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RESUMO

A gestdo e as estratégias envolvidas no controlo de blooms de cianobactérias tém evidenciado pouco
sucesso, por ter efeitos transitérios ou traduzir-se numa poluicdo secundaria. Na sequéncia da
necessidade emergente de métodos alternativos, a tecnologia ultra-sénica surge como um novo
método para o rapido controlo e prevenc¢do de blooms de cianobactérias em aguas eutrofizadas.

No contexto da inibicdo do crescimento de cianobactérias através da irradiacdo ultra-sénica, a
presente dissertacdo incidiu no estudo dos efeitos da aplicagdo dos ultra-sons sobre o crescimento
do género Microcystis spp., em cultura mista. O sistema de ultra-sons utilizado consistiu num banho
de ultra-sons de poténcia 500 W, com duas frequéncias possiveis (35 KHz e 130 KHz) e diferentes
amplitudes (20% a 100%).

Os resultados experimentais relativos ao crescimento das cianobactérias revelaram que cinco
minutos de irradiacdo ultra-sdnica inibem efectivamente a proliferacao de cianobactérias, na ordem
dos 75% a 85%. A associagdo da menor frequéncia (35 KHz) com a maior amplitude (100%) originou a
supressao mais acentuada do crescimento da Microcystis spp.. Por outro lado, a combinac¢do da
frequéncia e amplitude mais elevadas revelou a menor inibicdo da densidade celular. A
determinagao complementar da clorofila a e a avaliagdo morfoldgica, imediatamente apds a
sonicagdo, permitiram de certo modo confirmar os efeitos inibitdrios induzidos pelos ultra-sons no
género Microcystis spp., nomeadamente o colapso dos vacuolos gasosos e a ruptura das células.
Aumentos pontuais de oxigénio dissolvido e pH foram verificados apds a irradiacdo ultra-sonica.
Estes resultados sugeriram que a peroxidacao lipidica, resultante de reac¢des secundarias de radicais
livres produzidos durante a cavitagdo ultra-sénica, pouca ou nenhuma influéncia exerceu sobre a
integridade das células das cianobactérias.

Foi também considerada a possibilidade da irradia¢do ultra-sénica induzir aumentos de microcistinas
dissolvidas, em consequéncia da ruptura das células, e a potencial capacidade de degradacao dessas
toxinas. Concluiu-se que cinco minutos de irradia¢do ultra-sénica, associada a elevadas frequéncias e
amplitudes (130 KHz e 100%), ndo provocam um aumento significativo de microcistinas dissolvidas
(5%) e promovem uma eventual degradagdo das microcistinas presentes na fase soluvel, de cerca de
30%.

A avaliagdo da variagao das concentragdes de microcistinas permitiu ainda reforgar que a ruptura das
células e o colapso dos vacuolos gasosos constituiram os principais mecanismos inibitdrios incitados

pela irradiacdo ultra-sonica.

Palavras-chave: Blooms; Cianobactérias; Ultra-sons; Microcystis spp.; Vacuolos gasosos;

Microcistinas.
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ABSTRACT

The management and strategies surrounding the control of cyanobacterial blooms have shown little
success, to have transient effects or result in a secondary pollution. Following the emerging need of
alternative methods, ultrasound technology appears as a new method for the rapid control and
prevention of cyanobacterial blooms in eutrophic waters.

In the context of cyanobacterial growth inhibition through ultrasonic radiation, the present
dissertation focused in the study of the effects of ultrasound application in the growth of the genus
Microcystis spp. in mixed cultivation. The ultrasound system used was an ultrasonic bath with 500 W
power, with two frequencies (35 kHz and 130 kHz) and different amplitudes (10% to 100%).

The experimental results relative on growth of cyanobacterial revealed that five minutes of
ultrasound radiation effectively inhibited the proliferation of cyanobacterial, in order of 75% to 85%.
The association of less frequency (35 kHz) with greater amplitude (100%) originated the stronger
suppression of the Microcystis spp. growth. On the other hand, the combination of higher frequency
and amplitude showed the lowest inhibition of cellular density. The complementary determination of
chlorophyll a and the morphological evaluation, immediately after the sonication, allowed of certain
mode confirm the inhibitory effects induced by ultrasound in the genus of Microcystis spp., namely
the collapse of gaseous vacuoles and the rupture of cells.

One-off increases of dissolved oxygen and pH were verified after the ultrasound radiation. These
results suggested that the lipid peroxidation, resultant of the secondary reactions of free radicals
produced during ultrasonic cavitation, little or no influence had on the integrity of the cyanobacterial
cells.

Was also considered the possibility of ultrasonic radiation induce dissolved microcystins increases, as
a consequence of cells rupture, and the potential capacity of degradation of these toxins. It was
concluded that five minutes of ultrasonic radiation, associated exclusively at high frequencies and
amplitudes (130 KHz and 100%), not cause a significant increase of dissolved microcystins (5%) and
promote a degradation casual of present microcystins in the soluble phase of around 30%.

The valuation of microcystins concentrations variation allowed yet reinforce that the cells rupture
and the gaseous vacuoles collapse constituted the inhibitory mechanisms main incited by ultrasonic

radiation.

Keywords: Blooms; Cyanobacteria; Ultrasound; Microcystis spp.; Gaseous Vacuoles; Microcystins.
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SIMBOLOGIA E NOTACOES

ug Micrograma;

pm Micrometro;

atm Atmosfera;

Co, Dioxido de carbono;

H* Radical livre de hidrogénio;
H, Hidrogénio;

H,0, Peréxido de hidrogénio;
HCL Acido cloridrico;

HNO, Acido nitroso;

HNO; Acido nitrico;

HO," Perhidroxilo;

KHz Kilohertz;

KPa Kilopascal;

MHz Megahertz;

N, Azoto molecular;

NH,* |30 de amodnio;

nm Nandmetro;

NO Oxido nitrico;

NO, Didxido de azoto;

NO;s 130 nitrato;

o’ Radical livre de oxigénio;
0, Oxigénio molecular;
OH’ Radical hidroxilo;

P Fésforo;

rpm Rotagdes por minuto;

Unid. Abs.  Unidades de absorvancia;

W Watt.
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ABREVIATURAS

DUMO Desintegrador Ultra-sonico de Matéria Organica;

EEA European Environment Agency;
ETA Estacdo de Tratamento de Agua;
ETAR Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais;

MC-LR Microcistina-LR;

MC-RR Microcistina-RR;

oD Oxigénio dissolvido;

USx-0  Amostra controlo para a determinagdo de parametros abidticos do ensaio x;

USx—A Amostra submetida aos ultra-sons para a determinagao de parametros abidticos do
ensaio x;

USx-C  Amostra submetida aos ultra-sons para a avaliacdo da morfologia e do crescimento da

Microcystis spp. do ensaio x;

WHO World Health Organization;

xC Amostra controlo para a avaliacdo da morfologia e do crescimento da Microcystis spp. do
ensaio x.
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de cianobactérias do género Microcystis spp.

1. INTRODUCAO

O aumento populacional e a consequente intensificacdo das actividades agricolas e
industriais, paralelamente a uma ma gestao dos recursos hidricos, tém contribuido para a
evolucdo da eutrofizacdo de aguas superficiais de sistemas de agua doce, utilizados para
actividades recreativas e para consumo humano (Bartram et al., 1999).

O reconhecimento do problema tomou propor¢des a nivel mundial, dados os potenciais
efeitos nefastos nos ecossistemas e na salde humana, desde a perda de espécies indigenas
a limitacdo dos usos da agua (Bartram et al., 1999; Smith et al., 1999).

A maioria dos estudos sobre a eutrofizacdo centram-se nos ecossistemas de agua doce
(lagos e albufeiras, principalmente), mas isso ndo significa que sejam apenas afectados estes
sistemas (Smith et al., 1999; Vasconcelos, 2006). Os sistemas de dgua doce estdo sujeitos a
uma maior influéncia de fontes de poluicdo externas e internas, comparativamente aos
oceanos, de maiores area superficial e volume de dgua (Vasconcelos, 2006).

No entanto, a evolugdo natural dos ecossistemas aquaticos (producdo bioldgica) pode levar
a sua eutrofizacdo mesmo quando a influéncia antropogénica é insignificante ou inexistente
(Bartram et al., 1999). Este fendmeno natural é claramente visivel em lagos naturais e em
rios de areas remotas, como na regido da Amazdnia ou nos lagos suicos, a elevadas altitudes
(Vasconcelos, 2006).

De facto, a eutrofizacdo tem sido acelerada pela interferéncia humana, desde que
civilizacbes antepassadas iniciaram a administracdo de adubo ao solo para aumentar a
produtividade de cereais (Vasconcelos, 2006). AlteracGes de grande magnitude na estrutura
e funcdo do ambiente tiveram uma evolucdo exponencial a partir da revolucdo industrial.
Cerca de 1/3 a 1/2 da superficie terrestre tem sido transformada pelo Homem com
profundos impactos nas comunidades terrestres e aquaticas, pela interferéncia nos ciclos do
carbono, azoto e fdsforo. O input de azoto no meio terrestre, por exemplo, foi
aproximadamente duplicado por actividades humanas e presume-se ainda um aumento
continuo da introducdo deste nutriente nos solos. Entre as décadas de 50 e 90, a producdo
global de fertilizantes para fins agricolas aumentou de menos de 10 milhGes de toneladas
métricas para 80 milhdes de toneladas métricas de azoto (Smith et al., 1999).

A disponibilidade de nutrientes, especialmente de azoto e fésforo, nos meios hidricos é

essencial para o bom funcionamento dos ecossistemas e para o desenvolvimento da
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biomassa aquatica. A caréncia de qualquer de um destes nutrientes pode limitar o
crescimento de algas. Porém, nas ultimas décadas, a presenca de nutrientes nos sistemas
aquaticos tem sido excessiva. Como resultado destas fontes exorbitantes de nutrientes, a
proliferacdo de fitoplancton e a consequente deterioracdo da qualidade da agua constituem
uma das maiores preocupacgdes sobre a tematica dos recursos hidricos (Bartram et al., 1999;
Smith et al., 1999).

Os esforgos desenvolvidos para o uso racional da agua tém igualmente potenciado o estado
eutrofico de muitas aguas superficiais. A geracdo de energia, por exemplo, exerce um
impacto negativo nas daguas estuarinas e costeiras, nomeadamente no transporte de
sedimentos e substancias associadas (nutrientes vegetais) que, por sua vez, podem
favorecer o desenvolvimento do fitoplancton, como por exemplo as cianobactérias. O
aumento do tempo de retencdo e da exposicdo a luz solar das areas superficiais sdo as
principais consequéncias da construcdo de barragens. Estes factores, para além das
condi¢cOes redutoras presentes nos sedimentos, alteram as condi¢cdes de crescimento dos
organismos, promovendo oportunidades de crescimento de algas e cianobactérias e até a
formacgao de blooms. Em Portugal, estima-se uma redugdo de 80% no transporte sedimentar
dos rios para o mar subsequente a construcao destes empreendimentos (Fonseca, 2002).

E de realcar que o problema da eutrofizacdo se deve sobretudo as actividades humanas. A
tendéncia geral presenciada mundialmente é o aumento das concentragdes de poluentes

nas aguas superficiais associado ao aumento da urbanizacdo (Bartram et al., 1999).

1.1 EUTROFIZAGAO E FLORESCENCIAS DE CIANOBACTERIAS

1.1.1 Conceitos, causas e consequéncias

Os ecossistemas podem ser distinguidos ou classificados mediante o seu estado troéfico, em
termos de concentracdes em fésforo e azoto, e a sua densidade de populagdes
fitoplancténicas. Aguas pobres em nutrientes e com pequenas populagdes de algas
plancténicas sdo denominadas por oligotréficas, enquanto aguas ricas em nutrientes com
quantidades avultadas de fitoplancton sdo consideradas eutréficas (Prescott et al., 1998;
Wetzel, 1993). O estado intermédio destas duas classes é designado por mesotrdéfico (Smith

etal., 1999).

Dissertagdo de Mestrado Integrado em Engenharia do Ambiente — Perfil Sanitaria 2
Ana Claro



Estudo dos efeitos da irradiagdo ultra-sénica na inibigGo do crescimento
de cianobactérias do género Microcystis spp.

Deste modo, a eutrofizacdo é um processo através do qual as massas de agua se tornam
mais ricas em nutrientes, dai resultando o aumento da produtividade primdaria dos
ecossistemas, nomeadamente da biomassa algal (Wetzel, 1993).

A descarga de efluentes domésticos e industriais assim como as actividades agricolas (uso de
pesticidas e fertilizantes) e a gestdo inadequada das bacias hidrograficas constituem as
principais causas antropogénicas, determinantes para o desequilibrio dos ecossistemas
(Vasconcelos, 2006). Para além das actividades antropogénicas, fontes naturais podem
compelir o declinio dos ecossistemas. Os fogos florestais e a lixiviacdo de nutrientes de locais
a montante de um sistema aquatico sao exemplos de fontes naturais (Vasconcelos, 2006).

O aumento dos niveis de nutrientes resulta no incremento da producao biolégica das massas
hidricas. Estas condi¢cGes associadas a factores ambientais como temperaturas e pH elevados
e turbuléncia reduzida sdo favoraveis a desenvolvimentos massivos do fitoplancton
conhecidos por florescéncias ou blooms (Bartram et al., 1999; Smith et al., 1999).

Uma diversidade de organismos do fitoplancton presentes nos sistemas de agua doce
apresentam capacidade de formar blooms, mas os grupos de organismos de maior
representatividade e preocupacdo sao os flagelados, as diatomaceas e as cianobactérias
(Bold & Wynne, 1985; Vasconcelos, 2006). No entanto, as cianobactérias constituem os
organismos do fitoplancton mais associados a eutrofizacdo de sistemas de 34gua doce
(Vasconcelos, 2006), devido provavelmente a vantagens competitivas nutricionais,
morfoldgicas e fisioldgicas (Bartram et al., 1999; Prescott et al., 1998).

A presenca de cianobactérias nas massas hidricas afecta a qualidade da dgua em termos de
pH, oxigénio dissolvido, turvacdo, sabores e odores e toxicidade (Knappe et al., 2004;
Vasconcelos, 2006). A varia¢do do pH, numa agua dominada por cianobactérias, caracteriza-
se por valores elevados durante o dia e baixos durante a noite. Durante a fotossintese, as
cianobactérias utilizam a luz solar, como fonte de energia, para fixarem o carbono inorganico
e, posteriormente, formarem novas e/ou repararem células. A absor¢do de diéxido de
carbono (CO,) pelos microrganismos aumenta a concentracdao de ides hidroxilo (OH’) na
agua e, inevitavelmente, o pH. Valores de pH superiores a 10 sdao observados numa massa
hidrica com cianobactérias presentes. Apdés a fotossintese, no periodo nocturno, as
cianobactérias realizam a respiracdo onde o oxigénio é consumido e o CO, é produzido.
Como resultado, os niveis de pH diminuem durante este periodo (Knappe et al., 2004). Por

conseguinte, a alteracdo da actividade fotossintética diurna para a actividade respiratdria
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nocturna induz variacdes no pH das massas hidricas, caracteristicas da presenca de
cianobactérias, bem como de algas (Vasconcelos, 2006).

Flutuacdes bastante significativas de oxigénio dissolvido (OD) sdo também observadas numa
massa de agua quando nela subsistem popula¢des de cianobactérias e algas. O OD é um
subproduto da actividade fotossintética e, por isso, os niveis de OD aumentam para valores
acima do ponto de saturacdo durante o periodo diurno (sobressaturacdo em oxigénio).
Durante o periodo nocturno, estes niveis decrescem significativamente pelo facto do
oxigénio ser consumido durante a actividade respiratéria de todos os organismos aquaticos.
Especialmente, em 4dreas prdoximas do fundo (sedimentos) ou termoclina, os niveis de
oxigénio a noite podem ser suficientemente baixos para provocar a morte de algumas
espécies mais sensiveis, como os peixes. A deplecdo do oxigénio na dgua pode resultar do
declinio da matéria organica que o biota constituem (Vasconcelos, 2006). Além de
problemas secundarios como a morte de espécies sensiveis, a caréncia de oxigénio
dissolvido pode induzir condi¢des anaerdbias que promovem a libertacdo de substancias
téxicas e compostos de fésforo a partir dos sedimentos. Como tal, os sedimentos podem
constituir uma fonte adicional de nutrientes, no caso da libertacdo de fdsforo ser suficiente
para retomar o processo de eutrofizacdo (Mur et al., 1999).

Os blooms superficiais de cianobactérias podem aumentar a turvacdo de uma massa de
agua. Correlagdes entre o aumento da turvacao da dgua e a presenga de blooms sdo
dubitativas, uma vez que as flutua¢des de turvacdo sdo frequentemente derivadas de outros
factores, como eventuais tempestades. De facto, o desenvolvimento de blooms pode
coincidir com a reducdo dos niveis de turvacdo de uma massa de dgua apds eventuais
tempestades (Knappe, et al., 2004). No entanto, durante a ocorréncia de um bloom, a
transparéncia da dgua pode ser tdo baixa como 1 cm a 2 cm, suficiente para perturbar a
ecologia integral do ecossistema ao impedir a penetragao da luz para maiores profundidades
da 4gua. Apenas espécies com capacidade de migracdo através da coluna de agua, como
algumas cianobactérias, podem ser bem sucedidas nestes ambientes (Vasconcelos, 2006).

A presenca de cianobactérias nas origens de agua para consumo humano e/ou em aguas
recreativas resultam frequentemente em episédios de sabores e odores desagradaveis,
especialmente quando o bloom entra em declinio. O género Microcystis spp., por exemplo, é
responsavel pela producdo de compostos acidos, linolénico e B-ciclocitral, que causam

sabores e odores desagraddveis (Knappe et al., 2004).
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A producdo de compostos bioactivos com propriedades téxicas por parte de muitas espécies
de cianobactérias é igualmente preocupante e nefasta para o ambiente. Estas toxinas
podem causar a morte ndo sé de organismos aquaticos, que entrem em contacto directo,
como também de animais terrestres (gado, animais domésticos, aves aquaticas) e, mais

raramente, de humanos (Vasconcelos, 2006).

1.1.2 Situagdao mundial

DescricOes ocasionais efectuadas por viajantes, historiadores e, pelo menos, por um
dramaturgo (W. Shakespeare: The Merchant of Venice) indicaram a existéncia de escumas
plancténicas e blooms na Europa, desde ha dois milénios pelo menos. Em 1188, Geraldus
Cambrensis observou cianobactérias flutuantes no Lago Llangorse (Pais de Gales), ao
descrever que o lago apresentava, por vezes, uma coloracdo verde brilhante (Codd et al.,
2005).

Somente a meio do século XX é que a eutrofizacdo foi reconhecida como um problema de
poluicdo de muitos lagos e albufeiras da Europa ocidental e Norte da América. Desde entdo,
inUmeros casos de eutrofizacdo foram identificados em diversas regiées do mundo. Estudos
recentes mostram que 54% dos lagos na Regido Asia-Pacifico sdo eutréficos, assim como
53% dos lagos na Europa, 48% na Africa e 41% na América do Norte e Sul (Bartram et al.,
1999).

Dada a gravidade da situagao, tém sido desenvolvidos esforcos para reverter a situacao que
vao desde a melhoria dos processos de tratamento de aguas residuais até a utilizacdo mais
racional de fertilizantes. Na Europa, por exemplo, foram implementadas directivas relativas
ao tratamento de aguas residuais e a aplicacdo de nitratos inorganicos nos solos agricolas,
entre outras. Durante a década de 90, a qualidade dos rios e lagos na Europa melhorou
significativamente, fundamentalmente devida a progressos ao nivel do tratamento de aguas
residuais e industriais (reducdo nas concentracdes de fésforo). No entanto, as concentragdes
de nitratos nos rios permaneceram relativamente estdveis no mesmo periodo, sendo
maiores nos paises caracterizados por possuirem uma agricultura intensiva (Europa
Ocidental) (EEA, 2005).

Em Portugal, a maior incidéncia de eutrofizacdo é principalmente em albufeiras e estuarios.

Esta situacdo é preocupante uma vez que grande parte da populagdo é abastecida a partir de
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albufeiras. Exemplos dessas albufeiras sdo o Torrdo, Bravura e Aguieira. Os rios portugueses
com maior tendéncia para a eutrofizacdo sdo o Minho, Douro, Tejo e Guadiana, devido ao
fluxo reduzido que apresentam temporariamente. Na regido centro de Portugal, entre
Aveiro e Figueira da Foz, existem alguns lagos naturais que apresentam blooms sazonais de
cianobactérias (Vasconcelos, 2006).

