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RESUMO

Este estudo objetivou identificar, quantificar e avaliar o potencial efeito
fitotoxico dos subprodutos formados na degradacdo de microcistina-LR
por processo Fenton. Para tanto, o estudo foi realizado no Laboratério de
Quimica Sanitaria e Ambiental (LAQUISA), localizado na Estacdo Experimental
de Tratamento Bioldgico de Esgotos Sanitarios (EXTRABES/UEPB) e seguiu
trés etapas seqiienciais: inicialmente foi realizado cinco ensaios de oxidacdo
Fenton com dosagens distintas, seguido da identificacdo dos subprodutos
formados deste processo e posteriormente foi observado o efeito fitoto-
xico, utilizando como organismo teste a Lactuca sativa. Foi constatado que
0 processo Fenton proporcionou alteragdes nos parametros fisico-quimicos,
tornando a qualidade de agua tratada compativel com os limites estabe-
lecidos pela Portaria revogada do Ministério da Salde Brasileiro. A melhor
dosagem do reagente Fenton para a agua em estudo, foi de 20 mM de
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(FeSO,.7H,0) e 60mM de (H,0,) que contribuiu para reducdo em 99 % de
turbidez € 99,9% de cor verdadeira e 96% de microcistina - LR. Analisando
os dados advindos dos ensaios de fitotoxicidade foi observado que o pro-
cesso Fenton ndo produziu um efluente atéxico em todos os tratamentos.
O crescimento médio das plantulas de Lactuca sativa apresentou varia-
cao de acordo com o percentual de amostra utilizado e apenaso T1 e T2
nao apresentaram toxicidade. Os resultados demostraram que os meta-
bolitos secundarios produzidos por Microcystis aeruginosa, bem como
os efluentes dos tratamentos avaliados, trazem uma série de impactos,
uma vez que afetam a fisiologia dos organismos fotoautotréficos aqua-
ticos e podem bioacumular ao longo da cadeia, acarretando graves
consequéncias.

Palavras-chave: Cianotoxinas, MC-LR, Processos oxidativos, Ecotoxicidade,
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INTRODUGAO

m decorréncia do réapido crescimento demografico mundial (6,4 bilhdes
= em 2004 a 7,7 bilhdes até abril de 2019), da acelerada urbanizacdo e
diversas atividades antropicas, os corpos hidricos estdo submetidos,
simultaneamente, a uma maior demanda de dgua e a deterioracdo de sua
qualidade por serem receptores dos residuos domésticos e industriais e soli-
dos descartados no ambiente. Dentre os processos que intensificam essa
deterioracdo, pode-se destacar a eutrofizacdo. Este processo consiste em um
rapido enriquecimento artificial dos corpos aquaticos devido ao aumento
das concentra¢des de compostos nitrogenados e fosfatados, o que resulta
no aumento do processo de producdo bioldgica dos mananciais, incluindo
as floracGes de microalgas e cianobactérias.

A espécie Microcystis aeruginosa é uma das cianobactéria formado-
ras de floragdes comumente encontradas em ecossistemas eutrofizados
de dgua doce e recebe grande atencdo das pesquisas pela sua ampla dis-
tribuicdo geografica em todos os continentes. Presentes em mananciais do
Nordeste Brasileiro, esta espécie produz a cianotoxina microcistina-LR - tipo
de hepatotoxina constituida por sete aminoacidos, que pode causar intoxi-
cacGes agudas e cronicas no sistema heptatico humano, que dependendo
da dose ingerida, possibilita a morte em algumas horas ou dias.

Diante da seriedade da problematica das cianobactérias no cenario
atual, inimeros estudos tém sido desenvolvidos no intuito de fomentar
conhecimentos relacionados a identificagdes dos organismos, degradacao,
tratamento, remocdo, toxicidade e efeitos dos metabodlitos sobre os seres
humanos e a biota aquética. A utilizacdo de Processos Oxidativos Avancado
(POAs) tem apresentado grande eficiéncia no tratamento de aguas eutrofi-
zadas e consequentemente na degradacao de microcistina-LR e na reducao
da toxicidade. Contudo, muitos destes processos, avaliam a eficiéncia de
tratamento apenas quanto a reducdo da concentracdao do composto, ndo
considerando a toxicidade final dos subprodutos formados.

