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RESUMO

SILVA, S. V. Prospeccdo de compostos organicos voléateis e seus efeitos
na auto-regulacdo fisiolégica em cianobactérias.150p. 2017.Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2017.

Apesar dos diversos estudos sobre a presenca de cianobactérias e a correlagdo entre
fatores ambientais que influenciam ou desencadeiam floracbes, é ainda incipiente a
informacéo sobre o controle fisiolégico e bioquimico da producdo de metabdlitos
secundarios, cianotoxinas e compostos organicos volateis (COVs) nestes organismos.
Os COVs mais comumente encontrados em cianobactérias sdo a geosmina e o 2-
metil-isoborneol, compostos que resistem ao tratamento convencional da &agua,
causam mau cheiro e alteram seu gosto, além de bioacumular em peixes e moluscos.
Estudos sobre possiveis sistemas de competicdo (alelopatia) entre linhagens de
cianobactérias, ou entre elas e outros organismos, podem contribuir para elucidagéo
do papel da producéo de COVs por cianobactérias. Dessa forma, os objetivos deste
projeto foram (i) prospectar a producdo de COVs e seus efeitos na auto-regulacéo
fisiologica em cianobactérias mantidas em laboratério; e (ii) desenvolver um método
analitico, por microextragdo em fase solida (SPME) e cromatografia em fase gasosa
com deteccdo por espectrometria de massas (GC-MS), para a determinacdo destes
compostos. Foram realizados ensaios para avaliar os perfis de producdo dos COVs
em duas linhagens de M. aeruginosa em diferentes fases de crescimento, sob
diferentes intensidades luminosas (50, 150 e 250 pmol.fétons.m?2.s!) e também ao
longo do ritmo circadiano, avaliando a influéncia dos periodos claro e escuro. Para
avaliar efeitos alelopaticos, exsudatos de uma linhagem de M. aeruginosa produtora
de microcistinas foram testados em culturas de outra linhagem de M. aeruginosa ndo
produtora de toxinas por meio de técnicas tradicionais de cultivo com monitoramento
do crescimento. Na analise da producdo de COVs, por GC-MS, observou-se que se
destacam, majoritariamente, os compostos a-ciclocitral, B-ciclocitral e $-ionona, sendo
o B-ciclocitral o0 mais abundante, em todas as condi¢cfes testadas, para as ambas as
linhagens estudadas. A linhagem néo toxigénica, no entanto, apresentou producao
mais elevada de todos os compostos identificados. Dentre as intensidades luminosas
testadas, a intensidade de 250 umol.fétons.m2s! foi a que apresentou a maior taxa de
crescimento para a linhagem LTPNA 08 e relacdo negativa entre o aumento da
irradiancia e a producgéo de B-ciclocitral. Foram identificadas, também, varia¢cdes na
producao dos compostos a-ciclocitral, B-ciclocitral e B-ionona nas linhagens ao longo
do ritmo circadiano, sendo as maiores concentracdes encontradas no periodo escuro.
Observou-se morte celular e reducéo na producdo de COVs 24 horas ap6s adi¢éo de
exsudatos pertencentes a linhagem de M. aeruginosa toxigénica em cultivos da
linhagem nado-toxigénica. Sendo assim, pode-se inferir que a producéao dos COVs pode
sofrer alteracfes qualitativas e quantitativas dependendo do estimulo ambiental
presente, tanto por interagfes bidticas (com outros organismos e ritmo circadiano),
guanto por fatores abioticos (intensidade luminosa).

Palavras-chaves: cianobactérias; metabdlitos secundarios; compostos
organicos volateis, alelopatia, Microcystis aeruginosa.



ABSTRACT

SILVA, S. V. Prospection of volatile organic compounds and their effects on

physiological self-regulation in cyanobacteria. 150p. 2017. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2017.

There are several studies on the presence of cyanobacteria and the correlation
between environmental factors that may influence or trigger blooms. However,
information concerning the physiological and biochemical control of the production of
secondary metabolites, toxins and volatile organic compounds (VOC) by cyanobacteria
is poorly understood. Geosmin and 2-methyl-isoborneolare are commonly found VOC
in cyanobacteria, they resist to conventional water treatment and can cause bad smell
and taste in the final water. In addition, VOC can bioaccumulate in fish and shellfish.
Studies on possible competition systems (allelopathy) either among strains of
cyanobacteria or among them and other organisms such as green microalgae, may
help to elucidate the role of VOC production by cyanobacteria. Thus, the main
objectives of this study are: (i) prospect the production of VOCs and their effects on
physiological self-regulation in cyanocrobacteria kept in the laboratory; and (ii) to
develop an analytical method, by solid phase microextraction (SPME) and gas
chromatography with mass spectrometry detection (GC-MS), for the determination of
these compounds. The assays were carried out to evaluate the production profiles of
VOCs in two strains of M. aeruginosa at different growth stages under different light
intensities (50, 150 and 250 pmol.fétons.m-2.s-1) and also along of the circadian
rhythm, evaluating the influence of light and dark periods. To assess allelopathic
effects, exudates from a microcystin-producing strain of M. aeruginosa were tested on
cultures of another non-toxin producing M. aeruginosa strain by traditional growth
monitoring culture techniques. In the analysis of VOC production by GC-MS, it was
observed that a-cyclocyclal, B-cyclocyclal and B-ionone compounds were the most
prominent, with B-cyclocitral being the most abundant in all conditions tested, for both
strains studied. The non-toxigenic lineage, however, showed higher production of all
the identified compounds. Among the light intensities tested, the intensity of 250
pumol.fétons.m-2s-1 was the one with the highest growth rate and positive relation
between the irradiance increase and the B-cyclocitral production. Variations in the
production of the a-cyclocyclal, B-cyclocyclal and B-ionone compounds were also
identified in the lines along the circadian rhythm, being the highest concentrations found
in the dark period. Cell death and reduction in VOC production were observed 24 hours
after addition of exudates belonging to the toxigenic M. aeruginosa lineage in cultures
of the non-toxigenic lineage. Thus, it can be inferred that the production of VOCs can
undergo qualitative and quantitative changes depending on the environmental stimulus
present, both by biotic interactions (with other organisms and circadian rhythm) and by
abiotic factors (luminous intensity).

Keywords: Secondary metabolites, Cyanobacteria, Volatile compounds,
Allelopathy, Microcystis aeruginosa.
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1. INTRODUCAO

1.1. Eutrofizacdo, cianobactérias e producdo de metabdlitos

secundarios

Em decorréncia do crescimento populacional e da ocupacéo
desordenada das margens das bacias hidrograficas, aliados ao
desenvolvimento de atividades agricolas e industriais, ocorre a eutrofizagédo de
diversos sistemas aquaticos, inclusive mananciais usados como fonte de agua
no abastecimento publico [1,2]. A eutrofizacdo € um dos estados de sucessao
dos ecossistemas de lagos, represas ou grandes por¢des de agua, que ocorre
ao longo dos anos [3]. Também pode ser definida como o processo que resulta
no enriguecimento do ambiente aquéatico com nutrientes, principalmente
compostos contendo nitrogénio e fosforo [1,2,4,5]. Naturalmente, seriam
necessarios séculos para que um ambiente oligotrofico (baixas concentracdes
de nutrientes) passasse a apresentar condi¢des hipertroficas (altas condicdes
de nutrientes). No entanto, com a intervencdo humana, esse processo €
acelerado e pode ser observado em poucas décadas [4,6,7]. Dessa forma, os
nutrientes inorganicos e residuos organicos gerados pelo homem
(principalmente na forma de efluentes domésticos, industriais, cargas difusas
urbanas e agricolas) sdo acumulados dentro de corpos d’agua, promovendo
condi¢cBes ideais para o desenvolvimento cada vez maior de populacdes
fitoplanctdnicas, como floracdes de microalgas e de cianobactérias [8,9].

As cianobactérias, inicialmente classificadas como algas foram,
posteriormente, reclassificadas como pertencentes ao dominio Bacteria em
razao da natureza bacteriana de suas células. Esses micro-organismos sao
aerobios, uni ou pluricelulares, coloniais ou filamentosos, com capacidade de
adaptacdo em diversos ecossistemas, sendo esta, uma das caracteristicas
marcantes deste grupo. Desenvolvem-se principalmente em ambientes
aquaticos (aguas doce e salgada), além de estarem presentes em solos,
rochas, e em ambientes extremos, como geleiras e fossas termais, bem como,

associados simbioticamente a outros organismos (liquens, pteridofitas,
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gimnospermas, britfitas e protozoarios) auxiliando-os na fixagéo de nitrogénio
[13,14]. A presenca desses organismos em ambientes tao diversos deve-se as
varias estratégias metabdlicas que utilizam e que podem explicar seu sucesso
em responder rapidamente a alteracfes na qualidade da agua do meio onde
vivem, tornando-se dominantes na comunidade fitoplanctonica
[10,15,16,17,18].

Algumas cianobactérias apresentam como vantagem adaptativa o
controle de flutuabilidade na coluna d’agua por apresentarem estruturas
denominadas aerdtopos. Outras, podem ser fixadoras de nitrogénio
atmosférico possuindo vantagem adaptativa sobre o0s organismos néo
fixadores constituintes do fitoplancton [9,10]. Estas cianobactérias sao
caracterizadas por formarem células especializadas, denominadas heterécitos
gue se diferenciam quando h& baixa concentracdo de compostos nitrogenados
do meio. Os heterdcitos tem a capacidade de fixar N2 atmosférico, com a
atuacdo da enzima nitrogenase. Adicionalmente, para todas cianobactérias, o
principal pigmento de captacdo da luz solar é a clorofila-a. Como sao
organismos predominantemente fotoautotroficos, a luz € um dos principais
fatores determinantes para o seu crescimento e metabolismo. Contudo podem
se adaptar a altas variacfes de intensidade luminosa, parecendo ter vantagem
sobre outros organismos do fitoplancton, em ambientes eutrofizados [10].

As ocorréncias de floracdes de cianobactérias sdo favorecidas por
fatores fisicos e quimicos, temperatura da agua, ambientes com luminosidade,
elevadas concentracdes de nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo e
concentragdes de CO:. Este conjunto de fatores promove condic¢des ideais para
o crescimento acelerado de cianobactérias (fenébmeno conhecido como
floracdo ou bloom). As floracdes de cianobactérias geram consequéncias
negativas sobre a eficiéncia e custo do tratamento da agua de mananciais
usados como fonte de agua no abastecimento publico [15,16,19,20].

As cianobactérias tém sido estudadas em diferentes areas de pesquisa.
O seu potencial uso no ramo farmacéutico, alimenticio (dado seu alto valor
nutritivo) e agricola (pela influéncia que exercem sobre a fertilidade de solos e

aguas) tém sido explorados [9,21,22]. Dentro dessas varias areas, ha uma
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importante vertente que consiste no estudo da capacidade desses organismos
em produzir metabdlitos secundarios, incluindo cianotoxinas e compostos
organicos volateis (COVs) [23]. No entanto, o principal interesse dos estudos
sobre o impacto das cianobactérias no meio ambiente esta voltado ao
entendimento e compreensdo dos fatores ambientais que podem predizer a
formacgéo de floracBes, influenciar ou controlar a producéo desses metabalitos
secundarios [16,24].

Varios géneros de cianobactérias apresentam capacidade de produzir
metabdlitos secundarios, os quais podem ser intracelulares e/ou extracelulares
[9,25,26]. Entre esses metabdlitos, estdo as cianotoxinas, que permanecem
dentro da célula apds serem sintetizadas no citoplasma celular e algumas séo
liberadas na agua somente apés a lise ou morte celular do organismo. As
cianotoxinas podem afetar a saude humana ou animal, tanto por via oral por
ingestdo de agua ou consumo de peixes, mexilhdes ou outros alimentos
contaminados (principal via de intoxicacdo). Ha também a via inalat6ria por
contato com aerossol em atividades de recreacdo no ambiente aquatico [15].
As principais cianotoxinas sao: anatoxinas, saxitonas e [-N-metilamino-L-
alanina (BMAA); microcistinas e nodularinas, e cilindrospermopsinas; que
podem ser neurotoxicas, hepatotoxicas, citotoxicas ou dermatotoxicas (Figura
01) [9,10,19,26,27].
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Figura 1: Principais toxinas produzidas por cianobactérias
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1.2. Compostos Organicos Volateis (COVs) produzidos por

Cianobactérias

Outros metabdlitos importantes produzidos por cianobactérias sdo os
COVs. Os COVs podem ser produzidos por diferentes géneros de
cianobactérias como, por exemplo, Anabaena, Aphanizomenon, Lynbya,
Microcystis, Oscillatoriae Phormidium e liberados em diferentes fases de
crescimento desses organismos [10,28]. Segundo lkawa et al. (2001) [29],
alguns compostos identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) incluem &cidos graxos, hidrocarbonetos
alifaticos, ésteres, alcoois, aldeidos e cetonas, terpenodides, sulfetos e outros

compostos de baixo peso molecular. Grande parte dos compostos organicos
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volateis produzidos por esses organismos pode servir de substrato para micro-
organismos heterotroficos [30] e contribuir para o gosto e odor desagradavel
em aguas de mananciais para abastecimento [31,32].

Os COVs mais comumente encontrados sao o 2-metil-isoborneol (MIB)
e o trans-1,10-dimetil-trans-9-decalol (geosmina), que sdo alcoois terciarios
com funcao biologica ainda ndo definida, embora possam ser subprodutos ou
produtos intermediarios do metabolismo de pigmentos [33]. Estes compostos
podem ser liberados em diferentes concentragdes, entretanto, detectados em
concentracdes de 10 ng.L? [34,35,36,37]. As maiores concentracdes foram
observadas em células em fase de crescimento exponencial quando
comparadas com células em fase estacionaria de crescimento [38]. No entanto,
podem variar de acordo com a linhagem de cianobactéria [39]. Alguns
organismos, como é o caso da Oscillatoria e Phormidium, demonstraram
relagdo proporcional entre o numero de filamentos ou células com a
concentracdo de MIB [40]. Outros compostos como 0s norcarotenoides
iononas, -ciclocitral, e geranilacetona sdo oriundos da degradacao de
carotendides e sao reportados como produtos de excrecao de cianobactérias e
algas. O B-ciclocitral e o dimetildissulfeto sdo largamente produzidos por
espécies de Microcystis (Figura 02) [41,42,43,44].

27



Figura 2: Compostos organicos volateis (COVs) produzidos por cianobactérias e
microalgas.
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Fontes: IKAWA et al., 2001 [29] FUJISE et al., 2010 [43]

A relacdo entre a presenca de metabdlitos MIB e geosmina com a
ocorréncia de gosto e odor de terra e mofo na dgua é bem documentada na
literatura [45]. Desde 1970, episddios em que de MIB e geosmina que alteram
a qualidade da &gua, causando gosto de terra em peixes cultivados
comercialmente [46] tém sido reportados nos Estados Unidos [47], Holanda [48]
e Japdao [49]. Problemas de alteracdes no gosto e odor em 4guas para consumo
humano, foram relatados em regides como a Asia, Australia, América do Norte
e Europa [50]. Em pesquisas realizadas pela “American Water Works
Association” (AWWA) foram mostrados que o odor e o sabor s&o os primeiros
parametros para a aceitacdo da agua distribuida a populacdo, muito embora
sejam considerados um problema sensorial e gue nem sempre ocasionam risco
a saude humana [51]. No entanto, segundo Joe et al [52], apesar da toxicidade
desses compostos nao ter sido comprovada, a presenca de sabor e odor na
agua potavel, em geral, pode causar desconforto ao consumidor, originar
efeitos psicossomaticos, como dores de cabeca, estresse ou problemas

estomacais [37].
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Apesar dos relatos em diversos trabalhos publicados sobre metabdlitos
oriundos de cianobactérias, 0s mecanismos que levam esses organismos a
produzirem estes compostos ainda ndo sao conhecidos. Alguns deles afetam
tanto positiva quanto negativamente organismos da mesma espécie, bem como
outros organismos de taxons diferentes, impactando na estrutura populacional
dos ecossistemas [53]. Dentre estes metabdlitos, encontram-se aqueles com
atividade antiviral, antibidtica e anti-predatoria [54,55]. Cianotoxinas,
compostos organicos volateis e outros metabdlitos, parecem exercer algum
efeito de comunicagcdo quimica, intercelular, intra ou interespecifica
(quorumsensing), bem como relacionadas com efeitos inibitérios ou
estimulantes sobre outras populacdes (alelopatia).

Braun & Bachofen (2004), [56] com o objetivo de avaliar se a producéo
de cianotoxinas seria controlada por quorum sensing, tentaram estabelecer
uma correlacdo entre a ocorréncia de cianotoxinas e de acil-
homoserinalactonas - AHL (moléculas sinalizadoras comuns em bactérias
Gram negativas e relacionadas a quorum sensing) em dois ecossistemas
naturais que predominavam Planktothrix rubesces e Microcystis wesenbergii.
Em concentragbes altas de microcistina, a concentragdo de AHL diminuiu.
Quando a concentracdo de toxina diminuiu, a producdo de AHL aumenta
novamente, sugerindo que uma vez que a inducao da producéo de toxinas se
inicie, a molécula sinalizadora seria degradada e sua concentracao cairia.
Quando se adiciona AHLs as culturas de cianobactérias, estes compostos
desaparecem rapidamente, indicando que se ligam fortemente a componentes
celulares ou que séo degradados rapidamente por enzimas especificas. Assim
sendo, os autores sugerem a possibilidade de que a liberacdo de AHL no
ambiente dispare a sintese de toxinas e monitorar o nivel de AHLs no ambiente
poderia ser uma forma eficiente de controlar floracbes de cianobactérias
toxicas.

Ja Kearns e Hunter (2000) [57], no estudo dos efeitos da interacéo entre
a cianobactéria Anabaena flos-aguae e a cloroficea Chlamydomonas reinhatrtii,
observaram que a adicado de microcistina reduziu o crescimento da cloroficea e

a concentracdo de anatoxina-a produzida pela cianobactéria aumentou na
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presenca da cloroficea. Além disso, fragdes extracelulares da cloroficea
inibiram o acumulo de microcistina pela cianobactéria.

