 125 pmoles fétons.m™.s”, com maiores valores sendo obtidos em culturas

mantidas sob as maiores intensidades luminosas.

Os valores encontrados para taxa de crescimento de ambas as cepas em nossos
experimentos estdo de acordo com os citados na literatura. Até 20° C e sob
saturacdo luminosa, € comum encontrar taxas de 0,3 a 1,4 divisdes por dia, para
varios grupos de cianobactérias (Van Liere & Walsby, 1982 apud Chorus & Bartram,
1999). Semelhantemente, alguns trabalhos desenvolvidos no LETC-UFRJ relataram
taxas de crescimento parecidas com as encontradas em nossos experimentos:
culturas de M. aeruginosa NPLJ-4, quando mantidas a 40 pmoles fétons.m?.s™
apresentaram p = 0,39 e quando mantidas a 180 umoles fétons.m?.s™ n = 0,47
(Molica, 1996); culturas de Synechocystis aquatilis f. salina, quando submetidas a 40
umoles fotons.m™.s™" apresentaram p = 0,37 (Nascimento & Azevedo, 1999); culturas
de Synechocystis aquatilis f. aquatilis, quando submetidas a 55 pmoles fétons.m™.s™

apresentaram p = 0,28 (Oliveira, 1997); culturas de M. aeruginosa NPLJ-37 quando

submetidas a 70 umoles fétons.m™?.s™" apresentaram p = 0,40 (Domingos, 2001).
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VARIACAO DO COMPRIMENTO DOS TRICOMAS DA CEPA CYP 011K (Cylindrospermopsis
raciborskii)

Os dados apresentados na figura 4.3 demonstraram que ocorreu uma
diferenciagao na variacdo do comprimento dos tricomas durante o cultivo da cepa
CYP 011K (C. raciborskii). Nas comparacdes entre as médias da variagcdo do
comprimento dos tricomas nas culturas submetidas as diferentes intensidades
luminosas, o teste t revelou diferengas significativas a partir do 6° dia, entre as
culturas mantidas a 40 e 60 umoles fotons.m™.s™'. Entre as culturas mantidas a 40 e
100 pumoles fétons.m™.s™, as diferencas foram significativas a partir do 3° dia de
cultivo. Entre as culturas mantidas 60 e 100 pmoles fétons.m?.s™', somente no 3°
dia, mostrando uma similaridade no comportamento das culturas sob estas
irradidncias. Na comparacado entre as médias da variagdo do comprimento dos
tricomas nas culturas sob as trés intensidades luminosas a andlise de variancia
(ANOVA — KW) demonstrou que as diferengas foram significativas durante todo

experimento (tabela 4.5).



Resultados e discussao 46

1400 -
1200 -
1000 +

800 -

Am

600 -

400 -

200 -

Dias

Figura 4.3 — Variagcdo no comprimento dos tricomas durante o cultivo de C.
raciborskii (cepa CYP 011K). As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias
(n=3).
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Tabela 4.5 — Analise estatistica da variagdo no comprimento dos tricomas em
culturas de C. raciborskii (cepa CYP 011K); n=3, o =0,05. Em destaque valores de
P<0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DiA VALOR DE P TESTE REALIZADO

(umoles fétons.m?.s™)

0 0,9652
3 0,3545
6 <0,0001

40 x 60 9 0,0003 Teste t
12 0,0022
0 0,1669
3 0,0021
6 <0,0001

40 x 100 9 <0,0001 Teste t
12 0,0087
0 0,1450
3 0,0199
6 0,1576

60 x 100 9 0,1547 Teste t
12 0,5215
0 0,0179
3 0,0005
6 <0,0001

40 x 60 x 100 9 <0,0001 KW

12 0,0010
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Nas culturas mantidas sob as maiores intensidades luminosas (60 e 100 ymoles
fétons.m™.s™"), houve uma tendéncia de aumento no comprimento dos tricomas, até
o inicio da fase estacionaria de crescimento, com os valores decaindo a partir do 9°
dia de cultivo. Nas culturas mantidas a 40 umoles fotons.m?.s™, o comprimento dos
tricomas tendeu a crescer até o fim do experimento (Fig. 4.3).

Briant et al. (2002) avaliaram a tolerancia de 10 cepas téxicas de C. raciborskii a
diferentes intensidades Iluminosas (de 30 a 400 pmoles fotons.m?.s™),
demonstrando que o crescimento maximo para esta espécie foi de 80 umoles
fotons.m™?.s”. Dessa forma, sob as maiores intensidade luminosas as culturas
poderiam estar submetidas a uma condicdo estressante, o que poderia ter
ocasionado o rompimento dos tricomas.

Cilindrospermopsis € um género constituido por tricomas, sendo caracterizado
pelo desenvolvimento de heterocitos (células especializadas na fixagdo de
nitrogénio) na porg¢ao terminal dos filamentos, em uma ou nas duas extremidades e
pela presengca de acinetos (esporos de resisténcia) apdés uma a trés células
vegetativas, a contar do apice dos filamentos (Shafik, 2003). Variagdes morfolégicas
durante o cultivo de cepas de C. raciborskii tém sido relatadas.

Saker et al. (1999), encontraram uma grande variabilidade nas formas dos
heterocistos, nos comprimento e largura dos filamentos e, no comprimento, largura e
quantidade de acinetos, durante o cultivo de C. raciborskii, com variacbes na
quantidade de nutrientes utilizadas no meio de cultura e na quantidade de luz a que
as culturas foram submetidas citando além de diferengas morfologicas, diferengas
genéticas entre duas cepas. Da mesma forma, Shafik (2003) trabalhando com
culturas variaveis nas concentracdes de nutrientes no meio de cultura, encontrou

variabilidades na morfologia das células de C. raciborskii ACT 9502 sob diferentes
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condigdes de cultivo. Chonudomkul et al. (2004) analisaram a variabilidade genética,
tolerancia a variagbes de temperatura e toxicidade de 24 (vinte e quatro) cepas,
concluindo que as cepas sao perfeitamente separaveis em ecotipos fisiolégicos
distintos e que a sintese de compostos téxicos por C. raciborskii € um resultado da
dindmica genética de cada cepa. Assim, os resultados observados poderiam estar
ligados a baixa tolerancia da cepa estudada a altas intensidades luminosas.

Alguns autores reportaram ainda, a excregao da toxina cilidrospermopsina para o
meio extracelular, durante o crescimento exponencial e durante a fase estacionaria
de crescimento de culturas de C. raciborskii. Saker & Griffiths (2000) encontraram
cerca de 50% do conteudo de cilindrospermopsina no meio extracelular em culturas
apos 20 dias em fase estacionaria. De maneira similar, Hawkins et al. (2001) citaram
a ocorréncia de cerca de 20% do conteudo de cilindrospermopsinas no meio
extracelular, durante a fase exponencial de crescimento e 50% na fase estacionaria.

Esses fatos chamam a atengao ja que 0os mecanismos responsaveis por estas
variabilidades ainda nao estdo bem esclarecidos. Este estudo nao teve como
objetivo analisar as variagbes morfologicas e genéticas de C. raciborskii cultivada
durante os nossos experimentos, nem tao pouco elucidar os mecanismos que levam
a excregao da toxina cilindrospermopsina para o meio extracelular. Por outro lado,
sabendo-se que pode ocorrer excregao da toxina para o meio e levantando a
hipétese que um dos mecanismos provaveis desta excrecéo é fragmentagado dos
filamentos durante o desenvolvimento, analisando a variagdo do comprimento dos
tricomas durante o cultivo da cepa CYP 011K (C. raciborskii), pudemos obter mais
uma ferramenta de analise para cumprimento do objetivo principal deste trabalho,
que é o estabelecimento da melhor condigcdo de cultivo para a producédo de

cilindrospermopsina em C. raciborskii.
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4.2 — PRODUGAO DE CLOROFILA &

CepPA NPJB-1 (Microcystis aeruginosa)

A figura 4.4 mostra a variacdo na concentracéo de clorofila a em 10° células
durante o cultivo de M. aeruginosa (NPJB-1). O teste t mostrou diferencas
significativas somente no 9° dia de cultivo, para comparacdes entre as culturas de
40 com as de 100 e 200 pmoles fétons.m?.s™, quando se comparou as médias da
producdo de clorofila a, entre as culturas. Entre as trés culturas a analise de
variancia (ANOVA-KW) demonstrou diferencas significativas no 3° e 9° dias de

cultivo (tabela 4.6).
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0,15 -
[“2)
@ ——40puE
e 01 —8— |00 uE
S —&— 200 uE
(@]
=

