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RESUMO

MARQUES, K.N. Analise morfolégica e molecular de cianobactérias isoladas de
efluentes de uma mina de uranio desativada com énfase em Aphanothece e sua
capacidade de biossorgdo do #°Ra. 2006. 118 f. Dissertacdo (Mestrado). Centro de

Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, 2006.

As cianobactérias sdo microrganismos fotossintetizantes oxigénicos com ampla
plasticidade metabdlica e estrutural, que apresentam potencial biotecnolégico para
exploracao na biossor¢cdo de metais pesados e biodegradacdo de poluentes organicos.
Devido as suas fortes interagbes com cations e ao continuo suprimento de biomassa barata,
as cianobactérias podem ser candidatas promissoras a biossorventes para remocéo de
metais e radionuclideos. Dessa maneira, numa tentativa de encontrar uma cianobactéria
com esse perfil para remover “Ra de uma mina de uranio desativada da Unidade de
Tratamento de Minérios (UTM) pertencente as Industrias Nucleares do Brasil (INB), Caldas,
MG, doze linhagens de cianobactérias foram isoladas desse ambiente. Essas linhagens
foram morfologicamente caracterizadas como Aphanothece sp. CENA75, Rhabdoderma sp.
CENA114, Synechococcus cf. lividus CENA79, Aphanocapsa cf. holsatica CENASO,
Geitlerinema acutissimum CENAS85, Pseudanabaena galeata CENA84, Pseudanabaena sp.
CENAB81, Leptolyngbya cf. tenerrima CENATG6, Leptolyngbya sp. CENA83, Phormidium
formosum CENAB86, Phormidium violaceum CENA82 e Nostoc sp. CENA87. A analise
molecular dos isolados, baseada em seqiiéncias quase completas do gene RNAr 16S (1325
pb), estava de acordo com a analise morfolégica, com excegéo das linhagens Rhabdoderma
sp. CENA114 e Phormidium violaceum CENA82. As sequéncias de RNAr 16S dessas duas
linhagens mostraram valores baixos de identidades (<92%) com sequéncias do GenBank, o
que pode representar novas espécies de cianobactérias. Altas percentagens de identidades
(>96%) das sequéncias do gene de RNAr 16S foram encontradas entre as linhagens

restantes e as do GenBank. A arvore filogenética construida usando o método “Neighbour-



Joining” mostrou que as linhagens unicelulares das ordens Chroococcales e as filamentosas
da Oscillatoriales eram polifiléticas, conforme ja relatado.

A distribuicdo e abundancia da populagao de cianobactérias nos efluentes da UTM-
INB foram investigadas pelo método da contagem de células viaveis (nUmero mais provavel,
NMP). O NMP mostrou uma populacdo de cianobactérias variando de 4.0 x 10° to 22.4 x 10°
cellssmL™". Os locais Cava da Mina, com pH médio de 3,88, e o sistema de tratamento da
usina, com pH 8,0, mostraram o0s mais baixos e mais altos valores de NMP,
respectivamente.

Para identificar os isolados de cianobactérias prejudiciais, um teste imunoldgico
(ELISA) foi realizado para detectar microcistinas, uma hepatotoxina que causa
envenenamento em humanos. A producdo de microcistinas foi detectada em trés isolados,
Pseudanabaena galeata CENAB84, Pseudanabaena sp. CENA81 e Leptolyngbya cf.
tenerrima CENA76. Esse resultado € inédito, pois ndo ha relatos dos géneros
Pseudanabaena e Leptolyngbya como produtores de microcistinas.

Baseado nos resultados obtidos, a linhagem Aphanothece CENA75 encontrada em
todos os efluentes da UTM-INB amostrados, inclusive no local Cava da Mina, o qual possui
pH acido (média de 3,88) e elevado teor de uranio (5,68 mg-L™) e radio, foi selecionada para
os testes de biossorgdo com **Ra. Os experimentos conduzidos em pH 3,5 e 5,0 mostraram
que a biomassa seca de Aphanothece CENA75 comporta-se como uma resina de troca
idbnica fracamente acida. A razao (concentragao final/concentragdo inicial) da adsorcao do
22%Ra apés 135 minutos em pH 3,5 e 5,0 foi de 0,86 e 0,82, respectivamente. Esses
resultados mostraram que a biomassa seca de Aphanothece CENAT75 adsorveu uma baixa
quantidade de #*Ra nos dois valores de pHs estudados. Entretanto, o aumento da retencéo
do radionuclideo em pH 5,0 sugere que mais adsor¢ao pode ocorrer em pH acima desse

valor.

Palavras-chave: Adsorcao, Cultura de microrganismos, Filogenia, Genes RNAr 16S,

Radionuclideo.



ABSTRACT

MARQUES, K.N. 2006. Morphological and molecular analysis of cyanobacteria isolated
from a deactivated uranium mine effuents with emphasis in Aphanothece and its **Ra
biosorption capacity. 2006. 118 f. Dissertation (Master of Science). Centro de Energia

Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, 2006.

Cyanobacteria are oxygenic photosynthetic microorganisms with wide metabolic and
structural plasticity, which have biotechnological potential for exploration in metals
biosorption and organic pollutants biodegradation. Due to its strong interactions with cations
and a reliable supply of cheap biomass, cyanobacteria may be a promising biosorbent
candidate for removing metals and radionuclides. In this way, in an attempt to find a
cyanobacteria with this profile to remove ?°Ra from a deactivated uranium mine effluents of
the Ores Treatment Unit (UTM) belonging to the Nuclear Industries of Brazil (INB), Caldas,
MG, twelve cyanobacterial strains were isolated from this environment. These strains were
characterized morphologically as Aphanothece sp. CENA75, Rhabdoderma sp. CENA114,
Synechococcus cf. lividus CENA79, Aphanocapsa cf. holsatica CENA8O, Geitlerinema
acutissimum CENAS85, Pseudanabaena galeata CENA84, Pseudanabaena sp. CENAS81,
Leptolyngbya cf. tenerrima CENAT6, Leptolyngbya sp. CENA83, Phormidium formosum
CENAB86, Phormidium violaceum CENA82 and Nostoc sp. CENA87. The molecular analysis
of the isolates, based on the sequences of nearly complete 16S rRNA gene (1325 bp), was
in agreement with the morphological analysis, with exception of Rhabdoderma sp. CENA114
and Phormidium violaceum CENAS82 strains. The 16S rRNA sequences of these two strains
showed low identities scores (<92%) with sequences from GenBank, which may represent
novel cyanobacterial species. High percentages of identities (>96%) of 16S rRNA gene
sequences were found between the remaining strains and of the GenBank. The phylogenetic

tree of 16S rRNA sequences constructed using Neighbour-Joining method showed that



unicellular strains of the orders Chroococcales and filamentous Oscillatoriales were
polyphyletic, as reported earlier.

The distribution and abundance of cyanobacterial population in the effluents of UTM-
INB were investigated by viable cells counting (most probable number, MPN) method. The
MPN showed a cyanobacterial population range from 4.0 x 10° to 2.4 x 10°® cellss-mL™. The
locations of the Pit Mine with pH 3.88 and the Plant System Treatment with pH 8.0 showed
the lowest and highest MPN values, respectively.

To identify harmful cyanobacterial isolates, an immunological test (ELISA) was
carried out to detect microcystins, a hepatotoxin which cause human poisoning. Microcystins
production was found in three isolates, Pseudanabaena galeata CENA84, Pseudanabaena
sp. CENA81 and Leptolyngbya cf. tenerrima CENAT76. This is a novel result since there is no
report for both genera, Pseudanabaena and Leptolyngbya, as microcystin producers.

Based on the obtained results, the Aphanothece CENAT75 strain found in all UTM-INB
effluents sampled, including in the Pit Mine location, which has an acidic pH (average of
3.88) and high level of uranium (5.68 mg-L") and radium, was selected for the #*°Ra
biosorption assays. The experiments performed in pH 3.5 and 5.0 showed that dried biomass
of Aphanothece CENATY5 behaves as a weakly acid resin. The ratio (final concentration/initial
concentration) of *Ra adsorption after 135 min in pH 3.5 and 5.0 was 0.86 and 0.82,
respectively. These results showed that the dried biomass of Aphanothece CENAT75
adsorbed low amount of ?*Ra in both studied pH values. However, the increase of the
radionuclide retention in pH 5.0 suggests that more adsorption may occur in pH above of this

value.

Keywords: Adsorption, Microorganisms culture, Phylogeny, 16S rRNA genes, Radionuclide
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1 INTRODUGAO

As cianobactérias sdo microrganismos fotoautotréficos produtores de oxigénio, de
ampla diversidade estrutural e metabdlica (BOONE; CASTENHOLZ; GARRITY, 2001). Os
representantes desse grupo tém distribuicido abrangente nos ecossistemas naturais,
desenvolvem-se em ambientes dulcicolas, marinhos e terrestres. Algumas espécies
colonizam locais de condigbes extremas como regides articas, fontes termais e de pouca ou
nenhuma iluminagdo (CASTENHOLZ, 1976; DOR; DANIN, 1996; SKULBERG, 1996;
WHITTON; POTTS, 2000).

Esses microrganismos desempenham importantes papéis em seu habitat. Por
realizarem fotossintese com liberagdo de oxigénio tém atividade direta na ciclagem do
carbono e do oxigénio na atmosfera e atuam como produtores primarios e, portanto, como
base de cadeia alimentar nos ecossistemas (CARR; WHITTON, 1973; FOGG et al., 1973).
Além disso, ha espécies capazes de fixar nitrogénio atmosférico, dessa forma atuam
também na ciclagem deste elemento (WOLK; ERNST; ELHAI, 1994).

A diversidade metabdlica e estrutural das cianobactérias reflete-se ndo apenas na
habilidade de sobrevivéncia em tamanha variedade de ambientes, como também de
sintetizar diferentes substancias bioquimicamente ativas que podem funcionar como
inibidores enzimaticos, herbicidas, antimicéticos, inibidores de apetite, antimalaricos e
imunossupressores (BURJA et al., 2001; ETCHEGARAY et al.,, 2004; MOORE, 1996;
NAMIKOSHI; RINEHART, 1996). Aliado a isso, ha a preocupagdo com a produgdo de
substancias toxicas, tais como hepatotoxinas e neurotoxinas que varias espécies produzem
(SIVONEN; JONES, 1999). Esforcos vém sendo feitos para caracterizar e entender o
funcionamento desses produtos do metabolismo das cianobactérias.

Outro enfoque dado as investigagbes da versatilidade metabdlica e estrutural das
cianobactérias € sua utilizagdo como alternativa para mitigar os efeitos negativos sobre o
ambiente resultantes de atividades antropogénicas. Dentre as diferentes atividades

humanas que podem gerar contaminantes estdo a mineracao e o processamento de metais
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e radionuclideos, as quais geram rejeitos que por vezes sdo ultra-diluidos. Apesar do baixo
teor, esses rejeitos sdo persistentes e podem ser téxicos mesmo em baixas quantidades,
além do problema gerado pela radioatividade no caso dos radionuclideos (COSTA, 2003;
VOLESKY, 1990). A baixa concentracdo desses elementos nos efluentes torna dificil sua
remogao por técnicas de purificagcao tradicionais como sedimentagao, troca iénica etc. Por
isso, incentiva-se o desenvolvimento de técnicas alternativas ou adicionais para a remogao
de metais e radionuclideos em solugdo (HUTCHINS et al., 1986).

Uma alternativa para essa limpeza é utilizar a capacidade dos microrganismos de
reterem metais/radionuclideos, elaborando biotratamentos. Os biotratamentos exploram os
mecanismos de interacdo metal-células que podem ser divididos em duas fases. Uma é
geralmente rapida, pode acontecer em células vivas ou mortas e envolve processos fisico-
quimicos (processo passivo). A outra fase é mais lenta e envolve transporte ativo, pela
interiorizagdo do metal ou pela transformagao de ions (precipitagdo ou solubilizagéo) por
metabdlitos produzidos pelas células microbianas (COSTA, 2003; GARDEA-TORRESDEY
et al.,, 1998; VOLESKY 1990; 2004). Essas duas fases sao alvos de investigacdes em
diversos microrganismos. Para as cianobactérias, os processos mais estudados s&o a
biossorcdo e a bioacumulagdo. O primeiro refere-se a propriedade apresentada por
biomassas de adsorver e concentrar ions inorganicos, mesmo de solu¢cées muito diluidas,
sem a utilizagdo de energia metabdlica e ocorre tanto em células vivas como mortas. Por
outro lado, na bioacumulagcdo ha gasto de energia e os ions sdo complexados no interior
das células e/ou transformados préximo ao envoltério celular (COSTA, 2003; VOLESKY,
1994, 1990).

No Brasil, na regido do Planalto de Pogos de Caldas —MG, ha efluentes contendo
radionuclideos derivados das atividades da Unidade de Tratamento de Minérios das
Industrias Nucleares Brasileira, Caldas/MG (UTM-INB), a qual foi o primeiro
empreendimento de lavra e tratamento de minério de uranio a operar no pais (CIPRIANI,
2002). O complexo é constituido de uma mina a céu-aberto e suas areas de bota-foras,

instalacdes de tratamento fisico de minério e usina de tratamento quimico para extracao de
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uranio por processo hidrometalurgico e bacia de rejeitos, além das instalagbes de utilidades
e administrativas, destacando-se uma fabrica de &acido sulfurico. Apds funcionamento
descontinuo desde 1977, em 1995 houve a paralisagao definitiva das atividades de lavra e
de tratamento quimico de minério de uranio. Atualmente a UTM-INB esta em fase de
descomissionamento, sendo que neste processo estabelecem-se formas de se manter o
local seguro para novos empreendimentos e/ou alternativas para recupera-lo e finalizar as
atividades extrativistas. Nesse sentido, o desenvolvimento de estudos envolvendo a
caracterizagdo dos microrganismos presentes nesse ambiente e sua relagcdo com os
compostos contaminantes, pode contribuir para um descomissionamento mais seguro e com
alternativas de mitigagéo de impactos.

