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RESUMO

SILVA, T. T. Potencial das radiacdes ionizantes para reduzir a toxicidade da
cianobactéria Microcystis aeruginosa. 2021. 91 p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia
Nuclear) - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN/SP, Séo Paulo.
Disponivel em: (data de consulta no formato: dd/mm/aaaa)

As cianobactérias frequentemente sdo relacionadas a floragdes toxicas, devida a presenca
de cianotoxinas: compostos biosintetizados pelas cianobactérias que possuem certa
toxicidade a vertebrados e que sdo observadas em altas concentracdes nessas floragoes.
Atualmente, os processos convencionais utilizados para o tratamento de agua ndo sdo
totalmente eficazes na remocdo dessas cianotoxinas quando em concentracdes
relativamente elevadas. Desse modo, o trabalho teve por objetivo a aplicacdo da radiacédo
ionizante por feixe de elétrons no crescimento da cultura e na producdo de pigmentos,
eficiéncia na degradacdo de microcistinas intracelulares e extracelulares e avaliagdo da
toxicidade da cianobactéria Microcystis aeruginosa pos irradiacdo para 0 microcrustaceo
Daphnia similis e a bactéria Alivibrio fischeri. A cianobactéria M. aeruginosa suspendida
em meio ASM-1 em fase exponencial do crescimento foi exposta a irradiacdo por feixe de
elétrons nas doses entre 1 e 10 kGy. O tratamento com irradiagdo diminuiu o crescimento
da cultura, a producdo dos pigmentos fotosintéticos e MC intracelulares, enquanto que para
as MC extracelulares ndo houve alteracdo na concentracdo media de MC total com o
aumento da dose. Para a toxicidade aguda com Daphnia similis, as doses entre 3 e 10 kGy
indicaram diferencas estatisticamente significativas em relacdo & amostra controle quando
0 organismo-teste foi exposto as cianobactérias cultivadas por 7 e 15 dias. A exposi¢ao dos
dafinideos ao sobrenadante da cultura de cianobactérias cultivada por 15 dias tratadas por
feixe de elétrons mostrou aumento de toxicidade com o aumento da dose. Porém, ndo foi
observado efeito agudo na exposi¢do ao sobrenadante da cultura cultivada por 7 dias, tendo
0s organismos-teste sobrevivéncia média de 93,33% (1 kGy) e 100% (4 kGy). Para a
bactéria Alivibrio fischeri, a menor toxicidade foi na exposicdo com cianobactérias
cultivadas por 15 dias, ndo sendo observados efeitos na inibicdo da luminescéncia da
bactéria (0%) nas doses de 3 e 5 kGy. Neste estudo, a radiacdo ionizante, com acelerador
de elétrons, seré testada como uma tecnologia alternativa para a inibi¢do da cianobactéria
M. aeruginosa e na reducdo de toxicidade de microcistina presente nos reservatorios de
abastecimento do estado de S&o Paulo.

Palavras-chave: feixe de elétrons, ecotoxicidade, microcistinas, Alivibrio fischeri, Daphnia

similis.



ABSTRACT

SILVA, T. T. Potential of ionizing radiation to reduce the toxicity of cyanobacteria
Microcystis aeruginosa. 2021. 91 p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear) -
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN/SP, Sdo Paulo. Disponivel
em: (data de consulta no formato: dd/mm/aaaa)

Cyanobacteria are often related to toxic blooms, due to the presence of cyanotoxins:
compounds biosynthesized by cyanobacteria that have certain toxicity to vertebrates and
that are observed in high concentrations in these blooms. Currently, conventional processes
used for water treatment are not fully effective in removing these cyanotoxins when in
relatively high concentrations. Thus, this work aimed at the application of ionizing
radiation by electron beam in culture growth and production of pigments, radiation
efficiency in the degradation of intracellular and extracellular microcystins and evaluation
of the toxicity of Microcystis aeruginosa cyanobacteria after irradiation for the
microcrustacean Daphnia similis and the bacteria Alivibrio fischeri. The cyanobacterium
M. aeruginosa suspended in ASM-1 medium in exponential growth phase was exposed to
irradiation by electron beam at doses between 1 and 10 kGy. Irradiation treatment
decreased culture growth, photosynthetic pigment production and intracellular MC, while
for extracellular MC there was no change in the mean total MC concentration with
increasing dose. For acute toxicity with Daphnia similis, doses between 3 and 10 kGy
indicated statistically significant differences in relation to the control sample (0 kGy) when
the test organism was exposed to cyanobacteria cultures grown for 7 and 15 days.
Exposure of daphinids to the supernatant of a 15-day cyanobacterial culture treated by
electron beam radiation showed increased toxicity with increasing dose. However, it was
not observed acute effect in the exposure to the culture supernatant for 7 days, with the test
organisms having a mean survival of 93.33% (1 kGy) and 100% (4 kGy). For the bacteria
Alivibrio fischeri, the lowest toxicity was in exposure to cyanobacteria cultivated for 15
days, with no effects on the inhibition of the bacteria's luminescence (0%) at doses of 3 and
5 kGy. In this study, ionizing radiation, with an electron accelerator, is tested as an
alternative technology for the inhibition of M. aeruginosa cyanobacteria and for the

reduction of microcystin toxicity present in the supply reservoirs in the state of Sdo Paulo.

Key words: electron beam, ecotoxicity, microcystins, Alivibrio fischeri, Daphnia similis.
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias, também conhecidas como cianoficeas, sdo organismos
procariontes gram-negativos fotossintetizantes, pertencentes ao grupo das eubactérias e
podem ser encontradas em habitats terrestres, marinhos e dulcicolas (DUY et al., 2000).
Esses microrganismos possuem importante papel como produtores primarios formando a
base da cadeia trofica e atuando na ciclagem de nutrientes (SCHIRRMEISTER et al.,
2011). Apresentam grande diversidade morfoldgica, podendo ser encontradas nas formas
unicelulares, ocorrendo individualmente, em coldnias e agrupamentos e, também, sob a
forma filamentosa.

A eutrofizacdo artificial € o processo de enriquecimento das &aguas
principalmente por nitrogénio e fosforo oriundos de atividade antropogénica. Este aumento
na disponibilidade de nutrientes produz alteragdes no ecossistema aquatico promovendo o
crescimento excessivo da comunidade fitoplanctbnica, muitas vezes relacionados ao
aumento da incidéncia e geralmente predominancia de floracGes de cianobactérias
(HARPER, 1992; DOKULIL e TEUBNER, 2000; FERBER et al., 2004; KOMAREK e
JOHANSEN, 2015). Essas floragcdes promovem a alteracdo da qualidade da agua, com a
reducdo de oxigénio dissolvido e mortalidade da biota local, gerando regides de hipoxia,
com perdas ecoldgicas e econémicas.

As cianobactérias possuem a capacidade de formar uma grande variedade de
metabdlitos secundarios, que exibem diversos tipos de atividades biologicas ou
bioquimicas (CULLEN et al., 2019), sendo que alguns desses metabdlitos foram
identificados como potentes toxinas, as chamadas cianotoxinas. Segundo SANSEVERINO
et al. (2017), as cianotoxinas podem ser classificadas em quatro categorias de acordo com
seu alvo toxicolégico em vertebrados: neurotoxinas, dermatotoxinas, citotoxinas e
hepatotoxinas. No meio aquatico, as cianotoxinas estdo presentes de forma extracelular e,
também, contidas nas células e em maior concentragdo durante a fase exponencial de
crescimento das cianobactérias. A liberagdo de cianotoxinas intracelulares pode ocorrer
pela senescéncia celular, estresse celular e, também, pelo uso de algicidas (GURBUZ et al.,
2016; SVIRCEYV et al., 2017).

No Brasil, ha registros de diversos géneros com potencial na producdo de
toxinas como: Microcystis, Cylindrospermopsis, Dolichospermum, Planktothrix,
Aphanizomenon, entre outras (SANT’ANNA et al., 2008). Atualmente, a Portaria GM/MS
n° 888 do Ministério da Saude estabelece as competéncias de monitoramento e controle de

cianotoxinas e da densidade celular de cianobactérias para a garantia da qualidade da agua



para consumo humano e manter os padrdes de potabilidade. Dessa maneira, o regulamento
determina o monitoramento das espécies de cianobactérias potencialmente produtoras das
toxinas e, ainda, estabelece os limites maximos aceitaveis (LMA) para trés tipos de
cianotoxinas: microcistinas, cilindrospermopsinas e saxitoxinas (BRASIL, 2021).

Dentre os métodos utilizados para o controle da formacdo de floracdes de
cianobactérias em aguas naturais encontram-se 0s processos quimicos, fisicos e bioldgico,
como por exemplo a filtracdo, coagulacdo, clarificacdo, flotacdo, ozonio e a fotolise
(BURATTI et al., 2017; SVIRCEV et al., 2017). As tecnologias alternativas para a
remocao de toxinas na &gua incluem os Processos Oxidativos Avancados (POA), que se
caracterizam pela geracdo de radical hidroxila [*OH] para oxidar substancias quimicas
presentes em solucdes aquosas. Dentre os diversos tipos de tecnologias em POA existentes,
a radiacdo ionizante é considerada uma das mais eficientes na geracdo de radicais
oxidativos e importantes esforcos tém sido realizados para tornar essa aplicacdo vidvel para
a area ambiental. Trata-se de uma tecnologia consolidada para aplicagdes industriais,
modificacdo de polimeros, esterilizacdo e produtos médicos-cirurgicos, dentre outras
aplicacdes (GEHRINGER et al., 1993).

Neste estudo, a radiacdo ionizante, com acelerador de elétrons, serd testada
como uma tecnologia alternativa com aplicabilidade ambiental, sendo avaliadas a

degradacdo de microcistinas e a inibicdo da cianobactéria Microcystis aeruginosa.



1.1 OBJETIVOS

Esse trabalho tem o objetivo de avaliar a eficiéncia da radiacdo ionizante,
proveniente de feixe de elétrons, para a inibicdo no crescimento da cianobactéria M.
aeruginosa e na degradacdo de microcistinas que passam a contaminar as aguas dos

reservatorios, com énfase na redugdo de efeitos toxicos.

1.1.1 Objetivos especificos

e Estabelecer as condi¢des de cultivo para a cianobactéria M. aeruginosa;

e Determinar o crescimento da cianobactéria nas condi¢des laboratoriais definidas;

e Avaliar a eficiéncia da irradiacdo por feixe de elétrons nas variagcdes fisiologicas
associadas ao crescimento celular, producdo de pigmentos (clorofila-a e carotenoides
totais) e microcistinas;

e Avaliar a eficiéncia da irradiacdo por feixe de elétrons na toxicidade a organismos-teste
de diferentes niveis tréficos por meio de ensaios de toxicidade aguda (bactéria

luminescente Alivibrio fischeri e o microcrustaceo Daphnia similis).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliogréafica apresenta uma contextualizagdo sobre as principais
caracteristicas das cianobactérias, bem como os riscos a sua proliferacdo em ambientes
eutrofizados e implicacBes para o equilibrio ambiental. Em seguida, sdo apresentadas as
principais legisla¢Ges vigentes no Brasil para 0 monitoramento e controle de cianotoxinas e
cianobactérias. Na sequéncia sera realizada uma andlise sobre a aplicacdo de processos
oxidativos avancados, em especial a irradiagdo por feixe de elétrons, no controle deste e
demais poluentes. Por fim, uma abordagem sobre a importancia de conciliar o uso de POA

e a ecotoxicidade para o desenvolvimento e aplicacdo da irradiacdo por feixe de elétrons.

2.1 Cianobactérias
2.1.1 Caracteristicas gerais

As cianobactérias sdo  organismos  procariontes  gram-negativos
fotossintetizantes. Os primeiros organismos estdo registrados em fdsseis que datam de
cerca de 3,5 bilhdes de anos, porém é entre 2,5 — 0,57 bilhdes de anos que se encontra o
maior numero de registros de cianobactérias em estromatolitos (SCHOPF, 2000). Algumas
formacdes modernas de estromatélitos, atualmente, podem ser vistas em regides da Africa
do Sul, Australia e Bahamas (ANDRES e REID, 2006; SCHIRRMEISTER et al., 2011;
SCHOPF, 2000).

Estes microrganismos sao considerados o0s pioneiros na producéo de oxigénio e
energia quimica por meio da fotossintese, o qual ocorre pela conversédo de agua, dioxido de
carbono e nutrientes. A eficiéncia na realizacdo de fotossintese e a absorcdo de luz em
diferentes faixas do espectro visivel se da pela gama de pigmentos presentes na célula
como a clorofila-a, carotendides e ficobiliproteinas (SAINI et al., 2018). Dentre o0s
diferentes pigmentos citados, as ficobiliproteinas (ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina)
sdo encontradas predominantemente nas cianobactérias (UDAY AN et al., 2017).

As cianobactérias sdo encontradas em diversos habitats marinhos, de 4gua doce
e terrestres como, por exemplo, fontes geotermais, lagos hipersalinos, rios, desertos,
tapetes e biofilmes microbianos e oceanos (BUDEL et al., 2018; OREN, 2015;
RAMANATHAN et al., 2013; WARD et al., 2012). Tal capacidade de adaptacdo a
ambientes extremos é devida a capacidade de adaptacdo as variacGes nos fatores abidticos
como luminosidade, radiagdo UV, temperatura e pH.



RIPPKA et al., 1979 apresentaram uma classificacdo na qual as cianobactérias
eram divididas em cinco subclasses: Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales,
Nostocales e Stigonematales (KOMAREK et al., 2014; SHESTAKOV e KARBYSHEVA,
2017). Porém, KOMAREK et al., (2014) propuseram a classificacio considerando aspectos
genético-moleculares (analise filogenética), propriedades fisioldgicas e morfoldgicas além
dos critérios ecoldgicos. Assim, as cianobactérias foram classificadas em oito ordens:
Gloeobacterales, Synechococcales, Spirulinales, Chroococcales, Pleurocapsales,
Oscillatoriales, Chroococcidiopsidales e Nostocales. Brevemente serdo abordadas as trés
ordens que possuem espécies predominantemente encontradas em floragcdes de
cianobactérias e sdo recorrentes na literatura.

Na Ordem Nostocales, os géneros sdo representados por cianobactérias
filamentosas e possuem dois tipos de células desenvolvidas: heterocistos, células
especializadas e modificadas para a captura e fixacdo de N, e acinetos, células em repouso
e resistentes a dessecagdio (KOMAREK e JOHANSEN, 2015). Neste grupo sio
encontrados os géneros Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Dolichospermum e Nostoc
(DEMAY et al., 2019; KOMAREK e JOHANSEN, 2015), extensivamente estudados em
floracdes toxicas de cianobactérias em corpos hidricos eutrofizados.

A Ordem Chroococcales corresponde as cianobactérias unicelulares e coloniais
cocoides (KOMAREK et al., 2014; KOMAREK e JOHANSEN, 2015). As cianobactérias
crescem como células Unicas ou, ainda, podem se agrupar em coldnias, podendo ser
observadas a olho nu, como ocorre com floragcbes com dominancia do género Microcystis
(DEMAY et al., 2019; KOMAREK e JOHANSEN, 2015). As formas celulares sdo
diversas, podendo ser esféricas, ovais, fusiformes, bastfes, ou ainda, irregulares.

Por fim, a Ordem Oscillatoriales possui 0os géneros Lyngbya, Oscillatoria e
Phormidium (ANDREEVA et al., 2020; DEMAY et al., 2019; KOMAREK et al., 2014).
Estes géneros sdo cianobactérias marinhas de forma filamentosa, porém, sem a presenca de
heterdcito (PAERL, 2012) e exercem papel fundamental na producdo priméria costeira e
estuarina. Ja nos ambientes de agua doce sdo encontrados os géneros Geitlerinema,
Limnothrix, Planktolyngbya, Planktothrix e Pseudanabaena, os quais ja identificados nos
reservatorios Billings e Guarapiranga no Estado de S&o Paulo (SANT’ ANNA et al., 2008).

Assim como os demais organismos fitoplanctdnicos, as cianobactérias
necessitam de nutrientes para seu desenvolvimento, sendo o nitrogénio (N) e o fosforo (P)
importantes macronutrientes disponiveis de forma limitante nos ecossistemas aquaticos

quando ha condicdes de equilibrio ecoldgico e ambientais (HARPER, 1992).