Contudo, o desenvolvimento tecnolégico ao nivel das estacdes de tratamento de 3aguas
residuais (ETAR), assim como a implementacdo de directivas e medidas nacionais relativas
aos nutrientes, tém contribuido para a reducdo da afluéncia de nutrientes aos ecossistemas

aquaticos (EEA, 2005).

1.2 CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS

1.2.1 Cianobactérias

1.2.1.1 Classificagcdo e Caracterizagdo Geral

As cianobactérias sdo das primeiras formas vivas a colonizar a Terra, ha cerca de 3,5 biliGes
de anos (Owuor et al., 2007 e Wolk, 1973) durante a Era Pré-Cambrica (HoeK et al., 1995).
Evidéncias paleontoldgicas sugerem que as cianobactérias, sendo dos primeiros organismos
fotossintéticos na Terra, desempenharam um papel fundamental na evolucdo da atmosfera
terrestre (HoeK et al., 1995).

Sdo diversas as designacOes estabelecidas para estes organismos, tais como: algas verdes-
azuis, Cyanophyta (cyano ([grego] = azul), Myxophyceae (myx [grego] = Ilimo),
Cyanoprokaryota, entre outras (Bartram et al.,, 1999; Wetzel, 1993). Sistemas de
classificacdo mais antigos indicavam cerca de 150 géneros e 2000 espécies de cianobactérias
(Mur et al., 1999; HoeK et al., 1995; Prescott et al., 1998; Smith et al., 1999). Recentemente,
o numero destes organismos foi reduzido para 42 géneros e 62 espécies (Prescott et al.,
1998).

As cianobactérias tém a particularidade de partilharem caracteristicas estruturais e
fisiolégicas com as bactérias e caracteristicas funcionais com as plantas dos sistemas
aquaticos (Wetzel, 1993). Dadas as caracteristicas celulares analogas as bactérias, as

cianobactérias sdo consideradas organismos procariotas (auséncia de nucleo, o
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nucleoplasma ndo é revestido por uma membrana dupla), apesar de evidenciarem
semelhancas com algas eucariotas e plantas superiores por possuirem clorofila a e
fotossistema Il (Prescott et al., 1998; Wetzel, 1993).

A maioria das cianobactérias sdo fotoautotroficas aerdbias, cujos processos vitais requerem
simplesmente agua, didxido de carbono, substancias inorganicas e luz. A fotossintese
representa o principal modo de metabolismo energético destes organismos (Mur et al.,
1999).

Os pigmentos fotossintéticos (clorofila a, ficocianinas, aloficocianinas e ficoeritrinas) estdo
localizados nas lamelas fotossintéticas dos tilacéides, com movimento livre no citoplasma
(na periferia celular), ao contrario dos eucariotas onde a fotossintese se processa no interior
de organelos especializados, os cloroplastos (Mur et al., 1999; HoeK et al., 1995; Prescott et
al., 1998; Wolk, 1973). Outra capacidade intrinseca as cianobactérias consiste na realizacdo
da fotossintese oxigénica utilizando a agua como dador de electroes e obtendo oxigénio
como subproduto (Mur et al., 1999; Owuor et al., 2007; Prescott et al., 1998; Wetzel, 1993).
De acordo com a variagao da propor¢ao ou natureza dos pigmentos acessorios presentes nas
células, estas podem exibir variadas coloracdes, desde verde-azulado a violeta e, por vezes,
verde ou vermelha, embora a maioria sejam verdes-azuis devido a presenca dominante da
ficocianina (HoeK et al., 1995 Prescott et al., 1998 e Smith et al., 1999).

Tal como as eubacterias, a parede celular das cianobactérias contem peptidoglicano,
revestida por uma camada de lipopolissacarideos, sendo consideradas bactérias gram-
negativas. Grande maioria das células é envolvida por uma mucilagem constituida por
polissacarideos (HoeK et al., 1995; Prescott et al., 1998).

A reproducdo das cianobactérias é exclusivamente assexuada, por fissdo bindria (divisao
celular simples) ou por fragmentacao de tricomas (Mur et al., 1999; HoeK et al., 1995).

A diversidade morfoldgica exibida pelas cianobactérias compreende formas unicelulares,
coloniais e filamentosas, com um diametro que pode variar entre 1 um a 10 um (Mur et al.,
1999; Owuor et al., 2007; Prescott et al., 1998; Wetzel, 1993). Uma parte significativa destas
formas sao revestidas por mucilagem, individualmente ou por toda a colénia (Wetzel, 1993).
O género Microcystis spp., por exemplo, forma coldnias cujas células individuais se agregam
através da segregacao de mucilagem, enquanto os géneros Anabaena spp., Aphanizomenon
spp. e Oscillatoria spp. sao formas filamentosas sem qualquer invélucro ou matriz viscosos

(Knappe et al., 2004).
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A maioria das cianobactérias é do tipo coccdide, pertencentes a familia Chroococcaceae
(géneros Microcystis spp., Coelosphaerium spp. e Coccochloris spp., por exemplo). As
familias filamentosas incluem Oscillatoriaceae, Nostocaceae e Rivulariaceae (géneros
Oscillatoria spp., Lyngbya spp., Aphanizomenon spp. e Anabaena spp.) (Wetzel, 1993).
Todavia, algumas coldnias filamentosas evidenciam uma capacidade de diferenciacdao
celular. A reproducdo vegetativa (fragmentacdo dos tricomas) é a mais comum quando as
condicbes sdo favoraveis ao crescimento das filamentosas, mas sob condi¢cdes mais
agressivas, numerosas espécies podem formar esporos ou acinetos, mais resistentes e de
maiores dimensdes. Os heterocistos sdo um terceiro tipo de células diferenciadas que estas
cianobactérias podem desenvolver, de parede espessa, contendo a enzima nitrogenase cuja
funcdo é a fixacdo do azoto atmosférico (Owuor et al., 2007; Wetzel, 1993). Esta enzima é
fortemente sensivel ao oxigénio, sendo a sua actividade redutora inibida na presenca deste
elemento. No entanto, algumas cianobactérias sem heterocistos tém também aptiddo para
fixar azoto quando o ambiente circundante é anaerdbio (condi¢cdes andxicas), como as
espécies estuarinas Microcoleus chthonoplastes e Lyngbya aestuarii. Ao contrario das
espécies dotadas de heterocistos, estas apresentam uma separac¢ao temporal, e nao
espacial, dos processos de fixacdo de azoto e da fotossintese oxigénica (HoeK et al., 1995;
Wetzel, 1993).

Outras caracteristicas particulares das cianobactérias que explicam o seu sucesso ecolégico,
além da fixacdo do azoto, sdo a presenca de vesiculas gasosas em muitas espécies e a sua
capacidade de armazenamento substancial de nutrientes essenciais.

A presenca de vesiculas gasosas no interior das células de cianobactérias fornece-lhes
vantagens competitivas. Estes organelos celulares sdo inertes, ocos e preenchidos por gases
gue formam os chamados vacuolos gasosos. Nas cianobactérias, as vesiculas gasosas
apresentam-se maioritariamente sob a forma hexagonal como numa colmeia (Walsby,
1994). Esta vantagem ecolégica é de extrema importancia para as cianobactérias uma vez
gue permite a regulacao do respectivo movimento vertical na coluna de agua, mediante as
suas necessidades fisiolégicas (por exemplo: exploracdo de recursos nutricionais e condi¢des
ideias de luminosidade) favoraveis ao seu crescimento e sobrevivéncia (Mur et al., 1999;
Walsby, 1994).

Os nutrientes ou produtos de reserva sao armazenados no interior do citoplasma, mais

especificamente em inclusGes citoplasmaticas, quando as concentracdes de nutrientes
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particulares sdo elevadas (Mur et al., 1999). O amido é a principal substancia de reserva das
cianobactérias, molécula semelhante ao glicogénio das plantas superiores, permanece entre
os tilacdides. Outras reservas essenciais ao crescimento das cianobactérias sdo os granulos
de cianoficina (polimeros constituidos pelos aminoacidos arginina e asparginina) que se
tendem a acumular préoximos das paredes das formas coloniais ou filamentosas ou na
fronteira entre o centroplasma e o cromatoplasma. As cianobactérias sdo capazes de
capturar rapidamente minerais de azoto (N) e fésforo (P), que sdo posteriormente
armazenados sob a forma de granulos de cianoficinas e polifosfatos. Estas reservas
permitem que estes microrganismos mantenham o crescimento activo mesmo quando a
agua, onde se encontram, apresenta deplecdao em N e P devida a actividade de outras algas
(HoeK et al., 1995).

De grande flexibilidade ecoldgica, as cianobactérias desenvolvem-se nos mais diversos
habitats, em &guas salgadas, salobras e doces, em nascentes frias e quentes e até em
ambientes indspitos (desertos e glaciares, por exemplo) onde outras microalgas ndo sao
capazes de sobreviver (Mur et al., 1999; HoeK et al., 1995; Prescott et al., 1998). No entanto,
a maioria das cianobactérias habitam em aguas doces. O género Anabaena spp., por
exemplo, reproduz-se rapidamente em lagoas e lagos quentes e eutrdficos, formando
florescéncias (Prescott et al., 1998).

Todavia, as cianobactérias florescem preferencialmente em ambientes limnicos e marinhos,
em condicbes neutro-alcalinas (pH entre 7 e 9) e sob temperaturas entre 15 °C e 30 °C.

As cianobactérias sao frequentemente encontradas no fitoplancton de dguas doces calmas.
Nos lagos temperados, estes organismos geralmente formam popula¢des densas apds o
inicio da estratificacdo da coluna de agua no final da Primavera, quando uma camada
superior quente (epilimnion), menos densa, se estabelece acima de uma camada fria
profunda (hipolimnion). No final da Primavera e inicio do Verao observa-se frequentemente
o crescimento de populacdes de formas filamentosas, como as espécies Anabaena ou
Aphanizomenon, enquanto espécies, como Microcystis aeruginosa, se tornam mais
abundantes no meio do Verao.

As cianobactérias podem ser consideradas como purificadoras naturais de aguas superficiais,
mas a crescente actividade antropogénica (input excessivo de nutrientes - eutrofizagdo),
conjuntamente com determinados factores ambientais, tém contribuido para o

desenvolvimento excessivo destes organismos, os chamados blooms. Estes blooms, para
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além de afectarem a qualidade da agua, podem ainda causar problemas de maior
complexidade para os ecossistemas aquaticos e para a saude publica, quando as espécies

presentes sdo produtoras de metabolitos secundarios téxicos (Mur et al., 1999).

1.2.1.2 Factores de Formacgdo de Florescéncias de Cianobactérias

O sucesso ecoldgico das cianobactérias resulta de relagcdes complexas e dindmicas entre
factores fisicos, quimicos e biolégicos. Para a compreensdo de tal sucesso, é necessario
considerar uma gama de factores ambientais e relaciona-los com as propriedades
fisioldgicas de cada espécie e com a magnitude das alteracdes. Dos factores ambientais
determinantes destacam-se: temperatura e estratificacdao térmica, intensidade luminosa, pH
e disponibilidade em nutrientes. Entre os factores fisicos evidenciam-se a existéncia de
vesiculas gasosas. Cada espécie possui uma gama de tolerancia para cada factor, verificando-
se um desenvolvimento mais rapido de uma determinada espécie quando ha uma
combinacdo Optima dos factores apesar de ser dificil atingir o desenvolvimento e
produtividade maximos nas condi¢cbes naturais (Mur et al., 1999; Wetzel, 1993). As
caracteristicas que conferem uma maior competitividade as espécies sdo relativas, devido a
facilidade de alteracdo das condicbes fisicas e bidticas. A resposta aos diversos factores é
uma caracteristica de cada espécie (Wetzel, 1993). Deste modo, distribuicGes sazonais sao

verificadas a nivel mundial.

Temperatura e Estratificacdo Térmica

No geral, as cianobactérias apresentam uma maior tolerdncia a temperaturas elevadas que
as algas verdes e diatomaceas (Mur et al., 1999; Wetzel, 1993). As taxas de crescimento mais
elevadas da maioria das cianobactérias sdo atingidas para temperaturas superiores a 25 °C.
Estas temperaturas podem explicar a dominancia das cianobactérias em climas temperados
durante os meses de Verdo e durante todo o ano em climas tropicais (Mur et al., 1999;
Prescott et al., 1998). O género Microcystis spp., por exemplo, apresenta taxas de
crescimento baixas a temperaturas inferiores a 13 °C e 15 °C e um crescimento maximo a

temperaturas entre 27 °C e 37 °C (Knappe et al., 2004).
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Cianobactérias termofilicas apresentam crescimentos éptimos a temperaturas superiores a
45 °C, existindo espécies que realizam a fotossintese a temperaturas constantes tdo
elevadas como 74 °C (Prescott et al., 1998; Wetzel, 1993).

A estratificacdo térmica de lagos e albufeiras desempenha igualmente um efeito
determinante na sucessdo das algas e, em particular, das cianobactérias em Aaguas
termicamente estratificadas, cuja coluna de agua é estavel. Em resultado da estratificacdo
térmica, a deplecdo de nutrientes no epilimnion pode limitar o crescimento de algas
eucariotas. As cianobactérias, por sua vez, possuem caracteristicas que lhes permitem ter
sucesso nessas massas hidricas. Alguns géneros possuem vacuolos gasosos que lhes faculta a
aptiddo de migrar em profundidade na coluna de agua mediante as respectivas
necessidades, outros tém capacidade de fixar o azoto atmosférico e uma outra parte

sobrevive sob condic¢des fracas de luminosidade no metalimnion (Knappe et al., 2004).

Intensidade Luminosa

O principal metabolismo energético das cianobactérias, a fotossintese, é fortemente
dependente da intensidade luminosa. Este factor é, por isso, limitante ao crescimento
efectivo das cianobactérias e das algas.

Muitas cianobactérias exibem uma enorme sensibilidade a longa exposicdao a elevadas
intensidades luminosas. No entanto, as cianobactérias que formam florescéncias a superficie
aparentam uma adaptacao fisioldgica a estas condic¢des, através de uma producgao adicional
de carotendides que protegem as células da foto-inibicdo (Mur et al., 1999). O género
Microcystis spp., por exemplo, é tolerante a elevadas intensidades luminosas, formando
blooms densos e compactos a superficie da dgua. Scott et al. (1981), citados por Owuor et al.
(2007), sugeriram que este género se adapta a estas intensidades pela reducdo da clorofila
a, enquanto sob condicbes de fraca luminosidade, ou mesmo na escuriddo, hd uma maior
sintese daquele pigmento fotossintético. Reynolds (1997), citado por Knappe et al. (2004),
demonstrou existirem quantidades mais elevadas de clorofila a a superficie, na ordem dos
679 pg/L, e menores em profundidade, entre 49 pg/L e 3 pg/L. Estes blooms superficiais
podem induzir uma turvac¢dao substancial (turvacdo biogénica) na &agua, impedindo a
penetracdo da luz para camadas mais profundas e, consequentemente, diminuindo a

produtividade do fitoplancton presente nas camadas inferiores. Ainda assim, algumas
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espécies plancténicas do género Oscillatoria spp. florescem efectivamente sob condi¢des de

fraca luminosidade, no metalimnion de lagos estratificados (Knappe et al., 2004).

pH

A presenca de cianobactérias numa massa hidrica pode conduzir a valores de pH elevados,
superiores a 10. Este aumento deve-se ao consumo de didxido de carbono pelos organismos
durante o processo fotossintético. O didxido de carbono presente na agua é utilizado como
fonte de carbono para o desenvolvimento de novas células. A extraccdo de CO, da agua faz
aumentar o pH, uma vez que os niveis de bicarbonatos e carbonatos sdao reduzidos de modo
a compensar o CO, extraido (Knappe et al., 2004; Paerl & Ustach, 1982; Whitton & Potts,
2000).

Cianobactérias do género Microcystis spp., por exemplo, tém a capacidade de competir para
valores de pH elevados. No entanto, Talling (1976), citado por Knappe et al. (2004),
demonstrou que as taxas de crescimento deste género comecam a diminuir para valores de
pH superiores a 11, dado que as limitacdes do pH prevalecem as limitacdes de carbono
inorganico. Owuor et al. (2007) referiu que a limitacdo do crescimento das cianobactérias
pode estar correlacionada com concentrac¢des baixas de CO, e pH elevados ou vice-versa (pH
entre 4 e 5). Estas duas condi¢cdes podem inibir a divisdo celular e, consequentemente,
influenciar a producdo de biomassa (Owuor et al., 2007). Shapiro (1997), citado por Knappe
et al. (2004), sugeriu que a dominancia das cianobactérias é resultado de grandes cinéticas
de consumo de CO, sob condicdes de baixas concentracdes em CO, livre, quando
comparadas com outras classes de algas.

Todavia, as cianobactérias apresentam um crescimento dptimo entre 7,5 e 10, parecendo

ser menos dominantes em meios acidos (Owuor et al., 2007).

Disponibilidade em nutrientes

A produtividade em d4guas doces é geralmente limitada pela concentracdo de macro e
micronutrientes presente no ambiente natural, principalmente de macronutrientes como o

azoto e o fésforo.
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Nos sistemas de dgua doce, o azoto e o fésforo sao a fonte de nutrientes de maior limitacao
ao desenvolvimento das cianobactérias (Mur et al., 1999; Owuor et al., 2007; Wetzel, 1993).
As quantidades, proporcdes e a composicao quimica destes dois nutrientes influenciam a
composicao, magnitude e a durabilidade dos blooms de cianobactérias (Pearl, 2008).
Inicialmente, assumiu-se que as cianobactérias requeriam elevadas concentrac¢des de azoto
e fosforo, dada a frequéncia de blooms em lagos eutrdficos (ricos em nutrientes).
Posteriormente, também se observaram esses blooms de cianobactérias quando as
concentracOes de fosforo dissolvido na 3agua eram baixas. Dados experimentais tém
demonstrado uma maior dependéncia das cianobactérias do azoto e fésforo relativamente a
muitos outros organismos fotossintéticos. O desenvolvimento dominante de cianobactérias
parece ocorrer preferencialmente a razGes baixas das concentracbes de azoto e fésforo
(10-16N:1P), enquanto as algas eucariotas preferem razées mais elevadas (16-23N:1P) (Mur
etal., 1999).

A sobrecarga de nutrientes induz um aumento gradual da produtividade dos lagos, que pode
levar a reducdo significativa das concentracdes de nitratos (NO3) e aménio (NHs') na zona
trofogénica, ou até esgotd-los, devido a assimilacdo (Wetzel, 1993). O azoto, como
componente essencial a producdo bioldgica, é principalmente utilizado na sintese de
aminodcidos e proteinas, assim como na sintese de vesiculas gasosas. Neste contexto, a
limitacdo de azoto pode influenciar o crescimento celular, particularmente de cianobactérias
gue ndo sejam fixadoras de azoto e, simultaneamente, a capacidade de regulacdo da
flutuacdo exibida por alguns destes microrganismos (Whitton & Potts, 2000). A forma de
azoto mais utilizada pelas algas é NO3, uma vez que as concentracdes presentes nas aguas
naturais s3o superiores as concentracdes de NH,;  (Wetzel, 1993). As formas de azoto
utilizadas pelas cianobactérias s3o, por ordem preferencial, NH;", NO3 e azoto molecular
(N2) (Whitton & Potts, 2000). Ward & Wetzel (1980), citados por Knappe et al. (2004),
observaram maiores taxas de crescimento de cianobactérias na presenca de NH,", o que
significa que estes organismos necessitam de converter o NO3 na forma de azoto mais
favoravel ao seu desenvolvimento e, por isso, requerem bastante energia. Blooms do género
Microcystis spp. tém sido associados a aguas com quantidades minimas de NOs™ (<20ug/L em
N) e suficientes de NH.".

As cianobactérias com capacidade de fixar azoto atmosférico, como Anabaena spp. e

Aphanizomenon spp., tém vantagens competitivas sob condicdes de reduzidas
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concentracdes de azoto inorganico na agua, apesar da taxa de crescimento ser mais lenta
(Mur et al., 1999).

Nos meses de Inverno, ha uma maior disponibilidade de azoto inorganico quando a afluéncia
de NH," e NO; excede a taxa de absorcdo de nutrientes pelas algas, coincidente com uma
menor actividade do fitoplancton. Na Primavera, esta actividade aumenta e, por isso, os
niveis de azoto inorganico combinado decrescem. Em aguas eutrofizadas, os niveis de azoto
sao frequentemente muito baixos no epilimnion nos meses de Verao, periodo em que as
cianobactérias fixadoras de azoto atmosférico se desenvolvem em grande numero. Todavia,
em lagos pouco profundos e em que no fundo os teores em NH," sejam elevados, durante os
meses de Verdo, estes teores podem atingir o epilimnion e estimular o desenvolvimento de
cianobactérias ndo fixadoras de azoto atmosférico, como espécies de Microcystis. (Knappe et
al., 2004).