O presente estudo caracteriza-se como uma primeira referéncia de cianobactérias
para aguas de area contaminada com radionuclideos no Brasil. Essa investigacao envolveu
a caracterizagdo morfolégica e molecular de cianobactérias isoladas dos efluentes da UTM-
INB. A analise molecular foi feita usando as sequéncias génicas de RNAr 16S. Este trabalho
também contribui para a investigagao de alternativas de remediagao, pois avalia o potencial
de biossorcdo de uma das espécies isoladas da propria UTM-INB para o radionuclideo

226Ra.

1.1 Objetivos

O principal objetivo deste estudo foi caracterizar as cianobactérias presentes nos
efluentes da Unidade de Tratamento de Minérios das Industrias Nucleares do Brasil S/A,
Caldas-MG, e avaliar a capacidade de biossorgao da linhagem predominante. Para tanto,
foram utilizadas as seguintes abordagens:

v Isolamento e purificagdo de cianobactérias presentes nos efluentes da Unidade de

Tratamento de Minérios das Industrias Nucleares do Brasil S/A, Caldas-MG;

v' Classificagdo taxonémica das linhagens isoladas por meio de analises morfolégicas

e sequiiéncias do gene de RNAr 16S;
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v' Construgdo de arvores filogenéticas usando as sequéncias de RNAr 16S;
v Andlise da capacidade de biossorcdo do radionuclideo **Ra pela biomassa seca da

linhagem mais distribuida nesse ambiente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais de cianobactérias

As cianobactérias compreendem um grupo unico dentro do dominio Bactéria,
capazes de realizar fotossintese oxigénica (BOONE; CASTENHOLZ; GARRITY, 2001). A

grande maioria dos géneros conhecidos possuem clorofila a e ficobiliproteinas como
pigmentos coletores de luz, com excecdo dos géneros Prochloron, Prochlorococcus e
Prochlorothrix , os quais possuem somente clorofila a e b (URBACH; ROBERTSON;
CHISHOLM, 1992). O aparato fotossintético desses microrganismos € estrutural, molecular
e funcionalmente similar aqueles contidos nos cloroplastos de plantas e algas, onde a H,O ¢é
o fotoredutor com consequente liberagdo de O,. No entanto, apesar de sua natureza
tipicamente fotossintética aerdbica, alguns exemplares do grupo podem crescer no escuro
na presenca de certos substratos organicos (heterotréficos facultativos) (SMITH, 1983;
STAL; MOEZELAAR, 1997) e outros sob condigbes anaerdbicas, utilizam o sulfeto como
doador de elétrons para a fotossintese (COHEN et al., 1986).

Uma importante caracteristica de muitas cianobactérias é sua habilidade de fixar o
nitrogénio atmosférico. Em muitos ambientes bem oxigenados, a fixacdo de N, ocorre em
células modificadas denominadas heterocitos que possuem um envoltério espesso capaz de
evitar a entrada de O,, o qual inibe a atividade da enzima nitrogenase (WOLK; ERNST;
ELHAI, 1994). Algumas poucas espécies apresentam estratégias fisioldgicas particulares
que permitem a fixagdo de N, em condicbes bem oxigenadas mesmo sem heterocito,
entretanto essa habilidade esta mais presente em condigbes micro-oxigenadas (BERGMAN
et al., 1997).

A habilidade das cianobactérias de realizar fotossintese com liberagdo de oxigénio,
acumular carbono e fixar nitrogénio, faz com que elas desempenhem importante papel no
ciclo desses elementos (CARR; WHITTON, 1973; FOGG et al., 1973). Esses organismos

também tém significancia evolutiva em relagéo as plantas, pois € cada vez mais aceita a
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teoria de que um antepassado deles deu origem, por endossimbiose, aos cloroplastos das
plantas (RAVEN; ALLEN, 2003). Outra importante contribuicdo é o seu papel ecoldgico,
fundamental como produtores primarios e, portanto, como base de cadeia alimentar nos
ecossistemas (CARR; WHITTON, 1973; FOGG et al., 1973).

As cianobactérias possuem grande variedade de formas e arranjos, ha espécies
unicelulares cocoides ou em forma de bacilo, e filamentosas ou filamentosas ramificadas
multicelulares (WHITTON; POTTS, 2000). Algumas espécies apresentam movimento e seu
tamanho varia entre 1 a 100 ym (HOICZYK; BAUMEISTER, 1995). Podem estar presentes
no meio em vida livre, na forma de floragbes planctdnicas ou densas turfas, ou ainda em
conjunto com outros tipos de organismos como fungos, algas e outras bactérias formando
os liquens e mantos microbianos (OLIVER; GANF, 2000; STAL, 1995; STENROOS et al.,
2006).

Organismos antigos semelhantes as cianobactérias atuais, datados do inicio da
evolugdo dos sistemas primitivos fotossintéticos da era proterozodica, tém sido descritos
(SHOPF; WALTER, 1994). Alguns desses registros fosseis, com 3,5 bilhdes de anos,
apresentam as estruturas dos filamentos fossilizados muito préximas da conformacgao atual
da cianobactérias (WHITTON; POTTS, 2000). Essa origem antiga, de adaptacdo a um
ambiente extremo e dindmico como era a Terra no passado, talvez tenha favorecido a
grande plasticidade metabdlica das cianobactérias atuais (SCHOPF, 1994). Elas habitam
todos os tipos de ecossistemas bem iluminados, normalmente em pH neutro-alcalino, mas
algumas espécies sao capazes de sobreviver em condicbes ambientais estressantes como
areia e rochas de desertos, aguas termais (“hot springs”), lagos do Artico e Antartida e
ambientes eutrofizados resultante da agao antrépica (CASTENHOLZ, 1976; DOR; DANIN,
1996; SKULBERG, 1996; WHITTON; POTTS, 2000).

Atualmente, tem-se destacado a caracteristica téxica que algumas espécies de
cianobactérias possuem, principalmente em decorréncia de acidentes com intoxicacdo de
humanos (AZEVEDO, 1996). Todavia, os beneficios desses organismos vao desde o prdprio

papel ecoldgico que o grupo desempenha, até possibilidades de aplicacdo biotecnoldgica
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devido ao potencial para uso em biorremediacdo, biodegradacdo, construgdo de
biosensores e para desenvolvimento de produtos farmacoldgicos (CHAY; SURIF; HENG,
2005; KREITLOW; MUNDT; LINDEQUIST, 1999; SHASHIREKHA; PANDI; SWAMY, 2005;

SKULBERG, 1995).

2.2 Historia da sistematica de cianobactérias

A sistematica de Cyanobacteria passou por muitas mudangas desde o primeiro
registro desse grupo de organismo, ocorrido em 1838, pelo bidlogo e zodlogo alemao
Christian Gottfried Ehrenberg (EHRENBERG, 1838). Nos trabalhos de Thuret (1875), Bornet
e Flahault (1886a,b, 1887, 1888) e Gomont (1892) estdo as primeiras descrigbes
taxondmicas de cianobactérias, as quais foram consideradas como um grupo especial de
algas, as algas verde-azuladas, e a partir disso sua taxonomia seguiu os moldes botanicos,
baseada em descricbes morfolégicas de amostras naturais e nomenclatura conforme o
Cadigo Internacional de Nomenclatura Botanica.

Durante o século 20, inumeras “floras” foram publicadas descrevendo as espécies
conhecidas de “algas verde-azuladas” em diversas regides em particular e outras com
informacdes sobre as espécies de ocorréncia mundial. A publicagcdo mais conhecida
contendo o primeiro sistema para classificagdo desse taxon propriamente dito, foi a de
Geitler (1932). Ele compilou todas as informagbes geradas até entdo, reconhecendo
aproximadamente 1300 espécies, 145 géneros, 20 familias e 3 ordens. Sistemas
semelhantes foram propostos subsequentemente (BOURRELLY, 1970; DESIKACHARY,
1959, 1973; FRITSCH, 1945; HOLLERBACH; KOSINSKAJ; POLJANSKIJ, 1953;
KONDRATEVA, 1968; STARMACH, 1966). Esses sistemas ficaram conhecidos como
sistema Geitleriano e consideram os critérios botanicos tradicionais para as classificagdes,
onde diferentes caracteres morfolégicos sao utilizados para separar grupos relacionados.
Contudo, em muitos casos, apenas um caractere foi usado, resultando em descrigdes cuja

consisténcia é questionavel.
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Uma nova tentativa de reformular o sistema de classificagdo das cianobactérias foi
realizada no periodo de 1951-1981 (DROUET 1968, 1973, 1978, 1981; DROUET; DAILY,
1956). Nesse sistema, denominado Drouetano, as mais de 2000 espécies dentro de mais
de 140 géneros de cianobactérias foram reduzidas para 62 espécies dentro de 24 géneros.
Ele foi baseado na hipétese de que a maioria das espécies de cianobactérias era na
realidade ecofenos (mesmo gendtipo mostrando diferengas fenotipicas, devido aos
estimulos ambientais) morfologicamente variaveis ou um numero pequeno de taxons
geneticamente homoélogos. Embora nenhuma grande critica ao sistema Drouetano tenha
sido publicada, estudos de hibridagdo de DNA/DNA e composigao de bases de DNA (STAM,;
HOLLEMAN, 1979) mostraram a natureza insatisfatéria desse sistema, o qual
consequentemente caiu em desuso.

O sistema taxondmico introduzido por R. Y. Stanier, a partir de 1971, objetivou tratar
as cianobactérias da mesma maneira como as bactérias, de acordo com os estudos
ultraestruturais, bioquimicos e moleculares (BONEN; DOOLITTLE, 1978; STANIER et al.,
1971; STANEIR, 1977; WOESE et al.,, 1975). Nesses estudos, ficaram envidentes a
semelhanga do envoltdrio celular das cianobactérias com as das bactérias Gram-negativas e
também a natureza bacteriana do ribossomo. Essa colocagédo das cianobactérias dentro do
dominio Bacteria corroborou com as primeiras observagdes realizadas por Cohn (1853). O
passo inicial para essa mudanca foi convencer todos da necessidade da mudanca do nome
de algas verde-azuladas para cianobactérias. Na pratica, o termo alga verde-azulada ainda
tem sido usado principalmente na area de manejo de agua e outras proposi¢des praticas e,
cianobactéria, na area de pesquisa. Esse sistema enfatiza técnicas microbioldgicas e
considera parametros bacterioldgicos em detrimento dos botanicos (HERDMAN et al., 1979;
HERDMAN; RIPPKA; STANIER, 1979; RIPPKA et al., 1979; RIPPKA; COHEN-BAZIRE,
1983; RIPPKA, 1988; RIPPKA; HERDMAN, 1992). O sistema Stanieriano, que ainda é
bastante fundamentado na morfologia, foi incluido com algumas modificagdes no Manual de
Bergey de Sistematica Bacteriologica em 1989 (BOONE; CASTENHOLZ; GARRITY, 2001;

STALEY et al., 1989). Embora esse manual ndo seja um documento oficial de classificagao
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bacteriana, ele é amplamente aceito pela comunidade de microbiologistas. Na sistematica
atual, Cyanobacteria € considerado como um Filo dentro do dominio Bacteria (BOONE;
CASTENHOLZ; GARRITY, 2001). A classificagdo das cianobactérias segundo o Manual de

Bergey de Sistematica Bacteriologica esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificagdo das cianobactérias (BOONE; CASTENHOLZ; GARRITY, 2001).

Ordem Géneros

Subsecéo | Chroococcales Chamaesiphon, Chroococcus, Cyanobacterium,
Cyanobium, Cyanothece, Dactylococcopsis,
Gloeobacter, Gloeocapsa, Gloeothece, Microcystis,
Prochlorococcus, Prochloron, Synechococcus,

Synechocystis
Subsegao |l Pleurocapsales
subgrupo | Cyanocystis, Dermocarpella, Stanieria, Xenococcus
subgrupoll Chroococcidiopsis, Myxosarcina, Pleurocapsa, Hyella,
Solentia
Subsecao Oscillatoriales  Arthrospira, Borzia, Crinalium, Geitlerinema,

Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya, Microcoleus,
Oscillatoria, Planktothrix, Prochlorothrix,
Pseudanabaena, Spirulina, Starria, Symploca,
Trichodesmium, Tychonema

Subsegéo IV Nostocales
subgrupo | Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon, Cyanospira,
Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, Nodularia,
Nostoc, Scytonema
subgrupo li Calothrix, Rivularia, Tolypothrix
Subsegao V Stigonematales Chlorogloeopsis, Fischerella, Geitleria, lyengariella,

Nostochopsis, Stigonema

Atualmente estdo em vigéncia a abordagem botanica e a bacterioldgica para
classificagdo das cianobactérias. A fim de minimizar equivocos como ter o mesmo
organismo descrito sob dois nomes diferentes dentro do Codigo Bacteriano e Botanico,
concessodes e adaptagdes mutuas dos dois cédigos tém sido feitas e tém assegurado que as
espécies descritas sob um sistema sejam reconhecidas pelo outro.

Frente a essas alteracdes e confluéncias, uma série de revisdbes vem sendo feitas
por J. Komarek e seus colaboradores (ANAGNOSTIDIS; KOMAREK, 1990; KOMAREK;
ANAGNOSTIDIS, 1986, 1989, 1999, 2005). Esse sistema é baseado principalmente em
critérios taxondmicos botanicos por razdes histéricas, mas utiliza também informagdes

obtidas de consideragdes bacteriologicas, levando em conta sempre que possivel
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observagdes de culturas isoladas. Os autores fizeram uma extensa revisao de literatura e
tentam integrar todos os caracteres bioquimicos, ultraestruturais e moleculares disponiveis
com suas consideraveis experiéncias taxondmicas. Uma caracteristica desse sistema é o
arranjo légico dos organismos de acordo com varias combinagdes possiveis de padrao de
divisao celular, forma celular e organizagao das células dentro da bainha e/ou mucilagem; o
status genérico é distribuido na maioria das combinag¢des, portanto, o numero de espécies
dentro dos géneros tende a ser baixo (WHITTON; POTTS, 2000). As descrigbes sao muito
detalhadas e a quantidade de informacio necessaria para reconhecimento das espécies
botanicas no todo € muito grande. Para facilitar o acesso a essas informagdes J. Komarek

juntamente com seus colaboradores criaram um banco de dados (http://www.cyanodb.cz)

disponivel na internet.
A classificagdo das cianobactérias segundo o sistema proposto por J. Komarek e

seus colaboradores esta apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Classificagdo das cianobactérias segundo sistema de J. Komarek. (ANAGNOSTIDIS;
KOMAREK, 1990; KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 1989, 1999, 2005).

