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RESUMO

A eutrofizagdo de reservatorios favorece o surgimento de cianobactérias e cianotoxinas em suas
aguas, que comumente sdo empregadas na irrigacdo de culturas agricolas. Isso tem gerado
preocupacao, devido ao potencial de bioacumulagdo de cianotoxinas em hortalicas destinadas
ao consumo humano. Nesse cendrio, o objetivo deste trabalho foi avaliar a bioacumulacao de
cianotoxinas em hortalicas irrigadas com aguas eutrofizadas de reservatérios superficiais do
semiarido brasileiro. O trabalho foi dividido em trés capitulos. O Capitulo I foi centrado na
introducao do tema, na justificativa do trabalho e na revisao bibliografica, onde se verificou a
necessidade e a importancia da realizagdo de pesquisas acerca da problematica trabalhada. No
Capitulo II, o foco foi estudar a bioacumulagao de microcistinas (MCs), cilindrospermopsina
(CYN) e saxitoxina (STX) em hortalicas irrigadas com aguas do reservatdrio Epitacio Pessoa,
importante manancial do Estado da Paraiba. As analises de cianotoxinas foram executadas
através do método ELISA. Constatou-se que, no ponto de captagdo para irrigagdo, a agua do
reservatorio Epitacio Pessoa estava eutrofizada e continha MCs, CYN e STX. As MCs
apresentaram maior potencial de bioacumula¢do nas hortalicas estudadas e coentro e salsa
demonstraram ser mais propensos ao acumulo. Verificou-se que o método de irrigacao
influenciou nas concentra¢des de cianotoxinas em determinadas regides da planta e que
pimentdes com diferentes idades ndo apresentaram diferenga significativa na bioacumulacao.
Por fim, constatou-se que os consumos diarios estimados (CDEs) de cianotoxinas a partir das
hortalicas avaliadas foram menores que as ingestdes didrias totais (IDTs) recomendadas. No
Capitulo III, o foco foi avaliar a bioacumulagdo de MCs, CYN e STX em alface e coentro
irrigados com aguas eutrofizadas de um reservatorio superficial da zona rural de Pocinhos,
Paraiba, com énfase na determina¢do de um melhor solvente, entre 4gua ¢ metanol, para a
extracdo de MCs, CYN e STX dos tecidos vegetais; e nos efeitos da idade da planta e do uso
de hipoclorito de sdédio (NaClO) como higienizante sobre as concentragdes de MCs, CYN e
STX acumuladas nas hortalicas. A analise de cianotoxinas mais uma vez foi realizada pelo
método ELISA. Constatou-se que a dgua do reservatorio estudado estava eutrofizada e continha
MCs, CYN e STX. Novamente as MCs apresentaram maior potencial de bioacumulag¢do nas
hortalicas estudadas e o coentro demonstrou ser mais propenso ao acimulo. O metanol
demonstrou ser o solvente mais adequado para extracdo de MCs, CYN e STX, a higienizagao
com NaClO nao foi eficaz na degradagdo destas toxinas e a idade da planta exerceu influéncia
positiva na depuracao de CYN, porém o mesmo nao foi observado para MCs e STX. Por fim,
constatou-se que os CDEs de MCs a partir do coentro excederam em até 3,61 vezes a IDT
recomendada pela OMS, e que 70 g da alface estudada também seriam suficientes para
ultrapassar a IDT de MCs. Os CDEs de CYN e STX a partir da alface e do coentro foram
menores que os IDTs recomendados. De modo geral, o risco de bioacumulagdo de cianotoxinas
em hortaligas associado a crescente eutrofiza¢ao das dguas de reservatérios do semiarido ficou
evidente e aponta para a necessidade da implantagdo de parametros de qualidade que englobem
cianotoxinas em aguas de irrigacdo, a fim de garantir a producdo de alimentos saudaveis e
seguros para consumo humano e, assim, proteger a saude publica.

Palavras-chave: Cianobactérias. Cilindrospermopsina. Culturas agricolas. Microcistinas.
Saxitoxina.



ABSTRACT

The eutrophication of reservoirs favors the emergence of cyanobacteria and cyanotoxins in their
waters, which are commonly used to irrigate agricultural crops. This has generated concern,
due to the potential for bioaccumulation of cyanotoxins in vegetables intended for human
consumption. In this scenario, the objective of this work was to evaluate the bioaccumulation
of cyanotoxins in vegetables irrigated with eutrophicated waters from surface reservoirs in the
Brazilian semi-arid region. The work was divided into three chapters. Chapter I was focused on
the introduction of the topic, the justification of the work and the bibliographic review, where
the need and importance of carrying out research on the problem addressed was verified. In
Chapter II, the focus was to study the bioaccumulation of microcystins (MCs),
cylindrospermopsin (CYN) and saxitoxin (STX) in vegetables irrigated with water from the
Epitacio Pessoa reservoir, an important water source in the State of Paraiba. Cyanotoxin
analyzes were performed using the ELISA method. It was found that, at the point of collection
for irrigation, the water from the Epitacio Pessoa reservoir was eutrophic and contained MCs,
CYN and STX. MCs showed greater bioaccumulation potential in the vegetables studied and
coriander and parsley were more prone to accumulation. It was found that the irrigation method
influenced cyanotoxin concentrations in certain regions of the plant and that peppers with
different ages did not show a significant difference in bioaccumulation. Finally, it was found
that the estimated daily intakes (EDIs) of cyanotoxins from the vegetables evaluated were lower
than the recommended total daily intakes (TDIs). In Chapter 111, the focus was to evaluate the
bioaccumulation of MCs, CYN and STX in lettuce and coriander irrigated with eutrophicated
waters from a surface reservoir in the rural area of Pocinhos, Paraiba, with emphasis on
determining a better solvent, between water and methanol, for the extraction of MCs, CYN and
STX from plant tissues; and the effects of plant age and the use of sodium hypochlorite (NaClO)
as a sanitizer on the concentrations of MCs, CYN and STX accumulated in vegetables. The
analysis of cyanotoxins was once again carried out using the ELISA method. It was found that
the water in the studied reservoir was eutrophic and contained MCs, CYN and STX. Once again,
MCs showed greater potential for bioaccumulation in the vegetables studied and coriander
proved to be more prone to accumulation. Methanol proved to be the most suitable solvent for
extracting MCs, CYN and STX, cleaning with NaClO was not effective in degrading these
toxins and the age of the plant had a positive influence on the clearance of CYN, however the
same was not observed for MCs and STX. Finally, it was found that the CDEs of MCs from
coriander exceeded the TDI recommended by the WHO by up to 3.61 times, and that 70 g of
the studied lettuce would also be enough to exceed the TDI of MCs. The CDEs of CYN and
STX from lettuce and coriander were lower than the recommended TDIs. In general, the risk
of bioaccumulation of cyanotoxins in vegetables associated with the increasing eutrophication
of waters from semi-arid reservoirs has become evident and points to the need to implement
quality parameters that encompass cyanotoxins in irrigation waters, in order to guarantee the
production of healthy and safe food for human consumption and thus protect public health.

Keywords: Agricultural crops. Cyanobacteria. Cylindrospermopsin. Microcystins. Saxitoxin.
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CAPITULO I - Eutrofizacao de reservatorios no semiarido brasileiro e bioacumulacio
de cianotoxinas em hortalicas para consumo humano

1.1 Introducgao

O semiarido brasileiro € uma vasta regido localizada no Nordeste e parte do Sudeste do
Brasil, composto por 1.477 municipios dos Estados do Maranhao, Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais e Espirito Santo (IBGE,
2022). Essa regido € caracterizada por chuvas escassas e irregulares, temperaturas elevadas e
altas taxas de evapotranspiragdo. A precipitagdo média anual na regido varia de 300 a 800 mm,
concentrada em um curto periodo (LIMA et al., 2022). Esse padrao de chuvas resulta em longos
periodos de seca, tornando o semiarido uma das areas mais aridas e vulneraveis do Brasil.

Nessa regido, além das caracteristicas climaticas, os solos sdo em sua maioria rasos ou
de profundidade moderada e assentam em rocha cristalina, formando assim uma densa rede de
rios efémeros ou intermitentes (LIMA et al., 2022). A escassez de 4gua ¢ um desafio constante
para a populagdo local, exigindo o desenvolvimento de estratégias para a gestao sustentavel dos
recursos hidricos. Nesse cendrio, os reservatorios artificiais surgem como a principal forma de
armazenamento e a principal fonte de agua para diversos usos.

Reservatorios sdo corpos d’agua construidos ou modificados pelo homem com o intuito
de promover abastecimento de 4gua para usos multiplos. Contudo, devido as condigdes
ambientais do semidrido e a pressdo antropica exercida por atividades como industrializagao,
lancamento indiscriminado de poluentes e agricultura, o aumento das concentracdes de
nitrogénio e fosforo, que caracteriza o fendmeno da eutrofizacio, tem sido observado nas aguas
dos reservatorios dessa regido.

A eutrofizagdo, aliada as condic¢des ideais de luminosidade, temperatura e pH, favorece
o crescimento exacerbado de cianobactérias, resultando em floragdes (também chamadas de
“blooms”). Estas geralmente permanecem na agua por um periodo entre dois e quatro meses,
contudo, em regides quentes e subtropicais, podem persistir por muito mais tempo (CHORUS;
BARTRAM, 1999).

Cianobactérias sao uma variedade de microrganismos procariontes e autotroficos que
podem ser encontrados em diferentes ambientes aquaticos e terrestres, inclusive em condigdes
adversas, como elevadas temperaturas e salinidade. Apresentam caracteristicas bioquimicas e
estruturais semelhantes as das bactérias, no entanto, sdo similares as algas com relagdo ao
tamanho e a presenca de pigmentos que as possibilitam realizar fotossintese, sendo esta sua

principal forma de obtengdo de energia (WHO, 2001; LAPOLLI; CORAL; RECIO, 2011).



14

Algumas espécies de cianobactérias podem produzir cianotoxinas, metabdlitos toxicos
capazes de causar danos ao figado, citotoxicidade, neurotoxicidade, distirbios gastrointestinais,
toxicidade cutanea e at¢ mesmo a morte do homem e dos animais. Estima-se que cerca de 50 a
70% das floragdes de cianobactérias apresentem espécies toxicas (SIVONEN et al., 1990; YOO
et al., 1995; DI BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010).

A exposi¢do humana as cianotoxinas pode ocorrer por diferentes formas, incluindo a
ingestdo de agua contaminada e o contato em atividades recreativas (ZANCHETT; OLIVEIRA-
FILHO, 2013). Outra via conhecida ¢ o consumo de animais aquaticos como peixes, moluscos
e crustaceos, que podem absorver e acumular cianotoxinas em seus corpos € transportar para
niveis superiores da cadeia trofica (FERRAO-FILHO, 2009).

Uma via de ingestdo que tem sido estudada ¢ o consumo de hortalicas. Estudos apontam
que, assim como nos animais aquaticos, a bioacumulagao de cianotoxinas também ¢ possivel
em vegetais (BIHN et al., 2013; CORDEIRO-ARAUJO; CHIA; BITTENCOURT-OLIVEIRA,
2017). Esse fendmeno pode ocorrer através das raizes, pela absor¢ao das cianotoxinas presentes
na agua do solo, ou pela deposicdo quimica nas folhas, a partir de métodos de irrigagdo que
molham a planta (CODD; METCALF; BEATTIE, 1999; KITTLER et al., 2012).

No Brasil, a irrigacao de hortalicas comumente ¢ realizada com aguas de reservatorios
superficiais que, em muitos casos, encontram-se eutrofizados, em condigdes que promovem o
surgimento de floracdes de cianobactérias. O consumo de plantas irrigadas com estas aguas
categoriza uma possivel rota de contaminagdo humana por cianotoxinas, que pode desencadear
uma série de prejuizos para a saude (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2016; LEE et al.,
2017). Apesar disso, a quantidade de estudos acerca da bioacumula¢do de cianotoxinas em
culturas agricolas ainda ¢ limitada, sendo a grande maioria realizada em escala laboratorial
(CORBEL; MOUGIN; BOUAICHA, 2014; NERY; NERY; MEDEIROS, 2020).

Sabendo-se que a regido semiarida enfrenta desafios significativos de escassez hidrica
e seus reservatorios encontram-se cada vez mais eutrofizados e com crescente presenga de
cianobactérias e cianotoxinas, surge uma preocupagao sobre a seguranca alimentar e a saude
publica associadas ao consumo de hortalicas irrigadas com 4aguas nessas condig¢des, visto a
capacidade de bioacumulagdo de cianotoxinas em tecidos vegetais.

A quantidade limitada de estudos disponiveis acerca dessa problemadtica ¢ uma lacuna
que precisa ser preenchida para orientar politicas de gestao hidrica, praticas agricolas e medidas
de controle de qualidade alimentar. Nesse cenario, este trabalho tem como objetivo avaliar a
bioacumulacgdo de cianotoxinas em hortaligas irrigadas com aguas eutrofizadas do semidrido

brasileiro.
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1.2 Justificativa

Este trabalho foi realizado em dois reservatérios da Paraiba, pertencentes ao semiarido
brasileiro: o Epitacio Pessoa, localizado no municipio de Boqueirdao-PB, e outro de pequeno
porte, situado em uma propriedade rural em Pocinhos-PB.

Um dos fatores que motivaram a selecdo do reservatorio Epitacio Pessoa foi o seu
significativo papel socioecondmico e ambiental na regido. Esse reservatorio esta localizado na
Bacia Hidrografica do Rio Paraiba e possui a segunda maior capacidade de armazenamento do
estado da Paraiba, cerca de 466 milhdes de m* (PARAIBA, 2019). Desempenha papel vital no
suprimento de uma grande populacdo, visto que abastece 25 municipios paraibanos, incluindo
a maior cidade do interior do Estado, Campina Grande (ANA, 2017).

Nas ultimas décadas (1997-2003 e 2012—-2017), esse reservatorio enfrentou duas crises
hidricas severas. A segunda foi especialmente critica, onde o nivel de suas aguas chegou a 3%
de sua capacidade de armazenamento, o que quase levou o servigo de abastecimento ao colapso
em margo de 2017. Contudo, gragas ao aceleramento das obras do Projeto de Integragdo do Rio
Sao Francisco (PISF), a situacdo foi mitigada.

Além de ser uma importante fonte de abastecimento de agua, o reservatorio Epitacio
Pessoa desempenha um papel crucial em atividades como irrigacdo, pesca, dessedentacao de
animais e lazer. Todavia, a intensa atividade antrdpica realizada em seu entorno, incluindo
desmatamento, agricultura irrigada, pecuéria e moradias, tem causado impactos significativos
na qualidade de suas dguas. Essa situagdo ¢ agravada pelo fato de que os rios que o alimenta
atravessam areas ndo saneadas do Estado, recebendo descargas de efluentes ndo tratados e de
residuos solidos.

De acordo com o Sistema Nacional de Informag¢des sobre Saneamento (SNIS), o indice
de coleta de esgoto na Paraiba ¢ de apenas 44,58% (BRASIL, 2022). Isso indica que a maior
parte do esgoto ndo coletado (55,42%) ¢ descartada de forma ambientalmente inadequada, o
que corrobora a polui¢do de rios que alimentam os reservatorios do Estado.

Além disso, o elevado tempo de residéncia do reservatorio Epitacio Pessoa (entre 3-5
anos), decorrente do ciclo hidroldégico com longos periodos de estiagem, favorece a retengdo
dos nutrientes e poluentes exportados para o mesmo. Como resposta aos estresses
antropogénicos e ambientais, incluindo os climaticos, suas aguas tem sido classificadas como
eutroficas (SILVA et al., 2020).

Essas condi¢des contribuem para o surgimento de floracdes de cianobactérias nas aguas,

dentre elas espécies potencialmente produtoras de cianotoxinas, cujos efeitos sobre humanos e
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animais podem ser severos e causar a morte. A principal rota de intoxicagdo ¢ a ingestao direta
de 4gua contaminada, contudo, a capacidade das cianotoxinas de percorrerem a cadeia alimentar
por meio de culturas agricolas precisa ser investigada (BRASIL, 2003; CORBEL; MOUGIN;
BOUAICHA, 2014).

Os riscos a saude humana associados as cianotoxinas e a escassez de estudos na area de
bioacumulagdo em culturas irrigadas com aguas eutrofizadas constituem motivagdes para este
trabalho. Além disso, estudos relatam a ocorréncia de cianobactérias potencialmente toxicas no
reservatorio Epitacio Pessoa (CARLOS, 2013; NERY; NERY; MEDEIROS, 2020; SILVA,
2018; SILVA et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2011), cujas dguas sdo empregadas para a
irrigagdo de culturas comercializadas e consumidas pela populagio.

Os resultados obtidos a partir desse reservatorio podem servir como um referencial para
outras regides com reservatorios similares, ampliando o conhecimento sobre os impactos da
eutrofizagdo e cianotoxinas em corpos d'agua de grande escala.

Com relagdo a escolha do segundo reservatorio, de pequeno porte, pode ser justificada
com base na sua relevancia local, sua contribui¢ao para o conhecimento sobre bioacumulagao
de cianotoxinas em reservatorios menores € seu potencial para fornecer informagdes praticas e
aplicaveis para a gestdo sustentavel de recursos hidricos em propriedades rurais e agricolas.
Além disso, estudos preliminares constataram que as aguas desse reservatorio se encontram
eutrofizadas e com presenca de cianobactérias e cianotoxinas.

Outro fator considerado para a realizagao deste trabalho € que no Brasil existe Resolucdo
que estabelece os valores maximos permitidos (VMPs) de cianobactérias em aguas que podem
ser empregadas na irrigacdo (Resolugdo CONAMA n° 357, de 17 de margo de 2005), contudo,
a referida Resolugdo ndo regulamenta VMPs de cianotoxinas, sendo estas abarcadas somente
pela portaria de potabilidade (Anexo XX da Portaria de Consolidagdo GM/MS n° 5, de 28 de
setembro de 2017, alterado pela Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio de 2021). A falta de
controle das concentragdes de cianotoxinas em aguas de irrigagdo aumenta a fragilidade da
possivel rota de exposi¢cao humana através do consumo de hortalicas contaminadas.

Por fim, o tema tratado neste trabalho se alinha com o Programa de Pos-Graduagao em
Engenharia e Gestdo de Recursos Naturais, considerando sua aderéncia a area de concentragao
Engenharia de Recursos Naturais, com enfoque interdisciplinar, integrador e sistémico.

Com base na problematica abordada, trés hipoteses foram levantadas para esta pesquisa:

e Airrigacdo de hortalicas para consumo humano com 4guas eutrofizadas de reservatorios
superficiais do semiarido brasileiro promove a bioacumulagdo de cianotoxinas nos

tecidos vegetais;
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Além da qualidade da dgua, a bioacumulagdo de cianotoxinas em hortalicas depende
das caracteristicas dos cultivos, como espécie vegetal, método de irrigacao e idade da
planta;

A recomendacdo do Ministério da Saude para higienizacdo de hortali¢as para consumo
humano com hipoclorito de sodio ndo ¢ suficiente para remocao de cianotoxinas dos
tecidos vegetais.

Ressalta-se que esta pesquisa foi desenvolvida em parceria entre a Universidade Federal

de Campina Grande (UFCG) e a Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), por meio do

Laboratorio de Referéncia em Tecnologias de Aguas (LARTECA), localizado no Campus I da
UEPB, na cidade de Campina Grande, Paraiba.

O trabalho esta estruturado em trés capitulos. O Capitulo I corresponde a introdugdo da

problematica trabalhada, justificativa, objetivos e revisdo bibliografica. Os Capitulos Il e I1I sdo

estudos independentes centrados no tema do trabalho. Cada capitulo apresenta seus objetivos

especificos, detalhados a seguir.

1.3 Objetivos

1.3.1

Objetivo Geral

Avaliar a bioacumulacdo de cianotoxinas em hortaligas irrigadas com aguas de

reservatorios superficiais do semidrido brasileiro, considerando as caracteristicas dos cultivos,

os solventes utilizados no método de extragdo e a higieniza¢ado das hortalicas antes do consumo.

1.3.2

Objetivos Especificos

CAPITULO I - Eutrofizagdo de reservatorios no semiarido brasileiro e bioacumulagdo

de cianotoxinas em hortali¢as para consumo humano:

Apresentar o tema, contextualizando a relevancia do problema estudado;

Justificar a pesquisa, ressaltando a sua importancia e destacando os fatores motivadores
para a sua realiza¢do nas areas estudadas;

Revisar a literatura, visando fornecer uma base sélida de conhecimentos acerca do tema
trabalhado e, assim, possibilitar a compreensao da relevancia dos objetivos e resultados

apresentados nos capitulos subsequentes.
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CAPITULO 1II — Bioacumulagdo de cianotoxinas em hortalicas irrigadas com aguas

eutrofizadas do reservatorio Epitacio Pessoa:

Caracterizar as aguas de irrigacao provenientes do reservatorio Epitacio Pessoa em trés
propriedades situadas no seu entorno;

Quantificar, nas trés propriedades estudadas, as concentra¢des de microcistinas (MCs),
cilindrospermopsina (CYN) e saxitoxina (STX) acumuladas nas hortalicas irrigadas
com as aguas do Epitacio Pessoa;

Identificar qual cianotoxina, dentre MCs, CYN e STX, apresenta maior potencial de
bioacumulagdo em tecidos vegetais;

Determinar, dentre as hortalicas estudadas, quais espécies sdo mais propensas a
bioacumulagdo de cianotoxinas, isto &, quais espécies acumulam mais;

Verificar se o método de irrigacdo e a idade da planta exercem influéncia sobre as
concentragdes de cianotoxinas acumuladas nos tecidos vegetais;

Averiguar se os consumos diarios estimados (CDEs) de MCs, CYN e STX, a partir das
hortaligas estudadas, superam a ingestdo diaria total (IDT) recomendada para cada uma

dessas cianotoxinas.

CAPITULO III — Cianotoxinas em hortalicas irrigadas com &guas eutrofizadas no

semidrido: influéncias do solvente de extracao, higienizacao e crescimento vegetal:

Caracterizar a adgua de irrigagdo de uma propriedade rural situada em Pocinhos-PB,
proveniente de um reservatorio superficial de pequeno porte;

Quantificar as concentragdes de MCs, CYN e STX acumuladas em alface e coentro
irrigados com a agua avaliada;

Determinar qual solvente dentre dgua destilada e metanol ¢ mais adequado para a
extracdo de MCs, CYN e STX de tecidos vegetais;

Verificar se a higienizagdo com hipoclorito de sddio e a idade da planta exercem
influéncia sobre os niveis de MCs, CYN e STX acumulados nos tecidos vegetais;
Averiguar se os CDEs de MCs, CYN e STX, a partir das hortalicas estudadas, superam

a IDT recomendada para cada uma dessas cianotoxinas.
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1.4 Revisao Bibliografica

1.4.1 Cianobactérias, eutrofizagdo e qualidade da 4gua de reservatdrios do semidrido

Cianobactérias sao uma variedade de microrganismos procariontes e autotréficos que
podem ser encontrados em diferentes habitats, que vao desde sistemas aquaticos e terrestres até
ambientes com as mais adversas condigdes, como elevada salinidade e temperaturas extremas.
Apresentam caracteristicas bioquimicas e estruturais semelhantes as das bactérias, no entanto,
sao similares as algas com relagdo ao tamanho e a presenga de pigmentos que as possibilitam
realizar fotossintese, sendo esta sua principal forma de obten¢do de energia (WHO, 2001;
LAPOLLI; CORAL; RECIO, 2011).