O estudo toxicolégico de micropoluentes, pré e pos-tratamento, é uma
ferramenta para a determinacdo de efeitos deletérios de agentes quimicos
sobre o meio ambiente, possibilitando a verificacdo das caracteristicas ecoto-
xicolégicas de substancias quimicas, mecanismos de a¢cdo sobre organismos
vivos, definicdo de diretrizes para controle da qualidade de efluentes e ava-
liacdo da eficiéncia de processos de tratamento (RIZZO et al., 2011). Dessa
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forma, este estudo objetivou identificar, quantificar e avaliar o potencial
efeito fitotoxico dos subprodutos formados da degradacdo de microcistina
-LR por processo Fenton

METODOLOGIA

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Quimica Sanitéria e
Ambiental (LAQUISA), localizado na Estacdo Experimental de Tratamento
Biologico de Esgotos Sanitarios (EXTRABES) pertencente a Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB).

Extracdo e quantificagcdo da microcistina-LR.

Para realizacao do processo de extracdo e quantificacdo da cianotoxina
em estudo, utilizou-se a cepa da cianobactéria Microcystis aeruginosa (Word
Data Center Microorganisms 835) produtora da microcistina - LR.

Foi considerada a MC-LR total - a soma das fracOes extracelulares e
intracelulares. Para isso, as amostras de cultivo da cianobactéria foram sub-
metidas a trés ciclos de congelamento/descongelamento, com o objetivo de
provocar a lise celular e consequente liberacdo da toxina intracelular para o
meio extracelular (BROOKE et al., 2006; WANG et al., 2007). Para deteccao da
MC-LR remanescente no espectrometro de massa, foi necessario o emprego
de técnica de concentracao da amostra. Inicialmente realizou-se a filtra-
caode 60 mL daamostraem membrana de acetato de celulose (Millipore®) de
porosidade de 0,45 um e posteriormente o volume filtrado foi concentrado
cartucho octadecil C18 para retencao da microcistina-LR. Apds a amostra
concentrada, o filtrado foi descartado e o concentrado que foi adsorvido na
fase solida no cartucho foi recolhido e eluido com 5 mL de metanol, para
posterior quantificacdo.

Preparacgéo da dgua de estudo (AE)
Para realizacdo dos ensaios de degradacdo foi utilizada como matriz
a agua deionizadaacrescida do extrato semipurificado da microcistina

-LR, quantificado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a
Espectrometria de Massas (CLAE-EM). Foi determinado um valor na ordem

939



DIGITA e 1 o0
VI CONGRESSO NACIONAL o PESQUISA
£ ENSINO em CIENCIAS

d 10.46943/VI.CONAPESC.2021.01.051 ‘ Conopesc

de 5 ug.L* por representar uma situacao extrema de aguas naturais contami-
nadas por cianotoxinas.

Procedimento Experimental
ETAPA I: Processo Fenton

Os experimentos de oxidacao, coagulacdo, floculagdo e sedimentacao
com Fenton, foram realizados em equipamento de Jar test que simulou
as etapas iniciais que fazem parte do ciclo completo de uma Estacao de
Tratamento de Agua (ETA) convencional. O processo de filtrac3o foi realizado
porfiltros de papel de laboratério de filtragem rapida, para reter as particulas
ainda presentes apés as etapas anteriores.

Os experimentos foram realizados utilizando os pardametros operacio-
nais contidos na Tabela 1.

Tabela 1. Condic¢Ges operacionais adotadas no processo Fenton.

Condicdo Experimental Valores
Volume da dgua de estudo (mL) 2000
Razdo molar de Fe”: H.0, 1:3
pH de oxidacao 7.5
Tempo de oxidagdo (min) 10
Velocidade de agitagdo (rpm) 400
pH de floculagdo 8,5
Tempo de mistura rapida (min) 1
Velocidade de mistura rapida (rpm) 400
Tempo de mistura lenta floculagdo (min) 10
Velocidade da mistura lenta (rpm) 40
Tempo de sedimentacdo (min) 10

Fonte: Autor, 2021.

Para realizacdao dos ensaios de degradacao com oxidacao Fenton foram
submetidos cinco ensaios simultaneos utilizando de dgua de estudo (AE). A
concentracdo de perdxido de hidrogénio foi estabelecida com base na razdo
molar [Fe”]:[H,0,] de 1:3 para cada tratamento (Tabela 2).
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Tabela 2. Dosagens de Fe* e H O, para cada tratamento.

Dosagem de Dosagem de H O Proporc¢ao
Tratamento Fez*g(mM) g(mM) - (Fez'*):Hfoj)
T1 5 15 1:3
T2 55 16,5 1:3
T3 10 30 1:3
T4 15 45 1:3
T5 20 60 1:3

Fonte: Autor, 2021.