O fésforo, por sua vez, é de todos os elementos principais o menos abundante para a
produtividade bioldgica. Mais de 90% do teor total em fésforo ocorre sob formas organicas
nas aguas doces. A Unica forma de fdsforo inorganico soluvel directamente absorvida pelas
algas é o ortofosfato (PO43'), o qual constitui, nomeadamente, menos de 5% do teor total de
fosforo. O ortofosfato é bastante reactivo formando facilmente compostos insoluveis, além
de ser facilmente adsorvido por coldides inorganicos e compostos particulados (argilas e
hidréxidos de ferro) (Knappe et al., 2004; Wetzel, 1993). Devido a facilidade que o fosfato
possui para co-precipitar com ferro, manganésio e carbonatos, os sedimentos de fundo
podem conter elevados teores de fésforo. Se os niveis de oxigénio dissolvido acima da
interface agua-sedimentos forem reduzidos (< 1mg/L em OD), como resultado da actividade
microbiana, as reducdes de Fe(lll) a Fe’" e de Mn(IV) a Mn?* podem induzir a libertacdo de
fosfato para o hipolimnion. Caso ocorra turbuléncia na termoclina, o fosfato libertado pode
migrar do hipolimnion para o epilimnion, onde pode favorecer o desenvolvimento de algas.
As necessidades de fésforo sdo caracteristicos de cada espécie e os niveis de fésforo numa
massa de dgua podem determinar as espécies dominantes. As cianobactérias com
necessidades elevadas de fosforo sdao, por exemplo, Microcystis spp. e Oscillatoria spp..

O ferro e o manganésio constituem dois dos micronutrientes mais importantes para a
sobrevivéncia dos organismos, uma vez que sdo igualmente necessarios para 0s processos
fotossintéticos, a assimilacdo de nitratos, bem como para outros processos enzimaticos. As

cianobactérias fixadoras de azoto atmosférico requerem igualmente a presenca de ferro,
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podendo coincidir o aumento das quantidades de ferro com o inicio dos blooms (Knappe et
al., 2004). Horne & Goldman (1994), citados por Knappe et al. (2004), observaram que a
deplecdo dos niveis de ferro dissolvido na agua coincidiu com o fim de um bloom da espécie
Aphanizomenon flos-aquae.

Todavia, a concentra¢do de micronutrientes e sua disponibilidade sdo geralmente suficientes
para as necessidades metabdlicas dentro das limitagdes impostas pela luz, temperatura e

pela disponibilidade em macronutrientes (Wetzel, 1993).

Vacuolos gasosos

A presenca de vacuolos gasosos em muitas cianobactérias plancténicas confere-lhes a
capacidade de regular a sua posicdo vertical na coluna de dgua mediante as necessidades
nutricionais e de luz favoraveis ao seu crescimento (Mur et al.; 1999, Knappe et al., 2004;
Walsby, 1975). Estas estruturas surgem especialmente em espécies sem mobilidade
(Walsby, 1994).

Os vacuolos gasosos sdo simplesmente agregacSes de vesiculas cilindricas, cujas
extremidades apresentam uma forma cénica (Figura 1.2.1.2.1). O espaco interior destas

estruturas é oco e sdo envolvidas por uma parede ou membrana proteica, fina e continua.

a) b)

Figura 1.2.1.2. 1 - a) Secgdo transversal de uma célula cianobacteriana Microcytis spp. evidenciando um
empilhamento hexagonal de vesiculas gasosas (Adaptado de Walsby, 1994); b) Vesiculas gasosas da Anabaena
flos-aquae (imagem direita superior) e da Halobacterium salinarum (imagem direita inferior) (Belenky et al.,

2004).
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Nas cianobactérias, as vesiculas gasosas apresentam geralmente um comprimento entre
0,2ume 1 um, um didmetro de 70 nm a 75 nm (Walsby, 1975; Wolk, 1973) e uma densidade
de cerca de 1/10 da densidade da agua (Mur et al., 1999). O espago oco das vesiculas é
preenchido por gases de difusdo, dada a elevada permeabilidade das respectivas
membranas a gases como o azoto, oxigénio, didéxido de carbono, hidrogénio e argon. Deste
modo, os gases no interior dos vacuolos sdo constantes, em equilibrio dindmico com o gas
dissolvido no citoplasma, mas nao significa que todos os gases contidos nas células estejam
incorporados nas vesiculas gasosas (Walsby, 1975). Klebahn (1925), citado por Wolk (1973),
observou que o volume total das suspensdes de algas diminuia com o desaparecimento de
vacuolos e a alteracdo na densidade de algas flutuantes era consistente com a substituicao
de liquido por gas no volume do vacuolo.

Determinadas cianobactérias podem possuir cerca de 10 000 vesiculas gasosas numa Unica
célula, dispostas num numero reduzido de vacuolos (Walsby, 1975), e podem atingir cerca
de 60% a 70% do volume celular (Wolk, 1973).

Apesar das vesiculas gasosas possuirem uma estrutura rigida, existe uma pressdo critica a
partir da qual ocorre o colapso individual das estruturas (Walsby, 1975). A pressdo critica é a
diferenca minima entre as pressdes exterior e interior das vesiculas gasosas que provoca o
colapso das estruturas (Walsby, 1994). Se o colapso decorre em todas as vesiculas gasosas
existentes num vacuolo, este desaparece instantaneamente. A perda de flutuabilidade é,
assim, consequéncia da destruicdo dos vacuolos gasosos por pressdo (Walsby, 1975) quando
as cianobactérias estdo sujeitas a elevadas irradiacdes (Visser et al., 2005). A pressdo critica
varia consideravelmente entre as vesiculas gasosas existentes numa célula, normalmente
entre 200 KPa e 700 KPa (1 atm=100 KPa), e é inversa a largura das estruturas. A resisténcia
das vesiculas gasosas esta geralmente associada as condi¢Ges quimicas e fisicas que afectam
as proteinas constituintes das membranas (Walsby, 1975).

No entanto, o mecanismo da perda de flutuabilidade das cianobactérias, normalmente
associada a elevadas intensidades luminosas, depende de cada espécie. Existem
cianobactérias que regulam a sua posicao vertical na coluna de agua através do colapso dos
vacuolos gasosos frageis e outras espécies, com vacuolos gasosos resistentes, através da
producdo de novas vesiculas e de hidratos de carbono densos (ndo ocorre o colapso de
vacuolos) (Knappe et al., 2004; Visser et al., 2005 Walsby, 1994). No primeiro caso, as células

expostas a luminosidades minimas formam vesiculas gasosas proporcionando uma
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flutuabilidade positiva e, deste modo, ascendem a regides superiores com mais elevadas
intensidades luminosas. O aumento da fotossintese é acompanhado pelo aumento da
producdo de acucares de baixo peso molecular que podem causar uma elevada pressao de
turgéncia no interior da célula. Quando esta pressdao excede a pressdo critica, algumas das
vesiculas gasosas colapsam e as cianobactérias sedimentam para regides onde as
intensidades luminosas sdo minimas e onde sucede a formacdo de novas vesiculas gasosas
(Hoek et al., 1995). No entanto, Utkilen et al. (1985), citados por Visser et al. (2005),
observaram que Planktothrix spp. com vesiculas gasosas resistentes a pressao de turgéncia,
apresentava um decréscimo no teor de vesiculas gasosas celulares para elevadas irradiacdes,
através da diluicdo das estruturas pelo crescimento (Visser et al., 2005). No terceiro caso,
cianobactérias como Microcystis spp., perdem a capacidade de flutuacdo perto da superficie
da dgua devido a producdo de hidratos de carbono, durante a fotossintese. Esta producao
contribui para o aumento da densidade celular e, por consequéncia, provoca a
sedimentacdao das cianobactérias sem ocorrer qualquer colapso das vesiculas gasosas
(parede constituinte bastante forte). Durante a respiracdo, os hidratos de carbono sdo
consumidos pelas cianobactérias resultando na diminuicdao da densidade celular, adquirindo
novamente a capacidade de flutuacdo (Hoek et al., 1995; Knappe et al., 2004). Deste modo,
estes microrganismos mantém sempre uma posicao adequada na coluna de agua conforme
as necessidades de luz, que pode ser excessiva a superficie e demasiado obscura em
profundidade, e em nutrientes que, por sua vez, podem ser mais abundantes a maiores
profundidades (Knappe et al., 2004). Contudo, a velocidade e a extensdo dos movimentos
verticais dos microrganismos através da coluna de dgua sdo fortemente dependentes do seu
tamanho. Como resultado, células individuais ou filamentos de pequenas dimensdes
movem-se apenas alguns centimetros por dia, enquanto grandes colénias podem se mover

10 metros ou mesmo 100 metros diariamente (Walsby, 1994).

1.2.2 Cianotoxinas

Sao diversas as razdoes que tornam as florescéncias de cianobactérias indesejdveis nos

ecossistemas de dgua doce, sendo talvez a mais preocupante a producdo de toxinas naturais

conhecidas por cianotoxinas (Premazzi & Volterra, 1993).
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No século XIX registou-se o primeiro caso de intoxicacdo de animais domésticos por
cianotoxinas (Australia), apesar de se suspeitar que ocorrem episddios de intoxicagoes
relacionadas com cianobactérias produtoras de toxinas ha mais de 1000 anos (Sivonen &
Jones, 1999). Durante a década de 80, intensificaram-se os estudos sobre a ocorréncia,
distribuicdo e frequéncia das cianobactérias, sobretudo pelo impacto econdmico que as
espécies toxicas vieram a exercer na sociedade, desde intoxicacOes fatais de animais a
acidentes com humanos (Sivonen & Jones, 1999, Premazzi & Volterra, 1993).

As cianotoxinas sdo metabolitos secunddrios naturais com um efeito potencialmente tdxico
em tecidos, células ou organismos (Carmichael, 1992; Sivonen & Jones, 1999; Premazzi &
Volterra, 1993).

Actualmente, os estudos ainda sdo inconclusivos sobre as razdoes que levam as
cianobactérias a produzirem toxinas, mas alguns resultados indicam que pode consistir num
modo de defesa morfoldgico e fisiolégico (Charmichael, 1992) através do contacto fisico,
associado a alimentacdo, ou de estimulos quimicos (Yang et al., 2006). Alguns estudos tém
sido desenvolvidos sobre as respostas morfoldgicas de cianobactérias produtoras de toxinas
perante a presenca de possiveis predadores e/ou competidores. Yang et al. (2006)
investigaram o efeito da predacdo de diferentes espécies do zooplancton na inducdo da
defesa morfoldgica da cianobactéria Microcystis aeruginosa. Os resultados mostraram que a
presenca do protozoario flagelado Ochromonas spp. induziu a formacdo de coldnias de M.
ageruginosa (um aumento de 68,7%), enquanto na presenca do copépode Eudiaptomus
graciloides, do cladécero Daphnia magna e do rotifero Brachionus calyciflorus, as formas
dominantes da populagdo M. geruginosa eram unicelulares e pares de células. Yang et al.
(2006) sugeriram que a formacdo de coldnias da espécie em causa estd provavelmente
relacionada com o efeito téxico das respectivas toxinas (microcistinas) sobre metazoarios,
isto &, as toxinas da espécie M. aeruginosa aparentam nao ser suficientemente tdxicas para
os flagelados. Estes resultados foram consistentes com outros estudos prévios. Jang et al.
(2004), por exemplo, observaram um aumento bastante significativo na producdo de
microcistinas em trés estirpes da mesma espécie, até cerca de 50 vezes mais
comparativamente as culturas de controlo, especialmente quando sdo expostas a peixes
fitoplanctivoros (Hypophthalmichthys molitrix).

Contudo, factores ambientais, como a temperatura, luz, concentracdo em azoto e fdsforo,

disponibilidade de carbono e pH, aparentam igualmente influenciar a producdo e
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persisténcia de toxinas. Além dos factores ambientais, a producdo destes metabolitos
secundarios varia entre as diferentes espécies e respectivas estirpes de cianobactérias,
provavelmente associada a diferencas genéticas e aos processos metabdlicos. Estudos tém
mostrado que a producdo de toxinas pode variar temporaria e espacialmente num mesmo
local e que os niveis de toxinas ndo coincidem necessariamente com o maximo de biomassa
de cianobactérias existente (Cyanobacterial Toxins — Microcystin-LR, 2009).

Actualmente, as cianotoxinas podem ser classificadas em trés grandes grupos, de acordo
com o seu mecanismo de toxicidade: neurotoxinas, hepatotoxinas e dermatoxinas. No
Homem, estas cianotoxinas podem ser responsaveis por intoxicacées agudas ou crdnicas, de
origem gastrointestinal, respiratdria e/ou dermatolégica, dependendo da espécie e da forma
de entrada (Premazzi & Volterra, 1993). Sdo raros os casos de intoxicacdes humanas letais,
ndo por serem menos susceptiveis que os animais, mas pelo facto de desagradar as pessoas
a ideia de consumir uma dgua contaminada com blooms (Carmichael, 1992).

As neurotoxinas sao classificadas estruturalmente como alcaldides, de elevado grau de
toxicidade. Estas toxinas actuam ao nivel do sistema nervoso, podendo ser letais para
animais num curto periodo de tempo (de alguns minutos a horas), por insuficiéncia
respiratdria (Charmichael, 1992; Sivonen & Jones, 1999).

A nivel de distribuicdo mundial, as neurotoxinas sdao as de ocorréncia menos comum. No
entanto, a sua presenca tem sido registada em aguas no Norte de Africa, Europa e Australia
(Sivonen & Jones, 1999), especialmente usadas para fins recreativos (Falconer & Humpage,
2005). Algumas das espécies produtoras de neurotoxinas ja identificadas pertencem aos
géneros: Anabaena spp., Aphanizomenon spp., Oscillatoria spp. e Trichodesmium spp.
(Charmichael, 1992; Premazzi & Volterra, 1993). Quatro neurotoxinas foram identificadas
até ao momento: anatoxina-a, homoanatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxinas. A anatoxina-a
tem sido identificada em espécies do género Anabaena spp., Oscillatoria spp. e
Aphanizomenon spp., a homoanatoxina-a é produzida pelo género Oscillatoria spp., a
anatoxina-a(s) é caracteristica do género Anabaena spp. e a saxitoxina é produzida pelos
géneros Anabaena spp., Aphanizomenon spp., Lyngbya spp. e Cylindrospermopsis spp..

As hepatotoxinas representam o grupo de toxinas de maior preocupacdo devido a elevada
incidéncia nos blooms de cianobactérias de aguas doces e salobras (Premazzi & Volterra,

1993; Sivonen & Jones, 1999) na Europa, América, Africa e Asia (Falconer & Humpage, 2005).
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As hepatotoxinas incluem as microcistinas e a nodularina, péptidos ciclicos, responsaveis por
lesGes hepaticas que podem ser letais no caso de intoxicacbes agudas (hemorragia intra-
hepatica e choque hipovolémico) e potenciais promotoras de tumores (Carmichael, 1992;
Premazzi & Volterra, 1993). Espécies plancténicas dos géneros Microcystis spp., Anabaena
spp., Oscillatoria spp., Nodularia spp. e Nostoc spp., sdo algumas das cianobactérias
identificadas como produtoras de hepatotoxinas (Carmichael, 1992; Premazzi & Volterra,
1993; Sivonen & Jones, 1999).

Outra hepatotoxina é a cylindrospermopsina, recentemente detectada num episddio de
intoxicacdo humana na Australia (Falconer & Humpage, 2005). Investigacdes subsequentes
detectaram que esta toxina é produzida pelas espécies Cylindrospermopsis raciborskii,
Umezakia natans, Aphanizomenon ovalisporum (Premazzi & Volterra, 1993; Sivonen &
Jones, 1999), Rhaphidiopsis curvata e Anabaeana bergii (Wiegand & Pflugmacher, 2005). De
acordo com a estrutura quimica, esta toxina é um alcaldide que, além de afectar o figado
dos animais, pode provocar sintomas patoldgicos nos rins, baco, timo e no coracao.

As dermatoxinas sdo toxinas com um menor nivel de toxicidade quando comparadas com as
toxinas anteriormente mencionadas. Quanto a estrutura quimica, estas toxinas sdo
lipopolissacarideos (LPS), existentes na membrana exterior da parede celular das
cianobactérias. A componente acida destas toxinas é responsdvel por suscitar reaccgdes
irritantes e alérgicas nos tecidos humanos e animais apds contacto directo. A populagdo
humana de maior risco é a dos nadadores que utilizam aguas recreativas contaminadas

(Premazzi & Volterra, 1993; Sivonen & Jones, 1999).

1.2.2.1 Microcistinas

De todas as cianotoxinas identificadas e caracterizadas, as microcistinas representam as
toxinas de maior ocorréncia em blooms téxicos de cianobactérias dulciaquicolas a nivel
mundial. De facto, a maioria das ocorréncias registadas em Portugal é de microcistinas.
Durante a ultima década, muitos sistemas portugueses de agua doce (incluindo lagos,
albufeiras e rios por todo o pais), utilizados para actividades recreativas e para consumo
humano, tém sido assinalados por apresentar blooms hepatotéxicos, maioritariamente

associados a dominancia da espécie Microcystis aeruginosa (Vasconcelos, 2006).
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A designacdo destas toxinas deve-se ao facto de terem sido primeiramente isoladas a partir
da espécie Microcystis aeruginosa, por Bishop et al., em 1959 (Charmichael, 1992).
Posteriormente, foram identificados outros géneros de cianobactérias planctdnicas, também
produtores de microcistinas, tais como: Anabaena spp., Oscillatoria (Planktothrix) spp.,
Nostoc spp. e Anabaenopsis spp. (Sivonen & Jones, 1999).

As microcistinas sdo heptapéptidos monociclicos (cadeia ciclica com sete aminoacidos), com
dois aminoacidos especificos, o ADDA (3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-
4,6-dienoic acid) e o Mdha (N-methyldehydroalanine), e dois aminodacidos varidveis nas
posicoes 2 (X) e 4 (Y) (Figura 1.2.2.1.1a). As diferentes posicdes assumidas por estes dois
ultimos aminoacidos contribuem para a existéncia de uma vasta gama de variantes de
microcistinas, cerca de 71 variantes até a data (Codd et al., 2005). Das diferentes variantes
caracterizadas, a variante microcistina-LR (Figura 1.2.2.1.1b) é a mais comum e a mais tdxica,
constituida pela leucina na posicdo 2 e arginina na posicdo 4 (Carmichael, 1992; Sivonen &
Jones, 1999), seguida da microcistina-RR (arginina; arginina) e da microcistina-YR (tirosina;

arginina) (Falconer & Humpage, 2005).

a)
(6) D-Glu (iso) (7) N-methyldehydroAla
COOH CH, 0
(5) Adda HN % ~J1
b NH
CH, {1y D-Ala
CH, . ]
CH, HK CH
NH
CH,
COOH O (2)L-Leu
I|I
(4) L-Arg (3} D-erythro-f-methylAsp (iso)

b)

Figura 1.2.2.1. 1 — Estrutura quimica a) basica das microcistinas (Adaptado de Falconer & Humpage, 2005) e da

b)microcistina-LR (Wiegand & Pflugmacher, 2005).
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A hepatotoxicidade das microcistinas é devida, em grande parte, ao aminoacido ADDA, uma
vez que a sua remoc¢do ou saturacdo reduzem substancialmente a toxicidade das
microcistinas (Carmichael, 1992; Sivonen & Jones, 1999; Wiegand & Pflugmacher, 2005).

As microcistinas, como péptidos ciclicos, sdo extremamente estaveis, sollveis na agua e
resistentes a temperaturas elevadas (Falconer & Humpage, 2005) e a hidrélise ou oxidacao
guimica para valores de pH proximos do neutro. A biodegradacdo das microcistinas é muito
lenta (semanas), dependendo da radiacdo solar, concentracdo inicial de microcistinas e de
outros factores ambientais (concentracdo em carbono organico dissolvido, por exemplo).
Desta forma, as microcistinas dissolvidas podem persistir por meses ou anos numa massa de
agua. Todavia, estas cianotoxinas sdo susceptiveis a degradacdo por algumas bactérias
naturais de rios e albufeiras (Christoffersen et al., 2002; Sivonen & Jones, 1999; King, 2001).
Pesquisas sobre a producao de microcistinas tém sido concordantes em que a quantidade de
toxinas aumenta na fase logaritmica do crescimento e é maxima na fase de senescéncia,
principalmente devido a lise e morte das células.