Consideradas como as mais antigas produtoras de oxigénio, as cianobactérias possuem
papel fundamental no ciclo global do carbono e no fornecimento de oxigénio para a atmosfera
por meio da fotossintese, assim como na manuten¢do dos ecossistemas aquaticos. Contudo, a
contaminagdo dos corpos hidricos, principalmente no tocante ao aporte de nutrientes como
nitrogénio e fosforo (eutrofizacdo), favorece a multiplicagdo desses microrganismos e formacao
de grandes aglomerados conhecidos como flora¢des ou blooms, o que resulta na predominancia
das cianobactérias sobre a comunidade fitoplanctonica (LAPOLLI; CORAL; RECIO, 2011;
NERY et al., 2019).

As floragdes de cianobactérias podem ser facilmente identificadas na superficie da 4gua,
em virtude da tonalidade de cor que apresentam. Estes microrganismos vivem em suspensao e
sua localizagdo na coluna de 4dgua (Figura 1) depende da disponibilidade de nutrientes e da
intensidade de luz. Por esse motivo, podem estar presentes em diferentes profundidades. Com
relagdo ao tempo de permanéncia na agua, as floragdes podem durar poucas horas ou um longo
periodo, dependendo das condigdes ambientais (FRANCO et al., 2019; NERY et al., 2019).

O aumento da ocorréncia de floragdes de cianobactérias em corpos hidricos € motivo de
preocupacao, principalmente devido a capacidade que algumas espécies destes microrganismos
apresentam de produzir e liberar metabdlitos toxicos na agua, conhecidos como cianotoxinas.
Estas toxinas podem, em func¢do de sua concentragdo, ocasionar danos severos tanto ao homem
quanto aos animais. Além disso, as floragdes provocam altera¢des nos aspectos organolépticos
e estéticos da dgua, tornando-a pouco agradavel (BRASIL, 2003; LAPOLLI; CORAL; RECIO,
2011).
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Figura 1 — Principais formas de distribuicao de cianobactérias em reservatérios do semidrido:
(a) na superficie do corpo d’agua e (b) em toda a coluna d’agua

Floracdo de
Cianobactérias

A B

Fonte: Nery et al. (2019)

A predominancia de cianobactérias se d4, geralmente, com o crescimento excessivo de
poucas ou até mesmo uma Unica espécie produtora de cianotoxinas, que inibem a sua predacao
por consumidores primarios, como microcrustaceos, larvas de peixes e moluscos. Isso faz com
que estes se alimentem de outros microrganismos, como microalgas ndo tdxicas, o que, por sua
vez, acarreta no desequilibrio da cadeia alimentar e afeta todo o ecossistema aquatico. Por esse
motivo, muitas vezes restam apenas as espécies de cianobactérias tdxicas como organismos
fitoplanctonicos dominantes (BRASIL, 2003).

Ambientes 1€nticos, como represas e lagos, que apresentam elevados tempos de retencao
e sao facilmente eutrofizados, constituem ecossistemas que favorecem a expansao das floragdes
de cianobactérias. Mananciais com essas caracteristicas sdo, por muitas vezes, as Unicas fontes
de 4gua disponiveis para abastecimento humano nas diversas regides do Brasil, dentre elas o
semiarido (SANT’ANNA et al., 2008).

Mendes et al. (2017) descrevem as principais caracteristicas presentes em reservatorios
do semiarido que favorecem a proliferacao de cianobactérias, entre elas: altas concentragdes de
nutrientes (especialmente fosforo), elevados valores de pH, baixas concentra¢des de CO», maior
estabilidade da coluna de 4gua, pouca luz subaquatica, além de condi¢des meteoroldgicas como
altas temperaturas, baixas precipitagdes, elevada radiagdo solar e velocidades reduzidas dos

ventos.
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De acordo com Vasconcelos et al. (2011), a ocorréncia de floragdes de cianobactérias
tem aumentado nos reservatorios da Paraiba. Conforme os autores, 3% dentre os 20 maiores
reservatorios do Estado apresentavam floragdes de cianobactérias em 2006. Esse valor passou
aser 20% em 2007, 45% em 2008 e 62% em 2009. Também observaram que nestes mananciais
houve um crescente acimulo de fésforo total, com médias de 30, 45, 133 e 179 ug.L™! para os
anos 2006, 2007, 2008 e 2009, respectivamente. Por fim, relataram o aumento da eutrofiza¢ao
nestes reservatorios: 7,7% estavam eutrofizados em 2006, 30,8% em 2007, 42,3% em 2008 e
57,7% em 20009.

Isto aponta para uma tendéncia no aumento da ocorréncia de floragdes de cianobactérias
nestes reservatorios relacionada com a eutrofizagdo dos mesmos. Conforme Vasconcelos et al.
(2011), este fendmeno pode ser associado aos usos multiplos da 4gua nas bacias hidrograficas
do Estado, que incluem atividades como irriga¢do, pecudria e piscicultura, além da auséncia de
tratamento de esgotos, que sdo langados nos cursos dos rios.

A determinagdo do estado trofico de um corpo hidrico é fundamental para obtengdo de
informagdes sobre 0 mesmo. De forma geral, a classificagdo ¢ dada por: oligotréfico, quando o
ambiente apresenta baixas concentracoes de nutrientes e produtividades primarias; mesotréfico,
quando os niveis de nutrientes sdo moderados ¢ hd um crescimento equilibrado de algas; e
eutrofico, quando o ambiente € rico em nutrientes e o crescimento acelerado de algas, incluindo
cianobactérias, ¢ observado (BARRETO et al., 2014; CARLSON, 1977).

Com relagdo ao estado trofico do reservatério Epitacio Pessoa, Araujo Junior (2009)
verificou que o mesmo foi classificado, de acordo com o Indice de Estado Tréfico (IET), como
oligo-mesotrofico (no periodo entre 1989-1991), mesotrdfico (2002-2003), oligotrofico (2005-
2007) e oligo-mesotrofico (2008). No entanto, a partir do ano de 2013, Cardoso (2022) relata
que o mesmo passou a ser classificado como eutréfico, mantendo, até o ano de 2019, seu estado
trofico oscilando entre mesotrofico e eutréfico, o que aponta para a degradacdo da qualidade
desse reservatorio com o decorrer do tempo.

A partir da problematica da eutrofizacao, Silva et al. (2020) e Nery, Nery e Medeiros
(2020) avaliaram a ocorréncia de floragdes de cianobactérias no reservatorio Epitacio Pessoa e
detectaram a presenca de espécies potencialmente produtoras de cianotoxinas. O Quadro 1

reune os dados dos seus estudos.



Quadro 1 — Espécies de cianobactérias detectadas no reservatorio Epitacio Pessoa
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Ano de obten¢ao Espécies de cianobactérias detectadas Referéncia
dos dados
Chroococcus dispersus, Amphiheterocytum lacustre, Aphanocapsa
elachista, Coelomorum tropicalis, Cuspidothrix tropicalis, Limnothrix Nery; Nery;
2019 planctonica, Microcystis aeruginosa, Microcystis protocystis, Medeiros
Phormidium breve, Planktothrix agardhii, Planktothrix isothrix, (2020)
Pseudanabaena galeata, Raphidiopsis raciborskii
Chroococcus dispersus, Chroococcus limneticus, Planktothrix
agardhii, Planktothrix isothrix, Spirulina subsalsa, Aphanizomenon
2017 gracile, Dolichospermum solitarium, Aphanocapsa annulata, Silva et al.
Aphanocapsa incerta, Eucapis densa, Limnococcus limneticus, (2020)
Merismopedia glauca, Pseudanabaena catenata, Pseudanabaena
galeata, Synechocystis aquatilis

Legenda: As espécies de cianobactérias em negrito sao relatadas como potencialmente produtoras de
cianotoxinas. Fonte: Adaptado de Nery, Nery e Medeiros (2020) e Silva et al. (2020).

A presenga de floracdes de cianobactérias em mananciais destinados ao abastecimento

de 4gua aumenta o risco de exposi¢do humana as cianotoxinas, uma vez que a ingestao de agua

¢ a principal rota de intoxicacdo (BRASIL, 2003). Neste contexto, para manter a d4gua potavel

para o consumo, procedimentos relacionados ao monitoramento de cianobactérias na agua estao

presentes na Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio de 2021, que altera o Anexo XX da Portaria
de Consolidagdo GM/MS n° 5, de 28 de setembro de 2017, e dispde em seu Art. 43:

Art. 43 Para minimizar os riscos de contaminacdo da agua para consumo humano com
cianotoxinas, os responsaveis por SAA ou SAC com captagdo em mananciais
superficiais devem realizar monitoramento para identificacdo e contagem de células
de cianobactérias, de acordo com a Tabela do Anexo 12, considerando, para efeito de
alteragdo da frequéncia de monitoramento, o resultado da ultima amostragem.

§ 1° Em complementa¢do ao monitoramento do Anexo 12, deve ser realizada analise
de clorofila-a no manancial, com frequéncia mensal, como indicador de potencial
aumento da contagem de cianobactérias.

I - Quando os resultados da analise prevista no § 1° deste artigo revelarem que a
concentragdo de clorofila-a ¢ igual ou superior a 10 pg/L, deve-se proceder a nova
coleta de amostra para analise do fitoplancton;

IT - Se a contagem de células de cianobactérias representar 10% ou mais do
fitoplancton, deve ser realizado monitoramento semanal de cianobactérias no
manancial, no ponto de captagio; e

IIT - O monitoramento de clorofila-a descrito no § 1° deste Artigo pode ser substituido
pelo monitoramento mensal de cianobactérias no ponto de captacdo, atendendo o
limite de contagem de células de cianobactérias menor ou igual a 10.000 células/mL.

§ 2° Quando a contagem de células de cianobactérias exceder 20.000 células/mL,
deve-se realizar andlise das cianotoxinas microcistinas, saxitoxinas €
cilindrospermopsinas no ponto de captacao com frequéncia no minimo semanal:

I - As analises de cianotoxinas no ponto de captagdo devem permanecer enquanto se
mantiver contagem de células de cianobactérias superior a 20.000 células/mL.

§ 3° Alternativamente ao monitoramento de cianobactérias pode ser realizado o
monitoramento semanal de cianotoxinas na agua bruta (entrada da ETA).
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I - Quando o monitoramento de cianotoxinas for realizado semanalmente na agua
bruta, fica dispensada a realizagdo do monitoramento de cianobactérias e clorofila-a
no ponto de captagao.

§ 4° Quando a analise de cianotoxinas realizada na agua bruta (entrada da ETA) ou
em pelo menos um ponto de captacdo for superior ao VMP expresso no Anexo 10,
sera obrigatoria a realizagdo da analise de cianotoxinas na saida do tratamento com
frequéncia semanal.

§ 5° Quando a analise de cianotoxinas na agua bruta (entrada da ETA) ou em todos os
pontos de captacdo for inferior ao VMP expresso no Anexo 10, sera dispensada a
realizacao desta analise na saida do tratamento.

§ 6° O monitoramento de cianobactérias, quando exigido, deve ser realizado em cada
ponto de captacdo e deve identificar os géneros presentes.

§ 7° Em fungdo dos riscos a saude associados as cianotoxinas, ¢ vedado o uso de
algicidas para o controle do crescimento de microalgas e cianobactérias no manancial
de abastecimento ou qualquer intervencdo que provoque a lise das células.

§ 8° As autoridades ambientais ¢ de recursos hidricos definirdo a regulamentacdo das
excepcionalidades sobre o uso de algicidas nos cursos d'agua superficiais.

§ 9° Quando detectada a presenca de cianotoxinas na agua tratada, na saida do
tratamento, sera obrigatdria a comunicagdo imediata a autoridade de saude publica, as
clinicas de hemodialise e as industrias de injetaveis.

Apesar disso, ndo ha legislagdo especifica para regular a qualidade da dgua de irrigacao

no Brasil, sendo esta abarcada pela Resolugdo CONAMA n° 357 de 17 de margo de 2005, que

dispde sobre a classificagdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu

enquadramento. Com base nesta, o Quadro 2 elenca as classes de dguas que podem ser usadas

para irrigagdo e seus respectivos valores maximos de concentragdes de cianobactérias.

Quadro 2 — Valores maximos permitidos (VMP) de cianobactérias em aguas que podem ser empregadas para

irrigagdo, conforme Resolugdo CONAMA n° 357 de 17 de margo de 2005

Agua VMP de
i Especificacdes do uso na irrigacio cianobactérias

Tipo Classe (cel.mLY)
Irrigagdo de hortaligas que sdo consumidas cruas e de frutas que se

Doce 1 desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remogao de | 20.000
pelicula
Irrigagdo de hortaligas, plantas frutiferas e de parques, jardins, campos

Doce 11 . L g . 50.000
de esporte e lazer, com os quais o publico possa vir a ter contato direto

Doce 11 Irrigagdo de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras 100.000
Irrigagdo de hortaligas que sdo consumidas cruas e de frutas que se
desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remogéo de | Nao

Salobra | 1 , e .o .
pelicula, e a irrigacdo de parques, jardins, campos de esporte ¢ lazer, especificado
com 0s quais o publico possa vir a ter contato direto

Fonte: Adaptado de Brasil (2005).

E possivel observar uma fragilidade relacionada a auséncia de limites para cianotoxinas

na Resolu¢do mencionada, o que, considerando a possibilidade de bioacumulacdo nas culturas
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irrigadas, oferece riscos a saude do consumidor, principalmente no tocante as hortaligas que sao

consumidas cruas.

1.4.2 Cianotoxinas: tipos e efeitos sobre a saide humana

As toxinas de cianobactérias, conhecidas como cianotoxinas, tém presen¢a dominante
entre os produtos do metabolismo secundario desses microrganismos e constituem um grupo
heterogéneo de substancias quimicas que apresentam propriedades toxicologicas diversas
(SIVONEN; JONES, 1999). Podem ser formadas em todos os estagios do crescimento das
células, contudo, sdo liberadas quando ocorre seu rompimento (lise), permanecendo até varias
semanas na agua, conforme condi¢gdes do meio (KOTAK et al., 1995; CHORUS, 2001).

Apesar das causas da produ¢ao dessas toxinas nao estarem devidamente esclarecidas,
uma hipdtese bastante aceita ¢ que sua producdo exerga funcao protetora contra herbivoria
(CARMICHAEL, 1992). Vale salientar que nem todas as floragdes de cianobactérias sdo
constituidas por espécies toxicas. No entanto, € relatado na literatura que cerca de 50 a 70% dos
florescimentos apresentam espécies com capacidade para produzir compostos toxicos (DI
BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010; SIVONEN et al., 1990; YOO et al., 1995).

De acordo com a classificagdo toxicoldgica, as cianotoxinas podem ser divididas em:
hepatotoxinas, que produzem lesdes no figado que causam alteragdes morfoldgicas e funcionais
nos hepatdcitos, levando a autofagia, necrose ou proliferacdo celular, dependendo da dose e
duracdo da exposi¢do; neurotoxinas, que causam envenenamento letal agudo e interferem na
transmissdo do impulso nervoso, podendo causar paralisia muscular e, consequentemente,
respiratoria; e dermatotoxinas, que nao sdo letais, no entanto provocam irritagdes € processos
inflamatorios (CARMICHAEL, 1992; SIQUEIRA; OLIVEIRA-FILHO, 2008).

A maior parte dos estudos se concentram nas hepatotoxinas e neurotoxinas, devido ao
elevado numero de casos de intoxicag¢des que elas provocam (CHORUS; BARTRAM, 1999;
SIVONEN; JONES, 1999; CODD, 2000). Essas classes de cianotoxinas serdo explanadas nas
segdes a seguir.

Com relacdo as dermatotoxinas, sdo essencialmente produzidas por cianobactérias
marinhas, sendo responsaveis por alguns casos de dermatites relatados por banhistas em aguas
costeiras. Entre elas estdo as debromoapliasiatoxinas e a lingbiatoxina-a. Existe ainda um grupo
denominado de lipopolissacarideos (LPS), produzidos pela maioria das cianobactérias, mas que
possuem acdo toxica menor quando comparados as toxinas de outras bactérias, como a

Salmonella (DI BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010; CHORUS; BARTRAM, 1999).
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1.4.2.1 Hepatotoxinas

O tipo mais comum de intoxicacdo relacionado a cianobactérias € por hepatotoxinas. As
espécies reconhecidas como produtoras dessas toxinas pertencem aos géneros Microcystis,
Anabaena, Nodularia, Oscillatoria, Nostoc e Cylindrospermopsis. As hepatotoxinas ja
caracterizadas sdo as microcistinas (MCs), a cilindrospermopsina (CYN) e as nodularinas
(CARMICHAEL, 1994; MOLICA; AZEVEDO, 2009).

As MCs tém estrutura geral constituida por sete aminoacidos, sendo identificadas,
principalmente, pelas letras correspondentes aos dois L-aminodcidos variaveis, que podem
assumir mais de 60 combinagdes, dentre elas LR (leucina-arginina), RR (arginina-arginina),
YA (tirosina-alanina) e YR (tirosina-arginina), e também pelas metilacdes e desmetilagdes dos
dois aminoacidos ndo usuais: acido 3-amino-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetildeca-4,6-diendico
(Adda) e N-metildehidroalanina (Mdha) (DI BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010;
LEAL; SOARES, 2004).

Dentre as cianotoxinas em geral, as MCs sdo as mais estudadas, devido a predominancia
de espécies produtoras destas toxinas em dgua doce e também do maior conhecimento sobre
sua toxicologia e mecanismos de a¢io (FERRAO-FILHO, 2009; DJEDIAT et al., 2010;
SANCHES et al., 2012; BAVITHRA et al., 2020). Em animais de laboratorio, a toxicidade das
MCs apresenta dose letal em 50% da populacio exposta (DLso) entre 25-150 pg.kg™ de peso
corpéreo (p.c.) por via intraperitoneal (i.p.) e entre 5000-10900 pg.kg! (p.c.) por via oral
(CHORUS; BARTRAM, 1999).

A CYN ¢ um alcaloide hepatotoxico. Esta toxina tem agdo lenta, sendo necessario de
cinco a sete dias para o seu efeito toxico maximo. A DLso (i.p.) em animais de laboratorio ¢ de
2 mg.kg! (p.c.) apds 24 horas e 0,2 mg.kg! (p.c.) apos cinco dias. Por administragdo oral, a
DLso é de 6 mg.kg™! (p.c.) (DI BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010). Estudos relatam
duas variantes desta toxina: 7-epicilindrospermopsina, produzida pela Aphanizomenon
ovalisporum (BANKER et al., 1997) e deoxicilindrospermopsina, identificada em C.
raciborskii (NORRIS et al., 1999).

As nodularinas s3o caracterizadas por uma estrutura ciclica de pentapeptideos, cuja
nomenclatura ¢ definida devido as variagdes no grau de metilagdo, composicao e isomeriza¢ao
de seus aminodcidos. Sao conhecidas oito nodularinas distintas, cuja DLso (i.p.) em animais de

laboratério varia de 50 a 200 pg.kg™ (p.c.) (RINEHART; NAMIKOSHI; CHOI, 1994).
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1.4.2.2 Neurotoxinas

As neurotoxinas usualmente apresentam estrutura principal sob a forma de alcaloides e
sao produzidas por espécies de cianobactérias presentes nos géneros Anabaena, Oscillatoria,
Aphanizomenon, Trichodesmium, Lyngbya e Cylindrospermopsis. Essas toxinas podem agir por
meio de diferentes mecanismos fisioldgicos em vertebrados, no entanto, todas levam a morte
por parada respiratdria, que geralmente ¢ bastante rapida (entre 5 e 30 min). Podem ser divididas
em trés familias: anatoxina-a e homoanatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxinas (DI
BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010; MOLICA; AZEVEDO, 2009).

A anatoxina-a possui estrutura quimica constituida pela amina secundaria 2-acetil-9-
azabiciclo(4-2-1)-no-2-eno. As homoanatoxinas-a sdo homologas as anatoxinas-a, contudo,
apresentam um grupo propionil no C2 ao invés do grupo acetil. A DLs¢ (i.p.) de ambas em
animais de laboratério, apos 24 horas de exposicdo, varia entre 200 e 250 pgkg! (p.c.)
(CARMICHAEL, 1992; CHORUS; BARTRAM, 1999).

A anatoxina-a(s) apresenta estrutura quimica formada por um éster fosfatado de metil
guanidina e possui toxicidade 10 vezes maior quando comparada a anatoxina-a, com valores de
DLso (i.p.), ap6s 24 h, variando de 20 a 40 pg.kg™ (p.c.) em bioensaios com camundongos. O
“s” no nome refere-se a intensa salivagdo observada em animais intoxicados por esta toxina (DI
BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010; MOLICA; AZEVEDO, 2009).

As saxitoxinas sdo constituidas por um grupo de alcaloides carbamatos que podem ser
ndo sulfatados: saxitoxina (STX) e neosaxitoxina; com um Unico grupo sulfato: G-toxinas; ou
com dois sulfatos: C-toxinas. Além dessas, estruturas com grupo decarbamoil (deSTX ou
deGTX) e toxinas relacionadas t€ém sido observadas. Sdo extremamente toxicas, com destaque
para a STX que apresenta DLso (i.p.) de 10 pg.kg™ (p.c.), enquanto que por consumo oral o
valor da DLso é de 263 ug.kg™! (p.c.) em animais de laboratorio (CHORUS; BARTRAM, 1999;
SIVONEN; JONES, 1999).

1.4.2.3 Efeitos sobre a satde humana

Em humanos, a exposi¢ao a cianotoxinas pode acontecer de diversas formas, contudo,
a via mais importante ¢ a oral, onde a intoxicacdo se da principalmente por consumo de agua
ou alimentos contaminados, podendo inclusive envolver a ingestdo de agua durante atividades
recreativas. Outras formas de exposi¢ao possiveis sdo o contato com a pele e a inalagdo

(ZANCHETT; OLIVEIRA-FILHO, 2013).
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Os efeitos provocados por cada grupo de cianotoxinas dependem da classe a qual elas
se integram, bem como da regido alvo que venha a proporcionar sua ag¢ao toxicologica, e podem
ocorrer poucos minutos apds a contaminagdo ou dias depois (DI BERNARDO; MINILLO;
DANTAS, 2010). O Quadro 3 apresenta as principais cianotoxinas encontradas em eventos de
floracdes de cianobactérias em ambientes naturais, os géneros produtores e os efeitos na satde

a curto e a longo prazo.

