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RESUMO

As cianobactérias sdo responsaveis pela producdo de cianotoxinas que, uma vez
acumuladas, podem causar sérios danos a saide humana e animal. As microcistinas sao
o tipo mais comum de cianotoxinas e sdo promotoras de tumores hepaticos. O objetivo
deste trabalho foi verificar a ocorréncia de cianobactérias e determinar a presenca
da toxina microcistina em amostras de agua do rio Ipojuca no perimetro da cidade de
Caruaru, PE, Brasil. Amostras de agua foram coletadas em cinco pontos estratégicos
deste manancial durante treze meses consecutivos. Para a pesquisa de cianobactérias,
foi utilizado o método de sedimentacdo de Utermdhl para quantificacdo e identificacao
das espécies. Para a pesquisa de microcistina foi utilizada a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). Os resultados mostraram trés géneros produtores de microcistinas
e a presenca desta toxina em 100% das amostras analisadas, confirmando a relevancia do
monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas em aguas de abastecimento publico,
pois assim como o rio Ipojuca, varios mananciais de Pernambuco apresentam floracoes
de cianobactérias que podem ser toxicas. Este trabalho mostrou a importancia do estudo
destes organismos e a deteccao de suas toxinas fornecendo subsidios as agdes preventivas
de vigilancia ambiental em saude.

PALAVRAS-CHAVE: Cianobactéria; Agua; Microcistina; CLAE; Ipojuca

ABSTRACT

Cyanotoxin producing Cyanobacteria can cause serious harm to human and animal health.
Microcystins, the most common type of cyanotoxins, promote liver tumors in men. Thus,
we aimed at verifying the occurrence of cyanobacteria in water samples from the Ipojuca’s
river at the perimeter of Caruaru-PE, Brazil, and determining if the toxin was also present.
Water samples were collected at five strategic points over thirteen consecutive months.
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used to obtain microcystins. The
Utermohl sedimentation method was used to identify and quantify species. This approach
found that the toxin was present in 100% of the samples, and pointed to three genera of
microcystin producers. The river provides the one of the source for public water supply
in the region, confirming the relevance of continuous monitoring of cyanobacteria and
cyanotoxins. As observed in the Ipojuca river, several water sources at Pernambuco also
present recurrent cyanobacterial blooms, which may contain toxin producers. The blooms
occur mainly in the dry season, when water is an invaluable commodity for humans and
life stock. Finally, this study showed the importance of monitoring microcystin to support
preventive actions in environmental and public health surveillance.

KEYWORDS: Cyanobacteria; Water; Microcystin; HPLC; Ipojuca

Vigil. sanit. debate 2016;4(1):27-35 | 27



R

Ramos CPS et al. Cianobactérias e Microcistina em PE

INTRODUCAO

Desde a antiguidade, a agua tem se mostrado um elemento es-
sencial para a sociedade, sendo reconhecida como um dos meios
mais importantes para a manutencao da vida e realizacao de
qualquer atividade desenvolvida pelo ser humano'. Porém, em
decorréncia do crescimento demografico, do uso intensivo da
agua nos processos produtivos e da poluicdo gerada pelas ativi-
dades antropicas, os recursos hidricos tém sofrido transforma-
¢oes no decorrer dos anos?.

Como consequéncia da poluicao, ocorre um fenémeno que causa
uma série de impactos negativos na qualidade da agua conhecido
como eutrofizacao - aumento das concentracoes de nutrientes,
principalmente nitrogénio e fosforo - dos ecossistemas de agua
doce e o comprometimento dos multiplos usos dos recursos hidri-
cos em geral, sendo a causa mais comum de floracoes de ciano-
bactérias nos corpos d’agua utilizados para abastecimento publi-
co podendo representar um sério risco a satde da populacao*>¢.

As floracdes podem interferir no equilibrio dos ecossistemas
aquaticos, pois criam um biofilme superficial que altera a
transparéncia do meio, podendo conduzir a desoxigenacao do
corpo d’agua. Além disso, representam um sério problema para
as estacdes de tratamento de agua, pois podem causar perda
de carga dos filtros e alteragdes organolépticas da agua tra-
tada, conferindo gosto de terra pela producao de compostos
metabolicos tais como geosmina e o 2-metil-isoborneol (MIB)’,
elevando o custo do tratamento de agua, além de produzirem
poderosas toxinas que causam graves injurias a animais terres-
tres, aquaticos e humanos, através da ingestao ou contato com
a agua contaminada.