Efeitos alelopaticos também foram associados aos COVs.
Norcarotendides, amplamente produzidos por cianobactérias da ordem
Chroococcales, sdo predominantemente lipofilicos e apresentam efeitos
alelopéticos em bactérias, fungos e cianobactérias [58]. Estudos demonstraram
gue a producdo de COVs estaria associada a estimulos ambientais. No caso
de estresse por luz, temperatura ou nutrientes, pode ocorrer tanto um aumento
da producao quanto da sensibilidade a estes compostos por alguns grupos de
organismos [59].

Em estudos toxicolégicos envolvendo geosmina e MIB desenvolvidos
por Dionigi et al. (1993) [60], demonstrou-se que nenhum dos dois compostos
induz respostas mutagénicas, mesmo utilizando concentracbes seis vezes
maiores do que o limite de deteccdo de cada um dos compostos no ambiente.
Entretanto, em estudos realizados por Huang et al. (2007) [53], os compostos
liberados por culturas das cianobactérias Anabaena, Microcystis e Oscillatoria,
contendo MIB e geosmina, entre outros compostos, possuem atividade
mutagénica, existindo a necessidade de identificar mais precisamente todos os
compostos por meio de analises quimicas e toxicolégicas. Os trabalhos de
Hockelmann et al. (2004) [61] e Mochida (2009) [62] consideram muito baixa a
toxicidade dos compostos MIB e geosmina aos seres humanos, porém, com
efeitos toxicos sobre outras espécies. No entanto, pouco se conhece sobre 0s
possiveis efeitos dos COVs sobre a cadeia tréfica, sobre a dinamica de sua
producdo durante o crescimento celular ou mesmo sobre sua funcéo para os

organismos que os produzem [63].

1.3. Ferramentas analiticas para detec¢cdo de Compostos Organicos

Volateis

Os COVs sao encontrados em concentragcdes muito baixas em amostras
de 4gua. Atualmente, a pré-concentracdo, a deteccdo e a analise quantitativa
destes compostos requerem técnicas complexas e métodos analiticos que
despendem muito tempo. Desta forma, uma excelente alternativa, dada a sua
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seletividade, sensibilidade e eficiéncia, € o método de microextracdo em fase
sélida (SPME) [64,65].

A SPME € uma microtécnica desenvolvida por Arthur e Pawliszyn em
1990 [66], que consiste em processos de extracdo e pré-concentracdo de
analitos que ocorrem numa escala dimensional que ndo € das mais usuais, pois
sdo empregadas concentracbes muito baixas de fase extratora (solvente que
pode ser um sélido ou liquido adsorvido) que extrai apenas uma pequena
porcdo dos analitos que estdo presentes na matriz, mas de maneira
representativa de todo o perfil quimico ali presente. Numa extra¢éo por SPME,
as moléculas do analito tém que se deslocar da matriz e serem adsorvidas no
polimero fixado no suporte de silica. Para isto, resisténcias a transferéncias de
massa devem ser vencidas, até que se estabeleca um equilibrio de particdo (ou
de adsorcédo, para o caso de recobrimentos sélidos) do analito, entre a fibra e
0 meio que a envolve. Portanto, a SPME baseia-se na cinética de transferéncia
de massa entre fases e na termodinamica que descreve o equilibrio de particdo
do analito entre elas [66,67,68]. Em SPME, dois modos de extracdo podem ser
utilizados: a extracdo direta (DI-SPME) e por SPME headspace (HS-SPME).
Na extracdo direta, a fibra € imersa na amostra e os analitos sdo transferidos
da matriz para fibra com agitacdo constante. J& no modo por headspace, os
analitos sdo transferidos (utilizando agitacdo e aquecimento) para a fase
gasosa, antes de atingirem a fibra.

Os dispositivos SPME consistem basicamente em um pedacgo de fibra
de silica fundida, com aproximadamente 13 mm de comprimento e diametro de
até cerca de 160um, recoberta com filmes de até 100 um de espessura de fases
poliméricas como em aglutinantes poliméricos. Essa fibra é colada na ponta de
um microtubo de aco inox, adaptado a uma agulha hipodérmica (Figura 03).

Essa microtécnica em combinacdo com a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é um procedimento
relativamente rapido para analise de compostos presentes nas matrizes de
agua, possibilitando a deteccdo de analitos e permitindo sua identificacao,
qguantificacdo e a elucidacao estrutural de novas moléculas [69]. Além disso, a

seletividade deste método € conseguida por uma ampla diversidade de fibras e
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pelo fato de que, sendo os analitos-alvo mais volateis que a matriz, estes
volatilizam preferencialmente, podendo ser determinados sem interferentes. A
sensibilidade é aumentada pelo alto poder de concentracdo da amostra e a
eficiéncia € justificada pelo fato da técnica possibilitar a introducdo de amostras

no equipamento de GC-MS sem necessidade de pré-tratamento [64,65].
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Figura 3: (A) Dispositivo basico empregado na técnica de SPME. (B) Esquema interno
de um dispositivo de SPME. (C) llustracao da fibra que contém a fase extratora.
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Fonte: adaptado de Pires & Valente, 2000 [68]

1.4. Vantagens e Limitac6es do método de SPME

O método de SPME oferece algumas vantagens importantes, dentre elas
estao:
- Rapidez e simplicidade - extracdo em uma Unica etapa, reduzindo o tempo de
preparacdo da amostra em 70%;
- Versatilidade - apresenta seletividade de diferentes analitos disponiveis,
adaptavel a qualquer sistema de HPLC ou GC, facil mecanizagédo/automacéo;
- Eficiente e econbmico, praticamente nédo utiliza solventes, além de permitir em
média, mais de 50 extragbes por fibra.
- Custo operacional relativamente baixo: os dispositivos comerciais para sua

aplicacao sao consideravelmente reutilizaveis.
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- A maior desvantagem de SPME, é a dependéncia pronunciada entre as
massas extraidas e condicfes operacionais como temperatura e tempo de

extracao.
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2.0OBJETIVOS

2.1. Geral

Prospectar a producdo de COVs e seus efeitos na auto-regulagéo
fisiologica em cianobactérias mantidas em laboratério; e desenvolver um
meétodo analitico, por microextracdo em fase sélida (SPME) e cromatografia em

fase gasosa com deteccao por espectrometria de massas (GC-MS).

2.2. Especificos

- Estabelecer protocolos baseados em microextracdo em fase soélida
(SPME) e analises por GC-MS para investigar, identificar e quantificar os COVs
produzidos por cianobactérias.

- Identificar e caracterizar a producdo de compostos organicos volateis
em linhagens isoladas, mantidas em laboratério, e de amostras ambientais.

- Avaliar o perfil de produgéo de COVs em monocultura e culturas mistas,
em diferentes fases de crescimento, sob diferentes intensidades luminosas (50,
150 e 250 ymol.fétons.m2.s1).

- Analisar o ritmo circadiano, avaliando a influéncia dos periodos claro e
escuro sobre a producgédo de COVs.

- Avaliar a producdo de compostos organicos volateis a partir da

interacdo entre linhagens produtoras e ndo produtora de toxinas.

- Avaliar se o efeito da adicdo dos exsudados estimula ou inibe o

crescimento e a producéo de COVs.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Métodos Analiticos

3.1.1 Padrdes e reagentes

Foram adquiridos padrdes de compostos organicos volateis, B-ciclocitral,
tais como B-ionona, geosmina e 2-metilisoborneol da empresa Sigma-Aldrich.
Os solventes para os experimentos cromatograficos foram de grau HPLC e
GC/MS, que também foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (Buchs,

Switzerland).

3.1.2. Fibras- SPME e Selecéo do Modo de extracéo

Os COVs foram extraidos de solu¢des estoque contendo padrbes de -
lonona, geosmina e 2-MIB. Para realizacdo de analises nessa etapa do estudo,
a operacéo foi realizada no modo de extracdo SPME (HS-SPME) testando dois
meétodos diferentes descritos por Ozaki et al.(2008) e Yaun et al. (2013)
(Quadro 01). Para tal, em ambos os métodos, foram utilizados vials de 20 mL
com 10 mL de aliquotas de cultura de cianobactérias, com 4 g de NaCl; e
dispositivos para SPME (Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA), contendo fibras
recobertas com 50/30um - Divinilbenzeno/Carboxano/Polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS), para o método de Ozaki et al. (2008) e a fibra de 75um-
Polidimetilsiloxano/Carboxano (PDMS/CAR) e 50/30um (DVB/CAR/PDMS)
para o método de Yaun et al. (2013). As fracdes obtidas nas extracdes foram
analisadas por GC-MS para determinagéao quali e quantitativa dos compostos

volateis.
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Quadro 01: Detalhamento dos parametros analiticos

desenvolvidos por Ozaki et al. (2008); e Yaun et al. (2013)

utilizados nos métodos

Autor Métodos Cromatograficos Especificacdo
Temperatura de incubagédo da amostra no
autoamostradorCombi PAL (CTC Analytics, Zingen, 40 °C
Switzerland) / Temperatura de extracao
Tempo de exposicdo das Fibras nas amostras / .
N 20 min
Tempo de extracdo
Tempo de dessorc¢éo da fibra no injetor do
Cromatografo a gas (Aglent 6890, 10 min no modo
AgilentTechonologies, Palo Alto, CA,USA) e detector splitless
Agilent 5973
Coluna HP-5MS (30m x 0.25
mm ID x 0.25 pm film)
Ozaki et al. Temperatura do injetor _ 250 f’C
(2008) 40 °C (1 min), de 40
°Cal20 °C al0°C
Condigdes do forno min-1, 120 a 280 °C a
40 °C min-1,
segurando 5 min a 280
°C
Gas utilizado para carrear 0s compostos Hélio (1 mL min-1)
Temperatura do detector 230 °C
m/z 152 e 137 (B-
ciclocitral), m/z 177 e
fons monitorados no modo SIM 135 (B-ionona) e m/z
70 e 55 ( 3- metil-1-
butanol)
Temperatura de incubagéo da amostra no auto-
amostradorCombi PAL (CTC Analytics, Zingen, 60 °C
Switzerland) / Temperatura de extracdo
Tempo de exposicdo das fibras nas amostras / Tempo .
~ 40 min
de extracéo
Tempo de dessor¢éo da fibra no injetor do
Cromatografo a gas (Agilent 6890, .
AgilentTechonologies, Palo Alto, CA, USA) e detector 3 min a230°C
Agilent 5973
Coluna DB-5MS (30m x 0.25
mm ID x 0.25 pym film)
Inicio com 50 °C por 2
Yaun et al. min, de 5 °C min-1 até
(2013) Temperatura do forno 160 °C e de 20 °C min-

1 até 280 °C
segurando por 8 min

Tempo de corrida

38 min

Fonte de ions do espectrometro de massa e a
temperatura do quadrupolo

230°C e 150°C

Gas utilizado para carrear 0s compostos

Hélio (ImL min-1/
99,9999%)

Impacto ionizacdo de elétrons (El)

70 eV

Espectro de escaneamento do MS

45 e 200

fons monitorados no modo SIM

m/z 95, 107,135, 150
para 2-MIB; 112, 125,
149 para geosmina
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Com base em andlises realizadas a partir dos métodos citados no quadro
01, foi desenvolvido um novo método baseado nos dois métodos testados. Para
tal, utilizou-se dispositivos para SPME (Holder- manual ou dispositivo acoplado
ao GC/MS - autoamostradorCombi PAL -CTC Analytics, Zingen, Switzerland),
contendo fibras recobertas com 50/30um - Divinilbenzeno / Carboxano /
Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) (Supelco Inc., Bellefonte, PA- USA). Os
vials (10 mL de amostra de agua com cianobactérias e 4g de NacCl), foram
incubados durante 5 min a 60 °C, para se obter o equilibrio entre as células de
cianobactérias, 4gua ou meio de cultivo e a fase gasosa. Em seguida, a fibra
de SPME foi inserida no vial através do septo e exposta a fase gasosa por 30
min e levada ao cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massa (GC-
MS) para dessorcdo dos analitos (tempo de dessorcdo= 4 min), separacao e
deteccdo. As condicbes das analises, desde a escolha da fibra, tempo de
exposicao da fibra, tempo de agitacdo da amostra, temperatura, entre outras
variaveis, foram padronizadas de acordo com as metodologias descritas por
Ozaki et al.(2008) e Yaun et al. (2013).

Para essa fase, foi empregado um Cromatografo a Gas acoplado a
Espectrometria de massa - GC/MS (Agilent technologies 7890A com detector
seletivo de massas 5975C); uma coluna HP-5MS (30m x 0.25 mm ID x 0.25 pym
film; Agilent Technologies, EUA) e um injetor split-splitless. O injetor foi operado
no modo splitless nas amostras de cianobactérias isoladas e no modo split,
para amostragens ambientais e Hélio grau 5.0 foi utilizado como gés carreador
(T= 26 °C e presséao variando de 4-6 Kgf.cm2). A temperatura do injetor foi
mantida a 250 °C e o detector a 280 °C. A programacédo de temperaturas foi a
seguinte: 60 °C por 5 min seguido de aumento de 10 °C/min até atingir 120 °C
e entdo aumento de 40 °C/min até atingir 280 °C. O espectro de escaneamento
do MS foi ajustado entre 45 e 250. Os ions foram simultaneamente monitorados
no modo Scan e SIM (m/z 112 e 182 para geosmina, m/z 91 e 152 para 2- MIB,
m/z 177 e 135 para B-ionona.
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3.1.3. Identificagdo de COVs

A identificacdo dos picos foi realizada pelo tempo de retencao (atraves
de injecBes de padrbes de referéncia comercialmente disponiveis), e espectros
de massas usando-se Automated Mass Spectrall Deconvolution and
Indentifications System (AMDIS) e o Mass Spectral Search Program NIST
(NIST, Washington- DC, USA).

3.1.3.1. Perfil e Linearidade de p-lonona, Geosmina e 2-

Metilisoborneol

Para conhecer e tracar o perfil dos compostos B-lonona, geosmina e 2-
metilisoborneol, bem como, a linearidade dos mesmos, foi necessério o preparo
de quatro solugbes estoque, sendo: a primeira Stock Solution de B-lonona
(SS1) com concentracdo de 500 mg.L™ ; a segunda Stock Solution de B- lonona
(SS2) com concentracdo de 10 mg/ L; a terceira Stock Solution geosmina e 2-
metilisoborneol (SS3) com concentracédo de 10 mg/ L; a quarta Stock Solution
de B- lonona, geosmina e 2-metilisoborneol (SS4) com concentragéo final de
500 ng.mL"* de B-lonona e 50 ng/mL de geosmina e 2-MIB.

Os vials utilizados para a analise de HS- SPME, foram de 20 mL com 10
mL da SS4 contendo os padrdes de - lonona, geosmina e 2-metilisoborneol.
Para a realizacdo das analises, foram utilizadas cinco fibras de diferentes
composicdes: fibra de Polidimetilsiloxano/Carboxano- 75um (PDMS/CAR)-
(Black); fibora de Divinilbenzeno/Polidimetilsiloxano — 65um (DVB/PDMS)
(Blue); fibra de Divinilbenzeno/Carboxano/Polidimetilsiloxano- 50/30pm
(DVB/CAR/PDMS) (Gray); fibra de Divinilbenzeno/Polidimetilsiloxano
(DVB/PDMS) 65um- (Pink); fibra de Poliacrilato- 85um (PA) (White) (Tabela
01). Com o objetivo de obter melhores resultados, aumentar a eficiéncia das
analises, todas as fibras foram testadas apenas na amostra de maior
concentracdo (1000 ng.mL™1), visto que, se as fibras ndo concentrassem nessa

diluicdo, as mesmas seriam eliminadas do estudo (Figura 04).
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Figura 4: Vials de 20mL com 10 mL de solucdo estoque (SS4) contendo padrdes de
B- lonona, geosmina e 2-metilisoborneol (concentracdo de 1000ng.mL™?) para andlise
de cinco fibras de composi¢des diferentes

Tabela 1: Relacado de cores e fibras de diferentes composicoes

Cor Tipo Material
GRAY Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane Stableflex/SS
BLACK Carboxen/Polydimethylsiloxane Fused Silica/SS
WHITE Polyacrylate Fused Silica/SS
BLUE Polydimethylsiloxane/Divinylbenzene Fused Silica/SS

PINK Polydimethylsiloxane/Divinylbenzene Stableflex/SS
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3.1.4. Perfil e Linearidade de B-lonona, Geosmina e 2- MIB com

adicdo de Sal NaCl (Método de salting out/ forca ibnica)

O método de salting out foi utilizado para favorecer e deslocar o equilibrio
dos compostos volateis aqui testados da agua para a fase gasosa com altas
concentracbes de sal, favorecendo a interacdo dos analitos com a fibra de
SPME. Deste modo, a adi¢cdo de sal contribui para 0 aumento das taxas de
recuperacao.

Levando-se em consideragcdo algumas observacbes realizadas em
analises anteriores e no que esta descrito na literatura, decidiu-se fazer uma
comparacao entre as amostras sem a adicdo e com a adicdo de 4g de NaCl as
amostras. A analise de todas as diluicdes foi realizada apenas com a fibra de
50/30um - DVB/CAR/PDMS (Gray), utilizando-se adaptacdo de metodologias
descritas por Ozaki et al. (2008) e Yaun et al. (2013) (Figura 05).
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Figura 5: Vials de 20mL com 10 mL de: A) agua e Solution Stock SS4 contendo os
padrdes nas diluicdes 1000 ng.mL?, 500 ng.mL?, 250 ng.mL?, 100 ng.mL?, 50 ng.mL"
1,10 ng.mL?! e B) &gua, SS4 contendo padrdes e NaCl nas diluicdes 1000 ng.mL™,
500 ng.mL?, 250 ng.mL™%, 100 ng.mL?, 50 ng.mL?, 10 ng.mL*

As condi¢cdes das andlises, desde a escolha da fibra, tempo de
exposicdo da fibra, tempo de agitagdo da amostra, temperatura, entre outras
variaveis, estdo em processo de padroniza¢do, de acordo com as amostragens
realizadas [68]. As fracdes obtidas nas extragcdes nos atuais experimentos
foram analisadas por GC-MS para determinacdo quali e quantitativa dos
compostos volateis.

