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INFERENCIA DE PIGMENTOS FITOPLANCTONICOS OPTICAMENTE
ATIVOS PARA O ESTUDO DA OCORRENCIA DE CIANOBACTERIAS

Lucas Vieira da Silva, Rejane Ennes Cicerelli e Maria de Lourdes Bueno Trindade Galo
RESUMO

O florescimento das cianobactérias devido a eutrofizacdo potencializada pela acdo humana
tem sido um grave problema. A regulamentacdo para o monitoramento desses organismos encontra-
se defasada frente as novas tecnologias que estdo surgindo. A fim de subsidiar alteracdes em tal
legislacdo, este estudo pretende avaliar o comportamento do pigmento ficocianina, que € altamente
associado as cianobactérias e demonstrar sua importancia como parametro para o monitoramento da
qualidade da 4gua. Sendo assim, foi realizado, em um trecho do reservatorio de Nova
Avanhandava, Sdo Paulo, a coleta de dados de clorofila-a e ficocianina por meio de fluorometria in
vivo aliada a criacdo de modelos de superficie gerados pela estimagao geoestatistica, krigagem. Tal
analise indica baixa correlacdo espacial entre os pigmentos (R*=-0,2), constatando a insuficiéncia

da clorofila-a como indicador do florescimento de cianobactérias.

Palavras-chave: Clorofila-a, Ficocianina, Krigagem, Reservatorio.

INFERENCE OF PHYTOPLANKTON PIGMENTS OPTICALLY ACTIVE FOR
THE STUDY OF THE CYANOBACTERIA OCCURRENCE

ABSTRACT

The cyanobacterial bloom due the eutrophication enhanced by human action has been
serious problem. The legislation for the monitoring of these organisms is outdated front of the new
technologies that are emerging. In order to support changes in such regulation, this study aims to
evaluate the behavior of phycocyanin pigment, which is highly associated with cyanobacteria, and
demonstrate its importance as parameter for the water quality monitoring. Therefore, it was
analyzed the concentration of chlorophyll-a and phycocyanin in a section of the Nova Avanhandava
reservoir, Sdo Paulo, by fluorometry in vivo combined with the creation of surface models
generated by geostatistical estimation, kriging. These analyses found no spatial correlation between
pigments (R?= -0.2), showing the insufficiency of chlorophyll-a as indicator of cyanobacterial

bloom.

Key-words: Chlorophyll-a, Phycocyanin, Kriging, Reservoir.



INTRODUCAO

Atualmente, um dos  maiores
problemas ambientais tem sido a eutrofizacdo
— aporte de nutrientes em corpos de 4gua,
sejam eles ocednicos ou continentais
(TUNDISI, 2011). O efeito disso é o aumento
da produtividade de algas e plantas, um
fendmeno que ocorre naturalmente, mas que

estd sendo potencializado pela acdo humana

(ANDERSON et al. 2002).

A eutrofizacdo antropogénica ou
cultural ocorre por meio do despejo de esgoto
urbano, descarte de residuos industriais,
refugo de abatedouros e drenagem de
fertilizantes da  agricultura. Entre as
consequéncias desse evento estdo: reducdo do
oxigénio dissolvido, aumento da turbidez,
producdio de toxinas e  substancias
carcinogénicas, perda de biodiversidade e
geracdo de odores e sabores desagradiveis.
(ESTEVES 1998; CHORUS & BARTRAM,
1999; TUNDISI, 2011). Trata-se nao s6 de

um problema ambiental, mas também de

saude publica.

Algas ou planctons sdo termos
genéricos para representar uma miriade de
organismos que flutuam livremente na agua
(REYNOLDS, 1984). Dentre toda a
diversidade de organismos que essa
nomenclatura representa, um grupo tem
recebido especial atencdo, as cianobactérias.
Isso porque sdo mais  prejudiciais,
responsaveis pelos problemas ji citados, e

mais adaptaveis que as demais algas. Elas sdo

menos dependentes de oxigénio, podendo
algumas espécies funcionar até mesmo como
anaerobicas  facultativamente.  Algumas
cianobactérias podem suportar condigdes
extremas de salinidade, pH e temperatura.
Podem se movimentar na coluna de 4gua para
adquirir condigdes mais favordveis por meio
dos vacuolos de gias. Também reduzem o
oxigénio dissolvido, o que prejudica o
crescimento das outras algas e ainda sdo

capazes de fixar o nitrogénio atmosférico

(ESTEVES 1998; LEE, 2008; CAREY 2012).

