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ABSTRACT

Santos, V.M.; Santos, K.R.S.; Carvalho, L.R.; Sant’Anna, C.L. 2014. Efeitos dos Surfactantes Anidénicos Las e Less
no Desenvolvimento e na Morfologia da Cianobactéria Planktothrix Agardhii CCIBt3125. Braz. J. Aquat. Sci. Technol.
19(1): 1-5. eISSN 1983-9057. DOI: 10.14210/bjast.v19n1.p1-5 The anionic surfactants Linear Alkylbenzene Sulfonate
(LAS) and Sodium Lauryl Ether Sulfate (SLES) are the main compounds used in commercial detergent formulations.
These compounds are released into the sewer and then may pollute rivers and springs, which are inhabited by thousands
of microorganism, among which are cyanobacteria. Cyanobacteria are prokaryotes capable of oxygenic photosynthesis
and of synthesizing numerous compounds of environmental and pharmacological relevance. The aim of this study was to
evaluate the effects of surfactants LAS and SLES on the growth and morphology of the cyanobacterial strain Planktothrix
agardhii CCIBt3125. The experiment was carried out for 16 days and trichomes were counted every two days in a Fuchs
Rosenthal chamber. The BG-11 medium was used as control and the following treatments were tested (n = 3): BG-11 +4%
LAS (concentration 4,13 mM) and BG-11 +4% SLES (concentration 5,32 mM), kept in a temperature of 23 + 1°C, photope-
riod 14/10 light/dark cycle and light intensity 40-50 pymol photons m-2.s-1. Under controlled conditions, the culture growth
rate was 0.17 (u.dia-1), and the exponential phase occurred between 2 to10 days, whereas the addition of LAS and SLES
promoted inhibitory effects: on the tenth day, a reduction of 69% in the trichome density was observed for treatment with
LAS, and one of 70%, for SLES, and on the sixteenth day, a reduction of 88% (LAS) and 90% (SLES), respectively. To our
knowledge, our results are the first reporting on these surfactants inhibitory effects over P. agardhii and are in accordance
with literature data about other cyanobacterial species; furthermore, they show the need to better control the wastewater

disposal in order to avoid negative effects on aquatic biota.
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INTRODUGAO

Os surfactantes - também conhecidos como
tensoativos - sdo constituidos por moléculas anfifilicas
(ou anfipaticas), cujas estruturas apresentam duas
regides distintas, uma polar (hidrofilica) e outra ndo po-
lar (hidrofdbica - lipofilica); esta propriedade permite a
solubilizagao ou emulsificagdo de materiais insoluveis
e a subsequente formagao de um filme ordenado nain-
terface entre dois fluidos imisciveis tais como ar-agua,
Oleo-agua, ou mesmo, entre sélido-agua (Borsato et
al., 2009). A fase hidrofilica associa-se a agua, por
pontes de hidrogénio e a fase lipofilica, as gorduras,
por interacdes de van der Waals (Souza, 2006).

Os surfactantes podem ser ibnicos ou nao
ibnicos. Os ibnicos sado classificados em anibnicos
(carga negativa), catibnicos (carga positiva) ou an-
féteros (duas cargas ibnicas opostas). A carga idnica
permitira ao surfactante interagir com outras moléculas
e com microorganismos (Louvado, 2010).

Algumas dessas interacgdes, principalmente com
organismos aquaticos, estdo documentadas em estu-
dos que avaliaram o efeito inibitério dos surfactantes
sobre o desenvolvimento de bactérias e de cianobac-

térias (Zagatto et al., 1987; Yan, 1998; Barbieri, 2008;
Lima & Etchegaray 2011; Carraschi et al., 2012); seu
efeito deletério sobre paredes celulares microbianas
(Glover, 1999; Louvado, 2010); e a sua capacidade de
remover cianotoxinas das aguas (Lima & Etchegaray,
2011). As publicagdes existentes sobre o assunto
nao exaurem a diversidade dos possiveis efeitos dos
tensoativos sobre os incontaveis microorganismos que
habitam determinado ambiente.

Nosso interesse nas agdes dos surfactantes an-
ibnicos sobre microorganismos procariontes levou-nos
a observacéao da influéncia do Linear Alquilbenzeno
Sulfonato (LAS) e do Lauril Eter Sulfato de Sédio
(LESS) sobre a cianobactéria Planktothrix agardhii
(Gomont) Anagnostidis & Komakek. Estes dois ten-
soativos sdo amplamente utilizados nas industrias
farmacéutica, de artigos para higiene pessoal e de
domisanitarios, e os residuos por eles gerados séo
habitualmente descartados nas redes de esgoto, con-
taminando rios e mananciais (Barbieri, 2008).

