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PHYCOCYANIN AS AN INDICATOR OF CYANBACTERIA IN RESERVOIRS. Phycocyanin is a pigment present in cyanobacteria
whose optical characteristics favor its application in clinical, dietary, and environmental aspects. There are reports of studies of
these pigments in lakes and reservoirs, which present different analysis methodologies. Based on this information, this work aims
to evaluate correlations between phycocyanin and the number of cyanobacteria to optime the methodologies mentioned above. The

samples were collected from four reservoirs in the semiarid region of Ceard, and the applied methodology was based on the work

of Hoérvath (2013). The spectrophotometry and the fluorimetry analyzes were performed in this analysis. The analytical curves
for the phycocyanin showed high linearity, and the fluorimetric technique, which was used due to its greater analytical sensitivity.
The absorbance coefficient (2.57 mL mg"' cm™) was obtained by spectrophotometry, which was lower than that reported in the
literature. The correlations found were higher and significant for phycocyanin (r > 0.70) for the reservoirs, while the correlations with
chlorophyll were much lower, hence is contrary to what was observed in the literature. It is concluded that the phycocyanin pigment

should be used as an indicator in the estimation of cyanobacteria in reservoirs, replacing the use of chlorophyll for the same function.
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INTRODUCAO

As ficobilinas sdo substincias que auxiliam nos processos
fotossintéticos realizados por alguns grupos de organismos aquaticos,
como algas e cianobactérias, sendo classificadas como ‘“pigmentos
acessOrios”. Apresentam caracteristicas fluorescentes e sao soldveis
em agua, presentes em cianobactérias, dinoflagelados, criptoficeas
e rodéfitas.!? Essas ficobilinas sdo produzidas em larga escala por
esses microrganismos e podem compor até 50% das proteinas
celulares soliveis. Elas sdo compostas pelas seguintes classes de
proteinas: ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina, que apresentam
diferentes regides de absor¢do maxima espectral e diferentes origens
nos organismos citados.!3#

A aloficocianina, ficoeritrina e ficocianina apresentam,
respectivamente, absorcéo na regido de 650 — 655 nm, 540 -570 nme
610 — 620 nm.>>¢ Em estudos comparativos realizados por Patel et al.,
sobre a quantidade dos pigmentos presentes em cianobactérias (exceto
clorofila a), foi constatado que a quantidade do pigmento ficocianina
era muito superior (acima de 75%) em relagdo aos outros pigmentos.’
Devido a isso, estudo das cianobactérias a partir de andlises desse
pigmento apresenta potencial viabilidade para o monitoramento
desses organismos em agua.®?

O monitoramento do desenvolvimento e proliferagdo das
cianobactérias em 4dguas continentais € uma acdo relevante,
devido a liberag@o de toxinas por algumas espécies deste grupo de
microrganismos. Essas toxinas, acima de determinadas concentracdes,
podem causar efeitos dermatot6xicos, neurotdxicos e hepatotéxicos
aos seres vivos.'®!!

Com frequéncia, encontram-se publica¢des relatando também
a clorofila a como um pardmetro para estimativa de biomassa
fitoplanctonica.®'*!> Esse pigmento encontra-se presente em todos
os organismos fitoplanctdnicos e, em alguns casos (principalmente
em condicdes de concentracdo elevada), ndo apresenta confiabilidade
na estimativa de uma elevada densidade de cianobactérias encontrada
nos corpos hidricos.
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A ficocianina pode ser subdividida em dois tipos, de acordo com a
origem desse pigmento nos microrganismos: C-Ficocianina (oriunda
de cianobactérias) e R-Ficocianina (oriunda de algas vermelhas/
roddfitas), sendo as roddfitas praticamente exclusivas de ambientes
marinhos, enquanto as cianobactérias sdo abundantes em ambientes
de dgua doce.*!¢

No aspecto clinico, a ficocianina tem sido apontada em estudos
como um antioxidante eficiente e como um anti-inflamatério.'”'* Além
disso, possui aplicagdes como marcador biomédico em pesquisas.'?
No aspecto comercial, esse pigmento € utilizado em alimentos
(sorvetes, doces e refrescos), alem da utilizagdo em cosméticos.? Por
apresentar certas propriedades, como fluorescéncia e solubilidade em
4gua, pode ser usada como indicador da presenga de cianobactérias
nos corpos hidricos.®?!??