0,05 - A

0
0 3 7 9 1 oo

Figura 4.4 — Variagdo da concentracdo de clorofila a em 10° células de M.
aeruginosa (cepa NPJB-1). As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias
(n=3).
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Tabela 4.6 — Andlise estatistica da variacdo da concentracéo de clorofila a em 10°
células de M. aeruginosa (cepa NPJB-1); n=3, o =0,05. Em destaque valores de
P<0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DIA VALOR DE P TESTE

(umoles fétons.m?.s™) REALIZADO

0 0,9265
3 0,0947
7
9

0,0978
0,0458 Teste t
11 0,1065

40 x 100

0 0,3360
3 0,1866
7
9

0,5096
0,0678 Teste t
11 0,2373

40 x 200

0 0,3316
3 0,1278
7
9

0,8207
0,0458 Teste t
11 0,6215

100 x 200

0 0,5107
3 0,0107
7
9

0,2964
0,0250 Teste KW

40 x 100 x 200

11 0,2321
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Os resultados mostraram uma variacao de até trés vezes na concentracdo de
clorofila a durante o cultivo, com os maiores valores observados nas culturas
mantidas a 40 umoles fétons.m?.s™. As culturas mantidas a 100 e 200 pmoles
féotons.m™.s™ também apresentaram um aumento inicial na concentracédo de clorofila
a e um posterior decréscimo, que ocorreu a partir do sétimo dia, demonstrando um
comportamentos semelhante entre estas culturas (Fig. 4.4).

Com o aumento do numero de células decorrente do desenvolvimento das
culturas, ha também um aumento a turbidez, diminuindo a intensidade luminosa
disponivel pelo processo de auto-sombreamento das culturas. Isto ocasiona um
aumento na sintese de clorofila a (Molica, 1996). Por outro lado, a diminuicdo dos
valores de clorofila a ao final do cultivo coincidiu com a desaceleracdo no
crescimento das culturas (Fig. 4.1).

Da mesma forma que em nossos resultados, Molica (1996) e Hesse et al.
(2001) encontraram menores valores na concentracdo de clorofila a, em culturas de
M. aeruginosa sob altas irradiancias e maiores valores em culturas submetidas a
menores intensidades luminosas. Esses resultados corroboram a hipétese de que
sob baixas intensidades luminosas o aumento no conteddo de clorofila a
possibilitaria o0 melhor aproveitamento da luz incidente em culturas de cianobactérias
(Foy & Gibson, 1982; Zevenboon & Mur, 1984). Porém, relatos da literatura sobre as
concentracdes de clorofila a em geral sdo abordados levando em conta a avaliacao
destas concentragcdes em micrograma por litro ou por metro cubico (Nascimento &
Azevedo, 1999) e em nosso estudo estes dados nao sao aplicaveis, pois 0S NOSS0S

resultados estdo normalizados pelo niumero de células.
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CePA CYP 011K (Cylindrospermopsis raciborskii)

A figura 4.5 mostra a variacdo na concentracéo de clorofila a em 10° células
durante o cultivo de C. raciborski (CYP 011K). O teste t mostrou diferencas
significativas, quando se compararam as meédias da producéo de clorofila no 3°, 9° e
12° dias de cultivo entre as culturas mantidas a 40 e 60 pmoles fétons.m™?.s™. Entre
40 e 100 pmoles fétons.m?.s* as diferencas foram significativas durante todo o
experimento, exceto no 6° dia de cultivo. Entre 60 e 100 umoles fétons.m?.s™, as
diferencas foram significativas ao longo do experimento. A analise de variancia
(ANOVA-KW) demonstrou diferencas significativas entre as culturas a partir do 3° dia

de cultivo (tabela 4.7).
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Figura 4.5 — Variacdo da concentracdo de clorofila a em 10° células de C. raciborskii
(cepa CYP 011K). As barras de erro indicam o desvio padrédo das médias (n=3).
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Tabela 4.7 — Anélise estatistica da variacdo da concentracéo de clorofila a em 10°
células de C. raciborskii (cepa CYP 011K); n=3, a =0,05. Em destaque valores de
P<0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DiA VALOR DE P TESTE REALIZADO

(umoles fétons.m?.s™)

0 0,7475
3 0,0120
6
9

0,0780
0,0912 Teste t
12 0,0101

40 x 60

0 0,0052
3 0,0053
6
9

0,2537
0,0028 Teste t
12 0,0263

40 x 100

0 0,0354
3 0,0387
6
9

0,0065
0,0059 Teste t
12 0,0166

60 x 100

0 0,0561
3 0,0485
6
9

0,0034
0,0015 Kw
12 0,0281

40 x 60 x 100
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Os valores de clorofila a foram maiores nas culturas mantidas a 40 pmoles
fétons.m™.s™, com um decréscimo da producdo a partir do 9° dia de cultivo. Esse
decréscimo também ocorreu, a partir do 9° dia, nas culturas mantidas a 60 pmoles
fotons.m™.s*. Da mesma forma que para a cepa NPJB-1, os maiores valores de
clorofila a encontrados nas culturas da cepa CYP 011K submetidas a 40 pmoles
fétons.m™.s™, podem ser justificaveis pela capacidade de regulacdo do contetido de
clorofila a em reposta a baixa intensidade luminosa testada (Foy & Gibson, 1982;

Zevenboon & Mur, 1984).

As culturas mantidas a 100 pmoles fétons.m?.s® mantiveram valores muito
proximos no conteudo de clorofila a, com um pequeno declinio nesses valores a
partir do 6° dia de cultivo (Fig. 4.5), enquanto que as outras culturas apresentaram
variacfes nas concentracdes de clorofila a em cerca de trés vezes durante o cultivo.
Conforme relatado por Briant et al. (2002) o crescimento maximo para C. raciborskKii
sob diferentes regimes de irradiancia (de 30 a 400 umoles fétons.m?.s™) foi
observado em 80 pmoles fétons.m?.s™, o que estd muito préoximo do valor onde foi

observada a maior taxa de crescimento em nossos experimentos.

Além disso, sob maiores intensidades luminosas a energia seria suficiente para
manutencdo do metabolismo celular, suprimindo a necessidade de um aumento no
conteudo de clorofila a (Darley, 1982). Assim, o incremento na concentracdo de
clorofila a, que geralmente € observado na fase exponencial de crescimento, foi

pouco pronunciado nas culturas sob 100 pmoles fétons.m?.s™.

As culturas de C. raciborskii (CYP 011K) apresentaram valores mais elevados de
clorofila a (cerca de trés vezes) ao final do crescimento exponencial, se comparadas

com o maior valor encontrado nas culturas de M. aeruginosa (NPJB-1). Numa
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revisdo realizada por Padisak (1997), a espécie Cylindrospermopsis raciborskii foi
caracterizada por apresentar uma baixa tolerancia a altas intensidades luminosas.

Bouvy et al. (1999) estudaram a relacdo entre o conteudo de clorofila a e a
intensidade luminosa durante a ocorréncia de uma floracédo de C. raciborskii coletada
de 0,5 a 5,0 metros de profundidade, onde as intensidades luminosas variaram de
14 a 650 pmoles fétons.m™?.s™. Seus resultados demonstraram que sob as menores
irradiancias (menores que 63 pmoles fétons.m?.s™*) foram encontrados os maiores
valores de clorofila a por litro (de 70,8 a 135,0 ug/L) de amostra coletada, onde
também foram encontradas as maiores densidades de células por litro, confirmando
um aumento no conteudo de clorofila a sob as menores irradiancias e a baixa
tolerabilidade a altas irradiancias.

Estes resultados, apesar de serem tratados em micrograma de clorofila a por
litro, levam-nos a acreditar que a espécie C. raciborskii sendo adaptada a baixas
intensidades luminosas provavelmente deveria apresentar valores de clorofila a
maiores que os encontrados para M. aeruginosa. Desta forma, nossos resultados
estdo de acordo com estes autores, justificando os maiores valores na concentracao

de clorofila a encontrados nas culturas de C. raciborskii (CYP 011K).
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4.3 — PRODUCAO DE CARBOIDRATOS
CepPA NPJB-1 (Microcystis aeruginosa)

A figura 4.6 mostra a variacdo da concentracdo de carboidratos intracelulares (a)
e extracelulares (b) em 10° células, durante o cultivo da cepa NPJB-1. N&o
ocorreram diferencas significativas entre as médias da concentracédo de carboidratos

intracelulares (tabela 4.8).