Denominadas cianotoxinas, essas substancias podem ser produzi-
das em todos os estagios do crescimento da célula e sao libera-
das quando ocorre lise celular®. No meio aquoso, as cianotoxinas
podem persistir por dias ou varias semanas’. As causas da produ-
¢ao nao sao totalmente conhecidas e parecem estar relacionadas
com diferentes variaveis ambientais e funcdo protetora contra
herbivoria®®'. A natureza da formacado e imprevisibilidade de
producao de toxina torna as floracdes extremamente perigosas
para saude publica e para a biota aquatica®'2.

Apesar da existéncia de uma grande variedade de cianotoxinas,
as microcistinas sao as mais frequentemente encontradas em
floragbes de agua. A acdo da microcistina consiste no bloqueio
das fosfatases hepaticas, o que resulta em danos a arquitetura
do figado e, por conseguinte, ocasionando hemorragia, a qual
pode ser letal. Em situacdes de exposicao cronica a baixas doses,
verifica-se uma supressao da apoptose e promocao da divisao
celular, resultando em tumor hepatico e outros' ™.

No Brasil, as péssimas condicdes sanitarias verificadas em
muitas bacias hidrograficas, densamente e desordenadamen-
te ocupadas, resultam na degradacao generalizada dos recur-
sos hidricos™. Muitas floracdes ja foram reportadas em corpos
d’agua brasileiros, inclusive em reservatdrios utilizados para o
consumo humano'®',

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Um exemplo deste panorama é o rio Ipojuca, que representa
3,49% da area total do Estado de Pernambuco. Suas aguas tém
sido empregadas no abastecimento publico de 24 municipios in-
seridos na bacia hidrografica e exercem um papel fundamental
para o desenvolvimento econémico da regido - contemplando o
suporte as atividades tanto industriais quanto agricolas. Entre-
tanto, nenhuma das cidades em questao possui adequado es-
gotamento sanitario, o que acarreta no despejo constante de
uma elevada carga de poluentes, de origem doméstica, agricola
e industrial, nas aguas do rio™. Caruaru, por sua vez, € um dos
quatro maiores municipios banhados pelo rio e destaca-se como
um dos maiores poluidores do mesmo'®.

O primeiro caso comprovado no mundo de morte de pessoas por to-
xina de cianobactéria ocorreu no Brasil em fevereiro de 1996, no
Instituto de Doencas Renais (IDR) de Caruaru, Pernambuco, quando
131 pacientes que faziam tratamento em uma clinica de hemodialise
sofreram intoxicacao hepatica causada por microcistinas. A agua uti-
lizada por essa clinica era proveniente do Acude Tabocas, retirada do
estagio intermediario da estacdo de tratamento da cidade e clorada
num caminhao-pipa, o que provocou a liberacao da toxina por ciano-
bactérias; 76 pacientes morreram no prazo de 20 meses??',

Este fato impulsionou o estudo dos riscos impostos pela ocorrén-
cia de cianobactérias em corpos d’agua utilizados para o abas-
tecimento publico e a criacdo de legislacdo especifica para o
aperfeicoamento do controle da qualidade da agua, incluindo
0 monitoramento de cianotoxinas. O Brasil foi o primeiro pais
a estabelecer tal medida, através da Portaria n° 518/2004 do
Ministério da Salde, atualizada recentemente pela Portaria
n° 2914/2011, tendo 1 pg/L como valor maximo permitido de
microcistinas em aguas destinadas ao abastecimento publico??2.
De acordo com esta Portaria, os 6rgaos publicos federais, estadu-
ais, distritais e municipais tém a responsabilidade de promover e
acompanhar a vigilancia da qualidade da agua®.

De maneira geral, essas aguas sao tratadas antes de serem distri-
buidas para a populacdo, porém, o monitoramento de cianobac-
térias e cianotoxinas ainda é uma pratica pouco comum devido
a falta de mao de obra especializada e de um método pratico
e barato de deteccao. Vale salientar que nenhum estudo desta
natureza foi realizado anteriormente no rio Ipojuca.

