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RESUMO

A Cylindrospermopsis raciborskii esta entre as principais espécies observadas
nas floragdes de cianobactérias no Brasil. Como essa espécie é potencialmente téxica,
podendo produzir hepatotoxinas e neurotoxinas, a formacao de floragbes constitui um
sério problema de interesse publico, inclusive, no Brasil. A ocorréncia de floragdes
torna muito alto o custo de tratamento da agua para consumo humano e, além disso,
nao existem hoje métodos eficientes para remocgédo das cianotoxinas da agua. Por
constituir um problema relevante para toda a sociedade, € imprescindivel descrever
qualitativa e quantitativamente as respostas desses organismos a fatores externos.
Nao considerando-se apenas uma situacdo real, mas também isolando fatores e
buscando estabelecer em qual medida cada um deles determina o comportamento

dessas cianobactérias.

Neste trabalho, foi desenvolvido um equipamento automatizado, de bancada,
para ser usado em experimentos que tratem das respostas de cianobactérias ao meio
ambiente via regulacado de flutuabilidade. Esse equipamento descreve o perfil de
distribuicdo de organismos ao longo de um tubo contendo amostra. Ele pode ser
configurado para monitorar essa distribuicao ao longo do tempo. Com isso, é possivel
sujeitar os organismos a algum fator de interesse e avaliar as alteracbes nas

concentragdes dos organismos em fungao da profundidade.
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ABSTRACT

Cylindrospermopsis raciborskii is among the most common species observed in
cyanobacterial blooms in Brazil. Since this species is potentially toxic (it can produce
hepatotoxins and neurotoxins), blooms formation constitute by itself a serious problem,
of interest to all the society, including Brazil. The occurrence of cyanobacterial blooms
makes the costs of water treatment for human use very expensive. Furthermore, there
are no efficient methods nowadays for removing the cyanotoxins from water. Because
it is a relevant problem to all the society, it is important to describe quantitatively and
qualitatively the responses these organisms have to external factors. Not only
considering a real situation, but also trying to isolate factors and establish how

important each of them is in determining the behavior of these cyanobacteria.

In this work, a fully automatic system is developed to be used in laboratory
experiments that focus on the responses of cyanobacteria to the environment via the
floating regulation mechanism. This set can describe how the organisms are distributed
along the tube which contains the sample. It can be configured to monitor this
distribution periodically, so that it is possible to subject the organisms to some external
factor of interest and to assess the changes over time in the concentration of

organisms as a function of the depth in the water column.
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INTRODUCAO

A Cylindrospermopsis raciborskii (ordem Nostocales) esta entre as principais
espécies observadas nas floragdes de cianobactérias no Brasil. Como essa espécie é
potencialmente téxica, podendo produzir hepatotoxinas e neurotoxinas, a formacgao de
floragdes constitui um sério problema de interesse publico, inclusive, no Brasil. A
ocorréncia de floragdes torna muito alto o custo de tratamento da agua para consumo
humano e, além disso, ndo existem hoje métodos eficientes para remogdo das
cianotoxinas da agua (AZEVEDO et al., 2003).

Considerando-se entdao a importancia do estudo e do melhor entendimento do
comportamento dessa espécie em meio natural para a sociedade como um todo,
torna-se imprescindivel descrever as respostas desses organismos a alguns fatores

externos, ndo sé qualitativa, mas também quantitativamente.

Sabe-se que as cianobactérias, em geral, podem apresentar todo um
mecanismo responsavel pelo seu movimento vertical no meio aquatico. Parte deste
mecanismo € desempenhada pela presenga de aer6topos os quais atuam na
regulacédo da densidade dos organismos, possibilitando que estes possam se deslocar
no meio. Essa estratégia lhes garante a possibilidade de procurar por profundidades
que contenham condigbes mais favoraveis ao seu desenvolvimento. Entre essas
condigbes, destaca-se a intensidade luminosa e a concentragdo de nutrientes
(CHORUS et al., 1999). Entretanto, em que medida cada um desses fatores (ou
alguma combinagao entre eles) contribui para a regulagao da flutuabilidade dos
organismos é uma questdo em aberto para muitas espécies, incluindo a

Cylindrospermopsis raciborskii.

Este trabalho, entado, se dispde a contribuir para futuros estudos da dinamica
vertical de cianobactérias em uma coluna de agua através do desenvolvimento de um
equipamento automatizado de bancada, capaz de gerar perfis de distribuicdo de
organismos ao longo de um tubo contendo amostra (equipamento de varredura). Um
aparelho desse tipo permite a analise qualitativa e quantitativa da mudanca de
padrées de distribuicdo de cianobactérias pelo tubo ao longo do tempo. Com isso,

pode-se sujeitar os organismos a alguma condigao externa em especifico e entdo usar



0 equipamento para monitorar a alteragdo de concentragdes ao longo da profundidade

da coluna.

O equipamento de varredura sera descrito na segunda parte desse texto
(Materiais e Métodos). Antes sera apresentado um tdpico sobre cianobactérias
contendo uma segao especificamente sobre a Cylindrospermopsis raciborskii. Essa
parte € util para a contextualizacdo do problema em questdo e, ao mesmo tempo,
justifica o objetivo desse trabalho. Na segunda parte também serdo descritos dois
outros sistemas experimentais (testes com aplicacdo de pressdo e testes de
atenuagdo de radiagdo ultravioleta), construidos com a finalidade de se conduzir
alguns testes que pudessem contribuir para o entendimento do mecanismo de
regulacdo de flutuabilidade dos organismos. Uma descricdo completa dos
experimentos conduzidos, incluindo os de calibragdo do equipamento de varredura,
sera feita também na segunda parte do texto. Na ultima parte (resultados e discussao),
serao apresentados os resultados dos experimentos em questdo, seguidos de uma

discussao acerca do potencial uso do equipamento para estudos e analises futuras.



CAPITULO 1

CIANOBACTERIAS

1.1 — UMA BREVE REVISAO SOBRE CIANOBACTERIAS

Neste tépico, serdo abordados aspectos gerais sobre as cianobactérias.
Inicialmente, serdo descritas as caracteristicas mais importantes considerando-se a
morfologia e habitat desses organismos. Depois, € tratada a questdo da formacao de
floragdbes e a influéncia de alguns fatores ambientais no comportamento de
populagdes de cianobactérias. Sado destacadas em uma subsecdo as respostas das
cianobactérias a radiagao ultravioleta (UV). Logo apods é feita uma abordagem sobre
as cianotoxinas, onde se comenta sobre as toxinas que compdem esse grupo, suas
caracteristicas e riscos para o homem. Posteriormente, é tratada a questdo dos
aerotopos (organelas importantes na regulacao de flutuabilidade dos organismos). Por
fim, sdo apresentadas caracteristicas gerais da espécie Cylindrospermopsis

raciborskii.

1.1.1 — MORFOLOGIA E HABITAT

As cianobactérias, também conhecidas como algas azul-esverdeadas, sao
formas de vida relativamente simples e primitivas, cuja origem é estimada em 3,5
bilhdes de anos (ROSET et al., 2001). Provavelmente, foram os primeiros produtores
primarios de matéria organica a liberar oxigénio na atmosfera primitiva (CHORUS et
al., 1999). Sao procariontes e, portanto, sao bioquimicamente e estruturalmente
semelhantes as bactérias (AZEVEDO et al., 2003). Entretanto, como as algas,
possuem pigmentos que as tornam capazes de realizar fotossintese, que é o seu

principal modo de obtencio de energia para o metabolismo (WHO, 2003; AZEVEDO et



al., 2003). Seus processos vitais requerem apenas agua, dioxido de carbono,
substancias inorgéanicas e luz (AZEVEDO et al., 2003).

Esses organismos ocorrem em aguas com variada composigdo ibnica e
organica e com salinidade que vai desde agua doce até hipersalina (HAIDER et al.,
2003). Também podem se desenvolver em ambientes com temperaturas muito
variadas (CHORUS et al., 1999). Entretanto, os ambientes de agua doce sdo os que
apresentam as caracteristicas mais favoraveis para o seu desenvolvimento, como pH,

temperatura e concentracéo de nutrientes (AZEVEDO et al., 2003).

A morfologia basica desses organismos compreende formas coloniais,
unicelulares e filamentosas multicelulares. Em particular, a forma filamentosa é o
resultado de repetidas divises celulares ocorrendo em um unico plano. A estrutura
multicelular resultante, consistindo de uma cadeia de células, € chamada de tricoma e
pode possuir formato espiralado ou retilineo. A forma e tamanho das células variam

muito dentro do grupo de cianobactérias filamentosas (CHORUS et al., 1999).

Alguns géneros de filamentosas contém células especializadas na fixacdo de
nitrogénio atmosférico — os heterocitos (HAIDER et al., 2003). O papel dessas células
€ incorporar o nitrogénio atmosférico numa forma tal que seja util para a produgéo de
moléculas biolégicas nitrogenadas (BERMAN-FRANK et al.,, 2003). A fixagdo do
nitrogénio ocorre por intermédio da enzima nitrogenase, convertendo o N, em aménio,
NH,4, que é a forma através da qual o nitrogénio entra na cadeia alimentar. A fungéo
dos heterocitos é fornecer um ambiente anaerdbico para essa enzima, pois a atividade
da nitrogenase é rapida e irreversivelmente inibida na presenga de oxigénio (ADAMS,
2000). Por possuirem a capacidade de fixar o nitrogénio, as cianobactérias podem ser
favorecidas ecologicamente nos casos em que a presenca de nitrogénio € um fator
limitante, a0 mesmo tempo em que outros nutrientes estao disponiveis (CHORUS et
al., 1999).

Outra célula especializada que pode se diferenciar em algumas cianobactérias
€ o acineto (esporos reprodutivos), o qual garante aos organismos a habilidade de
sobreviver em condigdes desfavoraveis ao seu crescimento. Diante de um conjunto de
fatores fisicos e quimicos favoraveis, a produgao de acinetos é estimulada de modo
que estes podem germinar, contribuindo, assim, para a manutengéo de floragbes de
cianobactérias (MOORE et al., 2005). A figura 1.1 destaca os acinetos e heterocitos

em um tricoma.



ACINETOS

HETEROCITO

Figura 1.1. Anabaena sp. Com dois grandes acinetos (heterocito no meio).

Muitas espécies de cianobactérias possuem ainda os chamados aerotopos.
Sao inclusdes citoplasmaticas preenchidas com gas responsaveis por um importante
mecanismo ecoldgico, o qual permite que o organismo ocupe diferentes profundidades
na coluna de agua. Isso garante as cianobactérias a possibilidade de procurar por
profundidades que contenham variaveis fisicas e quimicas mais favoraveis ao seu

crescimento.

Os aerdtopos sao estruturas rigidas com membrana protéica permeavel a
gases. A regulagado da posigao vertical dos organismos é feita através do numero de
aerotopos presente nas células (CHORUS et al.,, 1999). Quando submetido a certo
valor de pressdo, chamado pressao critica p;, 0 aerdétopo ¢é colapsado
irreversivelmente e o gas ali contido se dissolve na agua circundante. Cada célula
pode conter muitos milhares de aerétopos com uma distribuicdo de p. bem definida. A
diferenca nos valores de p. para cada vesicula é explicada em parte pela variagdo de
sua espessura. O valor médio de p. varia segundo a espécie e cepa consideradas
(PORAT et al., 1999).

Essa habilidade é uma importante vantagem ecolégica das cianobactérias
sobre outras espécies plancténicas (HAIDER et al., 2003). Na secédo 1.2, sera feita
uma abordagem mais completa sobre os aerétopos, sua estrutura e sua importancia

ecoldgica.

A figura 1.2, a seguir, mostra uma célula tipica de uma cianobactéria.



Figura 1.2. Esquema de célula de cianobactérias. Os tilacoides sdo membranas onde
estao localizadas estruturas utilizadas nos processos de fotossintese. Carboxissomos

sdo estruturas que armazenam enzimas necessarias na fixagdo de carbono.

As cianobactérias possuem clorofila a e realizam fotossintese (liberando
oxigénio) associada aos fotosistemas | e Il. Os fotosistemas | e |l referem-se a duas
reacoes distintas, porém correlacionadas, referentes ao uso, pelo organismo, de mais
de uma freqliéncia da luz incidente no seu mecanismo fotossintético. Cada uma

dessas reacdes envolve um pigmento diferente (CHORUS et al., 1999).

A clorofila a, permite o uso, pelos organismos, de duas faixas de comprimentos
de onda nos processos de fotossintese. Sao estas as regides azul e vermelha do
espectro de luz visivel (TOBIN et al., 1998). As cianobactérias contém, além da
clorofila a, o pigmento ficocianina. Quando floragbes de cianobactérias comegam a
morrer e se desintegrar, esse pigmento pode dar a agua uma coloragdo azulada
(CRAYTON, 1993). Mas existem outros pigmentos que também podem ser usados
pelos organismos. Esses pigmentos mascaram a tonalidade verde da clorofila. Com
esses pigmentos, as cianobactérias sdo capazes de usar, mais efetivamente, a regiao
do espectro de luz entre os picos de absorcdo da clorofila a e dos carotendides
(pigmentos acessoérios). Além disso, as cianobactérias sdo capazes de produzir o
pigmento necessario para absorver a luz de forma mais eficiente no habitat em que
estdo (CHORUS et al., 1999).

Outra caracteristica a ser destacada é que as cianobactérias sdo capazes de
armazenar nutrientes essenciais no citoplasma da célula (em inclusées proeminentes
localizadas no citoplasma). Esses produtos sdo acumulados sob condi¢cdes de

suplemento excessivo de um determinado nutriente. (CHORUS et al., 1999)



As cianobactérias sao também capazes de produzir e liberar, para o meio,
toxinas que podem afetar diretamente a saude humana. A contaminagao pode se dar
por meio de ingestao de agua contaminada, contato via atividades de recreagao ou até
consumo de pescado contaminado (AZEVEDO et al, 2003). As toxinas de
cianobactérias sdo também conhecidas por cianotoxinas. Nem todas as cianobactérias
produzem toxinas e, dentro de uma mesma espécie, nem todas as cepas s&o toxicas.
A presenca de cianotoxinas torna o problema das floragbes, a ser descrito, ainda mais
sério. Na secdo 1.1.4 sera feita uma descricdo um pouco mais ampla sobre as

cianotoxinas.

1.1.2 - FLORAGOES DE CIANOBACTERIAS

O uso de recursos hidricos pelo homem gera grandes impactos sobre os
ecossistemas aquaticos. O despejo de rejeitos urbanos — saneamento e industria — ou
agroindustriais em um reservatorio pode levar a uma diminuicdo da qualidade da agua
e a um processo de eutrofizagao. A eutrofizagdo é o enriquecimento do corpo de agua
através da adicdo excessiva de nutrientes — principalmente fésforo e nitrogénio. Um
ambiente eutrofizado se caracteriza, portanto, pela abundante presen¢a de material
organico (TOBIN et al., 1998). Uma das consequéncias imediatas da eutrofizagdo é o
aparecimento de floragbes — ou “blooms” — de alguns organismos (AZEVEDO et al.,
2003). A presenca dessas particulas organicas na agua pode aumentar a turbidez do
meio, ou seja, aumentar a atenuagao de luz visivel. Mas além da luz visivel, outras
freqiéncias de radiacdo também podem ser atenuadas, como o ultravioleta e o

infravermelho.

Algumas espécies de cianobactérias podem desencadear um crescimento
massivo e descontrolado de suas populacgdes (floragdes) quando existirem condigbes
favoraveis no ambiente, tais como disponibilidade de luz, concentracdo de nutrientes
moderada ou alta, temperatura da agua entre 15 e 30°C e pH maior que 6 (HAIDER et
al., 2003). Elas podem causar gosto e odor desagradaveis na agua, além de alterar o
equilibrio ecoldgico do ecossistema aquatico (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2003).

Para se entender melhor a formacao de floragoes, € interessante considerar

como as populagbes de cianobactérias em geral respondem a alguns fatores
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ambientais. O primeiro deles é a intensidade luminosa. Como ja foi descrito, as
cianobactérias contém clorofila a, entretanto, fazem uso também de outros pigmentos
0s quais, raramente, sdo usados por outras espécies de fitoplanctons. Isso garante as
cianobactérias a vantagem de poderem utilizar mais efetivamente a energia luminosa.
Muitas cianobactérias sdo sensiveis a periodos prolongados de exposicdo a altas
intensidades luminosas. Por outro lado, as cianobactérias que formam floracbes de
superficies parecem possuir uma maior tolerdncia a altas intensidades de luz
(CHORUS et al., 1999). O efeito de auto-sombreamento pode desempenhar um papel
importante, uma vez que 0s organismos que se encontram mais proximos da
superficie protegem aqueles localizados em maiores profundidades. Com o tempo, os
primeiros podem ceder lugar para os ultimos, dando origem a uma dindmica vertical

que sera melhor entendida com a secéo 1.2.

A maior eficiéncia no uso da luz incidente, aliada a um balango de energia
favoravel, — isto significa que as cianobactérias requerem pouca energia para a propria
manutencdo da funcdo e estrutura celulares — garante as cianobactérias uma
vantagem competitiva em lagos turvos porque conseguem manter uma taxa de
crescimento relativamente mais alta do que outras espécies de fitoplanctons em
condicdes de baixa luminosidade (CHORUS et al., 1999).

Um outro fator ambiental € o movimento da agua. As cianobactérias possuem
uma taxa de crescimento muito mais lenta do que muitas espécies de algas. Com isso,
as cianobactérias requerem aguas menos turbulentas para que possam formar
floragdes (CHORUS et al., 1999). Como ja mencionado, as cianobactérias possuem
um mecanismo de movimentagao vertical utilizando aerétopos. Mas esse movimento é

lento e requer estabilidade da agua.

As concentragbes de fosforo e nitrogénio séo fatores que também influenciam
significativamente na formacao de floragbes de cianobactérias. Devido ao fato de as
floragdes de cianobactérias geralmente se desenvolverem em lagos eutrofizados,
inicialmente se pensou que eram necessarias altas concentragdes de nitrogénio e
fésforo (CHORUS et al., 1999). Essa idéia permaneceu mesmo depois de floragdes
terem ocorrido em lugares nos quais as concentracbes de fosfato dissolvido eram
baixas. Dados experimentais mostram que as cianobactérias possuem mais afinidade
ao nitrogénio e ao fésforo que muitos outros organismos fotossintéticos. Isso significa
que elas podem se desenvolver melhor do que outros organismos fitoplancténicos sob
condicbes de limitagdo de fésforo e nitrogénio. Além de possuirem uma maior

afinidade a nutrientes, as cianobactérias também possuem uma capacidade



significativa de armazenamento de fésforo. Por outro lado, uma alta concentracéo de
fosfato também pode ser indiretamente um beneficio para o desenvolvimento de
cianobactérias. Isso porque as demais espécies de fitoplancton se beneficiam e se
reproduzem fazendo com que a agua fique muito turva de forma que a intensidade da
luz seja baixa. Sob baixas intensidades luminosas, muitas espécies de cianobactérias
conseguem se reproduzir mais rapidamente do que outros organismos fitoplancténicos
(CHORUS et al., 1999).

A baixa taxa de crescimento das cianobactérias, em comparagao com outros
microorganismos fitoplancténicos, é em parte compensada pela alta estabilidade das
populagdes, uma vez estabelecidas. As cianobactérias possuem poucos inimigos

naturais e entdo a perda por predacgao nao é significativa (CHORUS et al., 1999).

E, por fim, vale citar a temperatura como um outro fator importante. Sabe-se
que a maioria das cianobactérias possui maior taxa de crescimento em temperaturas
acima de 25°C (CHORUS et al., 1999).

Para cada espécie de cianobactérias, um desses comportamentos citados
acima prevalece, isto €, a sensibilidade para cada um dos fatores ambientais citados &
diferente. Assim, em cada ambiente, determinada espécie possui condi¢cdes de se
desenvolver melhor e formar floragcbes, dependendo das caracteristicas fisicas e

quimicas do meio.

Quando uma floracdo de cianobactérias acontece e por quanto tempo ela
permanece sdo questdes que dependem muito das condigdes climaticas da regiéo.
Em zonas temperadas, as floragdes sao significativas durante o fim do verdo e
comego do outono e podem persistir por 2 a 4 meses. Em regides de clima mais
subtropical, as floragdes podem se iniciar antes e persistir por mais tempo (CHORUS
et al., 1999).

1.1.3 - RESPOSTAS DAS CIANOBACTERIAS A RADIAGAO UV

Todos os organismos fotossintéticos dependem da radiagao solar como fonte
primaria de energia. Assim, a luz é um dos principais fatores que determinam o

sucesso do crescimento de cianobactérias em seus ambientes naturais. Entretanto, a
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radiagdo solar inclui também comprimentos de onda que podem ser prejudiciais a
esses organismos, como é o caso da radiagao UV.