Além da sintese de toxinas constituir uma caracteristica de cada estirpe, alguns factores
ambientais podem afectar os respectivos teores celulares. Diversos estudos indicaram que a
sintese de microcistinas é influenciada pela intensidade luminosa e pela qualidade da luz. A
producdo de microcistinas é maior sob condi¢cées de luminosidade favordveis ao crescimento
das estirpes (Sivonen & Jones, 1999), mas a partir de uma determinada radiacdo esta pode
ser limitante. A luz vermelha aparenta ser a mais favoravel ao processo, ao contrario da luz
azul (Figueiredo et al., 2004). No entanto, estudos recentes demonstraram que a intensidade
luminosa exerce um efeito insignificante, ou mesmo nulo, no teor em microcistinas celulares
e que as diferencas entre a toxicidade de blooms de uma mesma espécie sao principalmente
devidas as taxas de crescimento e as caracteristicas das diferentes estirpes.

A temperatura pode influenciar, para além do teor em microcistinas (Premazzi & Volterra,
1993), o tipo de toxina produzida. Para temperaturas elevadas (acima de 25°C), ha um
aumento da produc¢do da microcistina-RR enquanto temperaturas mais baixas favorecem a
sintese de microcistina-LR (Figueiredo et al., 2004). Um estudo laboratorial com a espécie
Microcystis aeruginosa demonstrou que as células eram mais tdxicas na fase tardia do
crescimento quando sujeitas a uma temperatura de 20 °C, sendo a toxicidade nitidamente

reduzida para temperaturas superiores a 28 °C (Premazzi & Volterra, 1993).
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O estudo da correlacdo entre a toxicidade das células e as condi¢des nutricionais éptimas ao
desenvolvimento das cianobactérias é muitas vezes contraditorio. Kotak et al. (1995),
citados por Kamoge & Hirooka (2000), observaram, num lago hipereutréfico do Canadd, uma
correlacdo positiva entre a concentragdo de microcistina-LR com a dominancia da espécie
Microcystis aeruginosa e com a concentracdo de fésforo e, no entanto, uma correlacao
negativa com a concentracdo de azoto. Esta relacdo entre producdo de toxinas e
concentracdes elevadas de fésforo estd em concordancia com diversos estudos laboratoriais
(Sivonen & Jones, 1999). Porém, em &guas eutrdficas da Africa do Sul, Wicks & Thiel (1990)
verificaram que a producdo de microcistinas apresentava uma correlacdo negativa com a
concentracdo de fésforo soltuvel (citados por Kamoge & Hirooka, 2000), em concordancia
com Oh et al. (2000) que documentaram valores elevados de teor em microcistinas, na
espécie Microcystis aeruginosa, sob condic¢des limitantes de fésforo (citados por Figueiredo
et al., 2004). No entanto, Utkilen & Gjglme (1995), citados por Sivonen & Jones (1999),
constataram, em culturas continuas de Microcystis aeruginosa, que a producao de toxinas
ndo é afectada por condi¢des limitantes de fésforo, para além de azoto.

De acordo com Sivonen & Jones (1999), as espécies ndo fixadoras de azoto atmosférico,
como Microcystis spp. e Oscillatoria spp., produzem toxinas em maior quantidade em
condicBes de abundancia de azoto.

Os resultados relativos aos efeitos das concentracbes de azoto e fosforo sdo de facto
bastante controversos, mas a produc¢do de microcistinas por estirpes de Microcystis spp.
aparenta ser influenciada pela variagdo das concentragdes dos nutrientes com respostas
diferentes dependendo da estirpe considerada (Vézie et al., 2002, citados por Figueiredo et
al., 2004).

Resultados contraditdrios também se averiguam nas concentracdoes de ferro. Aegerter
(1993), citado por Figueiredo et al. (2004), apurou que a sintese de microcistinas na espécie
Microcystis aeruginosa aumenta com a concentracdo de ferro enquanto o crescimento
diminui. Utkilen & Gjglme (1995) verificaram, numa estirpe diferente, uma relagdo linear
entre a producgdo de microcistinas e a concentragao de ferro (Figueiredo et al., 2004).
Contudo, Orr & Jones (1998), citados por Sivonen & Jones (1999), demonstraram que a taxa
de producdo de microcistinas por uma populacdo de cianobactérias em cultura é
directamente proporcional a respectiva taxa de crescimento, independentemente de algum

factor ambiental ser limitante. Além disso, os mesmos autores mostraram que o teor em
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microcistinas contido em cada célula, da espécie Microcystis aeruginosa, se mantinha
relativamente constante dentro de um intervalo estreito de tempo.

A atencdo especial dada as microcistinas ndo se deve apenas a aptiddao que exibem em
causar intoxicacGes agudas, mas também devido ao potencial efeito promotor cancerigeno
(carcinoma hepatico) através da exposicdo crénica de humanos a baixas concentragdes de
microcistinas presentes na agua potdvel (Charmichael, 1992), em lagos e rios recreativos
(menor exposicdo) e/ou em suplementos alimentares cuja composic¢do inclui algas (Sivonen
& Jones, 1999). Na China, a incidéncia da patologia, oito vezes maior, foi relacionada com a
ingestdo de agua e comida contaminadas com microcistinas (Codd et al., 2005).

O factor bioacumulativo de microcistinas por alguns organismos aquaticos é igualmente uma
preocupacdo para a saude publica. Diversos estudos toxicoldgicos tém demonstrado o
perigo da bioacumulacdo de microcistinas por invertebrados e vertebrados aquaticos,
incluindo peixes que estdo inseridos na cadeia alimentar humana (Charmichael, 1992). Li et
al. (2004), por exemplo, observaram a bioacumulagcdo da microcistina-LR em carpas
(Cyprinus carpio). Segundo estes autores, as microcistinas podem ser parcialmente
excretadas pelas fezes apds a biotransformacdo e as restantes toxinas sdo acumuladas no
figado, musculos e em outros tecidos das carpas.

As intoxicagGes com microcistinas podem ser resumidas por sintomas como gastroenterites,
diarreias, nauseas, colicas abdominais e epigastricas, febre, hepatites com anorexia, astenia
e hepatomegalia, disturbios respiratorios e alérgicos e a morte (Premazzi e Volterra, 1993).
Como consequéncia da frequéncia e toxicidade das microcistinas nos blooms de
cianobactérias, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu um valor maximo
admissivel (VMA) para a concentragdo de microcistinas de 1 pg/L, expressa em equivalentes
de microcistina-LR, em aguas para consumo humano (Falconer et al., 1999). No entanto,
alguns paises propuseram outros valores para a concentracdo de microcistinas,

nomeadamente 1,5 pg/L no Canada e 1,3 pg/L a 10 pg/L na Australia (King, 2001).

1.2.2.2 Casos de intoxicagdo relacionados com toxinas de cianobactérias

IntoxicagGes com toxinas de cianobactérias tém ocorrido em lagos artificiais e naturais e em

albufeiras por todo o mundo.
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Episddios de mortalidade tém sido registados desde inicios do século XIX, sobretudo em

animais domésticos. Em termos de mortalidades humanas os registos sdo escassos.

Casos de IntoxicacGes com animais

As primeiras publicacdes sobre mortalidades de animais domésticos e aves apds consumo de
agua com blooms ou escumas surgiram na Dinamarca (1833), Austrdlia (1878) e Poldnia
(1884).

De entre os animais domésticos afectados por blooms de cianobactérias incluem-se porcos,
cavalos, bufalos, ovelhas, cdes, gatos e aves domésticas (galinhas, patos, entre outras).
Mortalidades de animais selvagens tém afectado veados, rds, salamandras, doninhas
fedorentas, esquilos, morcegos, girafas, zebras, entre muitos outros animais. A maioria das
intoxicacGes ocorre por via oral. No caso de mortalidades de animais selvagens de niveis
tréficos mais elevados, é possivel que a exposicdo as toxinas de cianobactérias possa
suceder através da cadeia alimentar (Codd et al., 2005).

Nos Quadros 1.2.2.2.1 e 1.2.2.2.2 s3o apresentados exemplos de intoxicacdes letais de

animais com cianobactérias toxicas.

Quadro 1.2.2.2. 1 - Exemplos de casos letais de animais por ingestdo de cianobactérias (Adaptado de Codd et

al., 2005).
Pais Cianobactérias Mortes Referéncias
Dinamarca Sem identificagdo Bovinos, peixes Hald, 1833
Austrdlia Nodularia spumigena Ovinos, bovinos, cavalos, porcos, Francis, 1878
cdes
Poldnia Microcistis aeruginosa, Anabaena Potros, patos, galinhas, pombos, Benecke, 1884
flosaquae, «Limnochlide flosaquae» peixes

(Aphanizomenon flos-aquae)

Quadro 1.2.2.2. 2 — Mortalidade massiva de espécies de flamingos apds a ingestdo ou exposicao a

cianobactérias (Adaptado de Codd et al, 2005).

Localizagdo Espécie de Numero de Cianobactérias Referéncias
flamingo mortes
Estados Unidos da P. chilensis 10 Microcystis Chittick et al., 2002
Ameérica
Espanha P. ruber 579 Microcystis, Alonso-Andicoberry et al.,
Anabaena, 2002
Oscillatoria
Quénia P. minor Dezenas de Anabaena, Ballot et al., 2002 e Krienitz
milhar Anabaenopsis, et al., 2003
Oscillatoria,
Phormidium
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Casos de intoxicacoes humanas

Nos ultimos 25 anos surgiu um numero reduzido de publicacdes sobre patologias humanas e

Obitos associados a exposicao a células e toxinas de cianobactérias (Quadro 1.2.2.2.3).

Quadro 1.2.2.2. 3 — Exemplos de patologias humanas associadas a exposi¢ado a cianobactérias (Adaptado de

Codd et al., 2005).

Ano

Localizagao

Cianobactérias

Patologias

Referéncias

Consumo de agua

1931 Estados Unidos da Microcystis N3o identificadas Tisdale, 1931
América
1968 Estados Unidos da N3ao identificadas Doengas Schwimmer e
América gastrointestinais Schwimmer, 1968
1975 Estados Unidos da Schizothrix, Lyngbya, Gastroenterites Lippy e Erb, 1976 e
América Phormidium Keleti, 1981
1979 Australia Cylindrospermo-psis Gastroenterites, danos Byth, 1980 e Griffiths
hepaticos, danos renais, et al., 1998
danos intestinais
1981 Australia Microcystis Danos hepaticos Falconer et al., 1983
1972 - 1990 China Microcystis Cancros hepaticos, Yu, 1989, 1995
morte
1988 Brasil Microcystis, Anabaena Gastroenterites, morte Teixeira et al., 1993
1994 Suécia Planktothrix Gastroenterites, febres,  Annadotter et al.,

Contacto ocupacional ou recreativo com agua

dores abdominais e
musculares

2001

1959 Canada Microcystis, Anabaena Cefaleias, nauseas, Dillenberg e Dehnel,
dores musculares 1960
diarreia
1989 Reino Unido Microcystis Gastroenterites, Turner et al., 1990
garganta inflamada,
febres, vomitos, dores
abdominais, pneumonia
1995 Austrdlia Microcystis, Anabaena, Gastroenterites, Pilotto et al., 1997
Aphanizomenon, sintomas gripais, febres,
Nodularia irritagdes nos olhos
e/ou, ouvidos, Ulceras
bocais
1996 Reino Unido Planktothrix Erupgdes cutaneas, G.A. Codd e K. A.
febres Beattie, Relatdrio da
agéncia ambiental
1996 - 1998 Australia Lyngbya Dermatite de contacto, Dennison et al., 1999
erupgOes cutaneas,
irritagdo respiratoria
Hemodialise
1974 Estados Unidos da N3o identificadas Febres, mialgias, Hindman et al., 1975
América arrepios, vomitos
1996 Brasil Microcystis Disturbios visuais, Jochimsen et al.,
nauseas, vémitos, danos  1998; Pouria et al.,
hepaticos, morte 1998; Carmichael et
al., 2001 e Azevedo et
al., 2002
2001 Brasil Anabaena, Microcystis Disturbios visuais, Carmichael et al.,

nauseas, vomitos, danos
hepaticos

2002
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1.3 ULTRA-SONS COMO TECNOLOGIA DE TRATAMENTO DE BLOOMS

Os ultra-sons apresentam uma vasta gama de aplicagGes na ciéncia, medicina e industria
(Mason & Lorimer, 2002).

Nos ultimos anos tem-se assistido a um interesse crescente por parte de cientistas sobre a
promissora tecnologia ultra-sénica na proteccdao do ambiente. Em 2006, no 102 Encontro da
Sociedade Europeia de Sonoquimica (European Society of Sonochesmistry — ESS), ocorrido
na Alemanha, foram delineados alguns desenvolvimentos e perspectivas futuras da
utilizacdo da energia ultra-sénica na remediacdo e prevencdo da poluicdo ambiental. Neste
contexto, a sonoquimica surgiu como ciéncia de elevado interesse na drea ambiental, sendo
designada por green chemistry (Mason, 2007b).

A remediacdo bioldgica e quimica de aguas contaminadas, a descontaminacdo atmosférica e
a remediacdo de solos contaminados s3do alguns exemplos de possiveis aplicagdes da
sonoquimica (Mason et al., 2003, 2007a). Algumas pesquisas sobre a conjugacao da radiacdo
ultra-sénica com alguns processos unitarios em estacbes de tratamento de agua (ETA)
apresentaram resultados interessantes, nomeadamente na coagulacdo para a remogao
efectiva de algas (Heng et al., 2009) e, sobretudo, na desinfec¢cdo com cloro (Mason, 2007a),
ozono e radiac¢do ultra-violeta (Mason & Pétrier, 2004).

A escala industrial, o tratamento de lamas produzidas nas esta¢des de tratamento de aguas
residuais (ETAR) através de ultra-sons é ja uma realidade em 40 ETAR distribuidas
mundialmente (Romero, 2007). Segundo Romero, 2007, existem grandes expectativas para a

implementacdo de desintegradores ultra-sénicos de matéria organica (DUMO) em Portugal.

No presente trabalho s3ao abordados os efeitos quimicos e fisicos da tecnologia ultra-sénica

guando aplicada num meio liquido.

1.3.1 Definicao e mecanismo da sonica¢ao

Os ultra-sons sdo definidos como sons de frequéncia superior a 16 KHz e, por isso,
imperceptiveis a audigdo humana.
Na pratica, a aplicacdo ultra-sénica divide-se em trés areas distintas: alta frequéncia ou ultra-

sons de diagnéstico (2 MHz a 10 MHz); baixa frequéncia ou poténcia ultra-sénica
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convencional (20 KHz a 100 KHz) (Mason & Lorimer, 2002; Ince et al., 2001); e frequéncia
intermédia ou ultra-sons de “efeitos sonoquimicos” (300 KHz a 1000 KHz). Nesta ultima
categoria sdao geradas condicdes extremas de temperatura e de pressdo através da
formacao, crescimento e colapso de bolhas cavitacionais (Ince et al., 2001).

Os ultra-sons sdao ondas sonoras que se propagam em ciclos sucessivos de compressao e
rarefaccdo através do meio irradiado (Mason & Pétrier, 2004), conduzidos pela variacao de
pressao (Tang, 2004).

Para uma poténcia suficientemente elevada, o ciclo de rarefaccdo pode exceder as forcas
atractivas das moléculas presentes em meio liquido, originando uma infinidade de bolhas
cavitacionais micrométricas (Mason & Pétrier, 2004; Romero, 2007). Estas bolhas aumentam
o seu diametro por difusdo (Mason & Pétrier, 2004) que consiste na introducdo de pequenas
quantidades de vapor (ou gds) do meio circundante para o interior das bolhas, durante a
fase de expansdo (rarefac¢do, ou pressdo negativa), ndo sendo totalmente expelidas na fase
de compressdao. Nesta fase, tal como o nome indica, as bolhas gasosas expandidas sdo
comprimidas, devida a pressao externa mais elevada. Desta forma, as fases alternadas de
rarefaccdo e compressao induzem um aumento crescente no tamanho das bolhas, durante
um curto periodo de ciclos, até se estabelecer um equilibrio com a frequéncia aplicada. E
nesta fase critica de equilibrio que ocorre o colapso das bolhas cavitacionais, decorrente
num ciclo de compressao. Uma quantidade de energia substancial é expulsa para o meio
irradiado, aquando da implosdo das bolhas cavitacionais, dando origem a eventuais efeitos
quimicos e mecanicos (Mason & Pétrier, 2004; Romero, 2007). Este fendmeno fisico de
geracao e subsequente destruicdo de bolhas cavitacionais é conhecido por cavitacdao ultra-

sonica (Figura 1.3.1.1) (Ince et al., 2001; Mason & Pétrier, 2004).
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Figura 1.3.1. 1 — Cavitacdo acustica (Mason & Pétrier, 2004).
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A energia produzida pela cavitacdo acustica esta associada a elevadas temperaturas e
pressdes no gas das bolhas que podem atingir valores t3o altos como 5000 °C e 500 atm,
respectivamente (Romero, 2007; Tang, 2004). Segundo Mason & Pétrier, 2004, em sistemas
aquosos, para uma frequéncia de 20 KHz, cada colapso de bolhas cavitacionais actua como
um “hotspot” localizado, gerando temperaturas de cerca de 4000 °K e pressdes superiores a
1000 atm.

A origem dos efeitos quimicos resultantes da acg¢do ultra-sénica numa dgua cinge-se,
principalmente, a reac¢bes oxidativas com a producdo primaria de radicais livres de
hidrogénio (H") e de hidrdxidos (OH®), processo designado por sondlise. A energia térmica
gerada durante a cavitacdo constitui a base para a cisdo homolitica das ligacdes quimicas
H-O (Mason & Pétrier, 2004). Os radicais livres, de elevada reactividade, interagem com ides
ou moléculas, ou associam-se. Esta rdpida interac¢do induz a consequente producdo de
novas espécies moleculares, como o perdéxido de hidrogénio (H,0,), novos radicais livres
(HO,®) ou, ainda, oxigénio gasoso (0,) (Mason, 1997). Na Figura 1.3.1.2 é apresentada a

decomposicao da dgua impelida por sondlise e as reaccoes subsequentes.

H,0 > OHe +H o
OH s + OH « > H,0,
OHe + OHe— H,0+0
OHe +OHe— H, + 0,
He +0, > HO, o
OHy e +He— H,0, e
OH, e + OH, s > H,0,+ 0,
OH s + H,0 ¢ —> H,0,+ O
H,0 e + 0+ H,0,
He +Heo H,
He +0He— H,0
Figura 1.3.1. 2 — Processos oxidativos numa agua induzidos pela aplicagdo de ultra-sons (Adaptado de Mason &

Pétrier, 2004).

Qualquer espécie dissolvida na agua é distintamente sujeita a reacgdes quimicas com os
radicais livres produzidos pelos ultra-sons (Mason & Pétrier, 2004). A titulo de exemplo, o

azoto molecular (N;) e o oxigénio molecular (O;) dissolvidos numa agua, sob condi¢des
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causadas pela cavitacdo acustica, podem reagir entre si para formar éxido nitrico (NO). O NO
é posteriormente oxidado a didxido de azoto (NO,) que, por sua vez, se combina com
moléculas de dgua formando acido nitrico (HNOs) e 4cido nitroso (HNO,) (Tang et al., 2004).

Dois componentes essenciais a considerar para o processo de cavitacdo sdo o meio liquido e
a fonte de vibracGes de elevada energia, os transdutores (convertem a energia eléctrica ou
mecanica em energia sonora). A escala laboratorial, os dois geradores de cavita¢do acustica
mais utilizados sdo o banho ultra-sénico e a sonda ultra-sénica (probe) (Mason, 1997; Mason
& Pétrier, 2004). O sistema de banho ultra-sénico inclui normalmente um ou mais
transdutores piezoeléctricos na parte inferior do aparelho e a energia ultra-sdnica é
transmitida através de um meio liquido, com a consequente dispersdo de energia
(Figura 1.3.1.3a). O segundo gerador é um sistema mais eficiente. A sonda ultra-sdnica é fixa
na extremidade do amplificador do transdutor e directamente imersa no meio reaccional
(Mason, 1997; Mason & Pétrier, 2004). Em termos de poténcia, este sistema apresenta um
desempenho 100 vezes melhor comparativamente ao sistema de banho ultra-sénico

(Figura 1.3.1.3b) (Santos & Capelo, 2007).
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Figura 1.3.1. 3 — Equipamentos de laboratério de ultra-sons: a) Banho de ultra-sons e b) Sonda ultra-sénica

(Adaptado de Mason, 1997).

