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Avaliacao da atividade inibitoria dos extratos da
Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb sobre a
Microcystis aeruginosa Kutzing

Evaluation of the inhibitory activity of Alternanthera
philoxeroides (Mart.) Griseb extracts on Microcystis
aeruginosa Klitzing

RESUMO

O objetivo da presente pesquisa foi a avaliacdo da atividade inibitdria dos extratos da
macrofita aqudtica Alternanthera philoxeroides sobre a cianobactéria Microcystis
aeruginosa. A coleta da macréfita foi realizada no Reservatdrio do Irai, localizado na
Regido Metropolitana de Curitiba, capital do estado do Parand. Foi utilizada 4gua
purificada em sistema de osmose reversa e solugdo hidrometandlica 50% como
liguidos extratores. Para a realizagdo dos testes de inibicdo foram avaliadas as
seguintes concentra¢Bes dos extratos diluido em meio ASM-1: 0,01; 10; 100 mgL-'e
solugdo com o cultivo sem o extrato (controle). Os extratos foram adicionados nos
cultivos de M. aeruginosa quando a concentracgdo atingiu a fase exponencial (10°cel
mL-1) em meio ASM-1. Foram 9 dias de experimento. Através da contagem celular na
camara de Neubauer foram identificados os efeitos dos extratos no crescimento
celular. Os efeitos sobre o potencial fotossintético serdo avaliados por dosagem do
teor de clorofila-a apds o periodo de 9 dias do experimento. Os testes possuiam o
objetivo de demonstrar o potencial dos extratos da A. philoxeroides na inibicao de M.
aeruginosa. Os resultados demonstram o potencial dos extratos para a inibicdo de M.
aeruginosa visto que houve reducdo do crescimento celular, evidenciando o potencial
alelopatico e de aplicacdo da espécie com uso ecoldgico para restauracdo em
ambientes aquaticos.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade Inibitdria. Extratos. Macrofita Aquatica. Cianobactéria.

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the inhibitory activity of Alternanthera
philoxeroides aquatic macrophyte extracts on Microcystis aeruginosa cyanobacteria.
The macrophyte was collected at the Irai Reservoir, located in the metropolitan region
of Curitiba, capital of the state of Parana. Purified water in reverse osmosis system and
50% hydromethanolic solution were used as extracting liquids. To perform the
inhibition tests, the following concentrations of the extracts diluted in ASM-1 medium
were evaluated: 0.01; 10; 100 mg L-' and solution with cultivation without extract
(control). The extracts were added to the M. aeruginosa cultures when the
concentration reached the exponential phase (10° cel mL-") in ASM-1 medium. There
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were 9 days of experiment. Through cell counting in the Neubauer chamber, the
effects of extracts on cell growth were identified. The effects on photosynthetic
potential were evaluated by measuring the chlorophyll-a content after 9 days of
experiment. These tests aimed to demonstrate the potential of A. philoxeroides
extracts in the inhibition of M. aeruginosa. The results demonstrate the potential of
the extracts for the inhibition of M. aeruginosa as there was a reduction in cell growth,
showing the allelopathic and application potential of the species with ecological use
for restoration in aquatic environments.

KEYWORDS: Inhibitory Activity. Extracts. Aquatic macrophyte. Cyanobacteria.

INTRODUCAO

As floragGes de cianobactérias tdxicas estdo se tornando um processo
frequente em diversos corpos de dgua em todo o mundo (MISHRA e MISHRA,
2014). Este evento torna-se prejudicial para a saude humana principalmente
em recursos hidricos utilizados para o abastecimento publico. Os processos de
tratamento de agua convencionais ndo sdo efetivos para a remocgdo de
cianotoxinas (BRASIL, 2003).

A Microcystis aeruginosa é uma das espécies de cianobactérias mais
estudadas devido a producdo da microcistina. Quando ingerida pode causar
desde gastroenterites até insuficiéncia hepdtica em casos de exposi¢do aguda.

Uma das possibilidades de controle as cianobactérias é a utilizagdo de
macrofitas aquaticas, devido a sua capacidade de liberar aleloquimicos
(substancias liberadas por algumas espécies vegetais que afetam o
crescimento de outras espécies) na agua, podendo ser uma defesa estratégica
contra outros organismos fotossintéticos que competem por luz e nutrientes,
como epifition e fitoplancton (GROSS et al, 2007).

A espécie utilizada para estudo sobre os efeitos crescimento da
Microcystis Aeruginosa no estudo é a Alternanthera philoxeroides, macrofita
anfibia, com alta plasticidade fenotipica e originaria da América do Sul. E alvo
de inUmeras pesquisas a fim de detectar suas propriedades medicinais,
inclusive a de controle de organismos patogénicos. Sua ocorréncia
registrada em todas as regides do Brasil inclusive nos reservatorios Passalna,
Piraquara I, Piraquara Il e Irai, todos responsaveis pelo abastecimento de dgua
na cidade de Curitiba.

METODOLOGIA

A cianobactéria Microcystis aeruginosa, (cepa BB005) foi cultivada em
meio ASM-1 otimizado, em uma sala com condi¢des de: 12h claro — 12h escuro,
temperatura de 22°C a 25°C, pH 7,4 e intensidade luminosa de 2150 lux.