Ordem Familia Subfamilia Géneros
Chroococcales Gloeobacteraceae Gloeobacter
Synechococcaceae  Aphanothecoideae Cyanothece, Cyanobium,

Cyanobacterium, Cyanogranis,
Cyanocatena, Lithomyxa,
Radiocystis, Cyanodictyon,
Lithococcus, Epigloeosphaera,
Lemmermanniella,
Cyanonephron, Hormothece,
Aphanotece, Gloeothece
Synechococcoideae Myxobaktron, Synechococcus,
Dzensia, Rhabdogloea,
Rhabdoderma, Johannesbaptistia,
Cyanothamnos, Wolskyella,
Bacularia, Tubiella, Rhodostichus,
Pseudoncobyrsa.
Merismopediaceae = Merismopedioideae Synechocystis, Aphanocapsa,
Mantellum, Microcrocis
Coccopedia, Pannus,
Merismopedia, Cyanotetras
Gomphosphaerioideae Coelomoron, Coelosphaerium,
Coelosphaeriopsis,
Snowella, Siphonosphaera,
Woronichinia, Gomphosphaeria

Continua



Concluséao

Microcystaceae

Chroococcaceae

Entophjisalidaceae

Hydrococcaceae

Chamaesiphonaceae

Dermocarpellaceae

Xenococcaceae

Hyellaceae

Entophisalidoideae

Siphononematoideae

Podocapsoideae

Hyelloideae
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Microcystis, Eucapsis,
Gloeocapsa, Chondrocystis
Chroococcus, Asterocapsa,
Gloeocapsopsis, Cyanostylon,
Cyanokybus, Cyanosarcina,
Pseudocapsa, Nephrococcus
Paracapsa, Lithocapsa,
Chlrogloeae, Entophysalis,
Cyanoarbor

Siphononema,

Tryponema, Hormathonema,
Cyanodermatium, Onkonema,
Placoma, Hydrococcus,
Myxohyella

Geitleribactron, Cyanophanon,
Clastidium, Stichosiphon,
Chamaesiphon, Chamaecalyx
Stanieria, Cyanocystis,
Dermocarpella
Chroococcidium,
Chroococcidiopsis, Myxosarcina,
Xenococcus, Chroococcopsis,
Xenotholos

Ercegovicia, Podocapsa,
Cyanosaccus

Radaisia, Pascherinema,
Cyanoderma, Solentia,
Dalmatella, Pleurocapsa, Hyella

Oscillatoriales

Pseudanabenaceae

Schizotrichaceae
Borziaceae

Phormidiaceae

Gomontiellaceae

Oscillatoriaceae

Pseudanabaenoideae
Spirulinoideae
Leptolyngbyoideae

Heteroleibleinioideae

Phormidioideae

Microcoleoideae

Ammatoideoideae

Hormoscilloideae
Crinalioideae
Starrioideae
Oscillatorioideae

Homoeotrichoideae

Romeria, Pseudanabaena,
Arthronema, Limnothrix,
Jaaginema, Geitlerinema
Glaucospira, Spirulina,
Planctolyngbya, Leibleinia,
Leptolyngbya
Heteroleibleinia, Tapinothrix,
Sokovia

Schizotrix, Trichocoleus
Borzia, Komvophoron,
Yonedaella, Sinaiella
Arthrospira, Plantothrix,
Planktothricoides, Trichodesmium,
Tychonema, Proterendothrix,
Pseudophormidium, Phormidium,
Symploca, Porphyrosiphon
Lyngbyopsis, Symplocastrum,
Dasygloea, Sirocoleum,
Microcoleus, Hydrocoleum
Pseudoscystonema, Ammatoide,
Phormidiochaete

Hormoscilla, Katagnymene
Crinalium, Gomontiella

Starria

Oscillatoria, Polychlamydum,
Lyngbya,Plectonema, Blennothrix
Homoeothrix

Nostocales

Scytonemataceae

Microchaetaceae

Microchaetoideae

Tolypotrichoideae

Scytnema, Scytonematopsis,
Kyrtuthrix

Fortiea, Camptylonemopsis,
Microchaete

Petalonema, Hassallia,



Rivulariaceae

Nostocaceae
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Coleodesmium,
Coleodesmiumopsis, Tolypothrix
Calothrix, Dichothrix, Sacconema,
Gloeotrichia, Isactis, Rivularia,
Gardnerula

Richelia, Cylindrospermum,
Cylindrospermopsis,
Raphidiopsis, Isocystis,
Anabaenopsis, Aphanizomenon,
Anabaena, Hydrocoryne, Wollea,
Nodularia, Aulosira,
Hormothamnion, Trichormus,
Nostoc

Stigonematales Chlorogloeopsaceae

Capsosiraceae

Stigonemataceae

Fischerellaceae

Borzinemataceae

Loriellaceae

Nostochopsaceae

Matigocladaceae

Mastigocladaceae

Brachytrichioideae

Chlorogloeopsis,
Heterocyanococcus
Capsosira, Desmosiphon,
Hyphomorpha, Letestuinema,
Nematoplaca, Stauromatonema
Homoeoptyche, Pulvinularia,
Stigonema

Doliocatella,
Fischerella,Fischerellopsis,
Leptopogon, Parthasarathiella,
Westiollopsis

Borzinema, Handeliella,
Schmidleinema, Seguenzaea,
Spelaeopogon

Albrightia, Brachytrichiopsis,
Colteronema, Geitleria,
Loefgrenia, Mastigocoleopsis,
Matteia

Baradlaia, Mastigocladopsis,
Mastigocoleus, Nostochopsis
Adrianema, Chondrogloea,
Hapalosiphon, Mastigocladus,
Symphyonema, Thalpophila,
Umezakia, Voukiella, Westiella,
Brachytrichia, Herpyzonema,
lyengatriella, Parenchymorpha,
Symphyonemopsis

2.3 Sistematica molecular de cianobactérias

Ao longo das alteracbes ocorridas na sistematica dos organismos houve o

direcionamento para uma classificacdo que os organizasse e relacionasse de acordo com

sua historia evolutiva, sua filogenia. Para os organismos procariéticos isso so foi possivel

usando seqiéncias de DNA. A filogenia baseada em comparacdes de sequéncias de

fragmentos correspondentes de DNA, considera que as diferengas entre as posi¢gdes dos

nucleotideos refletem a histéria evolutiva do organismo. Em estudos filogenéticos, & util
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examinar sequéncias que evoluiram em diferentes niveis para solucionar diferentes partes
da filogenia. Algumas seqliéncias permanecem virtualmente inalteradas comparando-se os
mais diversos organismos e podem ser utilizadas para unir grupos distintos, outras variam
tanto que podem ser utilizadas para separar ndo s espécies como também linhagens
(AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995).

A descoberta da molécula de DNA como carregadora de informagdes genéticas em
todos os organismos permitiu reconhecer que diferentes espécies possuem composi¢des
Unicas de genes. Os estudos utilizando sequéncias génicas para inferir relagdes evolutivas
entre todos os organismos tiveram inicio com os trabalhos de Carl Woese (WOESE, 1987,
WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990), o qual utilizou os genes de RNA ribossémico
(rRNA). Woese escolheu esses genes (os quais codificam para componentes do RNA
ribossdmico, o sitio da sintese protéica em todas as células) porque suas seqiéncias sao
conservadas (mudangas lentas no tempo) e universais (encontradas em todos os
organismos).

Em organismos procaridticos, os genes rrs, rrl e rrf codificam para os RNAs
ribossbmicos 16S, 23S e 5S, respectivamente (Figura 1). Para inferir relagbes filogenéticas
foi escolhido o gene rrs que codifica a subunidade menor do acido ribonucléico de
aproximadamente 1500 pares de bases, devido ao seu tamanho, elevado grau de
conservagado, mas com variabilidades em maior ou menor grau em diferentes regides da

molécula (LANE et al., 1985).

Regido Espaco
Designagio Promotores lnfier'nca D|Et|al Terminagao
dos Genes: l l rrs rrl rrf l
5— | | I HH 3
Produtos 16S rRNA tRNAs 23S rRNA 58 tRNAs
dos Genes: 1500 pb rRNA
— 945 pb

Figura 1. Esquema mostrando o operon do RNAr nos organismos procarioticos.
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Em cianobactérias, os estudos de RNAr 16S foram iniciados em 1975 e confirmaram
a estrutura bacteriana desse organismo (BONEN; DOOLITTLE, 1975; WOESE et al.,1975).
Varios outros estudos tém sido publicados desde entdao (BONEN; DOOLITTLE, 1976, 1978,
BONEN; DOOLITTLE; FOX, 1979; GIOVANNONI et al., 1988; NEILAN et al., 1994, 1997;
NELISSEN et al., 1992, 1995a, 1995b, 1996; PALINSKA et al., 1996; TURNER, 1997;
WELLER et al., 1991; WILMOTTE et al.,, 1992, 1993, 1994;) e uma revisao sobre este

assunto pode ser encontrada em Wilmotte (1994).

A sistematica molecular utiliza marcadores genéticos para fazer inferéncia sobre
processos de populagéo e filogenia e ao fazer isto cria uma base de dados comparativa
significativa para genes ou proteinas especificas. O desenvolvimento da sistematica
molecular tem auxiliado nas situagdes onde a variagdo morfoldgica é limitada ou onde a
homologia das caracteristicas morfoldgicas nao é clara. As abordagens morfolégicas e as
moleculares apresentam vantagens e desvantagens distintas (WILMOTTE, 1994). Em geral,
estudos que incorporam os dados moleculares e morfologicos fornecem descrigdes e
interpretacdes de diversidade biolégica, melhores que aqueles que enfocam somente uma
abordagem. Dessa forma, a taxonomia polifasica (uso integrado das caracteristicas
genéticas, morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas, ecolédgicas) tem sido recomendada para a
classificagdo das cianobactérias e muitos trabalhos estdo sendo publicados usando essa
abordagem (FIORE et al., 2005; GAYLARDE et al., 2004; HOFFMANN; KOMAREK;
KASTOVSKY, 2005; LEHTIMAKI et al., 2000; RAJANIEMI-WACKLIN, 2005).

Uma das dificuldades encontradas na sistematica molecular de cianobactérias é a
conciliagdo de sua grande diversidade morfolégica com sua baixa diversidade genética. De
modo geral, alguns dos resultados da analise molecular sdo contraditérios (Anabaena e
Aphanizomenon — RAJANIEMI et al., 2005), enquanto outros sdo coerentes (Microcystis,
Planktothrix, Arthrospira, Tychonema, Trichodesmium, Spirulina, Cylindrospermum —
LUNDGREN et al., 2001; NELISSEN et al., 1994; ORCUTT et al., 2002; RUDI et al., 1997;

SUDA et al, 2002). Dessa forma, pode-se dizer que os resultados moleculares e
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ultraestruturais acumulados nas duas Ultimas décadas indicam que o sistema de
classificagdo das cianobactérias que vem sendo utilizado nao reflete o conhecimento atual
sobre sua filogenia (HOFFMANN; KOMAREK; KASTOVSKY, 2005). Assim, é de consenso
geral que a integragcdo dos dados disponiveis deve continuar e a classificagdo das

cianobactérias deve ser continuamente mudada, corrigida e reavaliada.

Apesar do aprimoramento das técnicas de sequenciamento e das analises de
informacbes obtidas, além de maior disponibilidade de dados comparaveis, algumas
dificuldades ainda existem, como é o caso de muitos organismos terem mais de uma cépia
de RNAr 16S. Isso pode gerar equivoco, pois sequéncias de um mesmo organismo podem
ser interpretadas como de organismos diferentes, comprometendo, assim, as interpretagdes
de resultados. Para cianobactérias especificamente, ha registros de 3 copias de RNAr para
Prochlorococcus marinus SS120 e Thermosynechococcus elongatus BP-1; 4 cépias para
Anabaena sp. (Nostoc) PCC7120, ou 12 considerando-se as coOpias contidas em seus
plasmideos e 6 copias para Synechocystis sp. PCC6803 (DUFRESNE, 2003; KANEKO et

al., 2001).

Embora hoje em dia seja primordial ter as sequéncias de RNAr 16S das
cianobactérias determinadas para realizar as analises filogenéticas, principalmente para
culturas isoladas, outras sequéncias génicas, tais como do rpoC1, nifH, cpcBA-IGS, ITS
também tém sido utilizadas para filogenia de cianobactérias e estrutura de comunidades,
visando refinar informagbes sobre a relagcdo evolutiva desses organismos (BERGSLAND;
HASELKORN, 1991; NEILAN et al.,1995; PALENIK, 1994; ZEHR et al., 1997). Na Tabela 3
sdo apresentados os métodos moleculares que tém sido utilizados com mais freqliéncia

para classificar cianobactérias.



Tabela 3 - Métodos moleculares usados para classificar cianobactérias (SILVA, 2006).
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Método®

Principio do método

Diferenciagao

Referéncia

Hibridizagdo DNA-DNA

RFLP (Polimorfismo de Tamanho de
Fragmentos de Restri¢do)

Amplificagdo de DNA
(AFLP, ARDRA, REP-PCR, RAPD)

Sequenciamento do gene RNAr 16S

Sequenciamento de outros genes:
rbcLX, rpoC1, rpoB

Seqlenciamento da regido ITS
(espago interno transcrito entre o
DNAr 16S e o DNAr 23S)

Sequenciamento da regido cpcBA-
IGS espago intergénico do operon da
ficocianina

DNA genémico purificado é hibridizado com DNA
marcado da linhagem tipo e a eficiéncia da
hibridizagdo é comparada com os resultados da
hibridizagdo de DNA idéntico. Ou a taxa de
renaturagdo € opticamente determinada sem
marcacgao.

DNA gendmico digerido com enzimas de restrigdo é
usado para produzir fragmentos de comprimentos
diferentes, os quais sdo separados em gel de
agarose. Enzimas raras ou hibridizagdo com sondas
marcadas sdo usadas para diminuir o grande namero
de fragmentos. Os padrdes dos fragmentos obtidos
podem ser comparados numericamente.

Amplificagdo de DNA por PCR produz fragmentos que
formam um padrdo diretamente ou combinado com
digestdo com enzimas de restricao.