A espécie filamentosa planctdnica P. agardhii &
encontrada principalmente em corpos d’agua e em res-
ervatérios de abastecimento publico de praticamente
todo o territério brasileiro (Sant’Anna et al., 2003; Silva,
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2009, Santos & Sant’Anna, 2010). E capaz de formar
floragdes e apresenta aerétopos (vesiculas de gas
associadas a flutuagao), além de produzir uma expres-
siva quantidade de substancias biologicamente ativas,
como algumas variantes de microcistinas (Sant’Anna
etal., 2003; Tonk et al., 2005; Marie et al., 2012), ana-
baenopeptinas, aeruginosinas e microviridinas, todas
elas potentes inibidores de serino-proteases, que séo
enzimas envolvidas em processos fisiologicos criticos,
tais como digestao protéica e regulacéo da presséo
arterial e da coagulagdo sanguinea (Hedstrom, 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
dos surfactantes aniénicos LAS e LESS no desenvolvi-
mento e na morfologia da cianobactéria Planktothrix
agardhii CCIBt3125 mantida em cultivo e discutir as
provaveis consequéncias destes efeitos.

MATERIAIS E METODOS

A cepa Planktothrix agardhii CCIBt3125 foi
coletada no Lago das Gargas, corpo d’agua eutréfico
situado no Jardim Botanico de Sao Paulo, Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), SP, no dia
primeiro de margo de 1999. Esta cepa € mantida na
Colecao de Culturas do Instituto de Botanica, nas
seguintes condigdes: temperatura 23°C+1; fotoperiodo
14/10 luz/escuro; irradiancia 40-50 ymol fétons m2.
s-1 (Azevedo & Sant’Anna, 2003).

Para a realizagdo do presente estudo, um
inoculo (10 mL) de P, agardhii CCIBt3125 foi retirado
diretamente do Banco de Culturas e transferido para
frasco erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de
meio BG-11 liquido. Este material permaneceu em
cultivo durante sete dias, nas mesmas condigdes do
Banco de Cultura, sendo entao, utilizado como inéculo
para os diferentes tratamentos em triplicata que com-
punham o experimento: Controle: meio BG-11 (100
mL); LAS: BG-11 + LAS (4%): 96 mL de meio BG-11 +
4 mL de LAS (concentragdo 4,13 mM); e LESS: BG-11
+ LESS (4%): 96 mL de meio BG-11 + 4 mL de LESS
(concentragéo 5,32 mM).

Foram coletadas aliquotas de 700 pL de cada
triplicata dos tratamentos e do controle, a cada dois
dias, aproximadamente as 16 horas, em capela de
fluxo laminar, durante 16 dias. Estas amostras foram
fixadas com 700 pL de formol a 8% e armazenadas
em microtubos de 1,5 mL, até a analise. A contagem
dos tricomas foi feita em camara de Fuchs Rosenthal
em microscopio optico binocular Zeiss Primo Star,
com ocular micrometrada, no aumento de 100x. Os
dados coletados estao apresentados em densidade
de tricomas. mL-1. Para analise estatistica, os dados
de todos os tratamentos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) de um fator e teste Tukey
(Programa GraphPad Prism vers&o 5.0), sendo consid-

erados significativos se p <0,05 (Santos et al., 2011).
Fotografias foram obtidas com auxilio de cAmera digital
acoplada a ocular do microscopio.

A condutividade elétrica e o potencial hidro-
genibnico dos materiais contidos nos frascos Controle,
LAS e LESS foram avaliados, utilizando-se condu-
tivimetro Digimed Dm-32 e pHametro Digimed Dm-20,
respectivamente; os meios utilizados no experimento
foram previamente esterilizados, em autoclave, por
30 minutos, a 120°C e 1,2 atm. As transferéncias de
biomassa foram realizadas em capela de fluxo laminar,
em ambiente axénico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes das solugdes resultantes
da adigédo de LAS e de LESS ao meio de cultura sédo
superiores aos valores das concentragdes micelares
criticas de ambos os surfactantes que sao de 0,82
mM para o LESS e 1,64 mM para o LAS, ndo estando,
portanto, ambos igualmente na forma monomérica
(Cirin et al., 2011; Al-Soufi et al., 2012). No entanto,
as concentragdes selecionadas sdao menores que
as encontradas no meio ambiente (Scott et al. 2000;
Penteado et al., 2006; Frinhani & Carvalho, 2010), e
nossos resultados evidenciam que mesmo em baixas
concentragdes os surfactantes testados foram nocivos
a cianobactéria Planktothrix agardhii CCIBt3125
(Figura 1).