Todavia, para a conducdo de reac¢des através de ondas ultra-sénicas é fundamental
controlar parametros como a frequéncia, poténcia ou amplitude e o tempo de exposicao

(Ince et al., 2001; Mason, 2007a).
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1.3.2 Efeitos da irradiagao ultra-sdnica nas cianobactérias

O controlo de blooms de cianobactérias continua a ser uma das maiores preocupacdes
mundiais. As estratégias actuais de controlo para inibir o desenvolvimento de cianobactérias
incluem a utilizacdo de quimicos, como o sulfato de cobre e o hipoclorito de calcio. Porém, o
tratamento quimico pode ndo sé induzir outro tipo de poluicdo (poluentes secundarios), mas
também aumentar a concentracdo de microcistinas dissolvidas na dgua (Lam et al., 1995).
Alguns estudos recentes apontam a tecnologia ultra-sénica como um método eficiente e
mais rapido de controlo de blooms de cianobactérias. O principal mecanismo na origem
deste controlo consiste na limitagcdo da capacidade de flutuacdo dos organismos, atenuando
a sua concentracdo proxima da superficie da agua, assim como o seu crescimento e
sobrevivéncia (Chi et al., 2003; Hao et al., 2004a; Lee et al., 2002; Ma et al., 2005; Mahvi &
Dehgani, 2005; Tang et al., 2004). Além deste efeito, os ultra-sons podem ainda inibir ou
reduzir o crescimento das populacdes de algas pela sua interferéncia nos processos
metabdlicos (Chi et al., 2003; Hao et al.,, 2004a; Lee et al., 2001; Ma et al., 2005). No
entanto, os parametros ultra-sénicos a considerar sdo ainda imprecisos, pois depende do
sistema de ultra-sons disponivel e também das espécies submetidas ao tratamento.
Pesquisas ja realizadas demonstraram que a irradiacdo ultra-sonica é efectiva na inibicdo do
crescimento de cianobactérias possuidoras de vacuolos gasosos, atribuida ao colapso destes
organelos celulares. A escala laboratorial, Lee et al. (2001) investigaram os primeiros efeitos
da irradiagao ultra-sénica sobre espécies de cianobactérias, Microcystis viridis e Microcystis
ageruginosa, e os respectivos factores que afectam a sua sedimentacdo. Concluiram que a
irradiacdo ultra-sénica (sistema banho de ultra-sons), para uma poténcia de 120 W e uma
frequéncia baixa de 28 KHz, induzia o colapso dos vacuolos gasosos das cianobactérias e a
sua consequente sedimentacdo, quando submetidas a um curto periodo de exposicao de
30s. Similarmente, Mahvi & Dehghani (2005), para o mesmo periodo de tempo num sistema
de banho de ultra-sons (70 W e 42 KHz), verificaram uma reducao significativa da populacao
de algas (ndo identificadas), podendo atingir os 100% para um tempo de contacto de 150 s.
N3do obstante, Lee et al. (2001) verificaram que, para uma poténcia de 40 W combinada com
uma menor frequéncia, de 21,5 KHz, os efeitos ultra-sénicos eram ainda maiores.
Adicionalmente a sedimentacdo das células, a irradiacdo ultra-sonica infligiu danos

imediatos na actividade fotossintética, com poucas hipdteses de recuperagdo para uma
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poténcia de 1200 W, uma frequéncia de 28 KHz e um tempo de exposicdo de 2 minutos.
Outro factor averiguado pelos autores consistiu na auséncia de uma eventual libertacdo de
toxinas para o meio sollvel, para um tempo de exposicao de 5 minutos.

Chi et al (2003), em desacordo com a atribuicdo ao colapso dos vacuolos gasosos do
principal efeito ultra-sénico na inibicdo do crescimento das cianobactérias, testaram outros
possiveis mecanismos inibitorios na espécie Microcystis aeruginosa. A poténcia e frequéncia
utilizadas foram 600 W e 20 KHz, respectivamente, através de uma sonda ultra-sénica. As
culturas foram submetidas aos ultra-sons durante 6 dias e analisadas até completarem
16 dias. Apds a interrupcao da sonicacdo, os investigadores observaram uma restricdo
tempordria do crescimento da espécie, suportada por uma maior dimens3ao das células
sonicadas e por elevadas concentracdes de clorofila a, apesar destes dois factores terem
decrescido em simultdaneo com a interrup¢cdao dos ultra-sons. Um mecanismo inibitério
igualmente considerado foi a formacdo de radicais livres, proporcional ao aumento da
duracdo da irradiacdo ultra-sénica. Estas espécies oxidantes sdo possivelmente responsaveis
pela destruicdo de células através da inibicdo da fotossintese, de danos nas membranas e da
peroxidacdo lipidica. Porém, os autores nao inferiram qualquer influéncia significativa dos
radicais livres na inibicdo do crescimento da espécie, provavelmente atribuida a mecanismos
de defesa das células, nomeadamente actividades antioxidantes exibidas pelas
ficobiliproteinas. Outro factor ponderado foi o periodo ideal de submissao das culturas aos
ultra-sons, sugerindo que esta deve ser executada imediatamente apds a divisdo celular (no
final da fase luminosa) para o controlo de blooms de espécies Microcystis aeruginosa. De
forma a compreenderem os efeitos dos ultra-sons nos parametros de qualidade da agua, Chi
et al. (2003) construiram um microcosmos cilindrico de plastico, num lago eutréfico da
Coreia, com uma capacidade de 200 L, e utilizaram um gerador de ultra-sons operacional a
630 W e 22 KHz. Os parametros analisados foram a temperatura, oxigénio dissolvido,
clorofila a e as quantidades de fdsforo e azoto totais, dissolvidas e particuladas. Os
resultados mostraram que a ac¢do ultra-sdnica provocou um incremento na temperatura da
agua, ao contrario dos parametros pH e oxigénio dissolvido, baixas taxas fotossintéticas e
supressao no crescimento das cianobactérias. Chi et al. (2003) obtiveram também um
decréscimo significativo na concentracdo de clorofila a, assim como nas concentragdes totais
de azoto e fésforo. Estes resultados foram associados a rdpida sedimentacdo das células,

resultante da ruptura dos vacutolos gasosos constituintes. As concentracgdes totais de fosforo
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e azoto particulados sofreram uma reducdo mais ligeira, correlacionada com uma
proliferacdo inicial de cianobactérias na experiéncia controlo. Por outro lado, elevadas
concentracdes totais de fosforo e de ortofosfatos inorganicos dissolvidos foram atribuidas
aos efeitos ultra-sénicos ao induzirem a dissolucdo e dissociacdo de fosfatos adsorvidos a
particulas. A concentracdo total de azoto dissolvido manteve-se constante, uma vez que as
principais formas de azoto (amdnia, nitrato e nitrito), no geral, ndo se encontram adsorvidas
a particulas organicas e inorganicas. Antecedendo esta experiéncia, Lee et al. (2002)
aplicaram igualmente a irradiacdo ultra-sonica num lago eutréfico do Japdo e monitorizaram
a qualidade da agua durante dois anos. Dez sistemas de ultra-sons e bombas de jactos de
agua foram instalados por todo o lago, obtendo melhorias em termos de turvacao, sélidos
suspensos, caréncia quimica de oxigénio, teores totais de fdsforo e ainda, mas pouco
significativas, de clorofila a. Todavia, os efeitos dos ultra-sons dificilmente se detectaram. O
decréscimo de fdsforo total, por exemplo, pode ser explicado pelo melhoramento da
circulacdo e arejamento da agua. A fraca reducdo da clorofila a pode ter sido devida a baixa
poténcia do gerador de ultra-sons (100 W) associada a uma alta frequéncia (200 KHz). Os
efeitos sobre o controlo de blooms foram minimos pois as cianobactérias recuperaram
rapidamente a sua capacidade de flutuacdo e retomaram o seu crescimento activo mesmo
apos sedimentacdo no fundo do lago.

Tang et al. (2004) verificaram respostas diferentes de duas espécies de cianobactérias,
Microcystis aeruginosa, possuidora de vacuolos gasosos, e Synechococcus PCC 7942, isenta
de vacuolos gasosos, quando expostas a irradia¢do ultra-sénica. Os parametros ultra-sonicos
utilizados num banho de ultra-sons foram 1,7 MHz de frequéncia, 0,6 W/cm? de intensidade
ultra-sénica e um tempo de contacto de cinco minutos. As amostras foram submetidas a
irradiacdo ultra-sénica diariamente durante quatro dias. Em concordancia com a pesquisa de
Lee et al. (2001), Tang et al. (2004) verificaram um decréscimo no desenvolvimento da
espécie Microcystis aeruginosa de aproximadamente 65%, mas o tempo de uma nova
geracao aumentou para o dobro, tanto como na amostra controlo. Relativamente a cultura
de Synechococcus, esta espécie apresentou um crescimento tao rapido como o verificado na
amostra controlo. Estas observa¢des foram complementadas com a determinacdo da
condutividade eléctrica, indicadora de cavitacdo acustica, do teor em malondialdehyde
(MDA), indicador de peroxidagao lipidica, e da permeabilidade das membranas. Perante

estes resultados, a importancia ou influéncia do efeito cavitacional dos ultra-sons aparenta
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ter maior impacto nas cianobactérias detentoras de vacuolos gasosos. De salientar que a
verificacdo por estes autores da existéncia da peroxidacao lipidica em Microcystis aeruginosa
contrariou a observacdo do estudo elaborado por Chi et al. (2003), anteriormente referido,
gue apresentaram a ruptura dos vacuolos gasosos como sendo responsdvel pela
sedimentacao das células.

Outra abordagem mais recente, com a espécie Microcystis aeruginosa, demonstrou que a
sonicacao, através de uma sonda ultra-sénica, reduz ligeiramente a concentracdo de células
(densidade celular) e a concentracdo de microcistinas extracelulares, em termos imediatos.
A longo prazo, a ac¢do ultra-sonica inibiu efectivamente o crescimento celular e a libertacdo
de microcistinas para o meio soltvel, 14 dias apods irradiacdao ultra-sénica. Estes resultados
foram obtidos para uma poténcia de 80 W, uma frequéncia de 25 KHz e um tempo de
exposicao de cinco minutos. A atenuac¢do do crescimento da M. aeruginosa coincidiu com o
decréscimo da concentracdo de clorofila a (21,3%), da absorvancia de ficocianinas (44,8%) e
da taxa de evolugdo de oxigénio (40,5%) (Zhang et al., 2006a).

Ma et al. (2005) estudaram a influéncia do campo ultra-sonico sobre a producdo de
microcistinas do género Microcystis spp.. Para compreenderem o impacto exercido pela
frequéncia e poténcia, os autores utilizaram trés sistemas de banho (150 KHz, 410 KHz e
1,7 MHz) e um sistema de sonda (20 KHz) com diferentes poténcias (30 W, 60 W e 90 W). Em
concordancia com Lee et al. (2001), Ma et al. (2005) verificaram que, até cinco minutos de
exposicdo, as concentracbes de microcistinas dissolvidas se mantiveram, sugerindo uma
provavel degradacdo das microcistinas libertadas para o meio soluvel, uma vez que as
células Microcystis foram fragmentadas. A eventual decomposicao das microcistinas foi mais
eficiente para uma frequéncia de 150 KHz (poténcia constante de 30 W) com uma reducao
de 70,6% comparativamente a amostra controlo. Piores resultados foram obtidos para a
frequéncia mais baixa (20 KHz) e para a frequéncia mais alta (1,7 MHz). Em termos de
poténcia, Ma et al. (2005) concluiram que a poténcia mais elevada, de 90 W, induz uma
degradacdo mais rdpida das microcistinas dissolvidas (63,6%). Estes resultados sugeriram
que as frequéncias intermédias e as poténcias mais altas exercem melhores efeitos na
inibicdo do crescimento das cianobactérias e na degradacdao de microcistinas para um tempo
de exposi¢do até cinco minutos (Ma et al., 2005).

Zhang et al. (2006b), além de avaliarem o impacto dos ultra-sons na remocdo de algas,

investigaram também uma correlacdo entre os parametros ultra-sénicos com vista a
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minimizacdo da libertacdo de toxinas aquando da lise celular induzida pelos ultra-sons. Com
suspensées da mesma espécie, Microcystis aeruginosa, concluiram que os efeitos
resultantes da aplicacdo da sonicacdo nos diferentes estdgios de crescimento sdo
semelhantes. Os mesmos autores verificaram ainda que a remocgdo das cianobactérias foi
maior para uma elevada frequéncia (1320 KHz) conjugada com uma poténcia de 80 W. No
entanto, a utilizacdo de altas poténcias deu origem a um incremento de microcistinas
extracelulares agquando da prolongacdo do tempo de exposi¢do. Apds cinco minutos de
exposicdo, a concentracdo de microcistinas solubilizadas quase quadruplicou (80 W; 80 KHz).
Resultados admissiveis, em termos de libertacdo de toxinas, foram alcancados para
poténcias inferiores a 48 W, associadas a uma frequéncia de 80 KHz, sob um periodo de
exposicdo de cinco minutos, a partir das quais ndo observaram qualquer libertacdo de
toxinas para o meio sollvel.

Hao et al. (2004b) observaram os efeitos dos ultra-sons na espécie filamentosa Spirulina
(Arthrospira) platensi, utilizando uma elevada frequéncia de 1,7 MHz e uma baixa frequéncia
de 20 KHz. Os maiores efeitos em termos de crescimento (reducdo de 50,0%) e, também, de
actividade fotossintética (reducdo da concentracdo em clorofila a e da absorvancia de
ficocianinas, de 36,2% e 59,2% respectivamente) foram verificados para um tempo de
exposicdo optimo de cinco minutos. No entanto, as cianobactérias recuperaram o seu
crescimento apds trés dias da submissao aos ultra-sons.

Conforme grande parte dos estudos, descritos anteriormente, a tecnologia ultra-sénica no
controlo de blooms de cianobactérias ostenta uma maior eficidcia em termos imediatos,

sugerindo de certo modo uma aplicacdo continua dos ultra-sons para o efeito.

1.3.3 Efeitos bioldgicos nos ecossistemas aquaticos

Os efeitos biolégicos que os ultra-sons possam induzir nos ecossistemas aquaticos, quando
aplicados para o controlo de blooms de cianobactérias, ainda sdo ambiguos, ou mesmo
desconhecidos.

Em 1927, Wood & Loomis, citados por Dunn (1982), conduziram um estudo onde
descreveram a destruicdo de algas verdes filamentosas (Spirogyra) e a morte de pequenos
peixes e ras ap0Os a exposicao ultra-sénica durante varios minutos, para uma frequéncia de

300 kHz e uma intensidade ultra-sénica de 10 W/cm?, aproximadamente. Esta primeira
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experiéncia impulsionou investigacdes mais aprofundadas sobre a interaccdo entre a
intensidade ultra-sonica e tecidos de mamiferos. Os primeiros resultados mostraram
principalmente efeitos bioldgicos negativos em tecidos e células. Por outro lado,
experiéncias laboratoriais posteriores demonstraram que a incubacdo de ovos de peixes, por
exemplo, perante uma exposicao ultra-sénica trés vezes por dia, a uma frequéncia de 1 MHz
durante 35 minutos, é acelerada para 6 dias (em vez de 7 dias caracteristicos de incubacdo) e
gue uma maior percentagem dos ovos é fecundada. Estes organismos fecundados
evidenciaram uma maior taxa de sobrevivéncia quando comparados com os peixes que ndo
foram submetidos aos ultra-sons (Mason, 1996).

Contudo, existe um numero reduzido de pesquisas relacionadas com a exposicao de
organismos aquaticos aos ultra-sons, sendo que as mesmas pesquisas avaliam unicamente a
sensibilidade auditiva de algumas espécies marinhas, como o bacalhau e a sardinha
espanhola (Sardinella aurita) (Simmonds & MacLennan, 2005).

Uma empresa canadiana (Canadianpond.ca) divulgou o artigo “Ultra Sonic Algae Control — A
non-chemical approache to eliminating algae using ultrasound waves”, onde é apresentado
o impacto da irradiagdo ultra-sdnica em diversos tipos de algas. Segundo o artigo, a
aplicacdo dos ultra-sons demonstra uma eficacia de 75% a 95% na eliminacdo de
determinadas algas como de coldnias de Microcystis spp. (75%), dos géneros Pithophora spp.
(95%) e da espécie Cylindrospermopsis raciborskii (75%). Outras espécies de algas, de acordo
com o artigo, sdo também efectivamente eliminadas pela ac¢do ultra-sonica (Quadro
1.3.3.1), enquanto espécies de Chara, Nitella, Euglena, Pediastrum e Oscillatoria ndo exibem

qualquer alteracao.

Quadro 1.3.3. 1 - Espécies de algas efectivamente eliminadas pela radicagao ultra-sénica (Ultrasonic algae

control — A non-chemical approach to eliminating algae using ultrasound waves, 1999-2007).

Tipos de Algas
Anabaena spp. Crytomonas spp. Oocystis pusilla
Ankistrodesmus falcatus Dictyospharium spp. Phacus spp.
Aphanizomenon spp. Gloeocystis spp. Pinnularia spp.
Cladophora spp. Gomphonema spp. Rhodomonas minuta
Chlorella spp. Lagertheima spp. Scenedesmus acuminates
Coelastrum spp. Merismopedia tenuissima | Scenedesmus quadricauda
Cyclotella spp. Navicula minima Spirogyra spp.
Cryptomonas erosa Nitzschia spp. Ulothrix spp.
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Adicionalmente, o artigo realca que o controlo de algas através de ultra-sons ndo é
recomendado em todos ou em alguns lagos naturais, dada a susceptibilidade de organismos
aquaticos, como peixes e plantas, as forcas energéticas geradas que podem afectar a sua

actividade.
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2. OBIJECTIVOS

A presente dissertacdo teve por objectivo avaliar os efeitos da irradiacdo ultra-sénica na
inibicdo do crescimento de cianobactérias, em particular do género Microcystis spp.,
nomeadamente o colapso das vesiculas gasosas.

Paralelamente a esta avaliacdo, pretendeu-se igualmente avaliar alguns pardmetros de
qgualidade da agua e relaciona-la com a eventual ocorréncia de reac¢bes oxidativas induzida
pela aplicacdo de ultra-sons, assim como a influéncia da irradiacdo ultra-sénica na
integridade das células das espécies e consequente libertagdo de microcistinas para a fase

soluvel.
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3. METODOLOGIA

3.1 PREPARAGOES DAS CULTURAS DE CIANOBACTERIAS (CULTURAS MISTAS)

As culturas constituidas maioritariamente por cianobactérias (culturas mistas) foram obtidas
por inoculacdo de amostras de fitoplancton recolhidas na Lagoa das Furnas (llha de Sao
Miguel, Acores), em Meio BG 11 (500 mL). Este meio foi seleccionado para potenciar o
desenvolvimento de coldnias de Microcystis spp..

O meio de cultura BG11 foi preparado de acordo com o apresentado no Anexo |.

As culturas foram mantidas numa camara de cultura (Fitoclima 4600 - ARALAB), com
periodos diurno e nocturno de 12 horas cada, a uma temperatura de 22 °C e 18 °C,
respectivamente. Os tempos de crescimento de cada cultura foram de 7 a 23 dias, conforme

o Quadro 3.1.1.

Quadro 3.1. 1 - Idade das culturas correspondente a cada ensaio.

. Idade da cultura
Ensaio .
(dias)

10 22
22 7
3¢ 9
42 7
5¢ 7
69 23

O pH de cada cultura foi controlado a cada 2 dias e corrigido para valores entre os 7,5 e 8,0,
sempre que necessario.

No dia de cada ensaio com ultra-sons, procedeu-se a diluicdo de cada cultura com 2 L de
Meio BG11, perfazendo um volume total de 2,5 L. Este volume foi posteriormente
distribuido uniformemente por trés frascos de 500 mL, destinados a submissdo aos ultra-

sons, e dois Erlenmeyers de 1 L, que permaneceriam como controlo (Quadro 3.1.2).
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Quadro 3.1. 2 - Amostras utilizadas para cada ensaio.

Amostra Descrigao

USx—0 | Amostra controlo para a determinagdo de parametros abidticos do ensaio x;

US x— A Amostra submetida aos ultra-sons para a determinagdo de parametros abiéticos do ensaio x, em
duplicado;

xC Amostra controlo para a avaliagdo da morfologia e do crescimento da Microcystis spp do ensaio x;

USx—C | Amostra submetida aos ultra-sons para a avaliagdo da morfologia e do crescimento da Microcystis

spp do ensaio x.

3.2 ENSAIOS COM ULTRA-SONS

A tecnologia ultra-sdnica utilizada nos varios ensaios consistiu num sistema de banho de

ultra-sons (modelo Transsonic TI-H5, da Elma) (Figura 3.2.1), cujas caracteristicas sdo

apresentadas no Quadro 3.2.1.

| |

Figura 3.2. 1 — Sistema de banho de ultra-sons (Elma Gmbh &amp; Co. KG, cop. 2009).

Quadro 3.2. 1 - Caracteristicas gerais do equipamento ultra-sénico (Elma Gmbh &amp; Co. KG, 2009).