Na estrutura das cianobactérias, a ficocianina esta localizada no
hialoplasma, sendo necessario o rompimento de sua parede celular
para disponibilizar o pigmento no meio e realizar a andlise da
solug@o.? Para o processo de ruptura celular, diversos procedimentos
sdo relatados, como tratamento enzimdtico, congelamento/
descongelamento e ruptura sonica.

Na literatura ha diferentes técnicas analiticas para andlise da
ficocianina em 4dgua. Algumas delas sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Técnicas de andlise para ficocianina

Técnica Autores (ano publicagdo)
Saluri, Kaldmie, Tuvikene (2019); Viskari, Colyer
CLAE (2003)2
Eletroforese Boussiba, Richmon (1979); Soni et al. (2006)*+*
Fotometria Bennett, Bogorad (1973); Lawrenz et al. (2011); Sarada
(UV-VIS) et al. (1999); Silveira et al. (2007); Tsola et al. (2018)%-3°
Gregor et al. (2007); Lehman (2007); Pavlac et al. (2012);
Fluorimetria Seppala et al. (2007); Stewart, Farmer (1984); Thomson-

Laing, Puddick, Wood (2020)831-35

Alguns trabalhos apresentam diferentes expressdes para
a quantificacdo da ficocianina em amostras ou padrdes, com
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adaptagdes e/ou corre¢des em outras expressdes amplamente
utilizadas, como nas publica¢des de Yéprémian ef al. e Nair et al.**
O trabalho desenvolvido por Bennett e Bogorad em 1973, intitulado
Complementary chromatic adaptation in a filamentous blue-green
alga é um dos mais citados na literatura associada as cianobactérias.?
Esse estudo apresenta expressdes matematicas para o cdlculo das
concentragdes das ficobilinas, sendo utilizadas em diversos trabalhos
para quantificacdo desses pigmentos. A expressdo que calcula a
concentracdo da ficocianina € apresentada na equagdo 1.

ABS, .~ 0,474.ABS,,
5,34

C-FC= (1)

sendo: C-FC = concentracdo de ficocianina (mg mL"'); ABS; e
ABSq;s, = valor da absorbancia nos comprimentos de onda de 615 e
652, respectivamente.

Apesar de ser amplamente utilizada na quantificacdo desse
pigmento em diversos trabalhos cientificos, a expressdo anterior foi
elaborada em condicdes especificas de andlises das ficobilinas, da
forma descrita por seus autores. Essas condigdes ndo sdo sempre
observadas na descri¢ao metodoldgica de alguns trabalhos.?!2228

Diante das informagdes expostas, este trabalho tem como objetivo
analisar o pigmento ficocianina em amostras de reservatorios,
apresentando uma otimizagdo das metodologias descritas, visando
a avaliar as possiveis correlagdes da ficocianina com o nimero de
cianobactérias presentes em dguas de reservatdrios do semidrido
cearense.

PARTE EXPERIMENTAL
Area de estudo

Os reservatorios estudados foram Gavido (em Pacatuba), Riachao
(em Itaitinga), Pacoti (em Horizonte) e Pacajus (em Pacajus),
presentes na Regido Metropolitana de Fortaleza /CE. A Figura 1
ilustra a localizag@o de cada um desses reservatorios.
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Os reservatdrios estdo localizados na regido semidrida do pais,
que apresenta elevadas temperaturas e baixa pluviosidade durante
o ano, principalmente durante o segundo semestre, ocasionando
situacdes de déficit hidrico e piora da qualidade/estado tréfico das
dguas armazenadas.*’

As coletas foram realizadas por técnicos da Companhia de
Gestdo dos Recursos Hidricos do Ceard (COGERH), responsével
pelo gerenciamento dos reservatdrios cearenses. As amostras de dgua
foram coletadas em um ponto préximo a barragem, a profundidade
de 0,3 metros, sendo armazenadas em frascos escuros, identificadas e
acondicionadas em ambiente refrigerado até a realizag@o das andlises.
Os dados obtidos sdo referentes a analise mensal nesses reservatorios,
durante o periodo de 2017 a 2019, perfazendo 36 amostras para cada
reservatorio.

Reagentes e vidrarias

As solugdes foram preparadas utilizando dgua ultrapura (Milli-Q)
e reagentes de grau analitico (PA). Na elaboragio da solucdo
estoque de ficocianina, foi utilizado o reagente C-Phycocyanin
(Sigma-Aldrich — Referéncia 52468), cuja concentrag@o indicada
era > 10,0 mg mL".