2.1.2 Presenga de cianobactérias em &guas continentais eutrofizadas

De acordo com HARPER (1992), as fontes principais e naturais de P e N s&o,
respectivamente, o intemperismo e desgaste de rochas que contenham fosfato e o
nitrogénio gasoso (N,) presente na atmosfera terrestre. Atualmente, o aumento na
concentracdo destes nutrientes nos corpos de dgua ocorre principalmente devido a descarga
de compostos nitrogenados e fosfatados nos corpos hidricos, oriundos da atividade humana
como a atividade agricola e o uso de fertilizantes e do despejo de efluentes domésticos e
industriais sem tratamento. A sobrecarga de nutrientes nos corpos hidricos tem como
resultado a alteracéo dos ciclos bioldgicos nesses sistemas aquaticos afetados.

Durante o processo de eutrofizacdo, mudancas na composicao fitoplanctonica
sdo observadas, geralmente com a dominancia de cianobactérias nesses sistemas.
DOKULIL e TEUBNER, (2000) apresentaram uma revisdo sobre os principais fatores que
podem estar relacionados a recorrente predominancia de cianobactérias nestes ambientes
eutrofizados. Os autores citam diversos fatores, dentre eles a concentracdo de nutrientes,
profundidade do lago, temperatura, luminosidade e capacidade de mistura da coluna
d’agua, além da complexidade da cadeia trofica.

Como resultado da combinacdo entre a floracdo e a dominancia de
cianobactérias, ha o risco de que esses microrganismos produzam diversos metabdlitos
secundarios tdxicos - cianotoxinas e que, caso encontrados em altas concentragdes, afetam

a qualidade da agua, com periculosidade a saude humana e animal.

2.1.3 Cianotoxinas

Os metabdlitos secundarios sdo aqueles que ndo sdo utilizados para as
atividades primarias, crescimento celular ou na producdo de energia, por exemplo, e
podem ser caracterizados como toxicos ou ndo-toxicos. Os ndo-toxicos possuem uma
ampla atuacdo na regulacdo celular como horménios e funcdo antibidtica (SVRCEK e
SMITH, 2004). No entanto, os metabolitos secundarios toxicos, as cianotoxinas, especula-
se que sdo biosintetizados e utilizados como defesa contra predadores e patdgenos
(SIVONEN e JONES, 1999; VAN DONK et al., 2011). Estes pertencem a trés classes
quimicas: peptideos ciclicos, alcaldides e lipopolissacarideos.

Por serem metobolitos secundarios, estas sdo geralmente encontradas em

concentragdes intracelulares, embora possa ser liberada para o corpo d’adgua por



rompimento e morte celular (SANT’ANNA et al., 2008; WOOD, 2016). Em situac¢des de
floracBes pode ocorrer altas concentracdes da toxina em niveis extracelulares.

De acordo com SANSEVERINO et al., (2017), as cianotoxinas podem ser
classificadas em quatro categorias de acordo com seu alvo toxicol6gico em vertebrados:
neurotoxinas (anatoxina-a, homoanatoxina-a, guanitoxina, saxitoxina e p-metilamino-L-
alanina), dermatotoxinas (lipopolisacarideos, lyngbyatoxinas e aplisiatoxinas), citotoxinas

(cilindrospermopsina) e hepatotoxinas (microcistinas e nodularinas).

2.1.3.1 Neurotoxinas

As neurotoxinas sdo produzidas por cianobactérias dos géneros
Dolichospermum, Plantkothrix, Oscillatoria, Aphanizomenon, Trichodesmium, Nostoc e
Lyngbya (CARMICHAEL, 1992; SANSEVERINO et al., 2017; SIVONEN e JONES,
1999).

Atualmente, seis neurotoxinas sdo conhecidas e sdo elas: anatoxina-a,
homoanatoxina-a (toxina homologa da anatoxina-a), guanitoxina, saxitoxina (ou PSP —
paralytic ~ shellfish toxin), neosaxitoxina e [B-metilamino-L-alanina (BMAA)
(CARMICHAEL, 1992; SANSEVERINO et al., 2017; SIVONEN e JONES, 1999).
Conforme CARMICHAEL (1992), as neurotoxinas atuam no bloqueio neuromuscular e a
depender da dose de intoxicacdo podem ocasionar parada respiratoria, paralisia muscular,

respiragdo abdominal exagerada e, em casos extremos, a morte.

2.1.3.2 Dermatotoxinas

As dermatoxinas lipopolissacarideos (LPS) sdo produzidas por todos o0s
géneros de bactérias gram-negativas, dentre as quais as cianobactérias estdo inseridas, pois
trata-se de um componente proteico presente na membrana externa e sdo capazes de causar
irritacdo na pele e alergias (SANSEVERINO et al., 2017). As lyngbyatoxinas e
aplisiatoxinas ocasionam dermatite aguda, enquanto que esta, ainda, possui indicio na
formacdo de tumores (SANSEVERINO et al., 2017).

2.1.3.3 Citotoxinas

A cilindrospermopsina  (CYN) €  biosintetizada pelos  géneros
Cylindrospermopsis, Aphanizomenon e Raphidiopsis (SANSEVERINO et al., 2017). De
acordo com CARMICHAEL (1992), apresentam um amplo espectro de bioatividade contra

algas, bactérias e fungos, e j& sdo encontradas evidéncias de bioacumula¢do em moluscos,



crustaceos e peixes com a deteccdo desta toxina em diversos orgdos de organismos
aquaticos (SCARLETT et al.,, 2020). As CYN sdo classificadas como citotoxina, pois
possui acles hepatotoxicas e neurotoxicas. A sua genotoxicidade ocorre ap0s a ativagao
metabdlica da toxina por enzimas do citocromo P-450 (SANSEVERINO et al., 2017).
Além do figado, outros 6rgdos como rim baco e pulmdes, também podem ser afetados
(SIVONEN, 2009).

2.1.3.4 Hepatotoxinas

As hepatotoxinas sdo absorvidas no intestino delgado e por meio de
transportadores de &cido biliar na parede intestinal sdo carregados e acumulados nos
hepatécitos (CARMICHAEL, 1992; VAN DER MERWE, 2014). Além disso, atuam como
inibidores das fosfatases PP1 e PP2A, os quais sdo importantes na regulacdo metabdlica
celular (VAN DER MERWE, 2014). Os sinais de intoxicacdo por hepatotoxinas incluem
fraqueza, anorexia, vomitos e diarreia (CARMICHAEL, 1992), além de serem
responsaveis por promoverem tumores hepaticos (SANSEVERINO et al., 2017). As
hepatotoxinas compreendem as nodularinas (NOD) e microcistinas (MC), ambos peptideos
ciclicos com estruturas moleculares e mecanismos de acdo similares (SANSEVERINO et
al., 2017).

2.1.3.5 Nodularinas (NOD)

Essas hepatotoxinas sdo produzidas por espécies de cianobactérias encontradas
nos géneros Nodularia e Nostoc, sendo a espécie Nodularia spumigena a principal
produtora dessa toxina (BURATTI et al., 2017; SANSEVERINO et al., 2017). S&o
pentapeptideos ciclicos e possuem cinco aminoacidos, com estrutura molecular (Figura 1)
similar & da MC, com a férmula geral ciclo(D-MeAsp'-L-arginine’-Adda’-D-Glutamate®-
Mdhb®) e apresentada na Figura 1 (BURATTI et al., 2017).



Figura 1 - Estrutura quimica geral da hepatotoxina NOD. Posi¢do (1) D-MeAsp; (2) L-arginine; (3) Adda; (4)
D-Glu e (5) Mdhb. A molécula foi desenhada por meio do software Marvin 21.2.0, 2021, ChemAxon.

Fonte: autora da dissertacéo.

Devido a similaridade molecular com MC, as intoxica¢des por NOD sdo muito
semelhantes as apresentadas por MC, porém as NOD possuem cinética de producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e danos oxidativos ao DNA mais rapida
comparativamente a8 MC-LR (BURATTI et al., 2017).

2.1.3.6 Microcistinas (MC)

Sdo heptapeptideos ciclicos e sdo produzidos por diversas espécies de
cianobactérias dos géneros Dolichospermum, Anabaenopsis, Aphanizomenon, Microcystis,
Nostoc e Oscillatoria (BURATTI et al.,, 2017; SIVONEN e JONES, 1999). As MC
possuem a formula geral ciclo(D-Ala'-X?-D-MeAsp*-Z*-Adda®-D-Glut®-Mdha’)
(CHORUS e WELKER, 2021), como apresentado na Figura 2.



Figura 2 - Estrutura quimica geral da hepatotoxina MC. Posicéo (1) D-Ala é D-alanina; (2) X; (3) D-MeAsp
é 4cido D-eritro-p-methilaspartic; (4) Z; (5) Adda; (6) D-Glu € acido D-glutamato e (7) Mdha é N-

methildehidroalanina. A molécula foi desenhada por meio do software Marvin 21.2.0, 2021, ChemAxon.

) Z

Fonte: autora da dissertacao.

De acordo com CHERNOFF et al., (2020) em floracGes de cianobactérias nos
EUA, ha a predominancia das variantes MC-RR e MC-LR, embora em algumas flora¢Ges
ocorra maiores concentracdes de MC-LA e MC-YR. Além disso, a MC-LR €é o congénere
mais comum e mais estudado, devida a sua alta ocorréncia nos blooms e toxicidade
(BURATTI et al., 2017) embora, nessas ocasides, diversas variantes sdo detectadas juntas.
De acordo com BOUAICHA et al. (2019), a grande quantidade de microcistinas existentes
(cerca de 270 variantes) se da a partir da variagdo estrutural em praticamente todos os sete
aminoacidos presentes na molécula, sendo mais frequente a variagdo dos aminoacidos nas
posicdes 2 e 4 (X e Z, respectivamente) e a desmetilacdo de aminoécidos nas posicdes 3
(D-MeAsp) e/ou 7 (Mdha).

2.1.4 Ecotoxicidade de cianobactérias e suas cianotoxinas

Em estudos de toxicidade, tém sido demonstrado que as cianotoxinas podem
ser toxicas a organismos de diferentes niveis troficos e com a tendéncia de bioacumulacao
em invertebrados e vertebrados, além de biomagnificacdo (FERRAO-FILHO e
KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011; HARDY et al.,, 2015; SCARLETT et al, 2020). A
intoxicagao por cianotoxinas possui duas vias: direta e indireta. A intoxicacdo direta ocorre
pela ingestdo, inalacdo de particulas e o contato dermal. Enquanto que a intoxicagdo
indireta acontece pelo consumo de animais e plantas que possuem a toxina acumulada.

Diversos estudos reportam que a presenca e diferentes concentragcbes de
cianotoxinas no ambiente aquatico provocam efeitos na biodiversidade, além de inibicéo

de crescimento e reproducdo em diversos organismos aquaticos como bactérias,



zooplanctons e peixes (NIZAN et al., 1986; LOPEZ FLORES et al., 2010; SUN et al.,
2021).A exposicdo as floracdes de cianobactérias pode afetar desde a alimentacdo do
organismo analisado, como apresentado por NIZAN et al., (1986) que utilizou diferentes
espécies de dafinideos em seus estudos, até respostas em processos bioguimicos como
aquele avaliado por ESTERHUIZEN-LONDT et al., (2016) na espécie Daphnia pulex.

Para as bactérias, a compreensdo sobre o0s mecanismos de acdo das
cianotoxinas ainda € escasso. Em estudo recente de PRASATH et al., (2019), os autores
demonstraram a viabilidade do sistema Microtox® com Vibrio fischeri para a deteccao de
cianotoxinas em floracBes de cianobactérias a partir da inibicdo de bioluminescéncia na
bactéria marinha. O método apresentado se mostrou viavel para esse tipo de analise, uma
vez que os resultados apresentaram boa correlacdo entre a hepatotoxina MC purificada e 0s
extratos de amostras de campo utilizados.

Para organismos zooplancténicos, ha diversos estudos relatando os efeitos de
cianobactérias e cianotoxinas. Porém, quando utilizamos como exemplo 0s ensaios de
toxicidade com diferentes espécies expostos a hepatotoxina isolada MC-LR (a variante de
maior ocorréncia), os resultados mostram-se com grande variagdo, conforme é apresentado

na Tabela 1.



Tabela 1 - Ensaios de toxicidade com exposicao de organismos-modelo & hepatotoxina MC-LR.

_ Resultado _
Organismo modelo 1 Referéncia
(mg-L™)

Diaptomus birgei CL50(24h) 1,10 (0,76-1,56) DEMOTT et al,
CL50(48h) 1,0 (0,69-1,46) (1991)

Daphnia pulicaria CL50(24h) >50
CL50(48h) 21,4 (16,8-29,2)

Daphnia hyaline CL50(24h) 34,2 (25,2-53,4)
CL50(48h) 11,6 (7,0-15,6)

Daphnia pulex CL50(24h) 10,7 (8,2-13,7)
CL50(48h) 9,6 (7,8-11,7)

Eurytemora affinis CL50(48h) 1,55 GER et al., (2009)
CL10(48h) 0,14

Pseudodiaptomus forbesi CL50(48h) 0,52
CL10(48h) 0,21

Hydra magnipapillata CL50(24h) 12,158 HU et al., (2011)
CL50(48h) 4,029
CL50(72h) 1,799

Fonte: autora da dissertacao.

Quando analisados os extratos brutos de cianobactérias, ha também variacéo
entre os resultados obtidos. HERRERA et al., (2015) utilizaram as espécies Moina
micrura, Daphnia laevis e Daphnia similis para avaliar as toxicidade aguda e crénica de
seis extratos de Microcystis de dois reservatorios colombianos. A partir dos resultados
obtidos os autores concluiram que espécies de diferentes localidades e a exposicao prévia a
toxina diferem significativamente na resposta fisioldgica e podem até apresentar uma
adaptacdo na tolerancia as toxinas e células de cianobactérias que se formam nas floracdes.

DEMOTT et al., (1991) mostraram que a sensibilidade & MC-LR variou entre
as diferentes espécies avaliadas, sendo que a Daphnia pulicaria se mostrou a menos
sensivel dentre todas analisadas, uma vez que a concentracdo obtida nos ensaios de
toxicidade aguda foi de CLso (48h) 21,4 mg-L™ (21.400 pg-L™), valor muito maior que o
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a qual considera o limite de 1
ng'L™* da mesma hepatotoxina em agua potavel. Ainda no mesmo estudo, os autores



mostraram que embora a espécie ndo seja sensivel a toxina, a mesma apresentou inibicdo
na alimentacdo quando exposta a cianobactéria Microcystis aeruginosa.

Em estudo conduzido por ESTERHUIZEN-LONDT et al., (2016) percebeu-se
que a espécie Daphnia pulex ndo se mostrou sensivel quando exposta ao extrato bruto de
uma floracdo de cianobactérias e nem a mistura comercial de cianotoxinas. Porém, houve
estresse enzimatico nas duas exposic¢Ges, sendo necessario um maior tempo de recuperagédo
do organismo para a diminuicdo de perdxido de hidrogénio celular quando exposto a

mistura comercial.

2.2 Legislagdo e tratamento de cianotoxinas
2.2.1 Legislacdo

Como previamente mencionado, a OMS estabelece que o valor méaximo
aceitavel para a concentracdo de MC-LR em &gua potavel é 1 pg-L™. Este valor é utilizado
como padrdo em diversos paises para o controle e monitoramento desta hepatotoxina em
agua, como ocorre no Brasil e sera discutido adiante.

Na Australia, ha regulacdo para o monitoramento e controle de cianobactérias
em &gua potavel. Neste caso, o limite estipulado pela regulamentacgéo estipula valor critico
no nimero de células de cianobactérias presentes na agua, considerando aceitavel a
densidade celular de 6500 cel mL™ e limite alvo de 1000 cel mL™. Além disso, o
monitoramento deve ocorrer regularmente nos periodos em que € observado o aumento na
densidade celular, como ocorre geralmente no verdo (NHMRC, 2011).