Modelo Transsonic TI-H5, EIma

Frequéncias 35 KHz e 130 KHz
Amplitude 10% a 100%
Input de poténcia 500 W
In i Itra-séni i
.te.n5|dade ultra-sénica (energia 2.5 W/em’
dissipada no reactor)
Transdutores Piezoeléctricos
Capacidade 3,5L
Dimensdes 240 mm x 130 mm x 150 mm
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3.2.1 Selecgao dos parametros ultra-sonicos (frequéncia, amplitude e tempo)

Seleccionaram-se diferentes frequéncias disponibilizadas pelo equipamento ultra-sénico e
para cada uma delas fez-se variar a amplitude. Cada ensaio foi realizado com base na

conjugacao de parametros, seguidamente descrita:

Ensaio 1: Frequéncia de 35 KHz e amplitude de 20%
Ensaio 2: Frequéncia de 35 KHz e amplitude de 50%
Ensaio 3: Frequéncia de 35 KHz e amplitude de 100%
Ensaio 4: Frequéncia de 130 KHz e amplitude de 20%
Ensaio 5: Frequéncia de 130 KHz e amplitude de 50%
Ensaio 6: Frequéncia de 130 KHz e amplitude de 100%

As amplitudes de 20%, 50% e 100% correspondem as poténcias de 100 W, 250 W e 500 W,
respectivamente.

O tempo de exposicdo aos ultra-sons foi de cinco minutos para todos os ensaios realizados.
A seleccdo deste parametro de sonicacdo teve por base a informacdo disponibilizada pelos
varios estudos com ultra-sons descritos anteriormente (Hao et al., 2004a; Lee et al., 2001;

Ma et al., 2004; Zhang et al., 2006).

3.2.2 Determinagao de parametros abioticos

A determinacdao dos parametros abidticos foi efectuada imediatamente antes e apds a

sonicacao.

3.2.2.1 Temperatura

A temperatura foi medida através de um termémetro analdgico.
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3.2.2.2 Oxigénio dissolvido

A determinacdo do oxigénio dissolvido foi efectuada pelo método potenciométrico

(Potenciémetro inoLab Oxi 730).

3.2.2.3 pH

Na determinacdo do pH recorreu-se ao método potenciométrico (Potencidmetro inolLab

pH/ION 735).

3.2.2.4 Turvagdo

A determinacdo da turvacdo foi efectuada de acordo com o método nefelométrico
(Turbidimetro Hanna Instruments). Os resultados de turvacdo sdo expressos em unidades de

turvacdo nefelométricas, NTU (Nephelometric Turbidity Unit).

3.2.2.5 Sdlidos Suspensos Totais (SST)

Os sélidos suspensos totais foram determinados com base no método gravimétrico, apds
filtragdo em vacuo, em membrana de microfibra de vidro Whatman, GF/C ou equivalente —

Filter Lab Ref. MFV3.

3.2.3 Clorofila a e Feopigmentos

Os parametros de clorofila a e feopigmentos foram determinados conforme o método
espectrofotométrico (Clesceri et al., 1998).

De acordo com o método supracitado, a determinagao da clorofila a consistiu na extrac¢ao
dos pigmentos contidos na biomassa com acetona em solugao aquosa a 90%, durante
24 horas a uma temperatura de 4°C; procedimento executado apds filtracdo em vacuo em
membrana de microfibra de vidro Whatmam, GF/C ou equivalente — Filter Lab Ref. MFV3.
Apdbs extracgdo, procedeu-se a centrifugacdo dos extractos a 3000 rpm (rotacbes por

minuto) durante 20 minutos. Num espectrofotémetro (Pharmacia LKB - Ultrospec Plus)
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determinaram-se as absorvancias dos extractos clarificados para os comprimentos de onda
de 750 nm e 664 nm, em células com 1 cm de percurso 6ptico. Apds acidificacdo dos
extractos com HCL 0,1N, procedeu-se novamente as leituras das absorvancias a 750 nm e
665 nm apds 90 s.

As concentracdes de clorofila a e de feopigmentos de cada amostra foram obtidas com base

nas seguintes expressées:

26,7 x (4664 — Ag750) — (4,665 — A, 750)] <V,
V, % L

CL,, mg/m? =

26,7 % [1,7 X (45664 — Ay750) — (4,665—A,750)] x 1}
Vy x L

Feo,mg/m? =

Onde:
V; = Volume de extracto (L);
V, = Volume de amostra (m3);
L = Percurso éptico da célula (cm);
Ag664 e Ag750 = Absorvancias a 664 nm e a 750 nm antes da acidificacdo;
A,665 e A,750 = Absorvancias a 665 nm e a 750 nm apds acidificagao.
O valor 26,7 corresponde a correccao da absorvancia e é igual a AxK, onde:
A = Coeficiente de absor¢ao da clorofilaaa 664 nm = 11,0

K = Razdo que exprime a correccao para a acidificacdo = 2,43

3.2.4 Quantificagdo de microcistinas intracelulares e extracelulares

A quantificacdo de microcistinas intracelulares e extracelulares foi obtida através do método
de Cromatografia Liquida de Alta Resolug¢do (HPLC).

Volumes de 210 mL e 250 mL de cada amostra foram previamente filtrados (filtracdo a
vacuo), através de filtros de microfibra de vidro Whatman, GF/F ou equivalente — Filter Lab
Ref. MFV5, de forma a separar as frac¢Oes de toxinas em solugdo na agua (microcistinas
extracelulares) das toxinas contidas nas células (microcistinas intracelulares). A extraccdo de
microcistinas intracelulares foi precedida de uma conservacdo dos filtros a uma temperatura

aproximada de -18 °C, durante um periodo maximo de 30 dias.
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Extraccdo de microcistinas intracelulares

A extrac¢do das microcistinas em solucdo existentes em cada amostra filtrada foi efectuada
em colunas de extraccdo em fase sélida (SPE — Solid Phase Extraction) do tipo C18 (Sep-pak
cartridge vac 6¢cc, Waters), a um fluxo aproximado de 10 mL.min™. Previamente a extracg3o,
procedeu-se a limpeza dos cartuchos com 2,5 mL de metanol a 100% e agua destilada. Para
o arrastamento de outras substancias, que ndo as microcistinas, eventualmente presentes
nos cartuchos foram adicionados 2 mL de metanol a 20%. As toxinas solubilizadas foram
depois eluidas com 2 mL de metanol contendo 0,2% de TFA e evaporadas em corrente de
azoto. Os residuos resultantes da evaporagao foram posteriormente redissolvidos em 250 L
de metanol a 50% e seguidamente centrifugados a 30 rpm durante 10 minutos. Por fim, o

sobrenadante dos centrifugados foi analisado por HPLC.

Extraccdo de microcistinas extracelulares

O congelamento dos filtros com a biomassa teve por objectivo promover a lise das células de
forma a libertar as microcistinas intracelulares. Apdés o descongelamento dos filtros,
adicionou-se-lhes 10 mL de metanol a 100%, em tubos de centrifugacdo, tendo sido
mantidos a temperaturas de -18 °C durante mais 24 horas. Terminado este periodo,
efectuou-se a centrifugacdo dos tubos a 30 rpm durante 15 minutos e posterior evaporacao,
a cerca de 40 °C, num evaporador rotativo (Rotavapor BUCHI 461). Adicionou-se mais 10 mL
de metanol a 100% a cada tubo de modo a extrair o maximo de microcistinas e aguardou-se
uma hora para uma nova evaporagdo. Os residuos resultantes da evapora¢dao foram
redissolvidos com 1 mL ou 2 mL de metanol a 50%, com a finalidade de se recuperar o
maximo de residuos evaporados. Seguidamente, os residuos em solugcdao foram
centrifugados a 30 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante resultante da centrifugacao foi

analisado por HPLC.
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3.2.5 Avaliagao morfolégica por microscopia do género Microcystis spp.

A avaliacdo morfolégica do género Microcystis spp. foi efectuada por microscopia
(Microscopio Leica DM LB com camara digital Leica acoplada). Esta avaliacdo foi realizada
nas amostras controlo (xC) e nas amostras submetidas a ultra-sons (USx-C) de cada ensaio,

utilizando uma resolugcdo microscépica de 100x.

3.2.6 Avaliagdo da recuperagdo do crescimento das cianobactérias apds sonicacdo

A avaliacdo da recuperacgao do crescimento da Microcystis spp. foi realizada durante 14 dias
apos cada ensaio. Para o efeito determinou-se a densidade éptica da amostra controlo (xC) e
da amostra submetida aos ultra-sons (USx-C) num espectrofotémetro (Pharmacia LKB -
Ultrospec Plus). Adoptou-se um comprimento de onda de 684 nm, ao qual ocorre segundo
varios estudos uma maior absorvancia de suspensdes de Microcystis spp. (Ma et al., 2005;

Zhang et al., 2006a, 2006b).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PARAMETROS ABIOTICOS, CLOROFILA A E FEOPIGMENTOS PARA OS DIFERENTES
ENSAIOS COM ULTRA-SONS

4.1.1 Temperatura

Na Figura 4.1.1.1 pode ser observada a variacdo da temperatura do meio de cada ensaio,

imediatamente antes e apds a sonicacdo, e na Figura 4.1.1.2 o acréscimo correspondente,

expresso em percentagem.

24
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G 3 22,5 22,5
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Figura 4.1.1. 1 — Variag¢do da temperatura de cada ensaio.
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Figura 4.1.1. 2 — Acréscimo percentual da temperatura de cada ensaio.
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Como se pode verificar, nos trés primeiros ensaios, cuja frequéncia utilizada foi de 35 KHz,
ndo se verificou qualquer alteracdo da temperatura para as diferentes amplitudes. No
entanto, o aumento esperado da temperatura, induzido pelos ultra-sons, foi observado para
a frequéncia de 130 KHz, nas diferentes amplitudes, com uma diferenca mais acentuada na
amplitude mais elevada (amplitude de 100%, equivalente a 500 W), com um acréscimo
associado de 4,5% (Figura 4.1.1.2).

Chi et al. (2003), que avaliaram os efeitos dos ultra-sons num lago eutréfico, também
verificaram um aumento da temperatura imediatamente apds a sonica¢do (22 KHz e 630 W),

obtendo um aumento de 3°C no terceiro dia apds a aplicacdo dos ultra-sons.

4.1.2 Oxigénio dissolvido (OD)

O oxigénio dissolvido (OD) foi determinado imediatamente antes e apds a sonicac¢do (Figura
4.1.2.1).
Na Figura 4.1.2.2 é apresentado o acréscimo percentual de oxigénio dissolvido de cada

ensaio.

21

18 17,1

15
11,4

12

Oxigénio dissolvido
(mg 02/1)
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M 35 KHz, 20 % ® 35 KHz, 50 % m 35 KHz, 100 % = 130 KHz, 20 % © 130 KHz,50 % 130 KHz, 100 %

Figura 4.1.2. 1 - Variagdo do oxigénio dissolvido de cada ensaio.
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Figura 4.1.2. 2 — Acréscimo percentual do oxigénio dissolvido de cada ensaio.

Apds a sonicacao verificou-se um aumento do OD em todos os ensaios, com variacoes
significativas entre eles (Figuras 4.1.2.1 e 4.1.2.2).

O maior incremento de OD foi observado no Ensaio 3, com uma frequéncia de 35 KHz e uma
amplitude de 100% (500 W), associado a um acréscimo percentual de 123,1%. No Ensaio 4,
verificou-se igualmente um aumento significativo de OD na ordem dos 75,8%. Por outro
lado, observaram-se acréscimos de OD pouco significativos, entre 1% e 7%, nos Ensaios 2, 5
e 6.

As hipoteses explicativas para o aumento de OD nas culturas submetidas a sonicacao
poderdo estar associadas a erros do operador, a agitacdo provocada pelo processo de

irradiacdo e/ou a predominancia das seguintes reac¢des oxidativas:

20H > Hy + 0, (1)
H* + 02'_> HOE e 20H2'—) H202+ 02 (2)

Porém, estes resultados diferem dos obtidos no estudo realizado por Chi et al. (2003), em
que se verificaram decréscimos do oxigénio dissolvido nas culturas submetidas a sonicacao
(630 W, 22 KHz e 40 s e 210 s, durante nove dias). Zhang et al. (2006a), para
compreenderem a influéncia da cavitagdo acustica sobre a actividade fotossintética de
Microcystis aeruginosa, avaliaram a taxa de evolucdo do oxigénio, obtendo uma reducdo de
40,5% apds cinco minutos de sonicagdo (Sistema sonda: 25 KHz e 80 W).
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4.1.3 pH

Na Figura 4.1.3.1 é apresentada a variacdao do pH, imediatamente antes e apds a sonicacao,

de cada ensaio e na Figura 4.1.3.2 o acréscimo correspondente, expresso em percentagem.

us-o0 US-A
35 KHz, 20 % m 35 KHz, 50 % m 35 KHz, 100 %
130 KHz, 20 % 130 KHz, 50 % 130 KHz, 100%

Figura 4.1.3. 1 - Variacdo do pH de cada ensaio.
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Figura 4.1.3. 2 — Acréscimo percentual do pH de cada ensaio.

Um ligeiro aumento do pH foi verificado em todos os ensaios, imediatamente apds a
sonicacao, sem qualquer tendéncia linear nos resultados (Figuras 4.1.3.1 e 4.1.3.2).
No Ensaio 6 (130 KHz e 100%) observou-se uma variacdo mais significativa do pH, com um

acréscimo de 6,3%, ao contrario dos ensaios 4 e 5 com um acréscimo idéntico de 1,3%

(Figura 4.1.3.2).
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Comparando os resultados obtidos entre os valores de OD e de pH dos vdrios ensaios parece
existir uma correlacdo positiva com os dois parametros, isto €, ambos aumentaram apods a
sonicacdo relativamente as respectivas amostras controlo. Uma explicacdo possivel para o
aumento do pH reside na predomindncia de reac¢bes entre os radicais, H" e O, com

moléculas de dgua para formar radicais OH" (Equacdes 3 e 4):

H*+ H,0 - H, + OH" (3)
0+ H,0 > OH* + OH" (4)

De certo modo, estas reacgGes quimicas podem estar relacionadas com o aumento
simultadneo do OD, uma vez que a formac3o de O, envolve a presenca de radicais OH*, como
demonstrado anteriormente (Equagdes 1 e 2).

Contudo, os efeitos esperados pela aplicacdo dos ultra-sons eram de uma reducdo dos dois
pardmetros, dado o poder oxidativo dos radicais OH® sobre moléculas de N, e O,
originando, por exemplo, compostos acidos e H,0,. Sugere-se que a taxa de producdo de
radicais OH" foi superior a taxa de reac¢des oxidativas com eventuais compostos inorganicos
presentes nas amostras e/ou inferior a eventuais mecanismos de defesa antioxidantes das
células (ficobiliproteinas). Outro factor provavelmente associado a producdo de radicais
livres consistiu no tempo de exposicdo a sonicacao. Segundo Mead et al. (1976), o aumento
do tempo de sonicacdo, em aguas saturadas com ar, N, argon e O,, induz uma reducgao
gradual do pH relacionada com a producdo de acidos. Neste sentido, os cinco minutos de
exposicao aplicados no presente trabalho podem ter sido insuficientes para obter aquele
resultado.

Zhang et al. (2006a) verificaram um ligeiro decréscimo do pH de uma suspensao de M.
aeruginosa, de 7,6 para 7,3, apds cinco minutos de sonicagdo (25 KHz e 80 W). A abordagem
efectuada por Chi et al. (2003) mostrou valores de OD, assim como de pH, ligeiramente
inferiores na amostra logo apds a sonicacdo (22 KHz e 630 W), comparativamente com os

valores obtidos na amostra controlo.
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4.1.4 Turvagao

Nas Figuras 4.1.4.1 e 4.1.4.2 é apresentada a varia¢do da turvacao obtida em cada ensaio e a

reducdo percentual associada.
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Figura 4.1.4. 1 - Varia¢do da turvagao de cada ensaio.
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Figura 4.1.4. 2 — Reducgdo percentual da turvagao de cada ensaio.

De acordo com as Figuras 4.1.4.1 e 4.1.4.2, é possivel verificar existir uma relacdo entre a
remocgao da turvacdo e os parametros ultra-sénicos, frequéncia e amplitude. A frequéncia é
0 parametro ultra-sdnico que parece ter uma maior influéncia sobre o decréscimo da
turvacdo. Apesar de se observar uma reducdo da turvacdao crescente para ambas as
frequéncias com o aumento da amplitude, obtiveram-se reducdes mais significativas para a

frequéncia mais alta (130 KHz), especialmente para a amplitude de 100%.
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Realga-se a maior percentagem de redugao da turvagao no Ensaio 6, de cerca de 68%, e a
respectiva diferengca comparativamente aos valores percentuais dos restantes ensaios, entre
14% e 31%, aproximadamente. De salientar ainda a similaridade de efeito sobre a turvagao
entre os ensaios 2, 3, e 4, com frequéncias e amplitudes de 35 KHz e 50%, 35 KHz e 100% e

130 KHz e 20%, respectivamente.

4.1.5 Clorofila a e Feopigmentos

O Quadro 4.1.5.1 representa as concentracdes de clorofila a determinadas em cada um dos
ensaios antes e apds a sonicagao e as concentracdes de feopigmentos das amostras controlo
(US-0). Na Figura 4.1.5.1 é apresentada a reducdo percentual associada as concentracgdes de

clorofila a.

Quadro 4.1.5. 1 - Concentragbes de clorofila a antes e apds a sonicagdo e concentragao de feopigmentos das

amostras controlo (US-0).

ENSAIOS ::JI:T(:)fila a (lrrsg-/:\s) Feo(?‘:ggr;!:‘r;)tos
35 KHz, 20% 341,0 322,9 957,2
35 KHz, 50% 160,2 152,2 463,0
35 KHz, 100% 253,8 100,1 775,6
130 KHz, 20% 240,3 136,2 683,3
130 KHz, 50% 96,12 93,32 281,2
130 KHz, 100% 388,6 418,4 1121,4
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Figura 4.1.5. 1 — Reducdo percentual de clorofila a de cada ensaio.

Em todos os ensaios se verificou uma reducdao em clorofila a, excepto no Ensaio 6 (130 KHz e
100%). Neste ultimo ensaio tera, provavelmente, ocorrido um erro experimental que
conduziu a um resultado que nao era expectdvel.

Os decréscimos mais significativos foram observados no Ensaio 3 (35 KHz e 100%), seguido
do Ensaio 4 (130 KHz e 20%), com percentagens de reducdo em clorofila a de 60,5% e 43,3%,
respectivamente (Figura 4.1.5.1).

Relativamente as concentracbes de feopigmentos foi possivel aferir que os ensaios
representativos de maiores concentragdes corresponderam as culturas com maiores
periodos de incubacdo (ensaio 1 e 6), ou seja, a populacbes fitoplanctdnicas mais
envelhecidas. Deste modo, a irradiacdo ultra-sénica aparenta exercer uma reduzida
influéncia em culturas mais envelhecidas, uma vez que onde se verificaram maiores
reducdes das concentragdes de clorofila a ndo corresponderam as culturas de maior tempo
de incubacdo (ensaios 3 e 4) (Quadro 4.1.5.1).

De acordo com diversas pesquisas, a irradiagdo ultra-sdnica aparenta induzir
instantaneamente a reducao de clorofila a em suspensdes de Microcystis spp., com algumas
variacdes mediante os parametros ultra-sénicos adoptados. Com uma frequéncia de 25 KHz,
uma poténcia de 80 W e um tempo de exposicdo de cinco minutos, Zhang et al. (2006a)
obtiveram uma diminuicdo instantanea da concentracdo de clorofila a de 21,3%. Lee et al.
(2001) estudaram a influéncia dos ultra-sons na actividade fotossintética da M. aeruginosa e

M. viridis através da fluorescéncia de clorofila. Neste trabalho, os autores observaram que as
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células das espécies analisadas, quando expostas a trés poténcias diferentes (40 W, 120 W e
1200 W) para uma frequéncia constante (28 KHz) e para diferentes tempos de exposicdo
(30s, 60 s,90 s e 120 s), reduziram a sua actividade fotossintética, sendo a maior reducdo
obtida para a poténcia mais elevada (1200 W) e para o menor tempo de exposicdo (30 s). Os
mesmos autores constataram ainda efeitos mais significativos na actividade fotossintética da
M. aeruginosa relativamente a espécie M. viridis.

Deste modo, os decréscimos acentuados das concentracdes de clorofila a verificados nos
ensaios 3 e 4 terdo sido provocados por uma ruptura das membranas das células, assim

como das membranas dos tilacdides, em resultado da cavitacdo acustica.