As vidrarias utilizadas nos experimentos foram materiais comuns
de laboratério (baldo volumétrico, béquer, erlenmeyer, entre outros),
todos descontaminados com solucdo de HCl 5%.

Analise de ficocianina

Determinagdo da concentragdo do reagente padrdo e elaboragdo
da curva analitica de ficocianina

Para determinagdo da concentragio do reagente C-Phycocyanin,
foram recolhidos 10 pL e transferidos para um baldo de 10 mL, sendo
aferido com solugéo tampao salino (0,01 mol L' de fosfato de sédio
+ 0,15 mol L' de NaCl). Foi realizada varredura da solucao aferida
utilizando Espectrofotdmetro UV-Vis Marca Varian modelo Cary 1E
e calculado a concentragio segundo Bennett e Bogorad.?
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Na elaboragdo da solugdo estoque da curva de ficocianina foram
recolhidos 40 pL. do reagente C-Phycocyanin e transferidos a uma
baldo de 10 mL, sendo aferido com soluc@o tampao de fosfato pH 7,2
(0,025 mol L"). As solugdes subsequentes da curva foram preparadas
por dilui¢do de determinados volumes retirados da solucio estoque,
todos sendo transferidos para baldes volumétricos de 5 mL e aferidos
com tamp@o de fosfato. A solugdo tampao de fosfato preparada foi
utilizada na determinagdo do branco do andlise. As solugdes foram
analisadas por espectrofotometria (A = 619 nm) e fluorimetria
(A = 644 nm) (aparelho da Shimadzu modelo RF-6000), usando
cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico para ambas situagdes.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) paraa
andlise foram calculados utilizando as equagdes da reta (em triplicata)
da curva analitica, de acordo com a indicag¢do da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA).

330

LD== 2
IC )
10c

LQ=—-— 3

Q IC 3)

sendo: o = desvio padrio dos coeficientes lineares e IC = média dos
coeficientes angulares.

Andlise de ficocianina nas amostras

O procedimento aqui descrito € semelhante ao exposto no
trabalho de Hoérvath et al., que contém o processo de congelamento
e descongelamento da amostra, seguido de sonicagdo.?! A sequéncia
do procedimento € apresentada pelo fluxograma da Figura 2.
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Figura 2. Fluxograma das etapas de andlise da ficocianina

As amostras foram filtradas por um sistema de filtragéo, composto
por: bomba a vacuo, kitassato, papel de filtro e copo volumétrico de
filtracdo. Volume de 200 mL foi filtrado (em duplicata) utilizando
filtros de fibra de vidro da marca Macherey-Nagel (GF-3; poros de
0,6 um). Apés a filtragdo, os filtros foram colocados em tubos de
Falcon.

Foram adicionados 15 mL da solugio tampdo de fosfato pH 7,2
aos tubos de Falcon que continham os filtros das amostras, sendo
agitados em seguida. As amostras foram armazenadas em congelador
(-18 °C) em torno de 4 h, sendo retiradas ap6s o referido tempo para
posterior descongelamento.

No processo de sonicagio foi utilizado aparelho Ultrassom marca
Crist6foli durante 180 segundos (42 kHz). As etapas de “freezing/
thawing/sonication” foram realizadas duas vezes.
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Apbs a sonicagdo, elas foram centrifugadas (centrifuga Hettich
EBA 8S) durante 15 minutos a 4000 rpm, havendo controle de
temperatura (9,0 £ 0,1 °C) no interior da incubadora (marca Marconi
modelo B.O.D MA 415). Finalizado o processo, os sobrenadantes
das amostras foram analisados por espectrofluorimetria.

Analise de clorofila a e cianobactérias

A quantificagdo do pigmento clorofila a — expressa em ug L
— foi feita por espectrofotometria (método 10200 H), utilizando
solucdo de acetona 90% e solucdo dcida na quantificacio de feofitina,
realizada pela Companhia de Agua e Esgoto do Ceara (Cagece).®® A
determinagéo de cianobactérias nas amostras (expressa em cél mL)
foi feita pela metodologia de Utermohl, realizadas pelo Instituto de
Tecnologia de Pernambuco (ITEP), que presta servicos 8 COGERH.*

Correlacao entre parametros

O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) foi utilizado na
avaliacdo das correlagdes obtidas nesse estudo. A “forca” dessas
associagdes entre os pardmetros foi definida pelas faixas apresentadas

na Tabela 2.4

Tabela 2. “For¢a” das correlagdes de Pearson (r)