Quadro 3 — Tipos de cianotoxinas, géneros produtores ¢ efeitos na satude a curto e longo prazo

. . Principais géneros de Efeitos na saude
Cianotoxina . e
cianobactérias produtores Curto prazo Longo prazo
Dor gastrointestinal,
. . inflamag&o hepatica e Promotor de tumor e
. .. Microcystis, Anabaena, .. N . A L
Microcistinas . hemorragia, insuficiéncia | insuficiéncia hepatica
Plankthotrix (L X X
hepatica levando a morte, | levando a morte
pneumonia e dermatite
. . Semelhante as Semelhante as
Nodularinas Nodularia . . . .
microcistinas microcistinas
. . Dor gastrointestinal, .
Cylindrospermopsis, . ~ . Mal-estar, anorexia e
. . . . inflamagdo e hemorragia . . o
Cilindrospermopsina | Aphanizomenon, Umezakia, . insuficiéncia hepatica
S do figado, pneumonia e \
Raphidiopsis, Anabaena . levando a morte
dermatite
. Formigamento
Anabaena, Aphanizomenon, mig N L. L. ,
. : : queimagdo e paralisia Arritmia cardiaca levando
Anatoxinas Cylindrospermopsis, respiratoria levando 4 3 morte
Plankthotrix, Oscillatoria P
morte
Formigamento, Dorméncia da boca,
Anabaena, Aphanizomenon, | queimagdo, dorméncia, garganta e extremidades,
Saxitoxinas Cylindrospermopsis, sonoléncia, fala incoerente | paralisia muscular aguda
Lyngbya e paralisia respiratoria e insuficiéncia
levando & morte respiratoria
L . Dermatite e tumores de Dermatite aguda e lesdo
Lingbiatoxinas Lyngbya
pele renal
Febre, leucopenia,
hipotensao, disfungio
. . cardiopulmonar
. . , . L Dor gastrointestinal e pu’monar,
Lipopolissacarideos | Cianobactérias em geral . coagulacao intravascular
dermatite . .
disseminada
e insuficiéncia
multissistémica

Fonte: Adaptado de Di Bernardo, Minillo e Dantas (2010) e Mutoti, Gumbo e Jideani (2022).

As hepatotoxinas provocam ruptura da estrutura hepatica por choque hipovolémico e
acumulo excessivo de sangue no figado. Também inibem as proteinas fosfatases tipo 1 ou 2
(PP1 ou PP2), que sdo componentes essenciais para a estruturacao e funcionamento das células
hepaticas. Além de afetar o figado, as hepatotoxinas causam danos aos rins, bago, coracdo e
outros o0rgaos. Podem ainda ocasionar efeitos a longo prazo devido a exposicao crénica, como

o surgimento de tumores (ZANCHETT; OLIVEIRA-FILHO, 2013).
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As neurotoxinas s30 0s compostos mais toxicos produzidos pelas cianobactérias. Elas
interferem no sistema neuromuscular, causando paralisia dos musculos respiratorios e morte
por insuficiéncia respiratdria em poucos minutos, como observado em bioensaios com ratos de
laboratorio. Os sintomas mais comuns das saxitoxinas, uma das neurotoxinas mais frequentes,
envolvem tonturas, dorméncia da boca e extremidades, fraqueza muscular, ndusea, vomito, sede
e taquicardia (ZANCHETT; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Relatos de reagdes alérgicas provenientes das cianobactérias também estao descritos na
literatura. A exposi¢do as dermatotoxinas, incluindo os lipopolissacarideos (LPS), tem sido
associada a uma série de efeitos patologicos em seres humanos, tais como irritagdo cutanea ou
ocular. Além disso, os LPS podem agravar os danos hepaticos induzidos pelas hepatotoxinas
(STEWART; SCHLUTER; SHAW, 2006).

Uma ocorréncia associada a presenga de cianobactérias em aguas de abastecimento no
Brasil aconteceu em 1988, na represa de Itaparica em Paulo Afonso-BA, onde cerca de 2000
casos de gastroenterite foram relatados e resultaram na morte de 88 pessoas em um periodo de
42 dias (JOCHIMSEN et al., 1998; POURIA et al., 1998; TEIXEIRA et al., 1993).

Outro caso de intoxica¢cdo humana envolvendo cianotoxinas ocorreu no Brasil em 1996,
na cidade de Caruaru-PE, quando pacientes que recebiam tratamento de diélise renal de rotina
comegaram a se queixar de dor de cabeca, dor ocular, ndusea e vomito. Um total de 76 pacientes
morreu de complicacdes hepaticas devido ao uso de agua contaminada. MCs foram encontradas
no sangue e no figado das vitimas.

Na Inglaterra, Turner et al. (1990) relataram que dois recrutas em exercicio de canoagem
consumiram agua de um reservatorio com Microcystis aeruginosa e desenvolveram pneumonia
basal esquerda entre 4-5 dias depois.

Na Australia, o emprego de sulfato de cobre para eliminar floragcdes de cianobactérias
provocou a lise celular, resultando na liberacdo de toxinas e consequente hospitalizacdo de 140
criancas e 10 adultos devido a problemas no figado e nos rins. Neste caso, a C. raciborskii foi
identificada como agente etiologico (BYTH, 1980; HAWKINS; GRIFFITHS, 1993).

Devido aos riscos associados a saude, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) definiu
o valor provisoério de 1 pg.L™! como limite médximo de MC-LR em 4guas para abastecimento
humano. A justificativa para esse valor ser provisorio € pelo fato do mesmo ser especifico
apenas para a MC-LR, visto que os dados toxicologicos das outras variantes ainda sao limitados
(WHO, 1998; BORTOLI; PINTO, 2015). O Quadro 4 elenca os valores maximos permitidos

(VMPs) de cianotoxinas estabelecidos em diversos paises para aguas de abastecimento.
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Quadro 4 — VMPs de cianotoxinas em aguas de abastecimento de diversos paises
Pais VMP de cianotoxinas
1,0 ug.L' CYN; 1,0 pug equivalente de MC-LR.L! e 3 pg

Brasil equivalente de STX.L"!

Africa do Sul 0-0,8 ug.L'' MC

Australia 1,3 ug.L'' MC-LR ou equivalente
Canada 1,5 pg. L' MC-LR

China, Coréia, Franca, Japao,
Noruega, Polonia e Republica Tcheca
Espanha 1,0 pg.L' MCs

Italia 0,84 pg.L' MCs

1 pg. L' CYN, 2 pg.L! homoanatoxina-a, 1 ug.L' MC-LR ou
equivalente, 1 ug.L"! nodularina e 3 pg.L"' STX ou equivalente

Legenda: CYN - cilindrospermopsina; MC - microcistina; MCs - somatorio das concentracdes de todas as
variantes de microcistinas; STX - saxitoxina. Fonte: Adaptado de Bortoli e Pinto (2015) e Brasil (2021).

1,0 pg.L"' MC-LR

Nova Zelandia

No entanto, além da possibilidade de intoxicagdo humana através do abastecimento de
agua, ha o risco de contaminagao através da cadeia alimentar. A bioacumulagdo de cianotoxinas
tem sido demonstrada em diversos estudos, onde as toxinas atingem os humanos por meio do
consumo de peixe. Alguns, como a tildpia, podem consumir as células de cianobactérias junto
com toxinas na agua, acumulando-as no figado, rins, musculos e visceras. Em escala global,
cerca de 2000 casos de intoxicacao sao relatados anualmente, com 15% de mortalidade devido
a ingestdo de peixe ou marisco com saxitoxinas (FERRAO-FILHO, 2009).

No Brasil, a ocorréncia da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii, que ¢ uma
espécie produtora de saxitoxina, tem sido frequente em aguas de reservatdrios de diversos
estados, chegando a atingir nameros de células superiores aos limites aceitaveis para evitar

riscos a saude humana (BRASIL, 2003; LANDSBERG, 2002).

1.4.3 Bioacumulacio e irrigacdo de culturas com 4dguas contendo cianotoxinas

A bioacumulacao ¢ um processo pelo qual substancias quimicas ou poluentes presentes
no ambiente se acumulam progressivamente nos tecidos de organismos vivos ao longo do
tempo. Essas substancias podem ser de origem natural ou provenientes de atividades humanas,
como pesticidas, metais pesados ou compostos organicos toxicos, como as cianotoxinas.

A bioacumulagdo ocorre ao longo das cadeias alimentares, onde os organismos nos
niveis mais baixos acumulam pequenas quantidades das substincias toxicas e, ao serem
consumidos por outros, transferem essas substdncias em niveis cada vez mais altos. Esse
fendmeno pode levar a problemas de satide e impactos ambientais, pois 0s organismos no topo
da cadeia alimentar podem estar expostos a altas concentragdes das substancias acumuladas,

causando efeitos adversos em suas populacdes e ecossistemas em geral.



30

Dentro dos ecossistemas aquaticos, diversos estudos tem relatado a bioacumulagdo de
cianotoxinas em vertebrados e invertebrados, que incluem zooplancton, moluscos, crustaceos e
peixes, onde o consumo destes animais representa um potencial risco para a saide humana
(FERRAO-FILHO, 2009). No entanto, a capacidade das cianotoxinas de percorrerem a cadeia
alimentar por meio de culturas agricolas ainda nio foi completamente investigada (CORBEL;
MOUGIN; BOUAICHA, 2014; CALADO et al., 2017; DIEZ-QUIJADA et al., 2019).

Uma pratica agricola comum envolve o uso de agua de reservatorios de abastecimento
publico, rios e lagoas para irrigar lavouras. Contudo, a utilizagdo de dguas eutrofizadas, cujas
caracteristicas favorecem o surgimento de floragdes de cianobactérias, podem expor as plantas
terrestres ao contato com cianotoxinas, que eventualmente podem ser absorvidas e acumuladas
nos tecidos vegetais (CODD; METCALF; BEATTIE, 1999; CRUSH et al., 2008). Isso faz com
que o consumo de culturas e produtos horticolas irrigados com dguas superficiais se torne uma
rota potencialmente perigosa de exposi¢do humana a estas toxinas, incluindo as MCs e CYN
(HEREMAN; BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2012).

Neste cenario, estudos acerca da bioacumulagdo de cianotoxinas em culturas agricolas

tém sido realizados em todo o mundo. O Quadro 5 reune resultados publicados nesta area entre

o periodo de 1999-2023.

Quadro 5 — Presenga de cianotoxinas em hortali¢as de cultivos reais e experimentais irrigados com aguas
contendo cianobactérias e cianotoxinas

Concentracgoes de cianotoxinas

Caracteristicas dos

Arroz (Oryza sativa L.)

Brotos: 0,005 £ 0,001 MC-LR pu

em solugdo com 0-3 pg
MCs.mL"!

Espécie vegetal detectadas na hortalica (ug.g’) | cultivos Referéncia
Zonas das folhas maduras: Cultivo pulverizado Codd,
Alface (Lactuca sativa) Basal: 0,094 MC-LR ps com agua de fonte local | Metcalf e
Distal: 0,883 + 0,025 MC-LR ps contendo florag¢des de Beattie
Central: 2,487 + 0,092 MC-LR ps | M. aeruginosa (1999)
Testes de germinagdo
Canola (Brassica napus L.) Brotos: 0,651 = 0,079 MC-LR pu | g4e 10 dias: mergulho e
irrigacdo das sementes 88%2; tal.

Brocolis (Brassica oleracea
var. italica)

Raizes: 0,0024 MC-LR pu
Demais partes: ndo detectado

Cultivo experimental
controlado com

Jarvenpai et

Azevém (Lolium perene)

Raizes: 0,20 MCs ps

Canola (Brassica napus)

Folhas: ndo detectado
Raizes: 0,12 MCs ps

sendo 3 ou 6 aplicagdes
de 170 pg de MCs por
planta

Mostarda branca (Sinapis Raizes: 0,0026 MC-LR pu aplicagdo entre 23-26 al. (2007)
alba) Demais partes: ndo detectado ug de MCs por planta
Alface (Lactuca sativa) E(;lllzlzz 8:22 ﬁgz i: Culti\io ;xperimental
Trevo (Trifolium repens) Folhas: 0,20 MCs ps zgiiz;lig gg I'Ellgua na
Raizes: 1,45 MCs ps terra e nas folhas Crush et al.
Folhas: ndo detectado ’ (2008)

Continua...
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Quadro 5 — Presenga de cianotoxinas em hortali¢as de cultivos reais e experimentais irrigados com aguas
contendo cianobactérias e cianotoxinas (continuago)

Concentracgoes de cianotoxinas

Caracteristicas dos

Espécie vegetal detectadas na hortali¢a (ng.g™) cultivos Referéncia
Alface (Lactuca sativa) Variacdo entre 0,7-1,2 MCs pu ?ultlvos 1rr1gf1dos com
Endro (Anethum graveolens) , . aguas subterraneas com
. nas folhas e raizes, sendo a maior A . Mohamed e
Couve (Brassica oleracea) ~ dominancia da .
. concentragdo para Raphanus . L. Al Shehri
Rabanete (Raphanus sativus) . . cianobactéria
, . sativus e a menor para Brassica . o . (2009)
Rucula (Eruca sativa) oleracea Oscillatoria limnetica e
Salsa (Petroselinum hortense) 0,3-1,8 ug MCs.L"!
Experimentos de 7 ¢ 14
Maci (Malus pumila) Brotos: 0,51 £0,14 MC-LR pu | 412 combrotos em | Chen ct al.
¢ p t ’ p meio sélido contendo (2010)

0-3 ug MC-LR.mL"!

Arroz (Oryza sativa)

Raizes: 14,8 CYN ps

Experimentos com
mudas (de 20 dias)
irrigadas entre 2-9 dias

Prieto et al.

LR.L"' e 0-3 pg MC-
RR.L"!

Folhas: 12,2 CYN ps com solucdio contendo (2011)
2,5 ug CYN.L'!
21 das 44 amostras de grios a,cui;l:gse t:lg& d(z)s com Chen et al
Arroz (Oryza sativa) apresentaram (0,04-3,19)x107 & &S '
MC-LR contendo floragdes de (2012)
cianobactérias
Couve frisada (Brassica ) Cultivos experimentais
oleracea var. sabellica) Folhas: 0,0035 CYN pu com aplicagdo de 35,5 Kittler et al.
Mostarda castanha (Brassica Folhas: 0,0043 CYN pu pg CYN.L! durante 30 | (2012)
Juncea) 7 dias
Cultivos experimentais
com irriga¢do no solo .
Alface (Lactuca sativa L) Folhas: 0,033-0,143 MC-LR por 15 dias com agua gﬁ?:iiggt_
’ Folhas: 0,006-0,015 MC-RR contendo 0-10 pg MC- al. (2016)

Pimentdo L. (Capsicum

Folhas: nao detectado
Frutos: 0,118 MC-LR ps e

Cultivos experimentais
regados 2x por semana
durante 14 semanas

Drobac et al.

annuum) 0,077 MC-RR ps com solugdo de 245 ug (2017)
MCs.L!
. Parte comestivel: ~ 0,06 MC-LR Experimento
Alface (Lactuca sativa L.) Nio comestivel: = 0.1 MC-LR corrljtrola do com 12
Cenoura (Daucus carota) Parte comestivel: = 0,2 MC-LR aplicacdes de solugdo Lee et al.
Nao comestivel: =~ 0,05 MC-LR contendo entre 0-10 pg | (2017)
cox . Graos: = 0,045 MC-LR MC-LR.L! por
Feijao (Phaseolus vulgaris L.) Raizes: = 0,025 MC-LR gotejamento e spray
Cultivo experimental
Tomate (Lycopersicon Raizes: 4,818 ug MCs.L"! de plantas irrigadas Al-Sultan e
esculentum) Caules: 4,091 pg MCs.L"! com solugdo contendo | Hatem
Folhas: 3,369 pg MCs.L"! entre 0-6 pg MCs.L! (2019)
por 24 dias
Hortalicas compradas
Repolho (Brassica oleracea) Entre 0,62-2,11 MCs em quatro mercados da ]
. . Chia et al.
cidade de Zaria, Estado (2019)
Alface (Lactuca sativa) Entre 0,17-4,41 MCs de Kaduna, Noroeste
da Nigéria
Rabanete (Raphanus sativus Raizes: 678,8 = 33,4 MCs Cultivos irrigados com
L. var. Large Red) Folhas: 342,2 + 45,1 MCs agua de reservatdrio na | Levizou et
Cenoura (Daucus carota Raizes: 634,6 = 54,9 MCs Grécia contendo 3,76 al. (2020)

subsp. sativus var. Nantes 2)

Folhas: 2848,9 &+ 635,7 MCs

pug MCs.L"!

Continua...
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Quadro 5 — Presenga de cianotoxinas em hortali¢as de cultivos reais e experimentais irrigados com aguas
contendo cianobactérias e cianotoxinas (continuago)

Concentracgoes de cianotoxinas

Caracteristicas dos

lago do sul do Egito

Espécie vegetal detectadas na hortali¢a (ng.g™) cultivos Referéncia
Pimentdo (Capsicum annuum) Folhas.: f 2,0 MCs Cul‘qvos 1rr1gados’p or Nery, Nery e
Frutos: = 1,4 MCs gotejamento com aguas Medeiros
Coentro (Coriandrum Folhas: = 3,0 MCs do reservatorio (2020)
sativum) Caules: = 2,8 MCs Epitacio Pessoa
Espinafre (Amaranthus Montante: 0,306x10- MCs
hybridus) Jusante: 0,217x1073 MCs
: 3
Repolho (Brassica oleracea) ﬁg:;?;tg"&? ;1;8}301\4248& ?ultivos irrigafios com
Alface (Lactuca sativa) Montante: 0,085x10” MCs ia\lgi;:igecgrr:e;%r(r)ego " | Abdullahi et
Jusante:0,462x10-3 MCs . al. (2022)
Tomate (Lycopersicum concentragdes < 0,05
Montante: 0,233x10- MCs ug MCs.L!
esculentum)
Cenoura (Daucus carota) Jusante: 0,050x10°3 MCs e 0,116
x10- MCs
Alface (Lactuca sativa L. var. 1.044 MCs Cultivos irrigados com
longifolia) ’ aguas contendo 45-600 | Bakr et al.
Rucula (Eruca sativa) 1,089 MCs ng MCs.L", de um (2022)

Roma 26,49 = 8,31 pg MCs.kg™! pu
Damasco 1,24 £ 0,24 pg MCs.kg™! pu
Ameixa 2,04 + 0,45 pg MCs kg™ pu
Uva 0,44 + 0,03 ug MCs kg™ pu
Azeitona 5,32+0,18 ug MCs kg™ pu

Hortaligas cultivadas
com aguas contendo
entre 38,56-44,12 ng
MCs.L"!, de um
reservatorio do
semiarido do Marrocos

Redouane et
al. (2023)

Legenda: CYN - cilindrospermopsina; MC - microcistina; MCs - somatorio das concentracdes de todas as
variantes de microcistinas; ps - peso seco; pu - peso umido. Fonte: elaborado pelo autor com informagdes das
referéncias mencionadas na ultima coluna deste quadro.

Os estudos apresentados no Quadro 5 corroboram o potencial de bioacumulaciao de

cianotoxinas em culturas irrigadas com aguas contendo floragdes de cianobactérias. Os dados
demonstram que, quando a irrigagdo ¢ realizada diretamente no solo, existe a possibilidade das
cianotoxinas serem absorvidas pelas raizes e transportadas para as demais partes da planta. No
entanto, os valores acumulados nas raizes sdo, na maioria das vezes, superiores que nas folhas
(CRUSH et al., 2008; KITTLER et al., 2012; MOHAMED; AL SHEHRI, 2009).

Um destes estudos, Kittler et al. (2012), observou que na couve e na mostarda-castanha
faixas de 10-15% e 12-21%, respectivamente, de CYN aplicada no solo, foram transportadas
das raizes até as folhas. O fato de a maior parte das cianotoxinas ficar retida nas raizes ¢
apontado como vantagem por Gutiérrez-Praena et al. (2013), visto que uma grande parte das
culturas estudadas sdo hortalicas em que as raizes ndo sao consumidas pelo homem.

Nao obstante, além da possibilidade de acumulo interno, a irrigagdo pode promover a
bioacumulagdo de cianotoxinas nas superficies externas de vegetais comestiveis quando a agua
contaminada seca sobre as folhas ou fica presa no centro das plantas (CORBEL; MOUGIN;
BOUAICHA, 2014).
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Codd, Metcalf e Beattie (1999) verificaram que MCs foram retidas em alfaces irrigadas
por aspersdo de agua contendo cianobactérias e, mesmo apos lavagem, tanto as células como
as cianotoxinas nao foram completamente removidas, o que impediu a comercializagao do lote
contaminado. Neste segmento, pode-se afirmar que o modo como a irrigagdo ¢ efetuada ¢ um
dos principais fatores que devem ser avaliados no tocante a bioacumulac¢ao, visto que influencia
diretamente na localizagdo onde as cianotoxinas serdo retidas na planta e, consequentemente,
nos riscos associados a saude humana.

Todavia, com relacao as concentragdes totais de cianotoxinas acumuladas nas plantas,
o método de irrigagdo pode ndo exercer tanta influéncia. E o que demonstra a pesquisa de Lee
etal. (2017), onde culturas de alface, cenoura e feijao verde foram irrigadas com aguas contendo
MC-LR por meio de dois métodos de irrigagdo: gotejamento e aspersdo. Segundo os autores,
nao houve diferencgas estatisticamente significantes relacionadas aos métodos de irrigagao para
a alface e a cenoura. Para o feijao verde houve diferenca, mas somente no tocante a raiz.

Além da bioacumulacio de cianotoxinas em culturas agricolas poder variar de acordo
com as diferentes partes da planta (raizes, caules, folhas e frutos) e com os métodos de irrigacao,
as caracteristicas individuais de cada espécie também sdo um fator relevante. Crush et al. (2008)
verificaram que, dentre as quatro culturas abordadas em seu estudo, as espécies com as maiores
folhas eram mais vulneraveis a retencao de agua contaminada.