A radiagdo UV é geralmente classificada em UV-A, UV-B e UV-C, segundo os

seus comprimentos de onda. A tabela 1.1 a seguir mostra essa classificacao.

Tabela 1.1. Classificagao da radiacdo UV segundo o comprimento de onda (OKUNO et

al., 2005). Os intervalos de energia em eletron-volts (eV) também sdo apresentados.

) . Intervalo de comprimentos de Intervalo de energias (eV)
Denominagao
onda (nm)
UV-A 400 - 315 3,09 - 3,93
uUVv-B 315 -280 3,93-4,42
uv-C 280 -100 4,42 -12,4

A radiacdo UV-C é a mais energética, pois compreende a faixa de maiores
freqiéncias. A titulo de comparagao, sdo exibidos na tabela 1.2 valores tipicos de
energia de ligagao.

Tabela 1.2. Alguns valores de energia de ligacado (adaptada - ALBERTS et al., 2002).

Energia de ligagdo no vacuo Energia de ligagado na agua

Ligacao
por molécula em eV por molécula em eV
Covalente 3,89 3,89
I6nica 3,45 0,13
Ponte de Hidrogénio 0,17 0,04
Van der Waals 4,31 x10° 4,31 x10°

Pode-se notar entdo que as radiagcbes UV-B e UV-C possuem energia
suficiente para quebrar a ligagdo mais forte, isto é, a ligacdo covalente. Por isso, séo
responsaveis por gerar muitos danos a célula irradiada. Proteinas, por exemplo,
podem ser diretamente afetadas, pois estas sdo polimeros de aminoacidos ligados por
ligacbes peptidicas, que sdo ligagbes covalentes e, portanto, podem ser quebradas
sob radiagcdo UV-B ou UV-C. A faixa de UV-A é conhecida por também gerar efeitos
prejudiciais a célula. Por outro lado, ela pode ser util na fotossintese e em mecanismos
de protecao contra efeitos gerados pelo UV-B (WILLIAMSON et al., 2001).



11

Ultimamente, tem-se visto um crescente interesse pelos efeitos do UV-B sobre
processos bioldgicos. A razdo € o aumento dos niveis dessa radiacao na superficie
terrestre, em virtude dos danos a camada de ozbnio. O ozbnio € o fator mais
importante na atenuagdo do UV solar que atinge o planeta, pois a formacéo e a
dissociagcdo de moléculas de O; envolvem reagdes quimicas ativadas pela energia dos
fétons de UV-C e UV-B. Assim, a camada de ozbnio absorve toda a radiacdo UV-C e
grande parte da radiacao UV-B (OKUNO et al., 2005). Com a depleg¢ao dessa camada,
os niveis de radiagdo que atingem a superficie terrestre imediatamente alterados sao
os de UV-B que, como ja visto, possuem energia suficiente para quebrar ligagdes
quimicas e assim causar danos a moléculas biolégicas importantes, como DNA e
proteinas. Por isso, o UV-B é destacado por ser um componente do espectro solar
bastante ativo, isto é, por ser responsavel por uma variedade de efeitos nos seres
vivos. Segundo SINHA (2001), todos os organismos aquaticos parecem ser
susceptiveis ao UV-B, mas os efeitos gerados podem ser muito diversificados, o que
inclui alteracdo na estrutura de proteinas, DNA e outras moléculas relevantes além de
alteragdes em processos fisiologicos. Sendo assim, apesar de a por¢ao de luz visivel
que atinge uma determinada populagdo de organismos ser determinante no seu
desenvolvimento, o nivel de radiacdo UV-B pode ser crucial para a manutengao da

populacdo em um determinado habitat.

O nivel de radiagao ultravioleta solar que atinge um dado habitat depende das
propriedades Opticas do meio em questdo, bem como das condigdes climaticas do
local. Deve-se ressaltar que a distribuicdo de intensidades de radiagdo ultravioleta
solar ao longo da superficie terrestre ndo € homogénea, mas varia segundo a altitude,

longitude, latitude e estagado do ano.

E importante ressaltar que na avaliagdo dos efeitos gerados a organismos
vivos por radiagao, deve-se levar em conta ndo apenas a densidade de poténcia de
radiacdo & qual o organismo em questdo esta exposto (expressa em W/m? — watt por
metro quadrado), mas também o tempo pelo qual ele fica sujeito a essa radiagao.
Esse intervalo de tempo € chamado de tempo de exposicéo e € expresso em unidades
do Sl. Assim, define-se por dosagem uma grandeza que leva em conta tanto o nivel de

radiacao (densidade de poténcia), como o tempo de exposicao.
D=Pxt

A unidade de dosagem é W.s/m? (watt vezes segundo por metro quadrado).
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Tratando-se de ambientes aquaticos, especificamente, € de se esperar entao
que populagbes de organismos como cianobactérias sejam afetadas por UV-B, uma
vez que niveis de radiacao suficientes para causar efeitos bioldgicos podem penetrar
em grandes profundidades na agua. A penetragdo da radiagdo na agua depende das
propriedades oOpticas do meio. Entdo, a presenga de particulas em um determinado
corpo de agua é um fator determinante na atenuacédo do UV-B no ambiente, levando-
se em conta a concentragdo, natureza e formato geométrico das particulas (VAN DE
HULST, 1981). Por isso, SINHA (2001) cita que a profundidade de agua necessaria
para remover 90% da radiagdo solar a 310 nm pode variar de 20 m em regides
oceanicas muito limpas, a poucos centimetros em lagos e rios com alta concentracéo
de matéria organica. Na sec¢ao 2.3, sao descritos experimentos de atenuacéo de UV-

B, conduzidos no presente trabalho, que ilustram esses dados.

Em cianobactérias, o UV-B pode afetar diretamente a taxa de crescimento da
populacdo e até a sua sobrevivéncia. Pode também destruir constituintes celulares
que possuem picos de absorgao nessa regido do espectro luminoso, o que pode levar
a alteragdes na permeabilidade da membrana celular e até a morte. SINHA (2001) cita
que a fixagdo de nitrogénio pode ser severamente afetada pela radiagdo UV-B, que
pode prejudicar a diferenciacdo de células em heterocitos e até tornar inativa a
nitrogenase. Cita também que o conteudo protéico total das células diminui com o
aumento do tempo de exposigcdo a radiacdo e ressalta que isso indica que as
proteinas celulares sao um dos principais alvos do UV-B. Os efeitos do UV-B sobre as
proteinas incluem fotodegradacado, aumento da solubilidade em agua e fragmentacao

da cadeia peptidica.

Neste trabalho, esse efeito sobre proteinas foi também verificado, fazendo-se
eletroforese de proteinas isoladas de amostras submetidas a radiagdo UV-B. O

experimento sera descrito na secéo 2.4 e o resultado sera discutido na secao 3.4.

Sendo assim, as cianobactérias desenvolveram algumas estratégias de
combate aos efeitos nocivos do UV-B. SINHA (2001) cita que existem pelo menos

cinco adaptagdes das quais esses organismos fazem uso. Sdo elas:

a) Producdo de substancias absorvedoras de UV-B, que funcionam como protecdo

para alguns alvos citoplasmaticos importantes.

b) Migracdo para regides com menores niveis de radiagdo UV-B. Para isso, a

migracao vertical na coluna de agua representa uma estratégia importante.
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¢) Producgao de moléculas que reagem e neutralizam substancias toxicas geradas pela

exposicao a radiagao.

d) Disponibilidade de uma série de mecanismos de reparo a danos causados ao DNA

e ao sistema fotossintético.

e) Adaptacdo cromatica, isto €, habilidade de modificar a composicdo de pigmentos
fotossintéticos, o que implica na regulagdo dos comprimentos de onda utilizados para

a fotossintese.

Vale ressaltar, por fim, que a sensibilidade a radiagcdo UV-B, bem como os
mecanismos de protecao aos efeitos nocivos causados pelo mesmo, podem ser muito

diferentes, dependendo da espécie considerada e do habitat em que se encontram.

1.1.4 — CIANOTOXINAS

O maior problema das floragdes de cianobactérias € que esses organismos
podem produzir toxinas (cianotoxinas) extremamente potentes atingindo um conjunto
de individuos muito além daqueles presentes nas comunidades aquaticas. As
cianotoxinas podem se acumular na rede tréfica, dando origem a diferentes sintomas
de intoxicacao e efeitos crénicos, muitas vezes, dificeis de serem diagnosticados
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2003).

Inicialmente, a toxicidade de floragbes de cianobactérias chamou a atencéo de
cientistas através da ocorréncia de casos de contaminagédo de animais registrados por
fazendeiros. O primeiro caso documentado foi na Australia em 1878. Desde entéo, a
grande maioria dos casos, sendo todos, dizem respeito a animais que ingeriram agua
de lugares onde havia a formacdo de escumas de cianobactérias nas superficies
(CHORUS et al., 1999). Mas existem também varios relatos de casos de intoxicacao
por humanos. WHO (2003) da uma lista de registros de doengas associados a

exposicao as cianobactérias.

As populagdes de cianobactérias podem ser compostas de uma s6 espécie ou
de varias, sendo que algumas podem nao ser toxicas. E uma mesma espécie ainda

pode conter cepas tdxicas e nao toxicas (cada espécie pode conter dezenas ou
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mesmo centenas de cepas) e também cepas bem mais téxicas do que outras. As
cepas toéxicas e ndo téxicas de uma mesma espécie ndo podem ser separadas por
identificagdo microscopica (CHORUS et al., 1999).

As cianotoxinas formam um grupo diverso de toxinas naturais, tanto no aspecto
quimico como no aspecto toxicolégico. Segundo suas estruturas quimicas, elas sao
classificadas como peptideos ciclicos (microcistina e nodularina), alcaldides
(anatoxina-a, anatoxina-a(s), saxitoxina, cilindrospermopsina, aplisiatoxina e
lyngbiatoxina) e lipopolissacarideos. Em termos de sua toxicidade para os animais, as
cianotoxinas sao mais comumente classificadas em hepatotoxinas, neurotoxinas e
dermatoxinas (KAEBERNICK et al., 2001).

As toxinas mais estudadas sdo as hepatotoxinas e as neurotoxinas. As
hepatotoxinas constituem o grupo de cianotoxinas mais frequentemente encontrado
em floragdes de cianobactérias. Sdo também as cianotoxinas mais comumente
relacionadas com casos de envenenamentos de animais € humanos (BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al., 2003). Em bioensaios com ratos, as hepatotoxinas causam a morte
por hemorragia no figado apds poucas horas. O figado é o érgao alvo de sua acdo em
mamiferos (CHORUS et al.,, 1999). Existem casos de mortes de humanos
relacionados com a contaminagdo por essas cianotoxinas, como o episodio de
Caruaru-PE em 1996 descrito por AZEVEDO et al. (2002). As neurotoxinas, por sua
vez, possuem uma acdo mais rapida. Apesar de cada uma delas possuirem um
principio de acao diferente, em geral elas interferem nas comunica¢cdées nervosas e o
resultado final da acido de todas é a paralisagcao da atividade muscular do animal, o
que ocasiona a morte por parada respiratéria apods poucos minutos de exposicao
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2003).

As cianotoxinas sdo armazenadas no interior das células das cianobactérias.
Estudos levam a crer que a liberagédo de toxinas para o meio se da muito mais atraves
da lise celular do que da constante excre¢do. Assim, o conteudo téxico de um corpo
de agua aumenta significativamente quando ha a morte de floragdes, pois a morte dos
organismos implica na ruptura da membrana externa de suas células. Entdo, métodos
quimicos, como o uso de algicidas, nem sempre sdo os mais aconselhados para o
tratamento de aguas contaminadas (AZEVEDO et al., 2003).

Tem-se assumido que as cianotoxinas garantem as cianobactérias uma
protecao contra a herbivoria (AZEVEDO, 1998), o que ndo exclui a possibilidade de

esses compostos desempenharem outras fungées como, por exemplo, protegéo contra
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radiagdo UV, agindo como compostos absorvedores dessa faixa de radiacao
eletromagnética e, assim, protegendo algumas moléculas importantes para a
sobrevivéncia das células. Maiores detalhes sobre como alguns compostos quimicos
protegem as cianobactérias da radiagao ultravioleta sdo dados na sec¢éo 1.1.3. A figura
1.3 a seguir mostra o espectro de algumas cianotoxinas na regiado do ultravioleta. Nela,
nota-se que a cilindrospermopsina, por exemplo, possui um pico de absorgdo na
regiao de UV-B, o que significa que este composto poderia atuar na prote¢ao contra o

UV-B. A mesma logica se aplica as demais cianotoxinas.

12
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Figura 1.3. Espetro de absorgédo, em unidades arbitrarias, de algumas cianotoxinas na
faixa do ultravioleta (adaptado de VASAS et al., 2004).

1.2 — OS AEROTOPOS

Dos muitos tipos de organelas e estruturas subcelulares de organismos
procariontes, apenas uma, os aerotopos, encerram um espago com uma porgao de
gas em seu interior. Essas estruturas sdo encontradas em diversas espécies de
procariontes e ocorrem quase que exclusivamente em microorganismos aquaticos. Os
aerotopos, também conhecidos por vesiculas de gas, sdo os responsaveis pelo
mecanismo de flutuabilidade observado em varias espécies de microorganismos
(WALSBY, 1994).
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Os aerotopos foram descobertos no final do século XIX em células de
cianobactérias capazes de formar floragoes e, em 1965, estudos demonstraram que
0os aerotopos eram constituidos de cilindros cujas bases terminavam em cones
(WALSBY, 1972). Essas estruturas desaparecem quando a diferenga de pressao entre
o exterior e o interior da vesicula ultrapassa um determinado valor critico. A figura 1.4,

abaixo, mostra a estrutura das vesiculas.

Figura 1.4. Aerotopos em uma célula de Prosthecomicrobium pneumaticum,
mostrando as extremidades cénicas e a parte cilindrica das estruturas (WALSBY,
1994).

1.2.1 — MORFOLOGIA DOS AEROTOPOS

A membrana das vesiculas de gas € formada, basicamente, por duas
proteinas: uma proteina hidrofébica (GVPa) que se organiza ao longo de anéis,
responsavel por dar forma a estrutura cilindrica com extremidades cbnicas, e uma
segunda proteina (GVPc) que se adere ao exterior dos anéis garantindo estabilidade a
estrutura (WALSBY, 1989; 1994). Com essa composi¢cdo, os aerdtopos possuem
rigidez maior do que membranas lipidicas (como a membrana celular) e, portanto,
colapsam sob menores valores de pressao. As vesiculas de gas sao estruturas ocas,

preenchidas com gas, formadas apenas de proteinas, permeaveis a gases e
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impermeaveis a liquidos, e rigidas, isto é, que ndo podem ser infladas de acordo com
a quantidade de gas em seu interior (WALSBY, 1994). Suas propriedades de
permeabilidade e caracteristicas fisicas s&o todas garantidas pelas proteinas
constituintes (WALSBY et al., 1989). O fato de serem rigidas faz com que as paredes
externas sejam capazes de suportar pressdes até um determinado valor critico, a
partir do qual as estruturas colapsam. Uma vez colapsadas, os aerétopos ndo podem
ser reconstruidos, porém, estudos sugerem que as proteinas de vesiculas destruidas
podem ser recicladas (WALSBY, 1972; WALSBY, 1994).

Em cianobactérias, o comprimento dessas vesiculas varia de 100 a 800 nm ou
até mais enquanto sua espessura (medida do didmetro da parte cilindrica) varia de 62

a 84 nm dependendo, basicamente, da espécie considerada (WALSBY, 1994).

1.2.2 — PROPRIEDADES FiSICAS DOS AEROTOPOS

Permeabilidade da membrana

Originalmente, pensava-se que a vesicula seria capaz de reter gas em seu
interior. Hoje em dia, sabe-se bem que isso ndo é verdade e que a membrana da
vesicula de gas é altamente permeavel a gases. A entrada do gas na vesicula se da
por meio de difusdo. Assim, as moléculas de gas devem passar através da membrana

por poros grandes o suficiente para acomoda-las (WALSBY, 1984).

Varios experimentos demonstram a permeabilidade da membrana a diferentes
gases. Em particular, experimentos com vesiculas de gas da cianobactéria Anabaena
demonstraram a permeabilidade a Hj, N», O,, CO,, CO, CH,4 e Ar. A maior molécula a
penetrar na vesicula foi a C4Fg cujo diametro de colisdo é de 0,63 nm. Isso significa
que devem existir, na membrana, poros com didmetro de, no minimo, 0,63nm. Assim,
gases cujas moléculas possuem um didmetro de colisdo menor do que o didmetro do

poro devem conseguir penetrar na estrutura (WALSBY, 1994).

A razao de uma permeabilidade tdo alta ainda permanece aberta, entretanto,
duas consequUéncias sao imediatas: as vesiculas ndo podem ser usadas para
armazenar gases e nado podem ser infladas pelo gas, ou seja, sao rigidas (WALSBY,
1994).
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Rigidez

Sabe-se que as vesiculas de gas sao estruturas rigidas, que ndo modificam o
seu volume de acordo com a pressao do gas contido em seu interior. Assim, quando a
diferenca de pressao entre o meio externo e interno da vesicula se torna grande o
suficiente, ela é colapsada (WALSBY, 1971).

Para se entender melhor, um esquema das pressdes sofridas pela membrana

da vesicula é mostrado na figura 1.5.

gas |
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a’gua Ceélula
A) B)
'Dn =D +pf-pg Pn =Py +p1+ pf"pg

Figura 1.5. Pressdes atuando em uma vesicula de gas suspensa em agua. A) Uma
vesicula de agua isolada. B) Uma vesicula de gas dentro da célula. ps é a pressao do
gas acima da superficie do liquido, p, é a pressao hidrostatica, p; € a pressdo osmoética
da célula (turgor pressure) e py € a presséo do gas dentro da célula, que é
determinada pela concentragéo ¢ de gas dissolvido na dgua (adaptado de WALSBY,
1994).

A pressao resultante que atua sobre a superficie da membrana da vesicula é

dada pelas expressdes P, indicadas na figura 1.5.

Estudos mostram que as vesiculas de gas possuem uma grande faixa de
variagao da pressao critica. Fatores fisicos tais como forma da estrutura e didmetro
sao provavelmente os responsaveis por essa variagdo. A dependéncia com o
comprimento parece ser insignificante. Um outro fator particularmente importante é a
possibilidade do surgimento de irregularidades na formagao da membrana (disposi¢ao
das proteinas). Além disso, o fato de a membrana ser atacada constantemente por

enzimas pode fazer com que sua rigidez diminua (WALSBY, 1994).
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Parece também que as vesiculas de gas em diferentes grupos de organismos
sdo adaptadas a suportar as pressdes provaveis a que cada grupo estara sujeito. Por
exemplo, é claro que as vesiculas de gas de cianobactérias devem possuir uma
rigidez maior do que as de halobactérias uma vez que aquelas vivem em maiores
profundidades e estado, portanto, sujeitas a uma maior pressao hidrostatica (WALSBY,
1971).

Como os aero6topos sao formados unicamente por proteinas, é de se esperar
que a rigidez seja modificada por diferentes fatores quimicos e fisicos que afetam a

conformacgéo dessas proteinas e a interagao entre elas (WALSBY, 1972).

Densidade da vesicula de gas

A principal fungdo das vesiculas de gas é prover a célula da capacidade de
flutuabilidade. A eficiéncia desse recurso depende da densidade das vesiculas, a qual
varia em diferentes organismos. Essa densidade é calculada em fungdo da massa
total da vesicula (membrana e gas) e do seu volume total. Como a massa total é
constituida pela massa da parede da estrutura e pela massa do gas no interior, quanto
menor for o volume ocupado pela membrana em comparagao com o volume ocupado
pelo gas, maior sera sua eficiéncia, pois menor sera a razdo massa total por volume
total. Assim, a densidade da vesicula depende da razao entre o volume ocupado pela

membrana e o volume ocupado pelo gas (WALSBY, 1972).