(elfsir);i’)?izlro) Classificagdo

0,0<|r|<0,2 Nio-correlacionado

02<|r|<04 Correlagdo fraca

0,4<|r|<0,6 Correlagdo moderada

0,6<|r|<0,8 Correlagio forte

08<|r]<1,0 Correlagio muito forte
RESULTADOS E DISCUSSAO

Quantificacao da ficocianina

Utilizando a equag@o 1, a concentragdo calculada do padrdo de
ficocianina foi 16,1 mg mL", valor esse em concordancia com a
informacao presente no rétulo do reagente. A partir dessa informacao
de concentragio, as solu¢des que compdem a curva analitica foram
elaboradas da faixa de 2,66 a 44,40 mg L™, apresentadas na Figura 3.

As equacdes das retas calculadas apresentam 6tima tendéncia de
linearidade, porém, a equacéo proveniente da técnica de fluorimetria
apresenta maior sensibilidade analitica (coeficiente angular), sendo
ela utilizada na quantificacdo da ficocianina nas amostras dos
reservatorios. A equagdo final utilizada na quantificacdo de ficocianina
¢ indicada na equagéo 4.

¢ - FC =| T = 11,608 x0,075 @)
43,249

sendo: I, = intensidade fluorimétrica em 644 nm e 0,075 = fator de
corregdo da solugdo (volume de tampao utilizado — 15 mL / volume
de amostra filtrado — 200 mL).

A concentragio da ficocianina calculada por fluorimetria variou
de 1,21 2 17,95 mg L' nos reservatérios. O limite de detec¢io (LD)
e o limite de quantificacéo (LQ) foram de 0,36 mgL'e 1,19 mg L,
respectivamente.

Pela equagdo da reta realizada por espectrofotometria, obtém-
se o coeficiente de extingdo da ficocianina por esse método de
andlise (2,57 mL mg'cm™), valor inferior ao presente no trabalho
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Figura 3. Equacdo da reta para as técnicas: espectrofotometria (a) e fluorimetria (b)

de Bennett e Bogorad.”® A diferenga desses valores de coeficientes,
também relatado em outros trabalhos cientificos (Tabela 3), pode
estar associada ao pH e forca idnica das solugdes utilizadas nas
etapas de extragéo.*

Cianobactérias e correlacio com ficocianina

Pelos dados fornecidos pela COGERH, os resultados de
cianobactérias nos reservatdrios foram da faixa de 5.000 a
600.000 cel mL"!, apresentando uma grande amplitude nos valores.
A Figura 4 apresenta as correlagdes entre a ficocianina e contagem
de cianobactérias para cada reservatdrio estudado. Os valores do

Tabela 3. Comparacio bibliografica de absortividade da ficocianina

coeficiente de correlacdo indicam boa tendéncia de correlagdo
entre essas varidveis, por apresentarem valores classificados como
correlagdo forte ou muito forte. Outras publicacdes cientificas
também apresentaram boas correlagdes de ficocianina e cianobactérias
(contagem ou biomassa), como nos trabalhos de Hérvath (r = 0,97),
Tsola (r = 0,84) e Brient (r = 0,73).21:3046

A literatura apresenta fatores que podem interferir na quantificagdo
da ficocianina em dgua, como pH (valores externos a faixa 5,0 - 7,5),
temperatura (superior a 30 °C), elevada luminosidade e presenca
e metais, sendo relatados também condi¢des de estresse para
desenvolvimento das cianobactérias.!®?

Por dados do ITEP, mais de 90% dos microrganismos

Absortividade (g) Comprimento de onda (L) Solugdo tampao Referéncia
5,18 mL mg! cm’! 620 nm Tampao fosfato de sédio 0,1 M (pH 7) Bennett*
5,92 mL mg! cm! 615 nm Tampéo fosfato de s6dio 0,01 M (pH 7) + NaCl 0,15 M Bennett?®
7,2 mL mg! cm! 620 nm Tampao fosfato 0,1 M (pH 6) Yoshikawa**
7,3 mL mg! cm! 620 nm Tampéo fosfato 0,1 M (pH 7) + lisozima + EDTA Boussiba®
3,93 mL mg' cm! 618 nm Tampao fosfato 0,1 M (pH 5,9) + EDTA 0,1 mM Barber®
2,57 mL mg! cm’! 619 nm Tampao fosfato 0,025 M (pH 7,2) Este trabalho
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Figura 4. Correlagdo de ficocianina e contagem de cianobactérias nos reservatorios: Gavido (a); Pacajus (b); Pacoti (c) e Riachdo (d)
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Figura 5. Correlagdo de clorofila a e contagem de cianobactérias nos reservatorios: Gavido (a); Pacajus (b); Pacoti (c) e Riachdo (d)

identificados nas andlises das amostras sdo pertencentes ao grupo
de cianobatérias, sendo o percentual restante pertencente a outros
grupos, como cloréfitas e criptofitas.