Outro fator capaz de influenciar na concentracao de cianotoxinas acumulada ¢ a idade
da planta. Nery, Nery e Medeiros (2020) identificaram concentragdes maiores de MCs em
coentros com 60 dias de idade, quando comparados aos com 30 dias, indicando que quanto
maior o tempo de exposicao da planta a toxina, maior sera o teor acumulado. Porém, no mesmo
estudo, os autores verificaram que para o pimentdao nao houve diferenca significativa entre as
plantas de idades distintas, o que mais uma vez ressalta a influéncia das caracteristicas de cada
espécie vegetal no acimulo de cianotoxinas.

O modo como a bioacumulacao ocorre pode variar at¢ mesmo de acordo com a forma
sob a qual a cianotoxina estd disponivel na 4dgua. Kittler et al. (2012) apontaram que o extrato
bruto da cianobactéria 4. flos aquae 22D11 favoreceu o acuimulo de CYN na couve e na
mostarda-castanha, quando comparado a cianotoxina purificada, o que, segundo os autores,
possivelmente ocorreu devido a presenga de compostos no extrato bruto que aumentam a adesao
da toxina as raizes.

Outro fator ja determinado na literatura ¢ a correlag@o positiva entre as concentragdes

de cianotoxinas na agua e nas plantas (MOHAMED; AL SHEHRI, 2009). Contudo, o fator de
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bioacumulagdo (percentual de cianotoxinas transferido da dgua para a planta) tem apresentado
comportamento inverso (KITTLER et al., 2012; LEE et al., 2017).

O acumulo e a persisténcia de cianotoxinas nos solos agricolas também merece atengao.
O estudo de Lee et al. (2017) relata que MCs permanecem no solo apos a colheita, o que pode
impactar negativamente os organismos presentes no mesmo e o crescimento de novas culturas,
visto que a maioria das MCs sdo soliveis em dgua e altamente estaveis. Além disso, a presenga
de MCs no solo contribui para uma potencial contaminagdo de dguas subterraneas.

Devido ao potencial de bioacumulagdo de cianotoxinas em culturas agricolas, a OMS
recomenda que a ingestdo diaria total (IDT) de MC-LR para humanos nio deve exceder 0,04
ug.kg! de peso corporeo (WHO, 2001). Contudo, valores superiores a esse limite podem ser
encontrados em plantas expostas as MCs em niveis ambientalmente relevantes (CHIA et al.,
2019; GUTIERREZ-PRAENA et al., 2013; LEVIZOU et al., 2020; MOHAMED; AL SHEHRI,
2009).

Corroborando tal afirmacdo, Bittencourt-Oliveira et al. (2016) relataram o acimulo de
MCs em alface irrigada com solugdo contendo MC-LR e MC-RR e calcularam que a ingestao
de 4 folhas (cerca de 40 g) desta alface contaminada era suficiente para exceder a IDT
recomendada pela OMS. Lee et al. (2017) também demonstraram que a bioacumulagdo de MC-
LR nas partes comestiveis de alface, cenoura e feijao-verde excederiam o IDT.

Apesar de estudos demonstrarem a bioacumulagdo de cianotoxinas em culturas irrigadas
com aguas contendo floragdes de cianobactérias, Corbel, Mougin e Bouaicha (2014) salientam
que muitos deles sdo realizados em hidroponia, onde as raizes das plantas ficam em contato
direto com a soluc¢do de toxinas e, por isso, podem superestimar o acumulo. Além disso, estudos
em escala real, que abordem ecossistemas eutrofizados, ainda sdo escassos.

Neste cenario, destaca-se a importancia de mais pesquisas que possibilitem uma melhor
compreensdo acerca da bioacumulacao e persisténcia de cianotoxinas em culturas agricolas, a
consolidacdo de teorias e resultados ja publicados, a avaliagdo dos reais riscos a satide publica
e a implementag¢ao de rotinas de monitoramento de aguas de irrigacdo e dos produtos irrigados,

em termos de cianotoxinas e outros contaminantes emergentes.

1.5 Conclusao

A partir da revisdo bibliografica realizada, pdde-se verificar que a bioacumulagdo de
cianotoxinas em hortaligas irrigadas com 4guas eutrofizadas ¢ um problema multifacetado que

envolve questdes de saude publica, seguranca alimentar e conservagao ambiental.
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A importancia da realizagdo de pesquisas continuas acerca desta problematica ficou
evidente, especialmente em ambientes agricolas reais e ecossistemas eutrofizados, a fim de
promover uma melhor compreensao dos processos de bioacumulacao e desenvolver estratégias
eficazes de mitigacgao.

Foi enfatizada a crescente incidéncia de floracdes de cianobactérias em corpos d'agua,
muitas vezes exacerbada devido a atividades humanas, que resultam na eutrofizacdo das aguas
e oferecem condigdes favoraveis a multiplicagao desses microrganismos. Isso pode acarretar na
presenca de significativas concentragdes de cianotoxinas nos mananciais, o que representa uma
séria ameaca a qualidade da 4gua e a satde publica.

Foram abordados os diferentes grupos de cianotoxinas (hepatotoxinas, neurotoxinas e
dermatotoxinas) bem como seus efeitos adversos a saide humana. Verificou-se que os sintomas
de intoxicacdo por cianotoxinas podem variar desde problemas gastrointestinais até paralisia
muscular grave e morte e que a exposi¢ao a essas toxinas também estd associada a riscos a
longo prazo, como o desenvolvimento de tumores.

Foram identificadas varias variaveis que podem afetar a bioacumulacao em hortaligas,
como o método de irrigagdo, a espécie e a idade da planta e a forma como as cianotoxinas estao
presentes na agua. A influéncia desses fatores pode estar relacionada com a intensidade da
bioacumulagao e, consequentemente, com os riscos associados a saude humana.

Em conclusdo, a bioacumulacgao de cianotoxinas em hortali¢as € um problema complexo
e que requer uma abordagem interdisciplinar para proteger a saude publica, garantir a seguranga
alimentar e conservar o meio ambiente. O conhecimento gerado por meio de pesquisas nesta
area ¢ fundamental para orientar politicas e praticas agricolas mais seguras, € para preservar a
qualidade da 4gua e a satde das comunidades em todo o mundo.

Este estudo sublinha a importancia continua da vigilancia e da gestdo adequada dos
ecossistemas aquaticos e terrestres, a fim de enfrentar os desafios apresentados pela presenga

de cianobactérias e suas toxinas nos ambientes naturais e sistemas alimentares.
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CAPITULO II - Bioacumulagio de cianotoxinas em hortalicas irrigadas com aguas
eutrofizadas do reservatorio Epitacio Pessoa

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a bioacumulacdo de cianotoxinas em hortaligas irrigadas
com aguas do reservatorio Epitacio Pessoa, localizado no semiarido brasileiro. O estudo foi
realizado em trés propriedades situadas nas proximidades do mesmo, que apresentavam
cultivos com diferentes espécies de hortalicas e métodos de irrigacao. As aguas de irrigagao
foram avaliadas em termos de parametros fisico-quimicos e cianotoxinas: microcistinas (MCs),
cilindrospermopsina (CYN) e saxitoxina (STX). As andlises de cianotoxinas também foram
realizadas nas hortaligas, a partir dos extratos das folhas de alface, coentro, couve, espinafre,
pimentdo, racula e salsa e dos frutos do pimentao, para avaliagdo da bioacumulagdo. Conforme
caracterizagdo das aguas de irrigagdo, constatou-se que no ponto de captacdo o reservatorio
Epitacio Pessoa estava eutrofizado. MCs, CYN e STX foram detectadas nas aguas das trés
propriedades estudadas, contudo, em valores abaixo dos limites estabelecidos pela portaria de
potabilidade brasileira. Dentre estas, as MCs apresentaram maior potencial de bioacumulagao
nos tecidos vegetais. Com relagdo as diferentes espécies de hortaligas estudadas, verificou-se
que coentro e salsa demonstraram ser mais propensas ao acumulo e que o método de irrigacao
pode influenciar nas concentragdes finais de cianotoxinas em determinadas regides da planta.
No tocante a idade da planta, a bioacumulagdo nao foi alterada de maneira significativa. Por
fim, constatou-se que os consumos diarios estimados (CDEs) de cianotoxinas a partir das
hortalicas avaliadas foram menores que as ingestoes didrias totais (IDTs) recomendadas.
Apesar disso, ficou evidente que a bioacumulagdo de cianotoxinas em plantas agricolas
irrigadas com aguas eutrofizadas constitui uma nova rota de contamina¢do humana e pode ser
considerada um problema iminente devido a crescente exploracdo dos recursos hidricos e
degrada¢do da qualidade das aguas dos mananciais.

Palavras-chave: Cilindrospermopsina. Eutrofizagdo. Microcistinas. Saxitoxinas. Toxinas de
cianobactérias.

Bioaccumulation of cyanotoxins in vegetables irrigated with water from the Epitacio
Pessoa reservoir

Abstract

The objective of this work was to evaluate the bioaccumulation of cyanotoxins in vegetables
irrigated with water from the Epitacio Pessoa reservoir, located in the Brazilian semi-arid
region. The study was carried out on three properties located close to it, which had crops with
different species of vegetables and irrigation methods. Irrigation waters were evaluated in terms
of physicochemical parameters and cyanotoxins: microcystins (MCs), cylindrospermopsin
(CYN) and saxitoxin (STX). Analyzes of cyanotoxins were also carried out on vegetables, using
extracts from lettuce leaves, coriander, cabbage, spinach, peppers, arugula and parsley, and
from pepper fruits, to assess bioaccumulation. According to the characterization of the irrigation
water, it was found that the Epitacio Pessoa reservoir was eutrophic at the catchment point.
MCs, CYN and STX were detected in the waters of the three properties studied, however, at
values below the limits established by the Brazilian potability ordinance. Among these, MCs
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showed a greater potential for bioaccumulation in plant tissues. Regarding the different
vegetable species studied, it was found that coriander and parsley showed greater sensitivity to
accumulation and that the irrigation method can influence the final concentrations of
cyanotoxins in certain regions of the plant. Regarding the stage of plant growth,
bioaccumulation was not significantly altered. Finally, it was found that the estimated daily
intakes (EDCs) of cyanotoxins from the evaluated vegetables were lower than the
recommended total daily intakes (TDIs). Despite this, it was evident that the bioaccumulation
of cyanotoxins in agricultural plants irrigated with eutrophic water constitutes a new route of
human contamination and can be considered an imminent problem due to the increasing
exploitation of water resources and degradation of the water quality of springs.

Keywords: Cyanobacterial toxins. Cylindrospermopsin. Eutrophication. Microcystins.
Saxitoxin.

2.1 Introducao

Os reservatérios representam corpos d'agua de extrema relevancia, construidos ou
adaptados pela agao humana, com o propdsito de atender diversas necessidades fundamentais,
tais como fornecimento de dgua potéavel, irrigacdo, produgdo de energia e recreagcdo. No
contexto especifico do semiarido brasileiro, caracterizado por sua escassez hidrica e rios
intermitentes que frequentemente secam durante a maior parte do ano, a presenca desses
reservatorios desempenha um papel vital na mitigagdo dos impactos da seca e na promocgao de
atividades agricolas.

No entanto, a pressdo antropica exercida por atividades como industrializagao,
lancamento indiscriminado de poluentes, desmatamento e agricultura, tem causado a
degradacao da qualidade da agua dos reservatérios. Uma das consequéncias € o aumento das
concentragdes de nutrientes (nitrogénio e fosforo) na 4dgua, que caracteriza o fendmeno da
eutrofizagao (CALADO et al., 2017).

A eutrofizagdo, aliada as condi¢des ideais de luminosidade, temperatura e pH, favorece
o crescimento exacerbado de cianobactérias, grupo de procariontes fotossintéticos unicelulares
ou multicelulares com distribui¢cdo ubiqua, o que resulta em floragdes (também chamadas de
“blooms™). Estas geralmente permanecem na dgua por um periodo entre dois e quatro meses,
contudo, em regides quentes e subtropicais, podem persistir por muito mais tempo (CHORUS;
BARTRAM, 1999; SIVONEN; JONES, 1999).

Algumas espécies de cianobactérias podem produzir cianotoxinas, metabolitos toxicos
para humanos e outros mamiferos, aves, peixes, crustdceos, moluscos e zooplancton, capazes
de ocasionar danos ao figado, citotoxicidade, neurotoxicidade, distirbios gastrointestinais,

toxicidade cutanea e at¢ mesmo a morte. Estima-se que cerca de 50 a 70% das floragdes de
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cianobactérias apresentem espécies toxicas (DI BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010;
SIVONEN et al., 1990; SIVONEN; JONES, 1999; YOO et al., 1995).

A exposicao humana as cianotoxinas pode ocorrer por diferentes formas, incluindo a
ingestdo de agua contaminada e o contato em atividades recreativas (ZANCHETT; OLIVEIRA-
FILHO, 2013). Outra via bastante estudada ¢ o consumo de animais aquaticos como peixes,
moluscos e crusticeos, que podem absorver e acumular cianotoxinas em seus corpos €
transportar para niveis superiores da cadeia trofica (ABDALLAH et al., 2021; FERRAO-
FILHO, 2009; ZAMORA-BARRIOS; NANDINI; SARMA, 2019).

Os vegetais também podem apresentar a capacidade de bioacumulagdo de cianotoxinas
(BIHN et al., 2013; CORDEIRO-ARAUJO; CHIA; BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2017). A
irrigacdo de culturas agricolas comumente € realizada com dguas de reservatorios superficiais
que, em muitos casos, encontram-se eutrofizados, em condi¢des que promovem o surgimento
de floragdes de cianobactérias. O consumo de plantas irrigadas com estas aguas categoriza uma
possivel rota de intoxicagdo humana com cianotoxinas, o que pode desencadear uma série de
prejuizos para a saude (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2016; LEE et al., 2017).

Estudos apontam que microcistinas (MCs), um dos tipos de cianotoxinas predominantes
e que sdo encontradas entre 40-75% das floragdes de cianobactérias de todo o mundo, tendem
a se acumular nos tecidos comestiveis de hortalicas folhosas. Estas constituem uma via direta
de contaminacao, visto que sd@o consumidas cruas. No entanto, mesmo apds fervura, fritura ou
cozimento a vapor, as MCs sdo capazes de permanecer em sua forma quimica original, o que
indica que ndo ha uma forma segura de preparar vegetais para consumo humano se estiverem
contaminados com cianotoxinas (BURATTI et al., 2017; CHEN et al., 2010; CORBEL;
MOUGIN; BOUAICHA, 2014; ZHANG; WHALEN; SAUVE, 2021).

Apesar disso, a quantidade de estudos acerca da bioacumulacdo de cianotoxinas em
culturas agricolas ainda ¢ limitada, sendo a grande maioria realizada em escala laboratorial sob
condig¢des controladas, que muitas vezes nao retratam as condi¢des ambientais reais (CORBEL;
MOUGIN; BOUAICHA, 2014; MACHADO et al., 2017; NERY; NERY; MEDEIROS, 2020).
Diante deste cendrio, este trabalho tem como objetivo avaliar a bioacumulacdo de cianotoxinas
em hortalicas irrigadas com aguas eutrofizadas do reservatdrio Epitacio Pessoa, localizado no

semiarido brasileiro.
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2.2 Metodologia

A metodologia do estudo realizado neste capitulo foi dividida em cinco etapas, que estao

esquematizadas na Figura 2.

Figura 2 — Fluxograma das etapas metodoldgicas empregadas no Capitulo II
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2.2.1 Caracterizagdo da area de estudo

O estudo foi realizado em trés propriedades situadas nas proximidades do reservatério
Epitacio Pessoa (Figura 3). Este manancial est4 localizado no municipio de Boqueirdo, Paraiba,
e apresenta grande importancia social e econdmica para o Estado, visto que abastece 25 sedes
municipais, dentre elas a cidade de Campina Grande, um dos principais centros urbanos do

interior do Nordeste brasileiro (ANA, 2017).

Figura 3 — Localizagdo do reservatdrio Epitacio Pessoa e das propriedades estudadas
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O reservatorio Epitacio Pessoa (Figura 3) esta inserido na Bacia Hidrografica do Rio
Paraiba, na regido do Alto Curso do Rio Paraiba, sob as coordenadas geograficas 07°29'52,39"S
e 36°08'30,74"W. Possui uma capacidade de 466.525.964 m* de 4gua e recebe dguas dos rios
Paraiba e Taperoa. Suas principais demandas de retirada de agua sdo: abastecimento humano
urbano (69%), irrigagdo (24%), abastecimento humano rural (4%) e dessedentacdo animal (3%)
(ANA, 2017; PARAIBA, 2019).

Conforme a classificacdo climatica de Koppen (1936), a regido onde esse reservatorio

esta situado apresenta clima semiarido, tipo BSh, que tem como caracteristicas temperaturas
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elevadas, com médias em torno de 26 °C, precipitacdo anual média de 400 mm concentrada
entre os meses de fevereiro e abril, e evaporagdo anual de aproximadamente 2000 mm. A
geologia ¢ composta principalmente por rochas cristalinas e solos rasos e argilosos, altamente
suscetiveis a erosao. A vegetagao dominante € a caatinga arbustiva arborea aberta, j& quase que
totalmente antropizada (SILVA et al., 2017).

Nas ultimas décadas (1997-2003 e 2012-2017), o Epitacio Pessoa enfrentou duas crises
hidricas severas. A segunda foi especialmente critica, onde o nivel das dguas chegou a 3% de
sua capacidade de armazenamento, o que quase levou o servigo de abastecimento ao colapso
em mar¢o de 2017. Essa situag@o foi mitigada com a chegada das aguas da transposi¢do do rio
Sao Francisco, em abril de 2017. A recarga do reservatorio possibilitou o aumento do volume
de 4gua, que chegou a 35,13% de sua capacidade em abril de 2018 (CARDOSO, 2022).

Apesar de ser uma importante fonte de abastecimento de dgua e desempenhar papel
crucial em atividades como irrigacdo, dessedentacdo de animais, pesca e lazer, o reservatorio
Epitacio Pessoa tem sofrido impactos negativos da intensa atividade antrdpica no seu entorno,
que inclui desmatamento, agricultura irrigada, pecudria e moradias, e isso tem afetado de forma
significativa a qualidade de suas dguas. Essa situagdo ¢ agravada pelo fato de que os rios que o
alimenta atravessam areas nao saneadas do Estado, recebendo descargas de residuos sélidos e
de efluentes ndo tratados.

O elevado tempo de residéncia desse reservatorio (3-5 anos), devido ao ciclo hidrolégico
com longos periodos de estiagem, favorece a retengdo dos nutrientes e poluentes exportados
para o mesmo. Além disso, o reservatorio tem sofrido com o processo de assoreamento, como
relatado por Silva et al. (2017), o que tem diminuido a sua capacidade total de armazenamento
de 4gua ao longo dos anos. Como resposta aos estresses antropogénicos e ambientais, incluindo
os climaticos, suas aguas tém sido classificadas como eutroficas (SILVA et al., 2020).

As propriedades selecionadas para o estudo, Figura 3, estdo situadas nas proximidades
do Epitacio Pessoa e apresentaram culturas irrigadas com as dguas deste. Ressalta-se que, por
ser um estudo em escala real, trabalhou-se com os recursos disponiveis em cada uma destas
localidades durante o periodo estudado, incluindo as espécies de hortalicas presentes, os
diferentes métodos de irrigacdo e as diversas qualidades das aguas. Isso ajuda a refletir a
realidade e diversidade das condi¢des ambientais que podem influenciar a bioacumulagao de
cianotoxinas nas hortaligas. O Quadro 6 dispde de informagdes acerca dos cultivos nas
propriedades onde o estudo foi realizado.

Apesar de as trés propriedades utilizarem aguas do reservatorio Epitacio Pessoa para a

irrigacao, estas passaram por formas diferentes de tratamento e armazenamento. Em P1, a agua
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era coletada na Estagio de Tratamento de Aguas Gravata e fornecida mensalmente por meio de
carro pipa a propriedade, sendo armazenada em cisterna. Em P2, a 4gua usada nos cultivos era
bombeada do reservatorio, sem nenhum tratamento, € armazenada em cisterna, que alimentava
o sistema hidroponico. Ja em P3, a dgua era bombeada diretamente do reservatorio para o
sistema de gotejamento, sem tratamento e sem armazenamento. Vale salientar que as
propriedades P2 e P3 eram proximas e faziam a captagdo de 4gua no mesmo ponto (7°30°29”

S €36°09°02” O), indicado na Figura 3.

Quadro 6 — Informagdes dos cultivos observados em cada uma das propriedades

Propriedade Porte do cultivo Espficies Tip’0 de irrigacio e qualidade | Area
cultivadas da agua molhada
P1: Agricultura familiar, Alface, co§ntr0, Maflual com regador, a part’ir. Folhas ¢
7°26°49” S e I couve, espinafre, de agua tratada do reservatoério
360117327 0 | PArA COMSUMOPIOPHIO o la ¢ salsa armazenada em cisterna solo
P2: Pequeno porte, para Hidroponica, a partir de agua
7°30°49” Se | comercializa¢do na Alface bruta do reservatorio Raizes
36°08°45” O | regido armazenada em cisterna
P3: Meédio porte, para Gotejamento, com agua bruta
7°30°49” Se | comercializagdo na Pimentéo bombeada diretamente do Solo
36°08°41” O | regido e nacional reservatorio

Fonte: elaborado pelo autor.
2.2.2 Coleta e preservacao de amostras

A coleta de amostras nas propriedades ocorreu em junho de 2021, sendo realizada uma
campanha de coleta em cada propriedade. A coleta, preservagao e armazenamento das amostras
de agua foi realizado de acordo com o Guia Nacional de Coleta e Preservacdo de Amostras
(CETESB, 2011). Em P1 e P2, a coleta de amostras de 4guas de irrigacdo foi realizada nas
cisternas, visto que era a partir delas que a agua era direcionada aos cultivos. J4 em P3, a
amostragem de agua foi realizada no ponto de captacdo do sistema de gotejamento, no
reservatorio Epitacio Pessoa.

A coleta de amostras vegetais foi realizada em triplicata nas plantas adultas, sendo estas
armazenadas em sacos plésticos do tipo zip lock. Todas as amostras de dguas e vegetais foram
encaminhadas, em caixas de isopor com gelo, para o Laboratorio de Referéncia em Tecnologia
de Aguas (LARTECA), localizado na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), onde foram

realizadas as analises.
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2.2.3 Caracterizacdo das aguas de irrigagao

Foram determinados in loco os parametros sélidos totais dissolvidos, por meio de sonda
multimétrica (HANNA HI 9829), e pH e temperatura, através de pHmetro portatil (KASVI).
Os demais parametros foram analisados no LARTECA/UEPB, sendo as analises realizadas em
triplicata. O Quadro 7 elenca os parametros fisico-quimicos determinados nas aguas de

irrigacao e seus métodos de analise.