PCR e sequenciamento

PCR e sequenciamento

PCR, separagdao ou clonagem dos produtos e
seqlienciamento

PCR e sequienciamento

De género ao nivel de
subespécie

De espécie ao nivel de
linhagem

De espécie ao nivel de
linhagem

De familia ao nivel de
subespécie

De familia ao nivel de
linhagem
De familia ao nivel de

linhagem

De familia ao nivel de
linhagem

KONDO et al., 2000; LACHANCE,
1981; STAM; STULP, 1988;
WILMOTTE; STAM, 1984.

ASAYAMA et al., 1996; LEHTIMAKI
et al., 2000; MAZEL, 1990.

LYRA et al., 1997, 2001; NEILAN;
JACOBS; GOODMAN, 1995;
SATISH et al., 2001.

FIORE et al., 2005; GIOVANNONI et
al., 198§; GUGGER et al.,, 2002;
LEHTIMAKI et al., 2000.

GUGGER et al,
PALENIK, 1997.

2002; TOLEDO;

GUGGER et al., 2002; LAAMANEN
et al., 2001; ORCUTT et al., 2002.

BARKER et al., 1999; LAAMANEN et
al., 2001; NEILAN; JACOBS;
GOODMAN, 1995; TILLET;
PARKER; NEILAN, 2001.

@ AFLP = polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados; ARDRA = analise de restricdo de DNA ribossémico amplificado; REP-PCR =

sequéncias repetitivas extragénicas palindrémicas;

RAPD = DNA polimérfico amplificado ao acaso
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O gene de RNAr 16S tem sido utilizado intensivamente para classificagdo de novos
organismos procarioticos e foi recomendado como sendo um parametro chave para a
taxonomia (STACKEBRANDT et al.,, 2002). Ele é considerado uma boa ferramenta de
comparagao, pois a filogenia de suas sequéncias tem mostrado consisténcia com a filogenia
dos genomas, além disso, tem um robusto volume de dados passiveis de comparacgéao e sua
abrangéncia possibilita diferenciagdo de familia até subespécie (Tabela 3). Assim, as
analises filogenéticas geradas a partir de suas seqiiéncias sao utilizadas como “esqueleto”
para a sistematica de procariotos. Essas filogenias sdo base, por exemplo, para o sistema
de classificagdo contida no Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica, um sistema
amplamente aceito e utilizado dentre os microbiologistas para a taxonomia de procariotos

(KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005).

2.4 Cianobactérias e acumulo de metais e radionuclideos

A observacao e utilizacao dos efeitos e propriedades das vias metabdlicas da
microbiota pela populagdo humana sao histéricas. Como exemplo, pode-se citar o uso da
fermentacdo na producido de paes e bebidas desde o antigo Egito, até o uso de
microrganismos para atividade de mineragao (biolixiviagao), na Roma antiga (ACEVEDO,
2002).

Cianobactérias sdo microrganismos de grande plasticidade metabdlica, exercendo
atividades sobre os ciclos de diferentes elementos na biosfera, acumulando-os,
transformando-os, degradando-os, como no ciclo do carbono e do oxigénio pela fotossintese
e do nitrogénio, pela capacidade de fixagédo de N, (CARR; WHITTON, 1973; FOGG et al.,
1973). Além desse importante papel ecoldgico, existem linhagens que produzem diferentes
substancias bioquimicamente ativas. Nas Uultimas duas décadas, foram isolados e
caracterizados inumeros compostos bioativos pertencentes as diversas classes de
substancias, entre eles, inibidores enzimaticos, herbicidas, antimicoticos, inibidores de

apetite, antimalaricos e imunossupressores (BURJA et al., 2001; ETCHEGARAY et.al.,
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2004; MOORE, 1996; NAMIKOSHI; RINEHART, 1996). Substancias toxicas, tais como
hepatotoxinas (microcistinas, nodularina, cilindrospermopsinas) e neurotoxinas (saxitoxinas,
anatoxina-a, anatoxina-a (S)) também sao produzidas por cianobactérias (SIVONEN;
JONES, 1999). Assim, devido a essa versatilidade metabdlica tem ocorrido um crescente
interesse por esses microrganismos, principalmente para a exploragdo do potencial de
utilizagao de seus metabdlitos pela industria farmacéutica (BURJA et al., 2001), na produgéo
de nanoparticulas (LENGKE; FLEET; SOUTHAM, 2006a, 2006b), bem como bioindicadores
(REGEL et al., 2002). Outra forma de exploragao esta na utilizacdo desses microrganismos
para degradacdo de substancias antropogénicas, tais como os xenobibticos organoclorados
e para imobilizacdo e/ou recuperagcdo de ions metalicos estaveis e instaveis
(radionuclideos), como alternativas para mitigar areas poluidas e/ou degradadas em

biotratamentos (COSTA, 2003; VOLESKY, 1994, 1990).

Dentre as diferentes atividades humanas que podem gerar contaminantes estdo a
mineragao e o processamento de metais e radionuclideos, as quais geram rejeitos que por
vezes sao ultra-diluidos. A recuperacao de ions com alto valor agregado como, por exemplo,
O ouro ou a remocao de ions que mesmo em pequenas concentracbes sao quimicamente
téxicos, como os metais pesados cadmio, cromo, zinco e os radionuclideos uranio, torio,
radio, sdo dificeis e caras quando realizadas por técnicas de purificagdo tradicionais como
sedimentacdo, troca ibnica etc, visto que ndo possuem sensibilidade suficiente para
concentrar os ions (COSTA, 2003; HUTCHINS et al., 1986; VOLESKY 1990, 2004).

Os biotratamentos exploram os mecanismos de interagdo metal-células que podem
ser divididos em duas fases. Uma é geralmente rapida, pode acontecer em células vivas ou
mortas e envolve processos fisico-quimicos (processo passivo) como a “adsorgao” (acumulo
ou concentragcido de substancias em uma superficie ou interface), complexagdo na parede
das células e em outras superficies externas, entre outras. A outra fase € mais lenta e
envolve transporte ativo, pelo fluxo de ions através da membrana celular para o interior da

célula (bioacumulagdo) ou pela transformacado de ions (precipitagdo ou solubilizagao)
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resultantes de metabdlitos produzidos pelas células microbianas (por exemplo,
metalotioneinas) (COSTA, 2003; GARDEA-TORRESDEY et al., 1998; VOLESKY 1990;
2004). Essas duas fases sao alvos de estudos em diversos microrganismos. No caso
especifico de cianobactérias, tem se considerado o processo de biossorgédo, ou seja, a
propriedade apresentada por biomassas de reter e concentrar ions metalicos, mesmo de
solugdes muito diluidas, sem a utilizacdo de energia metabdlica, ocorrendo em células vivas
e/ou mortas, e a bioacumulagdo, ou seja, o processo de armazenamento e/ou
transformacéao de ions metalicos na célula com gasto de energia (COSTA, 2003; VOLESKY,
1994, 1990). Alguns dos estudos encontrados na literatura que investigaram esses
processos sao apresentados a seguir.

A investigagdo da capacidade da cianobactéria Oscillatoria anguistissima como
biossorvente de Cu®', testando diferentes pHs e tratamentos de células, mostrou que a
biomassa dessa linhagem é uma boa candidata para este fim, com maxima adsor¢gao em pH
5 (AHUJA, GUPTA; SAXENA, 1997). A adsorgdo aumentou com o aumento na
concentragdo do ion. A biomassa adsorveu em torno de 268,45 mg Cu?*-g” de biomassa
quanto exposta a uma solugdo com 23 mg-L™ de Cu** e aumentou para 1000 mg-L™" de Cu**
adsorvido em solugdo contendo 89,33 mg-L™" de Cu®**. O melhor tratamento para liberar o
metal da biomassa foi com lavagens de HCI. Eles também testaram efluente contaminado
em pH 3,5 e obtiveram sucesso. Esses autores obtiveram sucesso inclusive com efluente
contaminado com pH 3,5. Em outro estudo onde células mortas de 16 linhagens de algas e
14 de cianobactérias foram comparadas quanto a eficiéncia de biossorcdo de cadmio,
chumbo, niquel e zinco, a cianobactéria Lyngbya taylorii atingiu as mais altas taxas de
recuperacao dos metais, em pH étimo variando entre 3 a 7 para cadmio, chumbo e zinco e
de 4 a 7 para niquel (KLIMMEK et al., 2001). A cianobactéria Spirulina (Arthrospira)
platensis foi estudada quanto a biossor¢ao de baixas concentragcdes de cadmio (menores
que 100 mg-L") e nivel de toxicidade para diferentes concentracdes desse metal
(RANGSAYATORN et al., 2002). Os resultados obtidos mostraram que as alteragbes

induzidas pelo cadmio foram desintegracdo e desorganizagdo das membranas dos
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tilacoides, presenga de grandes espacos intratilacoidais, aumento de corpos polifosfatos e
lise celular. Para os testes de biossor¢ao foi utilizada biomassa morta e a remocgao de
cadmio foi pH dependente (6timo em pH 7) e indiferente para temperatura. O processo foi
rapido, com 78% de recuperagao em 5 minutos. Em um trabalho sobre cinética, equilibrio e
mecanismos de biossorgdo de Cr**, Cd** e Cu®* por Spirulina sp., observou-se que o
equilibrio foi atingido entre 5 a 10 minutos, e os resultados mostraram que a biomassa de
Spirulina sp. comporta-se como um trocador iénico fracamente acido (CHOJNACKA;
CHOJNACKI; GORECKA, 2005). Esses autores mostraram que a capacidade maxima de
biossorgéo foi atingida em pH 7 e foi dependente da fase de crescimento e condigdes de
manutencao da cultura. Ademais, trés grupos funcionais capazes de trocas catibnicas foram
identificados: grupos carboxil, fosfato e hidroxil (ou amina). Esse mesmo género de
cianobactéria, ou seja Spirulina platensis, foi também testado com relagdo a acumulagao de
outros metais (Co?*, Cu®* e Zn**) para células livres e imobilizadas, vivas e liofilizadas
(VANNELA; VERMA, 2006). Nesse estudo, foram identificadas as duas fases do processo
de biossorgdo, a primeira rapida (1 a 2 minutos) contribuindo para 63-77% da biossorcao
total e a segunda com duracdo de 2 horas. Esses autores concluiram que a biomassa dessa
cianobactéria apresentou potencial para aplicacdo devido a capacidade de acumulacao e
facilidade de recuperagao dos metais por meio da simples lavagem dela com sais contendo
calcio.

Com relacao a pesquisas com radionuclideos, ha estudos como os de Sakagushi et
al. (1978) que avaliaram a capacidade de diversas microalgas e cianobactéria em acumular
uranio diluido em aguas marinhas. Nesse estudo, as cianobactérias avaliadas foram
Synechococcus elongatus e Calothrix crustacea. A C. crustacea capturou relativamente
pouco uranio (40 ug de U por g de células secas de agua contendo 1 ppm de U), enquanto
que S. elongatus acumulou grandes quantidades (1.764 ug de U por g de células secas de
agua contendo 1 ppm de U) e foi a que teve maior captagédo de uranio dentre os
microrganismos marinhos avaliados. Nessa mesma linhagem de S. elongatus foi observado

que a captacao de U variou com o estado fisioldgico das células e as condigbes do meio,
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especialmente o pH, sendo o pH 6timo em torno de 5 (HORIKOSHI et al., 1979). Esse
estudo também mostrou que ions podem interferir na biodisponibilidade do U para a célula,
como o ion carbonato. Numa outra cianobactéria também unicelular, a Anacystis nidulans,
onde a capacidade de sua biomassa acumular Americio e Uranio foi avaliada, verificou-se
que suas células exibiram coeficientes de distribuicdo na magnitude de (5,33+3,57) x 10°
mL-g™" para U (LIU; WU, 1993). A habilidade de biossorgdo de sua biomassa foi influenciada
pelas condi¢gdes ambientais e fisioldgicas das células, sendo que o pH étimo variou de 3 a 6.
A maior retengao foi em pH 3,5, onde mais de 95% de U e Am foi retido por biomassa de 70
mg-mL™". Em outro estudo sobre a habilidade de isolados de cianobactérias para mobilizar U
a partir de minérios com baixo grau deste metal, constatou-se que as culturas iniciavam a
mobilizagdo em diferentes estagios de crescimento e que a quantidade de células é fator
importante na eficiéncia da atividade (LORENZ; KRUMBEIN, 1985). A maxima mobilizagao
(51% do total de U contido no minério) foi observada apés 80 dias. Nesta mesma linha de
biolixiviagao, em outra pesquisa investigou-se a capacidade de Spirulina platensis e Nostoc
linkia para mobilizagdo de ions UO,** de minérios pobres em uranio (CECAL et al., 2000).
Nesse estudo verificou-se que o pH alcalino favorecia a lixiviagdo do uranio e que sua
mobilizagao foi mais evidente na presenca das cianobactérias (40-90%) comparativamente
com a lixiviagdo quando nao havia cianobactérias (20-30%).

Alguns dos estudos relatados na literatura sobre biossor¢gdo e/ou acumulagdo de
uranio envolvem o uso de material da natureza. Num deles, a avaliacdo da biossorcédo de
uranio por biomassa seca obtida de uma floragdo de cianobactérias, com predominancia de
Microcystis aeruginosa, indicou que o pH étimo foi entre 4 e 5, com uma hora para a reagao
atingir o equilibrio (LI et al., 2004). A recuperagao do U foi possivel por meio da lavagem da
biomassa com HCI 0,1 N. Em liquens, associagbes de fungos e cianobactérias, verificou-se
que a eficiéncia no acumulo do metal de uranio estava estreitamente correlacionada com as
condigdes ambientais (HAAS et al., 1998). Os experimentos foram realizados com amostras
retiradas diretamente do ambiente e mantidas a aproximadamente 25°C em pHs variando de

2 a 10. Apbs incubacdo dessas amostras por 24 h em solugao contendo 100 ppm de U,
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observou-se 4,2% de U na massa seca do liquen. O pH 6timo para o liquen testado variou
entre 4 e 5. Ha também estudos envolvendo consércios microbianos (células vivas)
contendo cianobactérias (BENDER; LEE; PHILLIPS, 2000). Esses autores produziram um
consorcio artificial sobre particulas de silica-gel e avaliaram sua capacidade de
bioremediacao e bioredugédo de U (VI). Concluiram que o consércio teve uma conformagao
ideal para este fim, o conjunto era sustentado pela produgéo fotossintética das
cianobactérias e houve boa remocgao de U(VI) .