4.2 QUANTIFICAGAO DE MICROCISTINAS PARA OS DIFERENTES ENSAIOS COM ULTRA-
SONS

4.2.1 Microcistinas intracelulares

As concentragdes de microcistinas intracelulares obtidas para cada ensaio foram expressas
em pg M C-LR equiv./g de biomassa seca. Para o efeito determinaram-se primeiramente as
concentragdes de microcistinas em pg MC-LR equiv./L e os sélidos suspensos totais (SST)
constantes no Anexo Il.

No Quadro 4.2.1.1 é apresentada a quantificacdo de microcistinas intracelulares (biomassa)
de cada um dos seis ensaios realizados, antes e apds a sonica¢ao e na Figura 4.2.1.1 a

reducdo percentual associada.

Quadro 4.2.1. 1 - Quantificagdo de microcistinas na biomassa de cada ensaio.

Microcistinas Intracelulares

ENSAIOS (1g MC-LR equiv./g)

Us-0 US-A
35 KHz, 20% 1100,0 1033,8
35 KHz, 50% 265,7 187,0
35 KHz, 100% 53,6 27,1
130 KHz, 20% 43,8 26,2
130 KHz, 50% 1704,3 1258,6
130 KHz, 100% 721,4 685,4
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Figura 4.2.1. 1 - Redugéo percentual de microcistinas na biomassa apds sonicagao.

De acordo com o Quadro 4.2.1.1 e a Figura 4.2.1.1, todos os ensaios apresentaram uma
reducdo das microcistinas intracelulares (biomassa).

O Ensaio 3 (35 KHz e 100%) foi o que apresentou uma maior reducdo de microcistinas na
biomassa, de 53,6 ug MC-LR equiv./L para 27,1 ug MC-LR equiv./L, logo seguido do Ensaio 4
(130 KHz e 20%) com um decréscimo de 43,8 pg MC-LR equiv./L para 26,2 ug MC-LR
equiv./L, correspondentes a redugbes percentuais de 49,3% e 40,1%, respectivamente. Esta
avaliacdo é consistente com a realizada para a clorofila g, visto que os mesmos ensaios
apresentaram uma maior redugdo neste parametro.

Por outro lado, no Ensaio 1 (35 KHz e 20%) e no Ensaio 6 (130 KHz e 100%) ocorreram
reducdes de microcistinas intracelulares de 6,0% e 5,0%, respectivamente.

Os resultados obtidos para a amplitude de 50%, correspondentes aos ensaios 2 e 5, foram
similares.

A redugdo em microcistinas na biomassa pode ser explicada pelos efeitos dos ultra-sons ao
provocarem a lise das células Microcystis spp. e a consequente libertacdo de microcistinas
para o meio envolvente.

Constatou-se ainda que para a frequéncia mais baixa, de 35 KHz, a reducdo de microcistinas
intracelulares foi tanto maior quanto maior a amplitude. Para 130 KHz, a frequéncia mais
alta, esta reducdo foi menor para amplitudes mais elevadas. Deste modo, é possivel verificar
gue para uma frequéncia alta e amplitude baixa, os efeitos dos ultra-sons na reducdo de
microcistinas na biomassa foram similares aos verificados para uma frequéncia baixa e

amplitude elevada.
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E ainda de salientar que, & partida, a cavitacdo acustica ndo exerce uma influéncia
significativa em culturas com maior tempo de incubacdo. Os ensaios onde se verificou menor
libertacdo de microcistinas correspondiam a maiores periodos de incubacdo, mais
precisamente os ensaios 1 e 6 com 22 dias e 23 dias, respectivamente. Esta verificacdo foi

consistente com a obtida para a clorofila a.

4.2.2 Microcistinas extracelulares

A quantificacdo de microcistinas extracelulares em solucdo de cada ensaio realizado com
ultra-sons e a reducdo percentual associada sdo ilustradas no Quadro 4.2.2.1 e Figura

4.2.2.1, respectivamente.

Quadro 4.2.2. 1 — Quantificagcdo de microcistinas no meio soltvel de cada ensaio.

Microcistinas Extracelulares
ENSAIOS (ng MC-LR equiv./L)
us-o0 US-A
35 KHz, 20% 0,6 0,8
35 KHz, 50% 6,9 8,5
35 KHz, 100% 2,2 2,6
130 KHz, 20% 0,43 1,3
130 KHz, 50% 1,0 1,9
130 KHz, 100% 3,3 2,3
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Figura 4.2.2. 1 - Aumento percentual de microcistinas no meio soluvel apds sonicacdo.

O aumento de microcistinas extracelulares em solucdo foi geral em todos os ensaios
realizados, excepto no Ensaio 6 (Quadro 4.2.2.1 e Figura 4.2.2.1). A eventual fragmentacao
das células, devida a cavitacdo acustica, e subsequente libertacio de materiais
intracelulares, neste caso microcistinas, é consubstanciada pelo aumento resultante de
microcistinas no meio soltuvel apds a sonicacdo. No entanto, a secrecao de mais toxinas por
parte das espécies como mecanismo de defesa a sonicacdo também pode representar outra
forma de explicar o aumento das concentracdes de microcistinas extracelulares.

Analisando o Quadro 4.2.2.1 e a Figura 4.2.2.1, verifica-se que sucedeu um maior aumento
de microcistinas solluveis no Ensaio 4 (130 KHz e 20%) de 0,43 pg MC-LR equiv./L para
1,3 ug MC-LR equiv./L, correspondendo a um acréscimo percentual de 202,3%. O ensaio 5
(130 KHz e 50%) também apresentou uma quantidade bastante significativa de microcistinas
extracelulares apds a sonicacdo, associada a um aumento percentual de 93,7%.

No Ensaio 6 (130 KHz e 100%) ocorreu uma reducao de microcistinas extracelulares de cerca
de 30,1%, que pode ter sido devida a degradacdo de toxinas em solucdo através de reacc¢des
de radicais livres produzidos durante a cavitagao.

Aparentemente, a degradacao de microcistinas solUveis ocorreu igualmente nos ensaios 2 e
3, uma vez que as percentagens de libertacdo de microcistinas intracelulares (biomassa)
para o meio soluvel (29,6% e 49,3%, respectivamente) foram superiores aos aumentos

percentuais de microcistinas extracelulares (23,2% e 18,2%, respectivamente).
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Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com algumas pesquisas
antecedentes no que diz respeito a influéncia exercida pelos ultra-sons nas concentragoes
de microcistinas. No estudo realizado por Zhang et al. (2006a), foi verificada uma reducdo
instantanea da concentracdo de microcistinas extracelulares, de cerca de 7,2%, apds a
sonicacdo (Sistema sonda: 25 KHz, 80 W e cinco minutos). Os autores atribuiram este
decréscimo a potencial degradacdo impelida pelos ultra-sons. Estes mesmos autores, numa
outra experiéncia laboratorial ndo verificaram alteracdes na concentracao de microcistinas
até cinco minutos de irradiacdo ultra-sonica para poténcias inferiores ou iguais a 48 W e uma
frequéncia constante de 80 KHz. Enquanto para uma poténcia de 80 W, apds o mesmo
tempo de exposicao e frequéncia, a concentracdo de microcistinas extracelulares aumentou
mais do triplo. Diferentes frequéncias (20 KHz e 150 KHz) foram também analisadas, mas
segundo os autores as diferencas resultantes foram minimas (Zhang et al., 2006b).

Uma pesquisa efectuada por Ma et al. (2005) reforcou ainda que a degradacdo de
microcistinas em suspensdes de Microcystis spp. depende dos varios parametros ultra-
sonicos e do tipo de gerador de ultra-sons aplicados. Segundo estes autores, a frequéncia de
150 KHz, de um conjunto de frequéncias estudadas de 20 KHz, 410 KHz e 1,7 MHz, para uma
poténcia fixa de 30 W e um tempo de exposicdo de 20 minutos num sistema de sonda,
representa a frequéncia Optima para a ocorréncia de degradacdo de microcistinas
dissolvidas na agua, correspondendo a uma redugdo percentual de 70,6%. Também
averiguaram que apenas cinco minutos de irradiacdo ultra-sénica, para uma frequéncia de
20 KHz e diferentes poténcias (0 W, 30 W, 60 W e 90 W), num sistema de banho de ultra-
sons, ndo contribuiram para o aumento de microcistinas extracelulares, excepto para as
poténcias de 60 W e 90 W, para as quais se verificou um acréscimo de 12% e 4%,
respectivamente. Adicionalmente, os autores analisaram a influéncia da concentracdo de
microcistinas inicial nas solugdes sobre a dindmica da respectiva degrada¢ao, o que permitiu
verificar ocorrer uma velocidade de degradacdo de microcistinas superior para solugcdes com
concentragoes inferiores de microcistinas. Similarmente, Lee et al. (2001) concluiram que a
irradiacdo ultra-sdnica aplicada a suspensdes de M. aeruginosa nao causa a libertagcdo de
toxinas para a agua, para uma frequéncia de 28 KHz e uma poténcia de 1200 W (banho de
ultra-sons), até um periodo de exposi¢ao de cinco minutos.

Embora estes estudos possam parecer contraditdrios com os resultados obtidos no presente

trabalho, quanto ao tempo de exposi¢cao de cinco minutos ndo induzir o aumento de
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microcistinas extracelulares, é necessdario ter em consideracdo que os sistemas de ultra-sons
utilizados foram diferentes. Os geradores de sonda ultra-sénica oferecem um melhor
desempenho para poténcias baixas combinadas com frequéncias intermédias relativamente
aos geradores de banho. Nestes ultimos, hd uma maior dispersao de energia nos sistemas
reaccionais e, por isso, a influéncia exercida pela irradiagao ultra-sénica no meio irradiado é
inferior comparativamente aos sistemas sonda.

Contudo, a capacidade que os ultra-sons demonstram na degradacdo de microcistinas tem
suscitado o desenvolvimento de estudos de maior complexidade. Por exemplo, Song et al.
(2006) concluiram que as duas variantes de microcistinas, MC-LR e MC-RR, sdo degradadas
pelos efeitos sonoquimicos, nomeadamente pela ac¢ao de radicais livres produzidos durante
a cavitacdo (Sistema sonda: 640 KHz, 500 W e 135 minutos). Os resultados desta pesquisa
evidenciaram existir uma ac¢3o dos radicais OH" tanto sobre o anel benzeno como sobre o
dieno do residuo péptido Adda, bem como na clivagem da ligacdo péptida Mdha-Ala,
compostos constituintes das microcistinas. Para a MC-LR ainda constataram uma
degradacdo mais favoravel sob condicGes acidas, correlacionada com a alteracdo do caracter

hidrofébico da variante em funcao do pH.

Dissertagdo de Mestrado Integrado em Engenharia do Ambiente — Perfil Sanitaria 59
Ana Claro



Estudo dos efeitos da irradiagdo ultra-sénica na inibigGo do crescimento
de cianobactérias do género Microcystis spp.

4.3 AVALIAGAO MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA PARA OS DIFERENTES ENSAIOS COM
ULTRA-SONS

Os resultados da avaliagdo morfolégica das coldnias Microcystis spp., antes e apds a

exposicdo aos ultra-sons sdo apresentados por ensaio e seguidamente comparados.

4.3.1 Ensaio 1: Frequéncia de 35 KHz e amplitude de 20%
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Figura 4.3.1. 1 — Observagdo microscépica da Microcystis spp. na a) amostra controlo (US 1 - 0) e b) amostra

submetida aos ultra-sons (US 1 — C), para uma resolugdo de 100x.

As amostras utilizadas no Ensaio 1 mostraram inimeras colénias de Microcystis spp. de
pequena e média dimensdo (Figura 4.3.1.1a). Na amostra submetida a sonica¢do (US1-C), a
maioria das coldnias de Microcystis spp. observadas ndo apresentavam qualquer alteracdo.
Todavia, algumas coldnias de pequena dimensdo encontravam-se afectadas, com as células
individuais a exibir uma coloracdo verde mais clara e alguma dispersao (Figura 4.3.1.1b).

Nas mesmas amostras foi encontrada uma quantidade aprecidvel de algas verdes do género
Scenedesmus spp. que nao aparentaram qualquer alteracdo quando submetidos aos ultra-

sons.
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4.3.2 Ensaio 2: Frequéncia de 35 KHz e amplitude de 50%

a)us2-0
Figura 4.3.2. 1 — Observagdo microscopica da Microcystis spp. na a) amostra controlo (US 2 - 0) e b) amostra

submetida aos ultra-sons (US 2 — C), para uma resolu¢do de 100x.

No Ensaio 2, a amostra exposta aos ultra-sons (US 2 — C) apresentava diversas coldnias de
Microcystis spp. parcialmente afectadas e algumas, de maiores dimensdes, sem qualquer
alteragdo. Como ilustra a Figura 4.3.2.1b, as células periféricas das colénias apresentaram
uma maior alteracdo na sua organizacao celular, evidenciando uma cor verde mais clara

(menor pigmentagdo) comparativamente as células do controlo (Figura 4.3.2.1a).

4.3.3 Ensaio 3: Frequéncia de 35 KHz e amplitude de 100%
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c)us3-c

Figura 4.3.3. 1 — Observagdo microscopica da Microcystis spp na a) amostra controlo (US 3 - 0) e b) e c) amostra

submetida aos ultra-sons (US 3 — C), para uma resolugdo de 100x.

Com uma frequéncia de 35 KHz e uma amplitude 100%, os efeitos dos ultra-sons na
organizacao celular da Microcystis spp. foram bastante acentuados. Tal como ilustra a
Figura4.3.3.1b, as células apresentaram uma desorganizacdo celular perceptivel, apds a
sonicacao, caracterizada por uma coloracdao homogénea, verde-clara, no interior das células,
ndo evidenciando a presenca de organelos celulares comparativamente as células controlo.
Adicionalmente, a amostra submetida aos ultra-sons revelou a preseng¢a de uma quantidade
expressiva de organelos celulares dispersos. (Figura 4.3.3.1c).

Além de colénias de Microcystis spp., ambas as amostras continham alguns aglomerados de

algas verdes, que apds a sonica¢do ndo apresentaram alteragées morfoldgicas.

4.3.4 Ensaio 4: Frequéncia de 130 KHz e amplitude de 20%

=
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Figura 4.3.4. 1 — Observagdo microscopica da Microcystis spp na a) amostra controlo (US 4 - 0) e b) e c) amostra

submetida aos ultra-sons (US 4 — C), para uma resolu¢do de 100x.
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No Ensaio 4 verificou-se existir uma quantidade reduzida de coldnias de Microcystis spp.
presentes nas amostras, todas de pequena dimensdo (Figura 4.3.4.1a), e uma quantidade
significativa de algas verdes. A amostra submetida aos ultra-sons (US 4 - C) apresentou
algumas coldnias desagregadas e algumas células em aglomerados de algas verdes,

aparentemente sem qualquer efeito causado pelos ultra-sons (Figura 4.3.4.1b).

4.3.5 Ensaio 5: Frequéncia de 130 KHz e amplitude de 50%
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Figura 4.3.5. 1 — Observagdo microscépica da Microcystis spp na a) amostra controlo (US 5 - 0) e b) amostra

submetida aos ultra-sons (US 5 — C), para uma resolugdo de 100x.

No Ensaio 5 ndao foram verificadas alteracdes de grande magnitude nas colénias de
Microcystis spp. As coldonias apds submissdo aos ultra-sons mostraram apenas uma ligeira

variacdo ao nivel da cor das células constituintes (Figura 4.3.5.1b).
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4.3.6 Ensaio 6: Frequéncia de 130 KHz e amplitude de 100%

i)
i

3 fi! " | é@?ﬁgﬁg .

s

a)Us6-0 b) US6-C
Figura 4.3.6. 1 — Observagdo microscopica da Microcystis spp na a) amostra controlo (US 6 - 0) e b) amostra

submetida aos ultra-sons (US 6 — C), para uma resolu¢do de 100x.

Como pode ser observado nas Figura 4.3.6.1b, verificou-se um aumento significativo do
tamanho das células de Microcystis spp. apds a exposicdao aos ultra-sons. Ao nivel da
organizagao celular, o citoplasma das células apresentou-se com uma pigmentagdao menos
intensa que as células controlo. No entanto, os organelos celulares permaneceram nitidos na
maioria das células submetidas aos ultra-sons.

Observou-se uma quantidade apreciavel de Scenedemus spp. nas culturas utilizadas e apds a
sonicacdo alguns destes organismos apresentaram alteracdes significativas. Nas mesmas
culturas foi notdria a presenca de organelos celulares (cor verde) dispersos no meio; na
amostra de controlo estes mesmos organelos foram observados, mas numa menor
proporgao.

Na Figura 4.3.6.1b também é possivel observar outros microrganismos, além de células de
Microcytis spp., que se suspeita serem protozoarios. Através da observacdo microscépica da
amostra controlo e da amostra submetida aos ultra-sons, ndo foram detectadas quaisquer

alteragcGes na morfologia destes microrganismos.
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4.3.7 Comparagao morfoldgica entre os varios ensaios

De entre os varios ensaios, foi no Ensaio 3 que as coldnias de Microcystis spp. presentes
mostraram alteracdoes de maior magnitude na sua organizacdo celular quando submetidas
ao banho de ultra-sons, durante cinco minutos. No mesmo Ensaio 3 (35 KHz e 100%) tinha ja
sido observada uma maior reducdo em clorofila a, bem como de microcistinas intracelulares.
As observacdes microscépicas dos ensaios 1, 5 e 6 foram igualmente concordantes com as
relativas as concentracgGes de clorofila a e microcistinas intracelulares. Nos dois primeiros, as
pequenas variacdes constatadas nas coldnias de Microcystis spp. sdo concordantes com a
reducdo pouco acentuada das concentracbes dos dois parametros bidticos,
comparativamente aos restantes ensaios. No caso particular do Ensaio 6, a subsisténcia da
organizacao celular apés a sonicacao pode explicar a reduzida concentracao de microcistinas
intracelulares libertadas para o meio solivel. O aumento do tamanho das células de
Microcystis spp., causado pela cavitacdo acustica, neste mesmo ensaio, foi igualmente
observado por Chi et al. (2003).

Em termos morfoldgicos, o Ensaio 2 demonstrou maiores alteragdes ao nivel da organizagao
celular das coldnias Microcystis spp. relativamente ao Ensaio 4. Porém, os valores obtidos
para a clorofila a e microcistinas intracelulares nao foram concordantes.

Relativamente aos efeitos adversos dos ultra-sons sob outros microrganismos, apenas foram
detectadas algumas alteracdes morfoldgicas na espécie Scenedesmus spp. para a frequéncia

e amplitude mais elevadas (Ensaio 6).

4.4 AVALIACAO DA RECUPERACAO DO CRESCIMENTO DAS CIANOBACTERIAS APOS
SONICACAO

A recuperagdo do crescimento das cianobactérias foi avaliada durante os 14 dias
subsequentes a sonicacao.

Realca-se o facto da absorvancia medida ndo respeitar apenas a cultura de Microcystis spp.,
uma vez que se utilizaram culturas mistas. Deste modo, os resultados obtidos para a
densidade dptica respeitaram a uma avaliacao global do crescimento dos microrganismos

presentes (algas verdes, por exemplo) e ndo especificamente do crescimento de Microcystis

Spp.
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ENSAIO 1
Frequéncia de 35 KHz e Amplitude de 20%
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Figura 4.4. 1 — Avaliagdo do crescimento durante 14 dias do Ensaio 1 (35 KHz e 20%).

ENSAIO 2
Frequéncia de 35 KHz e Amplitude de 50%

Absorvancia (unid. Abs.)
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Figura 4.4. 2 — Avaliacdo do crescimento durante 14 dias do Ensaio 2 (35 KHz e 50%).

ENSAIO 3
Frequéncia de 35 KHz e Amplitude de 100%
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Figura 4.4. 3 — Avaliacdo do crescimento durante 14 dias do Ensaio 3 (35 KHz e 100%).
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Absorvancia (unid. Abs.)

ENSAIO 4
Frequéncia de 130 KHz e Amplitude de 20%
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Figura 4.4.

4 - Avaliagdo do crescimento durante 14 dias do Ensaio 4 (130 KHz e 20%).

ENSAIO 5
Frequéncia de 130 KHz e Amplitude de 50%
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Figura 4.4. 5 — Avaliacdo do crescimento durante 14 dias do Ensaio 5 (130 KHz e 50%).
ENSAIO 6
Frequéncia de 130 KHz e Amplitude de 100%
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Figura 4.4. 6 — Avaliacdo do crescimento durante 14 dias do Ensaio 6 (130 KHz e 100%).
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Uma inibicdo do crescimento das culturas submetidas a sonicacdao foi observada na
totalidade dos ensaios (Figuras 4.4.1 — 4.4.6).

No Ensaio 3, os valores medidos em cada uma das amostras (3C e US 3 — C) para o dia 0 ndo
sao consistentes com os restantes pelo que se considerou terem derivado de um erro do
operador, ndo sendo considerados.