Para a avaliacdo do florescimento de
algas, a resolucdo CONAMA 357 de 2005,
principal  instrumento  legal  brasileiro
referente a qualidade da dgua, estabelece dois
parametros: o  pigmento  fluorescente
clorofila-a e a contagem de cianobactérias.
Este segundo parametro € utilizado somente
se constatado valores preocupantes de
clorofila-a. Essa estrutura esti presente em
praticamente todas as algas fotoautotréficas,
incluindo as cianobactérias. Entretanto, além
da clorofila-a, as cianobactérias possuem seus
pigmentos proprios, as ficobiliproteinas, na

qual o tipo mais comum ¢ a ficocianina.

Esses pigmentos fluorescentes sdo
moléculas que compde os receptores de luz
que iniciam o processo da fotossintese. Cada
tipo de pigmento apresenta absor¢dao e
emissdo de luz em comprimentos de onda
especificos (LEE & CARDER, 2004). A
ficocianina apresenta alta absor¢cdo da
radiacdo

eletromagnética  préximo  ao

comprimento de onda de 620 nm e emissao



em 650 nm, enquanto a clorofila-a possui dois

picos de  absor¢cdo  referentes  aos
comprimentos de onda do azul e do vermelho:
um préxima a 433 nm e outro préximo a 686
nm respectivamente ¢ emitem proximo a 685
nm  (RICHARDSON, 1996; MOBLEY,

2005; SEPPALA, 2009).

A clorofila-a pode ser um parametro
eficiente para indicacdo da situacdo
fitoplanctonica, porém ndo permite a
descriminacdo dos grupos taxonOmicos, tal
como as cianobactérias. Além disso as algas
podem apresentar alta variacdo espacial e
temporal, o que demanda amostragens
frequentes e minuciosas da area de estudo,
algo dificil pelos meios atualmente utilizados
(BORMANS et al., 2005), pois a analise de
clorofila-a tem ocorrido por meio da coleta de
agua e extracdo em laboratério, um método
demorado e que exige profissionais
extremamente capacitados, assim como a
contagem de cianobactérias (CALIJURI et al.
2006).

Embora a ficocianina seja importante
para a detec¢do das cianobactérias ainda ndo é
amplamente  utilizada. A partir da
fluorometria in vivo e da geoestatistica
pretendeu-se analisar  os pigmentos
ficocianina e clorofila-a em um reservatorio
de Sao Paulo. Sendo assim, o objetivo foi
demonstrar a importancia da utilizacdo do
pigmento ficocianina como um parametro
adicional de avaliacdo da qualidade da agua
bem como a importancia de novas tecnologias

para o monitoramento da qualidade da agua.

MATERIAL E METODOS
AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado no reservatdrio
da usina hidrelétrica de Nova Avanhandava
(21°13'36.5"S 49°58'54.2"W), localizado no
baixo Tieté, municipio de Buritama-SP. A
regido apresenta clima tropical chuvoso. O
reservatorio cobre uma area de 210 km?2, conta
com um volume de 2.830 x 106 m3 e estd em
funcionamento desde 1982 (AES TIETE,
2015).

A coleta foi feita no dia 13 de
setembro de 2013, periodo de seca, por volta
do meio-dia, por Cicerelli (2013), na qual
escolheu a area devido o conhecimento prévio
da incidéncia de fitoplancton, descrito por
Watanabe (2013), e também por questdes de
logistica e acessibilidade. Para representacdo
e andlise da area onde foram coletadas as
amostras, utilizou-se uma imagem RapidEye
de fevereiro de 2011, gentilmente cedida pela
empresa Santiago e Cintra, com resolucdo
espacial de 5 metros, em composi¢ao colorida
formada pelas bandas 3, 2 e 1 referentes as
cores vermelha, verde e azul respectivamente,

Figura 1.