43



3. 2. Amostragens ambientais - Area de estudo

Amostras de agua foram coletadas durante as floragbes de
cianobactérias seguindo as recomendacdes descritas por Tundisi & Tundisi
(2008) [70] para aguas continentais no Brasil. As coletas foram realizadas, em
trés bracos da represa Billings (Figura 06), situada na latitude 28° 47’ 12,4” S
e longitude 46° 32’ 48,9” W, no municipio de Riacho Grande, SP.

Figura 6: Represa Billings, Riacho Grande, SP

Para amostragens qualitativa e quantitativa de fitoplancton, seguiu-se a

metodologia descrita por Huszar e Giani (2004) para aguas continentais no
Brasil. Foram realizados arrastos horizontais e filtragem de 30 L em rede de

fitoplancton (tela de 20 um de abertura de malha) (Figura 07).
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Figura 7: Amostragem fitoplanctdnica. A- Represa Billings, B- arrasto horizontal em
rede de fitoplancton, C- filtragem de 30 L em rede de fitoplancton, D e E- concentrado

de células algais.

3.3. Selecao de organismos
Para selecionar cianobactérias quanto ao perfil de producdo de COVs,

foram investigadas 12 linhagens j& isoladas e mantidas em culturas néo
axénicas no Laborat6rio de Toxinas e Produtos Naturais de Algas da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, FCF-USP (Tabela

02).
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Tabela 2: Relacdo de linhagens testadas quanto a producéo de compostos organicos

volateis
Linhagem Classificacéao Produtora de toxinas Isolada
LTPNA 01 Microcystis aeruginosa ndo produtora Salto Grande
LTPNA 02 Microcystis aeruginosa MYC Salto Grande
LTPNA 03 Microcystis aeruginosa ndo produtora Salto Grande
LTPNA 06 Limnothrix redekei ndo produtora Taquacetuba
LTPNA 07 Limnothrix redekei ndo produtora Taquacetuba
LTPNA 08 Microcystis aeruginosa MCY Salto Grande
LTPNA 09R Microcystis aeruginosa MCY Salto Grande
LTPNA 10A Planktothrix mougeotii ndo produtora Taquacetuba
ITEP-18 Cylindrqspermppsis STX Tabocas, Caruaru,
raciborskii PE
ITEP-24 Sphaerospermopsis torquii ANTX-A(S) Tapacura, PE
reginae
ITEP-26 Sphaerospermopsis torquii ANTX-A(S) Tapacura, PE
reginae
ITEP-30 Cylindrospermopsis confirmar Lago ITEP

raciborskii

As linhagens foram cultivadas em meio de cultura ASM-1 [76],

previamente autoclavado em Erlenmerys , em pH 8,0, temperatura de 24+2

°C, sem aeracdo, e sob irradiancia de 20 pmoles de fotons.m2.s? (as

intensidades foram medidas a partir de sensor quéantico). Desses cultivos,
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foram retirados 10mL de amostra e adicionados em vials com 4g de NaCl e
analisados conforme descrito no item 3.1.1 (Figura 08).

Figura 8: Microextragdo em fase sdlida (SPME) em combinacdo com a a
Cromatatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS)
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Tabela 3: Componentes meio de cultivo ASM-1 utilizado na manutenc¢éo das culturas

Composigio Concentragio Composigio Concentragio
(mglL) (mgiL)

Solugdo A Solugédo C

NaNO3 1700 H3sBOs 2,48

MgS0QOa . THz0 490 MnClz . 4H:20 1,39

MaClz . 6H20 410 FeCls. 6H20 1,08

CaClz . 2H:=0 290 ZnClz 0,335
CoClz . 2H=0 0,0019
CuClz . 2H20 0,0014

Solugdo B Solugdo D

KHzFO4 174 Na:EDTA 7,44

NazHPO4 .12Hz0 356

3.4. Ensaios Biologicos

3.4.1. Producdo de compostos organicos volateis em diferentes

tempos de crescimento de Microcystis aeruginosa

Com o objetivo de conhecer os COVs produzidos em diferentes fases de
crescimento de cianobactérias foram utilizadas duas linhagens: Microcystis
aeruginosa (LTPNA 01 — ndo produtora de toxinas) e Microcystis aeruginosa
(LTPNA 08 - produtora de toxinas). Os cultivos foram realizados em triplicatas,
com amostragens realizadas a cada seis dias no periodo de 30 dias (T6, T12,
T18, T24, T30). A padronizacao foi definida apos testes preliminares com as
linhagens LTPNA 01 e 08 realizados a cada trés dias. Nesse periodo, os
tempos amostrais Tz e Ts, Te € T9, To e Ti2, foram comparados, e nao
apresentaram, diferengcas na producdo de compostos organicos volateis
(Figura 09).
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Figura 9: Crescimento de M. aeruginosa LTPNA 01 e M. aeruginosa LTPNA 08 ao
longo de 30 dias.

3.4.2. Avaliagcdo do efeito de diferentes intensidades luminosas
sobre a producao COVs

Para avaliar os possiveis efeitos de diferentes intensidades luminosas
no perfil de producdo de COVs, foram realizados ensaios ao longo do tempo
de crescimento (periodo de 18 dias com amostragens a cada seis dias) das
linhagens de M. aeruginosa LTPNA 01 e M. aeruginosa LTPNA 08 sob trés
diferentes irradiancias (50, 150 e 250 uymoles de fétons.m2.s1). As linhagens
isoladas foram inoculadas em Erlenmeyers de 2000 mL, contendo 1700 mL de
meio ASM-1 (Figura 10).

Figura 10: Crescimento de cianobactérias em diferentes (50, 150 e 250 umoles de
fétons.m-2.s-1)
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3.4.3. Producao de COVs em cultivos com a adi¢cao de padrao de

B- lonona

Para verificar a producédo de metabdlitos organicos volateis por GC-MS
durante o crescimento celular, foram realizados cultivos de duas linhagens de
cianobactérias, sendo uma linhagem nado produtora de toxinas (LTPNA 01) e
uma produtora de toxinas (LTPNA 08). Os cultivos foram realizados em
triplicatas e separados em Controle e Tratamento (Figura 11). Aos tratamentos
das linhagens LTPNA 01 e LTPNA 08, foram adicionados 3pL (concentracao
final 0,01 mM, baseada em trabalhos realizados por Ozaki, et al., 2008) do
padrdo de - ionona em 1,7 L de meio de cultivo ASM-1 (Reynolds, 2006) de
cada réplica, contendo 10° de céls/L. Os controles apresentaram as mesmas
condicdes dos tratamentos, porém, sem a adi¢cdo do padréo de B- lonona. Os
cultivos foram mantidos a 24° C, sob irradiancia de 50 ymoles de fétons.m?2.s1
e rotacionados diariamente, para que recebessem uniformemente a mesma
intensidade de luz. O ensaio foi mantido por 18 dia, com amostragens a cada

trés dias.
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Figura 11: Controle e tratamento (com - ionona) de Microcystis aeruginosa LTPNA
01 e Microcystis aeruginosa LTPNA 08
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3.4.4. Efeitos daintensidade luminosa (50 e 150 pmol.fétons.m2.s!) sobre
o ritmo circadiano da producdo de compostos volateis no crescimento de
M. aeruginosa (LTPNA 01 e LTPNA 08)

Foram realizados ensaios para conhecer quais os possiveis efeitos de
diferentes intensidades luminosas sobre o ritmo circadiano de compostos
organicos volateis no periodo de 48h de crescimento de duas linhagens de
Microcystis aeruginosa (LTPNA 01 e LTPNA 08), com amostragens a cada trés
horas. Antes de iniciar o experimento, as células foram cultivadas em
Erlenmeyers de 2000L, sem aeracgdo, contendo 1500mL de meio ASM-1 e
misturados no 12° dia em Erlenmeyers de 6000 L, com o objetivo de obter um
namero uniforme de células. Apds a homogeneizac¢éo das células, o cultivo foi
mantido sob as irradiancias 50 e 150 umoles de fétons.m2.s por 20 dias e
distribuidos novamente, no 21° dia (inicio do experimento), com células de fase
de crescimento de 2 x 10° de céls/L, em Erlenmeyers de 2000L (1500mL cada

Erlenmeyers) (Figura 12).
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Figura 12: A. Ritmo circadiano de duas linhagens (toxicas e néo téxicas) de M.
aeruginosa, B. mantidas no periodo de 48 horas com amostragens a cada trés horas
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3.4.5. Producdo de compostos organicos voléateis a partir da interagéo de

duas linhagens (toxicas e néo toxicas) de M. aeruginosa

Para investigar se o contato de duas linhagens (produtora e uma nao
produtora de toxinas) favorece ou inibe a producdo de compostos organicos
volateis, foram realizados em sistemas individuais (frascos de acrilico) que, no
entanto, possuiram comunicacao entre si, de modo que as condi¢cdes fossem
iguais em ambos 0s sistemas e que uma comunicacdo quimica entre as
diferentes linhagens estivesse estabelecida, através da troca liquida (osmética)
e gasosa entre as culturas sem que existisse mistura entre elas (Figura 13).
Figura 13: (A) Controle: cultivo das linhagens de M. aeruginosa LTPNA 08 e M.

aeruginosa LTPNA 01, em sistemas individuais (frascos de acrilico), separados e, (B)
Tratamento, LTPNA 01 crescendo em interacdo com LTPNA 08.

Controle —
Sem aeragio Sem aeragio
Microcysos seruginosa Microcysts seruginosa
LTPHA 04- Nio produtora de toxinas LTPNA 08- Produtora de toxinas
- 50 pmaltotons.m s
B » Fotoperiodo 12112
Tratamento = = Temperatura (24°C + 2)

= Meio de cultura ASM-1
Sem aeragio MNaMG,  MgCl,  MgSO,
Call, KHPO, MNaH.PO,,
H,B0, MnCl, FeCl, ZnQl,,
CDCI:. CuQl, & EOTA

Sem aeragio

Microcysts aeruginosa
LTPNA 08- Produtora de toxinas

WMicrocysis seruginosa
LTPMA 04- Nio produtora de toxinas

Membrana de dialise

Os sistemas foram separados por membranas separadora de dialise de
20Da e com aeracdo constante. Durante o cultivo, a cada dois dias foram

realizadas amostragens para andlises dos COVs e crescimento celular.
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3.4.6. Efeito de exsudatos de M. aeruginosa em cultivos da prépria

linhagem em diferentes fases de crescimento (alelopatia)

Buscando conhecer os efeitos da adicdo de exsudatos de M. aeruginosa
em cultivos da propria linhagem e também, possiveis alteracfes fisiologicas
gue indiguem uma auto-regulacéo, foram realizados experimentos com as
linhagens de M. aeruginosa LTPNA 01 (ndo produtora de toxinas conhecidas)
e LTPNA 08 (produtora de toxinas) com culturas iniciais com 2,0x 107cél/mL.
Para obter volumes mais elevados de exsudatos, as culturas cresceram por 15
dias, periodo em que as células se encontravam em fase de crescimento
exponencial (maior nimero de células) (Figura 14- A).

Os experimentos iniciaram no 15° dia ap0s o crescimento inicial,
portanto, os exsudatos foram obtidos exatamente nesse periodo. As células
foram primeiramente separadas do meio de cultivo por centrifugacdo e
posteriormente filtradas em filtros de borossilicato (Figura 14 —B). Aos filtrados
obtidos, foram adicionados sais para a reconstituicdo do meio ASM-1 (Figura
14 — C). A esterilizacao foi feita por meio de filtracdo em membrana de poro
0.22um (Millipore - GV-PVDF - 47mm), em condi¢cdes assépticas. Apos a
obtencao dos exsudatos concentrados, os experimentos tiveram duracao de 12
dias, com amostragens a cada trés (sete tempos amostrais), e todos iniciaram
com o mesmo numero de células (2,0x 107cél/mL) e receberam de forma
sincronizada, 50 mL de exsudatos em cada replicata (Figura 14 — D).

Cada tempo amostral apresentou um Controle e um Tratamento com trés
réplicas, contendo 150 mL no volume total. No decorrer do experimento, as
amostras pertencentes a cada tempo foram retiradas no dia da amostragem,
ou seja, em cada tempo amostral um frasco de cultivo foi inteiramente analisado
(um Controle e um Tratamento). Foram realizadas contagens celulares e
analises dos compostos organicos volateis, produzidos nos diferentes tempos
amostrais ao longo dos 12 dias de experimentagéo (Figura 14).

55



Figura 14: Esquema representativo — (A) culturas das linhagens LTPNA 01 e 08
mantidas por 15 dias; (B) obtencéo de exsudatos das linhagens por centrifugacéo e
filtracdo; (C) reconstituicdo dos filtrados com sais do meio ASM-1; (D) sete tempos
amostrais iniciados com o mesmo nimero de células (2,0x 107cél/mL), separados em

Tratamento (com adicdo de 50 mL de exsudato concentrado) e Controle (sem adigédo
de exsudatos).
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3.4.7. Determinacao do crescimento por contagem de células

O crescimento celular das culturas foi acompanhado por meio da
contagem de células com o auxilio de microscépio éptico, em hemocitdmetro
de Fuchs-Rosenthal. A determinacéo para linhagens cocoides foram realizadas
por contagens diretas de células, de acordo com as regras pré-estabelecidas
para contagem de elementos no hemocitdmetro.

Para determinacdo da fase exponencial do crescimento, regressdes
exponenciais foram aplicadas a variacdo do numero de células pelo tempo. Foi
considerado fase exponencial, o periodo no qual a regressdo apresentou
aderéncia de dados de pelo menos 95% ou R? 2 0,95. O crescimento foi
avaliado como taxa intrinseca de crescimento, pela equacdo da regressao
exponencial [1], de acordo com Reynolds.

[1] N = No™t,
Onde N é o numero de células no tempo t, No € 0 nimero inicial de células e rn

€ a taxa intrinseca de crescimento.
3.5. Analises Estatisticas

Para a construcdo dos gréficos foi utilizado pacote estatistico do software
GraphPad Prisme® 5.03 (GraphPad Software, Inc). Os testes estatisticos foram
realizados com auxilio de pacote estatistico do programa Minitab® 17 (Minitab Inc).
Para os dados considerados paramétricos, foram utilizados testes de analise de
variancia (ANOVA) seguidos de teste de Tukey para comparac¢des mdultiplas de
médias. O nivel descritivo (P valor) foi utilizado como principal parametro avaliado
nos resultados dos testes para interpretacdo dos resultados obtidos. O nivel de

significancia (probabilidade do erro tipo I) adotado para os testes foi de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Métodos analiticos

Os testes realizados com diferentes concentracbes de padrbes
comerciais de - lonona, geosmina e 2-metilisoborneol em Cromatografo a Gas
acoplado a Espectrometro de massa - GC/MS utilizando-se os métodos
descritos por Ozaki et al. (2008) e Yaun et al. (2013) ndo se mostraram
eficientes na recuperacéo dos analitos injetados e na separagao entre analito e
coluna. Tais resultados podem ser decorrentes das diferencas encontradas
entre os equipamentos Agilent Technologies 7890A com detector seletivo de
massas 5975C e Agilent Techonologies 6890 com detector seletivo de massas
5973, utilizados nos métodos citados.

Por essa razao, foi desenvolvido um novo método baseado nos dois
meétodos testados conforme descrito no item 3.1.2. Os cromatogramas obtidos
através dos testes realizados com o método desenvolvido estdo dispostos na
Figura 15.
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Figura 15: Cromatogramas obtidos por GC-MS no modo SCAN (A) e SIM (B, D, F) e
espectro de massas (C, E e G) dos compostos - lonona, geosmina e 2-MIB.
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Ao analisar os dados obtidos, foi possivel observar que o método novo
mostrou-se eficiente na recuperacdo de todos os compostos injetados nas

concentragOes testadas, bem como na separacéo dos analitos e coluna.
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4.2. Otimizacado das condi¢cdes de SPME

O processo de otimizacéo das variaveis de HS-SPME: fase extratora,
forca iGnica da matriz (salting out), tempo e temperatura de extracdo e de
dessorcdo dos analitos torna-se indispensavel para a obtencdo de uma
eficiente extracdo de compostos organicos volateis. As caracteristicas fisico-
guimicas da fase extratora das fibras influenciam fortemente no processo de
particdo. Os dados obtidos da comparacédo entre as respostas das diferentes
fiboras testadas e expostas a uma mesma concentracdo (1000ng.mL?) da
solucédo estoque SS4 (B- lonona, geosmina e 2-metilisoborneol), com e sem

adicao de sal (NaCl), estéao dispostos na Figura 16.

Figura 16: Comparacado da resposta de diferentes fibras extratoras (DVB/CAR/PDMS
-Gray; PDMS/CAR- Black; DVB/PDMS- Blue; DVB/PDMS- Pink; PA — White) a uma
mesma concentragdo (1000ng.mL-1) da solucéo estoque (SS4) contendo padrdes de
B- lonona, geosmina e 2-metilisoborneol: (A) sem adigéo de sal e (B) com adicéo.
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Os valores de resposta em area obtidos nas analises realizadas sem a
adicdo de NaCl mostraram-se inferiores quando comparados aos valores de
area obtidos com a adicdo de NaCl. Além disso, observou-se também
respostas diferentes na recuperacao dos trés compostos estudados em todos
os diferentes tipos de fibras analisados (Figura 16). Dos trés compostos, a
Geosmina obteve melhor resposta em todos os tipos de fibra, ao se
desconsiderar a concentracao detectada.