O teste t mostrou diferencas significativas, entre as médias da concentracao de
carboidratos extracelulares, somente no 3° dia de cultivo nas comparacdes entre as
culturas mantidas a 40 e 200 pmoles fétons.m™?.s™. A anélise de variancia (ANOVA-
KW) mostrou diferencgas significativas entre todas as culturas somente no 3° dia de

cultivo (tabela 4.9).
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Figura 4.6 — Variacdo na concentracdo de carboidratos (a) intracelulares e (b)
extracelulares em 10° células de M. aeruginosa (cepa NPJB-1). As barras de erro

indicam o desvio padrao das médias (n=3).
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Tabela 4.8 — Analise estatistica da variagdo da concentracdo de carboidratos
intracelulares em 10° células de M. aeruginosa (cepa NPJB-1); n=3, a=0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DiA VALOR DE P TESTE REALIZADO

(umoles fétons.m?.s™)

0 0,1802
3 0,9323
7
9

40 x 100 0,5866 Teste t

0,3699
11 0,1725

0 0,3940
3 0,2336
7
9

40 x 200 0,2821
0,3699 Teste t

11 0,6269

0 0,2862
3 0,2224
7
9

100 x 200 0,0867 Teste t

0,4671
11 0,0579

0 0,2199
3 0,3396
7
9

40 x 100 x 200 0,1321 Teste KW

0,2214
11 0,0500
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Tabela 4.9 — Anadlise estatistica da variagdo da concentragcdo de carboidratos
extracelulares em 10° células de M. aeruginosa (cepa NPJB-1); n=3, a=0,05. Em
destaque valores de P<0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DiA VALOR DE P TESTE REALIZADO

(umoles fétons.m?s™)

0 0,4169
3 0,0752
7
9

40 x 100 0,1083 Teste t
0,5174

11 0,1218

0 0,5009
3 0,0455
7
9

40 x 200 0,5016
0,2580 Teste t

11 0,3344

0 0,1257
3 0,2531
7
9

100 x 200 0,1435 Teste t

0,4472
11 0,1488

0 0,1964
3 0,0250
7
9

40 x 100 x 200 0,0857 Teste KW

0,5929
11 0,1174
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A concentracdo de carboidratos intracelulares tendeu a aumentar durante o
inicio do experimento (até o 3° dia) nas culturas mantidas a 40 e 200 pmoles
féotons.m™.s™. Nas culturas mantidas a 200 umoles fétons.m™?.s™* ocorreu um declinio
na concentracdo, a partir do 3° dia de cultivo. Nas culturas mantidas a 40 pmoles
fotons.m™.s™ este declinio ocorreu a partir do 7° dia. Nas culturas mantidas a 100
umoles fétons.m?.s® a concentracdo permaneceu praticamente constante, com
pouca variacdo durante o cultivo e um pequeno declinio a partir do 7° dia. Todas as
culturas apresentaram um aumento no contetdo de carboidratos intracelulares a
partir do 9° dia de cultivo.

A variacdo na concentracdo de carboidratos pode ser considerada como
indicativo do estado metabdlico das células do fitoplancton em cultivo. Em geral a
concentracao intracelular tende a diminuir durante o crescimento exponencial (Vieira
& Myklestad, 1986). Por outro lado, com a desaceleracdo do crescimento, ha
aumento no conteudo de carboidratos nas células, o que foi observado a partir do 9°
dia de experimento indicando o inicio de fase estacionaria, como consequéncia da
reducdo do metabolismo com reducdo na taxa de divisdo celular e com isso 0s
carboidratos fotossinteticamente formados tendem a se acumular (Kroomkamp,
1987) o que concorda com o observado na curva de crescimento da cepa NPJB-1
(Fig 4.1).

Van Liere et al. (1979) trabalhando com culturas de Oscillatoria agardhii e
Kroomkamp (1987) com M. aeruginosa relataram uma maior sintese de carboidratos
em culturas submetidas a maiores intensidades luminosas. Molica (1996) relatou
uma diminuicdo no conteudo de carboidratos intracelulares, em culturas de M.
aeruginosa (NPLJ-4) submetidas a menores intensidades luminosas. Porém, os

maiores valores na concentracdo de carboidratos intracelulares foram encontrados
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apenas no 3° dia nas culturas sob as maiores intensidades luminosas e
permaneceram indistintos entre os tratamentos adotados durante todo o cultivo,
indicando que estes tratamentos ndo foram capazes de modificar de maneira
significativa o conteudo de carboidratos intracelulares (Fig. 4.6a, tabela 4.8)

Os maiores valores de carboidratos extracelulares foram observados no
primeiro dia de cultivo em todas as condicoes testadas (Fig 4.6b). No entanto, as
diferentes intensidades luminosas também n&o foram capazes de diferenciar as
excrecoes de carboidratos pelas células durante o cultivo.

Os organismos fotossintetizantes de ambientes dulcicolas liberam, em um
processo metabdlico natural, parte do carbono fotoassimilado diretamente para o
meio na forma de compostos organicos, entre eles os carboidratos (Fogg et al.,
1965; Fogg 1966; Fogg, 1996; Fogg, 1971 apud Vieira & Myklestad, 1986). Em
geral, os maiores valores de carboidratos extracelulares sdo encontrados durante a
fase estacionaria de crescimento e taxas de excrecdo de até 50% nesta fase ja
foram encontradas (Vieira & Myklestad, 1986). Isto indica que as células usadas
para inéculo estavam em fase estacionaria de crescimento e conforme retomaram o

crescimento exponencial a excrecdo de carboidratos diminuiu.
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CePA CYP 011K (Cylindrospermopsis raciborskii)

A figura 4.7 mostra a variagdo da concentracdo de carboidratos intracelulares (a)
e extracelulares (b) em 10° células durante o cultivo da cepa CYP 011K (C.
raciborskii). Pelo teste t as comparacdes entre as médias da producdo de
carboidratos intracelulares mostraram diferencas significativas no 6° e 9° dia entre as
culturas mantidas a 40 e 100 e entre 60 e 100 pmoles fétons.m?.s™. A andlise de
variancia (ANOVA-KW) mostrou diferencas significativas entre as culturas somente
no 6° dia de cultivo (tabela 4.10). A concentracdo de carboidratos extracelulares
apresentou diferencas significativas no 6° dia para todas as comparacdes (tabela

4.10).
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Figura 4.7 — Variagdo na concentracdo de carboidratos intracelulares (a) e
extracelulares (b) em 10° células de C. raciborskii (cepa NPJB-1). As barras de erro

indicam o desvio padrao das médias (n=3).
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Tabela 4.10 - Andlise estatistica da variacdo de carboidratos intracelulares em 10°
células de C. raciborskii (cepa CYP 011K); n=3, 0=0,05. Em destaque valores de

p<0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA

(umoles fétons.m?.s™)

DiA

VALOR DE P

TESTE REALIZADO

40 x 60

0,1437

0,0593

0,1006

0,8578

0,1096

Teste t

40 x 100

0,2161

0,4399

0,0182

0,0005

0,1630

Teste t

60 x 100

0,9394

0,1408

0,0161

0,0063

0,8270

Teste t

40 x 60 x 100

0,4393

0,1000

0,0036

0,0500

0,0500

Teste KW
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Tabela 4.11 - Andlise estatistica da variacdo de carboidratos extracelulares em 10°
células de C. raciborskii (cepa CYP 011K); n=3, 0=0,05. Em destaque valores de
p<0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DiA VALOR DE P TESTE REALIZADO

(umoles fétons.m?.s™)

0 0,9597
3 0,5780
6
9

0,0463
0,0636 Teste t
12 0,0900

40 x 60

0 0,4433
3 0,2020
6
9

0,0240
0,0636 Teste t
12 0,0615

40 x 100

0 0,2631
3 0,1030
6
9

0,0013
0,0597 Teste t
12 0,0763

60 x 100

0 0,5107
3 0,0857
6
9

0,0059
0,0615 Teste KW

40 x 60 x 100

12 0,1030

Os valores de carboidratos intracelulares foram maiores no inicio dos
experimentos, com uma acentuada queda ao longo do cultivo. Esses resultados
estdo de acordo com Vieira & Myklestad (1986) no que concerne ao fato de que a
variacdo na concentracao de carboidratos tendem a diminuir durante o crescimento
exponencial. Por outro lado, ao final do cultivo ocorreu um aumento no contetdo
destes carboidratos indicando o inicio da entrada das células em fase estacionaria

do crescimento celular (Kroomkamp, 1987).
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Os maiores valores de carboidratos extracelulares foram observados no primeiro
dia de cultivo em todas as condic¢des testadas (Fig 4.7b), indicando que as células
usadas para inoculo estavam em fase estacionaria, ja que ha tendéncia de aumento
na excrecao de carboidratos nesta fase e, retomando o crescimento, esta excrecao

diminui (Vieira & Myklestad, 1986).