Diante de potenciais consequéncias visualizadas pela exposicao
da populacdo as cianobactérias e suas toxinas, principalmente
no ambito da salde publica, observa-se a relevancia do seu mo-
nitoramento nos reservatorios destinados ao abastecimento pu-
blico e de animais, de modo a avaliar a eficacia do atual sistema
de controle de tais toxinas e, se necessario, dar embasamento
para a elaboracéo de politicas que venham a aprimora-lo, visan-
do garantir a seguranca da saide humana.

0 presente estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia das
cianobactérias e determinar a presenca da toxina microcistina
no rio Ipojuca no perimetro de Caruaru, no periodo de novembro
de 2011 a dezembro de 2012.
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MATERIAL E METODO

Coleta e amostragem

A coleta de agua do rio Ipojuca foi realizada em cinco pontos
estratégicos no perimetro que banha o municipio de Carua-
ru. Os pontos foram definidos da seguinte forma: o primeiro
encontra-se na entrada da cidade, caracterizado pela pre-
senca de atividade agricola; o segundo e o terceiro sdo ad-
jacentes a areas industriais; o quarto esta na proximidade
de locais onde se verifica despejo de dejetos humanos; e o
quinto ponto refere-se a porcao do rio que passa pela saida
de Caruaru (Figura 1).

A amostragem foi realizada mediante a coleta de 1 L de agua
para cada ponto, sendo 500 mL destinados a contagem de
cianobactérias e 500 mL para a analise de microcistinas,
a uma profundidade de aproximadamente 15 a 20 cm da su-
perficie. Para a pesquisa de cianobactérias, a coleta foi rea-
lizada em recipientes de polietileno de 250 mL contendo 25
mL de solucao de formalina a 20%, com concentracao final de
2%, e em frascos de polietileno de 250 mL contendo 2,5 mL
de solucao de lugol, com concentracao final de 1%. Para a
analise de microcistinas, foram coletados 500 mL de amostra
e, em seguida, adicionados acido cloridrico PA (1 mL do acido
para cada 250 mL da amostra) e mantidas ao abrigo da luz,
sob refrigeracao.

A coleta e analise das amostras de agua do rio Ipojuca foram
realizadas no periodo de novembro de 2011 a dezembro de 2012.
Esse periodo foi subdividido em dois, seco e chuvoso, possibili-
tando assim uma analise comparativa entre cianobactérias, tem-
peratura, periodo do ano e presenca de microcistinas. O periodo
seco compreendeu os meses de novembro 2011 a abril de 2012.
0 periodo chuvoso, por sua vez, compreendeu os meses de maio
a outubro de 2012. As amostras de agua foram analisadas no La-
boratério Central de Saide Publica de Pernambuco Dr. Milton
Bezerra Sobral (LACEN-PE).
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Identificacdo e contagem de cianobactérias

0 método de sedimentacdo empregado foi o descrito por
Utermohl (1958)%. Para as analises quantitativas, as amostras
fixadas com lugol foram sedimentadas em cubetas de Utermohl
de 5 mL por um periodo de 24 horas.

A contagem das cianobactérias foi realizada com o auxilio do
reticulo de Whipple, utilizando microscopio invertido com con-
traste de fase na objetiva de 40X. Apos a contagem, foi reali-
zado o calculo do total de individuos de cada espécie, a partir
da multiplicacdo da respectiva média de células pelo fator (F)
de conversao do numero de células contadas de acordo com a
norma CETESB (2005)%. Os resultados foram expressos em nu-
mero de células de cianobactérias por mililitro. O fator (F) é
calculado dividindo-se a area do fundo da cubeta de Utermohl
pela area examinada e, esse resultado, pelo volume da amostra
na cadmara.

Para a identificacdo das espécies, as amostras contendo formol
foram homogeneizadas e colocadas em dois tubos de 50 mL,
de fundo conico. Em seguida, os tubos foram centrifugados por
20 minutos a 2.500 rpm, o sobrenadante foi retirado de cada
tubo até o limite conico, com o auxilio de uma pipeta Pasteur.
Com o concentrado residual dos tubos foram feitas trés lami-
nas para serem observadas em microscopio 6tico. Os organismos
foram identificados através de chaves de identificacdo segundo
Komarek e Anagnostidis (1989; 2005)%%’. O critério utilizado para
avaliar os valores maximos permitidos (VMP) para as densidades
celulares de cianobactérias em aguas de mananciais destinadas
ao abastecimento pUblico é o preconizado pela RDC n° 357/2005
do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA, sendo este
limite de 50.000 cel.mL"'" de cianobactérias?.