Embora cada composto tenha apresentado uma resposta particular a
cada tipo de fibra; a fibra com recobrimento de 50/30um- DVB/CAR/PDMS
(Gray), das cinco fibras de SPME analisadas, apresentou-se mais eficiente,
pois adsorveu todos os analitos, tanto nas amostras com adigdo quanto nas
sem adicdo de NaCl. Observou-se ainda, na Figura 16, que as fibras com
recobrimento de Polidimetilsiloxano/Carboxano -PDMS/CAR, 75um (Black);
fibra de Divinilbenzeno/Polidimetilsiloxano - DVB/PDMS, 65um (Blue); fibra de
Divinilbenzeno/Polidimetilsiloxano- DVB/PDMS (Pink)- 65um; fibra Poliacrilato-
PA, 85um (White), adsorveram em grande quantidade apenas um dos trés
compostos em questdo, sempre em maior concentragdo nas amostras
contendo NaCl. Segundo Macka et. al (2000), no processo de sele¢do do
revestimento das fibras de SPME, deve ser levada em consideracdo a

polaridade do revestimento da fibra, que deve corresponder a polaridade do
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composto a se analisar e, desta forma, espera-se que o coeficiente de particdo
seja elevado para um revestimento ndo polar e um analito ndo-polar. O nimero
de grupos NRH, NHz e OH, os quais propiciam as ligacdes de hidrogénio, &
uma propriedade importante dos analitos, pois determinam principalmente, a
hidrofilicidade de um analito e afinidade ao revestimento. Além disso, o
revestimento deve ser resistente as condi¢cdes do meio de extracao, tais como:
pH, adicdo de sal, aditivos organicos e temperaturas elevadas.

Os cromatogramas obtidos através dos testes realizados com as

diferentes composicdes de fibras, estao dispostos na Figura 17.
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Figura 17: Cromatogramas obtidos por GC-MS, no modo SCAN dos compostos -
lonona, geosmina e 2-MIB contendo padrdes de - lonona, geosmina e 2-
metilisoborneol com adi¢do, concentrados por diferentes fibras de SPME: A. fibra de
Polidimetilsiloxano/Carboxano- 75um (PDMS/CAR)- (Black); B. fibra de
Divinilbenzeno/Polidimetilsiloxano (DVB/PDMS) 65um- (Pink); C. fibra de
Poliacrilato- 85um (PA) (White). D. fibra de Divinilbenzeno/Polidimetilsiloxano —
65um (DVB/PDMS) (Blue); E. fibra de Divinilbenzeno/Carboxano/Polidimetilsiloxano-
50/30um (DVB/CAR/PDMS) (Gray).

x10 6 |+ TIC Scan 1000NG_HS_SCAN_BLACK_13.12.D

1,6
1,4
1,2

14
0,8
0,6

0.4 *10.460 .10
O,Z*JJ‘M’ *8.215
0 A LJ\N— A

7.5 8 8,5 9 9.5 10 10,5 11 15 12
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 6 |+ TIC Scan 1000NG_HS_SCAN_PINK_13.D B
2,25

1,75
1,5
1,25
14
0,75
0,5
0,25

8.215 1 ’ ’ l
0 A n -..-le'uh—

6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12 125
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 7 |+ TIC Scan 1000NG_HS_SCAN_WHITE_13.12.D C

' J £11.108
07 T
T

6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12 125
Counts vs. Acquisition Time (min)

65



x10 5 |+ TIC Scan 1000NG_HS_SCAN_BLUE_13.12.D D
64 10,464 '
5,
4,
37 8,215
2,
11,104
1 _
0,
7.5 8 8,5 9 9,5 10 10,5 11 11,5 12
Counts vs. Acquisition Time (min)
x10 5 |+ TIC Scan TESTGRAY_1000NG_MIB_GEO_BETA.D E
61 10,462
5,
4+ 8,215
3,
2,
11,104
| ﬂm
0 A.. J_L}\,

74 76 78 8 82 84 86 88 9 92 94 96 98 10 102104 10,6108 11 11,2114 11,6
Counts vs. Acquisition Time (min)

Considerando os fundamentos tedricos descritos e a eficiéncia das
extracdes realizadas neste experimento, a fibra extratora de DVB/CAR/PDMS
(Gray), e o método de “salting out” (NaCl) foram selecionados como 0s mais
adequados, para serem utilizados na otimizacdo das demais variaveis de HS-
SPME (Figura 18).

Dessa forma, a eficiéncia de extracdo dos compostos [-ionona,
geosmina e 2-metilisoborneol com a fibra de DVB/CAR/PDMS (Gray) em
menores concentragdes (500 ng.mL 1, 250 ng.mL, 100 ng.mL%, 50 ng.mL™%, 10
ng.mL?), sem a adicdo de sal (NaCl) e com a adicdo de sal (NaCl), foram
testadas e apresentadas na Figura 18.
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Figura 18: Comparacao de extracdo dos compostos B- lonona (BI), geosmina (GEO)
e 2-metilisoborneol (MIB) com a fibra de DVB/CAR/PDMS (Gray) em diferentes
diluicdes (500 ng.mL™*, 250 ng.mL™%, 100 ng.mL™*, 50 ng.mL™?, 10 ng.mL™) sem a adigdo
de sal (MIB; GEO; Bl) e com a adi¢éo de sal (MIB+ sal; GEO+ sal; Bl sal)
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Ao comparar as analises realizadas nas amostras com e sem adic¢do de
sal, observa-se que em todas as diluicdes a presenca de NaCl influenciou de
maneira positiva na eficiéncia do processo de HS-SPME, aumentando a taxa
de extracdo dos COVs (Figura 18). Observa-se ainda, que 0s compostos em
concentracdes de 10ng.mL*' sdo possiveis de serem detectados nas duas
condi¢Bes (com e sem adicao de sal), porém, concentracées menores sO sao
detectadas em presenca de sal. Essa eficiéncia € resultante do efeito de “salting
out”, no qual moléculas de agua solvatam os cations e anions do sal, reduzindo
as moléculas de agua disponiveis para solubilizar os analitos na amostra,
fazendo com que o equilibrio seja deslocado da fase aquosa para a gasosa,
aumentando a concentracdo dos COVs nesta Ultima e melhorando a adsorgéo
para a fase extratora (Macka et. al, 2000).

Dessa forma, com os resultados obtidos em todos os testes realizados

neste experimento, o0 método desenvolvido mostrou-se adequado para as
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analises de compostos organicos volateis com variadas concentracdes

presentes em amostras de agua.

4.3. Analise de compostos organicos volateis em amostras brutas de

agua do ambiente (floracdes)

N&o houve deteccdo de COVs nas quatro amostragens realizadas na
represa Guarapiranga. A razéo para esse resultado negativo, provavelmente
se deve ao fato do numero de organismos encontrados ter sido muito baixo
(analise realizada por microscopia Optica), consequentemente, baixa producéo
de COVs, sendo insuficiente para serem pré-concentrados pelas fibras de
SPME. Os organismos encontrados foram isolados, porém, sem sucesso.
Dessa forma, o trabalho foi realizado inteiramente com linhagens isoladas
anteriormente e mantidas no banco de cultivo do laboratério LTPNA.

4.4. Selecdo de linhagens produtoras de compostos organicos
volateis

Das 12 linhagens testadas quanto ao potencial de produgéo de COVSs,
as espécies M. aeruginosa (LTPNA 01), M. aeruginosa (LTPNA 08), Limnothrix
redekei (LTPNA 07) e Cylindrospermopsis rasciborskii (ITEP 18), foram
selecionadas por apresentarem, dentre os COVs conhecidos na literatura,
producdo do composto B- ionona em seus perfis. Os cromatogramas obtidos

através dos testes realizados com diferentes linhagens estdo na Figura 19.
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Figura 19: Cromatogramas obtidos por GC-MS no modo SCAN do perfil de COVs
produzidos por A. M. aeruginosa (LTPNA 01), B. M. aeruginosa (LTPNA 08), C.
Limnothrix redekei (LTPNA 07) e D. Cylindrospermopsis rasciborskii (ITEP 18).
Tempos de retencgéo: 9.06 (B- ciclocitral) e 11.44 (- ionona)
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Embora as quatro espécies tenham apresentado produgao de B- ionona,
apenas as M. aeruginosa LTPNA 01 (n&o produtora de toxinas) e LTPNA 08
(produtora de toxinas) apresentaram producéo de - ciclocitral e p-ionona. M.
aeruginosa é uma cianobactéria pertencente a ordem Chroococcales, com
formacgGes de colbnias flutuantes recobertas por uma camada de mucilagem

(Komareck et al., 2002). E amplamente distribuida em todo o mundo e,
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frequentemente, forma floragfes e € potencialmente produtora de microcistinas
(Sant’Anna & Azevedo 2000).

Por estas razdes, com 0 objetivo de prospectar 0s compostos organicos
volateis e seus efeitos na auto-regulacao fisiolégica de cianobactérias, as duas
linhagens de M. aeruginosa foram selecionadas para serem testadas em

diversas condi¢des neste trabalho.

4.5. Perfil de producdo de compostos organicos volateis em

diferentes tempos de crescimento de M. aeruginosa

Os cromatogramas, os tempos de retencao e o espectro de massas dos
compostos encontrados nas amostras das linhagens de M. aeruginosa (LTPNA
01 - ndo produtora de toxinas) e M. aeruginosa (LTPNA 08 - produtora de

toxinas) estao apresentados na Figura 20.
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Figura 20: Cromatogramas obtidos por GC-MS modo SCAN (A.); extracdo dos picos
dos compostos em seus tempos de retencéo: 8,625 para o composto [3- ciclocitral
(B.) e 11.100 para o composto B- lonona (D.) e seus respectivos ions (C. e E.)
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Os compostos foram identificados, inicialmente, por comparacdo do
espectro de massas monitorados no modo SCAN, os ions de m/z 123, 137 e
152 referentes ao composto [3- ciclocitral, com dados disponiveis na biblioteca
Nist (National Institute of Standards and Techonology, MD, USA), com posterior
identificagdo com o padrao interno comercial do composto (Figura 21).

Figura 21: Cromatogramas obtidos por GC-MS modo SCAN (A.) e extracdo dos ions
nos tempos de retencdo 8,625 para o composto B- ciclocitral (B.) e o espectro de
massas obtido com o padrdo de(C.) comparados com 0 espectro de massas
encontrados na biblioteca NIST
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Ja a identificacdo do composto B- ionona foi confirmada através da
utilizacdo do padrdo interno comercial desse composto, bem como com a
comparacao dos ions referentes ao composto (m/z 105, 149 e 177) com dados
disponiveis na biblioteca Nist (National Institute of Standards and Techonology,
MD, USA) (Figura 22).

Figura 22: Comparagao entre o espectro de massas encontrado para o0 composto B-
ionona (A.) adquiridido no modo SCAN, e o espectro de massas encontrado na
biblioteca NIST (B.)
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Os resultados obtidos das analises referentes aos diferentes tempos de
crescimento estdo apresentados na Figura 23. A producdo do composto [3-
ciclocitral e B- lonona, foi observada em todos os tempos de crescimento tanto
em amostras pertencentes a linhagem M. aeruginosa LTPNA 01 (Figura 23 A),
nao produtora de toxinas, quanto em amostras pertencentes a linhagem M.
aeruginosa LTPNA 08 (Figura 23 B), produtora de toxinas. Observou-se ainda,
oscilacdes na produgdo do composto B- ciclocitral, entretanto, superiores a
producéo de - ionona em todos os tempos de crescimento estudados nas duas

linhagens de M. aeruginosa.
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Figura 23: Perfil de producdo dos compostos B- ionona e B- ciclocitral durante os
tempos de crescimento das linhagens (A) M. aeruginosa LTPNA 01 e (B) M.
aeruginosa LTPNA 01. Os dados sdo média mais desvio padrédo (n=3)
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As concentragdes do composto - ciclocitral encontradas na linhagem
M. aeruginosa LTPNA 01 foram menores nos tempos inicias de crescimento,
nao apresentando diferenca estatistica entre os tempos T6 e T12, sendo
observado um aumento nas concentracdes a partir do T18 sem variacfes até
o final do periodo avaliado (30 dias) (Figura 24).

Resultados semelhantes foram observados nos diferentes tempos de
crescimento da linhagem M. aeruginosa LTPNA 08, em que as concentragdes
do composto B- ciclocitral ndo apresentaram diferencas significativas entre os
tempos T6 e T12, com maximas concentracdes nos tempos T18, T24 e T30.
Esse fator pode estar relacionado com a fase exponencial (T18) e a fase
senescéncia (T24 e T30) em que as células encontravam-se. Embora tenha
sido observada uma tendéncia no aumento da producdo do composto (-
ciclocitral, também nado foram encontradas diferencas significativas entre os
tempos T24 e T30 (Figura 24).

Figura 24: Producgéo de B- ciclocitral durante 30 dias de crescimento das linhagens
e M. aeruginosa LTPNA 01 e 08. Os dados sdo média mais desvio padrao (n=3).
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O COV pB-ciclocitral mostrou aumentos e reducdes em suas
concentracbes ao longo dos dias de crescimento nas duas linhagens
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estudadas. Entretanto, apesar dessas variacdes nao foram observadas
diferencas estatisticas (P>0,05) na producao de B-ciclocitral entre as linhagens
LTPNA 01 e LTPNA 08.

Em amostras da linhagem M. aeruginosa LTPNA 01, a producao de [3-
ionona nao diferiu entre os tempos T6 e T12, apresentando concentragdes mais
intensas nos tempos T18 e T24, sem diferencas estatisticas entre eles, porém,
com diferenca significativa apenas no T30, fase em que 0s organismos
encontravam-se em periodo de senescéncia (Figura 25). Ja, ao se observar 0s
diferentes tempos de crescimento nas amostras da linhagem M. aeruginosa
LTPNA 08, notou-se que a produgéo de (- ionona foi mais intensa no tempo
inicial T6, com diferencas significativas em relacdo aos demais tempos (T12,
T18, T24 e T30). Os tempos T12, T18 e T24, ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, voltando a apresentar aumento significativo no tempo de

crescimento T30 (Figura 25).

Figura 25: Producgé&o de B- ionona durante 30 dias de crescimento das linhagens de
M. aeruginosa LTPNA 01 e 08. Os dados sdo média mais desvio padrao (n=3). Os
asteriscos representam valores de P<0,001.
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Foram observadas diferencas estatisticas significativas (P<0,001) nos
tempos T6 e T30 na concentragao de B-ciclocitral entre as linhagens LTPNA 01
e LTPNA 08.
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Comparando-se a produgédo do composto [-ciclocitral e a producéao de
B-ionona ao longo do tempo de crescimento das linhagens LTPNA 01 e 08,
notou-se que a producdo dos compostos foi mais intensa em amostras
referentes a linhagem néao produtora de toxinas (LTPNA 01) que as amostras
pertencentes a linhagem produtora de toxinas (LTPNA 08). Embora tal
observacédo tenha sido realizada, ndo existem relatos na literatura que a
producdo desses compostos esteja relacionada com a producdo de toxinas.
Observou-se ainda que, a produ¢gao maxima de B-ciclocitral ocorre no 18° dia
de crescimento, enquanto que, para o COV B-ionona, apesar da variacao de
producdo ao longo do tempo estudado, € necessario mais de 30 dias para
observar producdo maxima das células de LTPNA 01 e LTPNA 08.

A elevada concentracdo do composto B-ciclocitral nas amostras de
LTPNA 01 e 08 nos diferentes tempos de crescimento estudados pode ser
decorrente da maior biossintese de [(-caroteno realizada por Microcystis.
Segundo Harada et al. (2009), os compostos - ciclocitral e a - ionona sao
terpenos ciclicos, gerados a partir da decomposi¢cao oxidativa do 3- caroteno e
séo largamente produzidos por espécies de Microcystis, principalmente quando
as células desse organismo encontram-se em fase de crescimento
estacionaria.

Assim sendo, as linhagens de Microcystis aeruginosa LTPNA 01 (n&o
produtora de toxinas) e Microcystis aeruginosa LTPNA 08 (produtora de
toxinas) séo produtoras de dois dos compostos mais comumente descritos na

literatura: 8- ciclocitral e 3- ionona.
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4.6. Influéncia de diferentes intensidades luminosas sobre a
producdo de metabdlitos volateis em duas linhagens de Microcystis

aeruginosa

4.6.1. Efeitos sobre o crescimento

A curva de crescimento de M. aeruginosa (LTPNA 01) nas intensidades

50, 150 e 250 umol.fétons.m2.s* esta apresentada na Figura 26.

Figura 26: Curvas de crescimento de M. aeruginosa (LTPNA 01) cultivada sob
diferentes intensidades luminosas 50, 150 e 250 pmol.fétons.m2.s™.
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Na avaliacdo do efeito de diferentes intensidades sobre o crescimento
de M. aeruginosa LTPNA 01 (Figura 26), foi possivel observar que as células
cresceram exponencialmente até o 18° dia de cultivo, com taxa de crescimento
0,356+2dia! para a intensidade IL 50 e de 0,3318+2 dia! para a intensidade IL
150, ndo observada fase de morte celular durante o tempo avaliado.
Diferentemente da intensidade IL 250 que apresentou a menor taxa de

crescimento de 0,2297+2dia! e morte celular em tempos subsequentes ao

tempo 6.
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A linhagem M. aeruginosa LTPNA 08 (Figura 27) cresceu
exponencialmente até o 18° dia de cultivo, em todas as intensidades luminosas
analisadas. A menor taxa de crescimento (0,3543 +2dia!) foi observada para a
linhagem crescida na intensidade 50 pmoles.fétons.m?2.s1. Na intensidade de
150 pmol.fétons.m?.s1, a taxa de crescimento (0,4078+2dia!) apresentou
valores intermediarios. Ja os maiores valores foram observados na condicdo

IL-250, com taxa de crescimento de 0,427+2dial.