A cepa CYP 011K apresentou valores muito maiores no acumulo e na excrecao
de carboidratos do que a cepa NPJB-1. Na cepa NPJB-1, os valores maximos
destes carboidratos ficaram em torno de 1,5 ug/10° células, ao final dos
experimentos, enquanto que na cepa CYP 011K observou-se valores de até 30
ng/10° células, no inicio dos experimentos. Logo, cerca de 95% maior no segundo
caso. O mesmo foi encontrado para os carboidratos extracelulares, que
apresentaram cerca de 94% a mais no inicio do cultivo na cepa CYP 011K do que

na cepa NPJB-1, ao fim dos experimentos.

A metodologia adotada (filtrac&o) para separacao do conteudo intra e extracelular
pode ter sido agressiva provocando lise e consequientemente liberacdo do conteudo
celular. No entanto, os resultados ndo permitem que se faca essa inferéncia, ja que
estariamos justificando exclusivamente os maiores valores na excrecdo pela cepa
CYP 011K e ndo as diferencas entre as duas cepas estudadas. Porém, neste
aspecto da fisiologia de cianobactérias ndo encontramos nenhuma indicacdo na

literatura que pudesse esclarecer estas diferencas.
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4.4 — PRODUCAO DE MICROCISTINA-LR PELA CEPA NPJB-1 (Microcystis aeruginosa)

A andlise cromatografica por técnica de HPLC revelou a presenca de um pico
com tempo de retencdo em torno de 4 minutos, em todas as amostras de fracao
particulada, correspondente ao padrdo de microcistina-LR, de acordo com a
comparacdo com o espectro de absor¢cdo de um padrdo comercial desta toxina
(padrdo comercial Sigma-aldrich; Figuras 4.8, 4.9 e 4.10). Nao foi detectada a
presenca de microcistina-LR nas amostras de fracdo dissolvida pela metodologia

empregada.
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Figura 4.8 — Cromatogramas da fracdo metanol 100% da cepa NPJB-1 (M.
aeruginosa) em coluna analitica, por técnicas de HPLC. Culturas mantidas a 40
pmoles fotons.m™?.s™. a: 7 dias de cultivo; b: 11 dias de cultivo. As setas indicam os
picos correspondentes a microcistina-LR, com espectros de absor¢cdo semelhante ao
padrao comercial da microcistina-LR.
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Figura 4.9 — Cromatogramas da fracdo metanol 100% da cepa NPJB-1 (M.
aeruginosa) em coluna analitica, por técnicas de HPLC. Culturas mantidas a
100pmoles fétons.m?.s™. a: 5 dias de cultivo; b: 11 dias de cultivo. As setas indicam
0S picos correspondentes a microcistina-LR, com espectros de absor¢gédo semelhante
ao padrao comercial da microcistina-LR.
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Figura 4.10 — Cromatogramas da fracdo metanol 100% da cepa NPJB-1 (M.
aeruginosa) em coluna analitica, por técnicas de HPLC. Culturas mantidas a 200
umoles fétons.m?.s. a: 5dias de cultivo; b: 11 dias de cultivo. As setas indicam os

picos correspondentes a microcistina-LR, com espectros de absor¢gédo semelhante ao
padrdo comercial da microcistina-LR.
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Na figura 4.11 € demonstrada a variacdo na concentracao de microcistina-LR em
10° células. Comparacdes entre as médias desta producdo (teste t), entre os dois
tempos amostrais, revelaram que tanto as culturas mantidas 100, coma as mantidas
a 200 umoles fétons.m™2.s* diferenciaram sua concentracédo de microcistina-LR, com

maiores valores encontrados no 5° dia de cultivo (tabela 4.10).

Num mesmo tempo amostral, as diferencas foram significativas somente entre as
culturas mantidas a 40 e 100 pmoles fétons.m™?.s™, no meio da fase exponencial de
crescimento. Também neste tempo, a analise de variancia (ANOVA - KW) revelou

diferencas significativas entre as culturas (tabela 4.10).

0,025 -

l) 0,02 B

)

o 0,015

S 0 40 uE

2 001 @ 100 uE
W 200 uE

0,005 -

0 4

Fase exponencial Fim cultivo

Fase de crescimento

Figura 4.11 — Variagdo na concentracédo de microcistina-LR, em 10° células de M.
aeruginosa (cepa NPJB-1). Fase exponencial de crescimento (sétimo dia nas
culturas mantidas a 40 pmoles fétons.m™?.s™; quinto dia nas culturas mantidas a 100
e 200 pmoles fétons.m?.s™). Fim do cultivo (décimo primeiro dia para todas as
culturas). As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias (n=3). Coeficientes
de variacdo entre as triplicatas (CV): meio da fase exponencial de crescimento,
CV4OHE: 30,7%, CvloouE:2,6%, CVQOOHE:].Z,S%; fim do CU|tiVO, CV4OuE: 5,1%,
CVlOOuE:22,6%, CVZOOpE:25a7%-
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Tabela 4.10 - Andlise estatistica da variacdo na produgdo de microcistina-LR em10°
células de M. aeruginosa (cepa NPJB-1); n=3, o =0,05. Em destaque valores de
P<0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DIA VALOR DE TESTE
, 2 P REALIZADO
(umoles fotons.m™.s™)
40 Fase LOG x Fim 0,1675 Teste t
cultivo
100 Fase LOG x Fim 0,0128 Teste t
cultivo
200 Fase LOG x Fim 0,0111 Teste t
cultivo
40 X100 Fase LOG 0,0410 Teste t
40 X 200 Fase LOG 0,1364 Teste t
100 X 200 Fase LOG 0,0559 Teste t
40 X100 Fim cultivo 0,2891 Teste t
40 X 200 Fim cultivo 0,6147 Teste t
100 X 200 Fim cultivo 0,4557 Teste t
40 x 100 x 200 Fase LOG 0,0107 Teste KW
40 x 100 x 200 Fim cultivo 0,7214 Teste KW

*Fase exponencial de crescimento (sétimo dia nas culturas mantidas a 40 pmoles fétons.m?.s™;
quinto dia nas culturas mantidas a 100 e 200 umoles fétons.m?.s™). Fim cultivo (décimo primeiro
dia).
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Na figura 4.12 encontra-se a variacdo na concentracdo de microcistina-LR por
peso seco celular. Comparacdes das médias desta producao (teste t), entre os dois
tempos amostrais, apresentaram diferencas significativas somente nas culturas

submetidas a 100 pmoles fétons.m?.s™, no 5° dia de cultivo (tabela 4.11).

Num mesmo tempo amostral, as diferencas foram significativas somente entre as
culturas mantidas a 40 e 100 e entre 100 e 200 pmoles fétons.m™.s™, no meio da
fase exponencial de crescimento. Também neste tempo, a andlise de variancia

(ANOVA - KW) revelou diferencas significativas entre as culturas. (tabela4.11).