Na figura 1, a comparagéo entre as curvas
de crescimento da cepa, nas diferentes condig¢oes,
mostra que a adi¢cdo de LAS e de LESS ao meio de
cultivo teve efeito inibitério sobre o desenvolvimento
de Planktothrix agardhii, pois no tratamento controle, a
cepa apresentou crescimento exponencial do segundo
ao décimo dia, com taxa maxima de 0,17 (p dia-1),
enquanto que nos tratamentos com os surfactantes
nado foi observada taxa de crescimento. Ainda em
comparagao com o controle, no décimo dia, o LAS e 0
LESS ocasionaram redugao na densidade de tricomas
de 69% e 70%, e no décimo sexto dia, de 88% e 90%,
respectivamente (Figura 1), ndo havendo diferenga
significativa entre os surfactantes.

Os valores de pH apés a adicdo de LESS e de
LAS ao Meio BG-11 (Tabela 1) estéo proximos ao valor
do meio BG-11, ou seja, sao levemente alcalinos e,
portanto adequados ao desenvolvimento de P. agardhii
(Hossain et al., 2012; Bittencourt-Oliveira et al., 2012).
Por outro lado, os valores de condutividade elétrica
apos a adicdo de LESS e de LAS ao meio BG-11 foram
cerca de duas vezes maiores que o controle (Tabela 1).
De acordo com Santos & Sant’Anna (2010), P. agardhii
foi encontrada apenas em lagoas com amplitude de
condutividade de 716 a 2.110 uS.cm-1, o que indica
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Figura 1. Curvas de crescimento de Planktothrix agardhii CCIBt3125 (tricomas. mL-1) obtidas na condigéo controle (meio BG-11) e para

os tratamentos com os tensoativos anidnicos LAS e LESS.

que a condutividade elevada pode ser um fator limi-
tante ao crescimento desta espécie.

A inibicdo do crescimento de cianobactérias
causada por surfactantes ja havia sido observada,
dentre outras cianobactérias e algas (Lewis, 1990)
- em Gloecapsa (T6ézum-Calgan & Atay-Glneyman,
1994), em Synechococcus elongatus (Lima, 2010), e
em Microcystis aeruginosa (Lima & Etchegaray, 2011),
porém nao em Planktothrix, e foi considerada resul-
tado da interacao destas substancias com proteinas,
lipideos e membranas destes organismos, inibindo
ou alterando suas fungdes (Lewis, 1990; Yan et al.
1998). Adesnaturagéo de proteinas da parede celular
poderia ocasionar a alteragao da permeabilidade aos
nutrientes ou a lise celular, levando a diminuicdo dos
tricomas (Lewis, 1990). Outra ag&o atribuida aos sur-
factantes é a capacidade de dissociagdo do complexo
pigmento-proteina, observada em algas e em plantas,
o que diminui a fotossintese, e, consequentemente,
o desenvolvimento dos organismos (Reunova &
Ayzdaycher, 2003; Branislav et al., 2010).

Entretanto, em nosso experimento, além desse,
outros efeitos adversos foram observados: um deles

foi a descoloragcédo dos pigmentos (Figura 2) pro-
vavelmente resultante da dissociacdo do complexo
pigmento-proteina (Branislav et al., 2010; Reunova
& Ayzdaycher, 2003). E o outro foi a perda dos aeré-
topos (Figura 2) importante alteragdo morfoldgica
ainda nao relatada para cianobactérias. Com a perda
dos aerotopos, a cianobactéria torna-se incapaz de
regular a flutuagédo na coluna d’agua, e consequente-
mente sedimenta, o que aumenta o efeito negativo
dos surfactantes testados sobre o desenvolvimento
deste organismo.

Nossos resultados condizem com os obser-
vados para as outras espécies de cianobactérias
(Tézim-Calgan & Atay-Glneyman, 1994; Lima, 2010
e 2011) e acrescentam novos dados ao conjunto
de informagdes existentes sobre os efeitos dos sur-
factantes sobre esses organismos. Desta maneira ha
necessidade de maior controle na destinagéo de eflu-
entes contendo detergentes devido aos seus efeitos
negativos sobre a biota aquatica e consequentemente
sobre a qualidade ecolégica das aguas.

Tabela 1: Condutividade elétrica e potencial hidrogeniénico dos tratamentos.

Meio BG-11 BG-11+ BG-11 +
Controle LAS LESS
Condutividade (us.cm™) 2.270 3.730 4.210
pH 7,5 7,3 7,6
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Figura 2: Aspecto dos tricomas de Plaktothrix agardhii CCIBt3125 na condigao controle BG-11 (a-d) e nos tratamentos com os tensoativos
anidnicos LAS (e-h) e LESS (i-) durante 16 dias de cultivo. Escalas = 10 ym.
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