Extracdo da toxina microcistina

Amostras de 500 mL coletadas nos 5 pontos do rio Ipojuca fo-
ram enviadas ao laboratorio de cianotoxinas do LACEN-PE para
analise de microcistinas. As amostras foram submetidas a um
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Figura 1. Localizacao dos pontos de amostragem (P1 a P5) no perimetro do rio Ipojuca em Caruaru-PE.
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processo de filtracao para extracao das fracoes intracelular e
extracelular da microcistina de acordo com a metodologia de-
senvolvida por Krishnamurthy et al. (1986)%. Para tanto, 100 mL
de cada amostra foram submetidos ao sistema de filtracdo a va-
cuo Millipore®, utilizando filtros de fibra de vidro com malha de
0,47 pym de didmetro. A extracdo da microcistina livre foi reali-
zada utilizando-se um cartucho do tipo C,, (octadecil) de extra-
cao em fase solida (SPE), em sistema Manifold®. A velocidade de
fluxo foi padronizada em 1 mL.min"". Este procedimento permite
que o analito de interesse seja extraido através da aplicacdo de
um pequeno vacuo e emprega 5 etapas: ativacdo do sorvente
com 10 mL de metanol (MeOH) 100% para deixar os sitios ativos
disponiveis; condicionamento do sorvente com 10 mL de agua
MilliQ®; introducao da amostra, etapa que ocorre a retencao do
analito e, as vezes, de alguns interferentes; limpeza da coluna
com 10 mL de MeOH 20% para retirar os interferentes menos reti-
dos que o analito; eluicao e coleta do analito em 10 mL de MeOH
90% contendo 0,1% de acido trifluoracético (TFA).

Depois desse procedimento as amostras foram secas em eva-
porador rotativo a 57°C, 50 rpm e, em seguida, ressuspendidas
em 1 mL de MeOH 20% grau HPLC e filtradas em filtros Millex
LCR com membrana PTFE modificada de 0,45 pm e 13 mm para
entdo serem injetadas no cromatdgrafo. Estes extratos concen-
trados ficaram conservados em freezer -20°C até o momento da
analise cromatografica.

Para a extracao da microcistina intracelular, os filtros conten-
do o séston resultante da filtracao inicial foram colocados em
um bécker de vidro de 100 mL contendo 10 mL de MeOH 75%
e deixados por uma hora no banho de ultrassom para que hou-
vesse o rompimento da membrana nuclear e consequentemente
liberacao da toxina. Em seguida, o material foi centrifugado por
10 minutos a 21000 rpm e o sobrenadante separado para analise.
Este mesmo procedimento foi realizado trés vezes seguidas para
que nao houvesse perda alguma do analito. Ao final do processo,
os sobrenadantes das trés extracées foram colocados em um Uni-
co bécker, homogeneizado, transferido para um baldo de fundo
chato com tampa esmerilhada e secado em evaporador rotativo
a 57°C, a 50 rpm até que o MeOH evaporasse completamente.
Em seguida, o material foi ressuspendido em 10 mL de MeOH a
20%. Sob as mesmas condicoes consideradas para a extracao da
microcistina extracelular, a amostra foi submetida a extragcao em
fase solida utilizando-se um Manifold®. Posteriormente, as amos-
tras foram secas em rotavapor nas mesmas condicdes anteriores,
ressuspendidas em 1 mL de MeOH 20% grau HPLC e filtradas em
filtros Millex LCR com membrana de PTFE modificada de 0,45 pm
e 13 mm para entdo serem injetadas no cromatografo®. Os ex-
tratos concentrados ficaram armazenados em freezer a -20°C até
o momento da analise cromatografica.