Figura 27: Curvas de crescimento de M. aeruginosa (LTPNA 08) cultivada sob
diferentes intensidades luminosas 50, 150 e 250 pmol.fétons.m2.s™.
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Dados semelhantes aos da linhagem M. aeruginosa LTPNA 08 foram
encontrados em estudos realizados por Molica (1996) e Carneiro (2005),
guando verificaram que irradiancias mais elevadas influenciam positivamente a
taxa de crescimento. De acordo com Carneiro (2005), a maior taxa de
crescimento para a linhagem M. aeruginosa (NPJB-1) foi observada a 100 umol
fotons m2. s1. As culturas mantidas a 40 ymol fétons m2. s apresentaram as
menores taxas de crescimento (u=0,20). Molica (1996) também encontrou
resultados semelhantes ao submeter M. aeruginosa (NPLJ- 4) a duas

irradiancias: 40 e 180 umol fétons m=2. s'. A maior taxa de crescimento foi
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observada na cultura submetida a maior irradiancia (u=0,47 dia?) e as culturas

mantidas a 40 pmol fétons m=2. s - tiveram taxa de crescimento de 0,39 dia™.

4.6.2. Efeitos sobre a producéo de COVs

Os compostos B-ciclocitral e B-ionona foram encontrados ao longo do
crescimento das linhagens de M. aeruginosa LTPNA 01 e M. aeruginosa
LTPNA 08 nas intensidades IL 50, 150 e 250 pmol fétons m=2.s1. A producgéo

desses compostos pela linhagem LTPNA 01 estdo demonstrados na Figura 28.

Figura 28: Producéo de B-ciclocitral durante os tempos de crescimento (T6, T12, T18)
da linhagem M. aeruginosa LTPNA 01. Os dados sao média mais desvio padrao (n=3)
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As concentracfes do composto B-ciclocitral foram elevadas ao longo de
todo crescimento na IL 50, com aumento no tempo T12. Neste mesmo tempo,
foram também observadas concentracdes mais altas nas IL 150 e 250. Em tal
periodo, as células se encontravam em fase exponencial de crescimento com

elevada atividade metabdlica voltada para divisdo celular. Avaliando a
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producéo na IL 150, foi possivel obsevar que os tempos T6 e T12 apresentaram
tendéncias semelhantes as encontradas na IL 50, porém, com menor
concentracdo no tempo T18. Ja na IL 250 a menor concentracdo do composto
B- ciclocitral foi observada no tempo inicial (T6), com aumento significativo no

tempo T12 e leve reducao no tempo T18.

No perfil do composto B-ionona, produzido pela linhagem LTPNA 01, nédo
foi observada diferenca estatistica (P>0,05) nos tempos iniciais entre as trés
intensidades testadas. Diferencas significativas (P<0,001) foram encontradas a
partir do tempo T12 entre as IL 50 e 150 e entre 50 e 250. Ja no tempo T18 as
concentragbes de [B-ionona aumentaram em seus valores nas intensidades
IL50 e 250 e sofreram redugéo na IL150 (Figura 29).

Figura 29: Producgé&o de (- ionona durante os tempos de crescimento (T6, T12, T18)

da linhagem M. aeruginosa LTPNA 01. Os dados sdo média mais desvio padréo
(n=3)
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Na avaliacdo de producédo da linhagem M. aeruginosa LTPNA 08, as
concentracfes do composto B- ciclocitral oscilaram de forma semelhante nos
tempos iniciais (T6) entre as intensidades luminosas. As concentracfes do
composto - ciclocitral apresentaram uma maior tendéncia em sua producao
no tempo de crescimento T12 na intensidade 150 umol fétons m2.s1. Ja4 a maior
produgéo ocorreu no tempo T18 nas intensidades IL 50 e 250. Em ensaios
realizados anteriormente, os maiores valores foram encontrados no tempo de
crescimento T18 (periodo em que as células de M. aeruginosa encontravam-se
em fase de crescimento exponencial) (Figura 30).

Figura 30: Producéo de B- ciclocitral durante os tempos de crescimento (T6, T12, T18)
da linhagem M. aeruginosa LTPNA 08. Os dados sdo média mais desvio padréao (n=3)
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Com relacéo as concentracdes do COV [3- ionona, obtidas ao longo dos
tempos da linhagem LTPNA 08, observou-se producdo homogénea na IL 50,
semelhante aos dados obtidos na IL 250, com excecao do tempo T18 que
apresentou valores mais elevados entre essas duas intensidades. Nao foram
encontradas diferencas estatisticas no tempo T6 entre as intensidades.
Observou-se ainda, que as concentragcdes obtidas nos tempos T12 e T18 na IL
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150, foram as maiores quando comparadas com as intensidades 50 e 250
(Figura 31).

Figura 31: Producéo de - ionona durante os tempos de crescimento (T6, T12, T18)
da linhagem M. aeruginosa LTPNA 08. Os dados sdo média mais desvio padréao (n=3)
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Estudos demonstram que a producdo de compostos organicos volateis
esteja associada com a fase de crescimento do organismo e com as linhagens
de cianobactérias, bem como, com estimulos ambientais, tais como luz,
temperatura e nutrientes, esses estimulos podem favorecer tanto um aumento
da producdo quanto da sensibilidade a estes compostos por alguns grupos de
organismos (lkawa M, et al. 2001). As linhagens de M. aeruginosa LTPNA 01
(ndo produtora de toxinas) e M. aeruginosa LTPNA 08 (produtora de
microcistinas) apresentaram taxas de crescimento distintas quando expostas
as variacfes de luz, com maiores producdes em intensidades mais elevadas
(IL 250) pela LTPNA 08.
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Embora a taxa de crescimento tenha sido maior para células da linhagem
de M. aeruginosa LTPNA 08 do que para células da linhagem de M. aeruginosa
LTPNA 01, as concentracdes de - ciclocitral e p- ionona ndo seguiram tal
tendéncia. As maiores concentracbes de [B- ciclocitral foram obtidas na
intensidade IL 50, com valores mais elevados na linhagem M. aeruginosa
LTPNA 01. Ja as concentracdes de B-ionona foram maiores na linhagem M.
aeruginosa LTPNA 08, com maiores concentracdes na intensidade luminosa IL
150.

Pode-se inferir que intensidades elevadas (IL 250) favorece a taxa de
crescimento da linhagem de M. aeruginosa produtora de toxinas LTPNA 08 e
diminui a taxa de crescimento de M. aeruginosa nao produtora de toxinas
LTPNA 01 nos diferentes tempos de crescimento, conforme ja observado por
Li, et al. (2017), que intensidades mais baixas (IL 50), estimula a produc¢édo dos
compostos [3- ciclocitral e 3- ionona nas duas linhagens, sendo mais abundante
na linhagem M. aeruginosa LTPNA 01.

4.7- Efeitos da intensidade luminosa (50 e 150 umol.fétons.m-2.s-1)
sobre o ritmo circadiano da producdo de compostos volateis de M.
aeruginosa (LTPNA 01 e LTPNA 08)

Foram realizados experimentos com duas linhagens de M. aeruginosa
(LTPNA 01- ndo produtora de toxinas e LTPNA 08 — produtora de toxinas) para
investigar as possiveis variagdes na producdo de compostos organicos volateis
durante o ciclo de 48 horas e se as concentracdes encontradas de compostos
organicos volateis seguem a mesma tendéncia nas duas linhagens estudas.

Em todas as amostragens realizadas foram detectados,
majoritariamente, trés compostos: a- ciclocitral, B- ciclocitral e a - ionona. Os
dois ultimos compostos foram observados em outros ensaios anteriormente,
porém neste experimento também foi observado. Embora o a- ciclocitral ndo
estivesse contido no mix de solucdes de padrdes interno comerciais, usados
para identificacédo e determinacao dos tempos de retencao, a identidade deste
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composto foi obtida por comparacao do espectro de massas com espectros de

referéncia disponiveis na biblioteca NIST 08.

Como o perfil de COVs foi 0 mesmo para as linhagens de LTPNA 01 e
LTPNA 08, sob intensidades luminosas de 50 e 150 umol.fé6tons.m2.s* com
variacfes na intensidade dos picos, apenas um cromatograma e o espectro de
massas dos compostos encontrados nas amostras das linhagens de M.

aeruginosa LTPNA 0le 08 estéo representados na Figura 32.
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Figura 32: Cromatograma obtido por GC-MS modo SCAN (A.) e extracao dos ions nos
tempos de retengdo 7.883 para o composto o- ciclocitral; 9.032 para 0 composto -
ciclocitral e 11.501 para o composto - ionona e seus respectivos espectros de massas
(B, CeD).
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As curvas de calibracdo usadas na andlise das amostras, construidas
com padrdes analiticos dos compostos dos compostos organicos volateis -

ciclocitral e B- ionona, apresentaram valores de R? superiores a 0.98 (Figura
33).

Figura 33: Curvas de calibracédo de (A) B-ciclocitral e (B) f-ionona, construidas com
padrBes analiticos em analises realizadas por GC/MS.
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Pela integracdo dos picos cromatograficos obtidos, pdde-se determinar
a concentracdo dos COVs encontrados. A producdo destes compostos
presentes na linhagem M. aeruginosa LTPNA 01, ao longo de 48 horas sob
intensidades luminosas de 50 e 150 umol.fétons.m2.s, esta representada na
Figura 34.
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Figura 34: Gréficos das concentracdes dos compostos a- ciclocitral (vermelho), -
ciclocitral (preto) e B-ionona (azul) ao longo do ritmo circadiano de Microcystis
aeruginosa LTPNA 01 sob intensidades luminosas de A. 50 e B. 150 pumol.fétons.m
2,51, Os dados sdo média mais desvio padrdo (n=3). Tempos T1:7h; T2:10h; T3:13h;
T4:16h; T5:19h; T6:22h; T7:1h; T8:4h; T9:7h; T10:10h; T11:13h; T12:16h; T13:19h;
T14:22h; T15:1h; T16:4h
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Ao analisar o perfil de COVs da linhagem M. aeruginosa LTPNA 01,
pode-se observar que os trés compostos foram identificados nas duas
intensidades testadas. A producdo desses compostos variou de forma
semelhante nas intensidades luminosas IL 50 e 150 pmol.fétons.m=2.s1, com

concentracfes maiores na IL 50. As concentra¢cdes do composto - ciclocitral
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encontradas na LTPNA 01 foram maiores quando comparadas as
concentracfes dos compostos a- ciclocitral e B-ionona ao longo de todas as
amostragens nas duas intensidades testadas. Observou-se ainda, que apesar
dos compostos estarem em escalas diferentes, as maiores concentracdes dos
compostos foram obtidas no periodo em que culturas ndo estavam recebendo
luz (Figura 34).

As amostragens ocorreram no periodo de 48 horas sendo avaliadas em
dois ciclos de 24 horas. Assim, na avaliacdo do perfil do composto 3-ciclocitral
(Figura 35), obtido entre as intensidades luminosas 50 e 150 pmol.fétons.m=2.s
1, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa (P>0,05), nos
tempos iniciais do periodo claro, exceto no tempo T3 (P<0,001). J& no inicio do
periodo escuro, as concentracfes apresentaram diferencas significativas (P<
0,001) nos tempos T5, T6 entre as L 50 e IL 150, sem diferengas no tempo T7.
Entretanto, apesar de néo ter sido observada diferenca estatistica nesse tempo,
foi possivel analisar que as concentracdes na IL 50 foram inversas as obtidas
na IL 150. No fim do periodo escuro na IL 50, tempo T8, os valores foram
superiores ao T7, o mais elevado dentre os quatro tempos (T5, T6, T7 e T8) e
significativamente diferente (P<0,001) em relacdo ao tempo T8 da intensidade
luminosa 150. As concentracdes de B-ciclocitral apresentaram uma reducéo em
seus valores apo6s 3 horas do inicio do periodo claro (segundo ciclo) e com
diferencas significativas (P<0,001) entre as duas intensidades luminosas em
todos os tempos. Porém, com varia¢gdes mais intensas nos tempos na IL 50. Ao
avaliar o segundo ciclo do periodo escuro, foi observada diferenga significativa
(P<0,01) no tempo 13 entre as IL 50 e 150, tendendo a aumentar seis horas
apO6s seu inicio. Os periodos subsequentes apresentaram diferencas
estatisticas (P<0,001) entre as duas intensidades estudadas. As concentracfes
obtidas na IL 15 foram inferiores aos da IL50 em todos os tempos analisados e
diferiram significativamente em praticamente todos eles. Contudo, no tempo
T15 as concentracdes obtidas nas duas intensidades foram praticamente iguais

e néo apresentando diferencas significativas entre si (Figura 35).
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Figura 35: Producéo do composto - ciclocitral ao longo do ritmo circadiano de LTPNA
01 entre as intensidades luminosas de 50 pmol.fétons.m2.s* e 150 pmol.fétons.m=.s-
1, Os dados sdo média mais desvio padrdo (n=3). Tempos T1:7h; T2:10h; T3:13h;
T4:16h; T5:19h; T6:22h; T7:1h; T8:4h; T9:7h; T10:10h; T11:13h; T12:16h; T13:19h;
T14:22h; T15:1h; T16:4h
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Com relagéo a producao do COV B- ionona, observou-se um aumento na
concentracdo nas intensidades luminosas 50 e 150 umol.fétons.m2.s* nos
tempos iniciais do periodo claro, com uma leve reducéo no fim desse periodo.
No entanto, os valores ndo se mostraram estatisticamente significativos. Ao
avaliar o periodo escuro foi possivel observar que a B- ionona apresentou uma
tendéncia de aumento em suas concentracdes apés 3 horas de inicio do
periodo, com diferencas significativas, nos tempos T6 (P< 0,05) e T7 e T8 (P<
0,01) entre as duas intensidades. Observou-se ainda, que as concentracfes
obtidas nos tempos T7 e T8 na IL 50 foram inversas as obtidas na IL 150. Ja
no periodo claro (segundo ciclo) ndo ocorreram variagdes significantes nos
tempos T9 e T10 com aumento nas ultimas seis horas e varia¢des significativas
nos tempos T11 (P<0,05) e T12 (P<0,001) (Figura 36). A producéo de 3- ionona
foi, isoladamente, maior no tempo T12 na intensidade IL 50, sendo a maior
concentracdo obtida em todos os tempos observados. Foi possivel observar

ainda, que os valores na IL 50 passaram a ser reduzidos no inicio do tempo 13
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(segundo ciclo no escuro), semelhantemente as concentragcdes encontrados na
IL 150, sem diferenca significativa em todos os tempos, exceto no tempo 16
com diferencas significativas (P<0,001) entre as duas intensidades (Figura 36).
Figura 36: Produgdo do composto - ionona ao longo do ritmo circadiano de
M.aeruginosa LTPNA 01 entre as intensidades luminosas de 50 pmol.fétons.m?.s* e
150 umol.fétons.m2.s. Os dados sédo média mais desvio padréo (n=3). Tempos T1:7h;

T2:10h; T3:13h; T4:16h; T5:19h; T6:22h; T7:1h; T8:4h; T9:7h; T10:10h; T11:13h;
T12:16h; T13:19h; T14:22h; T15:1h; T16:4h
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As concentragbes do composto a- ciclocitral permaneceram constantes
ao longo do periodo claro na IL150. J& no periodo escuro, as maiores variagoes
ocorreram no tempo T7 e em todos os tempos do ultimo ciclo do periodo escuro
(tempo 13 — 16). Na IL 50 os niveis da concentragdo do composto a- ciclocitral
apresentaram oscilagbes nos periodos claro e escuro. Porém, os niveis de
producdo aumentaram no inicio do periodo escuro (primeiro ciclo) e diminuiram
expressivamente no fim do inicio do periodo escuro no segundo ciclo.
Diferencas foram observadas entre as IL50 e 150 nos tempos T3 (P<0,01), T9,
T10, T11l e T12 (P<0,001) no periodo claro. E, diferencas significativas em
praticamente todos os tempos T5, T6, T7 e T8 (P<0,001) e T13, T14 (P<0,01),
T15 (P<0,001) entre as duas intensidades luminosas no periodo escuro (Figura
37).
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Figura 37: Producdo do composto a- ciclocitral ao longo do ritmo circadiano de M.
aeruginosa LTPNA 01 entre as intensidades luminosas de 50 pmol.fétons.m2.s* e 150
umol.fétons.m2.s. Os dados sdo média mais desvio padrdo (n=3). Tempos T1:7h;
T2:10h; T3:13h; T4:16h; T5:19h; T6:22h; T7:1h; T8:4h; T9:7h; T10:10h; T11:13h;
T12:16h; T13:19h; T14:22h; T15:1h; T16:4h
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No perfil da variagdo circadiana da linhagem de M. aeruginosa LTPNA
08, pode-se observar que na IL50 as concentragdes dos compostos
apresentaram oscilagdes em todos os tempos com maiores picos no segundo
ciclo do periodo escuro. Ja na IL 150, observa-se que a producdo ocorreu de
forma homogénea ao longo do estudo. Porém, as concentracdes dos
compostos aumentaram, isoladamente, no tempo T8, fim do periodo escuro e

decairam no inicio do periodo claro (Figura 38).
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Figura 38: Graficos das concentracdes dos compostos a- ciclocitral (vermelho), -
ciclocitral (preto) e B-ionona (azul) ao longo do ritmo circadiano de M. aeruginosa
LTPNA 08 sob intensidades luminosas de A. 50 e B. 150 pmol.fétons.m2.s. Os dados
sdo média mais desvio padrdo (n=3). Tempos T1:7h; T2:10h; T3:13h; T4:16h; T5:19h;
T6:22h; T7:1h; T8:4h; T9:7h; T10:10h; T11:13h; T12:16h; T13:19h; T14:22h; T15:1h;
T16:4h

IL 50
1001 Claro | Escuro Claro Escuro r 0.08
< : : i
5
5 - 0.06 __
2 a
a 1
o 2 >
E 5
o - 0.02
?
<&
T T T T T T T T T '000
FEPERREER2HYRISS
FFEFFFFEF
Tempo (h) —o— [-ciclocictral
—=— (3-ionona
—x— o -ciclocitral
IL150
607 cClaro . Escuro Claro Escuro  0.06
< : : :
[
o
S -
= 407 -0.04 =
< &

g Q § 2\
S )
S 204 F0.02 £

S
?
o
0- - 0.00

—e— [-ciclocictral
—&— [(}-ionona

—+— o-ciclocitral

94



Na avaliacdo do COV - ciclocitral produzido pela linhagem LTPNA 08,
foi possivel observar que os maiores valores ocorreram na IL 50 e no periodo
escuro. Ja na intensidade IL 150 a producéo de 3 — ciclocitral ocorreu de forma
homogénea em todos os periodos com acentuado aumento no tempo T8. Nao
foi observada diferenca estatisticamente significativa (P>0,05) no perfil do
composto [B-ciclocitral obtido entre as intensidades luminosas 50 e 150
umol.fétons.m2.s1, nos tempos iniciais do periodo claro nos dois ciclos
analisados, exceto nos tempos T3 (P<0,01). Ja no inicio do periodo escuro, as
concentracbes apresentaram diferencas significativas (P< 0,001) nos tempos
T5, T6 entre as L 50 e IL 150, sem diferengas no tempo T7 (Figura 39).