MO/g peso seco

Fase exponencial Fim cultivo

Fase de crescimento

Figura 4.12 — Variacdo na concentragcdo de microcistina-LR por peso seco de M.
aeruginosa (cepa NPJB-1). Fase exponencial de crescimento (sétimo dia nas
culturas mantidas a 40 pmoles fétons.m™?.s™; quinto dia nas culturas mantidas a 100
e 200 pumoles fétons.m?.s™). Fim do cultivo (décimo primeiro dia para todas as
culturas). As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias (n=3). Coeficientes
de variacdo entre as triplicatas (CV): meio da fase exponencial de crescimento,
CV4OHE: 34,6%, CvloouEzz,Z%, CVZQOHEZQ,].%; fim do CU|tiVO, CV40“E: 4.7%,
CVlOOuE:2512%a CVZOOuE:2018%-
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Tabela 4.11 - Analise estatistica da variacdo na producdo de microcistina-LR por
peso seco de M. aeruginosa (cepa NPJB-1); n=3, a =0,05. Em destaque valores de

P<0,05.
INTENSIDADE LUMINOSA DIA VALOR DE TESTE
, 2 1 P REALIZADO
(umoles fétons.m™.s™)
40 Fase LOG x Fim 0,2948 Teste t
cultivo
100 Fase LOG x Fim 0,0200 Teste t
cultivo
200 Fase LOG x Fim 0,0800 Teste t
cultivo
40X100 Fase LOG 0,0482 Teste t
40X200 Fase LOG 0,1697 Teste t
100X200 Fase LOG 0,0323 Teste t
Teste t 40X100 Fim cultivo 0,2618 Teste t
40X200 Fim cultivo 0,9616 Teste t
100X200 Fim cultivo 0,2892 Teste t
40 x 100 x 200 Fase LOG 0,0036 Teste KW
40 x 100 x 200 Fim cultivo 0,3821 Teste KW

* Fase exponencial de crescimento (sétimo dia nas culturas mantidas a 40 umoles fétons.m?.s™;
quinto dia nas culturas mantidas a 100 e 200 pmoles fétons.m'z.s'l). Fim do cultivo (décimo primeiro

dia).
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Os maiores valores na producdo de microcistina-LR corresponderam as culturas
submetidas a 100 pmoles fétons.m?s?, no meio da fase exponencial de
crescimento (5° dia para estas culturas), tanto em 10° células como em termos de
toxina por peso seco (Figs. 4.11 e 4.12, respectivamente). Alguns autores
destacaram os efeitos de diferentes intensidades luminosas sobre a producdo de

microcistinas.

Dentre eles, Watanabe & Oishi (1985) mostraram, em bioensaios com
camundongos, um aumento na toxicidade de M. aeruginosa M228, quando culturas
mantidas a 7,5 pmoles fétons.m?.s™* foram submetidas a intensidades de 30 e 75
umoles fotons.m™?.s™. Westhuizen & Eloff (1985), que trabalharam com intensidades
variando de 21 a 215 pmoles fétons.m?.s™ e Codd & Poon (1988), com intensidades
de 5 a 50 umoles fétons.m™?.s™, também relataram resultados semelhantes. Nestes

relatos, as maiores intensidades luminosas aumentariam a sintese de microcistinas.

Em contraponto, Molica (1996) encontrou para M. aeruginosa (NPLJ-4) uma
relacdo inversa entre a producdo de microcistinas e a intensidade luminosa. Tanto
culturas submetidas a intensidades luminosas de 180 pumoles fétons.m?.s™, como
culturas que sofreram mudancas de 40 para 180 pmoles fétons.m?.s™,
apresentaram menores valores na sintese desta toxina. Sivonen (1990) encontrou
maiores valores nas produ¢des de microcistinas por peso seco, em 2 espécies de
Oscillatoria, em intensidades Iluminosas menores (entre 12 e 24 pmoles
fotons.m™.s™), se comparada & maior intensidade testada (50 pmoles fétons.m?.s™).
Nossos resultados demonstram que 0s maiores valores na producéo de microcistina-
LR em 10° células corresponderam as culturas submetidas a 100 pmoles fétons.m™
2.5 (Fig. 4.11) ndo tendo relacdo direta ou inversa com a intensidade luminosa na

cepa NPJB-1.



Resultados e discussao 77

Ha algum tempo a relacéo entre o conteudo de microcistinas e a idade do cultivo
(fase de crescimento das culturas) foi descrita. Sabe-se que a sintese destas toxinas
€ maior ao final da fase exponencial de crescimento e decai rapidamente com a
entrada das culturas em fase estacionaria (Watanabe et al., 1989). Nossos
resultados demonstram que os valores de microcistinas em 10° células, e por peso
seco, decairam ao final do experimento, concordando com a inicio da fase

estacionaria de desenvolvimento, observada pelas demais variaveis analisadas

Orr & Jones (1998) realizaram uma revisdo de uma série de trabalhos
relacionando fatores distintos (temperatura, irradiancia, concentracdo de nutrientes,
entre outros) que causam efeitos diversos na producdo de microcistinas. Estes
autores apontam para a divisdo celular (crescimento) como um dos fatores que
afetam o conteddo de microcistinas. Seus resultados, a partir de experimentos com
variacbes na concentracdo de nitrogénio no meio de cultura, demonstraram que a
sintese de microcistina, por mililitro de cultura de M. aeruginosa (MASHO1-A19),
aumentou durante a fase exponencial e permaneceu constante na fase estacionaria
de crescimento em todas as condicOes testadas. Dessa forma, o aumento no
conteudo de microcistina coincidiu com o aumento do nimero de células, ou seja,
existiria uma relacéo direta entre crescimento e contetdo de microcistina. Apesar de
nao termos trabalho com variacdes na concentracdo de nutrientes no meio, e termos
apenas dois tempos amostrais, podemos chamar a atencdo para o fato de que as
culturas da cepa NPJB-1, submetidas as diferentes intensidades Iluminosas,
apresentaram comportamento semelhante, ja que a sintese de microscistina-LR em

10° células e por peso seco foi maior no meio da fase exponencial de crescimento.

Outros estudos demonstraram as relacdes entre o conteudo de clorofila a e a

sintese de microcistinas por cianobactérias. Watanabe & Oishi (1985), Westhuizen &
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Ellof (1985) e Utkilen & Gjglme (1992) relataram que sob baixas intensidades
luminosas (menores que 30 pmoles fétons.m?.s?) ocorre uma diminuicdo na
concentracdo de microcistinas com concomitante aumento na concentracdo de
clorofila a. Molica (1996) estabeleceu uma relacao direta entre a sintese de clorofila

a e de microcistinas.

Em nosso estudo notamos que houve um aumento no conteudo de clorofila a por
células, durante o inicio do experimento com uma posterior queda com a entrada das
culturas em fase estacionaria (Fig. 4.4). O conteudo de microcistina-LR por células
também foi maior na fase exponencial de crescimento e diminui ao final do
experimento (fase estacionaria). Portanto, uma relacdo direta entre o conteudo de
clorofila a e sintese de microcisitna-LR, também foi oservado. Porém, os diferentes
tratamentos parecem nao ter exercido influéncia nessa relagcdo, uma vez que o

conteudo de clorofila a nas culturas praticamente nao se diferenciaram.

Utkilen & Gjglme (1992) relatam que um aumento no acumulo de carboidratos
leva a um aumento no peso seco das células, o que reduziria essa relacao
(microcistina-LR/peso seco), em culturas submetidas a altas intensidades luminosas.
Molica (1996) ndo encontrou uma relacdo entre a reducdo na razdo microcistinas /
peso seco e maior producdo de carboidratos, em culturas mantidas sob altas

intensidades luminosas.

Em nosso estudo encontramos maiores valores na relacdo microcistina-LR por
peso seco, nas culturas em fase exponencial de crescimento (Fig. 4.12). Ao final dos
cultivos percebemos que realmente houve uma tendéncia a um aumento na
producao de carboidratos (Fig. 4.6) corroborando o fato de um aumento no contetudo
de carboidratos gerar uma diminuicdo na relagcdo microcistina-LR / peso seco (Fig

4.12).
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Por outro lado, os maiores valores no acumulo de carboidratos ocorreram
durante a fase exponencial de crescimento (Fig 4.6a). Neste tempo, ocorreu a maior
sintese de microcistina-LR (em 10° células e por peso seco). Porém, na fase
estacionaria o acumulo de carboidratos coincidiu com uma diminuicdo na sintese de
microcistina-LR por peso seco nas culturas da cepa NPJB-1(Fig. 4.12). Logo existe
uma separacdo temporal. Se por um lado o acumulo de carboidratos, durante o
crescimento exponencial coincidiu com o aumento na sintese de microcistina-LR
(relacao direta), ao final do cultivo esta relacao foi inversa. Nao foi possivel observar
uma diferenciacdo entre esta relacdo e o os tratamentos adotados (diferentes

intensidades luminosas).
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45 — PRODUCAO DE CILINDROSPERMOPSINA PELA CEPA CYP 011K

(Cylindrospemopsis raciborskii)