Esta presente, ao longo do curso do
Rio Tieté, uma série de represamentos, que
ddo origem a ambientes lénticos. Aliado a
isso, a bacia do Rio Tieté tem sido altamente
antropizada, sofrendo com processos erosivos
devido a perda de vegetacdo nativa, inclusive
as matas riparias. A 4rea é cercada pela

agricultura extensiva, mais precisamente de



cana-de-acucar, e também por industrias. Tais
atividades em conjunto com a deposi¢do de

esgoto urbano geram um grave problema de

eutrofizacdo (REPEA, 2005 apud
CICERELLLI, 2013).

| Trecho do Reservatorio
| de Nova Avanhandava - SP

Projecdo: UTM
Datum: SAD 69
Imagem: Repid-eye
Bandas: R(3), G(2), B(1)
Resp: Lucas Vieira
Fevereiro de 2011

Localizacio Brasil

e

Sio Paulo g;(

Legenda

*  pontos de coleta

[ ] rea de infiuéncia

Figura 1: Delimitacio da area de estudo baseado nos dados e na metodologia de interpolacao

utilizada. Os pontos sdao referentes as amostras utilizadas no estudo.

DELINEAMENTO AMOSTRAL

As amostras foram obtidas de forma
sistematica alinhada ao longo de uma
trajetoria de barco de 10Km. No total foram
adquiridas 978 amostras simultineas de
clorofila-a e ficocianina, das quais algumas
apresentaram problemas na deteccdo das
concentracdes de um e/ou outro pigmento.
Devido a isso, foi possivel a utilizagdo de
apenas 416 pontos adequadas para ambos os
pigmentos. Destes, 20 foram retirados
aleatoriamente para posterior validacdo das
superficies geradas. Os elementos amostrais

podem ser visualizados na figura 1.

Para se estabelecer as concentragdes

dos pigmentos recorreu-se a técnica de

fluorometria in vivo com 0s equipamentos
cedidos pelas Faculdades de Ciéncias
Agrondmicas e Ciéncias Tecnoldgicas da
Unesp de Botucatu-SP: um fluor6metro
Turner 10-AU-005-CE, para a andlise de
clorofila-a; e um fluordometro Chelsea Unilux,

para ficocianina.

Os pigmentos fluorescentes sdo
detectados a partir da resposta espectral que
apresentam ao receberem um feixe de luz. O
aparelhos apresentam  sensores  Opticos
capazes de detectar a absorcdo em 440nm e
emissdo em 680nm para clorofila-a e
absorcio em 610nm e emissdo em 685nm
para ficocianina (TURNER DESIGNS, 2004;
Unilux, 2009).



A andlise foi feita a uma profundidade
de 20 cm a fim de se evitar a interferéncia das
bolhas de ar geradas pelo movimento do
barco. O fluordmetro Turner 10-AU-005-CE
faz a leitura das concentragdes dos pigmentos
em valores relativos, sendo necessario
converté-los para valores absolutos. Para isso,
realizou-se uma curva de regressdo a partir
das concentragdes de clorofila-a, extraidas em
laboratdrio pela técnica de espectrofotometria
(GOTERMAN, 1978), de 10 amostras de
agua coletadas em pontos diferentes. Os
dados foram registrados em valores absolutos
em pg/L.

N

Simultaneamente a coleta dos dados
de fluorescéncia, foram adquiridas, com
receptor GNSS L1, as coordenadas
geograficas, que foram posteriormente
integradas por meio do software Windmill 7.
Isso devido a necessidade dos dados estarem
georreferenciados para criagdo do modelo de

superficie.

Os processos de interpolagdo e
inferéncia geoestatistica apresentam maior
erro conforme a superficie gerada se afasta
das amostras, a fim de se excluir as areas com
maior erro associado, foi feito um buffer de
300 metros ao longo do transecto e também
delimitado as margens do reservatério com a

utilizacdo do software ArcGIS.
ANALISE GEOESTATISTICA

Inicialmente foram realizadas algumas
analises  estatisticas basicas, como a

correlacdo de Pearson, que se di pela razdo

entre a covariancia dos pigmentos e a raiz do
produto de suas variancias, equacao 1:
RZ = cov(X,Y)
Jvar(X) var(Y)

(1)