Em cada reator do Jar teste, contendo 2000 mL da AE, adicionou-se
solugdes de FeSO,.7H,0 e H,0, para cada tratamento. Em seguida, o pH rea-
cional foi ajustado para 7,5, pela adicdo de HCLA mistura foi mantida sob
agitacdo mecanica a 400 rpm. As reacdes de Fenton prosseguiram por 10
min. Decorrido o tempo, a reacao foi interrompida com o ajuste do pH para
8,5, pela adicdo de NaOH. Subsequentemente, a mistura foi agitada meca-
nicamente por 10s a 400 rpm (mistura rapida) seguida de uma etapa de
floculacdo, na qual a mistura foi mantida sob agitacdo a 40 rpm por 10 minu-
tos (mistura lenta). Apds a etapa reacional, a mistura foi mantida em repouso
por 10 min, o sobrenadante foi coletado, filtrado e subsequentemente carac-
terizado para os paramentos observados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros monitorados durante os ensaios de Fenton.

PARAMETROS METODOS
Cor verdadeira (uH) Espectrofotométrico 2120 C*
Turbidez (uT) Nefelométrico 2130 B*
Microcistina - LR (ug.L?) CLAE - EM

Standard Methods for the Examination of Waterand Wastewater (APHA, 2012).
Fonte: Autor, 2021.

ETAPA II: Subprodutos formados nos processos da
oxidagdo da microcistina-LR

Os fragmentos de degradacdo da molécula de microcistina- LR apds
cada tratamento foram identificados através de varredura no modo “FULL
MS2” utilizando o espectrometro de massas (LCQ FLEET) triplo quadrupolo
da marca ThermoScientific de interface Electron-Spray lon (ESI). O lon Max
Electrospraylonization (ESI) foi aplicado no modo de ionizacao positiva.
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Os sistemas foram controlados pelo software Xcalibur. Para uma melhor
seletividade das amostras, foram realizados no modo de aquisicao por
Monitoramento de fon Especifico com intervalo de varredura de 800 a 1100
m/z para MC-LR em 995,55 (M+1)". A voltagem do Spray foi de 5kV para o
modo positivo. A temperatura do capilar de transferéncia de ion, sheath gés,
gés auxiliar e gas de arraste foram 350 °C, 30, 10 e 0 (unidades arbitrarias),
respectivamente.

ETAPA lll: Bioensaios de fitotoxicidade utilizando como
organismo teste Lactuca sativa

Para realizacdo dos testes de fitotoxicidade, foram utilizadas amostras
comerciais de sementes de alface variedade Boston branca (Isla Pak), sem
defensivos agricolas, e taxa de germinacao do lote de 98%. Para os ensaios,
utilizaram-se placas de Petri de 10 cm de diametro. Em cada placa foi adicio-
nado um papel filtro qualitativo (marca Unifil, 80 g/m?) e nele adicionados
4 mL de amostra. Em seguida, 20 sementes de alface foram distribuidas de
forma equidistantes sobre o papel filtro de forma homogénea. Os ensaios
foram realizados em triplicata, as placas entdo foram cobertas com filme
plastico, a fim de manter a umidade, e incubadas no escuro (camara de ger-
minacdo tipo DBO, (marca SOLAB) a uma temperatura constante de 22 + 2
°C, durante 120 horas. Um controle positivo composto por solu¢do de ZnSO,
0,05N e um controle negativo por dgua destilada foram preparados nas mes-
mas condi¢des. A metodologia adotada para o teste de fitotoxicidade seguiu
as recomendacdes de Sobrero e Ronco (2004) modificadas por Young et al.
(2012)

Apds o periodo de incubacédo, foi verificado o nimero de sementes
germinadas em cada placa, bem como a medi¢do do comprimento das radi-
culas (cm), com auxilio de uma régua. Com estes resultados, foram avaliados
o fndice de germinacdo (IG), e o indice de crescimento relativo (ICR) para
cada amostra, utilizando as recomendacdes de Garcia et al. (2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizagédo da dgua de estudo (AE)

A dgua de estudo foi previamente caracterizada antes de todos os
ensaios realizados. Os resultados estdo dispostos na Tabela 4.
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Tabela 4. Caracterizacdo da dgua de estudo.

Pardmetros Médias
pH 7,8
Alcalinidade (mg.L'* CaCO3) 73
Dureza (mg.L* CaCO3) 56
Cor Aparente (uH) 100
Cor Verdadeira (uH) 55
Turbidez (uT) 24

MC-LR (ug.L?) 5

Conforme se observa a tabela 4, a 4gua de estudo apresentou pH
alcalino. A turbidez correspondeu a um valor de 24 uT, o que representa
aproximadamente 5x mais do que o valor exigido para dgua potavel pelas
recomendagdes da Portariaden°05de 2017, anexo XX do Ministério de Salde
Brasileiro. Observou-se uma elevada cor aparente com um valor quase 7x
maior (100 uH) em relacdo ao VMP pela portaria citada. Apos a adicao do
extrato semipurificado de MC-LR, a 4gua de estudo obteve concentracdo de
5ug.Lt, valorelevado, sendo este encontrado com frequéncia em ambientes
|énticos eutrofizados e indica riscos sérios a saide humana.