A analise cromatografica por técnica de HPLC revelou a presenca de um pico,
com tempo de retencdo em torno de 7 minutos, em todos as amostras de fracao
particulada, correspondente ao padrédo de cilindrospermopsina de acordo com a
comparacdo com 0 espectro de absorcdo de um padréo certificado desta toxina
(padréo gentilmente fornecido pelo Dr. Wayne W. Carmichael - Department of
Biological Sciences, Wright State University, Dayton, OH, USA; Figura 4.13, 4.14 e
4.15). Nao foi detectada a presenca de cilindrospermopsina nas amostras de fracédo

dissolvida pela metodologia empregada.
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Figura 4.13 — Cromatogramas da fracdo aquosa da cepa CYP 011K (C.
raciborskii) em coluna analitica, por técnicas de HPLC. Culturas mantidas a 40
pmoles fotons.m™?.s™. a: 7 dias de cultivo; b: 12 dias de cultivo. As setas indicam os
picos correspondentes a cilindrospermopsina, com espectros de absorcao igual ao
padrao cedido pelo Dr. Wayne. W. Carmichael.
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Figura 4.14 — Cromatogramas da fracdo aquosa da cepa CYP 011K (C.
raciborskii) em coluna analitica, por técnicas de HPLC. Culturas mantidas a 60
umoles fotons.m™?.s™. a: 7 dias de cultivo; b: 12 dias de cultivo. As setas indicam os

picos correspondentes a cilindrospermopsina, com espectros de absorcao igual ao
padréao cedido pelo Dr. Wayne. W. Carmichael.



Resultados e discussao

a -
40? 751~ cilindrospermopsina-padréo 75 400
— — 7,62 min
|
I
\\ 50\ 50
300 T 300
“ m \
E I A \
I 25 \ — 25
- w \
D200 | A ——— | 200
< - H N—
E - I 0 —0
|
‘\‘ “ T T T T
|| 20 22 24 26 28 30
100 i ‘\ I 100
A (. m
= Il I [ ] A
A Nt A
N | \ J N \/ \
) f\V\V\ [ !// \/ % 1/\!/V\ ]
Y ] ] 1 | I ! [ I 0
100 -100
0,0 2, 75 10,0 12,5 15,0 17,5
Minutes
ﬁ*cifrndrosp ermopsina-padréo. 75 400
- 7,62 min
50\ 50
m \ 300
A \\
\ -
25 \\\ / 25
D \j — 200
< d —I,
1S
T T T
20 22 24 26 28 30
e n 100
\\
|2 AANB AN N
= — — 0
0 25 50 75 10,0 125 15,0 17,5
Minutes

Figura 4.15 — Cromatogramas da fracdo aquosa da cepa CYP 011K (C.
raciborskii) em coluna analitica, por técnicas de HPLC. Culturas mantidas a 60
umoles fotons.m™?.s™. a: 7 dias de cultivo; b: 12 dias de cultivo. As setas indicam os
picos correspondentes a cilindrospermopsina, com espectros de absorcao igual ao
padréao cedido pelo Dr. Wayne. W. Carmichael.



Resultados e discussao 84

A figura 4.16 mostra a variacdo na concentracdo de cilindrospermopsina em 10°
células. Nao ocorreram diferencas significativas quando se comparou as medias da
producdo desta toxina em 10° células, entre as condicdes testadas, nem entre os

diferentes tempos de amostragem (tabela 4.13).

Fase exponencial Fim cultivo

Fase de crescimento

Figura 4.16 — Variacdo na concentracao total de cilindrospermopsina em 10° células
de C. raciborskii (cepa CYP 011K). Fase exponencial de crescimento = sétimo dia.
Fim do cultivo = décimo segundo dia. As barras de erro indicam o desvio padrdo das
médias (n=3). Coeficientes de variacdo entre as triplicatas (CV): meio da fase
exponencial de crescimento, CVaoue= 39,9%, CVe0,e=21,8%, CV1i00ue=9,7%; fim do
CU|tiVO, CV4ouE:27,8%, CVGOuEZS,S%, CvloouE:6,9%.



Resultados e discussao 85

Tabela 4.13 - Analise estatistica da variacdo na producao de cilindrospermopsina em
10° células de C. raciborskii (cepa CYP 011K); n=3, a.=0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DIA VALOR DE TESTE
. 2 P REALIZADO
(umoles fotons.m™.s™)
40 Fase LOG x Fim 0,9904 Teste t
cultivo
60 Fase LOG x Fim 0,3050 Teste t
cultivo
100 Fase LOG x Fim 0,0575 Teste t
cultivo
40 x 60 Fase LOG 0,7607 Teste t
40 x 100 Fase LOG 0,2296 Teste t
60 x 100 Fase LOG 0,3246 Teste t
40 x 60 Fim cultivo 0,5173 Teste t
40 x 100 Fim cultivo 0,5003 Teste t
60 x 100 Fim cultivo 0,9115 Teste t
40 x 60 x 100 Fase LOG 0,1321 Teste KW
40 x 100 x 200 Fim cultivo 0,0714 Teste KW

* Fase exponencial de crescimento (sétimo dia). Fim do cultivo (décimo segundo dia).
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Os maiores valores na producdo de cilindrospermopsina pela cepa CYP 011K
corresponderam as culturas submetidas a 40 umoles fétons.m?.s*, nos dois tempos
amostrais. As culturas apresentaram uma tendéncia a diminuicdo na sintese de
cilindrospermopsina com o aumento da intensidade luminosa e mantiveram valores

parecidos entre o meio da fase exponencial de crescimento e a estacionaria.

A ocorréncia de floracbes de Cylindrospermopsis raciborskii, em diferentes
regioes brasileiras, tem aumentado na ultima década (Bouvy et al., 1999; Branco &
Senna, 1994; Huszar et al., 2000; Jardim et al., 1999; Kémarkova et al., 1999). Das
cepas de C. raciborskii, até agora isoladas no Brasil, ainda nédo foi identificada
alguma que apresentasse a producdo de cilindrospermospina. Porém, chama
atencdo o fato desta toxina ja ter sido detectada no carvédo ativado da clinica de

dialise, envolvida com a tragédia de Caruaru (Carmichael et al., 2001).

A figura 4.17 mostra a variagdo na concentracao de cilindrospermopsina por peso
seco celular. Nao ocorreram diferencas significativas, quando se comparou as
médias da producdo desta toxina entre as condi¢cdes testadas, nem entre o0s

diferentes tempos de amostragem (tabela 4.14).
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H9/g peso seco

Fase exponencial Fim cultivo

Fase de crescimento

Figura 4.17 — Variagcdo na concentracéo de cilindrospermopsina por peso seco de C.
raciborskii (cepa CYP 011K. Fase exponencial de crescimento = sétimo dia. Fim do
cultivo = décimo segundo dia. As barras de erro indicam o desvio padrao das médias
(n=3). Coeficientes de variacdo entre as triplicatas (CV): meio da fase exponencial
de crescimento, CVaoue= 38,4%, CVe0,e=19,5%, CVi00,e=8,8%; fim do cultivo,
CV40HE: 16,7%, CVGO“E:9,5%, CvloouE:13,4%.
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Tabela 4.14 - Andlise estatistica da variacdo na producéo de cilindrospermopsina por
peso seco de C. raciborskii (cepa CYP 011K); n=3, a=0,05.

INTENSIDADE LUMINOSA DIA VALOR DE TESTE
, 2 1 P REALIZADO
(umoles fétons.m™.s™)
40 Fase LOG x Fim 0,8093 Teste t
cultivo
100 Fase LOG x Fim 0,0643 Teste t
cultivo
200 Fase LOG x Fim 0,7340 Teste t
cultivo
40 x 60 Fase LOG 0,3628 Teste t
40 x 100 Fase LOG 0,2295 Teste t
60 x 100 Fase LOG 0,3465 Teste t
40 x 60 Fim cultivo 0,5445 Teste t
40 x 100 Fim cultivo 0,0638 Teste t
60 x 100 Fim cultivo 0,0559 Teste t
40 x 100 x 200 Fase LOG 0,3821 Teste KW
40 x 100 x 200 Fim cultivo 0,0500 Teste KW

* Fase exponencial de crescimento (sétimo dia). Fim do cultivo (décimo segundo dia).
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Culturas de C. raciborskii apresentaram comportamentos distintos na sintese de
cilindrospermopsina em relacdo a concentracdo de nitrogénio ou temperatura (Saker
et al., 1999; Hawkins et al., 2001; Saker & Griffiths, 2000). Saker (2000 apud Saker &
Griffiths, 2000) relataram a producao de cilindrospermopsina, por células e por peso
seco, em culturas de C. raciborskii, crescendo entre 50 e 100 pmoles fétons.m?.s™,
com maiores valores desta toxina ocorrendo em culturas submetidas as maiores
intensidades luminosas testadas. No entanto, nossos resultados mostraram que a
sintese de cilindrospermopsina em 10° células foi maior na menor intensidade
luminosa, nos dois tempos amostrais (Fig. 4.16). Na relac&o cilindrospermopsina por
peso seco, o maior valor ocorreu em 60 pmoles fétons.m?s?, ao final do

experimento (fig. 4.17).