Figura 39: Producdo do composto B- ciclocitral ao longo do ritmo circadiano de
M.aeruginosa LTPNA 08 entre as intensidades luminosas de 50 pmol.fétons.m?2.s? e
150 pmol.fétons.m2.s1. Os dados sdo média mais desvio padrdo (n=3). Tempos T1:7h;
T2:10h; T3:13h; T4:16h; T5:19h; T6:22h; T7:1h; T8:4h; T9:7h; T10:10h; T11:13h;
T12:16h; T13:19h; T14:22h; T15:1h; T16:4h
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Em todos os ciclos analisados na IL 50 as concentragdes de (- ionona
mostraram aumentos e reducdes simultaneos, com maiores diferencas entre
os tempos T5 e T13. Diferentemente ocorreu na intensidade luminosa 150, em
gue as concentracdes obtidas exibiram ritmo homogéneo em todos os ciclos,
exceto no tempo T8. Embora o COV B- ionona tenha sido produzido de forma
homogénea na IL 150, praticamente todos os tempos apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (P<0,01) quando comparados com a IL 50 (figura
40).

Figura 40: Produgdo do composto - ionona ao longo do ritmo circadiano de M.
aeruginosa LTPNA 08 entre as intensidades luminosas de 50 pmol.fétons.m2.s* e 150
umol.fétons.m?2.s?. Os dados sdo média mais desvio padrdo (n=3). Tempos T1:7h;

T2:10h; T3:13h; T4:16h; T5:19h; T6:22h; T7:1h; T8:4h; T9:7h; T10:10h; T11:13h;
T12:16h; T13:19h; T14:22h; T15:1h; T16:4h
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Comparando-se a producdo do composto a- ciclocitral entre as
intensidades luminosas, observa-se que as concentra¢cdes foram mais intensas
na IL 50 com valores levemente maiores, no periodo escuro. Nota-se ainda,
que, embora ndo tenham surgido diferencas estatisticas significativas nos
tempos iniciais entre as intensidades, as concentragfes variaram de forma

inversa nos tempos T 2 e T3. Diferencas significativas foram observadas nos
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tempos T8, T15 e 16 (P<0,001), T11 e T13 (P<0,05), T12 (P<0,01), entre as
intensidades 50 e 150 (Figura 41).

Figura 41: Producdo do composto a- ciclocitral ao longo do ritmo circadiano de M.
aeruginosa LTPNA 08 entre as intensidades luminosas de 50 pmol.fétons.m2.s* e 150
umol.fétons.m?2.s. Os dados sdo média mais desvio padrdo (n=3). Tempos T1:7h;
T2:10h; T3:13h; T4:16h; T5:19h; T6:22h; T7:1h; T8:4h; T9:7h; T10:10h; T11:13h;
T12:16h; T13:19h; T14:22h; T15:1h; T16:4h

a.-ciclocitral

0.089 cClaro | Escuro i Claro | Escuro
: : : - 50

-= 150
0.06-

0.04+

Area

0.02-

0.00-

Até meados de 1985, diversos estudos indicavam que 0s ritmos
circadianos existiam exclusivamente em eucariotos por se supor que um
cronometro enddgeno marcado por um periodo com cerca de 24 horas nao
seria util aos organismos que se dividem mais de uma vez ao longo deste
intervalo de tempo, como ocorre em muitos procariotos (Johnson et al., 1996).
Entretanto, a partir de estudos com cianobactérias a presenca de ritmos
circadianos em organismos procariotos foi comprovada. Até o momento, foram
encontrados estudos que tratam, principalmente, da fixacdo de nitrogénio,
divisdo celular, fotossintese, e captacdo de aminoacidos, sintese de
carboidratos e, biossintese de microcistinas, saxitona e neosaxitoxina,
densidade populacional e nada sobre a producdo de compostos organicos

volateis relacionados ao ritmo circadiano de cianobactérias.
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As concentragcbes dos compostos na intensidade IL 50 produzidos nos
ciclos claro: escuro pelas linhagens de M. aeruginosa LTPNA 01 (n&o produtora
de toxinas) e M. aeruginosa LTPNA 08 (produtora de microcistinas)
apresentaram variacdes semelhantes entre 0s mesmos horarios, porém, com
valores mais intensos em amostras pertencentes a linhagem nao toxigénica
(LTPNA 01). As maiores diferengcas entre as concentracdes de COVs em
horarios de coleta consecutivos ficaram nos periodos entre os tempos T5e T12,
nas duas linhagens estudadas (Figura 42).

N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas (P>0,05) nos
tempos iniciais da producdo de B-ciclocitral entre as linhagens LTPNA 01 e
LTPNA 08. Por outro lado, em relacdo aos tempos subsequentes T5, T6, T8,
T9, 15 e T16 (P<0,001), T7 e T11 (P<0,01) e T10 e T13 (P<0,05), diferencas
significativas ocorreram (Figura 42).

Em todos os ciclos analisados, a - ionona mostrou aumentos e
reducdes em suas concentracdes em amostras pertencentes a LTPNA 08. Fato
contrario foi observado nas amostras de LTPNA 01 com producdo homogénea
em todos ciclos. Assim, diferencas significativas entre as linhagens 01 e 08
foram obtidas nos tempos T3, T5, T6, T8, T10, T12, T16 (P<0,001), T4, T9 e
T11 ( P<0,01).

Com base na comparacao das concentracdes de a- ciclocitral avaliadas
em ambas linhagens, pode-se perceber que a espécie M. aeruginosa LTPNA
01 produziu maiores concentracdes do que a M. aeruginosa LTPNA 08 com
diferencas significativas nos tempos T5, T6, T8, T9, T11, T15 (P<0,001), T10
(P<0,05).
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Figura 42: Graficos das concentragdes dos compostos A) a- ciclocitral, B) B- ciclocitral
e C) B-ionona ao longo do ritmo circadiano de M. aeruginosa LTPNA 01 e LTPNA 08
sob intensidade luminosa de 50 pmol.fétons.m2.s1. Os dados sdo média mais desvio
padrdo (n=3). Tempos T1:7h; T2:10h; T3:13h; T4:16h; T5:19h; T6:22h; T7:1h; T8:4h;
T9:7h; T10:10h; T11:13h; T12:16h; T13:19h; T14:22h; T15:1h; T16:4h
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Pela analise das concentracdes dos compostos obtidos na intensidade
luminosa 150 pmol.fétons.m2.s? pode-se observar que os valores dos
compostos a - ciclocitral e [B- ciclocitral foram maiores em amostras
pertencentes a linhagem de M. aeruginosa LTPNA 01 do que a linhagem de M.
aeruginosa LTPNA 08 em praticamente todos os ciclos claro:escuro. Observou-
se ainda que as concentracdes de - ionona produzidas pela linhagem de M.
aeruginosa LTPNA 08, foram significativamente inferiores as concentracfes de
M. aeruginosa LTPNA 01 com diferencas estatisticas em todos os tempos
(P<0,001), exceto nos tempos T1 e T16 (Figura 43).
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Figura 43: Gréficos das concentracdes dos compostos A) B- ciclocitral, B) B-ionona e
C) a- ciclocitral ao longo do ritmo circadiano de M. aeruginosa LTPNA 01 e LTPNA 08
sob intensidade luminosa de 150 umol.fétons.m2.s. Os dados sdo média mais desvio
padrdo (n=3). B- ciclocitral: T1 e T14 (P<0,05), T2, T7, T8, T10 e T13 (P<0,001), a-
ciclocitral: T2, T12 (P<0,05), T7, T8 e T15 (P<0,001)
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O B- ciclocitral foi o composto de maior abundancia encontrado nas
linhagens LTPNA 01 e 08, bem como nas duas intensidades testadas e em
todos os periodos analisados. Surpreendentemente, as concentracdes de -
ciclocitral encontradas nas duas espécies de M. aeruginosa foram muito

maiores do que as normalmente encontradas no ambiente.

Embora as condicbes testadas assemelhem-se as condicdes
encontradas no ambiente natural e as condi¢cdes que esses organismos foram
aclimatados, a elevada producao de compostos organicos volateis no periodo
escuro, pode estar relacionada ao estresse devido a falta de luz. De acordo
com Wood et al. (2010) a luz € um estimulo externo que pode influenciar os
ritmos circadianos em cianobactérias, pois a proteina CikA repassa sinais
ambientais para o oscilador circadiano utilizando um estado redox como
medida da luz. Porém, ndo existem na literatura, relatos sobre a associacao da
producdo de compostos organicos volateis com auséncia de luz, nem
tampouco, a producdo de compostos organicos volateis associados a producéo
de toxinas e/ou a outros metabolitos secundarios. Fato que torna o experimento

ainda mais interessante.

4.8. Ensaios aleloquimicos

4.8.1- Efeitos de B- ionona (composto comercial) sobre o

crescimento de M. aeruginosa

Ensaios com padrbes de formulacées comerciais de - ionona foram
adicionados aos cultivos de duas linhagens de M. aeruginosa, e o crescimento
monitorado. As curvas de crescimento para as condi¢cdes controle (C- sem

adicdo de padréo de B- lonona) e tratamento (T- com adicéo de B- lonona) das
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linhagens LTPNA 01 (n&o produtora de toxinas) e LTPNA 08 (produtora de

toxinas) estao apresentadas na Figura 44.
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Figura 44: Curvas de crescimento de A. M. aeruginosa (LTPNA 01) e B. M.
aeruginosa (LTPNA 08) em condi¢des de cultivo: Controle - sem adi¢cdo de padrdo

eTratamento — com adicdo de padrao
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As células de M. aeruginosa (LTPNA 01) (Figura 44 A.) cultivadas na
condicao Controle, cresceram exponencialmente até o 15° dia de cultivo (R2
=0,9904), com taxa de crescimento de crescimento de 0,1919 + 0,02dia. Na
condi¢cdo Tratamento foi observado crescimento exponencial até o 15° dia (R2=
0,9959) com taxa de crescimento de 0,1866 + 0,02dia. Situacdes semelhantes
foram observadas em células de M. aeruginosa (LTPNA 08); que apresentaram
crescimento exponencial até o 15° dia (R? =0,9458) com taxa de crescimento
de 0, 2372 + 0, 02.dial, para células cultivadas na condicdo Controle. Na
condicao Tratamento também foi observado crescimento exponencial até o 15°
dia (R2= 0,9698) com taxa de crescimento de 0,2381 * 0, 02.dia* (Figura 44
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B.). De acordo com o Test t-Student (P>0,05) realizado ndo houve diferencas
significativas entre os grupos Controle e Tratamento, tanto para LTPNA 01
guanto para LTPNA 08, indicando que n&ao ocorreu inibicdo ou aumento na taxa
de crescimento na condicdo Tratamento em relacdo a condicdo Controle. De
acordo com experimentos realizados por Ozaki et al. (2008), apds 23 horas a
adicdo do padréo de B- ionona na concentragéo de 2,5 mM aos cultivos ocorreu
a lise das células de cianobactérias, transformando culturas verdes em azuis.
Por essa razao, decidiu-se neste experimento utilizar uma concentracdo mais
baixa, pois o objetivo era acompanhar e avaliar a resposta das células de
cianobactérias a adicao de - ionona ao longo do seu crescimento. A adi¢do de
concentracfes maiores que 0,01 mM poderia implicar na lise das células,

inviabilizando o acompanhamento ao longo do seu crescimento.

105



4.8.1.1 Efeitos de B- ionona sobre a producao de COVs

Em todas as analises realizadas ao longo do crescimento das linhagens
de M. aeruginosa LTPNA 01 e M. aeruginosa LTPNA 08, nas condicfes
controle (C- sem adi¢cao de padréo de [3- lonona) e tratamento (T- com adi¢céo
de B- lonona), foram detectados dois compostos, o composto B- ionona e o
composto - ciclocitral. Como o perfil de producdo dos compostos foi 0 mesmo
nas duas linhagens, e também, nas condi¢des controle e tratamento, com uma
pequena variacdo na intensidade dos picos, apenas um cromatograma

representativo da condicdo esta representado na Figura 45.

Figura 45: Cromatograma representativo do perfil de COVs das linhagens de M.
aeruginosa LTPNA 01 e M. aeruginosa LTPNA 08, na condig&o tratamento, obtido por
GC-MS modo SCAN.
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Ao comparar as analises dos compostos B-ciclocitral em relacdo a
resposta em area ao longo do crescimento das linhagens LTPNA 01, nas
condi¢cBes controle (C- sem adicdo de padrao de B- ionona) e tratamento (T-
com adicdo de - ionona), € possivel observar que a linhagem de M. aeruginosa
LTPNA 01 apresenta significativa produ¢cdo do composto - ciclocitral nas duas
condi¢cBes estudadas (C e T), com maiores producdes na condi¢cdo Controle
(Figura 46).
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N&o foram observadas diferencas estatisticas nos tempos iniciais entre as duas
condi¢cbes estudadas, mesmo com tendéncia de maior producdo do composto [3-
ciclocitral nos tempos T6 (controle) e T9 (tratamento). Diferencas foram analisadas nos
tempos T12 (P<0,001) e T18 (P<0,05) entre as condi¢cdes Controle e Tratamento
(Figura 46).

Figura 46: Comparacgao entre resposta (area) do composto [3- ciclocitral nas condicdes
controle e tratamento durante o tempo de crescimento de LTPNA 01. Os dados sdo
média mais desvio padrdo (n=3). Os asteriscos representam valor de P<0,001 no
tempo T12 e P<0,05 no tempo T18.
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Quando analisados o perfil de B- lonona, na linhagem de LTPNA 01, nas
condi¢des controle e tratamento, nota-se, que valores elevados sdo obtidos
inicialmente nas duas condi¢cbes, com significativas diferencas estatisticas
(P<0,001) entre elas. Entretanto, a producdo deste composto, é ainda maior na
condi¢do tratamento, provavelmente, devido ao valor produzido pela linhagem,
somado ao valor adicionado do composto. Observa-se que a producéo de -
lonona foi homogénea ao longo dos tempos analisados, com excecao do tempo
T12, que um brusco aumento em termos de resposta em area na condicao

tratamento (Figura 47).
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Figura 47: Comparacao entre resposta (area) do composto p-ionona nas condi¢cbes
controle e tratamento durante o tempo de crescimento de LTPNA 01. Os dados séo
média mais desvio padrao (n=3). Os asteriscos representam valor de P<0,001 nos
tempos T6 e T12.
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Considerando o perfil de producdo do composto (- ciclocitral, na
linhagem M. aeruginosa LTPNA 08, foi possivel observar maior producédo na
condicdo tratamento em todos os tempos analisados. Nao foram visualizadas
diferencas estatisticas nos tempos iniciais entre as duas condi¢des avaliadas.
No entanto, o composto B- Ciclocitral, apresentou aumento significativo
(P<0,001) nos tempos T15 e T18, entre as condi¢des tratamento e controle, com

valores maiores na condicao tratamento (Figura 48).

Figura 48: Comparacdo entre resposta (area) do composto 3- ciclocitral (A) nas
condicdes controle (C) e tratamento (T) durante o tempo de crescimento de LTPNA 08
(A) e LTPNA 08 (B). Os asteriscos representam valor de P<0,001 nos tempos T15 e
tempo T18.
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Em todos os tempos analisados, a B- ionona mostrou aumentos e
reducdes em suas concentracdes em amostras pertencentes a M. aeruginosa
LTPNA 08 nas condicbes controle e tratamento, com maior tendéncia de
producdo na condicdo controle. Apresentando diferencas significativas nos
tempos T6 (P<0,001) e T18(P<0,05) entre as condi¢cbes Controle e Tratamento
(Figura 49).

Figura 49: Comparacao entre resposta (area) do composto p-ionona nas condi¢cbes
controle e tratamento durante o tempo de crescimento de LTPNA 08. Os dados séo
média mais desvio padrao (n=3). Os asteriscos representam valor de P<0,001 no
tempo T16 e P<0,05 no tempo T18
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Comparando-se o perfil de producdo dos COVs B- ciclocitral e 3- ionona
entre as linhagens M. aeruginosa LTPNA 01 e M. aeruginosa LTPNA 08, na
condicao tratamento, foi possivel observar que composto [-ciclocitral
apresentou maior producao, na linhagem produtora de toxinas (LTPNA 08).
Com diferencas estatisticamente significativas nos tempos T12, T15 (P<0,01)
e T18 (P<0,001). J& a producdo de B- ionona, na condi¢cdo tratamento,
apresentou produgéo mais elevada na linhagem M. aeruginosa LTPNA 01.Com
diferenca estatisticamente significativa no tempo inicial T6(P<0,001) (Figura
50).
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Figura 50: Comparacao entre resposta (area) dos compostos (A) B-ciclocitral e (B) B-
ionona nas condicdes controle e tratamento durante o tempo de crescimento de M.
aeruginosa LTPNA 01 e M. aeruginosa LTPNA 08. Os dados sdo média mais desvio
padrdo (n=3). Os asteriscos representam valor de P<0,01 nos tempos T12 e T15 e

P<0,001 no tempo T18.
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A elevada concentracdo do composto B- ciclocitral nas amostras de

LTPNA 01 e 08 no tempo T18 pode ser decorrente da decomposi¢éo oxidativa

do B- Caroteno. Como mencionado anteriormente, o composto B-ciclocitral e a

B-ionona, sdo produtos da degradagdo do B- caroteno e sdo largamente

110



produzidos por espécies de Microcystis, principalmente quando as células
desse organismo se encontram em fase de crescimento estacionaria (Ozaki et
al.,2000; Harada et al.,2009 e Fujise et al.,2010) (Figura 51).