Ensaios de oxidagdo seguidos de coagulagdo,
floculacdo, sedimentacdo e filtragdo

Cor verdadeira

Sendo a cor verdadeira determinada por espectrofotometria, corres-
pondente a medida com a remocdo de particulas suspensas da dgua apés
a filtragao, verificou-se que o reagente Fenton foi eficiente na remocao da
cor verdadeira para todos os tratamentos realizados, apresentando valores
expressivos de remocdo (Figura 1). O valor médio inicial da cor aparente na
agua de estudo foi de 100 uH.Com a adicdo do coagulante este valor alcan-
cou 456 uH (Figura 1) quando utilizou a dosagem de 20 mM de (FeSO,.7H.0)
e 60mM de (H,0,) no T5. Apds o processo de 10 minutos de decantagdo,
observou um valor de 289 uH, para o mesmo tratamento, isto se deve ao fato
de que a reacdo de Fenton acontece de forma mais eficiente em valores de
pH moderadamente &cido, fazendo com que uma maior parte do ferro se
encontre na forma complexada, caso contrario contribui para a elevacdo da
cor aparente.
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Figura 1. Cor verdadeira remanescente apos oxidacdo Fenton, decantacéo e

filtracdo.
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Os valores de cor verdadeira ap6s o processo de filtracdo para os tra-
tamentos T3, T4 e T5, foram menores que o valor exigido pela Portaria
revogada de Consolidacdo do Ministério da Salde que estabelece valor de
15 uH. O tratamento T5 com dosagem de mM de (FeSO,.7H,0) e 60mM de
(H,0,) promoveu uma remogao de 99,9%, apresentando cor verdadeira resi-
dualde 0,05 uT.

Turbidez

Apds 10 minutos de sedimentacdo todos os tratamentos ndo apresenta-
ram valores de turbidez que atendem as recomendacdes da portaria vigente.
Sabe-se que a eficiéncia da etapa da filtracdo é avaliada pela reducdo da tur-
vacdo da agua. Convém que a turvacdo na saida dos filtros esteja entre 0,06
- 0,10 uT. Se o resultado for superior a 0,10 uT, normalmente deve-se a nao
eficacia das etapas anteriores, nomeadamente a coagulacdo, floculagdo e
flotacdo (CASTRO et al., 2015). Neste estudo, os valores de turbidez apés o
processo de filtracdo para os tratamentos T3, T4 e T5, foram menores que
o valor exigido pela Portaria revogada do Ministério da Salde que estabe-
lece valor de turbidez < 0,5 uT. O tratamento T5 com dosagem de 20 mM de
(FeSO,.7H,0) e 60mM de (H,0,) promoveu uma remocdo de 99,9%, apresen-
tando turbidez final de 0,08 uT, conforme observado na Figura 2.
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Figura 2. Turbidez remanescente apds oxidacdo Fenton, decantacdo e filtracdo
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Sabe-se que as analises de perdxido de hidrogénio residual permitem
inferir cronologicamente a formacao de radicais hidroxila e sua associacao
e consequente destruicao da molécula de interesse, neste caso a MC-LR. O
monitoramento dos niveis deste composto é indispensavel, uma vez que, a
presenca de peroxido residual pode causar sérios danos ao meio ambiente,
no caso de dguas residuais tratadas, ou sérios danos a satide da populacao,
no caso de agua destinada ao abastecimento publico

Microcistina - LR
Utilizando o pH 7,5 de coagulacdo para todos os tratamentos, foi verifi-

cado que houve eficiéncia de remocao de microcistina-LR para as dosagens
mais altas de (FeSO,.7H,0): 3 de (H,O.), conforme mostrado na Figura 3.
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Figura 3 - Microcistina - LR remanescente apos oxidacdo Fenton, decantacéo e
filtracdo.

Microcistina - LR

Fenton

A alta velocidade em que ocorre a reacao de Fenton, associada ao ele-
vado potencial oxidativo dos radicais hidroxila gerados pela mesma, fazem
com que uma grande quantidade do contaminante alvo possa ser removido
em poucos minutos. No estudo, a MC-LR remanescente apds 10 min de oxi-
dacdo, decantacdo efiltracao, as concentracdes detectadas nos tratamentos
(T3, T4 eT5) foraminferiores a 1 pg.L* tornado a dgua dentro dos padrdes de
qualidade estabelecido pela legislacdo atual.