Excetuando-se alguns resultados no reservatério Pacajus, os
demais reservatdrios apresentaram, predominantemente, valores de
cianobactérias superiores ao valor maximo permitido (VMP) pela
legislacdo brasileira vigente, segundo Resolugio CONAMA 357/05
(VMP = 50.000 cel mL").#

Pelos resultados de clorofila a e cianobactérias, as correlagdes
apresentaram valores bem baixos para o mesmo periodo de estudo,
como disposto na Figura 5.

Nestes reservatdrios, as correlagdes entre a concentragdo de
clorofila a e cianobactérias ndo foram significativas, apresentando
o r de Pearson variando entre -0,0061 e 0,3034, condicdo diferente
de outros resultados na literatura, como nos estudos de Izydorczyk
(r = 0,679) e Chaffin (r = 0,929).!*!5 Os resultados sugerem a
ndo-correspondéncia desses dois pardmetros nos reservatorios do
semidrido cearense (correlagdes inexistentes ou fracas), contribuindo
com indicios para busca de outra forma de correlacdo com
cianobactérias, como os dados de ficocianina ja mostrados.

As condicdes hidroclimaticas da regido semidrida podem afetar
o crescimento e desenvolvimento das cianobactérias, apresentando
variadas concentrag¢des de clorofila a e influenciando nessa néo-
correspondéncia. Diversos fatores interferem na quantificagéo
desses dois parametros, sendo a clorofila a afetada por luminosidade,
alteracGes enzimdticas, temperatura e pH.* Quanto as cianobactérias,
a idade desses microrganismos, tamanho e espécie influenciam
nas quantidades produzidas dos pigmentos presentes, como a
clorofila a.*64°

A quantificag@o de clorofila a engloba a concentragdo desse
pigmento oriundo de diversos produtores primdrios presentes nos
corpos hidricos além das cianobactérias, enquanto a medida do
pigmento ficocianina estd intrinsicamente associada a presenca de
cianobactérias (embora ndo seja exclusiva desses microrganismos),
como reafirmado pelas correlagdes apresentadas.

Nas duas correlacdes apresentadas, o reservatério Pacajus
apresentou os menores valores para cianobactérias e, na correlacio

com clorofila a, as concentragdes deste pigmento foram bem
inferiores, apresentando inclusive tendéncia de correlagdo negativa
entre as varidveis. Segundo dados de eutrofizagdo do Portal
Hidrolégico do Cear4, a classificagdo do reservatdrio Pacajus variou
de oligotrdfico a eutrdfico nesse periodo em estudo, sendo as 5 dltimas
classificagdes registradas como mesotréfico. Essa classificagio pode
refletir nas baixas concentragdes de clorofila a e na contagem de
cianobactérias.

CONCLUSOES

A deteminacio e quantificacfio das cianobactérias se fazem
necessdrias para que a¢des de controle e minimizagao do crescimento
desses organismos sejam implantadas, no intuito de reduzir a liberacao
de toxinas pelas cianobactérias, comprometendo a qualidade das aguas.

As equacgdes da reta, juntamente com os coeficientes de
determinag@o apresentados, mostram que € vdlida a utilizagdo
delas para a quantificacdo do pigmento ficocianina nas dguas de
reservatorios, principalmente pela técnica de fluorimetria.

Devido a elevada abundancia de cianobactérias nos reservatorios
(grupo predominante — mais de 90%) e os valores de correlagdes
apresentadas (classificagdo forte/muito forte), a quantificagdo
do pigmento estd majoritariamente associada a presenga das
cianobactérias, indicando confiabilidade na estimativa desses
microrganismos pela concentracio da ficocianina.

Para clorofila a, ndo foram significativas as correlagdes
encontradas, decorrente de outros fatores ambientais que nao foram
analisados neste trabalho, como a luminosidade e o pH, por exemplo,
e da ndo-exclusividade desse pigmento com as cianobactérias.
Essas informagdes sugerem que esse pigmento ndo seja utilizado na
estimativa da densidade de cianobactérias, sendo preferivel o uso da
ficocianina nessas estimativas.
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