Andlise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As determinagdes analiticas de microcistina foram feitas no La-
boratério de Processos e Produtos Biotecnologicos da Universi-
dade de Pernambuco e baseou-se na metodologia desenvolvida
por Spoof et al. (2010)*'. Foi utilizado um cromatdgrafo liqui-
do de alta eficiéncia da Agilent série 1200 equipado com um
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detector de arranjo de diodos (DAD) e software Chemstation for
LC 3D systems. Foi utilizada uma coluna Phenomenex C,, fase
reversa Synergi Fusion RP-10 (50 mm x 2,0 mm x 2,5 pm) acom-
panhada de pré-coluna e mantida a uma temperatura de 60°C.
A fase movel foi constituida por agua ultrapura Milli-Q e aceto-
nitrila grau HPLC ambos contendo 0,05% de TFA. A acetonitrila
foi previamente filtrada em membrana de polipropileno hidrofi-
lica de 0,22 pm. A separacao cromatografica foi feita com uma
taxa de fluxo de 1 mL.min", usando um gradiente de eluicdo
que comecou com 20% de acetonitrila, aumentando até 70% ao
fim de 4 min, seguido de uma diminuicao até os 20% aos 5 min
e se mantendo constante até o final dos 7 min. O volume inje-
tado foi de 20 pL. As microcistinas foram detectadas devido a
sua capacidade de absorvancia no ultravermelho aos 238 nm3.
A presenca de microcistinas nas amostras ambientais foi deter-
minada a partir da comparacao com o tempo de retencao de
um padrdo cromatografico de microcistina-LR da Alexis® (Alexis
Corporation-Lausen, Switzerland).

Processamento e andlise dos dados

Os dados foram processados e analisados no programa Excel 2007
(Microsoft Office®). Para as cianobactérias, foram calculados o
nimero de células por mL e a frequéncia de ocorréncia de cada
espécie nas amostras analisadas. Para a analise da microcistina,
foi construida a equacéo da reta sendo possivel inferir sobre a
concentracao de microcistina presente em cada uma das amos-
tras, através da interpolacédo das leituras das amostras na curva
de calibracao. Todos os resultados foram relacionados com os
pontos de origem das amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A eutrofizacdo é um dos fatores responsaveis pela degradacao
da qualidade das aguas, reconhecida como um problema da po-
luicdo desde meados do século XX*. No rio Ipojuca, tais circuns-
tancias foram observadas com a ocorréncia de floracdes durante
todo o periodo de estudo. Foram realizadas amostragens em
triplicata entre os meses de novembro de 2011 a dezembro de
2012, sendo detectada a presenca de cianobactérias produtoras
de toxinas durante todo o periodo com quantidades acima de
20.000 cel.mL", condicao suficiente para que seja recomenda-
da a analise de microcistinas segundo preconizado pela Portaria
n° 2914/2011 do Ministério da Saude?.

A contagem das cianobactérias presentes nas amostras analisadas
apresentou um comportamento diferente em relacao aos pontos
de coleta entre os periodos seco e chuvoso, ocorrendo uma queda
na concentracao de cianobactérias neste ultimo periodo (Tabela 1).
De acordo com Fonseca et al. (2010)*, a maioria das cianobacté-
rias tem maior taxa de crescimento em temperaturas superiores
a 25°C, sendo que temperaturas entre 18 e 25°C ajudam na pro-
ducdo de cianotoxinas, enquanto temperaturas abaixo de 10°C e
acima de 30°C diminuem sua producao. A diminuicao do nimero de
células/mL pode ser explicada pela diminuicdo da temperatura no
decorrer das coletas, com consequente baixa na taxa de reprodu-
cao das cianobactérias. O mesmo ocorreu no estudo de Vasconcelos
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e Cerqueira (2001)*, Badylak e Phlips (2004)%*, Silva et al. (2013)%,
nos quais se percebeu uma diminuicao no fator de multiplicacao
celular das cianobactérias em ambientes mais frios.

Outro fator que pode justificar a queda na concentracao de ciano-
bactérias é a diluicdo dos nutrientes devido as precipitacées plu-
viais que ocorrem nesse periodo resultando no declinio das den-
sidades, como mostrado nos trabalhos de Fonseca et al. (2010)%,
Silva et al. (2013)%. Moura et al. (2007) observaram diferencas
na concentracédo do nitrogénio total e do fosforo entre a estacao
seca e a chuvosa estudando outro rio de Pernambuco®. O nitro-
génio total diminuiu no verdo e aumentou no inverno, enquanto
o fosforo total aumentou no verado e diminuiu no inverno. Segun-
do os autores, essa situacdo aponta para um possivel transporte
pluvial e carreamento de terra com material nitrogenado para
dentro do rio e para um possivel impacto da temperatura da
agua no ciclo do fosforo, durante o periodo seco.