Quadro 7 — Pardmetros fisico-quimicos e metodologias empregadas nas analises

Parametro Método

Cor aparente Colorimetro portatil (PoliControl AquaColor Cor)
Turbidez Turbidimetro portatil (PoliControl AP2000)
Sélidos dissolvidos totais (STD) Sonda multimétrica modelo HANNA HI 9829
pH pHmetro portatil (KASVI)

Temperatura pHmetro portatil (KASVI)

Nitrito (N-NO2") Colorimétrico (4500-NO, B)*

Nitrato (N-NO3") Espectrofotométrico (4500-NOs'B)*

Fosforo total (Ptotal) Método do Acido Ascorbico (4500-PE)*
Fosforo reativo soluvel (Prs) Método do Acido Ascorbico (4500-PE)*
Clorofila a Espectrofotométrico (10200H)*

Microcistinas (MCs) Imunoenzimatico ELISA (Eurofins Abraxis)
Cilindrospermopsina (CYN) Imunoenzimatico ELISA (Eurofins Abraxis)
Saxitoxina (STX) Imunoenzimatico ELISA (Eurofins Abraxis)

Legenda: (*) Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA; AWWA; WPCF, 2012).
Fonte: elaborado pelo autor.

As concentragdes totais de cianotoxinas na agua foram determinadas pelo método
imunoenzimatico ELISA através de kits Abraxis (Warminster, PA, EUA) especificos para cada
toxina. A metodologia seguiu o protocolo do fabricante e a leitura das amostras foi realizada
em uma leitora de microplacas ELISA com comprimento de onda de 450 nm. Para extrair as
toxinas das células foram efetuados trés ciclos de congelamento e descongelamento das

amostras, conforme Silva et al. (2020).

2.2.4 Extracdo e determinacao de cianotoxinas nas hortalicas

A extracdo de cianotoxinas dos tecidos vegetais foi realizada com base nos protocolos
estabelecidos por Bittencourt-Oliveira et al. (2016) e Levizou et al. (2017), com adaptagdes.

Em laboratdrio, as amostras coletadas em triplicata foram suavemente lavadas com agua
destilada, para remogao de possiveis sujidades, € secas suavemente com papel absorvente. Lee

et al. (2017) verificaram que essa etapa ndo altera as concentragdes de cianotoxinas acumuladas
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nas hortalicas. Em seguida, de cada triplicata de amostras, as partes a serem analisadas foram
misturadas para formar uma amostra composta. De alface, coentro, couve, espinafre, riicula e
salsa foram analisadas as folhas, enquanto que do pimentao foram analisados folhas e frutos.
ApOs essa etapa, realizou-se a trituracao de 10 g de massa fresca de cada amostra com
almofariz e pistilo e homogeneizou-se com 20 mL de dgua destilada. Os extratos obtidos foram
levados para banho ultrassonico (15 w e 22,5 KHz) por 10 min, para o rompimento celular. Em
seguida, foram centrifugados por 10 min a 4000 rpm e os sobrenadantes filtrados em filtro de
papel qualitativo e armazenados a -20 °C até a quantificagdo de cianotoxinas pelo método

ELISA (kits Abraxis).

2.2.5 Analise dos resultados

No Brasil, ndo ha regulamentagado das concentragdes de MCs, CYN e STX em 4guas de
irrigagdo, contudo, a portaria de potabilidade para aguas de abastecimento (Portaria GM/MS n°
888, de 4 de maio de 2021, que altera o Anexo XX da Portaria de Consolidagado GM/MS n° 5,
de 28 de setembro de 2017) estabelece os limites maximos de 1,0 pg.L! para MCs, 1,0 pg.L™!
para CYN e 3,0 ug.L! para STX, sendo estes os padrdes considerados para o estudo. Em relacio
ao estado trofico da dgua, adotou-se a classificagdo de Thornton e Rast (1993), adequada para
regides semiaridas.

Para testar as diferengas entre as concentragdes de MCs, CYN e STX acumuladas nas
hortalicas estudadas foi realizada uma analise de variancia (one-way ANOVA) seguida do teste
de comparacdes multiplas de Tukey. A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-
Wilk. As anélises estatisticas foram realizadas considerando um nivel de significancia de 5%,
através dos softwares Past 4.13 (HAMMER; HARPER, 2001).

Devido ao potencial de bioacumulag¢do de cianotoxinas em hortaligas, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) recomenda que a ingestao didria total (IDT) de MCs para humanos
ndo deve exceder 0,04 pg.kg! de peso corporeo (WHO, 2001). Com relagdo & CYN, um IDT
provisorio de 0,03 pg.kg™! foi estabelecido por Humpage e Falconer (2003). J4 para STX, a
Autoridade de Satude do Oregon (OHA) determinou um IDT de 0,05 ug.kg! (FARRER et al.,
2015).

Neste trabalho, para avaliar os impactos da bioacumula¢do de cianotoxinas nos tecidos
vegetais, calculou-se o consumo didrio estimado (CDE) de MCs, CYN e STX (Equacdo 1) para

cada hortalica e comparou-se os resultados com os IDTs recomendados.
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CDE (ugkg')=(CCH * CMDH) / PC Equagdo 1

Onde: CCH é a concentragio de cianotoxina na hortalica (ug.g'), CMDH é o consumo
médio diario de hortalicas (g) e PC ¢ o peso do consumidor (kg). Para o calculo considerou-se
que uma pessoa de 60 kg consome em média 40 g de hortalicas por dia (BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al., 2016; LEVIZOU et al., 2017).

2.3 Resultados e discussao

A partir da caracterizagdo das aguas de irrigacdo coletadas nas propriedades P1, P2 e
P3, em termos de parametros fisico-quimicos, foi possivel verificar a diferenga na qualidade
das aguas brutas (P2 ¢ P3) com relagdo a dgua tratada (P1), que apresentou os menores valores
dos parametros cor aparente e turbidez, assim como de outros pardmetros, como solidos totais
dissolvidos (STD) e clorofila a (Tabela 1). Apesar disso, observa-se que a 4gua de P1 contém
uma maior concentragdo de nutrientes (N-NOs", Ptotal e Prs), que provavelmente ¢ oriunda de

impurezas presentes na cisterna de armazenamento.

Tabela 1 — Caracterizag@o das aguas de irrigagdo em termos de pardmetros fisico-quimicos

Parametro Unidade P1 P2 P3

Cor aparente (uC) uC 10,73 +£ 0,38 28,73+ 1,24 31,90 £ 0,46
Turbidez (uT) uT 0,23 +£0,02 1,56 £ 0,22 2,26 +0,21
Sélidos dissolvidos totais (STD) mg.L! 54,00 + 1,00 160,50 £ 0,71 148,33 +2,89
pH - 9,90+ 0,20 8,90+ 0,20 9,8 +£0,20
Temperatura °C 25,60 £ 0,50 27,50 £ 0,50 27,2 +£0,50
Nitrito (N-NOy) ug.L! 5,60+0,17 8,35+021 225+0,12
Nitrato (N-NOs") pg.L! 407,50 £ 0,70 109,50 £ 2,10 57,5+3,50
Fosforo total (Ptotal) ug.L! 500,00 + 14,14 300,00 + 28,28 300,0 = 15,00
Fosforo reativo soluvel (Prs) ug.L! 90,00 + 4,50 87,50+ 0,71 49,5+ 0,71
Clorofila a ug.L! 1,08 = 0,05 8,66 + 0,76 32,51+0,95
Microcistinas (MCs) ug.L! 0,08 £ 0,01 0,11+0,01 0,12+ 0,01
Cilindrospermopsina (CYN) ug.L! 0,10+ 0,04 0,19+ 0,09 0,09 + 0,04
Saxitoxina (STX) ug.L! 0,02 + 0,00 0,04 £ 0,00 0,05+ 0,01

Fonte: autor.

Thornton e Rast (1993) definem que a partir de 60 pg.L! de fosforo total e 12 ug.L™! de
clorofila a o ambiente pode ser classificado como eutrofico, em regides semidridas. Com base
neste estudo e nos dados obtidos em P3 (agua coletada diretamente no reservatorio Epitacio

Pessoa), pode-se determinar que neste ponto a dgua estava eutrofizada.
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Barbosa et al. (2021) monitoraram a qualidade da 4gua do reservatorio Epitacio Pessoa
entre os anos 2015 e 2019 e verificaram que, durante todo este periodo, 0 mesmo foi classificado
como eutréfico. No estudo de Silva et al. (2020) quatro reservatérios da bacia do Rio Paraiba,
incluindo o Epitacio Pessoa, foram avaliados entre 2016 ¢ 2017 e também foram classificados
como eutréficos, além de apresentarem espécies toxicas de cianobactérias e cianotoxinas. Ja
Nery, Nery e Medeiros (2020) avaliaram a 4dgua do reservatorio Epitacio Pessoa em 2019 e
também detectaram a presenc¢a de cianobactérias e cianotoxinas.

Dentre os fatores que contribuem para a eutrofizagao deste reservatorio, destacam-se a
intensa atividade antropica em sua bacia de drenagem, bem como o elevado tempo de residéncia
(entre 3 e 5 anos) decorrente do ciclo hidrologico com longos periodos de estiagem, que
propicia uma maior reten¢do dos nutrientes e poluentes carreados para o0 mesmo (MEDEIROS
etal., 2018). Como resposta aos estresses antropogénicos € ambientais, incluindo os climaticos,
suas adguas encontram-se eutrofizadas, favorecendo o surgimento de floragdes potencialmente
toxicas de cianobactérias, como relatado por Silva et al. (2020) e Nery, Nery ¢ Medeiros (2020).

A classificagdo trofica das aguas coletadas em P1 e P2 ndo foi avaliada pois as mesmas
estavam fora do reservatorio e sofreram mudancas de qualidade provocadas pelo tratamento
(P1) e/ou armazenamento em cisterna (P1 e P2). Isso pode ser evidenciado pelos dados de
clorofila a, cujo valor médio em P3 (32,41 ug.L ') foi bastante superior aos encontrados em P1
e P2 (1,08 ng.L! e 8,66 ng.L!, respectivamente).

As concentragdes médias de cianotoxinas nas aguas apresentaram baixas variacdes e
ficaram abaixo dos limites maximos estabelecidos pela portaria de potabilidade brasileira
(BRASIL, 2021). Apesar disso, Silva et al. (2020) identificaram MCs e STX nas aguas do
Epitacio Pessoa em concentragdes superiores a 1,0 pg.L!, entre 2016 e 2017, enquanto Nery,
Nery e Medeiros (2020) detectaram uma concentragio média de 1,73 = 0,95 ug.L™! de CYN no
mesmo, em 2019. Isso indica que a presenca de MCs e CYN neste reservatério pode oscilar
para valores acima dos estabelecidos na legislacdo. Para STX sdo necessarios mais estudos.

A Tabela 2 expde as concentragdes de cianotoxinas detectadas nas hortalicas coletadas
em P1, P2 ¢ P3.

Observa-se que MCs, CYN e STX foram detectadas na maioria das hortalicas coletadas
(exceto CYN na couve e na rucula). Com isso, pode-se constatar que as concentragdes de
cianotoxinas presentes nas aguas estudadas (Tabela 1), apesar de estarem em conformidade
com os padrdes de potabilidade brasileiros, foram suficientes para promover bioacumulagio

nos tecidos vegetais.
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A partir da Tabela 2 é possivel verificar que a concentracdo de MCs em cada espécie de

hortalica difere estatisticamente e ¢ maior que as respectivas concentragdes de CYN e STX.

Com base nisso, pode-se afirmar que esta cianotoxina € a que apresenta maior potencial de

bioacumulagdo nas espécies vegetais estudadas.

Tabela 2 — Concentragdes de cianotoxinas detectadas nas hortalicas coletadas em P1, P2 ¢ P3

Propriedade Hortalica MCs (ng.g™) CYN (ng.g™) STX (ng.g™")
Alface 2,17+£0,16d 0,14 +£ 0,00 fg 0,22 £ 0,01 fg
Coentro 7,83 +£0,49 a 0,54 £ 0,06 fg 0,22 +£0,02 fg
1 Couve 2,31+0,10d <LD* 0,06+ 0,01 g
Espinafre 4,12+0,12 ¢ 0,05+0,01 g 0,14 +£0,04 fg
Rucula 0,63 0,06 f <LD* 0,02+0,00 g
Salsa 547+025b 0,40+ 0,17 fg 0,06+0,01 g
P2 Alface 1,55+0,07 ¢ 0,03+0,01 g 0,18 0,02 fg
Pimentdo (folha) 4,36 + 0,09 ¢ 0,35+0,11 fg 0,05+0,01 g
P3 Pimentdo (5,0 cm)** 1,59+0,02 ¢ 0,19+ 0,00 fg 0,05+0,00 g
Pimentdo (7,5 cm)** 1,41+£0,07 ¢ 0,16 £ 0,00 fg 0,04 £0,00 g

Legenda: dados com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05); (*) menor que o limite de deteccao do
método (0,04 ugCYN.L"); (**) didmetro do pimentdo (fruto). Fonte: autor.

As MCs sdo as cianotoxinas mais estudadas devido sua elevada toxicidade ¢ detecgao
frequente em aguas superficiais, em concentragdes que muitas vezes excedem a recomendada
pela OMS, de 1,0 pg.L! (CORBEL et al., 2015). Neste estudo, o fato de as MCs promoverem
maior bioacumulagdo, quando comparada com as demais cianotoxinas, refor¢a a sua relevancia
no meio cientifico e o seu potencial de atingir o ser humano através do consumo de hortaligas
contaminadas.

Um dos fatores que pode contribuir para a maior bioacumulagdo de MCs em hortaligas
¢ a sua alta estabilidade nas 4aguas de irrigagdo, relacionada a sua estrutura quimica. As MCs
sdo peptideos ciclicos, compostos por aminodcidos unidos por ligacdes peptidicas, o que torna
suas moléculas mais resistentes ao calor, a hidrolise, a oxidag¢do e a agdo de enzimas e outras
substancias que poderiam degradé-las e as conferem meia-vida entre 5 e 60 dias no solo, a partir
do qual podem ser absorvidas pelas plantas (CHEN et al., 2006; CHORUS; BARTRAM, 1999;
CORBEL; MOUGIN; BOUAICHA, 2014; MACHADO et al., 2017; PANTELIC et al., 2013).

Apesar das menores proporgdes, CYN e STX também promoveram bioacumulagdo nas
hortalicas estudadas (Tabela 2). Ressalta-se que as concentragdes de CYN estavam proximas
ou superiores as de MCs nas aguas estudadas, no entanto, os valores acumulados nas hortaligas
foram 88 a 98% menores. Isso pode indicar um menor potencial da CYN para bioacumulagao

em hortaligas em comparagdo as MCs, quando observado a presenca de ambas nas aguas de
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irrigacdo. Com relacdo a STX, a concentragdo acumulada em cada hortalica foi estatisticamente
semelhante a de CYN.

Machado et al. (2017) avaliaram diversos estudos realizados em escala laboratorial, com
cultivos de hortalicas em condi¢des controladas e irrigados com aguas contendo cianotoxinas,
e constataram que o padrao de bioacumulag¢do de CYN se assemelhava ao da MC-LR (variagao
de MCs dominante em flora¢des de cianobactérias). Uma possivel explicacdo para que neste
estudo o acumulo de CYN tenha sido bastante inferior ao de MCs € o fato de o sistema avaliado
ser um ecossistema real, com varia¢ao de condi¢des ambientais e concentracdes de cianotoxinas
e de outras substancias presentes simultaneamente na dgua, cujas interagdes podem resultar em
efeitos diferentes dos obtidos quando cada toxina ¢ aplicada isoladamente na planta.

Kittler et al. (2012) apontaram que o extrato bruto da cianobactéria A. flos aquae 22D11
favoreceu a bioacumulacdo de CYN na couve e na mostarda-castanha, quando comparado a
cianotoxina purificada, o que, segundo os autores, possivelmente ocorreu devido a presenca de
compostos no extrato bruto que aumentam a adesdo da toxina as raizes. Contudo, no presente
estudo, a presenca simultdnea de CYN com MCs, STX e outras provaveis substancias nas aguas
de irrigagdo pode ter afetado e reduzido a sua absorcao pelas hortaligas.

Com relagdo a espécie vegetal, verifica-se que os maiores valores de MCs acumulados
ocorreram no coentro e na salsa (Tabela 2). A propensao dessas hortalicas a bioacumulagao de
cianotoxinas tem sido relatada no meio cientifico. Nery, Nery e Medeiros (2020) analisaram
amostras de coentros cultivados nas proximidades do reservatorio Epitacio Pessoa, cujas aguas
apresentavam 0,73 + 0,35 pg.L!' de MCs, e detectaram, em espécimes com 30 e 60 dias de
idade, concentra¢des acima de 1,0 e 3,0 pgMCs.kg™!, respectivamente. J4 a salsa, de acordo
com Zhang, Whalen e Sauvé (2021), pode acumular até trés vezes mais MCs em suas partes
comestiveis que outras hortalicas.

No tocante ao método de irrigagdo, verifica-se que a alface de P1, irrigada com regador
manual, acumulou mais MCs que a alface de P2, cultivada em hidroponia. Isso indica que os
métodos de irrigacao que molham a folhagem da planta podem promover maior bioacumulagao
de cianotoxinas nessa regido do que a irrigacao localizada no solo, como o gotejamento, ou nas
raizes, como ¢ o caso da hidroponia. Tal assertiva ¢ corroborada por Zhang, Whalen e Sauvé
(2021), que afirmam que o nivel de bioacumulacdo de cianotoxinas em hortalicas depende do
local de exposicao a d4gua contaminada.

O método de irrigacdo estd intimamente ligado ao mecanismo pelo qual a cianotoxina
ira se acumular na planta. Em métodos que molham a folhagem, ocorre a deposi¢do quimica na

regido que entra em contato com a agua contaminada. J& na irrigagdo localizada no solo ou por
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hidroponia, as cianotoxinas presentes na agua sao absorvidas através das raizes (CRUSH et al.,
2008; KITTLER et al., 2012; MOHAMED; AL SHEHRI, 2009).

Zhang, Whalen e Sauvé (2021), apontam que nos sistemas hidroponicos ha uma maior
biodisponibilidade de cianotoxinas que nos cultivos baseados em solo, o que pode favorecer a
absorcdo e transporte destas ao longo da planta, visto que permanecem na adgua. Apesar disso,
a alface em P1 apresentou maior bioacumulacdo de MCs nas folhas que a alface em P2. Uma
justificativa para esse caso ¢ o fato de cultivos com irrigagdo localizada acumularem mais
cianotoxinas nas raizes que nas demais partes da planta, como indicam os estudos de Gutierrez-
Praena et al. (2013) e Zhang, Whalen e Sauvé (2021).

Kittler et al. (2012) observaram que das concentracdes de CYN aplicadas no solo, entre
10-15% e 12-21% foram transportadas das raizes até as folhas de couve e de mostarda-castanha,
respectivamente. Codd, Metcalf e Beattie (1999) verificaram que MCs foram retidas em alfaces
irrigadas por aspersao de agua contendo cianobactérias e, mesmo apds lavagem, tanto as células
como as MCs nao foram completamente removidas.

Sabendo-se que na irrigagdo localizada apenas uma fracdo das cianotoxinas absorvidas
¢ transportada das raizes para as folhas e que a deposicdo quimica resultante da irrigagdo por
aspersao promove a bioacumulacio nas folhas de modo que a lavagem pode ndo ser suficiente
para garantir a seguranca alimentar, o0 método de irrigacdo mais recomendado para cultivos
irrigados com 4guas contaminadas por cianotoxinas serd aquele que molha apenas o solo ou as
raizes. No entanto, vale salientar que essa recomendacao ¢ valida para hortaligas folhosas, cujas
raizes ndo sdo consumidas.

Em P3, verifica-se mais uma vez a capacidade de deslocamento das cianotoxinas ao
longo da planta, visto que, apesar da irrigacao ser via gotejamento em um sistema solo-planta,
concentragdes de cianotoxinas foram encontradas tanto nas folhas como nos frutos do pimentao.
Nessa hortalica, a maior bioacumulagio de MCs ocorreu nas folhas (4,36 + 0,09 ng.g!), o que
também foi observado no estudo de Nery, Nery e Medeiros (2020) e ¢ corroborado por Zhang,
Whalen e Sauvé (2021), que relatam que MCs tendem a se acumular preferencialmente nas
raizes e folhas, seguidos pelos caules e depois pelos graos e frutos. No caso do pimentdo isso
pode ser considerado uma vantagem, visto que a parte comestivel sdo os frutos.

Gutiérrez-Praena et al. (2014) e Nery, Nery e Medeiros (2020) registraram a diminui¢ao
das concentragdes de MCs durante o amadurecimento de pimentdes e tomates, respectivamente,
indicando que o crescimento e a maturagdo dos frutos estdo diretamente relacionados com a
depurac¢do dos niveis de cianotoxinas. Esse fendmeno também pode ocorrer em hortaligas

folhosas, conforme estudo de Cordeiro-Aratjo et al. (2016), onde alfaces expostas durante sete
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dias a 5 ¢ 10 ug.L"' de MC-LR, apresentaram eliminagio da cianotoxina apds 29 e 37 dias,
respectivamente.

Todavia, neste trabalho, as concentra¢des de MCs, CYN e STX foram estatisticamente
semelhantes para os pimentdes de 5,0 e 7,5 cm de didmetro, isto é, em diferentes idades
vegetais. O fato de as hortalicas estudadas serem continuamente irrigadas com as aguas do
reservatorio Epitacio Pessoa contendo MCs, CYN e STX, pode ter impedido o processo de
depuracao ou até¢ mesmo reduzido a sua eficacia, visto que a interrup¢ao da exposi¢ao da planta
as cianotoxinas ¢ um dos fatores importantes para a sua ocorréncia.

A Tabela 3 apresenta os CDEs médios de MCs, CYN e STX nas hortalicas estudadas.

Tabela 3 — Consumo didrio estimado de cianotoxinas das hortali¢as coletadas em P1, P2 ¢ P3

Propriedade Hortaliga MCs (ug.kg™) CYN (pg.kgh) STX (ug.kg™h)
Alface 0,0014 0,0001 0,0001
Coentro 0,0052 0,0004 0,0001
P1 Couve 0,0015 * 0,0000
Espinafre 0,0027 0,0000 0,0001
Rucula 0,0004 * 0,0000
Salsa 0,0036 0,0003 0,0000
P2 Alface 0,0010 0,0000 0,0001
Pimentdo (folha) 0,0029 0,0002 0,0000
P3 Pimentdo (5,0 cm)* 0,0011 0,0001 0,0000
Pimentdo (7,5 cm)* 0,0009 0,0001 0,0000

Legenda: (*) ndo calculado, pois a concentracdo de CYN detectada na hortalica foi menor que o limite de
detecgdo do método (0,04 pgCYN.L™); (**) didmetro do pimentdo (fruto). Fonte: autor.