Para a criacio dos modelos de
superficie, os valores desconhecidos foram
estimados por meio da geoestatistica a partir
da técnica de krigagem ordinaria (MITAS &
MITASOVA, 1999), pelo software ArcGIS,
equacdo 2, na qual Zko (Xo) € uma funcdo
aleatdria dos valores a serem estimados, nessa
operacdo realiza-se o somatdrio de Z(xi),
médias conhecidas, associada a 4;, que sdo os
pesos associados aos n dados. Tal método se
diferencia das estimativas tradicionais por
apresentar menor variancia associada ao valor
estimado e uma predi¢do menos tendenciosa
(YAMAMOTO e LANDIM, 2013). Outros
métodos de interpolacdo foram testados, mas

o Kriging foi o que respondeu melhor.
n
Zko(xo) = ZAiZ (x:)
i=1

2)

Para a escolha da melhor técnica de
krigagem, € necessario uma analise
exploratéria dos dados (CAMARA, 2004).
Tanto  para clorofila-a  quanto  para
ficocianina, os dados apresentaram uma
distribuicdo assimétrica positiva (assimetria
de 1,536 para ficocianina e 1,514 para
clorofila-a) e de acordo com Yamamoto e

Landim (2013), antes de se aplicar a krigagem



ordinaria, os dados devem ser transformados
para que os poucos valores altos nio afetem
assim a estimativa. No presente estudo,
optou-se pela transformagdo logaritmica,
equacdo 3, que torna a distribuicdo préxima
de uma curva normal e evita a presenca de

valores negativos.
y = In(x)
3)

Parte essencial da geoestatistica € o
célculo dos variogramas experimentais, que €
a variancia do incremento, dado pela equagao
4, em que h € o vetor de distancia e Z(x) é
uma funcio aleatéria. Costuma-se utilizar o
semivariograma que nada mais € que o

variograma (2y) dividido por dois.
Var = [Z (x + h) — Z (x)]
= E{[Z (x + h) — Z(x)]*}
= 2y

“)

A partir do estudo dos variogramas foi
possivel reconhecer a anisotropia geométrica
dos dados, no qual apresentam um unico
patamar e alcances diferentes. Para
ficocianina os variogramas demonstraram
maior continuidade na dire¢do de 18 graus, ja
para clorofila-a h4 maior continuidade em 180
graus. Outro ponto importante a se observar
em um variograma € o comportamento
proximo a origem, no qual os dados em
estudo ndo apresentaram descontinuidade, o
que demonstra que ndo ha a presenca de

efeito pepita.

ApOs a criagdo das superficies, foi
calculado, a partir dos 20 pontos retirados
anteriormente, o Erro Médio Quadratico
(EMQ), equagdao 5, para a validacdo das
superficies estimadas. O EMQ nada mais ¢é
que raiz do somatério do quadrado das
diferencas entre os valores esperados e os
valores observados dividido pelo nimero de

elementos de validacao.

1 n
EMQ = |- ) (xi— %)?
2

n

®)

Com os modelos de superficie criados,
a correlagdo espacial dos dois tipos de
pigmentos foi analisada por meio da

ferramenta Scatter Plot do software ENVL

Os histogramas, curvas de
distribuicao, graficos e mapas do variograma,
assim como outros dados estatisticos que
auxiliaram no desenvolvimento da pesquisa

estdo presentes em anexo.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras coletadas em setembro de
2013 no Reservatério de Nova Avanhandava
demonstraram concentragdes de ficocianina
variando de 0,0014 a 9,95 pg/L, com uma
média de 2,67 e um desvio padrao de 2,08. A
partir disso € possivel deduzir que os dados
apresentaram alta variacdo. A assimetria foi
de 1,536, o que significa uma distribuicao
assimétrica positiva, alguns valores muito
altos distanciando de uma curva normal. Isso

justifica o método de transformacio



logaritmica para realizagdo da krigagem
ordinaria, método conhecido como krigagem
lognormal. Ja a clorofila-a variou de 4,16 a
21,55 pg/L, com uma média de 9,06 e um
desvio padrdo de 2,22. Apesar do intervalo de
distribuicdo maior, os dados se mostraram
concentrados em valores relativamente
baixos, com baixa variagdo. A clorofila-a
apresentou assimetria de 1,514, também

assimétrica positiva.