Ja no Brasil, duas regulamentacdes acerca dos padrdes da qualidade da &gua e
critérios de potabilidade apontam consideracdes sobre a presenca de cianotoxinas e/ou
presenca de cianobactérias no corpo hidrico: CONAMA 357 e Portaria GM/MS n° 888.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), a partir da Resolugédo
CONAMA 357 estabelece os padrdes de qualidade da agua a diferentes classes,
classificadas a partir de sua destinacdo/usos. Nesta classificacdo, sdo analisadas 3 classes
de agua e nestas s@o determinados valores de densidades de cianobactérias para garantir a
protecdo da saude e bem-estar humano. Assim, ha trés limites maximos de densidade
celular para cianobactérias, de acordo com classe do corpo d’agua: Classe 1, os quais
destinam-se ao abastecimento para consumo humano pdés tratamento simplificado, dentre
outros, o limite maximo aceitavel (LMA) é de densidade maxima de cianobactérias de

20.000 célulassmL™. Para corpos hidricos de Classe 2, destinadas ao abastecimento para



consumo humano poés tratamento convencional além dos outros usos, € estabelecido
densidade celular maxima de cianobactérias de 50.000 células-mL™. Por fim, a Classe 3,
considera densidade celular méxima de cianobactérias de 100.000 célulasmL™
(CONAMA, 2005).

Ja o Ministério da Salde por meio da Portaria GM/MS n° 888 de 04 de maio
de 2021, estabelece os limites de controle e vigilancia dos padrdes da qualidade da agua
para 0 consumo humano e potabilidade (BRASIL, 2021). A portaria em vigor estabelece
limites maximos aceitaveis (LMA) para trés tipos de cianotoxinas: MC total, CYN e STX.

De acordo com esta regulamentacdo, é determinado que ocorra o
monitoramento mensal em todos os pontos de captacdo de dgua do manancial quando o
namero de células de cianobactérias ndo exceder 10.000 célulassmL™ e, semanalmente
quando o nimero de células de cianobactérias exceder este valor. Quando ocorrer um valor
maior que 20.000 célulassmL™ deve ser realizada a anlise semanal das cianotoxinas
microcistinas, saxitoxinas e cilindrospermopsinas. Além disso, deve-se identificar os
géneros de cianobactérias presentes. Para as cianotoxinas, a Portaria estabelece o LMA de
3,0 ug L™ para STX. Ja para CYN e MC total o0 LMA é o mesmo para ambas, sendo
estabelecida a concentragdo de 1,0 pg L™ para mananciais superficiais.

Em diversos paises, incluindo o Brasil, o tratamento de &gua convencional
consiste em duas fases: fisica e quimica, as quais estdo inseridas as etapas de coagulagéo,
floculacdo, sedimentacdo e filtracdo. Na etapa quimica, os oxidantes mais comumente
utilizados sdo: cloro, didxido de cloro, perdxido de hidrogénio, 0zonio e permanganato
(SHARMA et al., 2012). Porém, de acordo com EPA (2014), o uso de oxidantes, por
exemplo sulfato de cobre e ozbnio, oferecem risco para a disrupgéo celular e consequente
liberacdo de toxinas para a agua. O mesmo risco € observado para o uso do cloro no
tratamento da agua, uma que vez que, dependendo da concentragdo utilizada, possui o
agravante de possivel formacdo de subprodutos na 4gua com toxicidade equivalente ou
maior que a de cianotoxinas, alem da alta toxicidade em sua manipulagéo.

No entanto, processos como 0zonizagdo e 0 uso de peréxido de hidrogénio
ativado, quando aplicados de forma adequada, podem resultar em importante degradacao
do contaminante alvo, como observado na literatura. Esses oxidantes fazem parte dos
chamados processos oxidativos avancados (POA), que tém sido amplamente estudados
como tratamentos alternativos e ecologicamente viaveis para a remogdo destas toxinas na
agua, uma vez que os tratamentos convencionais utilizados atualmente ndo séo totalmente

eficazes na remocdo das cianotoxinas quando encontrados em concentracdes relevantes.



Muito embora a preservagdo e a ndo ocorréncia de cianobacterias em demasia seria a

melhor opcéo.

2.2.2 Processos Oxidativos Avangados (POA)

Os Processos Oxidativos Avancados (POA) sdo caracterizados pela producéo
de radicais hidroxila (HOs®), espécies transitorias altamente oxidantes e ndo seletivas em
sua oxidagdo. A formacdo de HOe de forma ndo seletiva possibilita a mineralizacdo de
compostos organicos, quando ocorre de forma completa, em didéxido de carbono (CO,) e
agua (SHARMA et al., 2012).

Dentre os POA existentes, destacam-se o Fenton, o foto-Fenton, UV/H20z,
ozonizagdo, radiagdo ionizante, dentre outros. Na Tabela 2 estdo exemplificadas alguns

POA e suas principais reagdes na geracéo de radicais hidroxila.



Tabela 2 - Processos oxidativos avangados e suas principais reacfes quimicas para a geragéo de radicais e

POA Principais reacoes

Fenton Reacéo Fenton:

Fe®* + H,0, — Fe** + OH + HO-
Regeneracao do ion ferroso:

Fe®* + H,0, — Fe®* + H' + HO",

Foto-Fenton Semicondutor fotolise:

H,0; + hv — 2HO-* (A <300 nm)

Regeneracao do ion ferroso:
Fe(OH)?* + hv — Fe?* + HO» (A < 450 nm)

UV/H,0; H,0, + hv — 2HO-
Oz6nio 0,
Método Dissociacdo termal da agua em presenca de ultrassom:
sonoquimico H,O +))) — HO- + He
Radiacéao Radiolise da agua:
ionizante H20 — (2,6)e g+ (0,6)He + (2,7) HO+ + (0,07)H,0; + (2,6)H;0" +
(0,45)H,

Fonte: BABU et al., (2019).

2.2.3 Radiacdo ionizante

A radiacdo ionizante é a energia, sob a forma de onda ou particula, necessaria
para remover ou ionizar elétrons de um atomo ou molécula (CHMIELEWSKI, 2005). A
existéncia das radiagdes ionizantes ocorre desde o inicio do universo, sendo, portanto, um
fendmeno natural. Na Terra, teve fungdo essencial na formacdo de elementos quimicos
essenciais para o inicio da vida no planeta, como por exemplo hidrogénio, oxigénio e
nitrogénio (SCOTT, 2014).

A radiacdo ionizante € encontrada sob duas formas: particulada, a qual inclui as
particulas alfa (o), particulas betas (), pdsitrons, néutrons, protons e ions pesados, € na
forma de radiacdo eletromagnética incluindo os raios-X e gama (y) (SCOTT, 2014). A
utilizacdo da radiacdo ionizante de forma comercial é realizada a partir de fontes de
radioisotopos artificiais de radiacdo gama e aceleradores de elétrons para irradiacdo por
feixe de elétrons. Os irradiadores com fontes de ®°Co (em alguns casos *’Cs) sdo

utilizados para a esterilizagdo de dispositivos médicos e alimentos devida a alta



penetrabilidade do raio y, enquanto que os irradiadores por feixe de elétrons tém sua
tecnologia voltada para a indUstria e sua aplicabilidade depende da energia do acelerador.
Durante o processo de radiagéo, a energia transferida para a matéria irradiada é
definida como “dose absorbida”, a qual ¢é a responsavel pela produgdo de ions e espécies
excitadas na matéria irradiada e, por consequéncia, na indu¢do quimica da radiacao
(WOODS, 1998). A unidade internacional de dose absorvida € o joule por quilograma
(J’kg™) ou Gray (Gy).
Quando a radiacdo ionizante é aplicada em matrizes aquosas, a degradacdo de
compostos organicos ocorre pelo processo de radidlise da agua (Equacgdo 1) no qual ha a
formacdo de radicais de espécie oxidativa (HOe) e redutiva (He, €5) (KURUCZ et al.,
1995; SMIETANKO-CHMIELEWSKA e CHMIELEWSKI, 2011). A molécula do
composto organico reage com os radicais formados e com a molécula de H,0..
H0 — (2,6)eaq+ (0,6)He + (2,7) HOe + (0,07)H,0; + (2,6)Hs0™ + (0,45)H, (1)

Na equacéo, o valor do rendimento (G) é determinado para 100 eV de energia
absorvida e estdo indicados com os valores entre parénteses. Este valor significa o nimero

de radicais, moléculas ou ions que sdo formados (ou destruidos) em uma solucao.

2.2.4 Irradiacdo por feixe de elétrons

Os aceleradores de elétrons séo categorizados em trés tipos: baixa, média e alta
energia, os quais sdo definidos de acordo com a energia do acelerador. A aplicagdo
industrial do acelerador ocorre de acordo com a finalidade com que se destinara seu uso,

conforme apresentado na Tabela 3.



Tabela 3 - Classifica¢@es, energia utilizada e principais aplicagdes de aceleradores de elétrons na industria.

Classificacdo  Energia (keV a

) Aplicacbes
(energia) MeV)

Baixa 150 keV a 300 keV Cura de tintas e vernizes;
Revestimento em papéis;
Circuitos eletronicos;
Desinfestacdo de sementes.
Média 300 keV a 5 MeV Tratamento de gases de combustéo;
Esterilizacdo de tecidos humanos;
Producdo de nanoparticulas por eletrocatalisadores;
Crosslink para reticulagdo de fios e cabos.
Alta 5 MeV a 10MeV Esterilizacdo de produtos médicos;
Enriguecimento de pedras preciosas;
Tratamento de efluentes industriais e domésticos;

Preservagdo e desinfestagdes de alimentos.

Fonte: CALVO et al. (2012); WOODS (1998).

O uso de aceleradores de elétrons para o tratamento de efluentes téxteis se
mostrou promissor com a constru¢cdo de uma planta-piloto em Miami, Flérida, EUA, no
ano de 1988 (KURUCZ et al., 1995). O tratamento consistia na combinacéo entre feixe de
elétrons (acelerador com energia fixada em 1 MeV e forga de feixe de 40 kW) e tratamento
bioldgico para a purificagdo do efluente téxtil sob fluxo continuo, obtendo decréscimo na
concentracdo total de poluentes apds o tratamento bioldgico, influenciada pelo tratamento
primario pelo feixe de elétrons, resultante na conversdo radiolitica do acido terepftalico,
principal poluente do efluente. Hoje essa unidade ja esta descomissionada.

No Brasil, diversos estudos demonstraram a eficiéncia da irradiagcéo por feixe
de elétrons no tratamento de poluentes complexos como efluentes domésticos (SAMPA et
al., 1995), esgotos e lodo (BORRELY et al., 1998), farmacos (SILVA et al., 2016;
TOMINAGA et al., 2018) e efluente téxtil (GARCIA et al., 2020).

BORRELY et al., (1998), por meio do tratamento por feixe de elétrons reduziu
a contagem total de bactérias em amostras de lodo resultante do tratamento de esgotos. As
contagens iniciais de bactérias estavam no intervalo de 2,0 x 107 até 2,6 x 10%g™. Ap6s o
tratamento das amostras com doses na faixa entre 4,0 e 10,0 kGy, obteve-se uma redugéo

de 3 a 5 ciclos log nas contagens totais de bactérias. JA com amostras irradiadas com 15,0



kGy estas resultaram em um nivel consideravel de higienizacdo, com contagens inferiores
a 10 colénias, formando unidades por mililitro em 17 amostras avaliadas.

Para o tratamento de efluentes téxteis GARCIA et al., (2020) indicaram que a
aplicacdo de doses entre 2,5 e 10 kGy para o tratamento do corante Red 239 foram
responsaveis pela reducdo significativa na toxicidade para a bactéria marinha Vibrio
fischeri e microcrustaceo Daphnia similis e, também, na reducéo de 95% na coloragdo do

efluente apos irradiacdo com 5 kGy.

2.2.5 Tratamento de cianotoxinas e cianobactérias

Estudos visando a aplicacdo da irradiacdo por feixe de elétrons no tratamento
de cianotoxinas e controle de cianobactérias sdo escassos, embora os resultados se
mostraram promissores para o controle deste poluente.

A primeira aplicacdo de feixe de elétrons para o controle de microalgas e
cianobactérias foi publicado por KANG (2004). O autor avaliou as espécies de agua doce
Chlorella sp., Scenedesmus sp., Microcystis sp., Dolichospermum sp. (antiga Anabaena
sp.), Oscillatoria sp e as espécies marinhas Prorocentrum micans, Prorocentrum mininum,
Scrippsiella trochoidea, Lingulodinium polyedra e Cochlodinium polykrikoides e os efeitos
da radiacao na atividade fotossintética e danos celulares pos irradiacdo com doses de 1 a 10
kGy. Os resultados mostraram uma diminuicdo de 40% na atividade fotossintética para
Microcystis sp. apos ser irradiada com 3 kGy, enquanto que espécies de microalgas
marinhas obtiveram 0 mesmo resultado quando expostos a dose de 1 kGy.

LIU et al., (2014) usaram a irradiacdo com feixe de elétrons para investigar a
inibicdo de M. aeruginosa. Apds 11 dias do processamento por radiacdo, a eficiéncia de
remocdo foi de 91 e 84% para 4,0 e 5,0 kGy, respectivamente, quando comparados ao
controle. A taxa de fotossintese diminuiu significativamente com doses entre 2 e 5 kGy.
No estudo, os danos causados pelo feixe de elétrons nas cianobactérias e posteriormente
observados nas enzimas antioxidantes demonstraram que as células ndao sobreviveram apds
a exposicado a radiacao.

Em outro estudo conduzido pelos mesmos autores, LIU et al., (2015)
estudaram os efeitos do feixe de elétrons no controle de M. aeruginosa e na degradacéo de
MC-LR. Houve flutuacdo na concentracdo intercelular de MC-LR nas doses entre 2 e 5
kGy, indicando que ha uma dose apropriada de feixe de elétrons capaz de inibir a producéo
de MC intracelular. A remocéao da concentracdo total de MC foi de 72,1% quando a dose
de 5 kGy foi empregada.



KIM e PONOMAREYV (2021) estudaram a exposi¢do das microalgas marinhas
toxicas Cochlodinium polykrikoides e Alexandrium catenella as doses de radiacdo de até 1
kGy. Foi observado que a dose de 1 kGy foi responsavel pela mortalidade de cerca de
79,0% e 82,0% nas amostras de Cochlodinium polykrikoides e Alexandrium catenella,
respectivamente. Para a espécie Alexandrium catenella, a concentracdo de compostos
téxicos foi de 41,34 para 16,21 fimol-cel™ na exposicdo da cultura em 0,3 kGy, enquanto
que a neurotoxina neo-STX, teve um decréscimo de 84% quando a microalga foi exposta a
1 kGy.

2.3 Detoxificagdo de cianotoxinas em meio aquoso por POA

A utilizacdo de POA tém se provado viavel devido ao sucesso da degradagédo
de uma variedade de efluentes industriais, pesticidas, efluentes da indudstria téxtil, produtos
farmacéuticos, dentro outros (BABU et al., 2019; SMIETANKO-CHMIELEWSKA e
CHMIELEWSKI, 2011). No entanto, em alguns casos, durante a utilizagdo do processo
pode haver a formacdo de compostos finais ou intermediarios toxicos. Dessa forma,
espera-se que testes de toxicidade sejam utilizados como ferramenta na avaliagdo da
detoxificacdo do efluente apos o tratamento por POA.

Assim, 0s ensaios ecotoxicoldgicos tém suma importancia na observacdo de
efeitos agudo e crénico do composto formado ao organismo-modelo, sendo o efeito agudo
a letalidade ou alguma outra manifestacdo do organismo como, por exemplo, a imobilidade
do organismo modelo. Enquanto que o efeito crdnico é observado em um longo periodo do
ciclo de vida do organismo, apresentando alteracbes no metabolismo, crescimento,
reproducdo, e até mesmo morte dos organismos apos longos periodos de exposicao,
normalmente envolvendo concentracBes inferiores aquelas que demonstraram efeito no
nivel agudo (ZAGATTO e BERTOLETT]I, 2008).

R1ZZO (2011) apresentou uma revisdo critica sobre os efeitos dos POA sobre a
toxicidade de diferentes classes de contaminantes (farmacos, efluentes téxteis, pesticidas e
a cianotoxina MC) a diferentes tipos de organismos-modelo encontrados na literatura
(invertebrados, microalgas, bactérias e peixes). Especificamente para a hepatotoxina MC, o
autor analisou sobre a utilizacdo de fotocatalise com TiO, e 0zbnio na detoxificacdo das
amostras analisadas.