Os valores obtidos ndo excederam os valores dos IDTs recomendados de 0,04
ugMCs.kg™!, 0,03 pgCYN.kg' 0,05 pgSTX kg™!. O maior CDE calculado, de MCs no coentro,
corresponde a apenas 13% do IDT. Apesar disso, o potencial de bioacumulagdo de cianotoxinas
em tecidos vegetais fica evidente, uma vez que, mesmo em baixas concentragoes de MCs, CYN
e STX, observou-se acumulo nas hortaligas estudadas.

Assim, com a crescente exploracdo dos recursos hidricos e as condigdes ambientais do
semiarido que favorecem o crescimento exacerbado de cianobactérias, a ingestdo de culturas
irrigadas com aguas eutrofizadas configura-se como uma nova rota de contamina¢ao humana
por cianotoxinas e possivel preocupagdo a longo prazo nesta regiao.

Tal problematica, inclusive, tem sido observada em outras regides do planeta. Chia et
al. (2019) compraram amostras de alface e repolho em quatro mercados na Nigéria e detectaram
MCs em todas, com CDEs maximos de 1,41 ug.kg™! e 2,94 ug kg!, respectivamente, superiores

a0 IDT recomendado pela OMS (0,04 pg.kg™). Ja Levizou et al. (2020) cultivaram rabanete e
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cenoura com 4guas de um reservatorio, também na Nigéria, contendo 3,76 pgMCs.L! e tiveram
como resultados niveis de bioacumulacao que excedem em até 4 vezes o IDT da OMS em caso
de ingestao das hortaligas.

Bakr et al. (2022) avaliaram cultivos de alface e rucula irrigados com aguas de um lago
do Sul do Egito, contendo entre 45-600 ng MCs.L! e detectaram bioacumula¢io de MCs em
ambas, em niveis que ultrapassariam o IDT com o consumo de 300 g dessas hortaligas. Levizou
et al. (2017), utilizaram 4gua do reservatorio Karla, na Grécia, contendo 1,81 pgMCs.L™!, para
irrigar alfaces e obtiveram espécimes com CDE de 0,240 ugMCs.kg™!, correspondente a 6 vezes
o IDT da OMS. Concentragdes de MCs proximas e até superiores as encontradas no reservatorio
Karla ja foram detectadas em diferentes mananciais do semidrido brasileiro, dentre eles Epitacio
Pessoa, Camalat, Mucutt e Pogoes (NERY; NERY; MEDEIROS, 2020; SILVA et al., 2020).

Nesse cenario, destaca-se a importancia do monitoramento e controle de floragdes de
cianobactérias potencialmente toxicas em reservatorios de usos multiplos e do estabelecimento
de uma legislagdo especifica que limite as concentragdes maximas de cianotoxinas em aguas

de irrigagdo e em hortali¢as no Brasil.

2.4 Conclusao

Nas aguas de irrigacao estudadas, provenientes do reservatério Epitacio Pessoa, foram
detectadas microcistinas, cilindrospermopsina e saxitoxina, o que pode ser atribuido a fatores
como a eutrofizagdo do reservatorio e as condi¢cdes ambientais da regido. As concentragoes de
cianotoxinas nestas adguas, apesar de estarem abaixo dos padrdes da portaria de potabilidade
brasileira durante o periodo estudado, foram suficientes para promover bioacumulagdo nas
hortalicas irrigadas, o que indica que a Unica forma de evitar esse fenomeno ¢ controlar as
caracteristicas da 4gua quanto a presenca de cianobactérias e cianotoxinas.

Dentre as cianotoxinas, as MCs apresentaram o maior potencial de acimulo, chegando
a 82 e 91 vezes os valores de CYN e STX acumulados, respectivamente, e constatou-se que a
espécie vegetal e o método de irrigacdo influenciam na bioacumulacdo. Ja entre as diferentes
hortalicas estudadas, coentro e salsa demonstraram maior propensao ao acimulo. Com relagao
ao método de irrigacdo, observou-se que os que molham a folhagem (aspersdao) podem induzir
a uma maior bioacumula¢do nessa regido, como observado na alface, contudo, estudos com
mais espécies vegetais sao necessarios. No tocante a idade da planta, nao foi observado
diferenca significativa nos niveis de cianotoxinas acumulados em pimentdes com 5,0 € 7,5 cm

de didmetro.
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Por fim, pdde-se constatar que os consumos diarios estimados de cianotoxinas a partir
das hortalicas estudadas foram menores que os IDTs recomendados. Nao obstante, o potencial
de bioacumulagdo destas toxinas em plantas agricolas ficou evidente e, considerando-se a
crescente exploracdo dos recursos hidricos e consequente eutrofizacdo de reservatorios do
semiarido, a ingestao de hortaligas irrigadas configura-se como uma nova rota de contaminagao

humana por cianotoxinas e possivel preocupacgdo futura nessa regido.
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CAPITULO III — Bioacumulaciio de cianotoxinas em hortalicas irrigadas com aguas
eutrofizadas: influéncias do solvente de extracao, higienizacao e idade da planta

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a bioacumulagdo de microcistinas (MCs),
cilindrospermopsina (CYN) e saxitoxina (STX) em hortalicas irrigadas com aguas eutrofizadas
de um reservatdrio superficial no semidrido brasileiro, bem como a eficiéncia dos solventes
agua e metanol na extracdo de MCs, CYN e STX dos tecidos vegetais e as influéncias do uso
de hipoclorito de s6dio (NaClO) na higienizagdo das hortalicas ¢ da idade da planta nas
concentragdes de MCs, CYN e STX acumuladas. O estudo foi realizado em uma propriedade
rural localizada no municipio de Pocinhos-PB, que apresentava cultivos de alface e coentro. A
agua de irrigacdo foi avaliada em termos de parametros fisico-quimicos e cianotoxinas: MCs,
CYN e STX. As andlises de cianotoxinas também foram realizadas nas hortaligas, a partir dos
extratos das folhas, para avaliacdo da bioacumulag@o. As amostras vegetais foram suavemente
lavadas com dgua destilada para remocao de detritos e parte delas foi higienizada com solugao
de NaClO. Na extracdo de MCs, CYN e STX dos tecidos vegetais foi testado o uso de agua
destilada e metanol como solventes, em amostras de alface e coentro coletadas com 29 e 36
dias de cultivo. Constatou-se que a 4gua do reservatério estudado estava eutrofizada e continha
MCs, CYN e STX, onde as MCs excederam em 4,88 vezes o limite estabelecido pela portaria
de potabilidade brasileira. Com relagdo as hortaligas alface e coentro: o metanol demonstrou
ser o solvente mais adequado para extragdo de MCs, CYN e STX, a higieniza¢cdo com NaClO
nao foi eficaz na remocgao destas toxinas e a idade da planta exerceu influéncia positiva na
depuragdo de CYN, porém o mesmo nao foi observado para MCs e STX. Por fim, constatou-se
que os consumos didrios estimados (CDEs) de MCs a partir do coentro excederam em até 3,61
vezes a ingestdo didria total (IDT) recomendada pela OMS, e que 70 g da alface estudada
também seriam suficientes para ultrapassar o IDT de MCs. Os CDEs de CYN e STX a partir
da alface e do coentro foram menores que os IDTs recomendados. Apesar disso, ficou evidente
que a bioacumulac¢do de cianotoxinas em plantas agricolas irrigadas com aguas eutrofizadas
constitui uma nova rota de contamina¢ao humana e pode ser considerada um problema iminente
devido a crescente exploragdo dos recursos hidricos e degradacdo da qualidade das 4guas em
mananciais do semiarido.

Palavras-chave: Cilindrospermopsina. Desinfec¢do. Eutrofizacao. Microcistinas. Saxitoxina.

Bioaccumulation of cyanotoxins in vegetables irrigated with eutrophicated waters:
influences of extraction solvent, hygiene and plant age

Abstract

The objective of this work was to evaluate the bioaccumulation of microcystins (MCs),
cylindrospermopsin (CYN) and saxitoxin (STX) in vegetables irrigated with eutrophicated
waters from a surface reservoir in the Brazilian semi-arid region, as well as the efficiency of
the solvents water and methanol in the extraction of MCs. , CYN and STX of plant tissues and
the influences of the use of sodium hypochlorite (NaClO) in the hygiene of vegetables and the
age of the plant on the concentrations of MCs, CYN and STX accumulated. The study was
carried out on a rural property located in the municipality of Pocinhos-PB, which had lettuce
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and coriander crops. The irrigation water was evaluated in terms of physicochemical parameters
and cyanotoxins: MCs, CYN and STX. Cyanotoxin analyzes were also carried out on
vegetables, using leaf extracts, to evaluate bioaccumulation. The plant samples were gently
washed with distilled water to remove debris and part of them was sanitized with NaCIO
solution. In the extraction of MCs, CYN and STX from plant tissues, the use of distilled water
and methanol as solvents was tested in lettuce and coriander samples collected after 29 and 36
days of cultivation. It was found that the water in the studied reservoir was eutrophic and
contained MCs, CYN and STX, where the MCs exceeded the limit established by the Brazilian
potability ordinance by 4.88 times. Regarding lettuce and coriander vegetables: methanol
proved to be the most suitable solvent for extracting MCs, CYN and STX, cleaning with NaClO
was not effective in removing these toxins and the age of the plant had a positive influence on
the clearance of CYN, however the same was not observed for MCs and STX. Finally, it was
found that the estimated daily intakes (EDCs) of MCs from coriander exceeded the total daily
intake (TDI) recommended by the WHO by up to 3.61 times, and that 70 g of the lettuce studied
would also be enough to exceed the IDT of MCs. The CDEs of CYN and STX from lettuce and
coriander were lower than the recommended TDIs. Despite this, it became evident that the
bioaccumulation of cyanotoxins in agricultural plants irrigated with eutrophicated water
constitutes a new route of human contamination and can be considered an imminent problem
due to the increasing exploitation of water resources and degradation of water quality in
semiarid springs.

Keywords: Cylindrospermopsin. Disinfection. Eutrophication. Microcystins. Saxitoxin.

3.1 Introducao

O semidrido brasileiro ¢ caracterizado por um clima arido, com chuvas escassas e longos
periodos de seca, o que torna a 4gua um recurso essencial e escasso na regido. Nesse contexto,
os reservatorios artificiais desempenham um papel fundamental no abastecimento de agua para
diversas atividades, como consumo humano, agricultura e piscicultura. No entanto, esses corpos
d'4gua tém enfrentado desafios significativos relacionados a eutrofizagdo, um processo que
afeta negativamente a qualidade da 4gua e pode acarretar em impactos sérios na saude humana
e no meio ambiente (LIMA et al., 2022; PRAXEDES et al., 2023).

A eutrofizac¢do ocorre quando h4 um excesso de nutrientes, como nitrogénio e fosforo,
na agua, geralmente decorrente de atividades humanas, como o despejo de esgoto e o uso de
fertilizantes na agricultura. Esse fendmeno, aliado ao aumento da temperatura da superficie da
adgua em uma coluna d'dgua estavel e ao elevado tempo de residéncia dos reservatorios do
semiarido, tem estimulado o crescimento excessivo de cianobactérias, criando uma condigao
conhecida como floragdo ou hloom (CHORUS; BARTRAM, 1999; CORDEIRO et al., 2021;
SIVONEN; JONES, 1999; LIMA et al., 2022; PRAXEDES et al., 2023).

Algumas espécies de cianobactérias podem produzir cianotoxinas, metabolitos toxicos

para humanos e outros mamiferos, aves, peixes, crustaceos, moluscos e zooplancton, capazes
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de ocasionar danos ao figado, citotoxicidade, neurotoxicidade, distirbios gastrointestinais,
toxicidade cutanea e até mesmo a morte. Estima-se que cerca de 50 a 70% das floragdes de
cianobactérias apresentem espécies toxicas (DI BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010;
SIVONEN et al., 1990; SIVONEN; JONES, 1999; YOO et al., 1995).

Grande parte dos estudos envolvendo cianotoxinas concentram-se nas microcistinas
(MCs), devido a predominancia de espécies produtoras destas toxinas em agua doce, a sua
persisténcia no ambiente aquatico e também ao maior conhecimento sobre sua toxicologia e
mecanismos de acio (FERRAO-FILHO, 2009; DJEDIAT et al., 2010; SANCHES et al., 2012;
BAVITHRA et al., 2020).

Entretanto, ¢ importante também direcionar a aten¢do para outras cianotoxinas, como
a cilindrospermopsina (CYN), que ¢ produzida por algumas espécies de cianobactérias e tem
sido associada a efeitos adversos na saide humana, incluindo danos ao figado e rins, e a
saxitoxina (STX), que ¢ a principal toxina responsavel pela intoxicagcdo conhecida como
envenenamento por marisco, que ocorre quando moluscos filtradores acumulam esta toxina em
suas carnes, tornando-as perigosas para o consumo humano (ABDALLAH et al., 2021;
CORDEIRO et al., 2021).

A exposi¢ao humana as cianotoxinas através da agua pode ocorrer por diferentes formas,
incluindo a ingestdao de 4gua contaminada e o contato em atividades recreativas (ZANCHETT;
OLIVEIRA-FILHO, 2013). Outra via estudada € o consumo de animais aquaticos como peixes,
moluscos e crustidceos, que podem absorver e acumular cianotoxinas em seus corpos e
transportar para niveis superiores da cadeia trofica (ABDALLAH et al., 2021; FERRAO-
FILHO, 2009; ZAMORA-BARRIOS; NANDINI; SARMA, 2019).

No entanto, a medida em que os problemas com floragdes de cianobactérias se tornaram
mais frequentes e reconhecidos em todo o mundo, o consumo de hortaligas irrigadas com aguas
contaminadas por cianobactérias toxicas se tornou uma preocupacao, devido ao potencial de
bioacumulagio de cianotoxinas nos tecidos vegetais (CORDEIRO-ARAUJO; CHIA;
BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2017; WERALUPITIYA et al., 2022). Hortalicas como alface e
coentro sdo amplamente consumidas no Brasil e em outras regides do mundo, o que torna a
contaminagdo por cianotoxinas uma questdo de saude publica. Portanto, ¢ essencial conduzir
estudos sobre a bioacumulacdo de MCs, CYN e STX em hortaligcas irrigadas com aguas
eutrofizadas de reservatorios do semiérido.

O potencial de bioacumulacdo de cianotoxinas em hortalicas depende de diversos
fatores, incluindo o tipo de cianotoxina presente na 4gua ou no solo, a concentragado inicial da

toxina, o tempo e a frequéncia de exposi¢do, bem como as caracteristicas das proprias hortalicas
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(WERALUPITIYA et al., 2022). Além disso, um fendmeno que tem sido relatado em algumas
espécies de hortali¢as, como pimentdo e tomate, e que requer mais estudos, ¢ a depuracio das
cianotoxinas durante o crescimento e amadurecimento vegetal (GUTIERREZ-PRAENA et al.,
2014; NERY; NERY; MEDEIROS, 2020).

Sabe-se que a higienizagdo adequada das hortalicas antes do consumo ¢ essencial para
remocdo de sujeira e residuos, redugdo de patdgenos e garantia da seguranca alimentar. No
entanto, esse processo pode ndo ser suficiente para a remog¢ao de cianotoxinas em hortaligas
contaminadas. Codd, Metcalf e Beattie (1999) verificaram que MCs foram retidas em alfaces
irrigadas por aspersdo de dgua contendo cianobactérias e, mesmo apods lavagem, tanto as células
como as MCs nao foram completamente removidas.

Contudo, estudos indicam que o cloro dissolvido na 4gua pode quebrar as moléculas de
cianotoxinas. Kamp et al. (2016) verificaram que a concentracdo de STX em agua clorada foi
reduzida em 85% ap6s 15 min. Os autores observaram que a CYN também foi degradada na
presenga do cloro, porém de forma mais lenta, obtendo-se uma redugao de 40% apds 24 h. Com
base nisso, o uso de hipoclorito de s6dio na higienizacao de hortalicas pode apresentar potencial
para a degradacdo de cianotoxinas.

A partir da problematica abordada, o objetivo deste trabalho foi avaliar a bioacumulagao
de MCs, CYN e STX em alface e coentro irrigados com aguas eutrofizadas de um reservatorio
superficial localizado em Pocinhos, Paraiba, no semiérido brasileiro, considerando a eficiéncia
dos solventes agua destilada e metanol na extragdo de MCs, CYN e STX dos tecidos vegetais
e as influéncias do uso de hipoclorito de so6dio na higienizagdo das hortaligas estudadas e da

idade da planta nas concentracdes de MCs, CYN e STX acumuladas.

3.2 Metodologia

Com base nos objetivos propostos, a metodologia desse capitulo foi dividida em cinco
etapas: (i) caracterizacdo da area de estudo, (ii) coleta e preservacdo de amostras, (iii)
caracterizacdo das aguas de irrigagdo, (iv) extracdo e determinagdo de cianotoxinas nas

hortalicas e (v) analise dos resultados, esquematizadas na Figura 4.
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Figura 4 — Fluxograma das etapas metodoldgicas empregadas no Capitulo II1
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3.2.1 Caracterizacao da area de estudo

O estudo foi realizado em uma propriedade localizada na zona rural do municipio de

Pocinhos, Paraiba, a 10 km do seu centro urbano e¢ 7 km do distrito de Sdo José da Mata,

pertencente a cidade de Campina Grande, Paraiba. Na localidade foram identificados cultivos
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de alface e coentro irrigados com aguas eutrofizadas de um reservatorio superficial (Figura 5),

conforme estudo anterior realizado na area (dados nao publicados).

Figura 5 — Localizagdo do reservatdrio em estudo, situado na zona rural de Pocinhos, Paraiba
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Fonte: elaborado pelo autor.

O reservatorio ¢ artificial, com capacidade de armazenamento aproximada de 105 m* de

agua, construido em uma érea de lajedo de pedras e utilizado para armazenar dguas de chuva.

Devido a sua eutrofizagdo natural, resultante do aporte de residuos e nutrientes através do

escoamento superficial e dos ventos, tem sido empregado apenas na irrigagdo de hortaligas e

culturas arboreas existentes na propriedade.

Os cultivos de alface e coentro avaliados foram realizados em vasos de 20 L e serviam

apenas para consumo dos moradores locais. A irrigagdo era manual, realizada diariamente ou

quando havia necessidade, com regador contendo dgua bruta do reservatorio. As dreas molhadas

eram as folhas e o solo e as hortaligas foram cultivadas a céu aberto, estando expostas a radiagao

solar direta e chuvas, quando ocorriam.



70

3.2.2 Coleta e preservagdo de amostras

A semeadura de alface e coentro na propriedade foi feito em 24 de fevereiro de 2023
(dia 1). As coletas de amostras vegetais foram realizadas em triplicata de individuos, sendo
estes armazenados em sacos plasticos, nos dias 29 e 36 de idade vegetal, quando as hortalicas
jé& estavam em tamanhos adequados para o consumo. A analise de amostras de dias diferentes
foi com o intuito de avaliar a influéncia da idade da planta na bioacumulacao de MCs, CYN e
STX.

A coleta de agua de irrigacdo foi realizada diretamente na superficie do reservatorio no
dia da semeadura e nos dias correspondentes a metade e ao fim do periodo dos cultivos, dias 1,
18 e 36, respectivamente. A coleta, preservagdo e armazenamento das amostras de dgua foi
realizado de acordo com o Guia Nacional de Coleta e Preservagdo de Amostras (CETESB,
2011).

Todas as amostras de aguas e vegetais foram encaminhadas, em caixas de isopor com
gelo, para o Laboratério de Referéncia em Tecnologia de Aguas (LARTECA), localizado na

Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), onde foram realizadas as anélises.

3.2.3 Caracterizac¢ao da dgua de irrigagdo

Foram determinados in loco os parametros solidos totais dissolvidos, por meio de sonda
multimétrica (HANNA HI 9829), e pH e temperatura, através de pHmetro portatil (KASVI).
Os demais parametros foram analisados no LARTECA/UEPB, sendo as analises realizadas em
triplicata. O Quadro 8 elenca os parametros fisico-quimicos determinados na agua de irrigagao

e seus métodos de analise.

Quadro 8 — Pardmetros fisico-quimicos ¢ metodologias empregadas nas andlises

Parametro Método

Cor aparente Colorimetro portatil (PoliControl AquaColor Cor)
Turbidez Turbidimetro portatil (PoliControl AP2000)
Soélidos dissolvidos totais (STD) Sonda multimétrica modelo HANNA HI 9829
pH pHmetro portatil (KASVI)

Temperatura pHmetro portatil (KASVI)

Fosforo total (Ptotal) Colorimetro portatil HANNA Checker HC®
Clorofila a Espectrofotométrico (10200H)*

Microcistinas (MCs) Imunoenzimatico ELISA (Eurofins Abraxis)
Cilindrospermopsina (CYN) Imunoenzimatico ELISA (Eurofins Abraxis)
Saxitoxina (STX) Imunoenzimatico ELISA (Eurofins Abraxis)

Legenda: (*) Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA; AWWA; WPCF, 2012).
Fonte: elaborado pelo autor.
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As concentragdes totais de cianotoxinas na dgua foram determinadas em triplicata pelo
método imunoenzimatico ELISA através de kits Abraxis (Warminster, PA, EUA) especificos
para cada toxina. A metodologia seguiu o protocolo do fabricante e a leitura das amostras foi
realizada em uma leitora de microplacas ELISA com comprimento de onda de 450 nm. Para
extrair as toxinas das células foram efetuados trés ciclos de congelamento e descongelamento

das amostras, conforme Silva et al. (2020).

3.2.4 Extra¢do e determinagao de cianotoxinas nas hortalicas

A extragdo de cianotoxinas dos tecidos vegetais foi realizada com base nos protocolos
estabelecidos por Bittencourt-Oliveira et al. (2016) e Levizou et al. (2017), com adaptagdes.

Essa etapa geralmente envolve o uso de solventes, que sdo selecionados em fungdo do
tipo de cianotoxina que se deseja extrair ¢ do método analitico a ser utilizado para a analise. O
metanol, assim como suas combinag¢des com agua, ¢ um dos principais solventes empregados,
devido a sua elevada eficiéncia na recuperag@o dos niveis de cianotoxinas de amostras vegetais
(MANUBOLU et al., 2018; VAN HASSEL et al., 2022).

No entanto, apesar de suas vantagens, o metanol ¢ um produto toxico, o que destaca a
possibilidade do uso de solventes alternativos mais seguros, como a agua, que foi empregada
por Bittencourt-Oliveira et al. (2016) como solvente de homogeneizagao durante a extragao de
MCs de amostras de alface. Contudo, a eficiéncia da 4gua na extra¢do de cianotoxinas em
comparagdo com o metanol requer estudos. Com base nisso, os dois solventes foram testados
neste estudo.