A escolha de uma biomassa com potencial para biossor¢céo esta relacionada a sua
sensibilidade ao metal, capacidade de acumulacéo, estabilidade sob condicbes ambientais
adversas, necessidades nutricionais, mas também deve-se levar em consideragado quais os
tipos de compostos nocivos os microrganismos produzem. De forma geral, quando se trata
da aplicabilidade efetiva dos processos biossor¢ao, a utilizagdo de biomassa de células
mortas traz vantagens sobre os processos que exigem metabolismo celular ativo. Isso
porque para as células vivas ha menor espectro de utilizacdo em concentragdes diversas
em consequéncia da toxicidade do poluente para a prépria célula utilizada como
biossorvente. Além do mais, demanda recursos financeiros maiores por necessitar de
manutencao dos organismos vivos, problemas com a recuperacao do liquido tratado e vida
util da biomassa (vezes que uma mesma biomassa pode ser utilizada para descontaminar
efluentes, sem aumentar gastos), sendo que em biossorventes de células mortas esse
processo exigiria menores cuidados e portanto menores investimentos (KLIMMEK et al.,
2001; PARK et al., 2004; VANNELA; VERMA, 2006; VOLESKY, 1990).

No levantamento bibliografico realizado nao foram encontrados registros de
pesquisas de cianobactérias em efluentes contaminados nem de sua relacdo com

radionuclideos para o Brasil.
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2.5 A Unidade de Tratamento de Minérios-Industrias Nucleares do Brasil S/A,

Caldas - MG

A Unidade de Tratamento de Minérios das Industrias Nucleares do Brasil S/A Caldas-
MG (UTM-INB) foi o primeiro complexo minero industrial de lavra e beneficiamento de uranio
do Brasil. O Pais possui a sexta maior reserva geoldgica de uranio do mundo. A Figura 2A
mostra os depositos e instalagdes de exploracao existentes no Pais, ressaltando que estao
sob a geréncia da INB, a qual € uma empresa de economia mista vinculada a Comissao
Nacional de Energia Nuclear (CNEN) e subordinada ao Ministério da Ciéncia e da

Tecnologia.
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Figura 2. A. Mapa do Brasil mostrando locais de depdsitos naturais de urdnio (tridngulos) e
instalacbes de processamento do minério (circunferéncias) (modificado de http//:
www.inb.gov.br/IMAGENS/uranionoBrasil.GIF, agosto de 2006). B. Esquema mostrando a

localizagdo geografica da Unidade de Tratamento de Minérios das Industrias Nucleares do
Brasil S/A de Caldas-MG (UTM-INB, circulo preto e cinza) (modificado de Guia de Quatro
Rodas, 2006).
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A UTM-INB Caldas (Figura 2B) esta implantada no Planalto de Pocos de Caldas na
regido sudoeste do Estado de Minas Gerais, municipio de Pogos de Caldas, ocupando area
em torno de 15 km?. A unidade fica sobre o divisor de aguas das bacias hidrograficas do Rio
das Antas e do Rio Verde. A bacia do Rio das Antas drena cerca de 70% do platé e a bacia
do Rio Verde cerca de 20%. A agua do Rio das Antas é usada para irrigagdo e para o gado,
este rio fornece agua para a Represa Bortolan, proxima a cidade de Pogos de Caldas. O
solo, bastante argiloso, é classificado como latossolo vermelho-amarelo sendo muito
heterogéneo nas areas mineralizadas (CIPRIANI, 2002; FERNANDES et al., 1995 apud

GOMES; GARCIA JUNIOR, 2001; SOUZA, 1995; http://www.inb.com.br, setembro de 2006).

A instalacdo consiste de uma mina a céu aberto e suas areas de bota-foras,
instalacbes de tratamento fisico de minério, usina de tratamento quimico para extracdo de
uranio por processo hidrometalurgico, bacia de rejeitos e bacias de decantacdo para o
tratamento dos rejeitos, além das instalagdes de utilidades e administrativas, destacando-se
uma fabrica de acido sulfurico (CIPRIANI, 2002).

Estima-se que 94,5.10° ton de rocha foram removidas, devido a mineragao, sendo
que somente 2% desta quantidade foram destinadas ao processamento fisico € quimico. O
restante permanece estocado principalmente no bota-fora 4 (BF4) e bota-fora 8 (BF8). As
pilhas de minério estéril que constituem o BF4 e o BF8 foram estabelecidas em cima da
vertente de dois cérregos, respectivamente, o Corrego da Consulta e o Cérrego Soberbo, os
quais tiveram seus cursos desviados por canais. Nesses bota-foras existe drenagem de
agua; essa agua € neutralizada e passa por bacia de precipitagao de solidos (Cava da Mina)
e em seguida volta para o ambiente (GOMES; GARCIA JUNIOR, 2001)

As atividades de extragdo e processamento de uranio foram de 1977 a 1995, quando
a unidade paralisou os processos. Apesar de encerradas as atividades, o passivo ambiental
da regidao é grande. Passivo ambiental representa os danos causados ao meio ambiente,
representando, assim, a obrigagdo, a responsabilidade social da empresa com aspectos

ambientais, definicdo da Associacdo Nacional de Biosseguranga (ANBio) 2001.
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As mineradoras possuem responsabilidades sobre o impacto ambiental causado por
seu empreendimento. Entende-se por impacto ambiental toda alteragcdo das propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas do meio ambiente causada por qualquer forma de matéria ou
energia resultante das atividades humanas, que, direta ou indiretamente, afetem: a saude, a
seguranga e o bem estar da populagao; as atividades sociais e econOmicas; a biota, as
condicdes estéticas e sanitarias do meio ambiente; a qualidade dos recursos ambientais
(Conselho Nacional do Meio Ambiente, 1986).

Cipriani (2002) fez um levantamento minucioso sobre as consequéncias da lavra da
mina de uranio, incluindo reflexos sociais e ecoloégicos causados na regiao. Como exposto
em seu trabalho, a associagdo da atividade de mineragdo com diminuicdo de impactos e
recuperagao do em torno somente comegou a ganhar forgas nas décadas de 80 e 90 com
regulamentacao de legislagbes especificas.

Durante as etapas de lavra e tratamento do minério, a industria de urénio produz
efluentes liquidos e gasosos, aerossois e residuos, que devem ser adequadamente
gerenciados para evitar a dispersao de espécies quimicas que possam causar danos ao
meio ambiente. As espécies quimicas incluem metais pesados, &anions toxicos e
radionuclideos naturais, que podem estar na forma de éxidos e sais, em suspensao, em
solugdo ou na forma gasosa como o raddnio, além da acidez e da alcalinidade. Quando a
concentragao de radionuclideos estiver acima de limites estabelecidos em lei, os efluentes e
residuos podem ser considerados rejeitos radioativos (CIPRIANI, 2002).

De acordo com a CNEN, com relagcdo a emissdo de radionuclideos ao ambiente
externo a UTM a situagao é controlavel, no entanto, como o empreendimento esta sobre um
divisor de aguas e os rejeitos soélidos foram construidos com os desvios de rios da regido, ha
necessidade de bombeamento constante das aguas que percolam pelos rejeitos, para que
sejam contidas e tratadas. Além disso, ha todo o impacto na paisagem causado pela
atividade de escavacgao propriamente dita.

Atualmente a UTM-INB esta em fase de avaliagdo para o descomissionamento da

instalagéo, ou seja, a INB esta estudando formas que lhe possibilite continuar outros
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empreendimentos na area, ou mesmo finalizar sua atuagéo, conforme as exigéncias do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), para
assegurar condicbes de menor impacto possivel para o entorno e recuperagdo da area
modificada. Um processo de descomissionamento leva cerca de 10 anos desde o inicio das

avaliagdes até sua implantagao efetiva.

2.5.1 O radionuclideo ***Ra

Dos quatro is6topos de radio derivados das cadeias de decaimento do uranio, actinio
e tério, o ?°Ra, produto do decaimento do #**U, é o mais importante de ocorréncia natural
devido a sua meia-vida longa (1.622 anos), da abundancia natural de seu pai e da sua
elevada radiotoxicidade. A maioria dos rejeitos contendo radio € produzida pelo
processamento de minérios de uranio e a formagao do radio-226 acontece quando o tério-
230 (**Th, filho do #**U) emite uma particula alfa (ntcleo de hélio, “He,) sendo que o **Ra
formado decai para formar o gas radénio-222, *Rn (KAPLAN, 1978).

Tanto o ?*Ra como o #?Rn apresentam riscos radiolégicos. O ?*Ra por sua
habilidade de substituir o calcio na estrutura éssea e o ?’Rn pela sua retencdo nos pulmdes
na forma de ?°Pb (chumbo-210) e ?'°Po (polénio-210) (COSTA, 2003). Além do #%U
(radionuclideo pai), todos os radionuclideos filhos ora citados sao de controle obrigatério nas
mineradoras de uranio, como por exemplo as controladas pela Comissdo Nacional de
Energia Nuclear, CNEN, a saber, a Unidade de Tratamento de Minérios em Caldas-MG,
UTM, e a Unidade de Concentrado de Uranio em Lagoa Real-BA, ambas pertencentes as

Industrias Nucleares do Brasil S/A, INB.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo

Amostras de agua foram coletadas em dois sistemas de tratamento de efluentes
radioativos da Unidade de Tratamento de Minérios das Industrias Nucleares do Brasil/SA
(UTM-INB), Pogos de Caldas/MG. Os dois sistemas sdo constituidos de um conjunto de
bacias de escoamento e decantagao, no entanto, as amostragens foram feitas somente em
algumas delas.

No primeiro sistema, denominado de Sistema de Tratamento da Cava da Mina (CM)
(Figuras 3A e 3B), foram realizadas coletas de agua dos efluentes radioativos na area que
recebe as aguas drenadas do bota-fora 4 (BF4) e sdo bombeadas da Bacia Nestor
Figueiredo e também no Ponto 41 (P41), local de reentrada da agua tratada na Bacia de
Decantacao do sistema da CM. Esse local reune as aguas da CM e as aguas drenadas do
bota-fora 8 (BF8), e liga o sistema & Represa de Aguas Claras. Desta represa a agua flui
para o Ribeirdo das Antas, fora da propriedade da UTM-INB. No segundo sistema,
denominado Sistema de Tratamento da Usina de Processamento de Uranio (Figuras 3C, 3D
e 3E), as coletas de agua abrangeram: a Bacia de Rejeitos (R), a qual foi construida para
tratar os rejeitos do processamento de uranio realizado na Usina a fim de precipitar os
radionuclideos; a Bacia de Decantacado 1 (D1), a qual recebe a agua que passou pela R e
de onde ela flui para a Bacia de Decantagao 2 (D2), o ultimo ponto de coleta e ultima bacia
de tratamento antes da agua do sistema voltar para o Ribeirdo Soberbo, ambiente externo a
UTM-INB.

Os pontos de coleta foram determinados de acordo com as condi¢des espaciais de
acesso ao local, como seguranga da trilha, firmeza do solo, altura da agua, entre outras
dificuldades praticas de campo. Uma vez escolhidos, os pontos foram mantidos em todas as
coletas. O mapa da area com os respectivos pontos de amostragens pode ser visualizado

na Figura 4.



40

Sistema de Tratamento Sistema de Tratamento
da Cava da Mina da Usina de Processamento de Uranio

A. B.

Figura 3. Fotos dos locais de coleta das amostras de agua. A. Cava da Mina; a seta vermelha indica
a mina a céu aberto (morro escavado). B. Ponto 41; ducto de saida da agua, passando por
ele a 4gua vai para a Represa de Aguas Claras. C. Bacia de Rejeitos; formada por ampla
lamina d’agua. D. Bacia de Decantagao 1; a seta branca indica o ponto de saida da agua.
E. Bacia de Decantagao 2, a seta azul mostra o sentido de saida da agua, quando a vazao

é suficiente, em diregdo ao Ribeirdao Soberbo.
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Figura 4. Esquema geral da Unidade de Tratamento de Minérios — Industrias Nucleares do Brasil S/A
mostrando: | (circulo tracejado)- Sistema de Tratamento da Cava da Mina, contendo a
Cava da Mina (CM) e o Ponto 41 (41); e Il (circulo continuo)- Sistema de Tratamento da
Usina de Processamento de Uranio, contendo Bacia de Rejeitos (R), Bacia de Decantagéo
(D1) e Bacia de Decantacao (D2). (Modificado de Gomes e Garcia Junior, 2001)

3.2 Coletas de amostras de agua

Todas as coletas, autorizadas pela administracdo da UTM-INB, contaram com
supervisdo e auxilio da Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN)/Coordenacao do
Laboratério de Pocos de Caldas-MG. Participaram diretamente deste trabalho a Dr2. Heliana
Azevedo Gomes — Chefe da Secado Técnica da Coordenacdo do Laboratério de Pocos de
Caldas (COOLAB) e responsavel pelo Laboratério de Radioecologia; e os técnicos do
Laboratério de Radioecologia: Armando Luiz Bruschi, Claudio Vitor Roque e Osvaldo Teles

da Costa.
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As amostragens de agua para isolamento de cianobactérias foram realizadas em 4
periodos: Setembro de 2003, final do periodo de estiagem de inverno; Novembro de 2004,
periodo de final de primavera; Abril de 2005, periodo intermediario de outono; e Dezembro
de 2005, inicio de verao, periodo de intensificacdo de chuvas.

Os materiais utilizados foram: balde de 10 L, rede de plancton com malha de 22 um,
frascos de plastico ou de vidro com capacidade para 200 mL, solugédo de Lugol (10 g de
lodeto de Potassio em 100 mL de agua destilada e adicdo de 5 g de lodo Cristalino e 10 mL
de Acido Acético Glacial), caixas de isopor e bolsas de gelo. Em cada ponto, o balde foi
langado quatro vezes a profundidade de 0-20 cm, a agua suspendida foi dispensada na rede
coletora e o acumulado no copo dessa rede foi colocado em um frasco e destinado para o
isolamento de cianobactérias (material vivo). O balde foi langado mais uma vez e uma
quantidade variando de 100 a 200 mL de agua foi retirada e destinada a fixagao com Lugol
(American Public Health Association,1995). Esse processo foi repetido trés vezes,
resultando em ftriplicatas de amostras de material vivo e outras trés réplicas de material
fixado, para cada ponto de coleta. Apenas na Bacia de Rejeitos foi utilizada Garrafa de Van
Dorn na coleta de Novembro de 2005, pois o volume de agua permitiu.