Mais recentemente, LIRA et al., (2017) utilizaram ultrassom para a degradacao
da hepatotoxina MC e neurotoxina STX e avaliagdes de ecotoxicidade com o
microcrustaceo Ceriodaphnia dubia. De acordo com os resultados apresentados pelos



autores, nas amostras sem tratamento houve diminuigdo na reprodugdo do organismo
mesmo quando utilizado a menor concentracdo das toxinas MC e STX permitidas por lei, 1
e 3 ng'L?, respectivamente. Para as amostras tratadas com ultrassom, as mortalidades néo
foram significativas em nenhuma das concentragdes testadas.

No tratamento de cianotoxinas e remediacdo de cianobactérias por radiacéo
ionizante, FOLCIK e PILLAI (2020) apresentaram uma revisao critica sobre os principais
trabalhos até entdo publicados. Os autores discorrem sobre a necessidade de
desenvolvimento de pesquisa e a necessidade de diferentes abordagens para que ocorra um
melhor entendimento sobre os caminhos da degradacdo de cianotoxinas, em especial a
MC-LR, e a aplicacéo de feixe de elétrons. Ainda é enfatizada a necessidade de ensaios de
toxicidade com os produtos da degradacdo para que sejam melhores compreendidos a
viabilidade da aplicacéo desta tecnologia.

A partir do exposto, ressalta-se que ndo ha, at¢ o0 momento, estudos em que
investigam a aplicacdo de feixe de elétrons na degradacdo de cianotoxinas e os efeitos da
radiacdo no extrato de cianobactérias com a avaliacdo da detoxificacdo dessas amostras.
Desse modo, espera-se que este trabalho possa contribuir para um melhor entendimento na

aplicacdo desta tecnologia no tratamento deste contaminante ambiental.



3 MATERIAIS E METODOS

Os estudos foram conduzidos com a cianobactéria Microcystis aeruginosa
(CCIBt 3454) pertencente a colecdo de cultura de algas do Nucleo de Pesquisa em
Ficologia do Instituto de Botanica — SP e obtida por meio do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. A amostra foi
coletada na Represa Billings — estado de S&o Paulo, em janeiro de 2011 (JACINAVICIUS
etal., 2016).

A presente pesquisa foi conduzida em duas fases, conforme apresentada na

Figura 3, e a metodologia utilizada para cada uma dessas fases é apresentada a seguir.

Figura 3 - Fluxograma de Fases do desenvolvimento da pesquisa: 1) Implementacéo do cultivo da

cianobactéria no LEBA e 2) Irradiacéo por feixe de elétrons na suspenséo de cianobactérias.
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Fonte: autora da dissertacao

3.1 Implementagéo do cultivo e manutencéo da cianobactéria

A cultura monoespecifica de M. aeruginosa estabelecida no Laboratorio de
Ensaios Bioldgicos e Ambientais—LEBA no IPEN/CNEN-SP seguiu o seguinte protocolo:
cultura mantida em incubadora modelo Q315F25 (Quimis®) com fotoperiodo de 14 h
luz:10 h escuro, irradiancia de 56 + 3,5 umol photons'm™s™ e temperatura controlada em

24 °C = 1°C. O meio de cultivo utilizado foi o ASM-1, preparado a partir das quatro



solugdes-estoque de acordo com GORHAM et al. (1964), conforme apresentado na Tabela
4.

Tabela 4 - Solu¢do, reagentes, quantidade (g) e modo de preparo correspondente as solu¢des-estoque (mL)
para o0 meio de cultivo ASM-1.

Quantidade
Solucéo Reagente Preparo
(@)
A NaNO;3 1,7 Reagentes dissolvidos em agua
MgSQ,.7H,0 0,49 destilada em baldo volumétrico de
MgCl,.6H,0 0,41 200 mL
CaCl,.2H,0 0,29
B KH,PO4 0,68 Reagentes dissolvidos em agua
Na,HPO,.12H,0 1,79 destilada em baldo volumétrico de
100 mL
C H3BO; 2,84 Reagentes dissolvidos em agua
MnCl,.4H,0 1,39 destilada em bal&o volumétrico de
FeCl;.6H,0 1,08 100 mL
ZnCl, 0,335
CoCl,.6H,0 0,019
CuCl,.2H,0 0,0014
D EDTA 1,86 Reagentes dissolvidos em agua
(C10H14N2Na,0g,2H,0) destilada em baldo volumétrico de
100 mL

Fonte: autora da dissertacéo.

O meio de cultivo foi preparado a partir da adi¢do das solu¢Ges-estoque com as
sequintes proporcOes para cada litro: 20 mL de solugdo-estoque A, 2 mL de solugéo-
estoque B, 0,1 mL de solucdo-estoque C e 0,4 mL de solucdo-estoque D. O pH foi ajustado
para 8,0 com solugdes de NaOH 1M e HCI 1M.

Uma cultura matriz foi mantida em erlenmeyer de 125 mL com volume de 100
mL de meio de cultivo, e fechado com rolhas de algodédo e gaze, sendo a cepa repicada
mensalmente em prazo maximo de 25 dias. Para os procedimentos de manutencdo e
anélise, todos os materiais e o meio de cultura foram esterilizados em autoclave a 121 °C e

pressdo de 1,5 atm por 30 min.



3.2 Determinag&o do crescimento de M. aeruginosa

Os ensaios para a verificacdo dos efeitos da radiacao por feixe de elétrons no
cultivo da cianobactéria M. aeruginosa iniciaram-se pela determinacdo do crescimento da
cianobactéria em laboratério nas condigdes (laboratoriais) descritas anteriormente. A
caracterizacdo das quatro fases: lag, exponencial, estabilizacdo e morte se tornaram
referéncia para os demais ensaios realizados.

Para a confeccdo da curva de crescimento, durante todo o periodo de 30 dias,
foi retirada uma aliquota de 100 pL e fixada em solucdo lugol 5 %. As aliquotas foram
transferidas por capilaridade para a cdmara de Fuchs-Rosenthal e as células contadas em
microscopio eletronico com aumento de 400%. A partir desses dados, os ensaios com feixe
de elétrons foram realizados durante a fase exponencial de crescimento da cianobactéria.

ApoOs a determinacdo da curva de crescimento e definidos os dias que
compreendem a fase exponencial, foram calculadas as taxas de crescimento (p-dia™) e o
tempo de duplicacdo (G-dia™) por dia. Estas taxas foram calculadas de acordo com as
formulas: = (In N - In No)-(t — to)™* e G=In(2)-u}, sendo N e Ny o ntiimero de células-mL™
nos tempos t e to, respectivamente (FOGG e THAKE, 1987).

3.3 Irradiacdo das células da cianobactéria M. aeruginosa

A cianobactéria M. aeruginosa foi suspendida em meio ASM-1 e irradiada por
feixe de elétrons. Para o processamento por radiacdo ionizante foi utilizado acelerador de
elétrons (Dynamitron®) do CETER - IPEN que possui as seguintes especificacdes: energia
fixada de 1,4 MeV, poténcia de 37,5 kW, corrente elétrica de 25 mA e velocidade da

esteira de 6,72 m'min™ (Figura 4).



Figura 4 - Acelerador de elétrons (IPEN/CNEN - CETER)
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Foto: autora da dissertagdo.

Nesta fase, a suspensdo de cianobactérias foi irradiada e analises do
crescimento de cultura, concentracdo dos pigmentos fotossintéticos, concentracdo da
toxina intracelular e extracelular e os efeitos ecotoxicoldgicos pés irradiacdo por feixe de
elétrons foram avaliados.

As amostras (suspensao de cianobactérias) foram irradiadas em recipientes de
vidro de borossilicato. Cada recipiente tinha o volume de 246 mL, valor este definido para
que a irradiacdo ocorresse uniformemente em toda a amostra. As doses de radiacdo

utilizadas para as analises foram: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 10 kGy e o controle (dose 0 kGy).

3.3.1 Determinacdo das concentra¢des de clorofila-a (cl-a) e carotendides totais

As concentracOes de cl-a e carotendides totais foram determinadas conforme
ZAVREL et al., (2015) e foram analisadas nas amostras controle e irradiadas.

Descrevendo brevemente a extracdo e analise, uma aliquota da suspenséo de
M. aeruginosa irradiada em cada dose foi homogeneizada e centrifugada em 15000 g em
temperatura ambiente por 7 min e o sobrenadante descartado. Em cada amostra foi
adicionado 1 ml de metanol, resfriado previamente em 4 °C, seguido de homogeneizacao e
refrigeracdo em 4 °C por 20 min para extragdo dos pigmentos.

Apos o periodo de extracdo, a solucdo sobrenadante foi entdo colocada em
cubetas com caminho dptico de 1 cm e sua absorbéancia lida em espectrofotdmetro modelo
UV-VIS1800 (Shimadzu®), considerando como branco o mesmo lote de solucdo de
metanol utilizado para a extracao.

A concentracdo de cl-a foi determinada conforme apresentado na Equacao 2:

cl-a (ngrmL™) = 12,9447(Ases — Arzo) (2)



A concentragdo de carotenoides totais foi determinada conforme a Equacéo 3:
carotendides totais (pg'mL™) = [1000(Asro Avsg) — 2,86(cl-a (ugmL )21 G

3.3.2 Preparacdo das amostras para analise em LC-MS/MS e UHPLC

Para as analises das cianotoxinas, aliquotas de cada cultura foram coletadas
imediatamente apds a irradiacdo e centrifugadas por 10 minutos, com a coleta e
armazenamento do pellet para a determinagdo das MC intracelulares em microtubos de 2
mL e, o sobrenadante armazenado em tubos falcon de 15 mL. Todos os frascos foram
previamente pesados e, posteriormente com as amostras, congelados e liofilizados.

ApoOs o periodo de liofilizacdo, os microtubos e os tubos falcon foram
novamente quantificados e a extracdo das toxinas realizada com 500 pL de solugdo
metanol 70 %: &gua ultrapura do tipo 1 30 % (v/v). Apds a adi¢do da solucdo metanol, a
amostra foi sonicada com amplitude de 30 % por trés minutos (Soni Omni Disruptor®). O
extrato foi entdo filtrado com filtro de seringa em fluoreto de polivinilideno (PVDF) de

porosidade 0,22 um com o sobrenadante armazenado em vials até 0 momento das analises.

3.3.2.1 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC)

As analises foram realizadas em um LC-20D Shimadzu Prominence sistema
(Shimadzu, Kyoto, Japédo) equipado com uma matriz de diodos detector (DAD) - SPD
M20A acoplado a uma luz de desligamento de tempo quadrupolo (QTOF) espectrémetro
de massa (MicroTOF-QII; Bruker Daltonics, MA, EUA) equipado com uma fonte de
electrospray e controlado por uma estacdo de trabalho Bruker Compass / HyStar
(JACINAVICIUS, 2021).

3.3.2.2 Quantificacdo e identificacdo de MC extra e intracelular

A identificacdo e quantificacdo de MC foi realizada por cromatografia liquida
de alta performance acoplada a um espectrémetro de massa triplo-quadrupolo (HPLC-QqQ
I MS /| MS) Agilent 6460.



3.4 Andlises fisico-quimicas
3.4.1 Determinacdo de perdxido de hidrogénio (H,O,)

Embora ndo tenha sido possivel a determinacdo da concentragdo de H,O,
formada durante o processo de irradiacdo, ressalta-se que as analises foram realizadas
conforme método descrito por NOGUEIRA et al., (2005).

Brevemente, a concentracdo de H,0, é determinada indiretamente, a partir da
reacdo de H,O, presente na amostra com metavanadato em meio acido, conforme a
Equacdo 4:

VO3 + 4H* + H,0, - VO3* + 3H,0 (4)

A concentragdo foi determinada a partir da coloragdo alaranjada da solugéo

final resultante da formacdo do céatio peroxivanadio e a leitura da absorbancia no

comprimento de 450 nm em espectrofotdmetro modelo UV-VI1S1800 (Shimadzu®).

3.5 Ensaios ecotoxicoldgicos
3.5.1 Microcrustaceo Daphnia similis

Os dafinideos utilizados nos ensaios de toxicidade foram cultivados no
Laboratorio de Ensaios Biologicos e Ambientais no Centro de Tecnologia das Radiacdes —
IPEN/CNEN.

O microcrustaceo Daphnia similis (Crustacea, Cladocera) (Figura 5) € um
organismo planctonico filtrador, de 5 mm a 6 mm de comprimento e importante
consumidor priméario da cadeia trofica em ambientes dulcicolas. A reproducao é de forma

assexuada por partenogénese (RUPERT et al., 2004).



Figura 5 - Microcrustaceo Daphnia similis (Crustacea, Cladocera)

Foto: https://www.flickr.com/photos/pphotoex/23728136373. Acessado em 01 de abril de 2021.
As culturas matrizes de Daphnia similis foram cultivadas sob condicoes

controladas em incubadora modelo Q315M26 (Quimis®) em temperatura de 20 °C + 1 °C e
fotoperiodo ajustado em 16 h luz: 8 h escuro. Os organismos sdo mantidos em
cristalizadores com 2 L de agua de cultivo natural.

A manutencdo das culturas ocorreu em duas etapas: diaria e semanal. A
manutencdo diaria consistiu na retirada de neonatos e dos exoesqueletos liberados durante
as mudas. A alimentacdo foi realizada com a microalga Raphidocelis subcapitata (antigo
Pseudokirchneriella subcapitata) na concentracdo de 1 a 5 x 10° células para cada
dafinideo e complementada com a ragéo liquida (RL) na proporcdo de 50 uL-org™. Ja a
manutengdo semanal consistiu na renovagdo total da 4gua de cultivo em cada cristalizador
e posterior alimentacdo dos organismos seguindo a mesma propor¢cdo de algas e RL

descritas anteriormente.

3.5.1.1 Agua de cultivo e diluicdo

A &gua de cultivo e diluicdo foi coletada na area de protecdo de manancial no

reservatorio de Ribeirdo Pirai, no municipio de Salto- SP, Figura 6.



Figura 6 - Area de protecdo de manancial no reservatorio de Ribeirdo Pirai, Bacia do Rio Jundiai, no

municipio de Salto- SP.
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Fonte: autora da dissertacéo.

A agua foi coletada semestralmente e a dureza determinada por titulacdo e
ajustada em 45 + 1 mg CaCOsL™?, conforme a norma técnica L5.124 (CETESB, 1992).
Além disso, a cada coleta a viabilidade da &agua foi analisada, com a a exposi¢do de 40
neonatas de Daphnia similis com idades entre 6 e 24 h por 24 h, sem alimentacdo e
posterior contabilizacdo de organismos imoéveis/mortos. O limite de aceitabilidade para uso
da agua foi imobilidade/mortalidade igual ou inferior a 10 % do total de organismos

expostos.

3.5.1.2 Ensaio com substancia de referéncia e definicdo de carta-controle

Para os ensaios de sensibilidade foi utilizado como substancia de referéncia o
sal cloreto de potassio (KCI). Os organismos-teste foram expostos a cinco concentragdes-
teste nominais (12,5; 25,0; 50,0; 75,0 e 100 %) e o controle.

Para cada concentracdo-teste foram montadas quatro réplicas com 10 mL cada
uma e adicionados cinco neonatos, com idades entre 6 e 24 h de vida. Os ensaios foram
mantidos por 48 h protegidos da luz e temperatura em 20 °C £ 1 °C. Ao término de cada
ensaio foram contabilizados os ndmeros de individuos mortos ou imoveis, conforme a
norma técnica NBR 12713/2016 (ABNT, 2016). Os ensaios para a elaboragcdo da carta-
controle foram conduzidos mensalmente.

Os resultados obtidos foram analisados calculando-se a CEsp-48 h e seus
intervalos de confianca por meio do software GraphPad Prism v. 7.0. A partir dos valores
de CEs obtidos foi possivel calcular o coeficiente de variacdo (CV%) com valor maximo
de 30 %. Este CV% teve por objetivo verificar a precisdo do método utilizado e a

qualidade dos dados obtidos.