No periodo seco, houve um aumento significativo no valor total
de cianobactérias, alcancando o valor maximo de concentracdo
em cel/mL. Esse fato é explicado pelo aumento da temperatura
e ao aquecimento da producéo téxtil, que encontra nos meses de
outubro a dezembro, seus maiores indices de demanda, devido
as datas festivas de passagem de ano.

Com relacao a analise entre os diferentes pontos de uma mesma
coleta, o indice mais baixo de concentracéo celular por ponto foi
encontrado no ponto 1, provavelmente pelo fato de se encontrar no
inicio de Caruaru, onde o rio ainda nao recebe cargas muito altas
de dejetos, sendo assim o ambiente menos eutrofizado. O ponto 2,
situado proximo a areas de dejetos humanos, se mostrou bastante
eutrofizado. Entretanto, neste local, a correnteza é mais forte e ha
um alargamento do rio dificultando o estabelecimento das colonias
na superficie da agua. Em contrapartida, no ponto 3, que apresenta
baixo volume de agua e baixa correnteza, foi encontrado altos indi-
ces de concentracao de cianobactérias. Foi também onde ocorreu a
maior descarga de produtos industriais.

Fato semelhante foi evidenciado no trabalho de Vasconcelos e Cer-
queira (2001), porém, nos resultados de seu trabalho, a maior con-
centracéo encontrada foi inferior a do presente estudo (6.000 cels/mL
contra 200.000 cels/mL)®. Essa diferenca reflete aspectos das sau-
des plblica e ambiental da regido agreste pernambucana, além de
fatores socioculturais que agravam ainda mais a situacao de desca-
so com os recursos hidricos. Nos pontos 4 e 5, o volume de agua é
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consideravelmente maior, diluindo os residuos industriais e humanos,
com consequente baixa nas concentracoes em relacao ao ponto 3.

As cianobactérias predominantes foram a Synechocystis
aquatilis e o Synechococcus spp., sendo encontrados em to-
dos os pontos de coleta tanto no periodo seco como no chu-
voso. As espécies Planktothrix isothrix, Merismopedia spp,
Geitlerinema amphibium se estabeleceram na estacao seca.
A espécie Synechococcus sigmoideus esteve presente apenas no
ponto 5 em ambas as estacoes. As espécies Planktothrix agar-
dhii, Synechocystis aquatilis e Geitlerinema amphibium sao pro-
dutoras da microcistina-LR e estavam presentes nos pontos de
maior eutrofizacdo (pontos 2 e 3). Este registro € uma prova do
alto estagio de eutrofizacdo do rio Ipojuca. Soares et al. (2013)
sugerem que a alta flexibilidade destes taxons em se adaptar as
mudancas ambientais sazonais podem ter promovido uma vanta-
gem adicional para o aumento de blooms persistentes, particu-
larmente nas regiodes tropicais®®. Estudos em reservatorios eutrd-
ficos tropicais registraram a ocorréncia de floracdes de multiplas
espécies de algas formado por cianobactérias potencialmente
toxicas*>*!, principalmente no nordeste do Brasil, onde a densi-
dade destes micro-organismos sdo uma caracteristica recorrente
em reservatorios de abastecimento pUblico3®4243.44,

Com relacao a analise das microcistinas das amostras analisadas,
os cromatogramas do padrao de microcistina-LR (Figura 2) apre-
sentaram um tempo de retencdao médio de 4,74 min, com um
desvio padrao de + 0,14. Este valor foi menor que o encontrado
no estudo de Sanches et al. (2007)" e Kuroda et al. (2007)%, em
decorréncia da mudanca da coluna empregada bem como das
condi¢bes cromatograficas. O valor obtido por este estudo tam-
bém diferiu do reportado por Spoof et al. (2010)*', sendo supe-
rior, apesar das variaveis anteriormente citadas serem idénticas
no estudo destes e na presente pesquisa, isto pode ser justifica-
do pelo emprego de padrao de marca distinta.