Dessa forma, quanto maior a vesicula, mais eficiente ela sera em garantir
flutuabilidade a célula. Entretanto, o didametro da vesicula € um fator limitante uma vez
que a rigidez da estrutura diminui com o aumento do seu didmetro, ou seja, quanto
maior o didmetro, menor a pressao critica. Isso faz com que exista um limite superior
para o didmetro da vesicula. O aumento de seu comprimento, por outro lado, pode
representar uma saida para que a vesicula possua um maior volume disponivel para o
gas. Entretanto, nota-se que, a partir de um determinado tamanho, a raz&o entre o
volume ocupado pela membrana e o volume ocupado pelo gas atinge um maximo e
entdo o aumento do comprimento da vesicula passa a nao ter mais um efeito
significativo (WALSBY, 1972). Entdo, como o tamanho & um fator limitante para a
eficiéncia dos aerétopos, os organismos precisam de um grande numero dessas

estruturas para que possam regular a sua flutuabilidade.
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1.2.3 — A INTERACAO ENTRE OS AEROTOPOS E A LUZ

Vesiculas de gas aumentam a atenuacao de luz em um dado meio. Vesiculas
isoladas em suspensao possuem um aspecto branco como leite. Elas ndo absorvem
luz no espectro do visivel, porém espalham fortemente. Esse espalhamento é devido,
principalmente, a presenca do espago com gas no interior das estruturas (WALSBY,
1971). Esse gas faz com que as estruturas possuam um indice de refragédo
significativamente diferente daquele do meio, o que contribui para o espalhamento de
luz. Experimentos mostram que a quantidade de luz espalhada por uma amostra de
estruturas isoladas diminui de 98% ou mais quando as vesiculas sdo colapsadas por
um aumento de pressao (WALSBY, 1994).

Dentro de uma célula, o espalhamento de luz pode ser bem diferente
(quantitativamente), pois agora as vesiculas estdo reunidas em vacuolos, os quais
contém ndo s os espagos com gas, mas também espacos com liquidos que se

encontram entre uma vesicula e outra (WALSBY, 1994).

Em ambiente natural, as vesiculas de gas contribuem grandemente para a
atenuacgao da luz incidente no meio. Isso significa que uma grande concentracdo de
organismos na superficie da agua resulta em uma menor penetracéo da luz. Isso tem
implicagdes ecoldgicas importantes como na competicdo por alimento (WALSBY,
1994).

1.2.4 — AS VESICULAS DE GAS EM CIANOBACTERIAS

Estudos demonstram que a flutuabilidade de cianobactérias € regulada pela
luz. Em baixas intensidades, a capacidade de flutuar é aumentada e, em altas
intensidades, diminuida. Isso pode ser usado para se construir um modelo capaz de
explicar como as cianobactérias se distribuem ao longo da profundidade do lago,

segundo variac¢des da intensidade luminosa incidente (WALSBY, 1994).

A regulagao da flutuabilidade ocorre em virtude da variacdo da densidade dos

organismos. Essa alteracdo na densidade das células pode ser explicada por uma
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mudanga no numero de vesiculas de gas ou na quantidade de material mais denso do
que a agua em seu interior. Estudos demonstram que o que acontece € uma
combinagdo dos dois fatores. O controle de flutuabilidade por meio da regulacao
genética da produgdo das proteinas envolvidas na formagédo de vesiculas nao é

descrita para a maioria das espécies de maior interesse (WALSBY, 1994).

A figura 1.6 mostra um esquema de um modelo que sintetiza os fatores que
controlam a flutuabilidade das cianobactérias. Essa regulacdo ainda é uma questao
em aberto para muitas espécies, pois diferentes fatores possuem maior ou menor

importancia dependendo da espécie em questao.
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Figura 1.6. Esquema mostrando a relagao de diferentes fatores com a regulacao da
flutuabilidade de cianobactérias. O sinal (+) indica aumento de um dado fator e o sinal
(-) indica diminuicao (WALSBY, 1994).

Apesar de o aumento da pressao osmotica da célula contribuir para o colapso
de vesiculas de gas, o principal fator para a perda de flutuabilidade é o acumulo de
substancias mais densas do que a agua, como carboidratos. Em regides superficiais, a
taxa de fotossintese é aumentada, o que resulta em maior producdo desses
compostos orgéanicos. O acumulo desses compostos torna a célula mais densa do que

a agua e faz com que ela afunde. Em maiores profundidades, a taxa de producgao
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7

dessas substincias € menor e 0 organismo passa a consumir as substancias
previamente armazenadas. Isso faz com que a célula diminua sua densidade e volte a
flutuar. A producao de vesiculas de gas também é aumentada para auxiliar na subida
pela coluna de agua, porém, ndo se conhece muito bem os mecanismos que a
regulam (WALSBY, 1994).

Por fim, & importante ressaltar que essa capacidade de regulagdo da
flutuabilidade constitui um importante recurso ecolégico, que permite que os
organismos busquem por nichos mais adequados em termos de concentragdo de
nutrientes, luminosidade e competicdo (CHORUS et al., 1999). Por isso, € importante
que estudos sejam conduzidos com o objetivo de se compreender melhor em que
medida cada fator contribui para essa regulagdo. E também, deve-se atentar para
outros fatores até entdo ndo considerados pela maior parte dos trabalhos na literatura.
Entre possiveis novos fatores, esta o ultravioleta. Como ja discutido, a radiagao
ultravioleta tem as proteinas como um dos principais alvos na célula. E, conforme ja
apresentado, os vaclolos sdo estruturas puramente protéicas. E razoavel pensar
entdo que a exposicao a radiacao ultravioleta pode implicar em conseqiéncias diretas

na flutuabilidade dos organismos.

1.3 — A ESPECIE Cylindrospermopsis raciborskii

Esta secdo é dedicada ao estudo da cianobactéria Cylindrospermopsis
raciborskii, a fim de se justificar a importancia de mais trabalhos sobre essa espécie.
Uma completa caracterizagdo dos organismos em questao € necessaria também para
um correto entendimento das discussbes apresentadas no capitulo 3. Serao
abordados inicialmente aspectos de sua morfologia e ocorréncia, seguidos da
apresentacgao das respostas dessa espécie a alguns fatores ambientais. Por fim, foram

acrescentados alguns comentarios sobre a sua toxicidade.

Por ser uma espécie capaz de produzir cianotoxinas e ainda formar floragtes,
ela desperta um grande interesse por parte de érgaos de saude publica (AZEVEDO et
al., 2003). Sua ocorréncia se da em ambientes de agua doce muito diferentes, desde

regides subtropicais no hemisfério sul, até aquelas temperadas do hemisfério norte.
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Serdo abordados aqui aspectos gerais sobre sua morfologia e ecologia e sobre sua

toxicologia.

1.3.1 — INTRODUCAO

A espécie Cylindrospermopsis raciborskii (ordem Nostocales) & um
componente importante entre as espécies formadoras de floragdes, pois pode produzir
hepatotoxinas e neurotoxinas. O primeiro caso de intoxicagdo humana ocorreu na
Australia em 1979 e o composto responsavel foi a cilindrospermopsina. No Brasil,
populagdes de Cylindrospermopsis raciborskii isoladas de diferentes regides
demonstram produzir saxitoxinas (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2003).

Essa cianobactéria ocorre em diversos ambientes de agua doce. Em regides
tropicais e subtropicais, ela se desenvolve geralmente em lagos estratificados e mais
profundos enquanto que, em regides temperadas, seu desenvolvimento se da
tipicamente em aguas menos profundas. Floragdes de Cylindrospermopsis raciborskii
ja foram registradas em todos os continentes, exceto na Antartica (PADISAK et al.,
1997).

Nem sempre é facil identificar as floragbes de Cylindrospermopsis raciborskii
porque elas podem n&o formar escumas na superficie e nem liberar substancias
responsaveis pelo odor e cheiro tipicos de floragbes de cianobactérias. Assim, a
contaminacdo de animais € mais comum do que humanos, uma vez que a presenca
de cheiro e odor poderia servir como um empecilho ao seu consumo (JONES et al.,
2005).

A Cylindrospermopsis raciborskii se caracteriza por possuir multiplas
estratégias adaptativas, o que lhe garante a possibilidade de ser encontrada em
regides muito diferentes em todo o mundo. No Brasil, existem muitos reservatérios de
agua para consumo humano que apresentam, por todo o ano, condigbes favoraveis ao
seu desenvolvimento. Isso torna o estudo dessa cianobactéria de grande interesse

pela sua implicacéo direta na saude publica nacional.
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1.3.2 — MORFOLOGIA E OCORRENCIA

As Cylindrospermopsis raciborskii sdo pequenas se comparadas com outras
algas. O diametro dos filamentos varia entre 2 e 3 ym, o que coincide com a
espessura das células, e o comprimento pode atingir entre dezenas e centenas de
micrometros. Populagdes naturais possuem comprimentos de células variaveis entre 3
e 10 ym (JONES et al., 2005). As divisbes entre as células ndo sdo visiveis ou
dificilmente o sdo (PADISAK, 2003). Os dois tipos de tricomas mais comuns sdo os
retos e os espiralados. Dentro de cada tipo, o nimero de células por tricoma varia
muito e o tipo reto tende a ser maior e a possuir um maior conteudo toxico por célula.
O tipo espiralado parece crescer mais rapidamente em condi¢cdes de baixa intensidade
luminosa incidente e altas temperaturas (JONES et al.,, 2005). A figura 1.7 mostra

filamentos de Cylindrospermopsis Raciborskii.

e

L e

Figura 1.7. Filamentos retos e espiralados de C. Raciborskii. a - d) Cepa espiralada
Recife/PE — Brasil com heterocitos (célula especializada na fixagdo do N, atmosférico)
terminais. a e c. contraste de fase evidenciando os aerétopos que sdo responsaveis
pela flutuagao e migragao do filamento na coluna d"agua. e) Cepa reta Arcoverde/PE —
Brasil com heterocitos terminais. f) Material da natureza nao cultivado coletado no
reservatorio de Jucazinho — PE. H quer dizer heterocito (BITTENCOURT-OLIVEIRA et
al., 2003).
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Geralmente, os tricomas crescem sem heterocitos e raramente possuem
acinetos (JONES et al.,, 2005). Durante o desenvolvimento de novos tricomas, o

organismo passa por mudangas em sua morfologia. A figura 1.8 mostra os estagios no

desenvolvimento de jovens tricomas.

Figura 1.8. Fases de germinagao em acinetos de Cylindrospermopsis raciborskKii.
Fotografias por contraste de fase. A barra indica equivale a um tamanho de 10 ym
(MOORE et al., 2004).
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Nessas fotos, podem-se identificar cinco fases no desenvolvimento do tricoma.
A primeira (fotos a — ¢) mostra os acinetos maduros, com a parede do envoltério
visivel e nenhum espaco evidente entre ela e o material interno. A segunda fase (fotos
d — f) compreende o estagio de elongagao do acineto e da separagao entre o material
interno e a parede externa. A terceira fase (fotos g — i) é caracterizada pela ruptura do
envelope do acineto e pela liberagdo das novas células. Na ultima fase (fotos j — 0),

ha, finalmente, um novo tricoma (MOORE et al., 2004).

A Cylindrospermopsis raciborskii pode se desenvolver em uma ampla
variedade de condigbes ambientais. Para isso, ela possui estratégias adaptativas que
justificam sua ocorréncia em ambientes em que nem todas as condigbes sao
completamente favoraveis (PADISAK et al., 1997). Entre essas estratégias, destacam-
se a resisténcia a herbivoria; tolerancia a baixas intensidades de luz; possibilidade de
migragao na coluna de agua, buscando estratos ricos em nutrientes e luz; tolerancia
as altas concentracdes idnicas; armazenamento e utilizacdo de reservas intracelulares
de fosforo; alta afinidade ao NH,+, que é a forma energeticamente mais acessivel de
nitrogénio; capacidade de fixar o N, atmosférico e flexibilidade as grandes variagbes
de condutividade elétrica (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2003). As respostas dessa

espécie a alguns fatores ainda serdo mais bem discutidas a seguir.

1.3.3 — RESPOSTA DE POPULACOES DE Cylindrospermopsis raciborskii A
ALGUNS FATORES AMBIENTAIS

A temperatura parece ser o fator que mais influencia no comportamento de
populagdes de Cylindrospermopsis raciborskii. Aparentemente, esses organismos
preferem temperaturas acima de 25°C. Isso, a principio, explicaria porque se encontra
floragdes perenes em aguas mais quentes nas regides tropicais, enquanto nas regides
temperadas, sua aparicao se da tipicamente em periodos de verdo e em aguas mais
rasas. A necessidade por temperaturas mais elevadas pode estar associada ao
desenvolvimento dos acinetos. Para que eles possam germinar, a temperatura étima
da 4gua deve estar entre 22 e 23.5°C (PADISAK et al., 1997).

A Cylindrospermopsis raciborskii possui uma alta afinidade ao fésforo, além de

uma grande capacidade de armazenamento, quando comparada com outras
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cianobactérias. Estas adaptagdes permitem que a Cylindrospermopsis raciborskii se
desenvolva em ambientes com baixas concentra¢cdes de fosforo, o que representa
uma vantagem ecoldgica para esses organismos. O estoque de fésforo no interior de
suas células é capaz de manté-la quando os niveis no ambiente estao extremamente
baixos (ISVANOVICS et al., 2000). Entretanto, quando existem concentragdes de
fésforo muito altas no ambiente, a vantagem ecoldgica dessa cianobactéria pode
desaparecer. Isso porque outros organismos podem se beneficiar melhor dessa

situacao e entao se desenvolver mais eficientemente (JONES et al., 2005).

A habilidade de fixar nitrogénio atmosférico, através dos heterocitos, é tida
como uma outra vantagem ecoldgica para a Cylindrospermopsis raciborskii na
auséncia de fontes inorganicas de nitrogénio. Entretanto, parece que essa
cianobactéria nao depende muito dessa sua capacidade. Ela faz uso inicialmente de
uma outra habilidade que é a capacidade de assimilar o aménio. Assim, apenas
quando as fontes inorganicas (nitrato e aménio) se esgotam, é que a diferenciagao dos
heterocitos é disparada (PADISAK et al., 1997). Em cultura, esses organismos se
desenvolvem mais rapidamente quando ha fontes inorgénicas do que quando eles
dependem da fixagado de nitrogénio (JONES et al., 2005). Assim, a capacidade de fixar
nitrogénio representa uma vantagem ecolégica durante a formacao de floragdes, pois
essa habilidade s6 permite o seu desenvolvimento quando outras espécies né&o
competem (PADISAK et al., 1997).

A ocorréncia da Cylindrospermopsis raciborskii se da, tipicamente, em aguas
com pH entre 8.0 e 8.7. Em aguas com pH &cido, ndo ha o aparecimento dessa

espécie, assim como a maioria das cianobactérias (PADISAK et al., 1997).

Quanto a salinidade, existem muitos registros contraditérios sobre a sua
tolerancia a salinidade (JONES et al., 2005). Aparentemente, essa espécie & capaz de

tolerar altas salinidades por algum tempo (PADISAK et al., 1997).

Densas populagdes de Cylindrospermopsis raciborskii podem persistir sem que
haja um colapso repentino, pois essa espécie € capaz de tolerar baixos niveis de luz
devido ao auto sombreamento (PADISAK et al., 1997). Estudos mostram que esses
organismos s&o adaptados a baixas intensidades de luz. Existem registros de
floragdes de Cylindrospermopsis raciborskii que sobreviveram sob intensidades até
160 vezes menores do que o valor tido como étimo para seu desenvolvimento (JONES

et al., 2005). Se por um lado essa espécie necessita de niveis muito baixos de
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radiacao visivel para se desenvolver, por outro ela é capaz de tolerar altas
intensidades luminosas (PADISAK et al., 1997).

A necessidade de baixos niveis de nutrientes e baixas intensidades luminosas
faz da Cylindrospermopsis raciborskii uma excelente competidora. Mas especula-se
que essa competitividade é perdida quando as concentragdes de nutrientes sdo altas
(JONES et al., 2005). Além disso, essa espécie possui resisténcia a predagao pelo
zooplancton (PADISAK et al., 1997).

Muitos estudos sustentam a idéia de que a Cylindrospermopsis raciborskii é
muito eficiente na regulacéo de sua flutuabilidade através dos aerétopos. Essa é mais
uma estratégia adaptativa, pois permite que os organismos possam buscar por
profundidades que lhes fornecam fontes mais ricas de nutrientes (PADISAK et al.,
1997).

Apesar de poderem ser dominantes durante o ano todo, essas cianobactérias
sdo mais comumente encontrados em periodos restritos, geralmente secos e de baixa
pluviosidade (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2003). A formacdo de escumas na
superficie da agua ndo é comum, mas nos estudos em que é registrada, foi observada
uma coloragéo esverdeada-amarelada ap6s a desintegragéo da floracdo (PADISAK et
al., 1997).

Resumindo, segundo PADISAK et al. (1997), podem-se destacar as seguintes
caracteristicas que permitem o sucesso da Cylindrospermopsis raciborskii nos
ambientes aquaticos: boa capacidade de regulacdo de flutuabilidade; tolerancia ao
auto sombreamento; alta afinidade a aménia; fixagcdo de nitrogénio; alta afinidade ao

fésforo, aliada a boa capacidade de armazenamento e resisténcia a predacao.

1.3.4 — TOXICIDADE

A Cylindrospermopsis raciborskii pode produzir cilindrospermopsina e
saxitoxina, sendo a primeira a toxina primaria desses organismos (CHORUS et al.,
1999). A cilindrospermopsina € um alcaléide hepatotéxico, entretanto, ja se tem
observado danos severos também em células renais, pulmonares e cardiacas em

animais testados. Seu mecanismo de acdo se da através da inibicdo da sintese



29

protéica (AZEVEDO et al., 2003). Estudos preliminares sugerem até que ela possua

também uma acao carcinogénica.

A cilindrospermopsina é uma toxina de acéo lenta e sua toxicidade é menor do
que outras toxinas de cianobactérias, incluindo a saxitoxina, produzida pela proépria
Cylindrospermopsis raciborskii. O mecanismo de producdo da cilindrospermopsina
parece variar com as cepas, o tipo de tricoma (espiralado ou reto), a idade da cultura,
as condicbes ambientais e a variabilidade genética. Alguns estudos sugerem que a
producao de cilindrospermopsina por tricomas espiralados € menor do que os tricomas
retos. Outros destacam uma maior produgdo da toxina em culturas em que faltam
fontes de nitrogénio fixado. Especula-se também que situacdes de estresse e pressao
de predadores podem levar a um aumento da produgdo de cilindrospermopsina
(JONES et al., 2005).

A saxitoxina, também conhecida por Paralytic Shellfish Poison (Veneno
Paralisante de Marisco), € uma toxina neurotdxica. Sua agao se da através da inibicao
da comunicagdo nervosa por bloqueio de canais de soédio, influenciando na
permeabilidade ao potassio ou na resisténcia das membranas. E uma toxina muito
potente, podendo causar sintomas apenas cinco minutos apds a ingestdo e levar a
morte em poucas horas (AZEVEDO et al., 2003).

De acordo com a Organizagcao Mundial da Saude (CHORUS et al., 1999), nao
existem dados suficientes para a definicdo de um nivel maximo aceitavel para a

concentracao dessas toxinas em aguas de consumo humano.
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CAPITULO 2

MATERIAIS E METODOS

Como ja mencionado, a habilidade de se mover verticalmente em uma coluna
de agua é uma importante caracteristica das cianobactérias. A proposta desse
trabalho, ja destacada, € a construgdo de instrumentagcdo adequada, capaz de
contribuir para um entendimento mais apurado sobre as condicbes que regulam a
flutuabilidade desses organismos. Neste capitulo, sera descrito um aparelho montado
para a realizagdo de testes com a aplicagdo de pressdao sobre amostras de
organismos. Em seguida, sera apresentado o equipamento de varredura, desenvolvido
para o estudo do movimento vertical de organismos numa coluna de agua.
Inicialmente é discutida a técnica utilizada na sua construcdo e posteriormente sao
descritas as varias partes que o compdem. Sera apresentada também uma montagem
construida para a realizagcdo de experimentos com atenuacido de ultravioleta por
amostras de agua e organismos, que visam uma compreensao mais clara de alguns
aspectos tratados na primeira parte do texto. Juntamente com cada montagem, serao

descritos em detalhes os experimentos realizados.

2.1 — EQUIPAMENTO PARA TESTES DE APLICACAO DE PRESSAO

Como ja descrito, as cianobactérias possuem, em suas células, aerétopos, que
sdo estruturas protéicas permeaveis a gases. A regulacdo da flutuabilidade das
cianobactérias se da através do controle do numero de aer6topos. Quando submetidos
a uma pressao maior do que a pressdo critica, os aerotopos colapsam e as

cianobactérias perdem sua flutuabilidade.

Levando isso em conta, alguns experimentos foram conduzidos com a
Cylindrospermopsis raciborskii a fim de se verificar essas informagdes da literatura

para os organismos em questdo. Em todos os experimentos foi usada a cepa NPCS-1,
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fornecida pelo Laboratério de Ecologia Aquatica da UFJF. O meio de cultura utilizado

na manutencao dessas populagdes foi o ASM-1.