3.5.1.3 Ensaio de toxicidade aguda

Nesta etapa, os ensaios de toxicidade aguda foram conduzidos com a exposi¢ao
do microcrustaceo Daphnia similis a solugdo sobrenadante e a suspensdo de cianobactérias
apos o processo de irradiacdo. Como controle, foram utilizados a dgua de diluicdo, meio
ASM-1 irradiado e, também, o meio de cultivo ASM-1. Os parametros fisico-quimicos pH,
oxigénio dissolvido e condutividade foram verificados no inicio e final dos ensaios.

Igualmente ao método feito para a carta controle, foram feitas quatro réplicas
com 10 mL cada uma e adicionados cinco neonatos, com idades entre 6 e 24 h de vida,
para cada concentracdo-teste. Os ensaios foram mantidos por 48 h protegidos da luz e
temperatura em 20 °C + 1 °C. Ao término de cada ensaio foram contabilizados os numeros
de individuos mortos/imoveis. Novamente o software GraphPad Prism v. 7.0 foi utilizado

para o calculo da CEg-48 h.

3.5.2 Bactéria marinha Alivibrio fischeri (antigo Vibrio fischeri)

A bactéria Alivibrio fischeri € uma bactéria gram-negativa bioluminescente
(POLEZA et al., 2008). Os ensaios de toxicidade com a utilizacdo da bactéria luminescente
como organismo-teste tem por objetivo quantificar a intensidade luminosa e verificar o
guanto o contaminante analisado interfere em sua atividade metabdlica e, dessa maneira,
quantificar a toxicidade relativa da amostra a partir da diminuicdo de sua intensidade
luminosa.

Os ensaios de toxicidade seguiram a norma técnica NBR 15411-2 (ABNT,
2012). Para isso, foi utilizado o sistema Microtox (modelo M-500 — Microbics), Figura 7, e
a luminescéncia avaliada nos tempos 0 (lp) e 15 minutos (l3s) de exposicdo as

concentragOes-teste.



Figura 7 - Sistema Microtox (Modelo M-500 — Microbics)

Foto: GARCIA, 2020.
Como resultado da toxicidade da amostra, observou-se a porcentagem da

inibicdo de luminescéncia (%E)) em relacdo as diluicdes analisadas, conforme a

apresentado nas Equacbes 5, 6 e 7:

foy = T
0)
Iy = fiy X o) (6)
Irgy — 1
%E = ~2—19 % 100 ()
® o)

Sendo: f(y) o fator de correcdo em determinado tempo (t), [y, correspondente a

luminescéncia inicial para o branco em t=0 e I ;5 a luminescéncia final para o branco apos
15 min; I a corre¢do da emissdo luminosa calculada a partir do fator de correcéo, e I (o) a
luminescéncia inicial para a dilui¢do-teste no tempo 0.

Para a validacdo dos ensaios de toxicidade com a bactéria marinha, ensaios de
sensibilidade com a substancia de referéncia fenol foram conduzidos e posteriormente

plotados em carta-controle.

3.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por meio do software GraphPad
v7. O teste de Shapiro-Wilks foi utilizado para verificar a normalidade dos dados e quando
estes foram categorizados como ndo-normalizados, foi aplicada a analise de varidncia
(One-way ANOVA) com Teste de Dunnett afim de avaliar as amostras tratadas com o

grupo controle. Os testes foram realizados com significancia de 95% (p <0,05).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Implementac&o do cultivo da cianobactéria Microcystis aeruginosa

A curva de crescimento para a cianobactéria Microcystis aeruginosa foi obtida

durante um més de desenvolvimento, sendo apresentada na Figura 8:
Figura 8 - Curva de crescimento para M. aeruginosa em cultivo estabelecido no LEBA - IPEN/CNEN. Os
dados sdo representados pela média de trés replicatas (n=3); barras de erro indicam o desvio padrao (dp) de

cada conjunto de dados.
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Fonte: autora da dissertacéo.

Para a determinagdo da curva de crescimento foi utilizado um in6culo com
densidade celular inicial de cerca de 1,5 x 10° cel'mL™* em erlenmeyer de 500 mL com 250
mL de meio ASM-1, com agitacdo manual trés vezes ao dia.

Com as condicOes definidas em laboratério e explicitadas no item 3.1 foi
possivel delimitar quatro fases no crescimento da cianobactéria: a) fase lag, na qual n&o foi
observado o crescimento da cianobactéria e compreendeu o periodo de inoculacéo (dia 0)
até o dia 4 da cultura; b) fase exponencial, com aumento acentuado do nimero de células,
fase esta delimitada entre os dias 4 e 17; c) fase de desaceleracdo e estacionaria, observada
entre os dias 17 e 28, sendo este o Gltimo dia que se observou crescimento da cultura. Esta
fase representou diminuicdo no ritmo de crescimento, tornando-se constante o nimero de
células contabilizadas. A ultima fase (fase de morte) foi observada entre os dias 28 e 30 da
cultura, na qual ocorreu o decréscimo na densidade celular, além de mudanca da coloracéo

da cultura analisada.



A cepa apresentou densidade celular maxima de cerca de 1,2 x 10" cél'mL™ no
dia 17 de andlise do crescimento. A curva de crescimento obtida neste estudo corrobora
com o resultado apresentado por JACINAVICIUS et al., (2016) para a mesma cepa (CCIBt
3454) nos primeiros 17 dias de cultivo, quando utilizados os parametros temperatura de 23
°C % 2 °C, irradiancia de 40 — 50 pmol fétons'm*s™ e meio de cultivo ASM-1 com pH em
7,4,

As taxas de crescimento por dia e o tempo médio de replicacdo para a fase
exponencial de crescimento (cultivo entre 4 e 17 dias) foram de 0,114 p-dia™e 6,07 G-dia™,
respectivamente. Os valores se mostraram diferentes do obtido por JACINAVICIUS
(2010). A autora verificou taxa de crescimento de 0,183 p-dia™ e tempo médio de
replicacio de 3,8 G-dia™ para a mesma espécie (cepa SPC777) quando a cultura mantida
experimentalmente como controle foi exposta nas condigdes de 23 °C + 2 °C, irradiancia
de 40 — 50 umol fotons'm™s™ e meio de cultivo ASM-1 e fotoperiodo de 14 h luz: 10 h
escuro.

A partir dos resultados obtidos nesta primeira fase, os ensaios com a irradiacao

por feixe de elétrons na suspensao de cianobactérias foram definidos.

4.2 Irradiago por feixe de elétrons na cianobactéria Microcystis aeruginosa

Os resultados obtidos das culturas de Microcystis aeruginosa em dois periodos
da fase exponencial de crescimento (culturas com 7 e 15 dias de cultivo) foram
comparados a fim de estudar o efeito da irradiacdo por feixe de elétrons. Os pontos de
comparacdo foram: efeito inibidor do crescimento a partir de analises do espectro de
absorcdo das culturas entre os comprimentos de onda 380 e 780 nm; a concentracdo dos
pigmentos cl-a e carotenoides totais e, por fim; a toxicidade para o microcrustaceo
Daphnia similis e a bactéria marinha luminescente Alivibrio fischeri. As concentragdes de

microcistinas intracelulares e extracelulares foram determinados para a cultura com 7 dias.

4.2.1 Influéncia da irradiacdo no crescimento da cultura

Na Figura 9 € apresentada a evolucgéo das culturas de Microcystis aeruginosa

pelo tempo apds o processamento por radiacdo por feixe de elétrons.



Figura 9 - Cultura de M. aeruginosa ap6s exposicao a radiacdo por feixe de elétrons. O eixo horizontal é

representado pela dose (kGy) e o eixo vertical é o tempo decorrido apos a irradiacéo (h).
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Fonte: autora da dissertacéo
Embora seja uma analise visual sobre o efeito da irradiacdo na cultura de M.

aeruginosa, é possivel identificar que, a principio, a dose de 2 kGy ja estabelece possiveis
mudancas e degradacdo de estruturas fotossintéticas, como a clorofila-a, principal
pigmento e comumente utilizado para o monitoramento de fitoplancton.

O espectro de absorcdo entre os comprimentos de onda 480 e 780 nm da
cultura de M. aeruginosa ap06s a irradiacdo por feixe de elétrons consta na Figura 10, sendo

o resultado da analise de dois periodos da cultura, cultivo com 7 dias (coluna A) e com 15

dias (coluna B).



Figura 10 - Espectro de absorcéo entre os comprimentos de onda 480 e 780 nm da cultura de M. aeruginosa
pos irradiacdo por feixe de elétrons nos tempos de monitoramento 6 h; 24 h e 48 h. A) cultura com 7 dias e

B) cultura com 15 dias.
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Fonte: autora da dissertacao.

Primeiramente, para as amostras analisadas ap6s 6 h do processamento por
radiacdo, na cultura com 7 dias é possivel observar a formagdo de pico de absorcdo entre
os comprimentos de onda 580 e 630 nm entre as doses de 3 e 10 kGy. E possivel inferir
que essa regido do espectro esta relacionada a mudanca de coloragdo da cultura, conforme
visto na Figura 2. Além disso, nesta mesma regido do espectro, estd inserida a area
compreendida pela absor¢do de luz dos pigmentos ficobiliproteinas. O mesmo ndo ocorre
quando a cultura com 15 dias € tratada por feixe de elétrons, na qual a dose de 1 kGy
possui 0 mesmo espectro de absor¢do da amostra controle, ndo havendo formacéo de picos
de absorcéo adjacentes ao verificado no comprimento de onda 680 nm. Nas doses de 3 a 10
kGy, comparativamente, o pico de absorcdo em 680 nm € menos intenso, conforme é
apresentado na Figura 11 e discutido mais adiante.

ApoOs 24 h, as culturas tiveram comportamento distinto, sendo que a em 7 dias
apresentou espectro de absorcdo proximos entre as doses 0 (controle) e 2 kGy e 0 maior
registro de pico de absorcdo para a cultura irradiada com 1 kGy . J4, com o aumento de



dose, entre 3 e 10 kGy, ndo foi mais possivel observar pico méximo de absor¢cdo em 680
nm. Ja para a cultura em 15 dias, houve decréscimo na absorcdo para a dose de 1 kGy, e 0
espectro de absorcao na dose de 2 kGy proximo ao observado para as demais doses (entre
3 e 10 kGy).

Apesar dessas diferencas, em ambas culturas ainda foi possivel observar pico
maximo de absorcdo em 680 nm para a cultura irradiada com 1 kGy apos 48 h da
irradiacdo por feixe de elétrons, com espectros de absorcdo proximos ou igual ao
observado para a amostra controle. A cultura tratada com dose de 2 kGy teve maior
aumento na absor¢do na cultura com 15 dias, enquanto que a cultura com 7 dias
praticamente se manteve constante. Nas doses entre 3 e 10 kGy, ndo houve alteragédo no
padrdo do espectro. Pode-se observar, ainda, que o0s espectros de absorcdo obtidos
corroboram com a andlise visual apresentada na Figura 2, indicando inibic¢ao da cultura pos
tatamento por feixe de elétrons quando empregadas as doses entre 2 e 10 kGy.

A partir do exposto anteriormente, a absor¢do maxima obtidas para ambas
culturas no comprimento de onda de 680 nm pelo periodo de 48 h apds a irradiacdo por

feixe de elétrons é apresentada (Figura 11).
Figura 11 - Absor¢do maxima no comprimento de onda de 680 nm da cultura de M. aeruginosa pos

irradiacdo por feixe de elétrons. A) cultura com 7 dias e B) cultura com 15 dias.
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Fonte: autora da dissertacdo

Pode-se deduzir que com o aumento gradativo das doses de radiacdo, exceto na
amostra tratada com 1 kGy, as células sofreram progressivamente maiores danos ao DNA e

seus componentes metabodlicos. Tal fato pode ser explicado uma vez que a radidlise da



agua pode ter apresentado acdo direta, agindo diretamente na cadeia de DNA e na quebra
direta das estruturas celulares e, também, de maneira indireta, quando os radicais gerados
na radiolise da agua reagiram com as demais moléculas presentes em solucdo. Assim,
sugere-se que a formacdo de radicais gerada pela radiacdo possa ter causado danos
reversiveis a cultura, como visto na dose de 1 kGy e irreversiveis, como pdde ser
verificado anteriormente a partir dos espectros de absor¢éo das culturas irradiadas com as
doses entre 2 e 10 kGy. Dessa forma, nas amostras que receberam uma maior dose de
radiacdo, as culturas de M.aeruginosa demoraram mais para se recuperar dos danos
sofridos pela acdo da radiacdo ionizante, consequentemente ocasionando na redugdo do

pico de absorcdo e sugerindo a morte da cultura.

4.2.2 Influéncia da irradiagdo na producdo dos pigmentos fotossintéticos

As cianobactérias possuem uma gama de pigmentos para a absor¢do em
diversas areas do espectro de radiacdo, o0 que as tornam aptas a realizarem os processos de
fotossintese. Dentre eles estdo, principalmente, a clorofila-a, os carotendides e as
ficobiliproteinas. Varios autores concluiram que estes pigmentos podem ser afetados por
radiagcOes ionizantes do tipo UV-C (OU et al., 2012; PHUKAN et al., 2019), raios gama
(KANG, 2004; ZHENG et al., 2012) e feixe de elétrons (LIU et al., 2014, 2015).

A Figura 12 apresenta a variacdo na concentracdo dos pigmentos cl-a e de
carotendides totais nas amostras irradiadas por feixe de elétrons ao longo de 48 h para a
cultura com 7 e 15 dias.



Figura 12 - Concentracéo de clorofila-a e carotendides totais (ng'mL™) ap6s irradiagdo por feixe de elétrons
na cultura de M. aeruginosa. Os dados sdo representados pela média de trés replicatas (n=3); barras de erro

indicam o desvio padrdo (dp) de cada conjunto de dados. A) cultura com 7 dias e B) cultura com 15 dias.
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Primeiramente para a cultura com 7 dias, a concentracdo media de cl-a para a
amostra controle (0 kGy) foi de 0,373 para 0,731 pg'mL™ durante o periodo de 48 h,
indicando 0 aumento na biomassa e crescimento da cultura. Na amostra tratada com 1 kGy,
apos 24 h, a concentracdo média de cl-a foi maior do que o valor registrado para a
amostras controle no mesmo periodo, 0,685 ¢ 0,981 ug-mL'l, respectivamente. Este fato
corrobora com o que foi observado a partir do espectro de absorcdo da cultura (Figuras 10
e 11).

Na literatura, ha estudos que relacionam o uso de baixas doses de radiacao
ionizante ao aumento na concentracdo de cl-a, corroborando com o apresentado no
presente estudo. PONGSRI et al., (2021) relataram que limdes tratados com irradiacdo de
feixe de elétrons com dose 1 kGy e logo apds mantidos sob armazenamento, entre os dias
10 e 25, a atividade da clorofilase foi menor do que o observado nas amostras controle e
tratadas com 0,5 kGy. Indicando que, a dose de 1 kGy pode inibir a degradacao de cl-a e

manter as caracteristicas do fruto por mais tempo. O estudo sugere que logo apds a



irradiagdo esta dose pode suprimir temporiariamente a atividade da clorofilase, responsavel
pela degradacdo de cl-a e, consequentemente, aumentar o teor de cl-a, conforme observado
na Figura 12.

Resultado semelhante também foi observado por PHUKAN et al., (2019), os
quais verificaram que a concentracdo de cl-a teve aumento significativo apds 3 dias da
exposicdo a radiagdo UV-C nas doses de 6 ¢ 12 mJ-cm™ (cerca de 11,3 e 18,7%,
respectivamente). Apds 7 dias da exposi¢do, a dose de 12 mJ-cm resultou no aumento de
cl-a em 23,81 %. No mesmo periodo e dose, a concentracdo de carotendides aumentou
20,41 %. OU et al., (2012) demonstraram que sob vérias dosagens de UV-C (140 e 4200
mJ-cm™), as capacidades fotossintéticas de Microcystis aeruginosa foram reduzidas com o
aumento da radiacdo, acompanhadas por lise celular.