A diminuicdo da biomassa ocorreu a partir das primeiras 24 horas apds a sonicacdo, em
todos os ensaios, com valores percentuais de 4,2% (Ensaio 5) a 20,1 % (Ensaio 6).

Diferencas significativas entre as amostras controlo (xC) e sonicada (USx - C) observaram-se
a partir do dia 5. A maior inibicdo do crescimento nas culturas submetidas aos ultra-sons foi
observada no Ensaio 4, equivalente a uma percentagem de redugdo de 77,1%, ao contrario
do Ensaio 1 com apenas uma percentagem de cerca de 46,3%.

No final do periodo de avaliacdo, as percentagens de inibicdo do crescimento oscilaram
entre 75,2% (Ensaio 6) e 90% (Ensaio 4) (Quadro 4.4.1). No Ensaio 2, a inibicdo do
crescimento nas culturas foi contabilizada apenas até ao dia 7, a partir do qual se constatou

o inicio de uma fase de senescéncia das cianobactérias, com recuperacdo ap6s o diag 12.

Quadro 4.4. 1 - Percentagens de inibicdo do crescimento apds 14 dias da sonicagdo, de redugdo das

concentragGes de clorofila a e de microcistinas intracelulares para cada ensaio.

P o - —
% Inibicdo do crescimento | % Redugdo de clorofila a % Redl.liiat:agzlmrrzastmas

Ensaio 1 75,9 5,3 6,0

Ensaio 2 76,2* 5,0 29,6

Ensaio 3 84,5 60,5 49,3

Ensaio 4 90,0 43,3 40,1

Ensaio 5 81,4 2,9 26,2

Ensaio 6 75,2 - 5,0

*Apos 7 dias da sonicagdo.

O Quadro 4.4.1 permite verificar que nos ensaios 3 e 4 se obtiveram maiores inibi¢cdes na
taxa de crescimento, com valores percentuais de 84,5% e 90,0%, respectivamente, valores
concordantes com as reducdes mais elevadas das concentra¢cdes de clorofila a e
microcistinas intracelulares observadas nos mesmos ensaios, apesar da percentagem mais
elevada de redugdo destes parametros se ter obtido no Ensaio 3. De facto, na cultura
utilizada para o Ensaio 4 constatou-se uma dominancia de algas verdes que podem ter
enfatizado os efeitos dos ultra-sons na Microcystis spp. e, previsivelmente, ter contribuido

para um decréscimo mais acentuado do respectivo crescimento.
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Apesar de esta avaliacdo ndo representar exclusivamente a densidade celular da Microcystis
spp., foi possivel verificar microscopicamente outros microrganismos nas culturas
aparentemente sem qualquer efeito causado pelos ultra-sons. Nas culturas dos ensaios 1, 5
e 6 foi verificada uma quantidade consideravel de Scenedesmus spp., que somente no Ensaio
6 evidenciaram algumas alteracées morfolégicas. Neste sentido, seria expectavel uma maior
reducdo da taxa de crescimento de microrganismos no Ensaio 6 e menores nos restantes
ensaios, principalmente nos ensaios 3 e 4 (com algas verdes). Deste modo, pode-se assumir
gue a avaliacdo da inibicdo do crescimento da Microcystis spp. traduziu efectivamente o
desenvolvimento celular da espécie.

A capacidade de a irradiacdo ultra-sénica inibir o crescimento de cianobactérias,
essencialmente de Microcystis spp., tem sido descrita em vdrios trabalhos anteriormente
mencionados. De uma forma geral, os estudos demonstraram uma reducdo da taxa de
crescimento das cianobactérias, instantdnea e/ou a longo prazo, posterior a sonicacio,
reforcando os decréscimos obtidos para os varios parametros, como as concentracdes de
clorofila a (Lee et al., 2001; Zhang et al., 2006a, 2006b), de microcistinas intracelulares (Lee
et al., 2001; Ma et al., 2005) e a actividade fotossintética (Lee et al., 2001; Zhang et al.,
2006a). Porém, é necessario realcar que a inibicdo do crescimento verificada nas diversas
pesquisas efectuadas foi obtida por aplicacdo de diferentes metodologias.

Resultados similares aos do presente trabalho foram obtidos por Zhang et al. (2006a), com
85,9% de inibicdo do crescimento da Microcystis aeruginosa 14 dias apds a sonicacdo
(Sistema sonda: 25 KHz; 80 W; cinco minutos). Por outro lado, na pesquisa efectuada por Chi
et al. (2003), a densidade celular indiciou uma retoma do crescimento pouco depois da
interrupcdo da sonicacdo (Sistema sonda: 20 KHz, 600 W e dois minutos), executada duas
vezes por dia durante seis dias.

Em termos instantaneos, ambas as pesquisas de Lee et al. (2001) e Ma et al. (2005)
evidenciaram redugdes significativas no crescimento de Microcystis spp. A titulo de exemplo,
com apenas 3 s de sonica¢do (Sistema banho: 28 KHz e 120 W), Lee et al. (2001) verificaram
uma sedimentagao das suspensdes de Microcystis spp. na ordem dos 80%. No entanto, outra
abordagem, efectuada por Tang et al. (2004), verificou ndo existir uma inibicdo efectiva do
crescimento da M. aeruginosa para uma frequéncia de 1,7 MHz, poténcia de 0,6 W/cm? e
para um tempo de exposicdo de cinco minutos. Em apenas 24 horas depois da sonicacdo os

autores observaram a recuperagdo do crescimento da espécie.
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Face aos parametros ultra-sénicos seleccionados nos vdrios estudos mencionados e no
presente trabalho, é possivel verificar que a combinacdo de frequéncias baixas (25 KHz a
35 KHz) com poténcias intermédias (80 W a 500 W), para um tempo de exposicdo de cerca
de cinco minutos, resulta numa maior afectacdo a longo prazo de Microcystis spp.. Todavia,
é evidente que os efeitos induzidos pela cavitacao acustica, para além dos parametros ultra-
sénicos seleccionados, também s3o condicionados pelos sistemas utilizados, banho ou
sonda, e pela sensibilidade das espécies ao processo.

Contudo, os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam o potencial da irradiacado
ultra-sénica na reducdo efectiva da taxa de crescimento de Microcystis spp. através do
provavel colapso das vesiculas gasosas e consequente perda da capacidade de flutuagao das
células, provocando a respectiva sedimentacdo. Lee et al. (2001) confirmaram o colapso
imediato dos vacuolos gasosos das células de Microcystis spp. por microscopia electrdnica
de transmissdo (TEM).

De facto, na totalidade dos ensaios aqui apresentados verificou-se uma deposicao gradual
de particulas no fundo dos recipientes de cada amostra submetida aos ultra-sons, tornando
a amostra mais limpida comparativamente as respectivas amostras controlo. Por sua vez, as
amostras controlo evidenciaram uma cor verde progressivamente mais escura até ao final
do periodo de avaliacdo, indicadora de uma produtividade continua. Na Figura 4.4.7 podem-
se observar as amostras controlo (xC) e sonicadas (USx-C) de cada ensaio 14 dias apods a

sonicacao.

a) b)
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e) f)

Figura 4.4. 7 — Amostras controlo (xC) e sonicada (USx-C) apds 14 dias de avaliagdo do crescimento dos ensaios:
a) Ensaio 1 (35KHz e 20%); b) Ensaio 2 (35 KHz e 50%); c) Ensaio 3 (35 KHz e 100%); d) Ensaio 4 (130 KHz e 20%);
e) Ensaio 5 (130 KHz e 50%); f) Ensaio 6 (130 KHz e 100%).

Ao contrario do referido por algumas pesquisas, a coloracdo das amostras submetidas aos
ultra-sons ndo evidenciou quaisquer altera¢des imediatas. A composicdo mista das culturas
utilizadas pode ter dissimulado tais alteracdes, visto ter sido pouco significativo, ou mesmo
nulo, o efeito da irradiacdo ultra-sénica sobre outros microrganismos presentes nas culturas.
Contrariamente, nas duas abordagens efectuadas por Zhang et al. (2006), foi observada uma
descoloracdo instantanea em culturas puras de Microcystis spp. apds cinco minutos de

irradiacdo ultra-sénica.
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5. CONCLUSAO

A irradiacdo ultra-sénica foi avaliada a escala laboratorial com recurso a um sistema de
banho como uma alternativa possivel de controlar blooms de cianobactérias.

Os mecanismos de inibicdo ao desenvolvimento das cianobactérias podem ser atribuidos a
cavitacdo ultra-sonica transitéria que, por sua vez, depende fortemente da frequéncia e
amplitude (poténcia), assim como do sistema de ultra-sons. Dos diferentes parametros
seleccionados para um tempo de exposicao fixo de cinco minutos, a frequéncia de 35 KHz
associada a amplitude de 100% (equivalente a 500 W) representaram os parametros mais
adequados para a inibicdo do crescimento das espécies, aproximadamente 84,5% (Ensaio 3).
Apesar dos restantes ensaios, a excep¢ao do Ensaio 4, apresentarem menores inibicdes de
crescimento, é de realcar que as respectivas taxas de reducdao foram igualmente
significativas, superiores a 75%. No caso particular do Ensaio 4 (130 KHz e 20%, equivalente a
100 W), associado ao registo da reducdo mais elevada do crescimento, a presenca
dominante de algas verdes pode ter contribuido para o efeito. Deste modo, assumiu-se que
o Ensaio 3, anteriormente referido, teve um melhor desempenho em termos de inibicao do
crescimento da Microcystis spp.

Esta inibicdo indica uma correlagcao verosimil com o eventual colapso das vesiculas gasosas,
constituintes dos vacuolos, quando sujeitas a irradiacdo ultra-sénica. No campo ultra-sénico,
as vesiculas gasosas também actuam como bolhas cavitacionais. Quando a ac¢do combinada
das pressdes hidrostatica e ultra-sénica excede a forca finita da parede das vesiculas
gasosas, estas colapsam inviabilizando a capacidade de flutuacao das células. Como
resultado, a sedimentacdo das células e a subsequente inibicdo do crescimento até uma
nova geracgao sao inevitdveis. De facto, a perda de flutuabilidade celular da Microcystis spp.
foi corroborada pela visualizagdo de uma deposicdao de particulas nas amostras sonicadas,
acompanhada pela descoloracdo das mesmas amostras, durante um periodo de 14 dias
posteriores a sonicacao. Esta sedimentagao progressiva foi consistente com a auséncia de
crescimento, presenciado na totalidade dos ensaios.

A energia gerada na cavitacdo transitéria pode traduzir-se em pressdes e temperaturas
bastantes elevadas, acompanhadas por ondas de choque de alta pressdao. Um aumento da
temperatura das amostras submetidas aos ultra-sons foi, de facto, verificado nos ensaios

cuja frequéncia utilizada foi de 130 KHz, tendo sido proporcional a amplitude. Esta energia
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substancial gerada também pode danificar o material celular circundante as vesiculas
gasosas. A cedéncia da parede celular e a destruicdo de pigmentos fotossintéticos, como a
clorofila a, sdo duas consequéncias plausiveis da aplicacdo dos ultra-sons sobre as
cianobactérias. Estes dois eventos foram confirmados em alguns dos ensaios, ou mesmo na
sua totalidade.

A observacdo microscdpica das colénias de Microcystis spp. permitiu confirmar alguma
irregularidade das superficies celulares nos ensaios 2, 3 e, principalmente, no ensaio 6, apds
submissdo aos ultra-sons. No Ultimo ensaio, as alteracdes causadas pela irradiacdo ultra-
sénica incidiram sobretudo na expansdo intracelular, sem qualquer efeito aparente sobre a
parede celular das células. Nos ensaios 2 e 3, e sobretudo neste ultimo, para além de uma
certa irregularidade na forma basica das células, o conteddo intracelular apresentou-se
homogéneo e sem pigmentacdo. A homogeneidade verificada nas células reforca a provavel
destruicdo dos pigmentos fotossintéticos, para além de outros organelos celulares, como
efeito da accdo dos ultra-sons. De facto, o Ensaio 3 foi representativo de uma maior redugao
da concentracdo de clorofila a (60,5%), igualmente consistente com a maior inibicdo do
crescimento obtida, uma vez que a clorofila a é um pigmento fotossintético indispensavel a
sobrevivéncia das cianobactérias.

A subsisténcia do material intracelular nas células de Microcystis spp. observada no Ensaio 6
(130 KHz e 100% equivalente a 500W), apds exposi¢do ultra-sénica, também foi concordante
com a menor taxa de crescimento detectada. Apesar da incoeréncia do resultado obtido
para a concentragao clorofila a, e tendo em consideracdao a tendéncia dos resultados de
todos os ensaios para este parametro, seria expectavel a mesma conformidade entre os
varios parametros respeitantes ao Ensaio 6. Amplitudes de 20% (100 W) e 50% (250 W), para
ambas as frequéncias adoptadas, desempenharam um papel menos eficaz na destruicdo
imediata da clorofila a que se traduziu em menores taxas de inibicao do crescimento a longo
prazo (ensaios 1, 2, 5 e 6). Deste modo, é possivel verificar existir uma correlacdo positiva
entre as concentragdes de clorofila a e a inibicdo do crescimento.

As alteracdes provocadas pelos ultra-sons sobre a actividade fotossintética, assim como
sobre as membranas celulares, resultam da producdo de radicais livres de enorme potencial
oxidante. Contrariamente ao que seria esperado, devido a presenca desses radicais
altamente oxidantes, os teores de oxigénio dissolvido (OD) e o pH das amostras submetidas

aos ultra-sons sofreram um aumento instantaneo, ainda consideravel no caso do OD. Quatro
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explicacdes plausiveis para tal facto resumem-se a erros experimentais, ou a agitacdo
provocada pelo processo de irradiacdo, ou a ocorréncia reduzida de reaccdes oxidativas
imediatas, possivelmente justificada pelo tempo de exposicdo insuficiente, ou pela
capacidade de defesa antioxidante das cianobactérias. Porém, a inibicdo efectiva do
crescimento pode sugerir uma ocorréncia posterior de reac¢des oxidativas nas culturas,
afectando provavelmente a permeabilidade passiva das membranas, os processos de
transporte activo e as taxas metabdlicas das cianobactérias.

Quanto ao parametro abiodtico de turvacdo concluiu-se que o aumento da irradiacdo ultra-
sonica foi proporcional a reducdo do parametro. Os resultados para a turvagcdo nao
evidenciaram uma relacdo estritamente directa com a remocdo ou sedimentacdo das
cianobactérias, visto que maiores reducbes de turvacdo ndo corresponderam a maiores
taxas de inibicdo do crescimento, assim como de concentrac¢des de clorofila a.

Além da remocdo e inibicdo de crescimento de cianobactérias, a irradiacdao ultra-sénica
parece ter um papel importante na degradacdao de microcistinas solubilizadas em meios
contendo Microcystis spp. Este facto foi aparentemente reconhecido nos ensaios 2, 3 e 6,
nos quais foi apurada uma redugao de microcistinas extracelulares superior a quantidade de
microcistinas intracelulares libertadas para o meio soluvel. Os ensaios 3 e 6 levaram a uma
maior degradacdo de microcistinas extracelulares, na ordem dos 30%, contra 6,4%,
aproximadamente, no Ensaio 2. No entanto, é de salientar que cinco minutos de irradiagao
ultra-sénica induziram aumentos significativos de microcistinas extracelulares na ordem dos
93% a 202% para a frequéncia 130KHz associada as amplitudes de 20% (100 W) e 50%
(250 W), respectivamente (ensaios 4 e 5). Por outro lado, a combinacdo da frequéncia e
amplitude mais altas (Ensaio 6) demonstrou ter uma influéncia pouco significante no
incremento da concentracdo de microcistinas extracelulares (6,0%, aproximadamente). A
alteracgdo das células de Microcystis spp. observada por microscopia, assim como as taxas de
crescimento correspondentes reforcam a influéncia pouco expressiva da irradiacdo ultra-
sonica sobre a libertagdo de microcistinas.

Em suma, é possivel concluir que a tecnologia ultra-sénica aplicada no presente trabalho
constituiu um método eficiente para a inibicdo do crescimento da espécie Microcystis spp.,
sendo a seleccdo dos parametros frequéncia e amplitude de extrema importancia. De
acordo com os resultados obtidos, uma frequéncia mais baixa (35 KHz) associada a uma

amplitude/poténcia mais alta (100% / 500 W), para um tempo de exposi¢do de cinco
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minutos, induzem maiores efeitos inibitérios no desenvolvimento da Microcystis spp. No
entanto, a frequéncia mais alta (130 KHz) aliada a maior amplitude/poténcia (100% / 500 W),
para o mesmo tempo de exposicao, revelaram ser os parametros mais adequados no que
respeita as concentragcbes de microcistinas, visto que ndo induziram uma libertacdo
significativa de microcistinas para o meio solluvel e evidenciaram uma certa capacidade de
degradacdo das microcistinas extracelulares.

Contudo, o tempo limitado para a realizacao do presente trabalho nao possibilitou o estudo
de outras variaveis fundamentais a confirmacdo dos resultados auferidos. Face ao exposto,

algumas recomendacodes sdo seguidamente descritas:

e Estudo da influéncia do tempo de exposicdo - periodos de tempo mais curtos e
maiores;

e Estudo da interferéncia de amplitudes ou poténcias mais baixas e mais altas e para
diferentes sistemas de ultra-sons (banho e sonda);

e Estudo da sensibilidade de outras espécies de cianobactérias face a irradiacdo ultra-
sénica;

e Estudo da fase de crescimento de maior sensibilidade a irradiacado ultra-sénica;

e Avaliacdo continua dos parametros oxigénio dissolvido, turvacdo, clorofila g e
microcistinas, paralela a avaliacdo do crescimento, assim como os parametros de
carbono organico total (COT) e sdlidos suspensos totais (SST);

e Avaliacdo da producdo de radicais livres induzida pela irradiacdo ultra-sdnica.
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ANEXO |
Composig¢ao do Meio BG 11

Quadro 1.1 — Composicdo do meio BG 11 (Rippka et al., 1979).

Concentragao da solugao Volume

Componente
(/L) (mL/L)

NaNO; 150 10
K,HPO,.3H,0 40 1
MgS0,.7H,0 75 1
CaCl,.2H,0 36 1
Acido citrico combinado com &cido
férrico de amdnio ® !
EDTA 1 1
Na,CO, 20 1
Trace Metal Solution Quadro 1.2 1
NH,Cl 1,1 1

Quadro 1.2 — Composic¢ao da solugdo de metais em concentragdes vestigiais.

Concentragdo da solugdo

Componente

(g/L)
H;BO3 2,86
MnCl,.4H,0 1,81
ZnS0,4.7H,0 0,222
NaMo0O,.5H,0 0,390
CuS0,4.5H,0 0,079
Co(NOs),.6H,0 0,0494

As substancias apresentadas no Quadro Il devem ser dissolvidas em separado.

O pH inicial do meio é de aproximadamente 8,5, devendo ser corrigido para 7,5 para se proceder a

autoclavagem.
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ANEXO Il

Concentra¢6es médias de microcistinas intracelulares e extracelulares e de sélidos suspensos totais

(SST)

Quadro Il.1 - Concentra¢des médias de microcistinas intracelulares por ensaio, expressas em pg MC-LR

equiv./L.
ENSAIO 1 ENSAIO 2 ENSAIO 3 ENSAIO 4 ENSAIO 5 ENSAIO 6
AMOSTRA
(35 KHz, 20%) (35 KHz, 50%) (35 KHz, 100%) (130 KHz, 20%) (130 KHz, 50%) (130 KHz, 100%)
us-o0 57,2 9,3 1,5 1,4 47,7 36,1
US-A 56,4 6,9 0,8 0,6 44,7 42,9

Quadro 11.2 — Concentracdes médias de microcistinas extracelulares por ensaio, expressas em pug MC-LR

equiv./L.
ENSAIO 1 ENSAIO 2 ENSAIO 3 ENSAIO 4 ENSAIO 5 ENSAIO 6
AMOSTRA
(35 KHz, 20%) (35 KHz, 50%) (35 KHz, 100%) (130 KHz, 20%) (130 KHz, 50%) (130 KHz, 100%)
Us-0 0,6 6,9 2,2 0,43 1,0 3,3
US-A 0,8 8,5 2,6 1,3 1,9 3,9

Quadro 11.3 — Concentragdes de sélidos suspensos totais (SST) de cada ensaio, expressas em mg/L.

ENSAIO 1 ENSAIO 2 ENSAIO 3 ENSAIO 4 ENSAIO 5 ENSAIO 6
AMOSTRA
(35 KHz, 20%) (35 KHz, 50%) (35 KHz, 100%) (130 KHz, 20%) (130 KHz, 50%) (130 KHz, 100%)
us-o0 52 35 28 32 28 50
Us-A 56 37 30 33 35 62
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