Todas as amostras consideradas neste estudo apresentaram um
pico no intervalo supracitado comprovando que o rio Ipojuca,
no perimetro de Caruaru, apresenta floracdes de cianobactérias
produtoras da toxina microcistina.

A presenca das referidas floracées e, por conseguinte, da mi-
crocistina no rio Ipojuca é condizente com a literatura, uma
vez que Muller et al. (2009) ressaltam que ambientes aquaticos
lénticos continentais de clima tropical onde as temperaturas

Tabela 1. Distribuicao média de cianobactérias (cel/mL) nos diferentes pontos de coleta.

Estacado Seca (Novembro-Abril)

Estacdo Chuvosa (Maio-Outubro)

Ponto1 Ponto2 Ponto3 Ponto4 Ponto5 Ponto1 Ponto2 Ponto3 Ponto4 Ponto5
Planktothrix agardhii - 94.298 654.235  231.264  327.117 232.279  410.799  209.964  161.276
Planktothrix isothrix - 18.257 12.678 -
Geitlerinema amphibium - 1.930 2.672 - - -
Merismopedia spp. 8.725 5.235 - - -
Synechocystis aquatilis 32.446 40.606 32.147 44.302 36.618 26.503 18.159 33.701 20.842 13.905
Synechococcus sigmoideus - - 2.235 - - - - 4.449
Synechococcus spp. 17.450 17.602 14.887 13.645 14.641 26.470 20.580 18.159 15.181 9.881
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Figura 2. Cromatograma da amostra de microcistina-LR. Coluna C18 RF Sinergi, deteccao da absorbancia em 238 nm, velocidade de injecéo de 1 mL/min,

temperatura de 60°C.

sdo elevadas parecem estimular seu desenvolvimento®. Além
disso, deve-se levar em consideracao que o intenso despejo de
dejetos neste ambiente aquatico associado ao arraste da ma-
téria organica consequente a acao das chuvas, fatores também
considerados por Brandao e Domingos (2006), provavelmente
contribuiram para um aumento da intensidade da eutrofizacao®.
Este fendmeno, por sua vez, também consiste num fator que
favorece a existéncia das toxinas, corroborando com as argu-
mentacdes de Tonietto (2009)%, Almeida et al. (2006)* e Kamo-
gae et al. (2007)%. Outras explicacdes para a ampla ocorréncia
das referidas floracées aquaticas incluem: (1) pH elevado e CO2
diminuido; (2) interacao entre a atenuacéo da luz e estabilidade
da coluna de agua; (3) tolerancia a baixas concentracdes de 02
e baixo potencial redox afetando a disponibilidade de enxofre,
ferro e outros metais; e (4) resisténcia das colonias®'.

De maneira geral, a concentracao de microcistina intracelular
foi maior que a extracelular (Tabela 2). Isto pode ser explica-
do pelo fato das cianobactérias liberarem a toxina para o meio
apenas quando ocorre a lise das células por senescéncia, uso
de algicidas®® ou para se protegerem contra a herbivoria pelo
zooplancton®. Comparando-se os pontos 1, 2 e 3, na estacdo
seca, verificou-se uma nitida elevacao da microcistina intracelu-
lar. Destes, o ponto 2 foi 0 que apresentou maior concentracao
de microcistina extracelular. Isto pode ser explicado, pois, na
estacdo seca, ha uma maior probabilidade de aparecimento de
cianobactérias, uma vez que, na Regidao Nordeste, os mananciais
em geral ficam com volume de agua reduzido aumentando assim
o acimulo de nutrientes, favorecendo o aparecimento de flora-
coes e consequentemente a presenca de cepas toxicas.

Além disso, a estacdo seca caracteriza-se por baixo indice plu-
viométrico e consequente fluxo lento das aguas do rio, o que ga-
rante e permite varios ciclos celulares de duplicagéo (~ 6 horas)
para as células de cianobactérias®.

De acordo com BRASIL (2003), pode ocorrer uma variacao tem-
poral na toxicidade das floragdes de cianobactérias, desde inter-
valos curtos de tempo até diferencas sazonais e espaciais. Essa
variacao provavelmente ocorre devido a alteracao na proporcao
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de cepas toxicas e nao toxicas na populacao; todavia, essas va-
riacoes ainda nao foram devidamente esclarecidas®.