A utilizacdo da solugédo de Lugol seguiu as recomendacgdes da CETESB (informacao
pessoal da M.Sc. Livia Fernanda Agujaro). Esse método de fixagédo foi escolhido porque,
apesar de modificar a coloragdo das células, a solugdo de iodo preserva melhor as
estruturas celulares e € menos téxica em relacdo a outros métodos como a formalina, por
exemplo. Para a fixagcdo do material utilizou-se a proporgdo de aproximadamente 10% em
relagcdo ao volume da amostra, ou seja, a solugcao de Lugol foi adicionada em gotas até a
amostra atingir tonalidade de “conhaque”.

Terminada a coleta, todos os frascos foram acondicionados e transportados em
isopores contendo bolsas de gelo e protegidos da luz até o Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo

(CENA-USP), em Piracicaba/SP, no mesmo dia da coleta.
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3.3 Parametros Abioticos

Os dados abidticos de temperatura e precipitagdo para a regiao de Pogos de
Caldas/MG foram obtidos de Somar Meteorologia S/A. Para os efluentes da UTM-INB os
dados de temperatura, pH, uranio e indices de nivel trofico foram cedidos pela CNEN-Pocos
de Caldas/MG e caracterizam o ambiente da Cava da Mina, do Ponto 41 e da Bacia de

Rejeitos.

3.4 Isolamento de cianobactérias

Logo que chegaram ao Laboratério de Biologia Celular e Molecular do CENA — USP,
Piracicaba/SP, as amostras de agua contendo células vivas foram utilizadas para o
isolamento das cianobactérias. Cada réplica dessas amostras passou por um procedimento
de diluicao seriada conforme metodologia descrita no “Standard methods for the
examination of water and wastewater” (American Public Health Association,1995). Em
condicbes assépticas, usando fluxo laminar, 1 mL da amostra ambiental foi inoculada em
tubo de ensaio contendo 9 mL de meio de cultura liquido BG-11 (ALLEN, 1968) (Tabela 4)
previamente esterilizado em autoclave a 121°C, 1 atm por 20 minutos (12 diluigdo, 10™"). Da
12 diluicao, 1 mL foi retirado e inoculado em novo tubo com 9 mL do mesmo tipo de meio (22
diluigdo, 102) e assim sucessivamente até a 72 diluigdo (10”) (Figura 5).

Em cada tubo de cultura foi acrescentado o antibiético ciclohexamida (SIGMA-
ALDRICH, Sant Louis, MO, EUA), numa concentracdo de 75 mg-L'1, a fim de evitar o
desenvolvimento de células eucaridticas, tais como algas e fungos. Os tubos de ensaio
inoculados foram mantidos em sala de crescimento climatizada a temperatura de 24+1°C,

com iluminagao fluorescente constante de 40 pmoles-m?s™ por 30 dias.
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Tabela 4 — Meio de cultura BG-11 utilizado no cultivo das cianobactérias (ALLEN, 1968)

Componentes estoque (g-.L"')  Usar por litro Concentragao final (g-L™)
NaNO3; 150 10 mL 1,5

KoHPO, 40 1mL 0,04

MgS0,4.7H,0 75 1mL 0,075

CacCl,.2H,0 36 1mL 0,036

Acido citrico 6 1mL 0,006

Citrato de amonio férrico 6 1mL 0,006

Na,EDTA 1 1mL 0,001

Micronutrientes - 1 mL -

Carbonato de sédio 20 1mL 0,02

Completar o volume com H,O deionizada para 1000 mL

Autoclavar.

pH apés autoclavagem e esfriamento: 7,4

Notas:

Se fizer aeragdo com CO,, deve-se adicionar 1 M HEPES, pH 8,0 numa concentragao final de 10 a 20

mM (ou seja, 10 a 20 mL por litro).

Para meio sdlido, adicionar noble agar (Difco, Detroit, MI, EUA) numa concentracao final de 1%.

Solugao de micronutrientes:

H3BO; 286 gl
MnCl,.4H,0 1,81 gL’
ZnS0,.7H,0 0,222 gL
Na,Mo,.2H,0 039 gL
CuS0,.5H,0 0,079 gL’
Co(NO3),.6H,0 0,049 gL’

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
amostra
ambiental/ 9gmL omL 9m 9mL omL L omL
10 2 10

Im
10" S 10 10° 10°% 107
Diluicoes

Figura 5. Esquema mostrando a diluicdo em série das amostras de agua.
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Passados cerca de 20 a 30 dias, ou até o crescimento celular ser visivelmente
constatado, as culturas foram observadas em microscopio O6ptico (Olympus BH-2,
Hauppauge, NY, EUA e ZEISS Axioplan 2 MC80DX) e aliquotas do material celular foram
transferidas para novos tubos de ensaio contendo meio BG-11 liquido, sendo que os
isolados que apresentaram células heterocitadas foram inoculados em meio de cultura
liquido AA/4 (ALLEN; ARNON, 1955) (Tabela 5). Esses isolados também foram inoculados
em placas de Petri contendo meio BG-11 ou AA/4 sélidos (com 1% de Agar Noble). Esse
processo foi repetido, com alternancia entre meio sélido e liquido, conforme a necessidade,

até se obter culturas isoladas de cada cianobactéria dos efluentes da UTM-INB (Figura 6).

Tabela 5 — Meio de cultura AA/4 utilizado no cultivo das cianobactérias (ALLEN; ARNON, 1955).

MEIO DE CULTURA - AA/4

AA/4 -Pi +Pi

mL de solugao estoque-litro'1 6,25 3,10

Solugodes Estoques
1) -Pi

Faca as solugdes abaixo e armazene a 4°C.
Misture as 4 solugbes estoques -Pi, na proporgéo 1:1:1:1 (armazene a 4°C).

1. MgS0,.7H,0 20 /500 mL
2. CaCl,.2H,0 6 g/500 mL
3. NaCl 20 g/500 mL

4. Micronutrientes: Adicionar na ordem listada - espere cada reagente ser dissolvido. Sempre
agite antes de usar.

a) Agua pura 1090 mL
b) Solugéo AA de Fe-EDTA (ver abaixo) 160 mL
¢) MnCl,.4H,0O 360 mg
e) Na,MO,4.2H,0 (99% pureza) 61,1 mg
f) ZnS0O,.7H,0 44 mg

g) CuS0,.5H,0 15,8 mg
h) H3;BO; (acido borico) 572 mg
i) NH4VO; (NH," metavanadate) 4,6 mg
j) CoCl,.6H,0 8 mg

Solugao AA de Fe-EDTA

(1) Dissolver 5.2 g KOH peletes em 186 mL de agua pura. Adicionar 20,4 g Na;EDTA.2H,0. (2) Em
seguida, dissolver 13,7 g FeS04.7H,0 em 364 mL de agua pura (ou use Fex(SO)s.nH20O; Ferric
sulfate, n-hydrate). Misturar as solugbes 1 e 2. Borbulhar ar filtrado com filtro Millipore (0,45 mm) até
a solugdo mudar de cor (entre 4 min a 4 horas).
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)] +Pi
K,HPO,.3H,0 28 g/500 mL ou
KoHPO, anidro 21.4 g/500 mL

S

Figura 6. Fases do processo de isolamento. A. Tubo incubado por 20-30 dias. B. Avaliagdo em

microscoépio Optico das culturas obtidas. A partir dessa avaliagao aliquotas das diferentes
culturas eram passadas para meio liquido (C.) e/ou sdlido (D.). O processo foi repetido

até o isolamento das linhagens obtidas.

3.5 Numero mais provavel (NMP)

O teste do NMP apresenta uma estimativa de uma populagdo microbiana em
concentragdes absolutas dos organismos viaveis presentes no meio. Neste estudo foram
feitas diluicbes até 107 (Figura 5) com triplicatas e os calculos dos NMPs foram feitos
observando-se os tubos de ensaio apés 30 dias da inoculagido, seguindo critério de
presenga (+)/auséncia (-) de crescimento celular. Os dados foram analisados e tabulados
seguindo os critérios presentes no “Standard methods for the examination of water and
wastewater” (American Public Health Association,1995). A quantificagdo pelo método de

NMP foi realizada para as coletas de novembro de 2004, abril e dezembro de 2005.
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3.6 Caracterizacao morfolégica das cianobactérias isoladas

A identificagdo taxondmica das cianobactérias de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas foi realizada com a colaboragédo da Dr?. C.L. Sant’Anna, especialista em
taxonomia de cianobactérias da Secao de Ficologia do Instituto de Botanica da Secretaria
de Estado do Meio Ambiente — Sdo Paulo/SP e do MSc R. Y. Honda. O sistema de
classificagado utilizado foi baseado nos estudos de Komarek e Anagnostidis (1989, 1999,
2005). Quando possivel, o sistema do codigo bacteriologico (CASTENHOLZ, 2001) foi
citado depois da designagédo botanica. A identificacdo das espécies isoladas foi realizada
por meio de observagdes microscopicas (Olympus BH-2), considerando a forma, coloragao,

tamanho e arranjo celular, seguindo as chaves de classificagdo mencionadas.

3.7 Caracterizagdao molecular das cianobactérias isoladas

3.7.1 Extragao de DNA gendmico de culturas puras de cianobactérias

Uma suspensao de 3 mL de células na fase de crescimento exponencial de cada
cultura de cianobactéria foi concentrada por centrifugagdo a 13000 x g durante 10 minutos.
O sobrenadante foi descartado e as células precipitadas foram submetidas ao método de
extracdo de DNA gendmico descrito por Fiore et al. (2000). Para confirmar a efetividade da
extragcao, 5 pL de cada produto da extragao foi acrescido de tampao de carregamento (ficol
15%, azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%) e a integridade do DNA extraido foi
verificada em gel de agarose 1%, contendo brometo de etidio (0,3 yg-mL™" de gel), apds
corrida eletroforética em tampéo TBE 0,5 X (1 X TBE: Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM pH
8,0), e comparado ao padrdao de tamanho de DNA do marcador molecular Lambda
DNA/EcoR | + Hind Il (Promega, Madison, WI, EUA). O gel foi documentado pelo programa
“Multi Analyst” do “Fluor-S™ Multilmager” (BioRad, Hercules, CA, EUA) e o DNA extraido foi

armazenado a temperatura de -20°C.
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3.7.2 Amplificacao do gene que codifica para o RNAr 16S nos isolados

A amplificagdo do gene que codifica para o RNAr 16S das cianobactérias isoladas foi
obtida com o seguinte conjunto de oligonucleotideos iniciadores: 27F1 (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3°) e 1494Rc (5- TACGGCTACCTTGTTACGAC - 3’)
(NEILAN et al., 1997). Para a reagdo de amplificagéo foi utilizada uma solugdo contendo:
tampéo para reacao PCR 1X (Tris HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM); 0,2 mM de cada dNTP; 3
mM de MgCl,; 1,5 U de Platinum® Tagq DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA); 10
ng de DNA; 5 pmol-uL" de cada iniciador; agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA,
EUA) esterilizada, para um volume final de 25 pL. No termociclador “Gene Amp PCR System
2400” (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), as reagbes foram submetidas as
condig¢des de: 95°C/3 min; 30 ciclos 94°C/10 seg, 50°C/20 seg, 72°C/1 min; extensao final a
72°C/7min.

A verificagdo do tamanho e quantificagdo dos amplicons resultantes foi feita usando o
padrao de tamanho e massa molecular de DNA “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen), apés
corrida eletroforética em tampao 0,5 X TBE (1 X TBE; Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM, pH
8,0) em gel de agarose 1% e documentagdo no programa “Multi Analyst” do “Fluor-S™

Multilmager” (BioRad).

3.7.3 Clonagem

As seqléncias RNAr 16S produzidas na PCR foram ligadas ao vetor do kit de
clonagem “pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems” (Promega). O vetor utilizado foi o
pGEM® - T de 3015 pb, o qual vem linearizado com EcoR V e com adicdo de timidina na
posicao 3° terminal em ambos os lados, caracteristica que promove maior eficiéncia de
ligacdo. Esse vetor contém sitios para resisténcia a ampicilina, um sitio para multipla
clonagem e um fragmento do LacZ. A clonagem foi realizada de acordo com as instrugdes
do fabricante, contidas no Manual de Instrucdo do “pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector

Systems”.
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3.7.4 Transformacao

A introducdo do vetor contendo inserto nas células competentes de Escherichia coli
DH5a foi efetuada através de choque térmico (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989).
Aliquotas de 10 yL do produto de ligacdo foram adicionadas a 50 puL de suspensao de
células competentes de E. coli DH5a em microtubo esterilizado, o qual foi incubado no gelo
durante 30 minutos. O microtubo foi entdo transferido imediatamente para banho-maria a
42°C, onde foi mantido por 30 segundos, sem agitagcéo, e de onde foi retirado e incubado
em gelo por 2 minutos. Em seguida, adicionou-se ao conteudo do microtubo, 250 pL de
meio SOC (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) a temperatura ambiente e a nova
mistura foi incubada a 37°C, durante 1 hora, sob agitagcdo de 200 rpm. A suspensao de
células competentes transformadas foi plaqueada em meio LB solido com ampicilina (USB
Corporation, Cleveland, OH, EUA) e X-Gal (Invitrogen), ambos em concentragdes finais de
100 pg'mL™ de meio de cultura, e as placas foram incubadas por 15 horas, a temperatura de

37°C.

3.7.5 PCR usando colonias

Apods o plagueamento em meio de cultivo LB contendo ampicilina e X-Gal, 4 a 5
colénias brancas foram selecionadas e utilizadas para nova reacdo de PCR, visando
confirmar a presenga dos insertos de interesse. Uma pequena quantidade (0,5 uL) de
células transformadas foi adicionada a 25 uL de reagcéo de PCR (conforme solugao descrita
no item 3.7.2), utilizando-se os iniciadores: M13F (5-GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3);
M13R (5-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3). As condigdes de amplificagdo foram:
94°C/5 min; 25 ciclos de 95°C/20 seg, 50°C/15 seg, 60°C/1 min. A verificagdo do tamanho

dos amplicons foi feita em gel de agarose 1% - 0,5 X TBE conforme descrito no item 3.7.1.