Inicialmente coletou-se a Alternanthera philoxeroides no Reservatdrio do
Irai, localizado na Regido Metropolitana de Curitiba, capital do estado do
Parand. Apds a coleta, as plantas foram levadas para o laboratério de
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limnologia da UTFPR, sede ECOVILLE. Em seguida as plantas foram lavadas,
secas em estufa, trituradas e peneiradas para a homogeneizacao.

Para a producdo dos extratos vegetais foi utilizada agua purificada em
sistema de osmose reversa e solu¢do hidrometandlica 50% como liquidos
extratores. Inicialmente, 20 gramas do pd da amostra vegetal triturada foram
adicionados em 100 mL de cada liquido extrator e o material foi submetido a
ciclos de ultrassom, e filtrada com o filtro qualitativo. Posteriormente ao
processo de extracdo, o extrato alcodlico foi rotaevaporado, e ambos os
extratos foram liofilizados e armazenados sob protecdo de luz e refrigerados.

Para a realizacdo dos testes de inibicdo foram avaliados os extratos
diluidos em meio ASM-1 preparados a partir de uma solugdo estoque nas
seguintes concentrag¢des: 0,01; 10; 100 mg L' e solugdo com o cultivo sem o
extrato (controle). Os extratos foram adicionados em frascos erlenmeyer
contendo 100 ml de cultivo de M. aeruginosa em fase exponencial (10° cel
mL™) em meio ASM-1, conforme Figura 1. O experimento teve 9 dias durac3o,
com nas mesmas condicdes de luz e temperatura da M. aerugionosa cultivada
no laboratério.

Figura 1 - Realizagdo do teste de inibicdo
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Fonte: Autoria propria (2019)

Durante o teste, através da contagem celular realizada a cada 48 horas na
camara de Neubauer, foram identificado os efeitos dos extratos no crescimento

celular. A taxa de inibicao foi calculada, de acordo com a Equagao 1, proposta
por (CHENG et. al., 2008):

TI=[1-(N.No-1)].100 (1)
Sendo:

Tl = Taxa de inibicdo;

N = concentracdo celular (em células mL?) no recipiente teste, 9 dias apds a
exposicdo do extrato;

No = concentracdo celular (em células mL?) no recipiente controle, 9 dias de
cultivo.
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Os efeitos sobre o potencial fotossintético serdo avaliados por dosagem
do teor de clorofila-a, de acordo com a Equacdo 2 proposta pelo método
(LICHTENTHALER e WELLLBURN, 1983) ao final do experimento.

Clorofila-a (mg L") = 12,21.(A663)-2,81.(A646) (2)

Os testes possuiram o objetivo de demonstrar o potencial dos extratos da
A. philoxeroides na inibicdo de M. aeruginosa, avaliando os efeitos sobre o
crescimento celular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao avaliar os extratos obtidos da espécie A. philoxeroides foi possivel
verificar, através das medidas obtidas nos testes de inibicio, que o
crescimento celular foi reduzido moderadamente em todas as amostras do
extrato aquoso, chegando em até 17,9% de inibicdo na concentragdo de 0,1
mg L-' do extrato. Ja no extrato hidrometandlico com taxas de inibi¢cdo de até
12,8% comparado ao controle. Apenas a concentrag¢do de 10 mg L-' do extrato
hidrometandélico apresentou um crescimento maior comparado ao controle,
conforme demonstrado nas Figuras 2 a 4.

Figura 2 - Curva de Crescimento da M. aeruginosa em dias no teste de inibi¢dao
com o extrato aquoso da A. philoxeroides
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Fonte: Autoria propria (2019)

Figura 3 - Curva de Crescimento da M. aeruginosa em dias no teste de inibicdo com o
extrato hidrometandlico da A. philoxeroides.
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Figura 4 - Taxa de inibicdo de crescimento da M. aeruginosa em cada
concentragdo testada dos extratos da A. philoxeroides.
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Fonte: Autoria prépria (2019)

O estudo conduzido por Zuo et al. (2013) demonstram também a inibicdo
do crescimento de C. pyrenoidosa e M. aeruginosa. Contudo, os autores
ressaltam os fatores ambientais como efeitos algicidas na inibicdo. Wang et al.
(2017) concluem que a A. philoxeroides possui alto grau de seguranca
ecolégica e pode ser adotada no controle pratico do florescimento de algas,
pois pode efetivamente inibir o crescimento de M. aeruginosa sem aumentar
a liberacdo de cianotoxinas e Zuo et al. (2012) expGem que a A. philoxeroides
atua como importante ferramenta de combate as algas nocivas e encontraram
relacdo significativa entre a taxa de supressdo das algas testadas pela
alelopatia de A. philoxeroides.

CONCLUSAO

Os resultados demonstram o potencial dos extratos para a inibicao de M.
aeruginosa visto que houve redugdao do crescimento celular. Ainda existe a
necessidade da analise dos teores de clorofila-a para relacionar os efeitos do
potencial fotossintético com a taxa de crescimento celular e dos testes de
viabilidade para avaliar o potencial algicida dos extratos, evidenciando, o
potencial alelopdtico e de aplicacdo da espécie com uso ecoldgico para
restauracdo em ambientes aquaticos.
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