Para a realizagao desses testes, foi construido um equipamento para aplicacao
de pressdo em uma amostra de cianobactérias, capaz de quantificar a pressao
aplicada. Isso permite avaliar a precipitagao dos organismos sob diferentes valores de

pressao. A figura 2.1 mostra o sistema construido.

RECIPIENTE
PARA

ACACO
| .IN.

Figura 2.1. Aparelho construido para a aplicagao de pressao.

Este equipamento é constituido de um macaco manual que pressiona um
pistdo no interior de um cilindro, dentro do qual existe um liquido. Este liquido possui
contato com a amostra dentro do tubo através de uma mangueira. Com isso,
comprimindo-se o pistdo, é injetado liquido no interior do tubo de amostras, o que gera
um aumento de presséo dentro do tubo e, portanto, sobre os organismos. No tubo, ha
uma conexao direta para um manémetro que é responsavel pela medi¢do da pressao

aplicada na amostra.

Com este equipamento, foram aplicadas diferentes pressdes sobre amostras

iguais de organismos. Foi separado um tubo de controle e os outros tubos sofreram a
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aplicacao de pressoes de 5 MCA, 15 MCA, 25 MCA e 35 MCA por 2 minutos cada um.
Apoés a aplicada a pressao, os tubos foram deixados em repouso fechados e sob luz
ambiente. Nenhum nutriente foi adicionado a qualquer um deles. O intervalo de tempo
de 2 minutos é suficiente para que os aerétopos se colapsem. Outros intervalos
poderiam ser utilizados, inclusive, uma aplicagdo instantanea da pressao. No presente
caso, isso nao seria possivel por razbes técnicas. O aparelho construido nao

suportaria uma variagao de pressao tao brusca.

Nesses experimentos, a pressao esta indicada com a unidade MCA que quer
dizer metro de coluna d’agua. Isso porque essa unidade é bastante usada em estudos

na area de ecologia (9,8 MCA equivalem a 1 atm ou a 1,01325 x 10° N/m?).

2.2 - O EQUIPAMENTO DE VARREDURA

2.2.1 — A APLICAGAO DA TECNICA DE ATENUAGCAO DE LUZ

Sabe-se que, quando um raio de luz passa por um meio (solugao), a
intensidade transmitida €, na maioria das vezes, menor do que quando comparada
com a intensidade da luz incidente. Essa diminuicdo ocorre como resultado de
diversos efeitos, dentre os quais destacamos a absor¢gdo e o espalhamento. Se
considerarmos, entdo, um raio de luz incidente de intensidade /, que percorre uma
distdncia x em um dado meio, pode-se relacionar as intensidades I, e I, por meio da

equacao de Lambert-Beer:
l,=1,e%" (eq. 2.1);
Onde a= N (Cabs+Cesp) = NCext (eq. 2.2).

em que N é a densidade volumétrica de particulas presentes no meio, Cups € Cesp S80
as secoes de choque de absorcdo e espalhamento, respectivamente, e C.y, € a
chamada secédo de choque de extingdo (BOHREN et al, 1983). A unidade de «
(coeficiente de atenuacgdo), no Sl é m™. Ja a unidade de C.s, Cesp € Coxt € m?. A

atenuacdo de um feixe por um dado meio é entdo a soma das atenuacgdes por
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absor¢do e por espalhamento. Assim, a se¢cao de choque de extingao é a grandeza
que quantifica diretamente a atenuacdo do feixe independentemente de qual dos
efeitos citados prevalece. Para uma melhor compreensao desses fendbmenos, vale
destacar um exemplo interessante que consiste em incidir luz visivel em dois tubos,
contendo um deles p6 de café em agua e o outro microesferas de poliestireno com
didmetro de 400 nm. O po6 de café absorve toda a luz que nele incide, sendo esta a
razdo do seu aspecto negro quando observado diretamente por reflexdo. As
microesferas, por outro lado, espalham a luz devido a diferenca de indice de refracao
entre 0 meio e as particulas. Por isso sdo esbranquicadas quando observadas por

reflexdo. A figura 2.2 a seguir mostra esses dois tubos.

Figura 2.2. Tubos de p6 de café e microesferas. No primeiro, destaca-se o efeito de

absorcao, enquanto no segundo o efeito de espalhamento € mais pronunciado.

Mas numa foto como a anterior, o que se observa é a luz refletida pelos tubos.
No caso da luz transmitida por eles, a situagao é diferente. Toda a luz é atenuada

pelos tubos, o que pode ser verificado na figura 2.3.

TRANSMITIDA

RETROPROJETOR” MICROESFERAS

Figura 2.3. Luz transmitida pelos tubos de pé de café e microesferas.



34

Como pode ser observado, a imagem gerada pela proje¢ao é a mesma para 0s
dois tubos, o que significa que toda a luz incidente é atenuada por eles, mas, como ja
explicado, por efeitos diferentes. Neste caso, o que se tem sao duas situagdes
extremas, isto €, um meio que absorve e nao espalha e outro meio que espalha e nao
absorve. Na primeira, a secdo de choque de absorcao é suficiente para quantificar a
atenuacao do feixe de luz incidente, enquanto a segunda é expressa pela sec¢ao de
choque de espalhamento apenas. Na maior parte dos casos de interesse, no entanto,
ocorre uma situagdo mista, em que o meio espalha e absorve luz simultaneamente.
Assim, usa-se a secdo de choque de extingdo, ao invés das se¢des de choque de
espalhamento ou de absorcdo separadamente, para quantificar a luz atenuada pelo

meio.

A secdo de choque de espalhamento esta relacionada com o tamanho e a
forma das particulas que estdo embebidas no meio, com o comprimento de onda da
onda incidente e com a parte real do indice de refracdo. Ja a segao de choque de
absorgao esta associada a efeitos referentes a parte imaginaria do indice de refracao,
que por sua vez também dependem do comprimento de onda usado. Assim, a
intensidade da luz espalhada depende do numero de particulas presentes no meio, da
natureza dessas particulas, de suas formas geométricas e ainda do comprimento de
onda da luz incidente. Quanto maior a densidade de particulas, maior é a atenuagao
do feixe incidente, pois mais luz é espalhada e absorvida. Diferentes formas
geométricas espalham de formas distintas, isto &, particulas esféricas possuem uma
secdo de choque de extingdo caracteristica enquanto particulas cilindricas possuem

outra e assim por diante.

Entdo, se, por exemplo, as particulas de uma amostra tiverem um formato
padrao, a porcao de luz atenuada dependera, em sua maior parte, do niumero de
particulas presentes. Surge entdo a idéia de usar essa técnica para estudar o
movimento vertical de cianobactérias. Se esses organismos forem considerados como
particulas espalhadoras de luz, pode-se construir um equipamento para incidir luz em
uma amostra de organismos e entdo medir a por¢cdo de luz transmitida por essa
amostra. Vale ressaltar que o tamanho das particulas espalhadoras utilizadas neste
trabalho € maior ou da ordem do comprimento de onda da luz incidente. Isso significa
que o limite em questdo é o limite Mie. A atenuacdo da intensidade luminosa esta
relacionada com a natureza, o niumero e a forma das particulas por meio das secgbes
de choque C.s e Cosp. Como espécies diferentes possuem formas diferentes, a

quantidade de luz atenuada dependera da espécie em questdo. Considerando-se uma
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Unica espécie como objeto de estudo, a intensidade luminosa transmitida pela amostra
dependera basicamente da concentragdo de organismos, uma vez que o0 comprimento
de onda da luz incidente, a espessura da amostra e a forma geométrica das particulas

sdo mantidos constantes.

E importante ressaltar que, neste trabalho, mede-se apenas parte da porgéo de
luz transmitida pela amostra (luz espalhada somente na direcdo do laser). A situagao
ideal seria medir ndo s6 a luz espalhada na dire¢do do laser, mas também a luz
espalhada pela amostra em todas as outras direcbes, o que permitiria uma maior
sensibilidade do equipamento em detectar diferengas na concentragcdo de organismos.
Para tal, seria necessaria uma montagem em formato cilindrico (cilindro integrador)
que envolvesse o tubo de amostra e permitisse a captura de toda a luz proveniente da
amostra. Este ndo é o caso deste trabalho por razdes técnicas e também por nao ser
necessaria tamanha precisdo na construgao dos perfis de concentragcdo ao longo do

tubo contendo a amostra de organismos.

2.2.2 - DESCRICAO DO EQUIPAMENTO CONSTRUIDO

Essa técnica de medicdo de concentragcdo de particulas é utilizada, neste
trabalho, na construcdo de um equipamento capaz de mapear uma coluna vertical de
agua segundo a concentracdo de cianobactérias ao longo da mesma. A idéia principal
€ obter um perfil qualitativo de distribuicdo de organismos ao longo de um tubo
contendo amostra, identificando regides de maior e menor concentragdo. Com a
analise da modificacdo desses perfis com o tempo, € possivel avaliar a movimentagao
dos organismos quando estes forem sujeitos a diferentes condi¢cdes externas, como
luz e temperatura. Deve-se ressaltar que o perfil gerado pelo equipamento é
qualitativo, isto €, ndo é medida a concentragdo de organismos em termos absolutos,
ou seja, 0 aparelho ndo gera valores absolutos do niumero de organismos presentes
em determinada profundidade. O equipamento gera valores arbitrarios, mas que estao
diretamente relacionados ao numero de individuos na amostra. O aparelho em
questao foi totalmente desenvolvido pelos autores do trabalho no Laboratério de
Optica e na oficina mecanica do Departamento de Fisica da UFJF, usando-se sempre
material de baixo custo que pode ser facilmente conseguido. A sua montagem sera

descrita a seguir.
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O aparelho deve, entdo, ser capaz de incidir luz em uma amostra de
cianobactérias e medir a porcao transmitida pelo meio. Além disso, ele deve fazer uma
varredura com a luz incidente ao longo de todo o tubo, para gerar o mapa de
distribuicdo de organismos. E importante mencionar que o feixe de luz utilizado deve
possuir um comprimento de onda bem definido, pois o coeficiente de extingdo varia
também com o comprimento de onda da luz incidente. E ainda € desejavel que o

equipamento seja automatizado, por conveniéncia e precisdo das medidas.

Para um melhor entendimento do funcionamento do equipamento construido,
convém dividi-lo nas varias partes que o compdem. No organograma a seguir (figura
2.4), estdo destacados os modulos de trabalho do aparelho. Posteriormente, cada um

deles sera descrito com maiores detalhes.

Processamento de Dados
|

1 1 1
Unidade Unidade Unidade
Mecanica Optica Eletronica

Aquisigao
de Dados

[ Unidade de Controle e ]

'[ Atenuacgao de Luz ]

—[ Detecgéao ]
Processamento
de Sinal

Conversiao
Analdgico/Digital

-[ Temperatura ]
Controle
Mecanico

Figura 2.4. Organograma esquematico da montagem do equipamento.

A figura 2.5, a seguir, mostra os passos envolvidos no controle mecanico e no

processo de aquisicdo de dados e temperatura.
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Figura 2.5. Unidades que compdem o equipamento de varredura. Em azul, esta
destacado o processo de controle mecanico e em vermelho, o processo de aquisigao
de dados. A aquisicao de temperatura é indicada em preto, pois a leitura é feita

diretamente pelo INTERface.

A unidade de controle e processamento de dados é um software (INTERface)
responsavel por adquirir os dados referentes a intensidade de luz transmitida pela
amostra, processa-los, organiza-los, exibi-los e armazena-los em disco rigido. Além
disso, ele ainda controla o sistema mecéanico, fazendo a varredura com o feixe de luz,
e monitora a temperatura da amostra por meio de dois sensores independentes. O
INTERface permite ao usuario estabelecer alguns parametros relativos ao
experimento a ser conduzido (intervalo de tempo entre varreduras, limites de
profundidades, modo monitoramento temporal, entre outros) e, uma vez configurado, é

capaz de conduzir todo o trabalho automaticamente.

O INTERface foi totalmente desenvolvido pelos autores em linguagem basic,

usando-se o compilador Visual Basic 6.0 da Microsoft.
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A unidade mecéanica é constituida por um trilho, orientado verticalmente, sobre
0 qual se movimenta uma plataforma contendo a unidade 6ptica. Um motor de passos
aciona um sistema de engrenagens que por sua vez transfere o0 movimento a
plataforma. O motor & ativado segundo comandos do INTERface. O trilho possui
comprimento de aproximadamente 50 cm, sendo que a extensdo util de varredura no
tubo é de 36 cm. O tubo utilizado é feito com vidro de 3 mm de espessura e tem base
com formato quadrado de dimensbes internas 3,7 cm x 3,7 cm. A plataforma é
equipada com um sistema corretivo de posi¢des final e inicial (no caso de se usar toda
a extensao util do tubo), o que garante qualidade na repeticao de varreduras no modo
automatico do INTERface. A figura 2.6, a seguir, mostra uma foto da unidade

mecanica.

B 3 2007 A

POLIA QUE
MOVIMENTA A
PLATAFORMA

Figura 2.6. Unidade mecanica do equipamento de varredura.

A unidade o6ptica compreende um laser de semicondutor (comprimento de onda
de 670 nm), um detector de luz, dois polaréides e um conjunto de lentes convergentes
e divergentes. O uso de laser de 670 nm contribui para uma maior atenuacao do feixe
incidente pela amostra de organismos, uma vez que, por possuirem clorofila a, suas
células, além de espalhar a luz, possuem uma maior absorcdo nessa faixa de
comprimentos de ondas. Outro fato importante é que o laser possui um comprimento
de onda bem definido. Isso é necessario, pois, como ja visto, a atenuagao do feixe de
luz incidente depende também do comprimento de onda em questdo. Os polardides
sdo posicionados logo apods o laser para regular a intensidade do feixe luminoso, uma
vez que o detector possui um limite maximo de saturagcédo para leitura. As lentes
divergentes sdo usadas logo apds os polardides para que o feixe luminoso possa

cobrir uma maior area do tubo. Essa area, medida na regido em que a luz incide no
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tubo, é da ordem de 1,76 cm? Um feixe que ilumina apenas uma regido muito
pequena do tubo pode nao gerar resultados corretos, uma vez que podem existir
flutuacbes na densidade de organismos ao longo da secao reta do tubo. As lentes
convergentes, por sua vez, sao utilizadas para convergir a luz que foi transmitida pela

amostra, de forma que o feixe fique concentrado na area util do detector.

A figura 2.7 mostra uma foto da plataforma que contém a unidade 6ptica.

IEENTES CONVERGENTES

Figura 2.7. Unidade 6ptica do equipamento de varredura.

A unidade eletrénica, por sua vez, compreende um sistema de aquisicao de
dados referentes ao monitoramento da temperatura e a unidade 6ptica, além de um

sistema de controle do motor de passos.

O sistema de monitoramento de temperatura foi construido utilizando-se
tecnologia de microcontroladores. Dois sensores DS1621 da Dallas Semiconductor
sao usados para fazer a leitura da temperatura. Os valores sdo enviados via protocolo
I2C para um microcontrolador PIC16F819. Este microcontrolador adquire e processa
os dados e posteriormente os envia para o computador usando comunicagao serial,
intermediada por um driver MAX232N da Texas Instruments. No computador, o
INTERface é responsavel por adquirir os dados da porta paralela e exibi-los na tela

principal do software, além de grava-los em arquivo no inicio de cada varredura.

A figura 2.8, a seguir, mostra o esquema da montagem eletrénica do

termémetro digital e uma foto do equipamento construido.
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Figura 2.8. Esquema eletronico do termdmetro digital (esquerda) e foto do dispositivo

construido (direita). Os Cls DS1621 sédo os sensores de temperatura.

O processo para adquirir os dados da unidade 6ptica é dividido em trés etapas.
A primeira é a fase de deteccdo do sinal de luz transmitido pela amostra. O detector
utilizado foi o FDS100 da Thorlabs. Este detector possui a propriedade de converter a
energia da luz que nele incide em uma corrente elétrica. A corrente gerada depende
da intensidade da luz incidente, bem como do comprimento de onda incidente. Mais
uma vez, tem-se uma razdo para usar uma fonte de comprimento de onda bem
definido. Sendo assim, pode-se ter a magnitude da intensidade do feixe de luz
transmitido medindo-se a corrente gerada pelo detector. Na saida do detector, o que
se tem, entdo, € um sinal de tensao analégico que corresponde a intensidade da luz
que incide no detector. Esse sinal de tensdo € medido sobre um resistor de carga,

conforme mostra a figura 2.9.

FDS100

Vala

'|' ] ‘IUF+ 5,6K0
=

Figura 2.9. Esquema da montagem eletrénica do detector.

A curva de resposta espectral do FDS100 em funcdo do comprimento de onda

incidente é exibida na figura 2.10.
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Figura 2.10. Resposta espectral do detector FDS100 em fungcdo do comprimento de

onda incidente.

A segunda etapa corresponde ao processamento do sinal analdgico gerado
pelo detector, a fim de se melhorar a precisdo da medida. Para tal, é utilizado um
dispositivo chamado amplificador sincrono (lock-in). O funcionamento desse
equipamento ndo sera descrito aqui em detalhes, mas o seu papel €, basicamente,
amplificar o sinal analdégico em questao e reduzir o nivel de ruidos do mesmo. Para
isso, o0 sinal de saida do detector deve possuir uma frequéncia de oscilagdo bem
definida (ws). Isso significa que a luz incidente deve ser pulsada, com a freqiéncia ws.
O lock-in, por sua vez, conhece a frequéncia com que o sinal do detector chega até
sua porta de entrada e entdo ignora qualquer sinal que possua uma freqiéncia
diferente. Dessa forma, pode-se reduzir muito o nivel de ruidos, os quais possuem

freqliéncias completamente aleatorias.

Inicialmente, tanto o sinal gerado pelo detector com freqiéncia ws como os
ruidos (que nao possuem uma freqliéncia bem definida) inerentes ao sinal sao
amplificados nos estagios de entrada, sem que haja qualquer alteragdo na relagao
sinal/ruido. Em seguida, o sinal passa por filtros que visam reduzir alguns tipos de
ruidos. Internamente, existe um sistema eletrénico, conhecido por PSD (Phase
Sensitive Detector) responsavel por multiplicar eletronicamente o sinal com freqiéncia
ws, apos passar pelo amplificador e filtros, com o sinal de referéncia na entrada w,,
gerando um sinal na forma da equagdo 2.3, para sinais de entrada e referéncia

senoidais.

v, :[Vssen(a)st+(/)s)].[Vrsen(a),t"‘%ﬂ (eq. 2.3)
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onde Vs e V, sdo as amplitudes dos sinais do detector e da referéncia e ¢s € ¢ séo as

respectivas fases.

O sinal resultante é dado pela equacgao 2.4.

1 1
V. ==VV cos|(o,~—o, )t+p,—¢, |-=VFV cos| (o, +®, )t+@ +@,
2 [( ) ] 2 [( ) ](eq.2.4)

V,, € composto por dois sinais oscilantes, um com frequiéncia ws+w, € outro,
com ws-w. Em seguida, um filtro que elimina a componente de alta freqliéncia é
aplicado ao sinal e o sinal de saida passa a depender apenas da diferenga das
freqliéncias de oscilacdo dos sinais de entrada e de referéncia. Para o caso em que

essas freqUéncias sao iguais, o sinal de saida fica descrito pela equagéao 2.5.

1
Vm :_I/sl/r COoSs (Ds_¢r
2 ( ) (eq. 2.5)

Vale destacar que o sinal de saida é continuo, previamente amplificado e
fitrado. Esta forma de processamento do sinal permite a deteccdo de sinais de
pequena amplitude, mesmo quando estdo presentes ruidos com intensidade de

centenas ou até milhares de vezes maior (SCOFIELD, 1994).

O equipamento usado neste trabalho foi o amplificador lock-in SR510 da
Stanford Research Systems, adquirido em projeto da FAPEMIG. A figura 2.11 mostra

uma foto desse aparelho.

Figura 2.11. Amplificador lock-in SR510 usado neste trabalho.

Para se especificar a freqliéncia do sinal, usa-se um oscilador, responsavel por
fazer com que o laser emita luz com uma freqiéncia bem determinada e enviar ao
lock-in a informagao de qual é essa frequiéncia. O oscilador utilizado foi construido no

laboratério e usa tecnologia de microcontroladores. Um PIC 12F675 gera em um de
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seus pinos um sinal pulsado de 110 Hz que aciona um transistor. Este é responsavel
por ligar e desligar a alimentacgao do laser, dependendo do estado do seu pino base. O
sinal pulsado também é enviado diretamente para o lock-in. Para evitar interferéncia
da rede elétrica convencional, a freqliéncia de oscilagado deve ser diferente de 60 Hz
ou de multiplos inteiros deste. Por isso, escolheu-se o valor 110 Hz. Essa freqliéncia
foi verificada com o uso do osciloscopio digital TDS2022 da Tektronix. Na figura 2.12

segue o esquema da montagem do oscilador e uma foto do dispositivo construido.