50

3.7.6 Extracao de DNA plasmidial

A extracao de plasmideos das células de E. coli DH5a que continham os insertos foi
feita pelo método de preparagao de pequena escala de plasmideo, usando hidrdlise alcalina,
de acordo com Birnboim e Doly (1979). As colbnias brancas, com resultado positivo para o
inserto na PCR, foram transferidas para 6 mL de meio liquido LB contendo 100 pg-mL™" de
ampicilina e cultivadas por 15 horas, a 37°C, sob agitacao de 200 rpm. A seguir, 1,5 mL da
cultura de células produzidas foram transferidos para microtubos e passaram por
centrifugagao a 10.000 x g por 20 segundos. O mesmo procedimento foi repetido mais uma
vez. O material precipitado foi ressuspenso em 100 pL de solugao gelada (Tris-HCI 25 mM,
pH 8,0; EDTA 10 mM; glucose 50 mM). A essa mistura foram acrescentados 200 pL de
solucdo Il (NaOH 0,2 N, SDS 1%), o conteudo foi misturado gentilmente por inverséo dos
microtubos. Apds incubagado em gelo por 5 minutos, foram adicionados 150 pL de solugéo I
gelada (acetato de potassio 3 M; acido férmico 1,8 M). Procedeu-se nova inversdo para
misturar o conteudo e os microtubos foram incubados no gelo por mais 5 minutos.
Posteriormente, os microtubos passaram por centrifugagao a 10.000 x g durante 7 minutos e
0 sobrenadante foi transferido para novos tubos, aos quais se adicionou 270 uL de
isopropanol a temperatura ambiente. A mistura foi agitada e centrifugada conforme descrito
anteriormente.

Apods a eliminagao do sobrenadante, o precipitado foi lavado uma vez com 250 uL de
etanol 70% gelado e centrifugado a 10.000 x g por 2 minutos. Esse precipitado foi seco e
ressuspenso em 30 uL de uma solugao contendo Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 0,5 M; 10
mg RNAse‘mL". Os microtubos foram incubados a 37°C por 30 minutos, em seguida
centrifugados por 3 minutos para a remoc¢ao de materiais insoluveis e o sobrenadante
transferido para novo microtubo. Por fim, apds corrida em gel de agarose conforme descrito
no item 3.7.2, para confirmagéo, os plasmideos extraidos foram armazenados a -20°C até

sua utilizacdo na préxima etapa.
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3.7.7 Seqiienciamento

Para o sequenciamento dos fragmentos de gene de RNAr 16S inseridos nos
plasmideos, os insertos foram amplificados por PCR utilizando-se o Kit “DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing” (Amersham Bioscienses, Piscataway, NJ, EUA). Para isso,
foram utilizados 4 conjuntos de oligonucleotideos iniciadores: um conjunto de iniciadores
externos ao fragmento (correspondentes a regides do plasmideo) o M13F (5°-
GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3") e 0 SP6 (5-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’); e trés
conjuntos internos ao fragmento, ou seja, 341-357F (5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) e
341-357R (5-CTGCTGCCTCCCGTAGG-3"); 685-704F (5-GTAGSGGTGAAATSCGTAGA-
3’) e 685-704R (5-TCTACGSATTTCACCSCTAC-3"); 1099-1114F (5°-
CAACGAGCGCAACCC-3") e 1099-1114R (5-GGGTTGCGCTCGTTGC- 3°) (LANE, 1991).
Na reacdo de PCR utilizou-se 200 ng de plasmideo, 5 pmol-uL" de um dos iniciadores, 1 pL
de “DYEnamic”, tampao 1X “Save Money” (Tris HCI 1M pH9,0, MgCl, 1M, H,O ultrapura
autoclavada) e agua ultrapura para volume final de 10 yL. Essa reacao foi submetida as
seguintes condigdes: 25 ciclos 95°C/20 seg, 55°C/15 seg, 60°C/60 seg. Apos a amplificagéo
dos fragmentos, realizou-se a precipitacdo dos mesmos conforme manual de instru¢des do
kit “DYEnamic ET Terminator Cycle Seguencing”. Posteriormente, as reagdes precipitadas
foram inseridas no sequienciador capilar ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems), por aproximadamente 2,5 horas. Com o programa “ABl PRISM® DNA
Sequencing — Analysis Sofware” versao 3.7 (Applied Biosystems) os dados gerados pelo

sequenciador foram coletados e processados.

3.7.8 Processamento e analise filogenética das seqiiéncias

Os fragmentos do gene de RNAr 16S obtidos no sequenciamento foram montados
em “contigs” usando o pacote de programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998;
EWING et al., 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998) e somente bases com qualidade

>20 foram consideradas. Em seguida, as sequéncias obtidas foram comparadas com
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sequéncias depositadas no “Ribosomal Database Project 1I” (RDP) (MAIDAK et al., 1999)
e/ou no “GenBank” do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI), utilizando-se
a ferramenta “Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990).

Para a construgao da arvore filogenética, as sequéncias de RNAr 16S obtidas neste
estudo e outras selecionadas de bancos de dados publicos, foram alinhadas, editadas e os
métodos de distancia evolutiva (“Neighbour-Joining”) e maxima parciménia (“Maximum-
Parsimony”) foram aplicados usando o pacote de programa MEGA 3.1 (KUMAR; TAMURA;
NEI, 2004). O suporte para os noés internos da arvore de distancia evolutiva e maxima
parcimbénia foi estimado usando reamostragem (FELSENSTEIN, 1985) com 1000

replicacdes.

3.8 Analise de microcistinas

Todas as linhagens de cianobactérias isoladas da UTM-INB foram analisadas para
verificar se produziam microcistinas utilizando-se o ensaio imunolégico ELISA (“Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay”) para detecgdo de microcistinas em agua (Kit placa
Microcistina, Beacon Analytical Systems, Inc., Portland, ME, EUA). Para isso, triplicatas de
100 yL de cultura de cada linhagem no final da fase exponencial de crescimento, foram
colocadas em microtubos e a lise celular foi feita por choque térmico (incubagido em
nitrogénio liquido por 30 segundos seguido de banho-maria por 4 minutos a 40°C, repetido
por trés vezes). Em seguida procedeu-se a andlise de acordo com as recomendagdes do

fabricante.

3.9 Experimentos de Biossorgao do **Ra

Os ensaios e analises de biossor¢cao seguiram a metodologia de Volesky (2004) e
foram desenvolvidos na CNEN/Coordenagao do Laboratério de Pogos de Caldas-MG,

envolvendo o Laboratério de Radioecologia sob responsabilidade da Dr?. Heliana de
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Azevedo Gomes e o Laboratoério Radioquimica sob responsabilidade de Maria Helena Tirollo
Taddei. Os experimentos de biossor¢cado foram realizados sob a supervisdo do Dr. Wilson
Cervi da Costa, com a colaboragdo dos técnicos Armando Luiz Bruschi e Claudio Vitor

Roque e estagiario Leonardo Ogeta Tarifa.

3.9.1 Producao e preparo do biossorvente (biomassa seca)

O biossorvente utilizado na investigacdo da sorcdo do #°Ra foi a biomassa de
células mortas de Aphanotece sp. CENA75. Calculou-se um total de 20 g de biomassa seca
necessaria para realizar todos os testes de biossor¢do. Baseando-se na estimativa de
produgéo de 1 g de massa seca para cada 10 L de cultura em meio liquido, foram cultivados
cerca de 200 L do isolado Aphanotece sp. CENA75 em meio BG-11 liquido. Os frascos de
cultivo tinham capacidade para 10 L e em cada frasco eram acrescentados 0,5 L de indculo.
Durante 12 a 15 dias os frascos inoculados foram mantidos com bombeamento constante de
ar filtrado, sob iluminagdo fluorescente constante de 40 umoles. m?s™”, a temperatura de
24+1°C. Apos esse periodo, a biomassa obtida foi concentrada por centrifugagcdes a 16000
x g por 30 minutos a 4°C e em seguida as células concentradas foram protonadas. Para
isso, as células foram ressuspendidas em solugdo de HCI 0,1M em um Becker com
quantidade suficiente para deixa-las submersas e colocadas sob agitagdo constante por 1
hora. Apds esse periodo as células foram lavadas com agua ultrapura até o valor de pH
estipulado para os ensaios de biossor¢dao, sendo escolhidos dois, pH 3,5 e 5. Nova
centrifugacao foi efetuada e o precipitado foi retirado com a menor quantidade possivel de
agua ultrapura.

A biomassa seca foi obtida dispondo a biomassa protonada em placas de Petri
mantidas em estufa a 50-60°C até estabilizacdo do peso (SORVALL, Thermo Electron
Corporation, Asheville, NC, EUA). Ao término do processo a biomassa foi pesada, datada e

acondicionada em frascos, os quais foram mantidos em dessecadores até sua utilizagao.
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3.9.2 Solugio sintética do radionuclideo **Ra

A soluco sintética estoque do radionuclideo **Ra foi preparada a partir do cloreto
de radio (RaCly) nos Laboratérios de Analises Radiométricas dos Servicos de Protegéo
Radiolégica do Laboratério de Pocos de Caldas CNEN/DILAB, e originadas de fontes
certificadas pelo Laboratério Nacional de Metrologia das Radiagdes lonizantes — LNMRI, do
Instituto de Radioprotecédo e Dosimetria — IRD, da CNEN.

As solugdes de trabalho utilizadas nos experimentos foram obtidas por diluicdes de
aliquotas com massas conhecidas (método gravimétrico, precisdo de pesagem de 0,01 mg)
e conforme as “Recomendacgdes para diluicdo de solugdes radioativas” do LNMRI, para
concentragdes de atividades numa faixa de cerca de 2341 + 255 Bqg-L". A partir dessa
solugdo estoque foram produzidas as diluicbes utilizadas nos ensaios de Cinética de

Biossorcéo e Isotermas de Biossorgao.

3.9.3 Cinética de biossorcdo do ?°Ra

Os experimentos de cinética de biossor¢cdo, parametro para determinar em qual
tempo a interacdo da biomassa com Ra?* atinge seu equilibrio quimico (Sistema de Reacéo

de Biossorgao), demonstrado pela equacgao:

—

2 .
Ra” soluca0) + 2 Biomassa—H

(Biomassa);—Ra + H'soiucao)

O delineamento experimental foi em esquema fatorial 2 (pH 3,5; pH 5,0) x 9 (tempos
em minutos: 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 e 135) x 2 (numero de repeticdes), totalizando

36 parcelas.

Em cada tratamento, duplicatas de Erlenmeyer contendo 50 mg de biomassa seca
(biossorvente) em 50 mL de solugao de trabalho de concentragdo de atividade equivalente a
478,15+47,8 Bqg-L™" ficaram em constante agitacdo (250 rpm) por 15 minutos. Outros dois
frascos com a mesma proporcao de biossorvente e solugéo ficaram sob agitacdo constante

por 30 minutos e assim por diante até o tempo de 135 minutos de contato entre biomassa e
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solucdo, variando sempre de 15 em 15 minutos. A cada tempo percorrido a solugéo
correspondente era filtrada e 25 mL eram armazenados em frascos plasticos para serem
enviados para a analise radioquimica.

Os controles (branco) dos tratamentos seguiram o mesmo procedimento. Duplicatas
de Erlenmeyer contendo 50 mg de biomassa seca (biossorvente) em 50 mL de solucéo de
agua ultrapura condicionada ao pH especifico permaneceram em constante agitagao (250
rpm) por 15 minutos. Outros dois frascos nas mesmas condi¢des ficaram 30 minutos e
assim por diante até o tempo de 135 minutos de contato entre biomassa e solugdo sem
226Ra.

Para calcular o valor de adsor¢cao do radionuclideo pelo préprio Erlenmeyer, um
controle com dois frascos foram colocados em contato com 50 mL de solugao de trabalho de
mesma atividade durante 135 minutos nas mesmas condi¢des de cada tratamento.

Os experimentos foram conduzidos sem o ajuste do pH no decorrer do tempo de

contato.

3.9.4 Determinagdes quimicas e radiométricas

As determinagdes das concentragdes de atividades iniciais e finais (ou de equilibrio)
do radionuclideo **Ra , expressas em Bq:L™" foram determinadas por contador alfa “ESM
Eberline FHT 770T Multi -Low-Level- Conter” (Eberline Instrument Corp. Santa Fé&, NM,
EUA).

Para as quantificagdes dessas concentragcbes de atividade ha a necessidade de
realizar co-precipitagéo e separagao do sulfato de radio (RaSO,) ocluso na rede cristalina do
sulfato de bario (BaSQO,), seu carreador, e posterior contagem alfa do radionuclideo filho
#22Rn (radénio).

O bario (Ba*"), considerado como representante quimico do Ra?*, é utilizado para a
determinagdo do rendimento do processo de co-precipitagcdo da espécie BaSO,RaSO,,

calculado pela razdo entre a massa adicionada do carreador e a massa recuperada no co-
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precipitado. Essa Ultima é estabelecida determinando-se a quantidade de Ba*
remanescente em solugdo (filtrado) por Espectrometria de Emissdo Optica em Plasma

Indutivamente Acoplado (ICP-OES).

3.9.5 Analise estatistica

A analise estatistica comparando as médias das duplicatas em cada intervalo de
tempo, considerando os dois pH (3,5 e 5,0) foi feita utlizando-se o teste t-Student, com

p<0,05.

3.9.6 Limpeza e descontaminagao

Todo o material que entrou em contato com solugdes radioativas teve de ser isolado
ou limpo e descontaminado. Os materiais descartaveis, como papel de filtro, restos de
solugdes e biomassa foram descartados em bombonas destinadas para rejeito radioativo e
processados de acordo com as normas de Radioprotecdo pela préopria CNEN. Os materiais
nao descartaveis (vidrarias, filtros plasticos MILLIPORE entre outros) contatados com
solucdes radioativas foram lavados e descontaminados de acordo com o seguinte protocolo:
enxaguar com agua de torneira; mergulhar em solucdo de EXTRAN 1% (detergente neutro,
agente tensoativo desengordurante) por 2 horas; lavar com agua de torneira; mergulhar em
solucdo de Na,-EDTA 1% (sal dissddico do acido etilenodiaminotetraacético, agente
complexante de metais) por 12 horas; lavar com agua de torneira; mergulhar em solugéo de
HNO; (acido nitrico, grau técnico) 10% por 2 horas (materiais plasticos por 15 minutos) e
lavar com agua destilada ou deionizada.