Na estacao chuvosa, os pontos 2 ao 5 apresentaram uma queda
significativa na concentracao de microcistina intracelular ,en-
quanto que a concentracao da microcistina extracelular nao so-
freu alteracoes significativas.

O ponto 1, apesar de situar-se numa represa caracterizada por
minimos sinais de eutrofizacdo, apresentou uma quantidade rela-
tivamente alta de microcistina intracelular e extracelular. Estes da-
dos corroboram com estudos feitos por Piccin-Santos et al. (2012)
em quatro reservatorios brasileiros, que mostraram que reserva-
torios com baixa densidade de células de cianobactérias (2x10* a
10x10* cel1.mL) apresentaram alta concentracao de microcistina
(223.67 pg.L")%. Tais evidéncias nos levam a considerar que, apesar
de determinado corpo d’agua nao conter um nimero significativo de
células de cianobactérias e nao ser constatada a presenca de uma
floracao, as toxinas podem estar presentes em concentracdes ele-
vadas na agua. Estudos comprovam que o crescimento exponencial
das cianobactérias ndo pode ser sustentado por um longo periodo,
porque a partir de certo ponto os nutrientes comecam a ficar es-
cassos e insuficientes para suportar grandes populagoes, ocorrendo,
entdo, uma limitacao no crescimento populacional®'. Dessa forma,
devido a escassez de nutrientes, as células que estdo produzindo
cianotoxinas podem sofrer lise da sua parede celular, liberando to-
xinas e extinguindo-se. Disso deriva uma baixa na densidade celular,
enquanto as toxinas podem continuar presentes na agua por varios
dias. Nao é possivel, dessa forma, se estabelecer uma relacao entre
densidades celulares e niveis de concentracdo de cianotoxinas.

Confrontando os resultados obtidos com a analise das areas dos
picos cromatograficos da microcistina extracelular e intrace-
lular, observou-se uma significativa reducao da primeira, dado
este que condiz com a caracteristica enddgena da microcistina
(Tabela 3). Além disso, deve-se salientar que o percentual de lise
das cianobactérias produtoras de microcistina provavelmente é
baixo e parece nédo estar associado com o nivel de eutrofizacao
do manancial, visto que a liberacao da toxina nao se altera de
acordo com a acentuacao desta.
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Tabela 2. Distribuicao média da toxina microcistina (ug/mL) nos diferentes pontos de coleta.

Estacado Seca (Novembro-Abril)

Estacdo Chuvosa (Maio-Outubro)

Ponto 1 Ponto2 Ponto3 Ponto4 Ponto5 Ponto 1 Ponto2 Ponto3 Ponto4 Ponto5
Microcistina Intracelular 101,56 262,43 422,07 305,64 436,42 163,88 95,28 88,34 92,53 73,20
Microcistina Extracelular 47,05 52,37 43,32 38,69 42,90 23,33 53,22 40,32 42,93 47,10

Tabela 3. Area dos picos relacionada a concentracdo média de microcistina (mAU*min) nos diferentes pontos de coleta.

Estacdo Seca (Novembro-Abril)

Estacdo Chuvosa (Maio-Outubro)

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
Microcistina Intracelular 423,62 1091,98 1755,27 1271,54 1814,88 682,53 397,51 368,68 386,11 305,80
MicrocistinaExtracelular 197,14 219,23 181,65 162,41 179,88 98,57 222,77 169,18 180,01 197,34

As cianotoxinas sao liberadas para o meio externo por rompimento
da parede celular, o que acontece por senescéncia das células ou
sob acdo de algicidas®. Ja os fatores que levam a formacao da
toxina nao sdo conhecidos. Contudo, ha fortes indicios de cor-
relacdo entre a formacao da toxina e a sazonalidade, radiacao
solar, temperatura da superficie da agua, pH e porcentagem de
saturacao de oxigénio'.

Nesse contexto, alguns fatores que possivelmente estao relaciona-
dos a resisténcia e, por conseguinte, ao baixo indice de morte das
cianobactérias incluem: bainha de mucilagem que envolve algu-
mas colonias de cianobactérias produtoras de cianotoxinas, a niti-
da camada de peptideoglicano que caracteriza sua parede celular,
bem como as vesiculas de gas que lhe conferem a capacidade de
flutuabilidade®, além da presenca de acinetos e heterocitos.
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