T 5V (Pilha) Lock-in Ref In
.

\

Led

W=
12F675
g O~ @

5V (Fonte) . Las;e
Figura 2.12. Montagem eletronica do oscilador (esquerda) e foto do aparelho (direita).

A terceira etapa, por sua vez, compreende a aquisicdo dos dados pelo
computador. O amplificador lock-in, além de deixar o sinal com um baixo nivel de
ruidos, ainda fornece uma saida analdgica continua e amplificada correspondente ao
sinal de entrada (proveniente do detector). A comunicagéo entre o lock-in, que gera
um sinal analdgico, e o computador, que |é apenas sinais digitais (binarios), é
estabelecida através de um dispositivo eletrénico chamado conversor analégico/digital
(ou conversor A/D). Sua fungao ¢é ler a diferenca de potencial na sua entrada, associar
um numero binario a esse sinal, isto é, criar uma escala binaria para leitura do sinal
analdgico, e transmitir esse numero associado ao computador via porta paralela, bit a
bit. Neste trabalho, foi construido um conversor A/D utilizando-se o Cl ADS7822 da

Burr-Brown, que possui uma resolucao de 12 bits.

No computador, o INTERface deve acessar a entrada paralela e adquirir o
numero enviado pelo conversor A/D. Deve, em seguida, converter esse niumero binario
para um numero decimal e ajusta-lo de forma a exibir um valor que corresponda a
diferenca de potencial real que chega ao conversor A/D. Finalmente, esse numero
deve, entdo, ser exibido e armazenado em arquivo, caso o experimento esteja em
andamento, em associacao com um instante de tempo e com a profundidade em
questdo. E este numero que d4 a medida arbitraria da concentragdo de organismos

em uma determinada profundidade.
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O controle do motor de passos é realizado através de um driver, dispositivo de
interface entre o computador e o motor. Um motor de passos gira seu eixo de forma
discreta, isto é, de angulos definidos (passos), e por isso € conhecido como um motor
de precisao. Ele possui seis fios de ligacdo, sendo dois de alimentagdo e os outros
quatro correspondendo cada um a um passo do motor. Assim, esses quatro fios
devem ser alimentados na ordem correta, um a um, para que o motor possa girar
corretamente. A alimentagdo nesses fios € condicionada pelo computador. Em uma
sequéncia, o motor gira em um sentido e na sequéncia contraria, ele gira no sentido
oposto. Entre o computador e o motor, deve existir um dispositivo que, basicamente,
associa cada pulso gerado pelo computador em diferentes saidas da porta paralela a
um pulso de tensao apropriada, proveniente de uma fonte externa, em um dos fios do
motor de passos, uma vez que a porta paralela gera pulsos de 5 V e o motor funciona
com tensdes de 12 V. No caso, foi usado o dispositivo ULN2003 da
STMicroelectronics. Neste trabalho, o driver do motor de passos e o dispositivo de
conversao analdgico/digital, a ser descrito, foram montados em um mesmo
equipamento. Na figura 2.13, a seguir, € mostrado o esquema eletronico desse
sistema.

5V Porta Paralela
! 2345678 91325 4

100pF= | =1opF

[ x
ADS7822

Led
! 1
- N MWD ©~©
ULN2003 ,'ﬁd
PRIREC 2o
1N4007

1° 2° 3°4° a;limentaqﬁo
Motor de Passos (6 fios)
Figura 2.13. Esquema da montagem do conversor A/D e do driver para motor de
passos. O Cl ADS7822 da Burr-Brown é o responsavel pela conversao do sinal
analégico em um sinal digital. O Cl ULN2003 da STMicroelectronics libera uma
alimentacdo de 12 V em um dos quatro fios do motor sempre que um pulso for enviado

pela porta paralela. (em uma das saidas 5, 6, 7 ou 8).

Nas figuras 2.14 e 2.15, sdo mostradas fotos do dispositivo fechado.
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PSS

Figura 2.15. Vista traseira do dispositivo Conversor A/D e Driver de moto de passos.

O INTERface é um software capaz de coletar os dados enviados pelo
conversor A/D e relaciona-los com uma variavel temporal ou com a posi¢gdo do
elevador. Com ele, é possivel realizar experimentos em que o elevador se encontra
fixo em uma posicado e o que se quer medir é a variagdo da intensidade do sinal com o
tempo ou experimentos em que o elevador deve se mover € o que se deseja observar
€ a variacdo da intensidade com a posicdo do elevador. Além disso, o INTERface
possibilita a visualizagdo da construgdo de um grafico em tempo real da variavel
escolhida (tempo ou posi¢do) versus a intensidade relativa (a uma referéncia pré-
fixada pelo usuario) ou absoluta. Ele salva esses dados em um arquivo de dados
organizado de forma que este possa ser usado por softwares especificos para analise
grafica. O INTERface é também capaz de salvar o arquivo de grafico em um arquivo
de imagem. Os arquivos de saida do software podem ser visualizados no proprio
INTERface. Nas figuras 2.16, 2.17, 2.18, 2.19 e 2.20 sdo exibidas imagens do
INTERface.



Cligue para prazseguir.

INTERface

Comunicagdo paralela para conversor analdgicoldigital e controla de motar do passos.
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Figura 2.16. Tela de entrada do INTERface.
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Figura 2.17. Tela de configuragao do ambiente de grafico.
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Pozigo final do elevador: a7

Intervalo de tempo entre as varreduras [min: 10

Aplicar configuragiies ‘

Figura 2.19. Tela de configuragdo do modo automatico de experimentos.

Sobre o Estudo... E@@

Sobre o Estudo...

Cédigo da Medida: I

T itula: |Entre com o il do experimnento,

Dbjeto de Estude: |Entre com o ohigto de estudo,

Responsavel |Elté|viu Gomes de Olivera

Drefinir como Padrio ‘ Fetornar & Tela Principal

Observacoes. ..

Figura 2.20. Tela de informagdes sobre o experimento a ser realizado.

A figura 2.21 mostra como o INTERface organiza e armazena os dados
colhidos durante o experimento. O arquivo gerado pode ser aberto em qualquer
programa editor de textos. Os dados sao organizados de forma que podem ser
facilmente importados por programas de edicdo de graficos e de analise de dados

como o OriginPro ou mesmo por editores de planilhas como o Microsoft Excel. No
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arquivo sado gravadas as informagdes que especificam o experimento em questao e

também as observagdes criadas pelo usuario no ato de configuragao do INTERface.

I Auto varredura com cianobactérias 13.txt - Bloco de notas
Arquivo Editar Formatar Exibir Ajuda
VARREDURA AUTOMATICA!! MEDIDA 13

Intervalo de tempo entre as varreduras: 15 minutos
Codigo: auto wvarredura com cianobactérias 13
Titulo: Entre com o titulo do experimento.

objeto de estudo: Entre com o cbjeto de estudo.
rReponsavel tavio Gomes de oliveira

D: 12/1/200

Horario de Inicio: 12:29:58

|Temperatura em *C (Sensor 1 - Sensor 2): 25.25 - 27.38

100,00 ; 0,997 ; 0,02 ; 1,328

{00,13 ; 0,998 ; 0,35 ; 1,330

|00,26 ; 0,996 ; 0,70 ; 1,327 A
(00,39 } 0,995 } 1,02 } 1,326 Dados da InformagSes
00,52 ; 0,994 ; 1,36 ; 1,324 " d sobre as
|00,65 ; 0,993 ; 1,70 ; 1,323 varredura z
|00,78 ; 0,996 ; 2,05 ; 1,326 configuracbes
|00,91 ; 0,997 ; 2,39 ; 1,328

01,04 ; 0,997 ; 2,73 : 1,328 do INTERface
|2u, 33 4, uyouo ; 93,08 ; 1,0/06 @av@rr@@um
|36,66 ; 0,743 ; 93,41 ; 0,990

|36,79 ; 0,675 ; 93,74 ; 0,899

|36,92 ; 0,604 ; 94,07 ; 0,805

|37,02 ; 0,556 ; 94,32 ; 0,741

’

‘Hordrio de Término: 12:31:32
puracao (s): 094,32
ensidade de Referéncia: 1,331

a: Posigdo (cm)
ervalo de escala vertical: de 0,6 a 1,3
cala horizontal: de 0 a 40,00
0 1 elevador em movimento (dess
5eS: cologuei Cylindrospermo
ki1 NPCS1l as 8:50hs sem cober

Figura 2.21. Imagem do arquivo de dados gerado apdés uma varredura.

A figura 2.22 a seguir mostra uma foto do equipamento construido,

destacando-se a unidade 6ptica, o sistema mecanico e o tubo.
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SISTEMA! MECANI:-_E_:Q-.- ;

MOTOR DE"PASSOS

li- oy
[.]
| ##PFATAFORMA

POSIGADINIBIAL DA UNIDADE;

DA PLAWAP" ‘\ OPTICA +

Figura 2.22. Equipamento de varredura.

2.2.3 - EXPERIMENTOS REALIZADOS COM O EQUIPAMENTO DE
VARREDURA

Uma vez construido o equipamento, pdde-se passar para a etapa experimental.
Foram realizados experimentos para certificar o correto funcionamento do
equipamento e ilustrar o uso do aparelho para diversos procedimentos, além de
sugerir estudos mais aprofundados em alguns deles. Nesta se¢do, serdo descritos os
procedimentos experimentais realizados com este aparelho, destacando a motivagao
para cada um deles. Os resultados serdo apresentados no capitulo 3, seguidos de

discussodes. Os experimentos realizados foram os seguintes:
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1 - Avaliacao da estabilidade do sinal no tempo, usando-se agua;
2 - Experimento ilustrativo da sedimentacao de particulas de p6 de café;

3 - Determinagéo da variagao do sinal com a concentragdo de organismos e avaliagao

da sensibilidade do equipamento;

4 - Experimento ilustrativo da acdo de agua sanitdria em amostras de

Cylindrospermopsis raciborskii,

5 - Aplicacao de leds de alta luminosidade e diferentes freqiiéncias em amostras de

Cylindrospermopsis raciborskii,
6 - Aplicagao de UV em amostras de Cylindrospermopsis raciborskii e
7 - Aplicacao de pressao sobre amostras de Cylindrospermopsis raciborskKii.

Alguns dados, quando envolviam apenas duas dimensdes, foram tratados com
o software OriginPro 7.5. Quando trés dimensdes eram necessarias, os dados foram

manipulados com o MatLab Release 12.

Experimento 1 — Estabilidade do sinal no tempo

Para a realizacdo de experimentos contendo organismos vivos, é fundamental
que se conhega exatamente qual € a amplitude de variagédo do sinal ao longo de
grandes intervalos de tempo. Isso & importante para que possiveis flutuagdes
intrinsecas do sistema eletrdnico ndo gerem interpretagdes errbneas dos dados.
Determinando-se um limiar maximo de variagdo do sinal analégico, pode-se adotar

este valor como um limite minimo de sensibilidade do equipamento.

Para se determinar esses valores, foi conduzido um experimento com uma
amostra de agua destilada. Como nao foram adicionadas particulas na agua, espera-
se que o resultado reflta exatamente as oscilagdes provenientes da propria
construcao eletrbnica e mecénica. O equipamento foi configurado para realizar
varreduras ao longo de todo o tubo em intervalos de 15 minutos entre o final de uma e
o inicio da varredura seguinte. A altura da coluna de agua ultrapassava a posi¢cao
inicial da plataforma que contém a unidade 6ptica. E importante destacar que o

equipamento de varredura leva aproximadamente 3 minutos e 10 segundos para
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realizar uma varredura e posicionar a plataforma na posicao inicial para a varredura
seguinte. Entdo, o intervalo entre o inicio de duas varreduras foi configurado para 18
minutos e 10 segundos. O experimento teve duragcdo de aproximadamente 2000
minutos, isto é, 1 dia e 9 horas. Depois, 0 mesmo procedimento foi realizado também
para uma amostra de agua de torneira. A duragao deste foi de aproximadamente 1300
minutos, isto é, pouco mais de 21 horas e 30 minutos. Esses experimentos
possibilitaram a determinac&o do limiar de variagdo do sinal, bem como a avaliagdo da

estabilidade mecanica do equipamento.

Experimento 2 — Sedimentacgéo de particulas de p6 de café

Uma vez avaliada a confiabilidade do aparelho, é interessante que sejam
conduzidos experimentos com particulas n&o vivas. Isso porque esse sistema € mais
simples e permite a verificagdo de um determinado processo que seja previamente
conhecido. Com isso, pode-se verificar a resposta do equipamento para o processo
em questao, e verificar se a mesma corresponde ao esperado. Organismos vivos, por
outro lado, podem introduzir diversos fatores complicadores na analise de algum
fendbmeno, nao servindo, portanto, como ilustragdo e avaliagdo do funcionamento do

equipamento.

Sabendo-se que, quando café em po6 € adicionado a uma porg¢ao de agua, as
particulas sedimentam com o passar do tempo, foi conduzido um experimento para
ilustrar o processo de sedimentagdo de particulas. Colocou-se agua no tubo de
amostra do aparelho até uma altura que ultrapassasse a posicao inicial da plataforma.
Entao, adicionou-se um determinado volume de p6 de café comercial na amostra e
logo em seguida a amostra foi homogeneizada. O equipamento foi configurado para
realizar varreduras em intervalos de tempo de 2 minutos entre o final de uma e o inicio
da seguinte. Esse experimento é importante por permitir a visualizagédo do processo de
sedimentagcdo a olho nu nos primeiros instantes. Com isso, pdde-se ter uma idéia
exata da forma do grafico, gerado pelos dados adquiridos, que caracteriza um
processo de sedimentacdo. Dessa forma, pode-se usar a analise grafica para
caracterizar um processo desse tipo quando o mesmo n&o puder ser observado a olho

nu.

Experimento 3 — Variagdo do sinal com a concentragdo de organismos

Uma vez que a confiabilidade do equipamento foi avaliada mediante a

verificagao da estabilidade do sinal analégico gerado pelo lock-in e a validagao do
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resultado gerado por um fendmeno conhecido, resta conhecer qual é a sensibilidade
do equipamento para determinada espécie de organismos de interesse. Como este
trabalho da enfoque a espécie Cylindrospermopsis raciborskii, foi conduzido um
experimento para se determinar um limite minimo de variagado na concentragao desses

organismos, passivel de ser detectado pelo equipamento de varredura.

Neste experimento, colocou-se 70 ml de amostra de Cylindrospermopsis
raciborskii NPCS-1 com concentracdo de 25,6 x 10° células/ml e comprimento médio
de células de 4,45 um. Posicionou-se a plataforma imediatamente abaixo da superficie
do liquido no tubo. A amostra foi sendo diluida com meio de cultura ASM-1. A cada 5
ml de meio adicionados, a amostra era homogeneizada e uma leitura do sinal era feita.
Conhecendo-se a concentracdo inicial de células, pode-se determinar a concentragao
para cada novo volume através da equacao 2.6 e entdo relaciona-la ao sinal lido no
INTERface.

C.-V
C=—1"1 (eq. 2.6)
V,+7,

onde C; é a concentracao inicial, V; € o volume inicial, V), € o volume de meio de
cultura acrescentado ao volume inicial e C é a concentragado corresponde ao sistema

de novo volume Vi+V,,.

Com isso, tem-se um grafico da variacdo do sinal com a concentracdo de
organismos na amostra. A partir desse grafico, pode-se determinar a sensibilidade de
leitura do equipamento, isto €, 0 minimo de variagdo de concentragao passivel de ser

observado com o aparelho.

Experimento 4 — Experimento da adigdo de agua sanitaria em uma amostra de

Cylindrospermopsis raciborskii

Avaliada a confiabilidade do equipamento e verificada a sensibilidade do
mesmo, tem-se bases suficientes para a realizacdo de experimentos com os
organismos. O primeiro experimento realizado possui um carater ilustrativo, motivado

por curiosidade.

Quando a uma amostra de Cylindrospermopsis raciborskii € adicionada agua
sanitaria (hipoclorito de sodio), essa amostra adquire uma coloragdo amarelada,

indicando morte dos organismos. Quando os organismos morrem, o espalhamento de
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luz € menor e a porgdo de luz transmitida aumenta. Assim, o sinal adquirido pelo
computador é maior. Sendo assim, dois experimentos foram conduzidos a titulo de
comparagao. No primeiro, foram adicionadas 11 gotas de agua sanitaria a uma
amostra de Cylindrospermopsis raciborskii que se encontrava no tubo de amostras.
Mas essas gotas foram adicionadas no centro do tubo e a uma distancia da superficie
da amostra da ordem de 10 cm. O equipamento foi entao configurado para realizar
varreduras consecutivas, isto €, o intervalo de tempo entre elas é nulo. Ja no segundo,
as mesmas 11 gotas foram adicionadas, mas, dessa vez, espalhadas por toda a
superficie do tubo e a uma distancia cerca de dez vezes menor. Novamente, o
aparelho foi ajustado para realizar varreduras consecutivas. Este experimento € uma
ilustracdo da dispersdo da agua sanitaria pela amostra em dois casos distintos. No
primeiro, os volumes de agua sanitaria tinham uma velocidade inicial (velocidade com
que estes comegam a penetrar na amostra) maior e atingiam sempre um ponto
especifico da superficie do liquido. No segundo, a velocidade inicial era menor e as
gotas eram dispersas por toda a superficie. Os resultados serdo apresentados no

capitulo 3 para comparacéo.

Experimento 5 — Aplicacdo de leds de alta luminosidade e diferentes

freqliéncias.

Como ja mencionado, as cianobactérias podem usar sua capacidade de
migracgao vertical para procurar por melhores condigdes fisicas e quimicas para seu
crescimento. Entre as condigdes fisicas, destaca-se a luz (CHORUS et al., 1999). Por
isso, conduziu-se um experimento de aplicagdo de luz em uma determinada
profundidade, para que o comportamento dos organismos pudesse ser avaliado
mediante a presenga desse fator externo. Entdo, uma amostra de Cylindrospermopsis
raciborskii, cepa NPCS-1, foi colocada no tubo e o aparelho foi configurado para
realizar varreduras em intervalos de 15 minutos. O equipamento foi colocado no
escuro. Cerca de 23 horas depois, leds de alta luminosidade foram posicionados
perpendicularmente ao tubo em uma profundidade especifica. Esse tempo em que a
amostra permaneceu no escuro € importante para que se tenha um padrdo de
distribuicdo de organismos para ser comparado com aquele gerado apods a aplicagéo
dos leds. Inicialmente, dois leds azuis foram posicionados na profundidade de 20 cm.
26 horas depois, esses mesmos leds foram posicionados em 29 cm e cerca de 23
horas depois, foram colocados em 3 cm de profundidade. Mais 29 horas e os leds
azuis foram substituidos por outros dois leds brancos também de alta intensidade.

Estes foram posicionados na profundidade de 20 cm. Vinte e seis horas depois, eles
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foram substituidos por dois leds verdes que foram colocados em 15 cm. 17 horas mais
tarde, eles foram posicionados em 29 cm e, por fim, 27 horas depois, 0s mesmos leds
foram ligados na profundidade de 12 cm. Todas essas profundidades sdo medidas em

relagdo a superficie da amostra.

Também foi conduzido um experimento com leds vermelhos de alta
intensidade. O procedimento foi semelhante aos anteriores, isto &, dois leds foram
ligados na profundidade de 16 cm em uma amostra de Cylindrospermopsis raciborskii

diferente daquela usada nos experimentos anteriores.

O instante de troca das posi¢cdes dos leds, bem como de suas cores foi
aleatodrio e motivado pelos resultados parciais que eram obtidos. No capitulo 3, serao
mostrados os resultados, destacando cada uma das situagbes descritas. Os leds eram
alimentados por duas pilhas alcalinas. A tensdo nas pilhas era monitorada
periodicamente para garantir que a luminosidade gerada pelos leds n&o era
significativamente alterada com o passar do tempo. Neste experimento, a amostra de
cianobactérias foi colocada de forma que a altura da coluna do liquido coincidisse com
a posicao inicial da plataforma que contém a unidade 6ptica. As figuras 2.23 € 2.24, a
seguir, exibem os espectros de emissédo dos leds apresentados, destacando os picos

de emissdo em cada caso, segundo SILVA (2005).