Em laboratdrio, as amostras coletadas em triplicata foram suavemente lavadas com agua
destilada, para remoc¢ao de possiveis sujidades, e secas suavemente com papel absorvente. Lee
etal. (2017) verificaram que essa etapa ndo altera as concentragdes de cianotoxinas acumuladas
nas hortalicas. Em seguida, de cada triplicata de amostras, as partes a serem analisadas (folhas)
foram misturadas para formar uma amostra composta.

Posteriormente, cada amostra composta foi dividida em duas partes. A primeira, lavada
apenas com agua destilada, foi chamada de controle. A segunda, foi imersa em solugdo de agua
com hipoclorito de s6dio (NaClO) por 30 min, conforme recomendacdes do Ministério da
Satde para higienizacao de hortaligas (1 colher de sopa de NaClO a 2,5% para 1 L de adgua).

O intuito desta etapa foi avaliar se a higienizagdo com NaClO promove a reducdo das

concentragdes de cianotoxinas acumuladas nas plantas. Apds os 30 min, as amostras imersas
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em solu¢do de NaClO foram lavadas com 4gua corrente de abastecimento e secas suavemente
com papel absorvente.

Em seguida, com almofariz e pistilo, realizou-se a trituragao de 5 g de massa fresca de
cada amostra composta: alface-c, alface-h, coentro-c e coentro-h, onde “c” representa controle
e “h” hipoclorito de s6dio. Apds a tritura¢do, cada amostra foi homogeneizada com 50 mL de
solvente. Foram testados dois solventes, agua destilada e metanol, a fim de determinar o mais
adequado para o processo de extracao.

Os extratos obtidos foram levados para banho ultrassénico (15 w e 22,5 KHz) por 16
min, para o rompimento celular. Em seguida, foram centrifugados por 20 min a 4000 rpm e os
sobrenadantes filtrados em filtro de papel qualitativo e armazenados a -20 °C até a quantificagdo
de MCs, CYN e STX pelo método ELISA (kits Abraxis), cujas anélises foram efetuadas em
triplicata para cada amostra. O procedimento descrito foi realizado para as amostras de 29 e 36

dias.

3.2.5 Analise dos resultados

No Brasil, ndo ha regulamentag@o das concentragdes de MCs, CYN e STX em 4guas de
irrigagdo, contudo, a portaria de potabilidade para aguas de abastecimento (Portaria GM/MS n°
888, de 4 de maio de 2021, que altera o Anexo XX da Portaria de Consolidagdo GM/MS n° 5,
de 28 de setembro de 2017) estabelece os limites maximos de 1,0 ug.L™! para MCs, 1,0 pg.L™!
para CYN e 3,0 ug.L! para STX, sendo estes os padrdes considerados para o estudo. Em relagio
ao estado trofico da dgua, adotou-se a classificagdo de Thornton e Rast (1993), adequada para
regides semiaridas.

Com relagdo a bioacumulacao de cianotoxinas nas hortalicas, o Quadro 9 apresenta de
forma esquematizada os dados obtidos neste estudo. Observa-se que, para cada dia de cultivo
(29 ou 36) e cianotoxina (MCs, CYN ou STX), um par de médias foi obtido por amostra, sendo
um valor para a extragao com agua destilada e outro para a com metanol.

A fim de definir qual solvente, dentre d4gua destilada e metanol, ¢ o mais adequado para
extracdo de MCs, CYN e STX das hortaligas estudadas, os pares de resultados correspondentes
a cada amostra foram submetidos ao teste t de Student bicaudal.

Apo6s a determinagao do solvente mais adequado, os dados correspondentes a0 mesmo
foram submetidos a anélise de variancia (one-way ANOVA) seguida do teste de comparagdes
multiplas de Tukey, onde foram avaliadas as diferencas entre as amostras com e sem o uso de

hipoclorito de s6dio na higienizagdo e em cada tempo de cultivo. A normalidade dos dados foi
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testada pelo teste de Shapiro-Wilk. As analises estatisticas foram realizadas considerando um
nivel de significancia de 5%, a partir dos softwares Excel 2016, Past 4.13 e Statistica 10.0
(HAMMER; HARPER, 2001; STATSOFT, 2011).

Quadro 9 — Esquematizacdo dos dados obtidos no estudo

Hortalicas coletadas no dia 29 | Hortalicas coletadas no dia 36
Cianotoxina: MCs, CYN ou STX (ng.g™)
Amostra Resultados Amostra Resultados
agua destilada agua destilada
alface-c alface-c
metanol metanol
agua destilada agua destilada
alface-h alface-h
metanol metanol
agua destilada agua destilada
coentro-c coentro-c
metanol metanol
agua destilada agua destilada
coentro-h coentro-h
metanol metanol

Fonte: elaborado pelo autor.

Devido ao potencial de bioacumulag¢do de cianotoxinas em hortaligas, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) recomenda que a ingestdo didria total (IDT) de MCs para humanos
ndo deve exceder 0,04 png.kg! de peso corporeo (WHO, 2001). Com relagdo & CYN, um IDT
provisorio de 0,03 pg.kg! foi estabelecido por Humpage e Falconer (2003). J4 para STX, a
Autoridade de Satude do Oregon (OHA) determinou um IDT de 0,05 pg.kg! (FARRER et al.,
2015).

Neste trabalho, para avaliar os impactos da bioacumulacdo de cianotoxinas nos tecidos
vegetais, calculou-se o consumo didrio estimado (CDE) de MCs, CYN e STX (Equacdo 1) para
cada hortalica e comparou-se os resultados com os IDTs recomendados.
CDE (ug.kg') = (CCH * CMDH) / PC Equagdo 1

Onde: CCH ¢ a concentragio de cianotoxina na hortalica (ug.g™'), CMDH é o consumo
médio diario de hortalicas (g) e PC ¢ o peso do consumidor (kg). Para o célculo considerou-se

que uma pessoa de 60 kg consome em média 40 g de hortalicas por dia (BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al., 2016; LEVIZOU et al., 2017).
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Caracterizac¢ao da dgua de irrigagdo

A Tabela 4 apresenta os dados de caracterizacao fisico-quimica da agua do reservatorio
empregada na irrigacdo de alface e coentro da propriedade estudada. Os dados correspondem

as caracteristicas da dgua de irrigacdo nos dias 1, 18 e 36 de cultivo das hortaligas supracitadas.

Tabela 4 — Caracterizag@o da adgua de irrigagdo em termos de pardmetros fisico-quimicos

Dia do cultivo

Parametro

01 18 36
Cor aparente (uC) 196,50 + 1,50 188,00 + 4,00 181,00 + 1,00
Turbidez (uT) 27,45 £ 0,35 25,20 £ 1,30 22,60 £ 0,50
Sélidos dissolvidos totais (STD) (mg.L™") 61,00 £ 1,00 57,50 £ 1,50 53,50 £ 0,50
pH 7,25+ 0,04 7,13 +£0,03 7,06 + 0,06
Temperatura (°C) 25,35 +0,05 24,30 £ 0,90 23,15 +0,05
Fosforo total (Ptotal) (mg.L") 900,00 + 100,00 650,00 + 50,00 550,00 + 50,00
Clorofila a (ug.L™") 488,01 20,38 464,03 £1,20 448,44 £ 9,59
Microcistinas (MCs) (pg.L™") 2,26 £ 0,29 2,72+£0,23 4,88 £0,01
Cilindrospermopsina (CYN) (ug.L™) 0,13 +0,02 0,13 +0,01 0,09 £ 0,01
Saxitoxina (STX) (ug.L™") 0,02 + 0,00 0,02 £+ 0,00 0,02 + 0,00

Fonte: autor.

Thornton e Rast (1993) definem que a partir de 60 pug.L! de fosforo total e 12 ug.L"! de
clorofila a o ambiente pode ser classificado como eutrofico, em regides semiaridas. Com base
nos resultados apresentados na Tabela 4, pode-se constatar que a d4gua do reservatorio estava
eutrofizada durante o periodo de cultivo das hortaligas estudadas.

Silva et al. (2020) avaliaram a distribuicdo espago-temporal de cianobactérias e
cianotoxinas em reservatorios do semidrido e constataram que varidveis fisico-quimicas, como
volume de agua do reservatdrio, transparéncia da dgua e concentracao de Ptotal, influenciam
na abundancia de cianobactérias e nos niveis de cianotoxinas. Lima et al. (2022) monitoraram
a qualidade da dgua de um reservatdrio superficial do semidrido brasileiro durante os periodos
seco e chuvoso e constataram que elevados valores de parametros como cor aparente, turbidez,
solidos totais e Ptotal, propiciam condi¢des favoraveis para o crescimento de diversas espécies
de cianobactérias, dentre elas espécies produtoras de CYN e STX.

O reservatorio estudado, além de estar eutrofizado, apresentou elevadores valores de cor
aparente, turbidez e so6lidos dissolvidos totais, o que indica que 0 mesmo se encontrava em

condicdes favoradveis para o crescimento de cianobactérias. Um indicativo disso sdo as elevadas
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concentragdes de clorofila a detectadas que, conforme a portaria de potabilidade brasileira
(BRASIL, 2021), ¢ um indicador de potencial aumento da contagem de cianobactérias na dgua.

Segundo a Resolugdo CONAMA n° 357, de 17 de margo de 2005, as aguas doces que
podem ser utilizadas na irrigacao de hortalicas que sdo consumidas cruas sao as aguas de classe
I. Os valores de Ptotal e clorofila a detectados na dgua do reservatdrio em estudo excedem os
padrdes méaximos estabelecidos para a classe I de 20 pg.L! e 10 pg.L"!, respectivamente, nio
sendo uma agua apropriada para irrigagao de alface e coentro, durante o periodo estudado.

A Resolugdo CONAMA n° 357 ndo dispde de padrdes de cianotoxinas para as classes
de 4gua empregadas na irrigagdo. Por outro lado, a portaria de potabilidade brasileira (BRASIL,
2021) estabelece os limites maximos de 1,0 ug.L™! para MCs, 1,0 pg.L"! para CYN e 3,0 pg.L-
! para STX em 4guas de abastecimento. Com base nisso, verifica-se que, durante o periodo
estudado, as concentragdoes de MCs no reservatorio se mantiveram acima do limite maximo,
chegando a 4,88 vezes o seu valor, enquanto que os niveis de CYN e STX permaneceram em
conformidade com a referida portaria.

Uma justificativa para os baixos niveis de CYN e STX na agua estudada ¢ a provavel
dominancia de espécies de cianobactérias produtoras de microcistinas (MCs). Um estudo feito
entre julho e agosto de 2022 com a mesma agua (dados nao publicados) identificou a presenga
de MCs e CYN em concentragdes entre 1,00-2,51 pug.L! e 0,04-0,06 pg.L!, respectivamente,

corroborando a predominancia de géneros produtores de MCs nesse reservatorio.

3.3.2 Determinagdo do melhor solvente para extra¢do de cianotoxinas em alface e coentro e
bioacumulacdo de cianotoxinas nos tecidos vegetais

Em estudos de quantificacdo de cianotoxinas em tecidos vegetais, diversos solventes
tem sido utilizados para homogeneizagdo das amostras no processo de extracao, incluindo agua
deionizada pura (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2016), 100% metanol (LEVIZOU et al.,
2017), 75% metanol (LEVIZOU et al., 2020) e 50% metanol (GUTIERREZ-PRAENA et al.,
2014). No entanto, estudos comparativos entre esses ou outros solventes sdo escassos, o que
reforga a relevancia deste trabalho.

A Tabela 5 apresenta as concentragdes de MCs, CYN e STX detectadas na alface e no

coentro coletados com 29 e 36 dias, para os solventes dgua destilada e metanol.
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Tabela 5 — Concentracdes de cianotoxinas detectadas nas hortalicas estudadas e p-valores do teste t de Student para diferentes tempos de cultivo e solventes de extracdo

HORTALICAS COLETADAS NO DIA 29

HORTALICAS COLETADAS NO DIA 36

Microcistinas
Amostra Solvente Concentrac¢io de MCs (ng.g™) p-valor Amostra Solvente Concentrac¢io de MCs (ng.g™) p-valor
agua destilada 2,48+ 0,16 4gua destilada 2,85+0,40
Iface- 4 Iface-
attace=c metanol 27,09 + 0,63 0,000 attace=c metanol 35,65 + 4,70 0,0068
agua destilada 2,65+ 0,05 agua destilada 2,13+0,21
alface-h metanol 21,05+ 0,12 0,0000 alface-h metanol 25,15+ 1,67 0,0018
agua destilada 15,67+ 0,74 agua destilada 11,98 +0,48
- 11 ,
coentro-c metanol 216,55 + 9,52 0,00 coentro-c metanol 192,66 + 9,58 0,000
agua destilada 15,74 + 0,89 agua destilada 13,34 £ 0,98
coentro-h metanol 143,84 + 18,25 0,0100 coentro-h metanol 151,02 + 2,08 0,0000
Cilindrospermopsina
Amostra Solvente Concentracio de CYN (ng.g") p-valor Amostra Solvente Concentracio de CYN (ng.g?) p-valor
agua destilada 1,00+ 0,16 agua destilada 1,27 +0,12
Iface- 1 Iface-
attace=c metanol 6,72 + 1,05 0,0167 attace-c metanol 3,12+ 0,34 0,0873
agua destilada 1,65+0,11 agua destilada 0,83 +0,12
alface-h metanol 5,68 £ 0,69 0,0145 alface-h metanol 2,12+ 0,17 0,0131
agua destilada 2,75+0,45 agua destilada 1,55+0,15
coentro-c metanol 8,08 + 0,72 0,0244 | coentro-c metanol 5,44+ 0,20 0,0028
agua destilada 2,87+0,17 agua destilada 2,05 +0,05
coentro-h metanol 7,16 + 0,20 0,0025 coentro-h metanol 3,71 + 0,68 0,0527
Saxitoxina
Amostra Solvente Concentracio de STX (ng.g™) p-valor Amostra Solvente Concentracio de STX (ng.g™) p-valor
agua destilada 0,20+ 0,02 agua destilada 0,23 +0,01
alface-c metanol 1,79 £ 0,29 0,0169 alface-c metanol 4,44 + 0,28 0,0060
agua destilada 0,37 +£0,06 agua destilada 0,30 +0,05
Iface-h 0,134 Iface-h 11
arlace metanol 1,32+ 0,20 1347 atlace metanol 2,92 40,28 00115
agua destilada 0,48 £0,06 agua destilada 0,60 £ 0,08
; 4 - 1
coentro-c metanol 2,42+ 0,44 0,0048 coentro-c metanol 3,33+ 0,51 0,019
agua destilada 0,55+ 0,06 agua destilada 0,48 + 0,07
tro-h 0,0770 tro-h 4
coentro metanol 3,20+ 0,32 077 coentro metanol 2,75+ 0,26 0,0046

Legenda: (-c) amostra controle; (-h) higienizada com hipoclorito; p<0,05 indica que ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias de d4gua e metanol. Fonte:

aut

or.
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Comparando-se os resultados obtidos entre as extragdes com agua destilada e metanol
(Tabela 5), para cada amostra dos dias 29 e 36, observa-se que o metanol retornou as maiores
concentragdes de MCs, CYN e STX. Além disso, a partir do teste t de Student, constatou-se
diferenca estatisticamente significativa (p-valor < 0,05) entre os resultados dos dois solventes
em 100% dos pares analisados para MCs e em 75% dos pares para CYN e STX, o que indica
que o uso de metanol ¢ mais adequado para a extracao de cianotoxinas em alface e coentro que
o de agua destilada.

Manubolu et al. (2018) compararam a eficiéncia de trés solventes: metanol:agua (50:50),
metanol:dgua:acido trifluoroacético (80:19:1) e EDTA 0,01 M com &cido acético a 5%, para a
extragdo de MCs de alface e verificaram que o solvente metanol:dgua (50:50) recuperou as
maiores concentragdes. Borges (2008) testou a extragdo de MC-LR em uma agua eutrofizada
com quatro proporc¢des diferentes de d4gua:metanol e verificou que quanto maior a propor¢ao
de metanol, maior a concentragao de MC-LR obtida. Ja Jiménez et al. (2020) testaram diferentes
concentragdes de metanol para extracao de cianotoxinas em mexilhdes e constataram que, para
um rendimento maximo de CYN, a concentracao ideal de metanol seria de 98%.

Os estudos mencionados corroboram os resultados obtidos neste trabalho, que destacam
o potencial do metanol como solvente para a extra¢ao de cianotoxinas de tecidos vegetais. Isso
se deve as suas caracteristicas, como polaridade e capacidade de solvatagdo, que o tornam capaz
de interagir com moléculas polares, como as cianotoxinas; baixa viscosidade, que facilita sua
penetracdo nos tecidos vegetais; e estabilidade quimica, que ajuda a preservar os compostos
extraidos para posterior quantificagao.

Apesar disso, o metanol € um produto toxico e seu uso deve ser realizado com cautela e
em conformidade com as normas de segurancga estabelecidas. A intoxicagdo por metanol pode
causar uma série de sintomas e danos graves aos 6rgaos, incluindo o sistema nervoso, os rins €
o figado, resultando em dor de cabega, ndusea, vomito, tontura, problemas de visdo, dificuldade
respiratoria e at¢ mesmo a morte (DE ASSIS et al., 2017; SOUZA et al., 2018).

A partir da constatacdo do metanol como o solvente mais adequado neste estudo para a
extracdo de cianotoxinas em alface e coentro, em comparagdo a dgua destilada, a avaliagdo dos
resultados de bioacumulagdo e a aplicagdo da one-way ANOVA seguida do teste de Tukey
foram realizados considerando apenas os dados obtidos com esse solvente.

Observa-se que as concentragdes de MCs, CYN e STX presentes na agua de irrigacao
(Tabela 4) promoveram bioacumulagdo na alface e no coentro (Tabela 5). Vale salientar que os
baixos niveis de CYN e STX na 4gua, mesmo abaixo dos padrdes estabelecidos pela portaria

de potabilidade, foram suficientes para promover o acimulo nas hortali¢cas estudadas.
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As MCs, assim como verificado no Capitulo II, foram as cianotoxinas que apresentaram
o maior potencial de bioacumulagdo, sendo detectadas em concentracdes maximas de 25,15
neg.g’! na alface e 216,55 ng.g”! no coentro, enquanto que os teores maximos de CYN e STX
foram de 6,72 e 4,44 ng.g™! na alface e 8,08 e 3,33 ng.g™! no coentro, respectivamente.

No caso deste estudo, as altas concentracdes de MCs na dgua de irrigacdo (entre 2,26-
4,88 ng.L!) quando comparadas as de CYN (0,09-0,13 pg.L ') e STX (0,02 pg.L") podem ter
exercido influéncia para o maior acimulo. Entretanto, no Capitulo II, verificou-se que, mesmo
em concentragdes semelhantes na 4gua, MCs geraram maior bioacumulacao que CYN em todas
as hortaligas estudadas. Isso pode estar relacionado a elevada estabilidade das MCs nas aguas
de irrigacdo e a sua estrutura quimica (peptideos), que podem favorecer sua absor¢ao pela planta
em uma possivel competi¢do com as demais cianotoxinas.

Com relagdo a espécie vegetal, o coentro demonstrou maior propensao a bioacumulagao
de MCs quando comparado a alface, com concentra¢io acumulada até 8x maior (216,55 ng.g™!
em coentro-c e 27,09 ng.g”' em alface-c). Isso corrobora os resultados obtidos no Capitulo II,

onde o coentro também foi a hortalica que sofreu maior acimulo de MCs.

3.3.3 Influéncias da higienizagdo com hipoclorito de so6dio e da idade da planta nas
concentragdes de cianotoxinas acumuladas em alface

As Figuras 6, 7 e 8 ilustram a variabilidade das concentragdes de MCs, CYN e STX e
os resultados do teste de Tukey para as amostras de alface.

A partir da Figura 6 € possivel observar que a higienizacdo com hipoclorito de sodio
(NaClO) nao exerceu influéncia significativa entre os niveis de MCs das amostras alface-c-29
e alface-h-29, visto que sdo estatisticamente semelhantes. Contudo, entre as amostras alface-c-
36 e alface-h-36 houve diferenca significativa.

Kamp et al. (2016) observaram que uma dose de 0,7 mg.L™! de cloro dissolvido na 4gua
foi capaz de remover 50% de 1 ugMCs.L! em 15 min. J4 Merel, Yan e Song (2020) apontam
que as MCs sdo rapidamente transformadas na presenca do cloro, porém, a remog¢ao depende
em grande parte de fatores experimentais, que incluem a natureza e a dose do agente oxidante,
bem como o pH da dgua, que deve ser mantido abaixo de 8 para uma remogao eficaz.

Neste estudo, a higienizagdo de alface com NaClO nao promoveu remocoes elevadas
das concentra¢des de MCs acumuladas. Vale salientar que a dosagem empregada foi de 1 colher
de sopa (15 mL) de NaClO 2,5% para 1 L de dgua, resultando em um teor de 0,0375% ou 37,5
mg.L! de NaClO na solugio, superior ao empregado por Kamp et al. (2016). Além disso, o pH

da solugdo foi de 7,4, estando em condicdes ideais (abaixo de pH 8) para a remogao de MCs.
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Ainda assim, na alface do dia 36, onde foi observado diferenca significativa, a remogao
de MCs foi de apenas 29,5%. Isso indica que, apesar da irrigacdo molhar a folhagem e favorecer
o acumulo por deposi¢do quimica, a maior parte da concentragdo de MCs acumulada ¢ interna
e ndo pode sofrer a acdo do agente oxidante, ndo havendo uma forma segura de higienizagdo

para descontaminar alface contaminada por MCs.

Figura 6 — Concentragdes de microcistinas nas amostras de alface, com extragdo por metanol
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Legenda: (-c) amostra controle; (-h) higienizada com hipoclorito; (-29 ou -36) idade da planta em dias; dados
com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05). Fonte: elaborado pelo autor.

Com relacdo a idade da planta, constata-se que houve aumento significativo das
concentragdes de MCs da alface-c-29 para a alface-c-36, ou seja, maior bioacumula¢ao de MCs
no decorrer do tempo para essa hortali¢a (Figura 6).

Durante o crescimento vegetal, o aumento de volume das folhas, e consequente aumento
de acimulo de 4gua, pode provocar a diluigcdo das toxinas, como apontado por Machado et al.
(2017). Além disso, a interrupcao da exposicdo das hortalicas a 4gua contaminada favorece o
processo de depuracdo das cianotoxinas pela planta, como levantado por Cordeiro-Araujo et al.
(2016).