Figura 51: Formacao de B-ionona e B-ciclocitral a partir do B-caroteno

B~ ciclocitral p-ionona

Fonte: Wintherhalter, P. et al., 2002

A adicdo de B-ionona, as linhagens de M. aeruginosa, pode ter
influenciado de forma negativa na biossintese do - ciclocitral da linhagem de
M. aeruginosa LTPNA 01, ndo produtora de toxinas. Embora tenham sido
encontrados intensas concentracfes ao longo tempo de crescimento, 0s
valores na LTPNA 01, foram significativamente menores quando comparados
com os encontrados na LTPNA 08. N&o existe na literatura, relatos que faca
correlacdes entre producbes de B- ciclocitral com organismos toxicos e ndo

toxigénicos.
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4.8.2- Producdo de compostos organicos volateis a partir da interacédo de
duas linhagens (t6xicas e ndo toxicas) de M. aeruginosa

Para investigar se o contato de duas linhagens (produtora e uma nao
produtora de toxinas) favorece ou inibe a producdo de compostos organicos
volateis cultivos de duas linhagens de M. aeruginosa, foram realizados em
sistemas individuais (frascos de acrilico), que no entanto, possuiam
comunicacéo entre si, de modo que as condi¢cdes fossem iguais em ambos 0s
sistemas e que uma comunicacao quimica entre as diferentes linhagens fosse
estabelecida, através da troca liquida (osmatica) e gasosa entre as culturas

sem que houve mistura entre elas.

4.8.2.1- Efeitos de interacbes de M. aeruginosa LTPNA 01 e M.
aeruginosa LTPNA 08 sobre o crescimento

Ao avaliar o crescimento celular da linhagem de M. aeruginosa LTPNA
01, apds contato com cultivo de M. aeruginosa LTPNA 08 por meio de sistema
separado por membrana de dialise, foi possivel observar que houve um
aumento na quantidade de células em praticamente todos os tempos na
condi¢cdo Tratamento (células de LTPNA 01 em crescimento com interacédo das
linhagens com separacdo de membrana de didlise entre os frascos de cultura)
de M. aeruginosa LTPNA 01 em relacdo ao controle desta mesma linhagem.
Houve na condicdo Tratamento, crescimento exponencial até o 8° dia
(R2=0,8326), com taxa de crescimento de 0,378 + 0,02diat. O mesmo ocorreu
na condicdo controle, em que células de M. aeruginosa cresceram
exponencialmente até o 8° dia de cultivo (R>= 0,9005) com taxa de crescimento
de 0,1902 + 0, 02diat. Apesar do crescimento ter sido exponencial nas duas
condi¢les, segundo o Test T realizado, houve diferencas significativas entre os
tempos 4 (P<0,001) e 8 (P<0,01) em relacdo ao controle de LTPNA 01 (Figura
52).
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Figura 52: Curva de crescimento de M. aeruginosa (LTPNA 01) obtida a partir da
interacdo das linhagens LTPNA 01 e LTPNA 08 ao longo de 10 dias. Nesta figura estao
apresentados os dados do (A) Controle: crescimento convencional com meio ASM-1 e
células de LTPNA 01 e, B- Tratamento: células de LTPNA 01 em crescimento com
interacdo das linhagens com separacdo de membrana de didlise entre os frascos de
cultura. Os dados sdo média mais desvio padrdo (n=3).
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Quanto ao efeito do contato das duas linhagens sobre o crescimento
celular da linhagem de M. aeruginosa LTPNA 08, foi possivel avaliar que,
diferentemente do crescimento de LTPNA 01, o crescimento da linhagem
LTPNA 08 foi inferior ao valor encontrado na condi¢cdo controle em todos os
tempos, exceto no tempo inicial. Houve na condi¢cdo controle, crescimento
exponencial até o 10° dia (R?2= 0,9392), com taxa de crescimento de 0,2362 +
0,02.diat. O mesmo ocorreu na condicdo tratamento, em que células de M.
aeruginosa cresceram exponencialmente até o 10° dia de cultivo (R?= 0,9047)
com taxa de crescimento de 0,1847 + 0, 02.dia!. Segundo o Test T realizado,
houve diferencas significativas (P<0,001) nos tempos 4, 6 e 8 em relacdo a

condi¢cdo Controle (Figura 53).
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Figura 53: Curva de crescimento de M. aeruginosa (LTPNA 08) obtida a partir da
interacdo das linhagens LTPNA 01 e LTPNA 08 ao longo de 10 dias. Nesta figura estao
apresentados os dados do (A) Controle: crescimento convencional com meio ASM-1 e
células de LTPNA 01 e, B- Tratamento: células de LTPNA 01 em crescimento com
interacdo das linhagens com separacdo de membrana de didlise entre os frascos de
cultura. Os dados sdo média mais desvio padrdao (n=3). Test-T: P <0,001 para os
tempos 4,6 e 8.
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4.8.2.2- Efeito de interacdes de M. aeruginosa LTPNA 01 e M.
aeruginosa LTPNA 08 sobre a producédo de COVs

Foram identificados quatro compostos observados em todos os tempos
de crescimento de LTPNA 01, tanto na condicdo controle guanto na condi¢cao
tratamento, com variagcdbes em suas concentracdes. Os compostos
identificados foram o a- ciclocitral, 3- ciclocitral e a B- ionona e safranal (Figura

54).
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Figura 54: Perfil da producédo de COVs a partir da interacdo das linhagens LTPNA 01
e LTPNA 08 ao longo de 8 dias. Nesta figura estdo apresentados os dados do A-
Controle: crescimento convencional com meio ASM-1 e células de LTPNA 01 e, B-
Tratamento: células de LTPNA 01 em crescimento com interacao das linhagens com
separacdo de membrana de didlise entre os frascos de cultura. Os dados sao média
mais desvio padrédo (n=3) normalizados com a area do padréo interno.
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No perfil de produgdo dos compostos encontrados na LTPNA 01, foi
possivel observar na condicéo tratamento, que a producéo de B- ciclocitral foi
superior a todos os outros compostos encontrados. Nado houve diferenca
estatisticamente significativa entre as condi¢des controle e tratamento, exceto
no tempo 2 (P<0,01) no qual foi observada uma menor producéao de do COV -

ciclocitral em relagdo ao controle (Figura 55).

As concentracdes de 3- ionona foram constantes ao logo de quase todo o
crescimento, nas duas condi¢des analisadas, apresentando aumento no ultimo
tempo de crescimento com diferencas significativas nos tempos 6 e 8 (P<0,01)

da condig&o controle (Figura 55).
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Figura 55: Gréaficos da producdo de COVs a partir da interacdo das linhagens LTPNA
01 e LTPNA 08 ao longo de 10 dias. Nesta figura estdo apresentados os dados do
controle da LTPNA 01 comparados com os dados do tratamento da LTPNAOL. Os
dados sdo média mais desvio padrdo (n=3) normalizados com a &area do padréo
interno.
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O composto safranal foi observado em baixas concentragbes quando
comparado com os compostos - ciclocitral e $- ionona. Porém, as concentracées
foram distintas ao longo do tempo de crescimento entre 0s grupos controle e
tratamento, com diferencas significativas em todos os tempos exceto no tempo
8.

Inicialmente, as concentragbes encontradas do COV a- ciclocitral na
condicao tratamento nos tempos 0 e 2, foram opostas as encontradas na
condicdo controle, com diferencas significativas (P<0,001) entre eles. Em
tempos subsequentes, as concentragdes foram praticamente semelhantes nas
duas condicoes.
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A producao de COVs pela M. aeruginosa LTPNA 08, seguiu 0 mesmo
padrdo encontrado na LTPNA 01, nas concentragbes dos compostos a-

ciclocitral, B- ciclocitral e a B- ionona e safranal (Figura 56).

Figura 56: Graficos da producdo de COVs a partir da interacdo das linhagens LTPNA
01 e LTPNA 08 ao longo de 10 dias. Nesta figura estdo apresentados os dados do A-
Controle: crescimento isolado das células de LTPNA 08 e, B- Tratamento: células de
LTPNA 08 em crescimento com interacdo das linhagens com separacdo de membrana
de dialise entre os frascos de cultura. Os dados sdo média mais desvio padrao (n=3)
normalizados com a area do padréao interno.
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No perfil de produgdo dos compostos encontrados na LTPNA 08, foi
possivel observar que a producéo de - ciclocitral foi superior a todos 0s outros
compostos encontrados. Nado houve diferenca estatisticamente significativa
entre as condicfes controle e tratamento, exceto no tempo 2 no qual a
producéo foi significativamente menor no tratamento (P<0,01) (Figura 57). J& as
concentragdes de [(3- ionona aumentam no tempo T2 e depois diminuem no

tempo T4 se mantendo constante até final do periodo estudado (Figura 57).
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Figura 57: Graficos da producdo de COVs a partir da interacdo das linhagens LTPNA
01 e LTPNA 08 ao longo de 10 dias. Nesta figura estdo apresentados os dados do
controle da LTPNA 08 comparados com os dados do tratamento da LTPNA 08. Os
dados sdo média mais desvio padrdo (n=3) normalizados com a &area do padréo
interno.
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Ao analisar o perfil de producédo de COV das duas linhagens, foi possivel
observar que, embora a taxa de crescimento de LTPNA 01 tenha sido maior
em todos os tempos de crescimento, quando comparado com a LTPNA 08, a
producdo dos compostos seguiu a mesma tendéncia de producédo em todos

tempos e compostos (Figura 58).
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Figura 58: Graficos da producdo de COVs a partir da interacéo das linhagens LTPNA
01 e LTPNA 08 ao longo de 10 dias. Nesta figura estdo apresentados os dados do
Tratamento da LTPNA 01 comparados com os dados do tratamento da LTPNA 08. Os
dados sdo média mais desvio padrdo (n=3) normalizados com a &area do padréo
interno.
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4.8.3. Efeito de exsudatos de M. aeruginosa produtora de toxinas em

cultivos de M. aeruginosa ndo produtora de toxinas

4.8.3.1- Efeitos de exsudatos sobre o crescimento de M. aeruginosa

Na avaliacdo do crescimento celular da linhagem de M. aeruginosa
LTPNA 01, apos adicdo de exsudatos de M. aeruginosa LTPNA 08,
acompanhado inicialmente, a cada 24h por dois dias e depois, a cada dois dias,
até o décimo dia de crescimento, foi possivel observar que houve morte celular
e decréscimo no numero de células nos cultivos em que foram adicionados 0s
exsudatos nos primeiros dois dias de crescimento retomando o crescimento
apos esse periodo (Figura 59). Verificou-se que houve, no tratamento,
crescimento exponencial até o 10° dia (R2= 0,8363), com taxa de crescimento
de 0,3074 + 0,02.dial. Na condi¢do controle, as células de M. aeruginosa
cresceram exponencialmente até o 10° dia de cultivo (R?= 0,916) com taxa de
crescimento de 0,3289 + 0, 02.dial. Embora o crescimento tenha sido
exponencial nas duas condi¢des, segundo o Test T (P<0,001) realizado, houve
diferencas significativas entre todos os tempos das duas condi¢des, indicando
gue houve inibicdo na taxa de crescimento na condicdo Tratamento em relacao

a condicao Controle (Figura 60).
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Figura 59: Crescimento de M. aeruginosa (LTPNA 01) ao longo de 10 dias. Controle:
crescimento convencional com meio ASM-1 e células de LTPNA 01 e, Tratamento:
células de LTPNA 01 com meio ASM-1 e exsudatos de LTPNA 08.

Figura 60: Curva de crescimento de M. aeruginosa (LTPNA 01) ao longo de 10 dias.
Controle: crescimento convencional com meio ASM-1 e células de LTPNA 01 e,
Tratamento: células de LTPNA 01 com meio ASM-1 e exsudatos de LTPNA 08. Os

dados sdo média mais desvio padréo (n=3).
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N&o ha na literatura relatos que evidenciem efeitos de exsudatos de M.
aeruginosa toxigénicas sobre o crescimento de M. aeruginosa nao produtora de
toxinas. Entretanto, existem relatos de efeitos sofridos por M. aeruginosa apo6s
exposicdo a exsudatos de uma monocultura de C. raciborskii e exsudatos de
culturas mistas de ambas as espécies. Em estudos realizados por Mello, M. et al
(2012), ocorreu inibicdo significativa do crescimento de M. aeruginosa apenas
quando foi exposta a exsudados de cultura mista com alta propor¢do de C.
raciborskii, sugerindo que a producdo de inibidores de crescimento parece

depender do estresse (competicao) e da densidade das espécies produtoras.

Ja em estudos realizados por Wang, L. et al. (2017), foi observado que
exsudados de M. aeruginosa obtidos a partir de diferentes fases de crescimento
inibiram significativamente o crescimento de organismos como: Scenedesmus
quadricauda, Chlorella pyrenoidosa e Cyclotella meneghiniana. Relagbes
semelhantes foram relatadas por Xu, R. et al. (2016), ao comparar o efeito de
exsudatos da fase exponencial de crescimento de M. aeruginosa com exsudados
durante a fase de declinio nas mudas das espécies de macrdéfitas Potamogeton
crispus. A biomassa, o teor de clorofila, a propor¢céo de fluorescéncia variavel-
maxima (F-v / F-m) e a capacidade de resposta a luz das sementes de P. crispus
foram significativamente inibidas quando afetadas por exsudados de M.
aeruginosa da fase de crescimento exponencial, mas promovidos por exsudatos

da fase de declinio.

4.8.3.2- Efeito de exsudatos sobre a producdo de COVs

No perfil de COVs produzidos ao longo de 10 dias, foram detectados,
majoritariamente, quatro compostos: a- ciclocitral, B- ciclocitral e a B- ionona e
safranal. Como o perfil de COVs das culturas da condicdo Controle e
Tratamento foi o mesmo durante o periodo estudado, com diferencas na
intensidade dos picos, apenas um cromatograma representativo da condicao

tratamento esta representado na Figura 61.
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Figura 61: Cromatograma representativo do perfil de COVs de M. aeruginosa (LTPNA
01) observado em estudo ao longo de 10 dias.
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Os compostos identificados foram encontrados entre os tempos de
retencdo 7,875 a 11,509 e estdo apresentados na tabela 4. Na tabela estdo
apresentados também o tempo de retencdo e a m/z dos compostos

identificados.
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Tabela 4: Dados obtidos por GC/MS de compostos organicos volateis de M.
aeruginosa

Tempo de retencéo

N (Minutos) m/z Identificacao
1 7,85 91 a-ciclocitral
2 8,808 107 Safranal
3 9,06 137 B-ciclocitral
4 11,509 177 B-ionone

Pela integracéo dos picos cromatograficos obtidos e utilizacdo das areas
obtidas, pb6de-se comparar quantitativamente a producdo dos compostos
encontrados. A producdo destes compostos presentes na linhagem M.
aeruginosa LTPNA 01, expostas a exsudatos de M. aeruginosa LTPNA 08 e

na condicao controle, esta representada na Figura 62.
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Figura 62: Perfil estatistico da producéo de compostos organicos volateis apds adicao
de exsudatos ao longo de 10 dias. A- crescimento convencional com meio ASM-1 e
células de LTPNA 01 (ndo toxigénica); B- crescimento com exsudatos obtidos da
linhagem toxigénica (LTPNA 08) com meio ASM-1 corrigido e células de LTPNA 01.
Os dados sdo média mais desvio padrdo (n=3) das areas normalizadas obtidas da
integracdo dos picos cromatograficos.
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Pela analise dos graficos, que representam o perfil de COVs de LTPNA
01, pode-se observar que os quatro compostos encontrados foram detectados
em todos os tempos de crescimento com diferentes concentracdes entre 0s
grupos Controle e Tratamento. Observa-se ainda, que o composto B-ciclocitral
apresentou maior produgdo em todos 0s tempos nas condi¢cdes controle e
tratamento, com maior producdo no tempo 6 (sexto dia apos adicdo de
exsudatos) para os dois grupos. A producéao dos COVs detectados ao longo do
experimento, foram normalizados (area absoluta dos picos integrados / area ido
padrao interno) e apenas os compostos (3 -ciclocitral e  -ionona apresentam
curva de calibragdo (os outros dois ndo haviam sido detectados antes,
impossibilitando aquisicdo de padrdo comercial da substancia). Apesar dos
compostos safranal e a-ciclocitral ndo terem sido confirmados através da
analise com padrdes comerciais dos compostos, a identidade foi obtida pela
comparacao do espectro de massas com espectros de referéncia disponiveis
na biblioteca NIST 08.