DETETOR: Fotodiodo
0.6 FONTE DE LUZ: LED Azul

DETETOR: Fotodiodo

0.07
FONTE DE LUZ: LED Branco

0.06 4
0.5

0.054
0.4

0.04
0.3+
0.03
0.2+

INTENSIDADE

0.02

INTENSIDADE

0.14
0.014
0.0

T T T T T T 0.00
400 420 440 460 480 500 460 4%0 560 SéO 660 6%)0 760
COMPRIMENTO DE ONDA (nm) COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura 2.23. Espectro de emissao dos leds azul e branco. Pico de emissao do led azul:
440 nm. Picos de emiss&o do led branco: 457 nm e 554 nm (SILVA, 2005).
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DETETOR: Fotodiodo

DETETOR: FONTE DE LUZ: LED Vermelho
0,040+ FONTE DE LUZ: 1.2
0,035 104
0,030
w -
0,025 g o8
o <
< 0,0201 2 064
a 2]
2 0,015 z
& W04
g 0010+ z
0,005 0.2+
0,000 0.0
-0,005 . . ; : . . T T T T T :
520 540 560 580 600 620 600 620 640 660 680 700
COMPRIMENTO DE ONDA (nm) COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura 2.24. Espectro de emissao dos leds verde e vermelho. Pico de emisséo do led
verde: 565 nm. Pico de emisséo do led vermelho: 657 nm (SILVA, 2005).

Experimento 6 — Aplicacdo de UV

Um outro fator externo a ser explorado € a luz ultravioleta. Nas secobes
anteriores, foi destacado que as proteinas constituem um dos principais alvos do UV-B
na célula. Pelo fato de que os aerdtopos sao constituidos exclusivamente de
proteinas, é de se esperar, entdo, que a incidéncia de luz ultravioleta cause algum
dano a essas estruturas. Como os aerétopos possuem papel fundamental na
regulacdo da flutuabilidade dos organismos, espera-se que esta seja diretamente

afetada pela luz UV.

Assim, foi conduzido um experimento em que luz ultravioleta era incidida sobre
uma amostra de Cylindrospermopsis raciborskii durante um determinado periodo de
tempo. A intensidade de UV-B incidindo sobre a amostra foi medida com o detector
IL1400A da International Light, cedido pelo Laboratério de Ecologia Aquética.
Acompanha esse equipamento, um sensor para a faixa de UV-B e outro para UV-A.
Como neste trabalho, o foco é sobre a radiacdo UV-B, usou-se sempre o sensor
apropriado. Assim como no experimento descrito anteriormente, a amostra foi
colocada no tubo e o equipamento foi configurado para realizar varreduras em
intervalos de 15 minutos. Neste caso, a altura da coluna de amostra ultrapassava a
posicao inicial da plataforma da unidade 6ptica. Somente cerca de 25 horas depois, a
amostra foi tratada pela primeira vez com radiacdo UV. A densidade de poténcia
medida na altura da superficie da amostra foi de 44 pWcm™ e o tempo de exposigao,
de 20 minutos. Cerca de 48 horas depois, a amostra foi novamente irradiada por uma
densidade de poténcia de UV-B de 37 pWem™ durante 60 minutos. Mais 49 horas e a

mesma amostra foi irradiada por uma densidade de poténcia de UV-B de 140 uWcm™
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por 60 minutos. Durante todo o tempo, a amostra permaneceu no escuro. A lampada
de ultravioleta utilizada foi a HBO200 de mercurio da PerkinElmer optoelectronics. Na
figura 2.25, pode-se observar que ela possui picos de emissdo em UV-B, UV-A e UV-
C, sendo os mais intensos os de UV-A e UV-B.

A titulo de comparacéao, vale comentar que a densidade de poténcia medida
em um dia de verdao, com tempo aberto, usando o mesmo detector, no Departamento
de Fisica da UFJF é da ordem de 100 pWcm™.

100

%
¥

Relatve Intensity (%

10 ﬂ
ULV L™ | S ——

o
280 oo JED 400 AED 500 &

o
Wavelength (nmj

Figura 2.25. Espectro de emissao da lampada HBO200. O eixo das abscissas
corresponde ao comprimento de onda em nanémetros e o eixo das ordenadas

corresponde a intensidade de emissao.

Na figura 2.26, a seguir, é exibida uma foto da montagem experimental

preparada para a aplicagao de ultravioleta sobre uma amostra de organismos.
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TRILHO PARA
CONTROLE DA
POSIGAO DA
LAMPADA NO PLANO
HORIZONTAL
TRILHO PARA |
CONTROLE DAR
ALTURA DA
LAMPADA

Figura 2.26. Aplicagao de luz ultravioleta sobre uma amostra de Cylindrospermopsis

raciborskKii.
Experimento 7 — Aplicagédo de Presséo

Na primeira parte do capitulo 2, foi descrito um equipamento para aplicagcao de
pressao sobre uma amostra de organismos. Ele foi usado neste experimento, em que
uma amostra de Cylindrospermopsis raciborskii foi submetida a 35 MCA de presséo e,
logo em seguida, colocada no tubo do equipamento de varredura. A amostra ficou em
ambiente escuro durante todo o experimento. O equipamento foi configurado para
realizar varreduras em intervalos de 15 minutos. O experimento foi conduzido com
duas amostras. Uma possuia uma concentragao de 6,5 x 10° células/ml e a outra, 25,6
x 10° células/ml. Com um experimento desse tipo, pode-se calcular a velocidade de
sedimentacéo desses organismos e, entdo, estimar a densidade dos organismos apds
a aplicacao da pressao. Para isso, a secado 2.2.4 mostra um modelo matematico que
estabelece uma relacdo entre a taxa de sedimentacido e a diferenga entre as

densidades das particulas que sedimentam (os organismos, no caso) e do liquido.
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2.2.4 — CALCULO DA TAXA DE SEDIMENTACAO DE PARTICULAS

Para relacionar a velocidade de sedimentagcdo dos organismos com a variagao
de densidade dos mesmos, convém introduzir o conceito de sedimentacéo a partir de
uma analise mecanica simples. Seja dada uma determinada particula de massa m,
volume V, e, consequentemente, densidade p, em meio aquoso (fluido) de densidade
p € viscosidade 7. Ambos o fluido e a particula estao sujeitos apenas a agdo de um

campo gravitacional com aceleracao g, conforme a figura 2.27 a seguir.

Figura 2.27. Particula de massa m, e volume V, imersa em um meio aquoso de

viscosidade 7 e densidade p,.

A forca liquida sobre a particula é:
F=m'g. (eq. 2.7)

Na equacgao 2.7, m’ é a massa efetiva da particula, isto é, a massa da particula

descontada da massa do fluido deslocado, como mostra a equacéo 2.8.
m'=m-V, p,. (eq. 2.8)

Ocorre que, no vacuo, a forca liquida que atua sobre a particula é a propria
forca peso enquanto que, em um fluido, a forcga liquida é reduzida por uma quantidade
Vo,gp, que é a forca devido a flutuabilidade. Assim, pode-se chegar as seguintes

conclusoes:



60

1.8e m'> 0=V, p, <m = aparticula afunda.
2.8e m'<0=V,p, >m = a particula flutua.

3.85e m'=0= V,p, = m=> a particula permanece parada.

Para o caso de uma particula esférica, de raio R, a massa efetiva pode ser

escrita da seguinte forma:
i 4 3
m=pV =V,p =§7rR (L, —p1)- (eq. 2.9)

A forca de arrasto é dada pela equacéao 2.10:

F=w, (eq. 2.10)

onde y é o coeficiente de arrasto, que é dado pela férmula de Stokes (eq. 2.11)
(LANDAU et al., 1987).

y=6rnR . (eq. 2.11)

Igualando as equagdes 2.7 e 2.10, tem-se:

wmmlg =y = m'g 2R(p,-p)g

(eq. 2.12)
ry 9 n

Para o caso em que as particulas sdo cilindricas, como os tricomas de
Cylindrospermopsis racibosrkii, a férmula de Stokes ndo é valida na forma
apresentada. HOWARD (2001) e TIRALDO et al. (1980) apresentam os coeficientes
de arrasto para cilindros. Para o caso em que o eixo do cilindro & paralelo ao
movimento vertical da particula, a forca de arrasto é dita paralela (F,). Por outro lado,
quando o eixo do cilindro é perpendicular a direcdo de movimento da particula, a forga
de arrasto é dita perpendicular (F,). A cada um desses casos, esta associado um
coeficiente de arrasto. Entdo, para um caso de movimentos aleatérios, € razoavel

admitir um coeficiente de arrasto médio (), dado pela equacgao 2.13, a seguir.

_l_
=Ll (eq. 2.13)
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onde os coeficientes de arrasto paralelo (, ) e perpendicular (7, ) séo dados por:

27nL 47nL

= ey, =—F—. (eq. 2.14)
In(L )-020 " In(L; )+0384

Vi
L é o comprimento do cilindro e r é o seu raio. As expressdes na equacgao 2.14
sao validas para o limite L>>r.

Assim, a velocidade de sedimentagdo para particulas cilindricas pode ser

escrita da forma:

e m_'g _ Vcil(pp__pl)g _ ”-VzL(p_p -P)g e rngp
Y e v

, (eq.2.15)
onde V. € o volume do cilindro e 4p é a diferenga entre as densidades da particula

cilindrica e do fluido e 2 € uma grandeza adimensional, dada pela equagao 2.16.

o 1 . 2
Tl Y- L ‘
In( Ar) 0,2 In( Ar)+0,84

(eq. 2.16)

2.3 — EXPERIMENTOS COM A ATENUAGCAO DE RADIACAO UV

Como discutido na secao 1.1.3, a radiacao ultravioleta € um fator importante
que pode determinar a sobrevivéncia e manuten¢cdo de uma determinada populacéo
de cianobactérias. Foi comentado, por exemplo, que a atenuacido do ultravioleta na
agua depende das propriedades Opticas da agua, isto €, da composicao de particulas
do meio. Assim, as particulas presentes em um determinado ambiente aquatico séo
fundamentais na atenuacdo de radiagdo ultravioleta. Em lagos turvos, com maior
concentracdo de nutrientes, o UV penetra pouco na agua, ao passo que em aguas
limpas, a radiacdao UV penetra até maiores profundidades. Para ilustrar o papel que as
particulas suspensas na agua desempenham na filtragem de radiagao UV, foi montado
um sistema para determinacdo do coeficiente de atenuagdo de amostras de agua
contendo diferentes particulas. Nestes experimentos, o detector UV-B, ja citado, foi

instalado no fundo de um tubo de vidro que armazenava as amostras. Luz UV,
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proveniente de uma lampada de mercurio HBO200, era incidida pela parte superior do
tubo. Com a adicao de um determinado volume de amostra, o sinal no detector era
lido. Com a variagcdo do volume de amostra, a altura da coluna de amostra entre o
detector e a lampada era medida, bem como o valor do sinal correspondente lido no
detector. Com isso, pdde-se construir um grafico da altura da coluna de amostra
versus intensidade do sinal. Tratando esses dados em OriginPro 7.5, p6de-se obter o

coeficiente de atenuacao para cada situacéo.

A primeira parte de experimentos consistiu na obtencdo de dados para a
atenuagdo de UV-B para agua de torneira. Logo apés, o mesmo procedimento foi
usado para a determinacdo do coeficiente de atenuacdo para amostras de
microesferas de poliestireno de duas concentragdes diferentes. Uma amostra com 5,5
x 10® microesferas/ml e outra com 9,1 x 10° microesferas/ml. A atenuacdo observada

no caso das microesferas é devido a efeitos de espalhamento.

O segundo experimento consistiu em utilizar particulas que atenuassem a
radiacdo UV-B incidente predominantemente via efeitos de absor¢édo. Para isso, foi
usado café soluvel comercial dissolvido em agua. Isso porque o café absorve o
ultravioleta. O fato de estar em solugao, elimina efeitos de espalhamento. Entao, o
mesmo procedimento foi realizado para obtengdo do coeficiente de atenuacio para
este caso. Logo apéds, o experimento foi repetido para café em pé. Neste caso, estdo
presentes os dois efeitos: o de absorcao, pela natureza do café e o de espalhamento,
pelo carater de particula dos granulos. Este ultimo remete a situagdo real em um corpo

de agua, por mesclar os dois efeitos na atenuagao da radiacdo incidente.

E na terceira parte, foram conduzidos experimentos para determinagdo do
coeficiente de atenuagédo de amostras de Cylindrospermopsis raciborskii para UV-B. O
procedimento € o mesmo usado nos experimentos anteriores e foi conduzido para trés
diferentes concentracdes de organismos. A primeira de 25,6 x 10° células/ml, a

segunda de 12,8 x 10° células/ml e a Gltima de 8,53 x 10° células/ml.

2.4 - ELETROFORESE

A fim de se verificar o potencial da radiacédo ultravioleta em quebrar ligagbes

peptidicas em proteinas e, portanto, reduzir o conteudo protéico total nas células
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expostas, foi realizada uma eletroforese de proteinas isoladas de uma amostra de

organismos expostos a diferentes dosagens de radiagao ultravioleta.

Entdo, inicialmente uma populagcdo de Cylindrospermopsis raciborskii foi
exposta a radiacdo ultravioleta da lampada de UV HBO200 com uma densidade de
poténcia inicial de UV-B de 18 uW/cm?. Amostras foram coletadas com 10, 20, 30, 40
e 60 minutos de exposicao. Apds os primeiros 60 minutos, a populagao passou a ser
irradiada por 180 pW/cm? e amostras foram coletadas com 10 e 20 minutos de
exposicao a alta intensidade. A temperatura foi monitorada para garantir que o
experimento ndo seria afetado por variagbes na mesma. Sendo assim, as amostras
coletadas para a eletroforese, receberam doses de UV-B de 180 uW.min./cmz, 360
pW.min./cm?, 540 upW.min/cm?, 720 pW.min./cm? 1080 upW.min./cm? 2880
pW.min./cm? e 4680 uW.min./cm?. Foi também separada uma amostra de controle,

nao irradiada pelo ultravioleta.

Para a eletroforese, a dosagem de proteinas foi realizada segundo o método
de Lowry. Em seguida, foi realizado o SDS page. Trinta e cinco microgramas de
proteinas foram colocados em cada pogo do gel de acrilamida utilizado. Apds este

processo, o gel foi corado por prata.
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CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados de cada um dos

experimentos descritos anteriormente, seguidos de comentarios e esclarecimentos.

3.1 — TESTES COM APLICACAO DE PRESSAO

A figura 3.1 mostra os tubos que sofreram pressao e o tubo controle 4 e 24
horas apds a realizacdo dos experimentos. A figura 3.2 mostra os tubos apds 48
horas. Nas trés figuras tem-se, da esquerda para a direita, o tubo controle, o tubo que
sofreu 5 MCA de presséao, o de 15 MCA, 25 MCA e o ultimo na direita é o de 35 MCA.

Figura 3.1. Amostras submetidas a diferentes pressoes, 4 horas apos a aplicagao

(esquerda) e 24 horas ap6s a aplicagéo (direita). Da esquerda para a direita nas duas
figuras: tubo controle, 5 MCA, 15 MCA, 25 MCA e 35 MCA.
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Figura 3.2. Amostras submetidas a diferentes pressdes 48 horas apos a aplicagdo. Da
esquerda para a direita: tubo controle, 5 MCA, 15 MCA, 25 MCA e 35 MCA.

O que se pode concluir desses experimentos € que os valores de pressao de 5
MCA e de 15 MCA nao foram suficientes para colapsar um numero minimo de
aerotopos para que a sedimentagdo dos organismos pudesse ser vista a olho nu. Por
isso ndo se observa diferengas nitidas de coloracdo do meio entre os tubos que
sofreram a pressao e o controle. Entretanto, as pressdoes de 25 e 35 MCA foram
suficientes para colapsar a maioria dos aer6topos da maior parte dos organismos. A
nitida diferenga de coloragao entre os tubos de controle e os que receberam a pressao
€ resultado das diferengas na concentracdo de organismos em cada caso. Nas
amostras que sofreram a pressdo, 0 meio possui um aspecto transparente porque a

concentragao de organismos é muito baixa.

Fotos de microscopio mostram filamentos de Cylindrospermopsis raciborskii
retirados do fundo de cada um dos tubos. Essas fotos sdo mostradas nas figuras 3.3,

3.4 e 3.5 e foram obtidas logo apds a aplicagao da presséo.

s

Figura 3.3. Filamento dos tubos de controle (esquerda) e do que sofreu 5 MCA de

pressao (direita).
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Figura 3.4. Filamentos dos tubos que sofreu 15 MCA de presséao (esquerda) e que

sofreu 25 MCA de pressao (direita).

Figura 3.5. Filamento do tubo que sofreu 35 MCA de presséo.

Nas fotos, as manchas pretas no interior das células s&o os aerdtopos. Por
possuirem gases no seu interior, o indice de refragdo deles é significativamente
diferente do indice do meio. Entao os aerétopos acabam por atuar como particulas
espalhadoras (WAALAND et al., 1971). Como o microscopio utilizado funciona por
transmissao de luz, as regides onde existem os aerétopos aparecem como manchas

pretas na foto.

Pode-se observar nas figuras 3.3 a 3.5 uma redugao gradual da quantidade de
aeroétopos, consequéncia da pressao aplicada, que foi cada vez maior. Isso sugere
que esta técnica pode ser usada para isolar amostras de Cylindrospermopsis
raciborskii de um dado meio, uma vez que, quando aplicada uma pressao

suficientemente grande, os organismos se sedimentam no fundo.
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3.2 - EXPERIMENTOS COM O EQUIPAMENTO DE VARREDURA

Nessa secdo, serdo apresentados os resultados dos experimentos com o

equipamento de varredura, que foram descritos na secéo 2.2.3 do capitulo 2.

Experimento 1 — Estabilidade do Sinal no Tempo

Os dados gerados para o experimento de varredura de uma amostra de agua
destilada sao exibidos nas figuras 3.6 e 3.7. Na figura 3.6, as dimensdes no plano sao
a profundidade no tubo de amostra e o tempo decorrido desde o inicio do experimento.
A dimensao representada por cores € a intensidade do sinal referente a porcao de luz
transmitida pela amostra. Deve-se salientar que essa intensidade do sinal € expressa
em Volts, mas essa é uma escala arbitraria que depende do sistema eletrénico
utilizado e dos ajustes do software de aquisicdo. Essa observacao vale para todos os

demais graficos exibidos a frente.

Em ambos os gréficos, nota-se uma rapida queda na intensidade do sinal a
partir da profundidade de 36 cm. Essa diminuigdo é devido ao fato de a plataforma da
unidade o6ptica chegar ao fim do seu curso. Essa regido indica o final da area util de

varredura do tubo.

A partir desses graficos, nota-se que a intensidade do sinal varia de cerca de
70 mV entre os picos de maior e menor intensidade, considerando-se todo o tempo de
experimento. Variagdes bruscas ao longo de toda a profundidade do tubo na faixa de
200 minutos e de 1800 minutos podem ser atribuidas a oscilagbes da rede de

alimentacéo dos equipamentos.

O mesmo procedimento foi repetido para uma amostra de agua de torneira. A
anadlise feita anteriormente é valida também para este caso. A variagcao de sinal entre
0s picos de maximo e minimo de intensidade também foi da ordem de 70 mV. O

grafico deste caso é exibido na figura 3.8 e 3.9.
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Analise temporal de uma coluna de agua de torneira
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Com isso, conclui-se que 70 mV é o limiar de sensibilidade do equipamento,
isto &, variagbes de sinal até esse limite em experimentos de longos periodos de
tempo podem nao corresponder a mudancas de concentragao de particulas no tubo de

amostra, mas sim a oscilagdes caracteristicas do sistema eletronico utilizado.

Além da determinagdo de um nivel tipico de oscilagdo do sinal, esses
experimentos foram importantes para a avaliagdo da estabilidade do sinal como um
todo ao longo do tempo e ainda para uma verificagdo do comportamento do sistema
mecanico durante o procedimento. Quanto ao primeiro, o equipamento se mostrou
estavel, mantendo sempre a mesma intensidade de sinal a menos das oscilagdes ja
comentadas. Quanto ao sistema mecanico, o aparelho n&o apresentou nenhum tipo de
falhas. O movimento da plataforma foi repetitivo e os dispositivos corretivos de posicao
se mostraram uteis e eficientes quando foram de fato necessarios. Isso garantiu ao
equipamento confiabilidade na realizagdo de varreduras de forma totalmente

automatizada.
Experimento 2 — Sedimentacgéo de particulas de p6 de café

Neste experimento, pdde-se observar o processo de sedimentagdo de
particulas de pd de café. As figuras 3.10 e 3.11 mostram o resultado obtido. Com
esses graficos, nota-se uma velocidade de sedimentagdo da ordem de 200 ums™' nos
primeiros 60 minutos. Deve-se destacar que o que se mede é a por¢cao de luz
transmitida pela amostra. Isso significa que quanto maior a intensidade do sinal, menor
€ a concentracdo de particulas espalhadoras de luz. Entdo, a escala de cores é
invertida em relagdo a escala de concentragdo de particulas, isto €, as regides com
coloragdo mais voltada ao azul correspondem a uma maior concentragdo de
particulas, enquanto aquelas com coloragdo mais avermelhada séo caracterizadas por
uma menor concentracdo dessas particulas. Essa observacéo é valida para todos os

demais graficos apresentados neste trabalho.