Deve-se levar em conta que os valores encontrados para meédias na producao de
cilindrospermospina em 10° células e para relagéo cilindrospermopsina por peso
seco, ndo apresentaram valores estatisticos que as diferenciassem (p>0,05; tabela
4.14). Por tanto, ndo podemos afirmar com certeza que as culturas da cepa CYP
011K tiveram uma relacdo inversa com a intensidade luminosa. Pelos mesmos
motivos, podemos dizer ainda, que parece ndo haver uma relacdo entre a
concentracdo de clorofila a e a concentracdo de carboidratos com a sintese de

cilindrospermopsina sob os diferentes tratamentos.
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4.6 — MELHOR CONDICAO DE CULTIVO DA CEPA NPJB-1 (Microcystis aeruginosa) PARA

PRODUCAO E PURIFICACAO DE MICROCISTINA-LR

Como visto, no item 4.4, vérios fatores fisioldgicos podem afetar a producéo de
microcistinas ao longo dos cultivos de cepas produtoras desta cianotoxina. Os
resultados dos nossos estudos fisioldégicos indicaram como melhor condicdo de
cultivo para cepa NPJB-1 (M. aeruginosa) a intensidade luminosa de 100 pmoles

féotons.m™.s™, objetivando a maior biosintese para purificacdo de microcistina-LR.

Tabela 4. 15 — Valores de microcistina-LR por litro de cultura de M. aeruginosa
(NPJB-1).

Intensidade luminosa Réplicas Valores em pg.L™
(umoles fétons.m?.s™) Meio fase log Fim do cultivo
1 29,59 38,41
40 2 46,40 35,38
3 53,04 36,23
1 70,54 86,71
100 2 68,42 148,86
3 70,91 142,00
1 68,23 94,73
200 2 65,50 142,09
3 56,52 101,48

Apoés a avaliagcdo da melhor condicao fisioldgica para o cultivo, os calculos do
volume de cultura que precisariamos para produzir 500 ng da molécula purificada,
na melhor condigdo de -cultivo, foi tomados levando em conta os valores
quantificados da toxina por litro de cultura, uma vez que os padrdes comerciais de
microcistina-LR geralmente contém 500 ug da toxina purificada. Como estamos
trabalhando com producdo é de se esperar que a escolha do melhor tempo de
cultivo corresponda ao que dé maior valor na concentracdo de microcistina-LR por

litro de cultura.
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Em um més teriamos a possibilidade de realizar dois cultivos, com onze dias de
duracdo, o que remeteria a uma producdo mensal de 297,72 ug de molécula
purificada/L/més. O restante do més seria dedicado aos procedimentos de

purificacdo da molécula.

Por outro lado, levam-se em conta os fatores adversos que podem ocorrer
durante os cultivos, inclusive os fisiolégicos, e o tempo de cultivo pode ser
fundamental para uma boa producdo. Como a tendéncia € uma diminuicdo na
concentracdo de microcistina-LR por células ao final deste tempo (11 dias) e, como o
risco de perda é maior (células em fase estacionaria do desenvolvimento), pois pode
ocorrer uma lise celular, levando a uma perda da toxina para o meio extracelular
(meio que ndo pode ser aproveitado na purificacdo da molécula, pois aumenta o
custo na extracao e purificagdo), optamos por um tempo de cultivo de 5 dias de

duracgdo, o que coincide com a melhor condi¢éo fisiol6gica das células.

Com cinco dias, em 1 litro de cultura quantificamos a produ¢cdo méaxima de
70,91 nug de microcistina-LR (tabela 4.15). Teriamos que cultivar em torno de 7 litros
de cultura para que tivéssemos 500 ug da toxina. Com esta condi¢do (100 pmoles
fotons.m?.s?, 5 dias de cultivo) poderiamos conseguir de 4 a 5 cultivos, com a
producdo de cerca de 273,68 a 342,1 ug de molécula purificada/L/més,

respectivamente. Logo, valores equivalentes aos cultivos com 11 dias de duracéao.

Tendo em vista esses fatos, para que a se procedesse a purificacdo de
microcistina-LR um cultivo da cepa NPJB-1 foi realizado a partir de culturas pre-
adaptadas & condicdo luminosa de 100 pmoles fétons.m?.s™ e o mesmo durou 5

dias. Apés esse tempo, as culturas foram concentradas e liofilizadas. Procedeu-se a
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extracdo e a eliminacdo de impurezas das amostras obtidas sendo estas purificadas

por HPLC, conforme as metodologias ja descritas.

Ap6s a purificagcdo, as amostras foram analisadas para quantificacdo e
confirmacdo da presenca de microcistina-LR, conforme a metodologia descrita no
item 4.4.1. O resultado estd expresso na figura 4.18. O fato de o pico
correspondente a microcistina-LR presente na amostra purificada (Fig. 4.18a)
apresentar o mesmo tempo de retencdo que quando co-eluido com o padrdo (Fig.
4.18b) demonstrou claramente que a molécula por nés purificada se tratava de

microcistina-LR.
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Figura 4.18 — Cromatogramas obtidos por HPLC, em coluna analitica, para
confirmacdo da molécula de microcistina-LR. a: amostra considerada como
microcistina-LR purificada; b: co-eluicio de um padrdo de microcistina-LR na
amostra considerada como contendo a toxina purificada. Note o aumento na area do
pico correspondente a 4,3 minutos na figura b.
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Apés quantificagdo da amostra contendo microcistina-LR (tabela 4.16),
procedeu-se a secagem das amostras, tendo a producdo de 2,89 mg de toxina
purificada (tabela 4.17).

Tabela 4.16 — Valores obtidos na quantificacdo por HPLC das amostras
purificadas de microcistina-LR (MCYST).

Injecé@o Valor Média Desvio Coeficiente Massa de
quantificado ug/mL padrédo de variagéo MCYST
ug/mL (%) guantificada
na amostra
(5mL)

1 435,80

2 437,51 438,69 3,63 0,82 2193,47 pg
3 442,77

Tabela 4.17 — Valores obtidos com a secagem das amostras purificadas de
microcistina-LR.

Peso do Peso do Massa de MCYST
frasco frasco apds
utilizado para acréscimo e Peso (mg) Média Desvio Coeficiente
secar amostra secura da padréo de variagdo
contendo solucao (%)
MCYST(mg) contendo
MCYST (mg)
5179,57 5182,39 2,82
5179,47 5182,39 2,92
5179,47 5182,40 2,93 2,89 0,05 1,65
5179,57 5182,43 2,86
5179,47 5182,39 2,92
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4.7 — MELHOR CONDICAO DE CULTIVO DA CEPA CYP 011K (Cylindrospermopsis

raciborskii) PARA PRODUCAO E PURIFICAGCAO DE CILINDROSPERMOPSINA

A tabela 4.18 mostra os valores de cilindrospermopsina por litro quantificados por

HPLC a partir das amostras de fracdo particulada das culturas.

Tabela 4. 18 — Valores de cilindrospermopsina por litro de cultura de C.
raciborskii (CYP 011K).

Intensidade luminosa Réplicas Valores em pg.L™
(umoles fétons.m?.s™) Meio fase Log Fim do cultivo
1 66,26 132,35
40 2 68,22 101,99
3 34,94 113,10
1 78,73 152,48
100 2 55,90 163,00
3 45,99 144,53
1 68,03 148,80
200 2 64,82 164,75
3 61,42 127,08

A maioria das relacfes fisiolégicas (item 4.5) pareceram nédo influenciar na
producdo de cilindrospermospina. Levamos em conta o fato apontado no item 4.1
(variacdo no comprimento dos tricomas) para nos indicar a melhor condicdo de
cultivo da cepa CYP 011K para purificacdo e purificacdo de cilindrospermopsina.
Neste caso, a melhor condicdo de cultivo escolhida foi de 40 pmoles fétons.m?.s™,
por que as células mostraram uma maior estabilidade durante o cultivo (ndo houve
tendéncia a fragmentacdo dos tricomas), nos levando a acreditar que o risco de

perda da toxina para a fracdo dissolvida ficaria diminuido.