O T5 promoveu remocao de 96% de microcistina - LR atingindo concen-
tracao de 0,15 pg.L ™. Estes resultados evidenciam o potencial de oxidagao
apresentado pelo processo de Fenton e também pelo fato do H,0, também
atuar como um agente oxidante, porém, com um potencial oxidativo menor
que o do radical hidroxila livre, o que faz com que em condicGes ideais para a
realizacdo da reacdo, ocorra uma elevada remocdo do contaminante.

Subprodutos formados nos processos da oxida¢cdo da
microcistina-LR

Os fragmentos de degradacao da molécula de microcistina- LR apresen-
taram massa/carga (m/z) de 69; 87; 135; 159; 213; 286; 374; 445; 553; 558; 682;
778; 866; 967 e 995 que se mostraram presentes com pequenas variacoes
de intensidade relativa nos 5 tratamentos realizados. Os fragmentos mais
encontrados na literatura foram de razoes m/z 866, 682, 599, 553, 375, 286
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e 214. Por outro lado, quando comparando os resultados obtidos por Miao
et al. (2010) e Chang et al. (2014) os autores identificaram intermediérios de
peso molecular de m/z 855, 853, 835, 827, 815 e 795 aplicando o processo de
ozonizagdo e com intensidade relativa em torno de 100%, o que diverge dos
fragmentos de fons identificados nos experimentos. Os fragmentos de razées
m/z 778,444,213 e 160 ndo foram encontrados na literatura.

Por ser uma molécula relativamente grande e apresentar varios grupos
funcionais em diversas posicGes, em cada grupo apresenta suscetibilidade
para rompimento das ligacoes gerando os subprodutos da degradacao
(SILVA, 2015). O processo de degradacao mediado por radical hidroxila se
inicia com aincorporacao de radicais hidroxila, usualmente 2, 3 ou 4, no gru-
pamento Adda. Posteriormente, rearranjos permitem a eliminagdo de grupos
mais labeis (por exemplo, Adda, leucina), assim como reacdes de ciclizagdo
intramolecular, que levam a formacdo de ciclos de menor massa molar.

A maior parte dos intermediarios identificados no estudo apresentou
a estrutura ciclica intacta e ao decorrer da degradacao os intermediarios
foram sendo linearizados, os peptideos com massa molar mais baixos pude-
ram ser identificados pela clivagem da por¢cdo MeAsp e L-Arg. Segundo Song
et al., 2009, esses fragmentos podem ter sido gerados pela clivagem de liga-
cOes peptidicas, uma vez que os nimeros de massa/carga correspondem a
diferenca entre a molécula precursora (MC-LR m/z 995) e as por¢coes dos pep-
tideos libertados. Os intermediarios formados durante o ataque da hidroxila
através da reacdo Fenton sobre a MC-LR apresentou melhor eficiéncia de
degradacao no T5. O espectro da fragmentacao da MC-LR obtido no trata-
mento T5 se apresenta na Figura 4.
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Figura 4. Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T5
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No estudo, as vias degradadas foram o anel aromatico, o grupo metoxi
doaminoacido ADDAeligacdo dupladoaminoacido MDHA. O ataque de radi-
cais hidroxila no grupamento Adda permite a eliminacdo de grupos quimicos
pouco estaveis, assim como reacdes de ciclizacao intramolecular formando
ciclos de massa molar menor. Os locais mais propensos ao ataque da HO®
sdo nas ligacdes duplas conjugadas devido a sua posicdo na molécula.

O fragmento com a relacdo massa/carga (m/z) 135 é caracteristico do
aminoacido ADDA presente na molécula e responsavel pela hepatotoxici-
dade sendo observado notratamento T14 em baixa intensidade. O fragmento
Glu - Mdha, representado pela m/z 213 apresentou intensidade relativa de
12,4. E importante destacar que o fragmento (m/z) 445 apresentou elevada
intensidade e segundo ZONG et al., (2015), este subproduto representa o ami-
noacido [Ala - Leu — MeAsp + Larg + H'] e tém férmula molecular C,,H, N.O,.

Fitotoxicidade utilizando como organismo teste a

Lactuca sativa

Os dados dos ensaios de fitotoxicidade aguda para o organismo Lactuca
sativa, com Microcystis aeruginosa e o efluente Fenton sdo apresentados a

948



DIGITA e 1 o0

VI CONGRESSO NACIONAL oe PESQUISA
£ ENSINO em CIENCIAS

d 10.46943/VI.CONAPESC.2021.01.051 ‘ Conopesc

seguir. Considerado um teste estatico de toxicidade aguda, através do qual
podem ser avaliados os efeitos fitotdxicos que a presenca de determinadas
substancias pode vir a ocasionar durante o processo de germinacao das
sementes e no desenvolvimento das mudas durante os primeiros dias de
crescimento, neste estudo os resultados sao expressos em termos de com-
paracdo percentual com relacao ao grupo controle.