A criacdo dos modelos foi bem
sucedida, contando com um indice
EMQ=1,329 para ficocianina e EMQ=0,666
para clorofila, que sdo satisfatérios. A
utilizacdo da krigagem com o software
ArcGIS oferece além da precisdo, um
resultado visualmente agradavel, Figuras 2 e
3. Apenas com a simples aplicacio da
correlagdo de Pearson é possivel perceber que
os dois pigmentos ndo sdo correlacionados
(R2=-0,2). Pela visualizagdo dos modelos

criados e do grafico de dispersao, essa leve

correlacao inversa fica evidente.

O gréfico de dispersdao criado pelo
software ENVI nos permite visualizar como
os dados variam. Ha uma concentra¢do dos
valores na area azul clara do gréfico, valores
baixos tanto para ficocianina (entre 2 e 4
pg/L) quanto para clorofila-a (entre 7 e 10
ug/L). Embora nao haja um padrao inverso de
distribuicdo claramente estabelecido, a
correlacdo encontra-se proxima de zero,
sendo possivel observar regides com altas

concentracoes de ficocianina associadas a

baixas concentracoes de clorofila-a e vice-
versa, como demonstrado pelas regides
destacadas pelos circulos a e b nas figuras 2, 3

e 4.

A andlise no reservatério de Nova
Avanhandava nos sugere que a concentragao
de clorofila-a ndo pode ser usada diretamente
como indicador da  presenca de
cianobactérias, o que corrobora com Brient et
al. (2008), em sua andlise realizada em corpos
hidricos do oeste da Franca, onde observou
uma alta correlagdo entre as concentragdes de
ficocianina e a biomassa de cianobactérias e
baixa correlagdo entre clorofila-a e
cianobactérias. A clorofila-a s6 avalia a
presenca de algas como um todo. O contetddo
de pigmentos nas células varia de acordo com
a espécie e também pode variar com a

qualidade e a intensidade de luz recebida

(KORBEE et al., 2005; CHEN et al. 2010).

A baixa correlacdo entre os pigmentos
ou variacdo independente entre eles pode ser
explicada ainda pela diferenciacio na
composi¢do de espécies de acordo com as
condi¢bes ambientais, como a concentracio
de cada nutriente, principalmente fésforo e
nitrogénio, temperatura da agua, estratificacio
do corpo  hidrico, pH e salinidade
(MUTSHINDA et al, 2013; PAERL &
OTTEN, 2013). Ha ainda a complexidade das
interacdes ecoldgicas interespecificas, na qual
as diferentes espécies podem alterar seu
crescimento e consumo de nutrientes

conforme as concentragdes (ZHU et al, 2010).
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Figura 2: Concentracao de Ficocianina. a) picos de ficocianina associado a baixas

concentracoes de clorofila-a.
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Figura 3: Concentracao de Clorofila-a. b) Picos de clorofila-a associados a baixas

concentracoes de ficocianina
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Figura 4: Grafico de dispersao das concentracoes de Ficocianina e Clorofila-a. A) e b)

representam regioes com valores inversos dos pigmentos

Kowalewska et al. (2014), propdem
que a andlise do pigmento ficocianina, pela
facilidade, rapidez e cobertura de grandes
areas seja utilizado de forma a prevenir
grandes florescimentos de cianobactérias.
Bastien et al. (2011), propde, porém, que a
andlise de ficocianina deva ser complementar
a outros pardmetros, como concentragdes de
turbidez,

nutrientes, oxigénio dissolvido,

temperatura, pH e matéria organica.

E importante ressaltar que a coleta foi
realizado no més de setembro, no qual a
presenca de algas € pouco pronunciada.
Mesmo assim € possivel observar, a partir da
ficocianina

inferéncia, concentracdoes de

ultrapassando 10 pg/L,  considerado
alarmante, enquanto a clorofila-a permanece

baixa, distante de 30 pg/L, estando dentro dos

limites aceitdveis segundo  Brient et al.
(2008) e a resolugaio CONAMA 357 de 2005.
Se o estudo tivesse sido realizado em janeiro
ou fevereiro, meses de maior incidéncia de
algas como demonstrado por Cicerelli (2013)
na mesma area de estudo, provavelmente, a
variacdo espacial dos pigmentos fosse ainda

indicando talvez uma

dados.

mais significativa,

correlacdo menor dos

Complementando essa hipdtese, é importante
ressaltar que mesmo em regides tropicais, ha

variacao sazonal da comunidade

fitoplanctonica, com diferentes espécies

dominando o ambiente ao longo do ano

(FIGUEREDO & GIANTI, 2001).