Para a dose de 2 kGy, a variacdo de cl-a apresentou aumento em sua
concentracdo, porém, menor do que o observado na amostra controle. Para as demais
doses, ap6s 24 h da irradiagdo por feixe de elétrons, houve diminuigdo significativa na
concentracdo de cl-a nas doses entre 3 e 10 kGy. Para os carotendides totais, houve
comportamento similar ao apresentado pela cl-a, com valor maximo de 0,291 pg'mL™ do
pigmento em 24 h do inicio das analises. Tal comportamento pode ser uma resposta ao
estresse oxidativo gerado pelo processo de irradiacdo, uma vez que os carotendides além
de serem pigmentos auxiliares na fotossintese, tém atuacdo como antioxidantes, garantindo
a protecdo celular contra os danos provocados pela irradiagéo.

Comparativamente aos resultados obtidos na cianobactéria cultivadas por 15
dias, a amostra controle (0 kGy) apresentou oscilagdo nas concentracGes de cl-a e
carotendides totais durante o periodo de analise, com valores dos pigmentos em 1,15 e
0,925 ug-mL’l, respectivamente, no inicio das andlises e atingindo 1,04 e 0,487 ugmL'1 em
48 h. A variacgéo se deve ao fato de que o periodo de cultura analisado compreende o final
da fase exponencial e inicio da estabilizacdo. Em estudo de LYCK (2004) foi verificado
que as células de Microcystis aeruginosa na fase estacionéria tardia continham até duas
vezes a quantidade de MC por cotas celulares em fase exponencial. Além disso havia,
ainda, as maiores cotas de proteina, carboidratos e clorofila comparativamente ao
encontrado na fase exponencial. J& nas culturas irradiadas por feixe de elétrons, ao
contrario do observado na cultura com 7 dias, houve reducdo nas concentracdes de cl-a e
carotenoides totais para todas as doses testadas, inclusive nas amostras tratadas com 1 kGy.

Quando sdo comparados os resultados aqui obtidos com estudos utilizando a

radiacdo por feixe de elétrons e gama, o presente trabalho se mostra mais promissor. LIU



et al., (2014) observaram uma diminuicédo da cultura em 91 e 84% para 4,0 e 5,0 kGy,
respectivamente, apds 11 dias do tratamento por feixe de elétrons. Ja a taxa de fotossintese
diminuiu significativamente com doses entre 2 e 5 kGy. KANG (2004) obteve uma
diminuicdo de 40% na atividade fotossintética para Microcystis sp. apds a cultura ser
irradiada com 3 kGy, porém o autor ndo especifica para qual periodo de tempo decorrido
apos a irradiacdo o resultado foi alcangado.

De modo geral, a diminuicdo significativa da concentracdo dos pigmentos
fotosintéticos sugere-se que o aumento da dose de radiacdo por feixe de elétrons tenha
comprometido as estruturas celulares e fotossintéticas da cianobactéria. Diversos
pigmentos, como clorofilas, carotenoides e ficocianinas desempenham papéis importantes
nos processos fotossintéticos e, também, na protecdo celular, como é o caso dos
carotendides totais.

Sugere-se que a geracdo dos radicais decorrentes do processo de radiolise
contribuam na geracao do estresse oxidativo e, como observado na dose de 1 kGy ocorra o
aumento da protecdo celular e consequente aumento na concentracdo de carotenoides
totais. O aumento crescente da dose e a geracdo de radicais induz a célula ao processo de
apoptose devido aos efeitos da quebra de proteinas e de componentes vitais para 0s
processos celulares. DE VOS et al., (1989) demonstraram que a célula sob estresse, o
oxigénio (O,) singlete (radical também formado em POA e na radi6lise da agua) se
acumula nos pigmentos clorofila e acessorios, podendo interromper seriamente o
metabolismo por meio de danos oxidativos aos componentes celulares. Além disso,
DEMMING (1990) demonstrou que os carotenoides tém capacidade de proteger a estrutura
fotossintética de foto-danos, podendo realizar a eliminacdo de O, singlete, o qual pode
causar danos oxidativos aos pigmentos, proteinas e estruturas fotossintéticas.

Os aspectos fisico-quimicos das culturas ap0s o processamento por radiacdo

por feixe de elétrons serdo abordados adiante.

4.2.3 Influéncia da irradiagdo nos parametros fisico-quimicos

A irradiacdo por feixe de elétrons também modificou pardmetros fisico-
quimicos na cianobactéria M. aeruginosa suspendida em meio ASM-1, conforme

apresentado na Figura 13.



Figura 13 - pH das cianobactérias M. aeruginosa suspendidas em meio ASM-1 ap0s irradiacéo por feixe de
elétrons. A) cultura com 7 dias e B) cultura com 15 dias. Os dados séo representados pela média de trés

replicatas (n=3); barras de erro indicam o desvio padréo (dp) de cada conjunto de dados.
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Fonte: autora da disseracéo.

Durante os ensaios, altera¢cdes no pH das cianobactérias suspendidas em meio
ASM-1 apos a irradiacdo por feixe de elétrons foram observadas. Na amostra controle, o
pH teve tendéncia de crescimento, com valores de 10,61 e 9,78 ap0s 48 h para as culturas
de 7 e 15 dias, respectivamente. Deduz-se que os valores de pH obervados nas amostras
controle decorre da aeracdo das culturas ocorrida antes das analises. De acordo com
WARD (1985) culturas de Synechococcus leopoliensis em que ocorreram a injecdo de ar
apresentaram valores de pH superiores a 9 em 4 dias de crescimento. O resultado foi
decorrente do aumento na densidade celular e deficiéncia de CO, dissolvido nas culturas
analisadas. Aumento no pH da cultura estatica também foi observado quando comparado
ao pH de cultura semi-continua de Dolichospermum doliolum, na qual ndo foi observado
quaisquer oscila¢Bes em relacdo ao pH (TRIPATHI et al., 2009).

Nas culturas irradiadas por feixe de elétrons, houve diminuicdo de pH do meio
com o aumento da dose. A diminuicdo de pH é resultante da geracdo de H,O, (embora ndo
detectavel pelo método utilizado no presente estudo), fons HzO" e possivel geragdo de
4cidos como sub-produtos da irradiacdo. E possivel notar que a cultura com 15 dias sofreu
maior variacdo de pH em 48 h do monitoramento atingindo, dentre todas as respostas a

irradiacdo, o menor valor de pH encontrado na dose de 5 kGy (6,48). E importante notar



que apos as irradiagdes, embora na cultura com 15 dias a variacdo de pH tenha se mostrado
mais acentuada apos 48 h da irradiacdo, a partir da dose de 3 kGy o valor de pH de ambas
culturas teve comportamento estavel, mantendo-se dentro do intervalo de 7,5 a 8,5. Isso
pode indicar que a radiacdo por feixe de elétrons teve um efeito méximo na alteracdo de
pH dessas solugdes até a dose de 2 kGy. Além disso, a irradiacdo por feixe de elétrons se
mostrou como um processo estavel e manteve uma faixa adequada de pH ao final do
processo, ndo sendo necessarios quaisquer ajustes de pH. Isso resulta em menor custo e
facilidade de operacéo.

Estudos em &guas continentais eutrofizadas mostraram que essas séo alcalinas,
com valores de pH excedendo 8,0 (LIU et al., 2020). Este fator é de suma importancia para
a eficiéncia da radiolise da agua e na geracdo de radicais que atuam na degradacdo das
toxinas e na inibicdo de M. aeruginosa. De acordo com LIU et al., (2020), a geracdo dos
radicais promovida pela radidlise da agua reage com o oxigénio dissolvido presente nas
amostras diminuindo a concentragdo de CO, com consequente diminui¢do do pH.

A diminuicdo no pH neste trabalho corrobora com o que foi verificado por LIU
et al., (2020), no qual os autores observaram um decréscimo do valor do pH na suspenséo
de M. aeruginosa irradiadas por feixe de elétrons. De acordo com o estudo, ap6s um dia do
processo por radiagédo, as culturas irradiadas com doses entre 2 e 5 kGy apresentaram pH
entre 8,0 e 8,25, valores estes proximos aos encontrados no presente trabalho. Os autores
ainda ressaltaram que, o monitoramento das culturas pelo periodo de 7 dias ap6s o
processo de radiacdo, a cultura irradiada com a dose de 1 kGy embora tenha apresentado
valores de pH menores do que o grupo controle, a fotossintese aumentou para a amostra
em questdo. Tal andlise também corrobora com os resultados apresentados anteriormente

para os pigmentos fotossintéticos aqui analisados.

4.2.4 Influéncia da irradiacdo nos metabolitos secundarios

4.2.4.1 MC intracelulares
A analise por redes metabolémicas permitiu observar o grupo molecular para
microcistinas intracelulares para as diferentes doses de radiagdo por feixe de elétrons,

conforme apresentado na Figura 14.



Figura 14 - Agrupamento de MC formado pela analise de GNPS com base nos espectros de fragmentagao
MS / MS obtidos das amostras intracelulares nas culturas de M. aeruginosa ap0s exposicao a irradiagdo por

feixe de elétrons. Os fons [M + H] * e [M + 2H] ?* est#o representados no agrupamento.
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Resumidamente, a analise metaboldmica pode ser definida como a anélise

Fonte: autora da dissertacéo.

qualitativa e quantitativa da diversa gama de metabdlitos, reunindo a maior quantidade
possivel de informacBes metabolicas de um organismo ou de um sistema bioldgico
(RAMOS et al., 2019).

As redes moleculares sao representacdes de conjuntos de dados de espectros de
massa gerados a partir da similaridade entre esses espectros. Inicialmente, 0s espectros
MS/MS que possuem razdo de massa e carga (m/z) quase idénticos sdo combinados e, a
partir deles, calcula-se a média para formar espectros de ‘consenso’, cada um dos quais é
representado graficamente na rede como um nodo circular. Os espectros sdo entdo
comparados e seus nodos correspondentes na rede sdo vinculados a arestas com base em
sua similaridade estrutural (WANG et al., 2016).

Neste estudo, o algoritmo GNPS (do inglés Global Natural Products Social
Molecular Networking) comparou automaticamente os espectros MS/MS obtidos para cada

amostra intracelular e extracelular apos a irradiagdo por feixe de elétrons, agrupando-os



com moléculas com massa idéntica e fragmentacdo padrdo. A ligacdo entre as moléculas
agrupadas seguiu uma classificacédo de cosseno de 0,65.

Dessa maneira, por meio das razbes de massa para carga (m/z) foram
identificadas as diversas variantes de MC. As MC ja sdo extensivamente analisadas em
literatura sobre seu modo de agdo e sdo largamente reconhecidas por serem produzidas
pela espécie Microcystis aeruginosa. Neste estudo in silico, houve o agrupamento de 17
ions, dos quais variantes foram identificadas e passiveis de quantificacdo, as quais serdo
abordadas adiante.

Além disso, a rede molecular obtida foi anotada usando-se a ferramenta in-
silico Dereplicator, ja presente no sistema GNPS. Esta ferramenta possibilitou a notagdo
dos compostos naturais peptidicos presentes nos dados MS/MS, grupo na qual estdo
inseridas as MC.

Assim, a partir dessa ferramenta foi possivel identificar e refinar os resultados
adquiridos de MC e comparados aos dados presentes na literatura, conforme apresentado

na Tabela 5.



Tabela 5 - Compostos verificados por LC-MS/MS e identificados via ferramenta Dereplicator e comparados

com a literatura nas amostras intracelulares apés irradiacdo por feixe de elétrons.

Férmula massa m/z [M+H]"
Microcistina A m/z
molecular peptidica  calculada literatura
MC-FR CsHisNpgO,  1028.53 1029.49  1029.5404  0.0504
MC-YR CsoH73N10013 1044.53 1045.49 1045.5353 0.0453
MC-LR CuoH7sNy O, 994.549 995.511 - -
MC-WR CsiHuNy Opp  1067.54 1068.5 1068.5513  0.0513
MC-7-(L-Serine) - 998.544 951.457 - -
analogue
MC-RR CuoH7Nyz0,  1037.57 103853 10385731  0.0431
[D-Asp3, (E)- CsoH7sNigO1s  1044.53 1031.47 10455353  14.0653
Dhb7]MC-HtyR
MC-M(O)R CsgH73sN1gO13S 10285 11005 1029.5074  70.9926
MC-LL Ca9H74N7O15 951.532 430.195 952.539 92.149
(M+2H)*
MC 3-D-Aspartic acid - 1023.55 512.759 - -
analogue (M+2H)?**
MC 2-L- - 1008.56 515.25 - -
Homoisoleucine (M+2H)*
analogue
MC-LM CagH7N; O15S  969.488 480.776 970.4954 8.9434
(M+2H)**
MC 2-L- - 1008.56 523.247 - -
Homoisoleucine (M+2H)*

analogue

Fonte: autora da dissertacédo.



A cianobactéria M. aeruginosa produz diversos compostos peptidicos os quais
diferenciam-se devido a pequenas mudangas em sua estrutura, dentro os quais incluem-se
as MC. Neste estudo, como dito anteriormente, dos 17 nodos observados, foi possivel
identificar 13 variantes de MC.

As variantes de MC apresentadas na Tabela 5 e suas razdes m/z nos nodos
agrupados e mostrados na Figura 14 permitiu inferir, de maneira qualitativa, que a
irradiacdo por feixe de elétrons degradou significativamente grande parte das MC
presentes nas células. Assim, das 13 variantes, os tipos MC-LR e MC-M(O)R sofreram
degradacdo total ja na dose de 3 kGy. Outra observagdo interessante foram os resultados
qualitativos na degradacdo das toxinas na dose de 1 kGy: as concentracGes se mostraram
iguais ou proximas aos da amostra controle, podendo enfatizar os resultados ja
apresentados no presente estudo, nos quais foram demonstrados que esta dose de radiacdo
ndo afeta de maneira significativa no crescimento e também, possivelmente, na producédo
destes metabolitos.

Outro ponto analisado foi a diferenca da massa considerada pelo modelo para a
classificacdo dos peptideos e os valores descritos em literatura. Para isso, foram
considerados as classificagdes das variantes de MC e os valores de razdo m/z realizados por
levantamento bibliogréafico realizado por SPOOF E CATHERINE (2016). Assim, foi
possivel verificar a variacdo na massa dentre a massa experimental e o presente em
literatura para o efeito de comparacéo e variagfes nos resultados obtidos.

Ja na abordagem quantitativa, para avaliar o efeito da radiacdo por feixe de
elétrons nas MC, a concentracdo de seis variantes foi identificada e quantificada nas
amostras intracelulares e extracelulares nas culturas cultivadas por 7 dias e irradiadas por
feixe de elétrons. As concentracbes médias da MC total e das variantes de MC
intracelulares nas amostras controle e irradiadas com feixe de elétrons sdo apresentadas na

Figura 15.
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Figura 15 - Concentragdo das MC intracelulares nas amostras controle e tratadas por feixe de elétrons logo
apos o processo de irradiagdo: (a) MC intracelulares totais e (b) variantes de MC intracelulares. Os dados séo
representados pela média de trés amostras (n=3); barras de erro indicam o desvio padrdo (dp) de cada
conjunto de dados, p<0000,1 (****).
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Fonte: autora da dissertacéo.

Primeiramente para o controle, foram quantificadas as variantes MC-RR, MC-
1031, MC-dmRR, MC-YR e MC-1044. A variante MC-RR apresentou a concentracao
média dentre todas aquelas que foram analisadas, com valor de 3,185 pg~L’1,
correspondendo a 49,44 % da concentracao média de MC total (6,442 ug'L'l). Em seguida,
a segunda variante mais observada foi a MC-1031, correspondendo a 17,37 % da MC total.
As demais variantes correspondem a cerca de 33,19 % da MC total intracelular.

Em geral, as culturas irradiadas por feixe de elétrons apresentaram diminuicao
na concentracdo média da MC total com o aumento da dose. Na cultura irradiada com 1
kGy, embora MC-RR tenha se mostrado predominante apés um tratamento de feixe de
elétrons dentre todas as variantes, houve diminuicdo de cerca de 35,93 % de sua
concentracdo intracelular em relacdo ao controle. Para a mesma cultura, as variantes MC-
YR e MC-LR apresentaram concentragcdes proximas de 0,389 e 0,424 ug-L'l,
respectivamente. A ocorréncia de MC-YR intracelular ndo é observada a partir da dose de
3 kGy, indicando degradacdo de 100% (concentracdo final abaixo do limite de detecgéo) a
partir da dose mencionada. A variante MC-dmRR foi completamente degradada somente

na Gltima dose testada (10 kGy).
60



De acordo com os resultados do teste one-way ANOVA para os grupos de MC
total intracelular e o controle, todas as doses por feixe de elétrons mostraram desempenho
significativamente diferente do controle (0 kGy) com p<0,001. A Figura 16 mostra a
diferenca de médias entre os grupos (controle e dose) analisados utilizando o intervalor de
confianca de 95 %.