O ensaio de germinacao apresentado na Figura 5 evidenciou toxicidade
aguda tanto nas amostras de Microcystis aeruginosa quanto nas amostras
submetidas ao processo Fenton.

Figura 5. Toxicidade aguda, expressa sob a forma de comparacdo percentual com
relacdo ao controle. Percentual de inibicao de germinacdo em L. sativa exposta a
diferentes concentracGes de Microcystis aeruginosa e efluente Fenton (EF) tratado
(valores acima da linha pontilhada representam resposta positiva para toxicidade
em comparacao ao controle).
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Nas sementes expostas a Microcystis aeruginosa observou-se que todas
as concentragoes de exposicdo inibiram a germinacao. Quando as sementes
foram expostas a uma concentracao 50, 75 e 100 % de Microcystis aeruginosa,
uma inibicdo de 100% na germinacdo foi observada, denotando a elevada
toxicidade da cepa de cianobactéria. Mesmo apos o tratamento Fenton, a
maioria das concentra¢les causou inibicao na germinacdo. No entanto, o
T5 com concentragao de 50, 75 e 100 % apresentou toxicidade aguda, com
inibicao de 100%, conforme observado na Figura 5.
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A presenca de toxicidade aguda nas amostras Microcystis aeruginosa e
o efluente Fenton também foi constatada com a avaliagcdo do crescimento
radicular. Entretanto, a inibicdao do crescimento radicular foi mais evidente
nas amostras de Microcystis aeruginosa como pode ser observado na Figura
6.

Figura 6. Toxicidade aguda, expressa sob a forma de comparacdo percentual com
relacdo ao controle. Percentual de inibicdo do crescimento radicular em L. sativa
exposta a diferentes concentracoes de Microcystis aeruginosa e efluente Fenton
(T) tratado (valores acima da linha pontilhada representam resposta positiva para

toxicidade em comparacao ao controle).
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Ainibicdao do crescimento radicular pode estar relacionada ao blogueio
da acdo de citocina e auxina, fitormdnios que influenciam em processos
de desenvolvimento, como ativacao de genes, taxas de expansado e divisao
celular (RAVEN et al.,, 2010). Além da microcistina-LR, outra possivel fonte de
toxicidade é o lipolissacarideo, presente na parede celular de M. aeruginosa,
sendo um provéavel desregulador osmotico (BEST et al., 2013).

Em Lactuca sativa ndo foram observados efeitos sobre o crescimento
radicular, uma vez que o ICR dos tratamentos de 1 a 3 ficou dentro da faixa
considerada sem efeito (ICR > 0,8 ou < 1,2) (YOUNG et al., 2012). Nos testes
estatisticos também ndo houve diferencas significativas entre controle nega-
tivo e extrato bruto.

Os mecanismos de absorcao e metabolizagdo de microcistina-LR,
presente no extrato bruto, tem como principal atuacao o gene mlrA
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(microcistinase), que é uma metaloprotease, considerado a enzima mais
importante do mecanismo de metabolizacdo de microcistina, pois a estru-
tura ciclica promove estabilidade contra outras proteases e outros fatores
quimicos. Porém, sabe-se que as enzimas glutationa S-transferase e glu-
tationa peroxidase funcionam como agentes de desintoxicacdo e defesa
contra xenobidticos. Desta maneira, infere-se que a microcistina-LR ou
outros subprodutos presentes no extrato podem ser oxidados por estas enzi-
mas, sendo metabolizados pelas plantulas (BOURNE et al., 2001).

Hereman (2010) observou aumento da atividade enzimética de peroxi-
dases e bioacumulacao de microcistina-LR em tecidos de alfaces expostas
a extrato bruto de M. aeruginosa. Segundo Salvatore et al. (2008), a inibicao
do crescimento radicular depende de alguns fatores, como: tipo de amostra,
concentracdo e espécies testadas. Esses fatos, possivelmente, explicam a
auséncia de efeitos inibitérios do extrato bruto sobre as radiculas de L. sativa.