Como fizemos anteriormente para purificacdo de microcistina-LR levamos em

conta o maior valor de producdo conseguido na quantificacdo de
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cilindrospermospina por litro no tempo de 7 e 12 dias de cultivo, nas culturas

mantidas a 40 pmoles fétons.m?.s™.

Com 7 dias, em 1 litro de cultura, quantificamos a sintese de 68,22 ug de
cilindrospermopsina (tabela 4.18), nesta condicdo de irradiancia. Em um més
poderiamos realizar trés cultivos com a producdo de 204,00 pg de toxina
purificada/L/més. Ao final do cultivo, a maior sintese de cilindrospermopsina
quantificada por litro foi de 132,35 pug. Com este tempo (12 dias), teriamos a
possibilidade de proceder dois cultivos, o que resultaria em 264,7 ng de toxina

purifiada/L/més. Assim, com 12 dias o valor de producédo é maior.

Considerando o volume de cultivo utilizado para purificacdo da toxina, notamos
que com 7 dias de cultivo teriamos que cultivar cerca de 7 litros. Tentando eliminar
as adversidades que podem ser ocasionadas pelos procedimentos de concentracao,
extracdo e eliminacdo de impurezas, deveriamos ter em torno de 28 litros de cultura.
Com 12 dias de cultivo, teriamos que cultivar cerca de 3,8 litros, o que leva a um
cultivo de cerca 15,2 litros (aproximado para 16 litros), um volume menor que

agilizaria o processo de producao (menor volume a ser centrifugado).

Como ja citado com 12 dias de cultivo as células estdo em boas condi¢des
fisioldgicas e por isso optamos por este tempo de cultivo como o melhor para a
producdo e purificacdo de cilindrospermopsina. Realizou-se entdo, um cultivo da
cepa CYP 011K a partir de culturas pré-adaptadas a condicdo luminosa de 40
umoles fétons.m?.s* e o mesmo durou de 12 dias. Apds esse tempo, as culturas
foram concentradas e liofilizadas. Procedeu-se a extracdo e a eliminacdo de
impurezas com as amostras obtidas sendo purificadas por HPLC, conforme as

metodologias ja descritas.
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Apdés a purificacdo, as amostras foram analisadas para quantificacdo e
confirmacdo da presenca de cilindrospermopsina, conforme a metodologia descrita
no item 4.4.2. O resultado esta expresso na figura 4.19. O fato de o pico
correspondente a cilindrospermopsina presente na amostra purificada (Fig. 4.19a)
apresentar o mesmo tempo de retencdo que quando co-eluido com o padrdo (Fig.
4.19b) demonstrou claramente que a molécula por nés purificada se tratava de

cilindrospermopsina.
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Figura 4.19 — Cromatogramas obtidos por HPLC, em coluna analitica, para
confirmacdo da molécula de cilindrospermopsina. a: amostra considerada como
cilindrospermopsina purifacada; b: co-eluicdo de um padréo de cilindrospermopsina
na mostra considerada como contendo a toxina purificada. Note 0 aumento na area
do pico correspondente a 7,5 minutos na figura b.
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Apoés quantificagcdo da amostra contendo cilindrospermopsina (tabela 4.19),
procedeu-se a secagem das amostras, tendo a producdo de 2,056 mg de toxina
purificada (tabela 4.20).

Tabela 4.19 — Valores obtidos na quantificacdo por HPLC das amostras
purificadas de cilindrospermopsina (CYN).

Injecéo Valor Média Desvio Coeficiente Massa de
quantificado pg/mL padréo de variagéo CYN
ug/mL (%) guantificada
na amostra
(6,8 mL)
1 290,77
2 279,98 281,17 6,87 2,44 1915,679 ng
3 274,17
4 281,95

Tabela 4.20 — Valores obtidos com a secagem das amostras purificadas de
cilindrospermopsina.

Peso do Peso do Massa de CYN
frasco frasco apds
utilizado para | acréscimo e Peso (mg) Média Desvio Coeficiente
secar amostra secura da padréo de variagéo
contendo solucao (%)
CYN (mg) contendo CYN
(mg)
4369,20 4371,29 2,09
4369,24 4371,29 2,05
4369,24 4371,28 2,05 2,056 0,02 1,065
4369,23 4371,29 2,06
4369,24 4371,27 2,03
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4.8 — CONSIDERACOES FINAIS

Segundo a portaria N° 029 de 1995 do Instituo Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial — INMETRO, “padrdo é uma medida
materializada, instrumento de medicdo, material de referéncia ou sistema de
medicao , material de referéncia ou sistema de medicédo destinada a definir, realizar,
conservar ou reproduzir uma unidade ou mais valores de uma grandeza para servir

como referéncia”. Essa portaria faz referéncia a 10 tipos de padrdes.

Neste estudo conseguimos estabelecer um protocolo de cultivo onde se
maximizou a producdo de microcistina-LR e cilindrospermopsina para serem
purificadas por HPLC. Para que essas moléculas purificadas venham a constituir um
padrdo nacional “devem ser reconhecidas numa decisdo nacional para servir como
base para outros padrées de grandeza a que se refere”, no caso, comparacdes entre
os perfis de absorcdo no U.V. destas moléculas, utilizados para comparacédo com 0s

perfis de absorcéo obtidos em uma amostra de agua.

As moléculas purificadas neste estudo, segundo esta legislacdo, podem
constituir um padréo de controle (tipo de padréo de trabalho) por que sera utilizado
para assegurar que as medicdes estdo sendo executadas corretamente. Porém esta
portaria ndo faz meng¢des quanto aos processos para validacdo dessas moléculas

como padrdes nacionais.

Estas moléculas purificadas por HPLC poderdo ser tratadas, portanto, como
padrbes de trabalho (“utilizados rotineiramente para calibrar ou controlar medidas
materializadas, instrumentos de medicdo ou materiais de referéncia”, no nosso caso,
os instrumentos de HPLC). Porém o uso futuro de técnicas como cromatografia

liguida acoplada a espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear,
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poderdo confirmar a determinacdo estrutural dessas cianotoxinas, bem como sua

quantificacao.

Acreditamos que com essas técnicas poderemos nos assegurar que as
referidas moléculas tratam-se de microcistina-LR e cilindrospermopsina, tornando
possivel sua comercializacéo e utilizacdo no ambito nacional, para acompanhamento

da qualidade da agua.
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5 — CONCLUSOES

1 — As maiores taxas de crescimento e maior sintese de microcistina-LR em 10°
células da cepa NPJB-1 (M.aeruginosa), foram encontradas nas culturas mantidas

sob a intensidade luminosa de 100 pmoles fétons.m?.s™.

2 — A idade da cultura influéncia na concentracédo de microcistina-LR por células, na
cepa NPJB-1. O conteudo foi maior na fase exponencial de crescimento e diminuiu

na fase estacionaria

3 — Houve uma relacdo direta entre a sintese de clorofila a e a producdo de

microcistina-LR pela cepa NPJB-1 (M.aeruginosa).

4 — As condi¢cdes mais propicias de cultivo da cepa NPJB-1 de M.aeruginosa para
producdo de padrdes de microcistina-LR s&o 100 umoles fétons.m?.s*, com cinco

dias de cultivo.

5 — As maiores taxas de crescimento da cepa CYP 011K (C. raciborskii), foram
encontradas nas culturas mantidas sob a intensidade luminosa de 100 pmoles

fotons.m2.s™.
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6 — Houve uma tendéncia a diminuicdo do comprimento dos tricomas de C.
raciborskii (CYP 011K), ao final da fase exponencial de crescimento, nas culturas

submetidas & maiores intensidades luminosas (60 e 100 umoles fétons.m™?.s™).

7— A maior producdo de cilindrospermopsina em 10° células de C. raciborskii (CYP
011K) ocorreu nas culturas submetidas a 40 pmoles fétons.m™?.s, tanto no meio da

fase exponencial de crescimento, quanto ao final dos cultivos.

8 — As condicfes mais propicias de cultivo da cepa CYP 011K de C. raciborskii para
producéo de padrdes de cilindrospermopsina séo 40 pmoles fétons.m?.s™*, com doze

dias de cultivo.
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