Figura 16 - Intervalo de confianca de 95 % (Dunnett) em relagdo a amostra controle (0 kGy).

0 kGy - 10 kGy A —e—
0 kGy -5 kGyT —e—
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0 kGy - 3 kGyA —e—i
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0 kGy -1kGyH —e—
0 2 4 6 5
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Fonte: autora da dissertacéo.

Pode-se afirmar que ha aumento significativo nas diferencas de médias entre
grupos em relacdo ao controle com o aumento da dose empregada na cultura de
cianobactérias de M. aeruginosa. Ha tendéncia de crescimento com o aumento da dose em
relacdo as diferencas entre as médias. Porém, pode-se notar que as doses de 3, 4 e 5 kGy
apresentam diferencas médias relativamente proximas, ou seja, com a mesma tendéncia de
resultados na degradacao da toxina intracelular.

CORAL et al., (2013) observaram que culturas de Dolichospermum flos-aquae
apresentaram aumento de carbono organico dissolvido (COD) em solugdo durante a
ozonizagdo. Tal resultado pode estar relacionado a dois fatores: tamanho celular,
resultando na maior liberagdo de compostos intracelulares ou maior quantidade de
biomassa celular disponivel para oxidacdo. Além disso, 0s autores observaram que o
aumento na dose de 0zénio para 4 mg L™! ndo aumentou a concentracdo de COD, o qual
pode-se deduzir que doses menores ja sdo suficientes para a maxima degradacdo do
conteldo celular. No mesmo estudo, os autores também concluiram que nas culturas de M.
aeruginosa 0 aumento na concentracdo de 0zénio (0,5 para 2 mg L %) ndo resultou em
aumento na concentracdo de COD, indicando que para essa especie baixas dosagens

também séo suficientes para a completa oxidac¢ao do contetdo celular.
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O uso de agentes oxidantes para o tratamento de cianobactérias deve-se atentar
a dose utilizada, uma vez que estes processos atingem primariamente as glicoproteinas da
parede celular e da membrana plasmatica, glicolipideos ou certos aminoacidos (CORAL et
al., 2013). O aumento na dosagem de agentes oxidantes, sem o conhecimento prévio, pode
acarretar no aumento da concentracdo extracelular de compostos metabdlitos, inclusive
alguns potencialmente toxicos, afetando diretamente na qualidade da agua e toxicidade da
agua para diversos organismos.

A seguir serdo apresentados e discutidos as MC extracelulares identificadas em
cada cultura irradiada por feixe de elétrons e as implicacbes do aumento da dose de
radiacdo em cada um dos resultados obtidos.
4.2.4.2 MC extracelulares

Possiveis mudancas nos sobrenadantes de cada cultura irradiada por feixe de
elétrons foram estudadas a partir dos espectros gerados por MS/MS e andlise in silico. Os

compostos identificados nesta analise estdo apresentados na Figura 17.
Figura 17 — Agrupamento de MC formado pela analise de GNPS com base nos espectros de fragmentacdo
MS / MS obtidos das amostras extracelulares nas culturas de M. aeruginosa ap6s exposicdo & irradiacdo por

feixe de elétrons. Os fons [M + H] * e [M + 2H] ?* estéo representados no agrupamento
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Fonte: autora da dissertacéo.

A partir dos agrupamentos de espectros analise por redes metaboldmicas
permitiu observar o grupo molecular para MC extracelulares para as diferentes doses de

radiacdo por feixe de elétrons, conforme apresentado na Tabela 6. Neste grupo de amostras
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extracelulares, do agrupamento dos 7 nodos foi possivel identificar 3 variantes de MC que

sdo apresentados na Tabela 6.
Tabela 6 - Compostos verificados por LC-MS/MS e identificados via ferramenta Dereplicator e comparados

com a literatura nas amostras extracelulares apos irradiacao por feixe de elétrons.

o Formula massa m/z [M+H]"
Microcistina ] ) A m/z
molecular peptidica  calculada literatura
MC-FR CsyH73N10012 1028.53 1029.49 1029.5404 0.0504
MC-YR CsoH73N10013 1044.53 1045.49 1045.5353 0.0453
MC 3-D-Aspartic acid - 1023.55 512.759 - -

analogue

Fonte: autora da dissertacéo.

As variantes de MC apresentadas na Tabela 6 e suas razbes m/z nos nodos
agrupados e mostrados na Figura 17 permitiu inferir, de maneira qualitativa, que a
presenca de MC nas amostras extracelulares foi semelhante quando comparada a amostra
controle e as irradiadas por feixe de elétrons.

Nesta analise, cabe analisar que a variante MC-YR (m/z 1045,49) apresentou
concentracdo extracelular relativamente igual para todas as doses de radiagdo
comparativamente a amostra controle. O mesmo foi observado para a variante MC-FR (m/z
1029,49).

NATUMI e JANSSEN, (2020) estudaram a producédo de cianopeptideos e MC
e a relagdo nos efeitos dos estagios de crescimento e disponibilidade de nutrientes. Foi
observado que do total de cianopeptideos em M. aeruginosa as ciclamidas corresponderam
a cerca de 82 %, as cianopeptolinas a 14% e as MC a 4%. No mesmo estudo, 0s autores
observaram que as concentracdes desses cianopeptideos estavam ligados a determinada
fase de crescimento e a disponibilidade de nutriente no meio, a partir da relacdo N/P.

Na abordagem experimental das MC extracelulares, as concentracdes médias
da MC total e das variantes de MC extracelulares nas amostras de controle e irradiadas

com feixe de elétrons sdo apresentadas na Figura 18.
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Figura 18 - Concentragdo das MC extracelulares nas amostras controle e tratadas por feixe de elétrons logo
apos o processo de irradiagdo: (a) MC extracelulares totais e (b) variantes de MC extracelulares. Os dados
sdo representados pela média de trés amostras (n=3); barras de erro indicam o desvio padrdo (dp) de cada
conjunto de dados.
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Fonte: autora da dissertacéo

De modo geral, nos sobrenadantes da cultura controle e irradiadas por feixe de
elétrons foram identificadas e quantificadas somentes duas variantes: MC-RR e MC-
dmRR. No controle, a variante MC-RR apresentou concentragdo média de 0,378 pg-L™,
correspondendo a 57,81 % da concentragio média de MC total (0,654 pg'L™).

Diferentemente do observado para as MC intracelulares, como efeito imediato
a irradiacdo por feixe de elétrons ndo alterou a concentracdo média de MC total com o
aumento da dose. De acordo com os resultados do teste One-way ANOVA para 0S grupos
de MC total extracelular e o controle, todas as doses por feixe de elétrons mostraram
desempenho ndo significativamente diferente do controle (0 kGy). A Figura 19 mostra a
diferenca de médias entre os grupos (controle e dose) analisados utilizando o intervalor de

confianca de 95 %.
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Figura 19 - Intervalo de confianca de 95 % (Dunnett) em relagdo & amostra controle (0 kGy) para a MC total

extracelular.
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Fonte: autora da dissertacdo

Estatisticamente, ndo ha diferenca significativa na media em relacdo ao
controle com o0 aumento da dose empregada na cultura de cianobactérias de M. aeruginosa.
Dessa forma, em excecdo a dose de 3 kGy, a qual apresenta maior diferenca entre a
concentracdo média de MC total quantificada bem como as diferencas superiores e
inferiores determinadas pelo intervalo de confianca de 95 % com relacdo ao controle, as

demais doses estdo dentro dos limites obtidos para o controle.

4.3 Influéncia da irradiagdo por feixe de elétrons na toxicidade
4.3.1 Microcustaceo Daphnia similis

A partir das andlises dos diversos compostos metabdlicos identificados nas
amostras intracelulares e extracelulares, foram realizados ensaios de toxicidade com o
cladocero Daphnia similis com exposicdo a cultura de cianobactérias e ao sobrenadante de
cada cultura para analisar possiveis respostas distintas do organismo-teste. Assim, foram
realizados ensaios de toxicidade com Daphnia similis em quatro grupos de amostras, a
saber: culturas de M. aeruginosa cultivadas por 7 e 15 dias nas fases exponenciais com e
sem irradiacao por feixe de elétrons e os sobrenadantes (porcao da solucdo sem a biomassa
das cianobactérias) das culturas nas mesmas fases exponenciais e mesmas condicdes de
tratamento.

Para as culturas controle e irradiadas com feixe de elétrons com 7 dias, 0s
resultados de CEsp (48 h), os limites inferiores (L.I.) e superiores (L.S.) do intervalo de
confianca de 95 % e o coeficiente de correlacdo (R) para cada um dos ensaios Sao

apresentados na Tabela 7. -



Tabela 7 - Valores de CExp-48 h (%), limite inferior L.1. (%) e limite superior L.I. (%) e coeficiente de

correlacdo (R) das culturas de M. aeruginosa (cultivo de 7 dias) com e sem tratamento por irradiacéo por

feixe de elétrons nos ensaios de toxicidade com Daphnia similis. Os dados sdo representados pela média de

trés amostras (n=3) e o desvio padrao (dp) de cada conjunto de dados.

Dose (kGy) Ensaio CEso-45h (%0) L.1. (%) L.S. (%) R
0 1 1,711 - - 0,973
(controle) 2 2,014 - 2,283 0,940
3 2,123 1,869 2,367 0,950
Média * dp 1,949 1,869 2,325
+0,213
1 1 1,629 1,559 1,795 0,944
2 1,889 1,659 2,161 0,907
3 2,206 1,891 2,590 0,885
Média £ dp 1,908 1,703 2,182
+ 0,289 +0,170 + 0,398
2 1 2,583 2,294 - 0,931
2 2,742 2,441 - 0,928
3 2,754 2,310 3,271 0,884
Média £ dp 2,693 2,348 3,271 -
+0,095 +0,081
3 1 51,42 44,67 - 0,809
2 51,19 - - 0,918
3 51,50 - - 0,967
Média £ dp 51,37 44,670 -
+ 0,161
4 1 25,23 - - 0,950
2 22,19 19,81 24,760 0,965
3 35,28 28,25 43,380 0,866
Média + dp 27,567 24,03 34,070
+ 6,851 + 5,968 + 13,16
5 1 17,67 - - 0,983
2 14,51 - 17,26 0,940
3 13,56 11,68 15,65 0,916
Média + dp 15,247 11,680 16,455
+2,152
10 1 27,80 - 33,40 0,887
2 25,02 16,97 33,93 0,775
3 29,71 - - 0,964
Média £ dp 27,51 16,97 33,665
+ 2,358

Fonte: autora da dissertacéo.

Para as cianobactérias cultivadas por 15 dias irradiadas com feixe de elétrons

os resultados de CEsp (48 h), os limites inferiores (L.1.) e superiores (L.S.) do intervalo de

confianca de 95 % e o coeficiente de relacdo (R) séo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Valores de CExy-48 h (%), limite inferior L.1. (%) e limite superior L.1. (%) e coeficiente de

relacdo (R) das culturas de M. aeruginosa (cultivo por 15 dias) com e sem tratamento por irradiacdo por feixe

de elétrons nos ensaios de toxicidade com Daphnia similis. Os dados sdo representados pela média de trés

amostras (n=3) e o desvio padrdo (dp) de cada conjunto de dados.

Dose Ensaio CEsp-48h (%0) L.1. (%) L.S. (%) R
(kGy)
0 1 2,095 1,846 2,386 0,916
(controle) 2 2,083 1,836 2,362 0,915
3 1,862 1,537 2,282 0,819
Média + dp 2,013 1,740 2,343
+0,131 +0,176 + 0,054
1 1 1,731 1,557 1,939 0,933
2 1,936 1,703 2,212 0,912
3 1,923 1,675 2,215 0,896
Média + dp 1,863 1,645 2,122
+0,115 +0,077 + 0,158
2 1 6,695 2,747 15,50 0,369
2 2,481 1,958 3,229 0,798
3 3,418 2,539 4,658 0,787
Média + dp 4,198 2,415 7,796
+2,213 + 0,409 16,71
3 1 54,55 49,11 - 0,648
2 46,58 34,85 59,55 0,763
3 57,06 42,63 69,41 0,640
Média + dp 52,73 42,19 64,48
+ 5,472 +7,14 +6,972
4 1 36,78 30,57 43,97 0,898
2 24,98 21,76 28,61 0,949
3 35,38 28,95 42,74 0,892
Média + dp 32,38 27,09 38,44
+ 6,447 + 4,689 + 8,535
5 1 47,31 39,52 55,64 0,867
2 44,77 38,15 51,95 0,895
3 52,10 44,27 59,81 0,862
Média + dp 48,06 40,65 55,80
+ 3,722 + 3,212 + 3,932
10 1 78,34 - - 0,924
2 77,69 - 82,07 0,923
3 78,35 - - 0,912
Média+dp  78,13+0,378 - -

Fonte: autora da dissertacéo.

cada dose de radiacdo nos diferentes tempos de cultura de M. aeruginosa.

A Figura 20 apresenta uma comparacdo das CEsy (48h) médias obtidos para
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Figura 20 - Concentragdo efetiva em 50% dos organismos (CEsx,) ap6s exposicdo de 48 h nas culturas
controle (0 kGy) e tratadas por feixe de elétrons logo apds o processo de irradiacdo: nas culturas com 7
(verde) e 15 dias (roxo). Os dados séo representados pela média de trés amostras (n=3); barras de erro
indicam o desvio padrdo (dp) de cada conjunto de dados. p<0,001 (***) e p<0,0001 (****).

B cultura com 7 dias [l cultura com 15 dias

Ty

LR ELE)

CEzp 48 b (%)

Daose (kGv)

Fonte: autora da dissertacéo.

Os neonatos de D. similis expostos por 48 h as culturas apresentaram dois
comportamentos distintos. As doses de 1 e 2 kGy ndo tiveram diferenca com o valor médio
obtido na amostra controle. 1sso pode ser deduzido com os resultados de crescimento da
cultura e dos pigmentos fotossintéticos analisados no presente estudo e apresentados
anteriormente. Na dose de 1 kGy, a cultura ndo teve diferenca significativa em seu
desenvolvimento ap0s o processamento por radiacdo, atingindo no periodo de 48 h
crescimento préximo ao obtido pelo controle

Comparacdes através do teste One-way ANOVA indicaram que houve
diferencas estatisticamente significativas na faixa de dose 3, 4, 5 e 10 kGy nas culturas de
M. aeruginosa (valor p<0,001).

A Figura 21 apresenta a diferenca de médias entre os grupos (controle e dose)
analisados utilizando o intervalo de confianca de 95 % quando avaliado os valores médios
de CEs obtidos nos ensaios de toxicidade com Daphnia similis quando irradiadas as

culturas de M. aeruginosa cultivadas por 7 dias.
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Figura 21 - Intervalo de confianca de 95 % (Dunnett) das CE50 (48 h) dos ensaios de toxicidade com

Daphnia similis em culturas cultivadas por 7 dias.
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Fonte: autora da dissertacéo.

Estatisticamente, ndo ha diferenca significativa na média das CEsy em relagédo
ao controle quando analisados os ensaios de ecotoxicidade das culturas irradiadas com
doses de 1 e 2 kGy. Essa pequena desigualdade na diferenca entre as médias de CEsy nas
doses de radiacdo 1 e 2 kGy esta representada graficamente como proximo ao 0 no eixo de
diferenca de média entre grupos. Ainda neste grupo amostral, a dose de 3 kGy apresentou a
maior diferenca entre a CEsp, com relacdo ao controle (0 kGy). Assim, como o valor da
CEsp (48 h) médio foi muito maior do que o obtido para a amostra controle, estes se
encontram na regido negativa do gréafico. Regido esta que também abrange a comparacao
das doses de 4, 5 e 10 kGy.