Alguns estudos corroboram com isto, a exemplo da pesquisa realizada
por Freitas e colaboradores (2015), que avaliaram os efeitos de concentra-
cdes ambientalmente relevantes (1, 10 e 100 pg.L?) de MC-LR, CYN e uma
mistura MC-LR / CYN no crescimento, sistema de defesa antioxidante e
conteldo mineral em Lactuca sativa. No geral, a atividade GST aumentou
significativamente nas raizes, ao contrario da atividade GPx, que diminuiu
nas raizes e nas folhas. O conteldo mineral nas folhas de alface mudou
devido a sua exposicao a cianotoxinas. Os efeitos da mistura MC-LR/CYN
foram quase sempre semelhantes as cianotoxinas Unicas, embora o MC-LR
pareca ser mais toxico que o CYN. Os resultados sugerem que a Lactuca
sativaem estagios ndo iniciais de desenvolvimento, sdo capazes de lidar
com concentracdes mais baixas de MC-LR, CYN e a mistura MC-LR/CYN; no
entanto, concentracdes mais altas (100ug.L?) podem afetar o rendimento da
alface e a qualidade nutricional.

Levizou et al. (2017) investigaram o efeito da agua de irrigacdo rica em
microcistinas (MCs) em alface de diferentes estagios de desenvolvimento,
durante um periodo de dois meses, desde a germinacdo das sementes até
a colheita em tamanho comercial da planta. Foram avaliados quatro gru-
pos de L. sativa que receberam dgua enriquecida de MCs (1,81 ug.L*). Foram
medidos o crescimento da alface, o desempenho fotossintético, as carac-
teristicas bioquimicas e minerais, bem como o acimulo de MCs nas folhas,
raizes e solo. O desempenho geral da alface em vérios estagios de desenvol-
vimento apontou para o aumento da tolerancia, uma vez que o crescimento
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mostrou pequenas alteracdes e os antioxidantes nao enzimaticos permane-
ceram inalterados. As plantas que receberam agua rica em MCs no estagio da
semente exibiram maior capacidade fotossintética, clorofilas e teor de nitro-
génio nas folhas. No entanto, ocorreu um acimulo consideravel de MCs em
varios tecidos vegetais. Quanto mais cedo as plantas de alface comecaram a
receber dgua rica em MCs, mais MCs acumularam nas raizes e folhas. Os coti-
lédones apresentaram concentracdes de MCs duplicadas em comparacdo
com os respectivos tecidos do grupo 4 folhas. Além disso, as raizes acumu-
laram quantidades significativamente maiores de MCs do que as folhas do
mesmo grupo de plantas. Os resultados indicaram que a irrigacao de alface
com agua rica em MCs pode constituir um sério risco a salide publica, espe-
cialmente quando a agua contaminada é recebida desde os estagios iniciais
de desenvolvimento (semente e cotilédone).

Um estudo de campo de 120 dias foi realizado por Cao et al. (2018) obje-
tivou avaliar a bioacumulacdo de congéneres de microcistina (MC) em um
sistema solo-planta, bem como o risco a salde humana ao consumir plan-
tas comestiveis irrigadas com agua contaminada por MCs. A dgua do lago
apresentava floracoes de cianobactérias naturais e agua do lago contendo
floracOes de cianobactérias naturais diluidas com dgua da torneira, foram
usadas para irrigar alface e arroz. Um tratamento adicional envolvendo
a fertilizacdo com cianobactérias foi aplicado apenas no experimento de
alface. Foi verificado que as concentragdes de MCs em solos, raizes, folhas
e graos (arroz) foram detectados. No sistema solo-alface, os trés congéne-
res de MC em solos fertilizados com cianobactérias ndo foram detectados.
No sistema solo-arroz, a maior concentracdo de MCs foi acumulada nas rai-
zes, entretanto, a concentracao de MCs que se acumularam nos graos foi
extremamente baixa, com uma concentracao total de MCs de 5,2 (MC-LR 2,1,
MC-RR 2,0, MC-YR 1,1) u. kg''no tratamento de &gua do lago. Os resultados
obtidos com os indicadores de crescimento sugerem que a bioacumulacao
de MCs em plantas comestiveis ndo esta necessariamente associada a efei-
tos fitotoxicos.

Objetivando avaliar a suscetibilidade de dois vegetais verdes, espinafre
e alface, sobre diferentes concentracdes de microcistinas (MC) e cilindros-
permopsina (CYN), individualmente e em mistura, Cabello e colaboradores
(2019), cultivaram os dois vegetais em hidroponia, sob condi¢des controla-
das, por 21 dias em meio nutriente dopado com MC,CYNa 10 e 50 pug.L',eem
mistura CYN/MCab5+5ug.Lte25+25ug.L* Aobtencdo destas cianotoxinas
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foi através dos extratos de Microcystis aeruginosa e C. ovalisporum. O estudo
revelouinibicdo do crescimento da parte aérea (folhas) em ambas as espécies
quando tratadas com 50ug.L*de mistura MC, CYN e CYN / MC. A cianotoxina
MC mostrou ser mais prejudicial ao crescimento das plantas do que o CYN.
No geral, os dados de crescimento evidenciaram o aumento da sensibilidade
do espinafre as cianotoxinas em comparacao a alface. Por outro lado, as
plantas expostas a mistura CYN / MC apresentaram acUmulo diferencial de
CYN e MC. Além disso, a CYN, foi translocada das raizes para as folhas. Foi
constatado que CYN e MC afetaram os niveis de minerais, particularmente
nas raizes das plantas.