Durante o periodo da realizagao deste estudo, ocorreram precipitagdes na propriedade,
o que reduziu a frequéncia da irrigagdo dos cultivos com a agua eutrofizada do reservatorio e,
consequentemente, a exposi¢do das hortalicas as cianotoxinas. No més de margo de 2023, os
volumes de chuva para o municipio de Pocinhos e para o distrito de Sdo José da Mata, proximos

a localidade estudada, foram de 65,9 e 78,5 mm, respectivamente (AESA, 2023).
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Mais especificamente, entre os dias 29 e 36 dos cultivos, dias da primeira e da segunda
amostragem de hortaligas, ocorreram chuvas em Pocinhos nos dias 32 (1,6 mm), 34 (0,3 mm),
35 (6,2 mm) e 36 (5,8 mm) e em Sao José¢ da Mata nos dias 31 (0,9 mm), 35 (30,6 mm) e 36
(8,9 mm), conforme dados da AESA (2023). Com essas chuvas, houve menos regas com a agua
contaminada por cianotoxinas, fazendo com que as hortalicas com 36 dias ndo fossem muito
mais expostas as toxinas que as com 29 dias.

Apesar das provaveis influéncias relacionadas ao crescimento vegetal e as precipitagoes,
o aumento significativo da concentragao de MCs entre alface-c-29 e alface-c-36 indica que os
altos niveis de MCs em 4guas eutrofizadas podem induzir a um aumento na bioacumulagao em
alface no decorrer do tempo, sendo importante evitar a contaminagao por esta toxina nas aguas
de irrigagdo.

As amostras alface-h-29 e alface-h-36 ndo apresentaram diferencga significativa, porém,
para analise da influéncia da idade da planta, ndo foram consideradas, visto que, além da
variavel tempo, elas sofreram a¢do de um fator controlado (higienizagdo com hipoclorito). A

mesma légica foi aplicada para o restante das analises.

Figura 7 — Concentragdes de cilindrospermopsina nas amostras de alface, com extragdo por metanol
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Legenda: (-c) amostra controle; (-h) higienizada com hipoclorito; (-29 ou -36) idade da planta em dias; dados
com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05). Fonte: elaborado pelo autor.

A partir da Figura 7, constata-se que a higienizagdo com hipoclorito de sdédio (NaClO)
ndo exerceu efeito significativo na remocao de CYN em alface, visto que as amostras alface-c-

29 e alface-h-29 sdo estatisticamente iguais entre si, assim como alface-c-36 e alface-h-36.
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A degradagdo de CYN em agua clorada foi relatada por Kamp et al. (2016) como lenta,
sendo observada uma reducao de 40% na concentragao apos 24 h, o que corrobora os resultados
deste trabalho, visto que o tempo de imersao (30 min) das hortaligas na solu¢do de NaClO nao
possibilitou uma remogao significativa de CYN. Além disso, deve-se levar em consideragao
que uma fracdo, ou grande parte, dos niveis de CYN detectados podem estar acumulados na
parte interna dos tecidos vegetais, ndo entrando, assim, em contato com a solu¢ao de NaClO e,
por conseguinte, nao sofrendo a agdo deste.

Por outro lado, a idade da planta se mostrou uma variavel significativa, sendo alface-c-
29 estatisticamente diferente de alface-c-36. A redugdo de 53,6% na concentracdo de CYN com
um maior tempo de cultivo (Figura 7) indica que os mecanismos de bioacumulagdo desta
cianotoxina em alface diferem dos das MCs e que a depuracao pode ocorrer em virtude do
crescimento vegetal e de interrup¢des na exposicdo dos cultivos a agua contaminada em dias

chuvosos.

Figura 8 — Concentragdes de saxitoxina nas amostras de alface, com extragdo por metanol
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Legenda: (-c) amostra controle; (-h) higienizada com hipoclorito; (-29 ou -36) idade da planta em dias; dados
com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05). Fonte: elaborado pelo autor.

A partir da Figura 8 € possivel observar que a higienizacdo com hipoclorito de sodio
nao exerceu influéncia significativa sobre a concentracdo de STX da amostra alface-c-29, visto
que ela € estatisticamente semelhante a alface-h-29. Contudo, nas amostras alface-c-36 e alface-

h-36 houve diferenca significativa.
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Kamp et al. (2016) relataram que a concentracao de STX em agua clorada reduziu 85%
em 15 min. J4 Merel, Yan e Song (2020) apontam que essa cianotoxina pode ser facilmente
removida através da clora¢ao. Apesar disso, neste estudo, a higienizacao de alface com NaClO
nao promoveu reducdes elevadas dos niveis de STX acumulados. Nas alfaces do dia 36, onde
foi observado influéncia significativa, a redu¢ao de STX foi de apenas 34%.

Como discutido com relagdo a MCs e CYN, a baixa eficiéncia do NaClO na redugao de
STX pode estar relacionada com a localizagao desta cianotoxina na planta (acimulo interno), o
que a livra da acao do desinfetante. Sabe-se que as cianotoxinas absorvidas pelas raizes podem
ser deslocadas internamente para as partes aéreas da planta. Contudo, além disso, um provavel
acumulo interno pode ter ocorrido por absor¢do foliar, visto que a irrigagdo empregada nos
cultivos molhava as superficies das plantas com a 4gua contaminada.

Com relagdo ao tempo de cultivo, a Figura 8 ilustra que as amostras alface-c-29 e alface-
c-36 sdo estatisticamente diferentes, o que implica em influéncia significativa do tempo sobre
as concentragdes de STX em alface. Neste caso, observa-se que a média de STX da alface com
36 dias supera a da alface com 29 dias, o que indica que, para esta hortalica, um maior acimulo
de STX ¢ gerado em fung@o de um maior tempo de cultivo, ndo sendo observado a depuragdo
da cianotoxina.

Baseado nisso, pode-se supor que a STX, assim como as MCs, ¢ resistente a depuragao
na alface ao longo do crescimento vegetal, mesmo durante periodos em que a exposicao a agua
contaminada ¢ interrompida. No entanto, h4d uma lacuna na literatura acerca da bioacumulacao
de STX em hortali¢as, sendo os estudos de acimulo desta toxina mais focados em organismos
aquaticos. Nesse cendrio, mais pesquisas sdo necessarias para entender o seu comportamento

em tecidos vegetais.

3.3.4 Influéncias da higienizacdo com hipoclorito de sodio e da idade da planta nas
concentracoes de cianotoxinas acumuladas em coentro

As Figuras 9, 10 e 11 ilustram a variabilidade das concentra¢des de MCs, CYN e STX
e os resultados do teste de Tukey nas amostras de coentro.

Observa-se na Figura 9 que a higienizagdo com NaClO exerceu influéncia significativa
sobre as concentragoes de MCs das amostras de coentro, sendo coentro-c-29 e coentro-c-36
diferentes estatisticamente de coentro-h-29 e coentro-h-36, respectivamente. Apesar disso, as
remogdes observadas foram de apenas 33,6% para coentro-c-29 e 21,6% para coentro-c-36, o
que sugere que a maior parte dos niveis de MCs acumulados nessa hortalica também deve estar

localizada internamente nos tecidos vegetais, ndo sofrendo a¢ao da higienizacao superficial.
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Com relagdo a idade da planta, ndo foi observada diferenca significativa entre as
concentragdes de MCs de coentro-c-29 e coentro-c-36, o oposto do constatado na alface, o que

indica que os mecanismos de bioacumulacao de MCs diferem entre espécies vegetais.

Figura 9 — Concentragdes de microcistinas nas amostras de coentro, com extragdo por metanol
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com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05). Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 10 — Concentracdes de cilindrospermopsina nas amostras de coentro, com extragdo por metanol
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A partir da Figura 10 pode-se observar que o emprego de NaClO na higienizacao das
amostras de coentro nao atuou de forma significativa na remog¢ao das concentragdes de CYN
acumuladas, com semelhanca estatistica observada entre coentro-c-29 e coentro-h-29, e entre
coentro-c-36 e coentro-h-36.

A influéncia da idade da planta, por outro lado, aponta que a CYN pode sofrer o processo
de depuragdo no coentro ao longo do tempo, assim como constatado na alface. Entretanto, neste
trabalho, o efeito desse fenomeno pode ter sido ampliado em virtude das precipitagdes que
ocorreram durante o periodo de cultivo, que diminuiu a exposi¢ao das hortalicas a agua
contaminada. Por esse motivo, ¢ fundamental que também sejam realizados estudos durante o
periodo seco.

Com relag@o a STX, pode-se constatar (Figura 11) que a higienizacdo com NaClO e a
idade da planta ndo exerceram influéncia significativa nas concentragdes acumuladas no
coentro, sendo as médias de todas as amostras consideradas iguais estatisticamente. Apesar
disso, observa-se mais uma vez a tendéncia de aumento da bioacumulagdo da STX ao longo do
tempo, sendo a concentracao de coentro-c-36 maior que a de coentro-c-29, o que também foi

observado na alface.

Figura 11 — Concentrac¢des de saxitoxina nas amostras de coentro, com extragdo por metanol
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3.3.5 Consumo diario estimado de cianotoxinas

A Tabela 6 apresenta os CDEs médios de MCs, CYN e STX nas hortali¢as estudadas.

Tabela 6 — Consumo didrio estimado de MCs, CYN e STX através das hortalicas estudadas

MCs (ug-kg™) CYN (ug.kg™) STX (ng.kg™)
Amostra

Dia 29 Dia 36 Dia 29 Dia 36 Dia 29 Dia 36
alface-c 0,0181 0,0237 0,0045 0,0021 0,0012 0,0030
alface-h 0,0140 0,0168 0,0038 0,0014 0,0009 0,0019
coentro-c 0,1444 0,1284 0,0054 0,0036 0,0016 0,0022
coentro-h 0,0959 0,1007 0,0048 0,0025 0,0021 0,0018

Fonte: autor.

Com base nos CDEs calculados, considerando-se que um adulto de 60 kg consome cerca
de 40 g de hortaligas por dia, verifica-se que os CDEs de MCs através do coentro, independente
da higienizagdo com hipoclorito, ultrapassaram em até 3,61 vezes o IDT de 0,04 pgMCs.kg™,
recomendado pela OMS. As amostras de alface, nas condi¢des pré-estabelecidas para o calculo
do CDE, nao ultrapassaram o IDT de MCs. Contudo, caso o adulto decidisse consumir 70 g da
alface-c do dia 36, em vez de 40 g, o IDT seria ultrapassado.

A constatagdo de que os CDEs de MCs por meio do consumo de coentro ultrapassaram
significativamente IDT recomendado pela OMS, mesmo ap0s a higienizagdo com hipoclorito,
representa um cendrio de preocupacao significativa em relagdo a contaminagdo humana por
cianotoxinas através do consumo de hortalicas irrigadas com aguas eutrofizadas.

A exposi¢do a elevadas concentragdes de MCs pode representar uma séria ameaga a
satde humana, uma vez que essas cianotoxinas sdo toxicas e podem causar uma variedade de
efeitos adversos, incluindo distirbios gastrointestinais, hepaticos e até mesmo carcinogénicos.
A ingestdo de MCs em niveis acima do IDT estabelecido pela OMS aumenta significativamente
o risco de desenvolvimento desses problemas em populagdes expostas.

Além disso, a possibilidade de que a ingestdo de hortalicas, como a alface, possa exceder
o IDT de MCs sob certas condigdes ressalta a vulnerabilidade da seguranca alimentar em
regides onde a pratica de irrigagdo com d4guas eutrofizadas ¢ comum. A eutrofizacio,
caracterizada pelo enriquecimento excessivo de nutrientes nas dguas, pode criar condi¢des
propicias para a proliferacdo de cianobactérias produtoras de MCs. Essa situagdo ¢ agravada
pela capacidade de bioacumulacdo dessas cianotoxinas nas plantas, o que pode levar a niveis

preocupantes de contaminag¢ao nos alimentos.
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Dado o papel crucial das hortalicas na dieta humana e sua associagdo com beneficios
nutricionais, a contaminagao por MCs através dessa via representa uma ameaca real a saude
publica. E extremamente importante que medidas rigorosas de monitoramento e controle sejam
implementadas nas praticas de cultivo e na qualidade da 4gua utilizada na irrigagdo. A
conscientizacao da populagdo sobre os riscos associados a ingestao de hortalicas contaminadas
por cianotoxinas também ¢ essencial para garantir a seguranca alimentar e preservar a saude
publica.

Com relacao a CYN e STX, os CDEs obtidos nao superaram os IDTs recomendados de
0,03 pgCYN.kg! e 0,05 ngSTX kg!. O maior CDE calculado, de CYN na amostra coentro-c
do dia 29, corresponde a apenas 18% do IDT. Esses nimeros indicam que, no contexto atual
das concentracdes de CYN e STX na dgua de irrigagdo, a exposi¢dao potencial por meio do
consumo dessas hortaligas ndo parece ser imediatamente preocupante.

No entanto, ¢ crucial ressaltar que, apesar das concentragdes relativamente baixas de
CYN e STX nas amostras analisadas, o potencial de bioacumulagdo dessas cianotoxinas nos
tecidos vegetais ficou evidente. Isso se torna particularmente relevante quando se destaca que
as concentragdes de CYN e STX na 4dgua de irrigagao foram consideravelmente inferiores as de
MCs, sendo crucial manter uma vigilancia continua e rigorosa de seus niveis em reservatorios.

Uma vez que CYN e STX possuem a capacidade de se acumular em tecidos vegetais, a
possibilidade de que aumentos nas suas concentracdes nas aguas de irrigagdo possam resultar
em maiores niveis de bioacumulacdo em hortalicas deve ser considerada e tratada com
preocupagao, assim como medidas preventivas e regulatorias devem ser implementadas para

mitigar potenciais riscos a seguranca alimentar e a satide publica.

3.4 Conclusao

No reservatoério estudado, localizado no semiarido brasileiro, na zona rural de Pocinhos,
Paraiba, foram detectadas microcistinas, cilindrospermopsina e saxitoxina, o que pode ser
atribuido a fatores como a eutrofizacdo da agua e as condigdes ambientais da regido. As
concentracoes de MCs na dgua bruta excederam em 4,88 vezes o padrao estabelecido pela
portaria de potabilidade brasileira para dgua tratada, enquanto que os niveis de CYN e STX
foram baixos e se mantiveram dentro dos valores de referéncia.

As concentragdes das trés cianotoxinas presentes na agua de irrigacao foram suficientes
para gerar bioacumulagao nas alfaces e nos coentros irrigados, sendo as MCs as mais propensas

ao acumulo. Ja o coentro foi a hortaliga com maior suscetibilidade a bioacumulag¢ao. Contudo,
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estudos aprofundados sobre os mecanismos de bioacumulacdo de cada cianotoxina nas
diferentes espécies de hortalicas ainda sdo necessarios.

Acerca do processo de extracao, verificou-se que o metanol € o solvente mais adequado
para quantificacao de MCs, CYN e STX em tecidos vegetais, em comparagdo a dgua destilada,
o que condiz com os resultados relatados na literatura. Todavia, estudos comparativos variando
as proporcdes de metanol e dgua, a fim de otimizar a eficiéncia do processo de extragao, também
s30 necessarios, assim como a investigagcdo de solventes menos toéxicos que o metanol.

De forma geral, constatou-se que a higienizagao de alface e coentro com hipoclorito de
sodio, seguindo as recomendagdes do Ministério da Saude, nao foi suficiente para uma remogao
significativa de MCs, CYN e STX, provavelmente devido a bioacumulacio dessas toxinas ser
interna nos tecidos vegetais, o que as impede de sofrer a acdo da higienizacdo superficial. Nas
amostras em que houve uma remocao estatisticamente significativa, a maxima remog¢ao obtida
foi de 34%. Com base nisso, supde-se que ndo hd uma forma eficaz de higienizagdo para
remover cianotoxinas em hortalicas contaminadas, o que indica que a Unica alternativa ¢
controlar as caracteristicas da dgua quanto a presenca de cianobactérias e cianotoxinas para
evitar a bioacumulacao.

No tocante a idade da planta, verificou-se que CYN pode sofrer depuracdo na alface e
no coentro € que esse processo provavelmente estd relacionado ao crescimento vegetal, que
promove aumento de volume e de acimulo de 4gua, diluindo o teor de CYN, e também a
interrup¢do da exposi¢do das hortalicas a 4gua contaminada durante dias chuvosos, sendo
importante avaliar a depuragdo no periodo seco. Com relagao a MCs e STX, observou-se o
inverso, a bioacumulagdao aumentou ao longo do tempo na alface, enquanto que no coentro nao
houve efeito significativo da idade da planta. Isso indica que MCs e STX podem ser mais
persistentes em tecidos vegetais que a CYN.

Constatou-se que os consumos didrios estimados de MCs através do coentro excederam
em até 3,61 vezes a ingestdo didria total de 0,04 ngMCs.kg™! recomendada pela OMS, enquanto
que o consumo de 70 g da alface analisada também excederia esse valor. Isso evidencia o
potencial das MCs de atingir o ser humano por meio do consumo de hortali¢as contaminadas e
o0 preocupante cenario da irrigagdo de culturas agricolas no semidrido com aguas eutrofizadas.

Por fim, os CDEs de CYN e STX a partir das hortalicas estudadas foram inferiores aos
IDTs recomendados, no entanto, essas cianotoxinas sao relevantes para a qualidade da dgua de
abastecimento e, apesar de ndo serem uma preocupacdo imediata, os seus potenciais de
bioacumulagdo em hortaligas ficaram evidentes. Assim, sabendo-se que a ingestao de hortalicas

irrigadas com aguas eutrofizadas representa uma emergente rota de contaminagdo humana por
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cianotoxinas, ¢ de fundamental importancia que medidas rigorosas de monitoramento e controle

sejam implementadas nas praticas de cultivo e na qualidade das aguas utilizadas na irrigagao.
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CONCLUSOES GERAIS

As conclusoes dos Capitulos II e III convergem para uma preocupante realidade quanto
a bioacumulagdo de cianotoxinas em hortali¢as irrigadas com aguas eutrofizadas no semidrido.
Os resultados revelam a presenca significativa de microcistinas, cilindrospermopsina e
saxitoxina nas aguas de irrigacao, resultantes da eutrofizacdo ¢ das condi¢cdes ambientais da
regido. Embora as concentragdes estejam, em grande parte, dentro dos limites estabelecidos
pela regulamentagdo, a bioacumulagdo observada nas hortalicas indica um risco iminente a
seguranca alimentar e a saude publica.

As microcistinas destacam-se como as cianotoxinas de maior potencial de acuimulo, com
niveis de bioacumulagao expressivamente superiores aos promovidos pela cilindrospermopsina
e pela saxitoxina. O coentro demonstrou uma propensdo particularmente acentuada para o
acumulo de cianotoxinas, evidenciando sua suscetibilidade. A detecgdo das cianotoxinas nos
vegetais sugere a complexidade da interacdo entre as toxinas e os tecidos vegetais, um processo
que merece maior investigagao.

A higienizagdo com hipoclorito de s6dio, embora siga as orientagdes do Ministério da
Saude, revelou-se insuficiente para remover significativamente as cianotoxinas, refor¢gando a
suposicdo de que a bioacumulagdo ocorre internamente nos tecidos vegetais. Além disso, o
crescimento das plantas e a exposigdo intermitente a 4gua contaminada podem afetar os niveis
de cianotoxinas, como evidenciado pela depuragdao de CYN em alfaces e coentros.

As estimativas diarias de ingestdo de cianotoxinas a partir das hortalicas analisadas
indicam uma preocupante possibilidade de contaminag¢do humana por meio do consumo desses
produtos agricolas. O potencial de bioacumulag¢do em condi¢des de aumento das concentragdes
de cianotoxinas nas 4guas de irrigagdo ressalta a importdncia de abordagens rigorosas de
monitoramento e controle em cultivos e qualidade da agua.

Portanto, a urgéncia de medidas preventivas e de gestdo se faz evidente, visando mitigar
os riscos associados a ingestao de cianotoxinas por meio de hortalicas contaminadas. A continua
exploragdo dos recursos hidricos e a eutrofizacdo dos reservatorios do semidrido reforgam a
necessidade de abordagens sustentaveis na agricultura, incluindo praticas seguras de irrigagao
e medidas de seguranca alimentar, a fim de garantir a saude publica e a qualidade dos produtos

agricolas.
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PERSPECTIVAS FUTURAS E SUGESTOES

Diante do cendrio exposto nesse trabalho, algumas perspectivas futuras e sugestdes para

novas pesquisas podem ser levantadas:

Estudos de mecanismos de bioacumulacdo: Investigagdes mais aprofundadas acerca dos
mecanismos de interacdo das cianotoxinas com os tecidos vegetais, incluindo estudos
sobre as vias de entrada das cianotoxinas nas plantas e sua distribui¢do interna;
Avaliacdo de outras hortalicas: Além das estudadas nesse trabalho, outras hortaligas
também precisam ser avaliadas quanto a bioacumulagao de cianotoxinas. Isso permitira
uma compreensao mais completa dos riscos potenciais em diferentes produtos agricolas;
Efeitos de outras técnicas de higienizacdo e/ou conservacdo: Pesquisas adicionais
podem examinar a influéncia de métodos alternativos de higienizagdo e até mesmo da
conservagdo em geladeira sobre as concentragdes de cianotoxinas nos vegetais;
Impacto das condi¢cdes ambientais nas concentracdes de cianotoxinas: Avaliar como as
condi¢des ambientais, como temperatura, umidade e exposi¢do a luz solar, afetam as
concentragdes de cianotoxinas nas plantas pode ser relevante para a gestao dos cultivos;
Monitoramento e regulagio: E importante estabelecer sistemas de monitoramento
robustos para cianotoxinas em aguas de irrigacdo e produtos agricolas. Isso pode
orientar regulamentagdes mais rigorosas e praticas de gestdo;

Educacao e conscientizacdo: A educacdo de agricultores e consumidores sobre 0s riscos
associados a bioacumulacdo de cianotoxinas em produtos agricolas ¢ essencial. Isso
pode incluir diretrizes claras sobre praticas seguras de irrigacdo e preparacao de
alimentos;

Abordagens sustentaveis na agricultura: Promover praticas agricolas sustentaveis, como
o uso responsavel de fertilizantes e a reducdo da eutrofizagdo de corpos d'agua, €
fundamental para mitigar a entrada de cianotoxinas nos sistemas agricolas;

Integracdo com pesquisa em saiude publica: Estabelecer uma colaboragdo entre
pesquisadores agricolas e de saude publica pode ajudar a avaliar os riscos reais a saude
humana decorrentes do consumo de produtos agricolas contaminados por cianotoxinas.

Essas perspectivas futuras podem contribuir significativamente para uma compreensao

mais completa e a gestdo eficaz dos riscos associados a bioacumulagdo de cianotoxinas em

produtos agricolas irrigados com dguas eutrofizadas.