Devido as caracteristicas Opticas dos

7z

pigmentos, € possivel a utilizagdo de

sensoriamento remoto, que vem avangando



rapidamente, tornando a investigacdo do
processo de eutrofizagdo e florescimento de
algas cada vez mais simples. Vincent et al.,
(2004) avalia a detecgdo do florescimento de
cianobactérias por meio de imagens Landsat
TM, porém Kutser (2006) compara diversos
sensores multiespectrais e conclui que apenas
o sensor MERIS, presente no satélite
ENVISAT, seria capaz de detectar a presenga
de cianobactérias. Apesar disso o sensor, que
ja foi desativado em 2012, possuia uma
resolucdo espacial muito baixa (300x300m) e
ndo era capaz de detectar baixas
concentracdes de ficocianina. O ideal seriam
os sensores hiperespectrais. Randolph (2008)
por meio do desenvolvimento de algoritmos
atesta a viabilidade da inferéncia de
cianobactérias a partir da analise dos
pigmentos fluorescentes por sensoriamento
remoto hiperespectral. Mais estudos devem
ser feitos integrando dados de fluorimetria
coletados em campo e por sensoriamento

remoto.
CONCLUSOES

A utilizacdo de fluorometria in vivo
para coleta simultdnea das concentracdes de
ficocianina e clorofila-a foi bem sucedida,
sendo capaz de detectar baixas concentracdes
para ambos pigmentos. A estimacdo de
valores desconhecidos para a criacdo de um
modelo de superficie pela técnica de
krigagem ordindria lognormal também se
mostrou bem sucedida de acordo com os
baixos EMQ encontrados, além de um

resultado visualmente satisfatorio.

A andlise dos dados demonstrou,
assim como era esperado, que 0s pigmentos
ndo sdo espacialmente correlacionados. Sendo
assim a utiliza¢do apenas da clorofila-a pode
gerar resultados enganosos. E possivel que
altas concentracOes de clorofila representem
um alarme falso quanto ao florescimento de
cianobactérias assim como o contrario
também pode ser verdade. Até mesmo porque
de acordo com Brient et al. (2008),
concentracdes acima de 10 pg/LL podem
indicar dominancia de cianobactérias, valores
estes encontrados nos dados de campo.
Enquanto que para clorofila-a, as
concentracdes foram abaixo do que possa ser

considerado um ambiente eutrofizado.

Devido a falhas na leitura de alguns
pontos de coleta tanto para ficocianina como
para clorofila-a, foi necessario a retirada
destes. Dos 978 pontos coletados, apenas 416
foram utilizados, o que torna a amostra menos
robusta. Além dessas lacunas no transecto, a
propria estratégia amostral bem como as
dificuldades relacionadas a locomog¢do no
ambiente podem interferir no sucesso da
inferéncia dos pigmentos e no subsequente
mapeamento das algas. E necessiria a
realizacdo de trabalhos futuros com diferentes
estratégias de coleta e delineamentos
amostrais para aprimoramento além de outras
abordagens  geoestatisticas com  outros

softwares.

Para melhor compreensao  das
especificidades das algas, investigagdes

posteriores podem ser feitas a partir da coleta



e interpolacdo ndo s6 de pigmentos mas
também dos diferentes nutrientes e fatores
ambientais que influenciam no crescimento de
algas. Interessante também seria a utilizacdo

concomitante de sensoriamento remoto.
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Histogramas com assimetria positiva

Clorofila-a
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Anexo 11

Curvas de Distribuicao dos pontos em log
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Gréficos de semivariograma

Clorofila-a
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Anexo III
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Anexo IV

Mapas de semivariograma
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Anexo V

Dados Estatisticos

N 396 396
MEDIA 2,672 9,064
MEDIANA 2,006 8,77

MINIMO 0,0014 4,16
MAXIMO 9,956 21,552
12 QUARTIL 1,33 7,918
32 QUARTIL 3,422 10,053
DES. PADRAO 2,083 2,222
VARIANCIA 4,339 4,937
ASSIMETRIA 1,536 1,514
CURTOSE 4,989 9,663

EMQ 1,329 0,666