No que se refere ao crescimento médio das plantulas, houve variagdo
de acordo com o percentual de amostra utilizado, onde solu¢des menos
concentradas possibilitaram um maior desenvolvimento das mesmas, apro-
ximando-se ao valor obtido para a amostra controle. Apds o tratamento
Fenton, observou-se uma reducdo na toxicidade de microcistina - LR para
os tratamentos T1 e T2. Comparando-se o crescimento médio das plantu-
las obtidos quando expostas a 100 % da amostra para o cultivo lisado de
Microcystis aeruginosa e tratado, foi verificado um aumento no crescimento
da plantula de 77,8% e 83,9 %expostas aos efluentes Fenton do T1 e T2, res-
pectivamente. Estes resultados indicam que o tratamento oxidativo Fenton
aplicado a microcistina-LR apresentam limitacoes quanto a eliminacao de
compostos fitotoxicos.

Na Tabela 5 encontram-se os valores médios de crescimento das plan-
tulas de L. sativa expostas a concentracdes crescentes do cultivo lisado de
Microcystis aeruginosa antes e apds o tratamento Fenton.

Tabela 5. Crescimento médio das plantulas de Lactucasativa expostas a diferentes
concentrac®es de Microcystis aeruginosa e efluente Fenton.

Amostra % amostra | Crescimento médio das plantulas (cm)

Controle negativo 0,00 5,07
1,56 3,45

3,12 2,63

6,25 2,04

Microcystis aeruginosa . L2
25,0 1,82

50,0 1,51

75,0 1,01

100 0,71
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Amostra % amostra | Crescimento médio das plantulas (cm)
T1 3,21
T 4,42
Efluente Fenton T3 0,0
T4 0,0
T5 0,0

CONSIDERAGOES FINAIS

A proposta da utilizacao de Processos Oxidativos Avancados (POAs),
foi baseada na possibilidade da eliminacdo e/ou transformacdo de pro-
dutos resistentes a biodegradacdo em produtos com maior potencial de
biodegradabilidade. Quando o processo Fenton foi empregado, em escala
de bancada, proporcionou alteracdes nos parametros fisico-quimicos, tor-
nando a qualidade de dgua tratada compativel com os limites estabelecidos
pela Portaria do Ministério da Saude Brasileiro.

A melhor dosagem do reagente Fenton para a agua em estudo, foi de 20
mM de (FeSO,.7H.0) e 60mM de (H,0,) que contribuiu para redugao em 99 %
de turbidez € 99,9% de cor verdadeira e 96% de microcistina - LR. Estes resul-
tados evidenciam o potencial de oxidacdo apresentado pelo processo de
Fenton e também pelo fato do H,0, também atuar como um 6timo agente
oxidante, porém, com um potencial oxidativo menor que o do radical hidro-
xila livre.

Analisando os dados advindos dos ensaios de fitotoxicidade foi cons-
tatado que, mesmo apresentando elevadas eficiéncias de remocdo dos
parametros quimicos, o processo Fenton ndao produziu um efluente atoxico.
O crescimento médio das plantulas de Lactuca sativa apresentou variacao
de acordo com o percentual de amostra utilizado, onde solu¢des menos
concentradas possibilitaram um maior desenvolvimento das mesmas, apro-
ximando-se ao valor obtido para a amostra controle. Apds o tratamento
Fenton, observou-se uma reducdo na toxicidade de microcistina - LR para
os tratamentos T1 e T2. Comparando-se o crescimento médio das plantu-
las, obtidos quando expostas a 100 % da amostra para o cultivo lisado de
Microcystis aeruginosa e tratado, estes resultados indicam que o tratamento
oxidativo Fenton aplicado a microcistina-LR apresentam restricdes quanto a
eliminacdo de compostos fitotdxicos.

Logo, os resultados demostraram que os metabdlitos secundarios pro-
duzidos por Microcystis aeruginosa, bem como os efluentes dos tratamentos
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avaliados, trazem uma série de impactos, uma vez que afetam a fisiologia dos
organismos fotoautotréficos aquaticos e podem bioacumular ao longo da
cadeia, acarretando graves consequéncias. Dessa forma, frente ao aumento
expressivo de corpos hidricos eutrofizados, o estudo dos possiveis efeitos
alelopaticos ocasionados por cianobactérias e tratamento para remocao
das mesmas, se torna cada vez mais significativo.
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