A importancia desse experimento consiste em ilustrar um tipico processo de
sedimentacdo de particulas. Como sdo usadas particulas nado vivas e o processo &
passivel de observacgao a olho nu, o grafico obtido pode ser claramente caracterizado.
Assim, criam-se bases para se perceber um processo semelhante em casos em que

nao se pode observar a olho nu.
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Sedimentagao de po de cafe.
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Figura 3.10. Processo de sedimentacao de particulas de p6 de café. Vista superior.
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Figura 3.11. Processo de sedimentagao de particulas de p6 de café.
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Experimento 3 — Variagéo do sinal com concentragé&o de organismos

A curva de concentragdo de organismos pela variacdo do sinal correspondente
a porcao de luz transmitida pela amostra é exibida na figura 3.12. Essa curva descreve
a forma com que o coeficiente de atenuacido da amostra depende da concentracdo de
organismos, uma vez que a variavel posicao, na lei de Lambert-Beer (equacao 2.1), é

constante e igual a 3,7 cm.

A faixa de valores lidos pelo conversor A/D é limitada ao valor da alimentagao
do préprio Cl ADS7822 e entdo, quando o sinal que chega ao conversor extrapola
esse limite maximo, deve-se alterar a escala de sensibilidade do amplificador lock-in.
Ao final do experimento, os valores obtidos sao todos convertidos para a mesma

escala de amplificacao e por isso diz-se que a intensidade do sinal é normalizada.

Curva da Variagao de Sinal com a Concentragao
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Figura 3.12. Curva da concentragao de organismos pela variagdo do sinal
correspondente a intensidade luminosa transmitida pela amostra. Medida 1 e Medida 2

referem-se a duas repeticdes do experimento.

Quanto a sensibilidade do equipamento, na faixa de maiores concentragdes
(acima de 18 milhdes de células por ml), cada variacdo de 1 x 10° células/ml na

concentragao corresponde a uma mudanga de sinal da ordem de 89 mV. Lembrando
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que, para experimentos de longo prazo, o limiar de sensibilidade do equipamento é de
70 mV, essa seria a variacdo minima de concentragcao passivel de detecgao pelo
equipamento neste caso. Por outro lado, na faixa de menores concentragbes (abaixo
de 8 milhdes de células por ml), cada variacdo de 1 x 10° células/ml corresponde a
uma variacéo de sinal da ordem de 400 mV. Entdo, neste caso, a variagdo minima de
concentracao passivel de deteccdo seria de 200 mil células/ml, para experimentos de
longo prazo. Para se ter uma idéia, se a amostra possuir tamanhos médios de células
da ordem de 5 um, e os filamentos possuirem comprimentos tipicos de 60 um, 200 mil

células/ml correspondem a aproximadamente 16 mil filamentos/ml.

Deve-se salientar que a sensibilidade do equipamento depende das particulas
em questao e do tempo de duragao do experimento, como ja ressaltado. Assim, esses
valores serao diferentes conforme as caracteristicas das células tais como tamanho,
forma e niumero de aer6topos. Além disso, para experimentos de curta duracéo, nos
quais se pode excluir grande parte das oscilagdes ja comentadas, a sensibilidade pode

melhorar em até 4 ou 5 vezes, dependendo do tempo considerado.

Por fim, vale ressaltar que a curva mostrada na figura 3.12 é da forma da
equacao 2.1, do capitulo 2. Usando os dados gerados pela curva e as equagdes 2.1 e

2.2, tem-se que o coeficiente de extingdo C., para essa amostra vale 3,2 x 10® cm?.

Experimento 4 — Experimento da adicdo de agua sanitaria em uma amostra de

Cylindrospermopsis raciborskii

As figuras 3.13 e 3.14 mostram o resultado obtido para o caso em que gotas de
agua sanitaria foram adicionadas a amostra pelo centro do tubo. Nota-se que, por
possuirem uma determinada velocidade inicial (ao tocarem a superficie do liquido), as
gotas penetram na amostra mais rapidamente do que se dispersam nas demais
diregcdes. Com isso, o efeito € mais intenso inicialmente para maiores profundidades e
se expande gradualmente por toda a extensdo do tubo. A variagao de sinal durante o
experimento extrapolou o limite maximo do conversor A/D (tens&do de alimentacédo do
Cl ADS7822). Por isso, a tendéncia de a coloragado vermelha ficar uniforme ao longo
do tubo, pois para qualquer valor acima do limite maximo, o conversor gera um sinal

constante correspondente a sua tensao de alimentagao.



Varredura com Cylindrospermopsis raciborskii. Amostra do dia 13/01. Foi jogada agua sanitaria.
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Figura 3.13. Experimento da adi¢cdo de gotas de agua sanitaria no centro do tubo.
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Varredura com Cylindrospermopsis raciborskii. Amostra do dia 13/01. Foi jogada agua sanitaria.
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O resultado é bem diferente quando as gotas sdo adicionadas por toda a
extensdo da superficie do tubo e a uma distancia muito pequena da mesma. Neste
caso, o efeito € uniformemente distribuido por todo o tubo. Isso pode ser observado

nos graficos das figuras 3.15 e 3.16.

Novamente, vale ressaltar que cores mais avermelhadas, isto &, maiores
valores de intensidade do sinal, correspondem a uma menor concentracdo de

organismos.

‘arredura com Cylmdrosperrnopsm raciborskii. Amostra do dia 28/01 com agua sanitaria.
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Figura 3.15. Experimento de adicdo de gotas de agua sanitaria por toda a area

superficial do tubo. Vista superior.

Como ja destacado, a queda de sinal apos os 36 cm é devido a chegada da
plataforma ao final do seu curso. Na figura 3.15, pode-se notar claramente que essa
queda ocorre a partir de 35 cm, aproximadamente. Isso ocorreu porque nessa faixa de
profundidade, havia um aglomerado de organismos que n&o se desfez imediatamente
com a adicdo de agua sanitaria. Esse aglomerado adquiriu uma coloragdo amarelada,
mas permaneceu fixo nessa regido e por isso verifica-se essa queda pronunciada do
sinal. S¢ foi possivel a visualizagdo do aglomerado porque a amostra como um todo

adquiriu uma coloragao esbranqui¢ada, quase transparente.
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Varredura com Cylindrospermopsi_s_[acil:io'ri;ki'i_. Amostra do ‘dia. 28/01 com agua sanitari.
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Figura 3.16. Experimento de adicdo de gotas de agua sanitaria por toda a area

superficial do tubo.

Experimento 5 — Aplicagao de leds de alta luminosidade e diferentes cores

Esse experimento foi particularmente interessante por mostrar que ha um
aumento da concentragdo de organismos nas regides iluminadas pelos leds. Isso
significa que as regides iluminadas atraem os organismos de alguma forma. Por
questdes técnicas, devido ao fato de a escala de tempo ser muito longa, os dados
tiveram de ser representados em dois gréaficos. O segundo é continuagdo do primeiro
no tempo, mas deve-se notar que as cores correspondem a uma escala diferente. Os
graficos que mostram o resultado dos experimentos sdo mostrados nas figuras 3.17 e
3.18.

Os numeros indicados nas figuras correspondem aos experimentos realizados.
Na figura 3.17, o niumero 1 corresponde a aplicagao dos leds azuis na profundidade de
20 cm, o numero 2, leds azuis na profundidade de 29 cm e o numero 3, leds também
azuis na profundidade de 3 cm. O numero 4 corresponde aos leds brancos
posicionados em 20 cm. O numero 5 refere-se a aplicagao dos leds verdes em 15 cm
de profundidade. Na figura 3.18, o nimero 6 corresponde a aplicacado dos leds verdes

na profundidade de 29 cm e o numero 7, leds verdes na profundidade de 12 cm.
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Varredura com Cylindrospermopsis raciborskii. Amostra do dia 05/02.
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Figura 3.17. Experimento da aplicagao de leds de alta luminosidade. 12 parte. Niumero
1: leds azuis em 20 cm. Numero 2: leds azuis em 29 cm. Numero 3, leds azuis em 3

cm. NUumero 4: leds brancos em 20 cm. Numero 5: leds verdes em 15 cm.

Varredura com Cylindrospermopsis raciborskii. Amostra do dia 05/02.
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Figura 3.18. Experimento da aplicacao de leds de alta luminosidade. 22 parte. Numero

6: leds verdes em 29 cm. NUmero 7: leds verdes em 12 cm.
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Os circulos correspondentes aos numeros nas figuras 3.17 e 3.18, destacam
as regides correspondentes aos experimentos realizados. Em todas elas, verifica-se
uma queda do sinal, isto é, uma coloracdo mais voltada para o azul. Isso significa que
a concentragado de organismos € maior naquela regido. Por isso, pode-se concluir que
em todos os casos de aplicagédo de leds, houve uma concentragéo de organismos nas
regides iluminadas. Entretanto, nota-se que nos experimentos 2, 3, 4 e 6 o acumulo de
organismos foi menor do que nos de nimero 1, 5 e 7. Em particular, o de niumero 5 foi
aquele gerou o maior acumulo de organismos na regido em torno dos leds. Destes, 0 5
e 7 correspondem a aplicagao do led verde, enquanto o 1 corresponde ao led azul. O

led branco nao gerou efeito significativo.

E interessante notar que a faixa azul do espectro visivel é absorvida pela
clorofila a, presente nas células desses organismos. O verde, por outro lado, ndo é
absorvido por esse pigmento. O led branco, como destacado na figura 2.21 do capitulo
2, possui um pico de emissado na regidao do azul. Neste experimento, observou-se o
efeito do acumulo de organismos para o led azul, mas n&o para o branco, ainda que o
branco possuisse um pico de emissdo no azul. Isso ocorreu possivelmente porque a
emissao no azul do led branco é da ordem de 10 vezes menos intensa do que no led
azul, como pode ser comparado na figura 2.23 do capitulo 2. Novamente, é
interessante notar que o efeito mais pronunciado foi com o uso do led verde, mesmo
sendo este 0 menos intenso dos trés, como pode ser observado na figura 2.24 do

capitulo 2.

As figuras 3.19 e 3.20 destacam a ampliagdo de uma faixa de profundidades e
tempo em torno da regido de aplicacdo do led verde na profundidade de 15 cm
(numero 5 da figura 3.17). Com esse recurso, uma nova escala de cores é atribuida
aos graficos, aumentando a resolugdo dos dados e permitindo uma analise mais
precisa. Assim, deve-se ressaltar que a diminui¢gdo do sinal na regido de 15 cm é
acompanhada de um aumento de sinal nas regides vizinhas, imediatamente inferior e
superior. Isso significa que, enquanto ha um acumulo de organismos na regido de 15
cm, ha uma diminuicdo da concentracdo destes nas regides vizinhas aquela da

aplicagéo dos leds.
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Vale ressaltar que o fato de os organismos serem mais sensiveis (em termos

7

de movimento) a luz verde do que as demais é interessante e, entdo, pode-se
construir uma hipotese para explicar esse fato. Em uma situagao real, de um lago, o
vermelho e 0 azul podem penetrar menos na agua do que o verde. Isto porque estas
cores sao mais absorvidas pelos organismos, devido a presenga de clorofila a. Sendo

assim, organismos em maiores profundidades sdo capazes de perceber a presenga de
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luz e se orientar em busca de nichos que contenham as faixas de frequéncias de
radiagdo eletromagnética que sao fotossinteticamente ativas (azul e vermelho). Isso
explicaria porque elas possuem essa maior sensibilidade na regido do verde, isto é,
para se orientarem em busca de locais em que existam as cores necessarias para a

realizacao de fotossintese.

Essa hipdétese pode contribuir para o entendimento de uma curiosidade
observada no laboratério. Um tubo contendo amostra de Cylindrospermopsis
raciborskii foi colocado sob luz incandescente, de lampadas comerciais de 60 W de
poténcia. Com aproximadamente 48 horas de exposi¢do ininterrupta, € possivel
observar a formacdo de acumulos de organismos em duas regides do tubo: a
superficie da amostra e o fundo do tubo. E interessante notar ainda que a maior
concentragcao no fundo do tubo se deu na lateral voltada para a posi¢ao da luz, como
pode ser observado na figura 3.21, a seguir. Pode ser que essa movimentacao dos
organismos seja conseqiéncia da sensibilidade destes a luz verde proveniente da

lampada.

LAMPADA 60 W
INCANDESCENTE

ACUMULO DE
ORGANISMOS

Figura 3.21. Tubo com cianobactérias exposto a luz de uma lampada incandescente
de 60 W de poténcia.

Por fim, vale destacar que foram feitos também experimentos com leds
vermelhos de alta intensidade. Mas estes ndo geraram o acumulo de organismos
como os demais casos. Por isso, ndo foram exibidas maiores informacdes sobre este

procedimento.
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Experimento 6 — Aplicagdo de UV

Na figura 3.22, é exibido o grafico gerado pelo experimento de aplicacdo de
radiacdo ultravioleta em uma amostra de Cylindrospermopsis raciborskii. Como ja
descrito, a radiacdo UV foi aplicada em trés instantes (1483, 4374 e 7334 minutos
apos o inicio do experimento) e as figuras 3.23, 3.24 e 3.25 mostram cada uma das

aplicagcbes separadamente.

Na figura 3.22, nota-se que o sinal, como um todo, aumenta com o passar do
tempo. Isso pode ser notado principalmente a partir dos 6000 minutos. Esse aumento
do sinal indica que ha uma redugao na concentragao de organismos ao longo de todo
o tubo. Por outro lado, deve-se observar que a faixa de profundidades a partir de 36
cm se mostra com um azul mais intenso com o passar do tempo, principalmente a
partir dos 6000 minutos. Ja foi destacado que essa faixa de profundidades
corresponde ao final do curso da plataforma que contém a unidade optica. Sendo
assim, pode-se atribuir a diminuigdo da concentragdo de organismos ao longo do tubo
a um processo de sedimentagcao dos mesmos, que acabam por se acumular no fundo
do tubo, aumentando a concentragao nessa regiao e, consequentemente, atenuando
mais o feixe de luz incidente. Entretanto, esse pode ndo ser o unico efeito presente.
Uma outra possibilidade € a morte de organismos, o que também geraria uma
diminuicdo da concentragédo ao longo do tubo. Esses dois possiveis efeitos podem ter
ocorrido simultaneamente. Mais experimentos seriam necessarios para que se
pudesse avaliar com maior clareza o problema em questdo. Especificamente, seriam
necessarios experimentos capazes de caracterizar a morte de organismos. Neste
trabalho, tentou-se implementar algumas técnicas para este fim, a saber, coloracéo
por Trypan-Blue e fluorescéncia, usando o corante ethidium bromide. Nenhuma delas
se mostrou aplicavel a essas cianobactérias, tendo-se em vista os recursos
disponiveis para este projeto. Em trabalhos futuros, € imprescindivel que se possa

avaliar a viabilidade dos organismos.

A partir de pouco mais de 6000 minutos, nota-se, no grafico da figura 3.22, uma
faixa azul na profundidade de 32 cm, aproximadamente. Essa faixa de sinal menos
intenso, indica um acumulo de organismos. O ocorrido neste caso foi a formacao de
um aglomerado de organismos, que acabou por se fixar na superficie interna do tubo,
na profundidade ja mencionada. Esse aglomerado atenua o feixe de luz incidente e
gera a queda de sinal observada. O mesmo era passivel de observacdo a olho nu,

ainda que dificilmente.
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Varredura com Cylindrospermopsis raciborskii. Amostra do dia 28/01.
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Figura 3.22. Experimento da aplicagao de ultravioleta.
Varredura com Cylindrospermopsis raciborskii. Amostra do dia 28/01.
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Figura 3.23. Experimento da aplicacao de ultravioleta. O UV foi aplicado no instante
1483 minutos, aproximadamente. A densidade de poténcia foi de 44 uWcm™ por 20

minutos.
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Varredura com Cylindrospermopsis raciborskii. Amestra do dia 268/01.
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Figura 3.24. Experimento da aplicacao de ultravioleta. O UV foi aplicado no instante
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Figura 3.25. Experimento da aplicagao de ultravioleta. O UV foi aplicado no instante

7334 minutos, aproximadamente. A densidade de poténcia foi de 140 uWcm™ por 60

minutos.
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A partir dos graficos das figuras 3.23, 3.24 e 3.25, é interessante notar que
ocorre uma diminuicdo do sinal imediatamente apds o inicio da aplicacdo de
ultravioleta. Essa diminuigdo implica em uma maior concentragdo de organismos na
regido em questado. Para justificar esse efeito, deve-se lembrar que a altura da coluna
de amostra ultrapassava a posic¢ao inicial da plataforma que contém a unidade 6ptica.
E interessante notar que, sempre que amostras de organismos foram colocadas no
tubo, observou-se a formagao de um acumulo de organismos na superficie do liquido,

como pode ser visto na figura 3.26, a seguir.

Acumulo de
organismos

Figura 3.26. Concentragao de organismos na superficie da amostra.

Com isso, pode-se explicar a diminuicdo da intensidade do sinal logo apds a
aplicagao do ultravioleta. Com a aplicagao da radiagdo UV, os organismos acumulados
na superficie, ou parte deles, iniciaram um processo de sedimentagcdo. Pouco tempo

depois, eles atingiram a posicéo inicial da plataforma, causando a diminuicdo do sinal.

E interessante destacar que, aproximadamente 200 minutos apds o inicio da
diminui¢do do sinal na posigao inicial da plataforma, nota-se uma diminuicdo do sinal
no final do tubo, tipicamente a partir dos 30 cm de profundidade. Isso pode ser notado
nas trés situacdes das figuras 3.23, 3.24 e 3.25. Isso significa que aqueles organismos
que sedimentaram e passaram em determinado instante pela posigédo inicial da
plataforma, comegaram a atingir o fundo do tubo aproximadamente 200 minutos mais
tarde. Tomando entdo que a extensdo do tubo € de 37 cm e que o tempo de
sedimentacado foi de 200 minutos, pode-se concluir que a taxa de sedimentacao
desses organismos foi de 3,08 x 10° ms™, ou 30,8 ums™. Usando a equagdo 2.15,
para a velocidade de sedimentacdo de particulas cilindricas, pode-se calcular a

diferenga entre as densidades dos organismos e do liquido, o que resulta em 4p da
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ordem de 1200 Kg.m™. Esse valor foi obtido considerando-se que o comprimento
medio dos organismos seja de 60 um e o seu raio € de 1,5 um. Foram usados esses
valores tipicos, apenas para se ter um idéia da ordem de grandeza dessa mudancga de
densidade. Isso significa que a aplicagdo da radiagao ultravioleta aumentou a
densidade dos organismos em torno de 1200 Kg.m™. Esse aumento de densidade
pode estar relacionado a perda de alguns aerétopos no interior das células, mas vale
ressaltar que nao constatamos visualmente, com o uso do microscépio, nenhuma
diminuicao significativa do niumero de vesiculas de gas. Uma discussdo mais apurada

sera feita mais adiante.

Vale relembrar aqui que o objetivo desses experimentos € ilustrar a utilidade e
o funcionamento do equipamento desenvolvido e ao mesmo tempo motivar alguns

trabalhos interessantes a partir de seu uso.

Por fim, é importante destacar que essas cianobactérias atenuam fortemente a
radiacao UV-B. Na secdo 3.3 a seguir, esse tdpico sera abordado com mais detalhes,
mas vale adiantar que uma coluna de poucos centimetros de organismos é suficiente

para atenuar fortemente a radiacdo UV-B.
Experimento 7 — Aplicagdo de Presséo

A figura 3.27 mostra o grafico obtido a partir do experimento de aplicagdo de 35
MCA de pressdao sobre uma amostra de Cylindrospermopsis raciborskii com
concentragdo de 6,5 x 10° células/ml. Conforme ja discutido na secdo 3.1 deste
capitulo, ao sofrerem uma pressao superior a pressao critica, os aerotopos colapsam,
aumentando a densidade das células, o que faz com que os organismos afundem na
coluna de agua. Na figura 3.27, nota-se claramente um processo de sedimentacéo dos
organismos. A forma do grafico é semelhante aquele da figura 3.10 para a
sedimentacdo de particulas de p6 de café. Na medida em que os organismos se
sedimentam, a intensidade da luz transmitida aumenta nas regides anteriormente
ocupadas por eles. Na figura 3.26, pode-se observar que a diferenca de sinal entre as
regidoes que os organismos ocupam e aquelas anteriormente ocupadas € significativa.
Isso se deve ao relativamente alto valor de pressao utilizado, conforme comparacao
da figura 3.2 da sec¢édo 3.1. Vale ressaltar que esse gradiente de concentragao de

organismos tao nitido na figura 3.26, n&o € visivel a olho nu no tubo de amostra.