Na Figura 22 € apresentada a diferenca de medias entre 0s grupos controle e
dose, em relagdo aos valores médios de CE50 obtidos nos ensaios de toxicidade com
Daphnia similis quando irradiadas as culturas de M. aeruginosa com 15 dias.
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Figura 22 - Intervalo de confianca de 95 % (Dunnett) das CEx, (48 h) dos ensaios de toxicidade com Daphnia

similis em culturas com 15 dias.
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Fonte: autora da dissertacédo.

Quando analisado estatisticamente os resultados de ecotoxicidade das culturas
de M. aeruginosa irradiadas por feixe de elétrons, novamente, ndo houve diferenca
significativa nas médias das CEsy quando analisadas as doses de 1 e 2 kGy. Esse grupo
amostral mostrou comportamento ecotoxicoldgico semelhante a cultura com 7 dias. Porém,
aqui, a dose de 10 kGy apresentou a maior diferenca entre a CEso com relagdo ao controle
(0 kGy).

Em geral, quando o microcrustaceo Daphnia similis foi exposto ao
sobrenadante das culturas de M. aeruginosa em crescimento por 7 dias, esta amostra ndo
apresentou efeito agudo aos organismos, mesmo na concentracdo de 100 % para todas as

doses de radiacdo utilizadas (Figura 23).

70



Figura 23 - Sobrevivéncia média (%) de Daphnia similis a concentracéo de 100 % do sobrenadante das
culturas de M. aeruginosa, com 7 dias, ap6s irradiacéo por feixe de elétrons. Os dados sdo representados pela

média de trés amostras (n=3); barras de erro indicam o desvio padrao (dp) de cada conjunto de dados.
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Fonte: autora da dissertacéo.

A sobrevivéncia média dos neonatos nas concentra¢gbes nominais de 100 %
para todos os sobrenadantes em todas as doses de irradiagao oscilaram entre 93,33 % (dose
de 1 kGy) e 100 % (dose de 4 kGy). Pode-se deduzir que o sobrenadante ndo se mostrou
toxico aos organismos mesmo com a concentragdo de MC determinadas para as amostras
tratadas por feixe de elétrons e, também, para a cultura controle. De acordo com LYCK
(2004) as maiores concentragdes de metabdlitos, incluindo as microcistinas, carboidratos,
proteinas, dentre outros, estdo em maior concentracdo no final da fase exponencial e
estabilizacdo da cultura. Fato este pode ter contribuido para a ndo letalidade de Daphnia
similis & esse sobrenadante.

A exposi¢cdo de Daphnia similis ao sobrenadante a cultura com 15 dias foi

realizada e o grafico de CEsg (48 h) é apresentado na Figura 24.
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Figura 24 - Concentracdo efetiva em 50 % dos organismos (CEs,) ap6s exposicao de 48 h ao sobrenadante
das culturas de M. aeruginosa, cultivo com 15 dias, ap6s irradiacdo por feixe de elétrons. Os dados sdo
representados pela média de trés amostras (n=3); barras de erro indicam o desvio padrdo (dp) de cada

conjunto de dados.
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Fonte: autora da dissertacéo.

As amostras sobrenadantes das culturas com 15 dias se mostraram mais toxicas
quando comparadas a cultura em inicio da fase exponencial. Vale notar que o sobrenadante
das amostras controle (0 kGy), 1 e 2 kGy ndo apresentaram efeito agudo a Daphnia similis.
Porém, houve aumento na toxicidade com o aumento da dose de radiagdo. A diferenca de
toxicidade quando comparada as fases das culturas indicam que a exposicdo de Daphnia
similis e sua tolerancia aos compostos observados no sobrenadante e nas concentracGes
encontradas sdo fatores determinantes para a toxicidade.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com diversos estudos
ecotoxicoldgicos na exposicdo de espécies do zooplancton a cianobactérias toxicas. Neste
caso, quando os organismos-modelo sdo expostos a culturas de cianobactérias ou extratos
brutos obtidos de floragdes toxicas. LIRA et al., (2017) observaram que suspensdo de
celulas liofilizadas das cianobactérias Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis
raciborskii com concentragdes das toxinas MC e STX entre 1 ug-L ™" para MC e 3 pg'L ™",
respectivamente, ndo resultaram em mortalidade significativa para Ceriodaphnia dubia.

MOHAMED et al., (2018) avaliaram por 10 dias o efeito da ingestdo da
cianobactéria M. aeruginosa no copépode Cyclops vicinus. Os autores verificaram que o
copépode apresentou alta taxa de pastejo, o qual variou de acordo com a densidade celular

de M. aeruginosa. Além disso, embora a producdo de MC pela cianobactéria tenha
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aumentado durante o periodo do experimento em relagdo a cultura controle, reafirmando
que a producdo de cianotoxinas pode ser uma tatica de defesa contra a predacdo, 0s
copépodes expostos ndo apresentaram mortalidade nem diminuicdo na taxa de crescimento
durante o experimento.

ESTERHUIZEN-LONDT et al., (2016) investigaram os efeitos de extratos
brutos de floragdes e misturas de cianotoxinas obtidas comercialmente para analisar 0s
efeitos no estresse oxidativo em Daphnia pulex. Foi observado que embora néo tenha sido
observado mortalidade dos organismos, o extrato bruto de floragdo se mostrou mais toxico
em relacdo ao estresse oxidativo nos dafnideos, resultando em peroxidacdo lipidica,
reducdo da atividade das enzimas antioxidantes e, também, maior tempo de recuperagdo

para diminuir o aumento da concentracdo celular de perdxido de hidrogénio.

4.3.2 Carta controle

A Figura 25 apresenta a carta controle com os ensaios de sensiblidade do
microcrustaceo Daphnia similis a substancia de referéncia cloreto de potassio (KCI). O
coeficiente de variacdo (CV%) obtido para os meses analisados foi de 11,02 %, valor
inferior aos 30 % recomendado pela agéncia de protecdo ambiental canadense

(Environment Canada, 1990).

Figura 25 - Carta controle de sensibilidade para o cladocero Daphnia similis a substancia de referéncia KCI.
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Fonte: autora da dissertacéo.
A realizacdo mensal dos ensaios de sensibilidade a substancia de referéncia

atua como controle da qualidade e confiabilidade dos dados obtidos nos ensaios de
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toxicidade. A partir dos resultados obtidos foi confeccionada a carta-controle (ou grafico-
controle) com a média e limites superiores e inferiores, relacionados duas vezes o desvio
padrdo acima e abaixo da média, respectivamente. Dessa forma, todos os ensaios de

toxicidade relacionados para o presente estudo foram validados a partir da carta-controle.

4.3.3 Bactéria marinha luminescente Alivibrio fischeri

Primeiramente, para garantir a confiabilidade dos dados gerados nesta etapa da
pesquisa, foi realizado o ensaio com a substancia de referéncia fenol. Desse modo, a
exposicao da bactéria a substancia gerou como resultado o valor médio de CE50 — 15 min
igual & 17,95 + 2,15 %. A anélise deste valor em carta-controle garantiu a viabilidade dos
ensaios de toxicidade, os quais serdo apresentados e discutidos a seguir.

A bactéria marinha luminescente Alivibrio fischeri foi exposta ao sobrenadante
das culturas de M. aeruginosa cultivadas por 7 e 15 dias. Como ndo houve efeito na
luminescéncia em baixas concentragdes, o percentual de inibicdo da luminescéncia foi
determinado para a concentracdo de 81,90 %, em todas as doses de radiacdo utilizadas
(Figura 26).

Figura 26 - Percentual de inibic&o na luminescéncia da bactéria Alivibrio fischeri quando exposta as amostras

sobrenadantes das culturas cultivadas por 7 e 15 dias com e sem tratamento por feixe de elétrons.
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Fonte: autora da dissertacéo.

A toxicidade das culturas de M. aeruginosa ndo foi possivel de ser determinada

para Alivibrio fischeri. Assim, somente as amostras sobrenadantes de cada uma das
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culturas apds o tratamento por feixe de elétrons foram analisadas e apresentaram efeito
adverso a bacteria marinha, como mostrado na Figura 25.

Nesses dois grupos de amostras (sobrenadantes das culturas de 7 e 15 dias), o
percentual da inibicdo da luminescéncia na cultura de 7 dias foi muito menor do que o
apresentado pela cultura de 15 dias, 3,82 e 33,24 %, respectivamente. Porém, nas amostras
que receberam a dose de radiacdo, na cultura de 15 dias ndo foram observados efeitos na
luminescéncia da bactéria nas culturas irradiadas nas doses de 3 e 5 kGy, enquanto que a
excecdo do controle, os maiores percentuais na inibicdo foram nas doses de 1 e 2 kGy. Ja
na cultura de 7 dias, o percentual de inibicdo foi mais expressivo, com maior valor
registrado na dose de 10 kGy (26,81 %). D’ORS et al., (2012) utilizaram o extrato bruto de
oito culturas de M. aeruginosa para comparar os resultados ecotoxicologicos dos métodos
ELISA e Microtox®. Os resultados por Microtox® mostraram que 0s extratos brutos
puderam ser divididos em trés grupos, classificados de acordo com os valores de CEsp 15
min obtidos para cada um dos extratos celulares das culturas de M. aeruginosa. Os
resultados mostraram boa correlagdo com os resultados determinados por teste ELISA.

LOPEZ FLORES et al., (2010) observaram que os resultados negativos de
toxicidade na exposicdo de Alivibrio fischeri as floragdes toxicas de cianobactérias pode
ser deduzida pela auséncia de compostos toxicos na agua, explicacdo que possa ser
estendida a avaliacdo do sobrenadante da cultura com 7 dias no presente estudo. Além
disso, outra possivel explicacdo pode ser devido a baixa toxicidade dos compostos
resultantes das floracOes a bactéria marinha.

A partir dos resultados aqui expostos, tém-se a comparacao entre aplicabilidade
da irradiacdo por feixe de elétrons na degradagdo de cianotoxinas e na inibi¢cdo do aumento
da biomassa da cianobactéria Microcystis aeruginosa aos demais processos utilizados para
o tratamento destes poluentes. Desse modo, WESTRICK et al., (2010) apresentou uma
revisdo sobre os diversos processos para a remocao/inibicdo de cianobactérias e
cianotoxinas aplicados no tratamento de agua. De acordo com os autores, a adi¢do de
oxidantes em uma das etapas de tratamento da &gua, como por exemplo o cloro, pode
promover, no caso da presenca de grandes densidades celulares, a lise celular e
consequente liberacdo de diversos metabolitos, dentre eles as cianotoxinas, piorando a
qualidade da agua que esta sendo tratada. Uma outra problemaética envolvendo o uso deste
composto é a alta toxicidade desta produto ja em sua manipulagdo e, também, na possivel

formacéo de subprodutos altamente toxicos.
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Ainda de acordo com os mesmos autores, quando avaliada a eficiéncia do
tratamento convencional para as cianotoxinas extracelulares, o processo mais comumente
utilizado é o carvao ativado (WESTRICK et al., 2010). Ha basicamente dois tipos de
carvao ativado gque sdo usados no tratamento de agua, um na forma de p6 e o outro na
forma granular (CAG). Quando na forma de po, é utilizado para tratar contaminantes
transitérios, sendo um tratamento temporéario. J& o0 CAG € colocado em leitos fixos, com o
objetivo de reduzir matéria organica natural, além de remover sabor e odor de diversos
compostos e adsorver compostos organicos sintéticos de origem industrial (WESTRICK et
al., 2010). E importante ressaltar que a eficiéncia do processo de adsorcio é altamente
dependente do contetdo presente no meio a ser tratado. De acordo com ABBAS et al.,
2020, a eficiéncia do carvao ativado no tratamento de cianotoxinas € influenciada pela
concentracdo de matéria organica (MO) presente na agua, uma vez que a MO possui uma
cadeia carbonica longa, o que influencia na adsorcdo de cadeiras curtas, como as
cianotoxinas.

Quando analisado o tratamento aplicado no Brasil, de acordo com manual
disponibilizado pela Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA), o guia atesta que embora o
carvao ativado seja capaz de remover cianotoxinas quando utilizado como processo de
tratamento Unico ou de forma combinada com o tratamento convencional, este material se
mostra seletivo ao tipo de cianotoxina. Dessa maneira, as hepatotoxinas e neurotoxinas sao
melhor removidas quando ha a utilizacdo do CAG enquanto que o carvao ativado em po
ndo se mostra eficaz quando usado para as mesmas cianotoxinas mencionadas (BRASIL,
2014). Além disso, o uso deste material durante a ocorréncia de floragBes de cianobactérias
e na concentracdo de cianotoxinas implica no aumento de custo no tratamento da agua.

Dessa maneira, a utilizacdo do processo de tratamento por radiacdo se mostra
mais vantajoso e econdmico quando ha evidéncias de floracbes de cianobactérias e
presencga de cianotoxinas. De acordo com Hossain et al., (2018) o custo é estimado em
cerca de US$ 0,041 para cada m®, considerando um tratamento de 200.000 m®de agua por
dia. Ainda neste valor, estdo sendo considerados os custos de operacdo, capacidade e o
descarte da agua tratada. Além disso, baixas dosagens de radiacdo podem ocasionar a
inibicdo e inativacdo de microrganismos, garantindo uma maior qualidade sanitaria da &gua

tratada.
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5 CONCLUSAO

A irradiacdo por feixe de elétrons apresentou diminuicdo consideravel no
crescimento e desenvolvimento da cultura de M. aeruginosa.

Durante o periodo de monitoramento de 48 h apds o processamento por
radiacdo, as concentracfes de clorofila-a e carotendides totais tiveram significativa
diminuigdo com o aumento na dose de radiacdo. Porém, na dose de 1 kGy houve, para
ambas culturas, aumento na concentracdo dos pigmentos em relacdo ao controle devido a
inibicdo da atividade de clorofilase.

Os efeitos nos parametro fisico-quimicos indicaram diminui¢cdo de pH com o
aumento da dose nas culturas irradiadas por feixe de elétrons. Também foi possivel
observar que a partir da dose de 3 kGy os valores de pH de ambas culturas se mantiveram
estaveis, mantendo-se dentro do intervalo de pH (7,5 a 8,5), indicando que a radiacéo por
feixe de elétrons teve efeito maximo na alteracdo nesta solucdo até a dose de 2 kGy.

O tratamento por feixe de elétrons se mostrou eficiente na degradagdo de MC
intracelulares, bem como para diversos metabdlitos que foram identificados por analise
metabolémica e posteriormente por espectros de LC-MS/MS, Além disso, a radiacdo
ionizante teve efeito nas microcistinas analisadas qualitativamente por meio de
espectrometria de massa. Ja nas amostras extracelulares, a concentragdo media de MC total
extracelular ndo sofreu variagdo com a irradiacéo.

Em relacdo aos ensaios ecotoxicotologicos para Daphnia similis, os resultados
se mostraram estatisticamente significativos a partir da dose de 3 kGy. Vale ressaltar que a
toxicidade apresentou significativa diferenca quando analisados os sobrenadantes de cada
cultura irradiada nas diferentes doses. Dessa maneira, a cultura com 7 dias teve percentual
médio de sobrevivéncia acima de 90 % em todas as doses de radiacdo testadas. J& o0s
ensaios de toxicidade com Alivibrio fischeri, a menor inibicdo na luminescéncia foi
observada a partir da dose de 3 kGy com a cianobactéria com cultivo de 15 dias.

Os resultados permitem apontar que a irradiacdo por feixe de elétrons se
mostrou uma tecnologia eficaz para a inibicdo do crescimento de M. aeruginosa com
resultados significativos na diminuigdo da concentracdo de MC total intracelular ja na dose
de 1 kGy. Dessa maneira, mostra-se viavel no tratamento desta espécie largamente
conhecida e identificada em floracGes toxicas de cianobactérias e produtora de toxinas

potencialmente toxicas ao ser humano e a diversos organismos.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se para trabalhos futuros o uso da radiacdo ionizante por feixe de
elétrons em amostras reais de floracdes de cianobactérias, uma vez que os constituintes da
agua influenciam na eficiéncia da irradiagao.

E necessario ensaios ecotoxicolgicos que analisem efeitos no sistema
reprodutivo e de crescimento nos organismos-testes por meio de ensaios de toxicidade
crbnica, uma vez que a exposicdo a determinada concentracdo da toxina ou a cianobactéria

ndo ocasionou a letalidade dos organismos testados.
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