Ao comparar a producao de B-ciclocitral entre as condi¢cdes controle e
tratamento, foi possivel observar diferencas significativas, atingindo valores de
concentracdo mais altos em alguns tempos do grupo controle. Apés 24horas
da adicdo dos exsudatos, ja possivel observar diferencas significativas
(P<0,01) na producao de B-ciclocitral no tempo 1 (Figura 63). Diferentemente
ocorreu com o tempo 2, quando notou-se que a produgdo do composto (-
ciclocitral, foi superior na condigdo tratamento com diferengas significativas
entre as condi¢des (P<0,001). Neste tempo de crescimento, observou-se morte
celular, indicando que a adicdo de exsudatos, favoreceu a lise das células,
liberando uma maior concentragdo desse composto para o meio (Figura 63). Ja
no tempo 4, a taxa de producédo de B-ciclocitral voltou a ser superior na
condicao controle, com significativas diferencas (P<0,001) entre as condicdes.
Observou-se ainda, que a concentracdo na condi¢do controle foi menor que a
comparada na mesma condi¢cdo no tempo 2, entretanto, no tempo 4 as células
de M. aeruginosa ja haviam se reestabelecido (figura 60), apresentando um

namero maior de organismos.
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Figura 63: Producao de [B-ciclocitral ao longo de 10 dias: A: Controle - crescimento
convencional com meio ASM-1 e células de LTPNA 01 (n&o toxigénica); B: Tratamento-
crescimento com exsudatos obtidos de linhagem toxigénica (LTPNA 08) com meio
ASM-1 corrigido e células de LTPNA 01. Os dados sdo média mais desvio padrao
(n=3). Test-T *=P<0,05, ** =P<0,01; *** P<0,001).
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A producédo de B-ciclocitral nos tempos 6, 8 e 10 foram superiores na
condicdo controle, com diferencas estatisticamente significativas (P<0,001),
para todos, exceto para o tempo 8, que ndo houve diferencas entre controle e
tratamento. Na condi¢cdo tratamento, a partir do tempo 6, foi possivel observar
gue as taxas de producédo de B-ciclocitral (P<0,001), passaram a ser elevadas,
se equiparando a taxa de producdo das encontradas no controle no tempo 8.
Entretanto, os valores sofreram decréscimo no tempo 10, muito embora os
organismos estivessem em fase de crescimento exponencial (Figura 63).

O B-ciclocitral é frequientemente encontrado em aguas eutrofizadas, e
€ 0 COV dominante de todas as espécies de Microcystis (Juttner et al., 2010;
Ozaki et al., 2008). Existem relatos na literatura que o 3-ciclocitral derivado de
Microcystis tem atividade litica contra a propria Microcystis, mas possui uma
atividade inibidora mais forte contra outras cianobactérias e algas, sugerindo

que os COVs desempenham um papel importante na ecologia dos ambientes
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aquaticos. O B-ciclocitral esta envolvido na formacao de cor azul causada pela
lise de cianobactérias em ambientes naturais. Este produto quimico foi
confirmado como originado por Microcystis enquanto exibia atividade litica
contra a propria Microcystis, mas ndo para outras algas. Entre 0s compostos
produzidos por cianobactérias, apenas o B-ciclocitral causa uma mudanca de
cor caracteristica de verde para azul (formacdo de cor azul) nas culturas
durante o processo de lise (Arii et al. 2015).

O composto B-ionona foi o segundo composto com maior producéo em
suas concentracdes ao longo do periodo estudado. Apesar de ndo ter sido
observada diferenca estatisticamente significativa nos tempos iniciais na
presenca de exsudatos entre as condi¢cdes controle e tratamento (P>0,05),
ocorreu aumento de producéo de B-ionona no tempo 10 (P<0,001), periodo em

que as células encontravam-se no estagio exponencial (Figura 64).
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Figura 64: Produgdo de B-ionona ao longo de 10 dias: Controle - crescimento
convencional com meio ASM-1 e células de LTPNA 01 (ndo toxigénica); Tratamento-
crescimento com exsudatos obtidos de linhagem toxigénica (LTPNA 08) com meio
ASM-1 corrigido e células de LTPNA 01. Os dados sdo média mais desvio padréo
(n=3). Test-T *=P<0,05, ** =P<0,01; *** P<0,001).
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Na avaliacéo do perfil de producdo do Safranal foi observada uma baixa
concentracdo nas condigcbes controle e tratamento, com diferencas
significativas nos tempos 4 (P<0,01) e 6 (P<0,001). O composto apresentou uma
gueda em suas concentragdes no tempo 6, na condi¢cdo controle e uma elevada
producédo na condi¢do tratamento. Nos periodos subsequentes as produc¢des voltaram

a ficar elevadas com diferengas significativas apenas no tempo 10 (P<0,001) (Figura
65).
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Figura 65: Producdo de Safranal ao longo de 10 dias: Controle - crescimento
convencional com meio ASM-1 e células de LTPNA 01 (ndo toxigénica); Tratamento-
crescimento com exsudatos obtidos de linhagem toxigénica (LTPNA 08) com meio
ASM-1 corrigido e células de LTPNA 01. Os dados sdo média mais desvio padrao
(n=3). Test-T *=P<0,05, ** =P<0,01; *** P<0,001).
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A variacdo de producdo do composto a-ciclocitral ndo foi significativa entre os
tempos iniciais (1 e 2) quando comparado com a condigdo controle. Diferencas

significativas s6 foram observadas nos tempos 4 e 6 (P<0,001) (Figura 66).
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Figura 66: Produgdo de a-ciclocitral ao longo de 10 dias: Controle - crescimento
convencional com meio ASM-1 e células de LTPNA 01 (ndo toxigénica); Tratamento-
crescimento com exsudatos obtidos de linhagem toxigénica (LTPNA 08) com meio
ASM-1 corrigido e células de LTPNA 01. Os dados sdo média mais desvio padréo
(n=3). Test-T *=P<0,05, ** =P<0,01; *** P<0,001).
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Foi possivel observar, pelos dados apresentados nos gréaficos, que a
adicdo de exsudatos de M. aeruginosa LTPNA 08, reduziu significativamente
as taxas de crescimento de LTPNA 01, fato que pode ter contribuido para que
a producdo dos COVs também fosse reduzida na condicdo tratamento nos
diferentes tempos de crescimento, sugerindo que os COVs podem realmente
agir como produtos quimicos alelopaticos, inibindo ou estimulando o

crescimento de M. aeruginosa LTPNA 01.
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5. CONCLUSOES

- Estabeleceu-se metodologias analiticas adequadas para extrair
compostos organicos volateis: geosmina (trans-1,10-dimethyl-trans-9-decalol),
MIB (2-methylisoborneol) B-ciclocitral, e B-lonona produzidos em diferentes
tempos de crescimento de M. aeruginosa.

- Das espécies de cianobactérias investigadas, as linhagens de M.
aeruginosa LTPNA 01 e LTPNA 08 (produtora de toxinas) foram comprovadas
como sendo produtoras em ampla escala, dos compostos B-ciclocitral e a -
ionona.

- A producdo dos compostos B-ciclocitral e B-ionona esta relacionada
com o tempo de crescimento das células de cianobactérias.

- A elevada concentracdo do composto B-ciclocitral nas amostras de
LTPNA 01 e 08 nos diferentes tempos de crescimento estudados sé&o
decorrentes da biossintese de B-caroteno realizada por Microcystis.

- O acréscimo de um composto volatil (B-ionona) as culturas de M.
aeruginosa LTPNA 01 e 08, pode ter influenciado na producdo do composto de
B-ciclocitral em diferentes tempos de crescimento.

- A intensidade 250 pmol.fétons.m2s? favoreceu o crescimento da
linhagem LTPNA 08 (produtora de toxinas) e morte celular linhagem LTPNA 01.

- Houve relagcdo negativa entre o aumento da irradiancia e a producgao

do composto - ciclocitral pelas células mantidas sob a maior irradiancia.

- A producao dos compostos a- ciclocitral, - ciclocitral e 3- ionona, nas
linhagens LTPNA 01 (n&do produtora de toxinas) e LTPNA 08 (produtora de
toxinas) variou ao longo de 24 horas, com maior producéo no periodo em que
culturas ndo estavam recebendo luz

- As concentragdes do composto (- ciclocitral encontradas nas linhagens
LTPNA 01 e 08 foram maiores quando comparadas as concentracdes
encontradas para os compostos a- ciclocitral e B-ionona ao longo de todas as

amostragens.
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Houve maior producdo dos compostos em dados referentes as amostras
da linhagem nao toxigénicas (LTPNA 01) que as amostras pertencentes a
linhagem produtora de toxinas (LTPNA 08).

A adicdo de exsudatos favoreceu morte celular e reducéo na producao
de COVs 24 horas apoés adicdo de exsudatos pertencentes a linhagem de M.

aeruginosa toxigénica LTPNA 08.

Sendo assim, pode-se inferir que a producdo dos COVs pode sofrer
alteracdes qualitativas e quantitativas dependendo do estimulo ambiental
presente, tanto por interacdes bidticas (com outros organismos e ritmo

circadiano), quanto por fatores abiéticos (intensidade luminosa).
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Palavras-chave: Esporos, indices de diversidade., micorrizas, pastagem degradada
Areas do conhecimento : Ecologia,Agronomia,Zootecnia
Setores de atividade : Agricultura, Pecuéria, Silvicultura, Exploracdo Florestal

CAPRONI, AL; SILVA, S. V.; MIRANDA, CHB
DISTRIBUICAO DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EM SOLOS SOB SISTEMAS DE
PASTAGENS In: 12Jornada Cientifica, 2005, Campo Grande.

12Jornada Cientifica. , 2005. v.1.

SILVA, S. V.; CAPRONI, AL; MIRANDA, CHB; Souza, TSF; PALMA, DT

Fungos micorrizicos arbusculares associados a Guavira (Campomanesia pubescens (DC.) O.Berg) In:

Encontro Naciolnal de Inovacéo Cientifica para o Homem do Século XXI, 2005, Campo Grande- MS.
Encontro Naciolnal de Inovagao Cientifica para o Homem do Século XXI -IV ENPIC. , 2005. v.1.

Palavras-chave: micorrizas, Esporos, indices de diversidade., pastagem degradada

Areas do conhecimento : Botéanica,Microbiologia, Ecologia

Setores de atividade : Agricultura, Pecuaria, Silvicultura, Explorag&o Florestal, Produgédo Vegetal

Souza, TSF; SILVA, S. V.; CAPRONI, AL; MIRANDA, CHB
Fungos micorrizicos arbusculares como bioindicadores de sustentabilidade de solos dos cerrados In: 16°
encontro de Bidlogos do CRBIO-1, 2005, Campo Grande-MS.
16° encontro de Biélogos do CRBIO-1. , 2005. v.1.
Palavras-chave: indices de diversidade., micorrizas, Esporos
Areas do conhecimento : Botanica,Ecologia,Agronomia
Setores de atividade : Agricultura, Pecuaria, Silvicultura, Exploragdo Florestal, Produgédo Vegetal

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1.

Cesar Heraclides Belhing Miranda; Neide Garcia Cardoso; SILVA, S. V.; Ronaldo Araujo Marques;
Odevalde de Almeida
Lodo primério de curtume como fonte de nutrientes para Brachiaria brizantha e Panicum maximum In: 462
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Zootecnia, 2009, Maringa, PR.

SBZ 2009. , 2009.
Palavras-chave: co-produtos, fertilizantes, meio-ambiente, nutricéo de plantas, qualidade de forrageiras
Areas do conhecimento : Agronomia,Bioquimica,Botanica
Setores de atividade : Agricultura, Pecuéria, Silvicultura e Exploragdo Florestal

.
t‘.fSILVA, S. V.; CAPRONI, AL; Cesar Heraclides Belhing Miranda
Diversidade de espécies de fungos micorrizicos arbusculares sob sistemas de exploragéo agricola e
pecuaria no estado de Mato Grosso do Sul In: XXVII REUNIAO BRASILEIRA DE FERTILIDADE DO
SOLO E NUTRIGAO DE PLANTAS; XI REUNIAO BRASILEIRA SOBRE MICORRIZAS; IX SIMPOSIO
BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA DO SOLO; VI REUNIAO BRASILEIRA DE BIOLOGIA DO SOLO.,
2006, Bonito, MS.

Dourados: Embrapa Agro Oeste, 2006.. , 2006. v.v.1...

Ay
f:.fAdriana Figueira Franga; CAPRONI, AL; BERBARA, R. L. L; SILVA, S. V.; Cesar Heraclides Belhing
Miranda; MACEDO, MCM
Diversidade de nematofauna em um sistema de integrag&o lavoura/pecuaria em Campo Grande/MS In:
XXVII REUNIAO BRASILEIRA DE FERTILIDADE DO SOLO E NUTRIGAO DE PLANTAS; XI REUNIAO
BRASILEIRA SOBRE MICORRIZAS; IX SIMPOSIO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA DO SOLO; VI
REUNIAO BRASILEIRA DE BIOLOGIA DO SOLO, 2006, BONITO, MS.

FERTIBIO 2006, BONITO. Dourados: Embrapa Agro Oeste, 2006, 2006. v.v.I.
Palavras-chave: nematoides, cerrados
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Areas do conhecimento : Zoologia,Ecologia,Microbiologia
Setores de atividade : Agricultura, Pecuaria, Silvicultura, Exploragdo Florestal

Producgao artistical/cultural

Artes Cénicas

1.

Eventos

Eventos

SILVA, S. V.; Karen; Melloto; HOTTA, L.

Evento: O menino e ri, 2005. Local Evento: Universidade Federal do Mato Grosso do Sul. Cidade do
evento: Campo Grande, MS. Pais: Brasil. Instituigdo promotora: Universidade Catolica Dom Bosco.
Durag&o: 30. Tipo de evento: Outro.

Atividade dos autores: Encenagédo. Home-page: CRBio-1.

Participacao em eventos

1.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25,

26.

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) 24° Simpésio Internaci I de Iniciagdo Cientifica da USP
(SIICUSP), 2016. (Simposio) )

AVALIACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUZIDOS POR DUAS LINHAGENS DE
CIANOBACTERIAS ISOLADAS DE AMBIENTES BRASILEIROS E CULTIVADAS SOB DIFERENTES
CONDICOES AMBIENTAISd.

Desenvolvimento de métodos em CGMS, 2013. (Outra)
Operacao de Software MassHunter - LCMS, 2013. (Outra)
Reunido Anual- Sociedade Brasileira de Quimica, 2013. (Outra)

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) SIICUSP - Simpésio Internaci I de Iniciagdo Cientifica da
SP, 2013. (Simp6sio)

Pré-concentracéo e Detecgdo de compostos organicos volateis produzidos por cianobactérias através da
microextragdo em fase sélida (SPME)..

Workshop de itacdo de pesquisadores em métod isti multivariados, 2013. (Outra)

Apresentacédo de Poster / Painel no(a) XIV CBL (Congresso Brasileiro de Limnologia), 2013.
(Congresso)

Andlise de compostos organicos volateis produzidos por Microcystis Aeruginosa usando a microextragao
em fase solida por headspace combinada com cromatografia gasosa (SPME-CG).

Apresentacédo de Poster / Painel no(a) XIV Congresso Brasileiro de Limnologia, 2013. (Congresso)
Variagdes no crescimento, formag&o de heterocitos e produgdo de pigmentos em uma linhagem de S.
torques-reginae (CYANOBACTERIA) em diferentes condigdes de nitrogénio.

Apresentacao de Poster / Painel no(a) XIV Congresso Brasileiro de Limnologia, 2013. (Congresso)
Influéncia da intensidade luminosa sobre o crescimento de uma linhagem de Sphaerospermopsis torques-
reginae (CYANOBATERIA) produtora de anatoxina-a (S).

Apresentacdo Oral no(a) 46 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Zootecnia, 2009. (Congresso)
Lodo primario de curtume como fonte de nutrientes para Brachiaria brizantha e Panicum maximum.

Apresentagéo Oral no(a) 32 Jornada Cientifica da Embrapa Gado de Corte, 2007. (Outra)
Propéagulos de fungos micorrizicos arbusculares em integragdo lavoura-pecuaria.

Curso Basico de Estatistica Experimental com énfase em Controle de Qualidade, 2007. (Outra)
Mini-curso: Corte de Carnes para Preparo de Churrasco, 2007. (Outra)

Treinamento em Biosseguranga, 2007. (Outra)

Apresentagdo Oral no(a) 22 Jornada Cientifica da Embrapa Gado de Corte, 2006. (Outra)

Fungos Micorrizicos Arbusculares em Sistema de Integragdo Lavoura e Pecuaria.

Il Encontro Estadual de Biologia de Mato Grosso do Sul, 2006. (Encontro)
16° Encontro de Biologos do CRBio-1, 2005. (Congresso)

Apresentagéo Oral no(a) 1? jornada cientifica da Embrapa Gado de Corte, 2005. (Outra)

12 jornada cientifica da Embrapa Gado de Corte.

Palavras-chave: Esporos, micorrizas, pastagem degradada

Areas do conhecimento : Agronomia,Zootecnia,Microbiologia

Setores de atividade : Agricultura, Pecuaria, Silvicultura, Exploragdo Florestal, Produgédo Vegetal

Apresentagdo Oral no(a) Distribuicao de fungos micorrizicos arbusculares em solos sob sistemas
de pastagens., 2005. (Outra)

12 Jornada Cientifica da Embrapa Gardo de Corte.

Estratégias de Sustentabilidade de Rede Aguapé, 2005. (Seminario)

I Seminario de Educagda do Curso de Biologia, 2005. (Seminario)

Mini- curso Introdugéo a Biologia Molecular e Extragdo de DNA no | ENEBIO-MS, Encontro
Estadual de Biologia de Mato Grosso do Sul,, 2005. (Seminario)

Mini-curso: Biologia e Ecologia de Cavernas. | ENEBIO-MS, Encontro Estadual de Biologia de
Mato Grosso do Sul., 2005. (Encontro)

Projeto de Estruturagédo, 2005. (Seminario)
Il Seminario de Pesquisas do curso de Biologia, 2004. (Seminario)

Mini- curso: "Biologia Molecular Aplicada ai Diagnostico de Leucemias"” " Seminarios Avangados
em Biologia Molecular, 2004. (Seminario)

Organizagao de evento
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1. SILVA, S.V,; PICOLO, L.; SOTORIVA, L.D; HOTTA, L.
Funciomamento do CRAS e COmbate ao Trafico de Animais Silvestres, 2006. (Outro, Organizagao
de evento)

Totais de producao

Producéo bibliografica

Trabalhos publicados em anais de eventos 13
Apresentacgbes de trabalhos (Congresso) 2
Apresentagdes de trabalhos (Simposio) 1
Apresentacgdes de trabalhos (Outra) 4
Eventos

Participagbes em eventos (congresso) 5
Participagbes em eventos (seminario) 6
Participagdes em eventos (simposio) 2
Participagdes em eventos (encontro) 2
Participagdes em eventos (outra) 1"
Organizagéo de evento (outro) 1
Producao artistical/cultural

Artes Cénicas(Teatral) 1
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