A partir desse grafico, pode-se obter a taxa de sedimentacdo para esses

organismos, a saber, 1,33 x 10° ms™ ou 1,33 pms™. Usando a equacédo 2.15, pode-se



86

realizar alguns calculos para se obter o ganho de densidade dos organismos gerado
pela aplicagéo da pressao sobre a amostra, o que resulta em um 4p da ordem de 52

kg.m™.
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Figura 3.27. Experimento de aplicacdo de pressdo sobre uma amostra de

Cylindrospermopsis raciborskii de 6,5 x 10° células/ml.

Na figura 3.27, o instante proximo a 2700 minutos, caracterizado pela queda
abrupta do sinal, quando a coloragao deixa de ser avermelhada e passa a ser azulada,
marca 0 momento em que a amostra foi homogeneizada, com o objetivo de verificar a
intensidade do sinal se os organismos que sedimentaram voltassem a flutuar. Como

pode ser visto, o sinal retorna a niveis proximos aqueles do inicio do processo.

O acumulo de organismos no fundo do tubo, devido ao processo de
sedimentacédo, € destacado na figura 3.28, que mostra uma foto do fundo do tubo de

amostra.



87

Figura 3.28. Acumulo de organismos no fundo do tubo.

Na figura 3.29, pode-se observar o resultado do mesmo procedimento
experimental para uma amostra de 25,6 x 10° células/ml. A partir do grafico, pode-se
obter a taxa de sedimentagdo dos organismos: 1,5 x 10® ms™, ou 1,5 ums'1. E um
valor semelhante ao caso anterior. Pequenas diferengcas, como essa, podem ser
provenientes de possiveis imprecisbes na aplicacdo de valores especificos de

pressdo. Neste caso, o ganho de densidade dos organismos foi em torno de 59 kg.m™.

Amostra do dia 16/02. Pressao de 35MCA.
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Figura 3.29. Experimento de aplicagdo de pressdo sobre uma amostra de

Cylindrospermopsis raciborskii 25,6 x 10° células/ml.
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E interessante notar como o ganho de densidade para os experimentos de
aplicagdo de pressdo (59 kg. m?) foi diferente daquele dos experimentos de
ultravioleta (1200 Kg.m™). Essa diferenga indica que os efeitos decorridos das
aplicagdes de ultravioleta e pressao podem ter sido significativamente diferentes. Uma

analise simples permite algumas conclusdes e hipoteses razoaveis, como segue.

Para o caso do experimento de aplicagao de presséo, os organismos possuiam

inicialmente uma densidade p* dada por:

2m”
P
pr=Sr, (eq. C1)

onde m* e V* sdo a massa e o volume dos organismos, respectivamente, sem

aplicacao de pressao.

O mesmo pode ser escrito para uma amostra que recebeu a aplicagado de

pressao externa, isto €,

2 m?
p? = B (eq. C2)

onde p*, m® e V* sdo a densidade, a massa e o volume, respectivamente, dos

organismos que sofreram a aplicagao de presséo.

Como os organismos que sofreram pressao afundam, pode-se escrever que

¢ S, chp stp
pT>p? = e > " (eq. C3)

Como o unico efeito, a principio, da aplicagdo de pressao sobre as células é o
colapso dos aerétopos, pode-se admitir que a mudanga de massa de um organismo
apos receber pressao € desprezivel em relagdo a massa dos demais constituintes da

célula, isto é,

> m?=>"m". (eq. C4)

E entdo, conclui-se que

Ve <y, (eq. C5)
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isto é, a aplicagdo de pressao causa uma diminuicdo do volume dos organismos, 0
que gera um aumento da densidade de suas células. Com isso, esses organismos
acabam por sedimentar no tubo de amostra. Como a variagao de densidade foi da
ordem de 60 kg.m™, conclui-se que a diminuicdo do volume é da ordem de 6% do

volume inicial, o que é dificil de ser observado em microscopio.

Entdo, a diminuigdo do volume dos organismos, devido ao colapso dos
aeroétopos, € responsavel por uma variagédo da ordem de 6% no valor da densidade.
Como no caso do experimento do ultravioleta, essa mesma variagéo foi da ordem de
80%, pode-se admitir que a diminuigcdo do volume dos organismos, neste caso, &
desprezivel e que outros efeitos sao responsaveis pela maior parte do aumento de
densidade dos organismos. Assim como feito para a pressdo, pode-se escrever para o

ultravioleta:

su Z msu ( C6)
P o q
C” —Z m (eq. C7)
= , eq.
Yo e q

Su

onde p* m®™ e V" sdo a densidade, a massa e o volume dos organismos,
respectivamente, sem aplicagdo de ultravioleta e p*, m® e V* sdo a densidade, a
massa e o volume, respectivamente, dos organismos que sofreram a aplicagdo de

ultravioleta.

Como os organismos que sofreram aplicacdo do UV afundam, pode-se

escrever que

2mt xm (eq. C8)

cu > su :
p p VCU ‘V su

Se a variagao de volume ¢é desprezivel, conclui-se que:
dom >y m", (eq. C9)
isto é, a aplicagao de ultravioleta causa um aumento de massa de no minimo 75% do

da massa inicial. Assim, a variagdo da quantidade de massa dos organismos €, neste

caso, responsavel por pelo menos 95% da variacdo de densidade observada.
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Com isso, relembrando que a lampada de UV utilizada também possui picos de

emissao no visivel, trés hipéteses podem ser levantadas:

1. O ultravioleta age acelerando a taxa de fotossintese dos organismos, a qual
utiliza a parte visivel do espectro da HBO200. Isso geraria a produgao
acelerada de moléculas mais densas do que a agua e, consequentemente,
aumentaria a massa dos organismos;

2. o ultravioleta é utilizado no processo de fotossintese, em conjunto com as
demais freqUéncias do visivel, o que também aceleraria a taxa de producao de
moléculas mais densas do que a agua e aumentaria a massa das células e

3. o ultravioleta ndo possui qualquer fungéo e os organismos sedimentam apenas
devido a alta incidéncia de luz visivel, a qual, por si s6, gera um aumento da

massa dos organismos.

A terceira hipotese pode ser refutada pela foto exibida na figura 3.21, em que
um tubo de amostra de Cylindrospermopsis raciborskii foi exposto a luz visivel
(praticamente sem ultravioleta, pois a fonte € incandescente) e o que foi observado
ap6s algum tempo foi a formagao de acumulos de organismos, inclusive na superficie
do liquido. Se a terceira hipotese estivesse correta, o acumulo de organismos na

superficie nao deveria ser observado no tubo mostrado na figura 3.21.

3.3 — EXPERIMENTOS DE ATENUACAO DE UV-B

Nessa secao, serdo apresentados os resultados de teste com atenuagao de
UV-B por varios sistemas de particulas, conforme descrito anteriormente na sec¢ao 2.3

do capitulo 2.

Inicialmente, mediu-se a atenuacdo do ultravioleta pela agua de torneira. A
figura 3.30 (a) mostra o grafico obtido, indicando-se o coeficiente de atenuacéo

encontrado.
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Figura 3.30. Graficos de atenuagao de UV por agua e por microesferas. (a) Curva de
atenuacgdo da radiacdo de UV para agua de torneira. Coeficiente de atenuacdo: 0,08
cm’™. (b) Curva de atenuagéo de UV para solugéo de microesferas — menor
concentragdo. Coeficiente de atenuacéo: 0,18 cm™. Concentracdo: 5,5 x 108
microesferas/cm?®. (c) Curva de atenuacgdo de UV para solugdo de microesferas —
maior concentracdo. Coeficiente de atenuacéo: 0,22 cm™. Concentracgéo: 9,1 x 10°

microesferas/cm®.

Em seguida, em um tubo com agua, foram adicionadas microesferas de
polietireno com didmetro de 400 nm. Mediu-se a atenuacgao do ultravioleta pelo liquido.
As figuras 3.30 (b) e 3.30 (c) mostram graficos obtidos para essa situacdo em
experimentos com duas concentracbes de microesferas diferentes. A figura 3.31
mostra uma foto do tubo no momento da realizacdo do segundo experimento. Essa
foto mostra a luz espalhada na regido do visivel. Como as microesferas ndo absorvem
o0 ultravioleta, a atenuacdo da radiacdo aqui é devida apenas a efeitos de
espalhamento.



Figura 3.31. Foto do experimento de atenuagéao de UV para uma solugéo de

microesferas — maior concentracgao.
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Para se avaliar o efeito de substancias que sdo capazes de absorver a

radiacdo ultravioleta, adicionou-se café soluvel a um tubo com agua e mediu-se a

atenuacgdo da radiacdo com a altura da coluna de liquido. A figura 3.32 (a) mostra o

grafico obtido para este caso.

Curva de atenuagio para solugio com café solivel

259

204

Intensidade de UVE (uWiem™)

Altura da coluna d'agua (cm)
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Curva de atenuagio da radiagdo UV para solugio de café em pd

39 .
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[:] 2 4 & 8 0
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(b)

Figura 3.32. Graficos de atenuagao de UV por solugéo de café. (a) Curva de

atenuacdo de UV para solugdo com café soltvel. Coeficiente de atenuagao: 0,35 cm™.

(b) Curva de atenuagao de UV para solugao com pé de café. Coeficiente de

atenuacdo: 0,47 cm™.

Para remeter a situacdo real de um lago, onde ha particulas que nao sé

espalham a radiacdo ultravioleta, mas também absorvem parte dessa radiagao,

utilizou-se p6d de café. Além da absorgcdo, pela natureza do café, o efeito de

espalhamento também é presente, pois os granulos que formam o p6é atuam como
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particulas espalhadoras dessa radiacdo. Mediu-se a novamente a atenuacao do UV. A
figura 3.32 (b) mostra o gréafico obtido e a figura 3.33 mostra a foto do tubo no

momento da realizagcdo do experimento.

Figura 3.33. Foto do experimento de atenuagao de UV para solugdo com pé de café.

Os experimentos de atenuacdo de UV-B por amostras de Cylindrospermopsis
raciborskii de diferentes concentragbes sdo exibidos nas figuras 3.34, 3.35 e 3.36, a

sequir.

Curva da Atenuacgdo de UV-B para 25,6 x 10° céliml
de Cylindrospermopsis raciborskii

20 . ~ .
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- \
< .
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Figura 3.34. Atenuacdo de UV-B por uma amostra de 25,6 x 10° células/ml.
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Curva da Atenuagao de UV-B para 12,8 x 10° céliml
de Cylindrospermopsis raciborskii

Coeficiente de atenuagdo a=0,46 cm’”
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Figura 3.35. Atenuacdo de UV-B por uma amostra de 12,8 x 10° células/ml.

Intensidade de UV-B (uW/cm?)

20 -
184
164
144
12

10 4

Curva da Atenuagio de UV-B para 8,53 x 10° cél/ml

de Cylindrospermopsis raciborskii
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Figura 3.36. Atenuacdo de UV-B por uma amostra de 8,53 x 10° células/ml.

Tomando os valores para concentracédo e coeficiente de atenuagao para essa

amostra de Cylindrospermopsis raciborskii, pode-se construir um grafico da
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concentracao de organismos versus o coeficiente de atenuagao, conforme mostra a

figura 3.37, a seguir.

Curva da concentragio de Cylindrospermopsis raciborskii

075 versus coeficiente de atenuagao
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Figura 3.37. Curva da concentragao versus coeficiente de atenuagao.

A analise desse grafico gera a equacgao 3.1 como resultado da dependéncia do

coeficiente de atenuagao com a concentragido de organismos.
a=27x10"N +0,0632 (eq. 3.1)

O que esta de acordo com a equacgio 2.2, que previa uma dependéncia linear
entre « e N. Sendo assim, conclui-se que C,; para essa amostra de
Cylindrospermopsis raciborskii vale 2,7x10® cm? A titulo de comparagdo, deve-se
lembrar que, na secao 3.2, na descrigao dos resultados do experimento de variacdo do
sinal com concentragdo de organismos, foi encontrado um coeficiente de extincao
igual a 3,2 x 10® cm?, para atenuagdo de luz 670 nm, proveniente do laser. Para se
entender a diferenga entre os dois valores, deve-se ressaltar que o coeficiente de
extingao varia com o comprimento de onda em questao e que o ultravioleta pode gerar
algum tipo de efeito nas células dos organismos que pode alterar a porgao de luz
atenuada pela amostra. Assim, o valor mais correto deve ser o C. obtido no
espalhamento da luz do laser pela amostra. Modelos teéricos de espalhamento,
utilizando a teoria de Mie, mostram que para um laser de He-Ne (A = 632,8nm) e

cilindros dielétricos longos, embebidos em &agua, com didmetro em torno de 3um,
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indice de refragdo real e com indice de refracao relativo igual a 1,16 possuem seg¢ao
de choque de espalhamento da ordem de 107cm? (BOHREN, 1983). A comparacéo
deste valor tedrico com resultado experimental mostra que a falta do uso do cilindro
integrador contribuiu para uma menor seg¢do de choque quando comparado com o
valor tedrico. Mas para uma primeira analise, os resultados sao satisfatérios, tendo em
vista que o objetivo neste trabalho nao foi determinar com precisao o valor da secao

de choque de extingao.

Nota-se na figura 3.37 que o coeficiente de atenuacdo aumenta com a
concentracdo de organismos e, consequentemente, a atenuacdo da radiagcdo UV-B
também aumenta. E interessante destacar que, em uma floracdo de
Cylindrospermopsis raciborskii, o UV-B ndo penetra significativamente. Nesses
graficos percebe-se que poucos centimetros de amostra sédo suficientes para extinguir
0 ultravioleta. Assim, aqueles organismos que estiverem na superficie da floracao
serdo os mais afetados pela radiacdo, mas, ao mesmo tempo, servirao de protecao
para aqueles que estiverem em maiores profundidades. Outra questao interessante,
que vale a pena ser destacada, € que a cilindrospermopsina possui um pico de
absorcdo na regiao de UV-B, conforme mostra a figura 1.3 do capitulo 1, o que

contribui para a forte atenuagcao de UV-B por esses organismos.

3.4 - ELETROFORESE

Na figura 3.38 a seguir, € exibida uma foto do gel de acrilamida apds a coragéo
por prata. Os valores acima de cada pogo indicam o intervalo de tempo, em minutos,
pelo qual a amostra ficou submetida & radiagdo UV de 18 pW/cm?. Os Valores 10’ H e
20’ H se referem as amostras expostas por 10 e 20 minutos, respectivamente, a uma
densidade de poténcia de 180 pW/cm?, apds os 60 primeiros minutos de exposigéo. O
espaco vazio entre as amostras de 40’ e 60’ serve para marcacgao de orientagédo do gel

e se refere a um pogo ao qual nao foram adicionadas proteinas.
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Figura 3.38. SDS page de amostras irradiadas por ultravioleta.

E interessante notar que, nos primeiros minutos de exposicdo, ocorre um
espessamento de varias bandas medianas, que posteriormente desaparecem
gradualmente com o aumento do tempo de exposi¢cao ao ultravioleta. Isso indica que o
conteudo protéico referente aquelas bandas diminui com o aumento da dosagem de
uVv.

Verifica-se também que, em todas as amostras, ocorre uma grande mancha na
parte inferior do pogo (regiao de concentracdo de proteinas de menor massa),

indicando que muitas proteinas diferentes nao foram separadas.

Vale ressaltar que este trabalho nao dispbs de anticorpos para as proteinas
GVPa e GVPc (que formam os aerétopos) e, por isso, ndo se pode concluir acerca dos
efeitos do ultravioleta sobre as vesiculas de gas, especificamente. Mas, pode-se

concluir que o ultravioleta afeta algumas proteinas da Cylindrospermopsis raciborskii.

Mais experimentos sdo necessarios para maiores esclarecimentos sobre, por
exemplo, quais proteinas sao diretamente afetadas pelo UV ou qual € a dosagem

minima capaz de afetar o conteudo protéico das células.
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CONCLUSAO

Ao final deste trabalho, deve-se novamente ressaltar a importancia do estudo
do movimento vertical das cianobactérias, tendo em vista ndo apenas o foco cientifico,
mas também o desenvolvimento de tecnologias que possam auxiliar no tratamento de
aguas, contaminadas por cianobactérias, que sdo usadas para consumo humano.
Nesse sentido, este trabalho contribui com o desenvolvimento e a construgdo de um
equipamento que é capaz de auxiliar, por exemplo, nos estudos acerca da influéncia
de fatores externos sobre a regulagdo da flutuabilidade dos organismos. O foco dos
testes realizados com o equipamento foi a cianobactéria Cylindrospermopsis

raciborskii, entretanto, o mesmo pode ser utilizado com outras espécies.

Os experimentos realizados mostraram que o equipamento é confiavel e
estavel, o que viabiliza estudos futuros, mais extensos e aprofundados. Além disso,
esses experimentos despertaram a atencao para alguns fendmenos interessantes que
serdo abordados em trabalhos futuros. Dentre eles, destaca-se a influéncia de luz
visivel sobre o posicionamento dos organismos na coluna vertical de amostra e o
efeito do ultravioleta sobre a regulacdo de flutuabilidade das cianobactérias. Os
resultados obtidos por este trabalho sao preliminares, pois tiveram por objetivo a
realizacao de testes com o equipamento de varredura, mas constituem uma grande

motivagcao para um maior aprofundamento nessas questdes.

Os dados obtidos pelo equipamento de varredura utilizado neste trabalho
permitem a construcao de duas hipoteses sobre fototaxia para a Cylindrospermopsis

raciborskii. Sao elas:

1. Os resultados apresentados no Experimento 5 — Aplicagcdo de leds de alta
luminosidade e diferentes cores —, descrito no capitulo 3, mostram que fétons
na regido de frequéncias préxima a cor verde sensibilizam o movimento vertical
da Cylindrospermopsis raciborskii muito mais que foétons com frequéncias
préximas as regides de azul e vermelho. Uma hipdtese para explicar esta
sensibilidade considera uma situagao real, onde os organismos localizados nas
regides mais profundas de um corpo de agua teriam menos luz azul e vermelha

disponivel, pois grande parte desta luz pode ser absorvida por aqueles
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localizados em profundidades menores, para a realizagdo da fotossintese.
Assim, a sensibilidade ao verde permitiria detectar a presenca de luz e disparar
mecanismos para a regulacdo de sua flutuabilidade como, por exemplo, a
producao de aeroétopos.

2. A velocidade de sedimentagdo quando se aplicou UV foi 10 vezes maior do
que aquela obtida quando se aplicou pressao (os aerétopos foram colapsados).
Com a observacao de que quando se aplica UV nao ha diminuig¢ao, pelo menos
aparente, do numero de aerétopos, conclui-se que nao ha variagdo do volume
da cianobactéria. Assim, € razoavel pensar que um aumento excessivo de
massa, através da fotossintese na presencga de UV, foi o responsavel por essa
maior taxa de sedimentagdo. Este aumento excessivo da densidade provoca
um movimento vertical em sentido oposto a localizacdo da fonte de luz. Esse
rapido movimento poderia ser pensado como uma tentativa de fuga do UV, ja
que esta radiagdo degrada as proteinas das células e pode causar a morte dos

organismos.

Para uma melhor compressdo desses processos, e para verificacdo das
hipéteses restantes, mais experimentos sao necessarios. Estes fazem parte dos
trabalhos a serem realizados, os quais incluem também a implementagéo de técnicas
para verificacdo do estado de vida ou morte das células de cianobactérias. Uma

possivel proposta seria o uso da técnica de patch-clamp.

Deve-se ressaltar que durante todo o periodo de testes, o equipamento se
mostrou eficiente nao tendo ocorrido nenhum tipo de falha em seu funcionamento que
ndo houvesse sido prevista. Neste trabalho, foram sugeridos apenas alguns
procedimentos experimentais que utilizam o aparelho, o que n&o exclui a possibilidade

de este ser usado para outras finalidades.

Por fim, deve-se destacar que um pedido de registro de patente pelos autores

do presente equipamento se encontra em andamento.
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