Observar que as solucdes de limpeza sdo reutilizadas e armazenadas em caixas
plasticas e a agua de torneira contaminada no processo escoa pela tubulagdo até uma bacia
de decantacio da propria CNEN, na qual a agua acumulada passa por tratamento e depois

€ liberada ao ambiente. Assim como todo material utilizado na descontaminagédo; como
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detergentes, buchas, caixas entre outros; sdo de uso restrito e ficam separados em pia
determinada. Além disso, sao utilizados avental, luvas cirirgicas descartaveis e dosimetro
como equipamentos de protecao individual; e a area de limpeza fica identificada como de

"manuseio de solu¢des radioativas".

A Figura 7 mostra algumas etapas dos experimentos de biossorcdo com o °Ra pela

biomassa de Aphanotece sp. CENA 75.

Figura 7. Algumas etapas do experimento de biossorgao. A. Produgao biomassa em larga escala. B.
Frascos contendo 50 mg de biomassa seca em 50 mL de solugdo de trabalho contendo
*®Ra. C. Frascos em agitagéo. D. Solugdo em processo de filtragdo apds tempo de contato,
o verde na parte de cima do filtro € a biomassa, o liquido depositado no fundo do filtro foi

armazenado no frasco plastico branco e enviado para anélise.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados abioticos dos efluentes da UTM-INB

A regido do Planalto de Pocos de Caldas apresenta clima tropical, com duas
estacdes distintas, a seca durante o inverno e a umida durante o verdo. Num histoérico de 30
anos para essa regido, pode-se dizer que a precipitagdo concentra-se entre outubro e
margo, com média mais alta em janeiro (309,8 mm) e a mais baixa em agosto (24,3 mm).
Acompanhando essas mudangas a temperatura fica em torno de 22°C durante o verdo, com
meédias mais altas em janeiro e baixa para cerca de 16°C no inverno, com menores registros
em julho.

Os efluentes da UTM-INB melhor caracterizados sdo a Cava da Mina e o Ponto 41,
onde séao registradas médias para o ano de 2004. A Cava da Mina € um ambiente com alto
teor de radionuclideos. Utilizando-se o uranio como parametro, este teve média de 5,68
mg-L". De acordo com a Resolugdo CONAMA 357/2005, o limite é de 0,02 mg-L™". Outro
parametro importante é o pH, cuja média nesse efluente foi de 3,88. A temperatura média foi

de 21,95°C, mas chegou a 19,80°C em agosto e 24°C em novembro de 2004.

No ponto 41, efluente que ja passou pelos tratamentos do sistema da Cava da Mina
e que é despejado na Represa de Aguas Claras, a concentracdo de uranio diminui para
<0,02 mg-L™. O pH varia pouco ao longo dos meses, proximo de 6,0 (a média de 2004 foi

6,2). A temperatura teve alta de 23°C no verao e baixou para 17°C no inverno.

Quanto ao estado trdéfico, calculado pelo indice de Toledo (TOLEDO et al., 1983),
considerando concentragdes de fosforo e clorofila a, ambos os efluentes da Cava da Mina e

Ponto 41, sao oligotroficos.

Para o sistema de tratamento da usina, as avaliagdes periddicas das caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas tiveram inicio em 2006. O pH é mantido préximo de 8,0,

devido ao tratamento que essas bacias recebem para precipitar os radionuclideos. Até o
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momento, a média de temperatura foi ao redor de 21°C, com registro de 24-25 °C, nos
meses de verdo. Quanto aos radionuclideos, para a primeira bacia, a de rejeitos (R), a
concentracgdo é de <0,05 mg-L". Existem mais duas bacias de decantacdo (D1 e D2) antes
do efluente ir para aguas externas a UTM-INB, contudo ndo ha medidas para esses
efluentes. As leituras de fosforo e clorofila a feitas até o momento caracterizam os efluentes

desse sistema como oligotroficos.

4.2 Cianobactérias isoladas de efluentes da UTM-INB

Ao todo, foram isoladas 12 linhagens de cianobactérias abrangendo 8 géneros,
sendo 4 pertencentes a ordem Chroococcales (formas unicelulares), 7 a Oscillatoriales
(filamentosas) e 1 a Nostocales (filamentosa heterocitada). A Tabela 6 mostra as linhagens
isoladas dos efluentes da UTM-INB.

Embora ja tenha sido relatado que a técnica de isolamento tradicional consegue
acessar menos de 1% da comunidade microbiana do ambiente (TORSVIK; OVREAS, 2002),
quando o objetivo é trabalhar diretamente com organismo vivos, e ndo somente conhecer a
diversidade da comunidade ou utilizar estritamente propriedades de seu genoma, este tipo
de abordagem faz-se necessaria. Para um levantamento da diversidade e dinamica de
populagdes de cianobactérias nesse peculiar ambiente seria necessaria maior periodicidade
nas amostragens e a utilizacdo de técnicas de contagem direta das células e/ou DGGE
(eletroforese em gel com gradiente desnaturante) e/ou construcdo de mini-bibliotecas de
sequéncias génicas, seguida de sequenciamento. O isolamento de um numero baixo de
representantes desse grupo de organismos indica que a técnica de isolamento usada foi
limitante para certos grupos taxonémicos, uma vez que a diversidade de cianobactérias nos

ambientes € normalmente maior do que a encontrada neste estudo.



Tabela 6 — Linhagens de cianobactérias isoladas de efluentes da UTM-INB.

Ordem Cianobactéria Meio de Cultura* Microcistina** Local de Coleta****
(ng-mL™) ocorréncia***
Chroococcales
Aphanothece sp. CENA75 BG-11 0,00 todos todas
Rhabdoderma sp. CENA114 BG-11 0,00 R, D1, D2 I, 1
Synechococcus cf. lividus CENA79 BG-11 0,00 R, D1, D2 i, 1, v
Aphanocapsa cf. holsatica CENA8O BG-11 0,00 P41, R, D1, D2 todas
Oscillatoriales
Geitlerinema acutissimum CENA85 BG-11 0,00 P41, R, D1, D2 todas
Pseudanabaena galeata CENA84 BG-11 0,32 R, D1 todas
Pseudanabaena sp. CENA81 BG-11 0,29 R, D1, D2 todas
Leptolyngbya cf. tenerrima CENA76 BG-11 0,33 R, D1, D2 todas
Leptolyngbya sp. CENA83 BG-11 0,00 R, D1, D2 todas
Phormidium formosum CENA86 BG-11 0,00 D1 v
Phormidium violaceum CENA82 BG-11 0,00 R, D1, D2 I, 1
Nostocales
Nostoc sp. CENA87 AA/4 0,00 P41 I, 1

* Tipo de meio enriquecido em que a cultura € mantida. BG-11 (ALLEN, 1968) e AA/4 (ALLEN; ARNON, 1955) .

**Microcistinas nas formas LR, RR, YR ou Nodularina

*** CM=Cava da Mina; P41= ponto 41; R= Bacia de Rejeitos; D1=Bacia de Decanta¢do 1e D2=Bacia de Decantagao 2.
****|= setembro de 2003; llI=novembro de 2004; Ill=abril de 2005; IV=dezembro de 2005

60
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A picocianobactéria (diametro < 2 um), Aphanothece sp. CENA 75, foi isolada em
todas as coletas e de todos os efluentes amostrados, inclusive da CM que possui pH 3,88.
Esse fato é relativamente incomum, uma vez que a maioria das cianobactérias é encontrada
em ambientes com pH neutro ou levemente alcalino (pH 7,0 — 10,00) (RIPPKA et al., 1981).
Na literatura ha registros de ocorréncia desse género (HONDA; AZEVEDO, 2004; OREN,
2000; SANT 'ANNA et al., 2005) para ambientes variados, desde eutrdéficos a oligotroficos,
de temperaturas altas e também em ambientes marinhos, isso evidencia sua plasticidade
metabdlica. Ja o género Rhabdoderma nao é comumente encontrado, mas ha registros em
aguas represadas. Honda e Azevedo (2004) encontraram Rhabdoderma cf. lineare em um
reservatorio oligotrofico de Sao Paulo. Varias espécies comumente ocorrem no plancton de
lagoas oligotroficas e mesotréficas (KOMAREK, 2003; SANT ANNA et al., 2005).

A identificagdo da espécie Synechoccocus cf. lividus CENA79, provavelmente, é
registro unico para o Brasil. A forma préxima, Synechoccocus lividus, é reportada de
ambientes de caracteristicas distintas como aguas de alta temperatura e concentragdo de
enxofre em diferentes regides, como por exemplo “Yellowstone National Park” nos EUA
(KOMAREK, ANAGNOSTIDIS, 1999; FERRIS et al., 1996). De acordo com Copeland
(1936), a espécie pode ser encontrada em aguas de temperatura variando entre 23,5 a
68°C. De forma geral, as aguas dos efluentes da UTM-INB possuem temperaturas em torno
de 21°C, mas chegam a registrar 24-25°C, dependendo da época do ano.

O género Aphanocapsa ¢é recorrente em mananciais (CETESB apud YUNES et al.,
2005). Esse género esta relacionado a ambientes eutroficos e oligotroficos. Sant’Anna et al.
(2004) analisaram as cianobactérias do estado de Sao Paulo em reservatérios da regido do
Alto Tieté, e identificaram 5 tipos diferentes de Aphanocapsa, inclusive uma Aphanocapsa
holsatica. Ha relatos de linhagens potencialmente toxicas para esse género (DOMINGOS et
al., 1999; SANT 'ANNA et al., 2004). A linhagem isolada da UTM-INB foi observada em
todas as coletas e s6 nao foi registrada no local CM.

A cianobactéria filamentosa n&o heterocitada, Geitlerinema acutissimum, esta

relacionada a ambiente de aguas represadas, o género é recorrente em aguas de
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reservatorios (informacdo pessoal M.Sc. Livia Fernanda Agujaro). A linhagem Geitlerinema
acutissimum CENAS85 foi encontrada em todas as coletas, em quatro dos cinco locais
amostrados, apenas na CM nao foi observada. Essa linhagem, em cultura, apresentou
crescimento rapido, mas constatou-se que ela estava comumente associada a
Rhabdoderma sp. CENA114, a qual permanecia em sua mucilagem, dificultando o seu
isolamento.

Duas linhagens de Pseudanabaena (CENA81 e CENA84) foram isoladas, sendo este
género também encontrado tanto em ambientes eutréficos quanto oligotréficos. Linhagens
de Pseudanabena galeta sao bem distribuidas e estdo geralmente relacionadas a
substratos, regido béntica, apoiada em plantas submersas ou mesmo dentro da mucilagem
de algas (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005, KOMAREK; KLING; KOMARKOVA, 2003).
Outras duas Oscillatoriales, Leptolyngbya cf. tenerrima CENA76 e Leptolyngya sp. CENAS83,
foram isoladas do sistema de tratamento da usina. Esse é um dos géneros mais comum
dessa ordem, presentes no solo, perifiton, metafiton, diferentes ambientes de aguas doces e
marinhos. Também ha registros de sua presenga em aguas termais e de fontes minerais
(KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005; KOMAREK; KLING; KOMARKOVA, 2003).

Duas espécies de Phormidium foram isoladas do local estudado. Phormidium
formosum CENAB86 foi registrada em apenas uma das coletas (dezembro de 2005) e
somente na D1. Essa espécie tem distribuicdo ampla, associada ao substrato em aguas
estagnadas e represadas, também pode ter ocorréncia em aguas poluidas com esgoto e,
portanto, s&o relatadas como de ocorréncia em locais poluidos (KOMAREK;
ANAGNOSTIDIS, 2005). Phormidium violaceum CENA 82 foi observada em duas coletas
(novembro de 2004 e abril de 2005) para todos os ambientes com exce¢do da CM. Os
registros para essa espécie sdo associados a substratos umidos de estufas e também em
pequenos corpos d’agua de substrato rochoso (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005).

A Unica cianobactéria filamentosa heterocitada isolada foi a Nostoc sp. CENA87.
Esse género esta normalmente associado a ambientes terrestres, entretanto, também

existem registros de Nostoc em ambientes aquaticos (POTTS, 2000).
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Analisando os registros totais de cianobactérias entre os locais em que foram
detectadas, pode ser observada a correlagdo entre os efluentes interligados do Sistema de
Tratamento da Usina e os tipos isolados. Para esse sistema, em que as bacias mantém
caracteristicas fisicas mais proximas devido exatamente ao tipo de tratamento que recebem,
os tipos celulares de cianobactérias também foram correspondentes. Além disso, esses
foram os locais de maior representatividade, das 12 formas observadas, 11 foram
detectadas em R e em D2 e as 12 foram observadas em D1, essa relagcao pode ser reflexo
da constancia de um pH proximo de 8. Por outro lado, nos efluentes do Sistema de
Tratamento da CM com pH acido (3,0 — 5,0) foi possivel isolar somente uma cianobactéria.
Ja para o local P41, onde o pH é mais alcalino (variando de 6,0 a 7,0), quatro linhagens de
cianobactérias foram isoladas.

Nao houve muita disparidade entre as coletas no que se refere a diversidade de
isolados. A maior diferenga pode ser notada entre a primeira coleta e as demais, porém isso
pode ser reflexo da forma como as amostras foram tratadas, pois nas coletas I, lll e IV
seguiu-se o procedimento para calculo do numero mais provavel, com mais diluicbes do que

na coleta I.

4.2.1 Caracterizagcao morfolégica das cianobactérias isoladas

As descricoes morfolégicas detalhadas das cianobactérias isoladas dos sistemas de
efluentes da UTM-INB foram feitas usando o sistema de classificagdo de Anagnostidis e
Komarek (1990) e Komarek e Anagnostidis (1989, 1999, 2005). Quando possivel, o sistema
bacteriologico (CASTENHOLZ, 2001) foi citado depois da designagado botanica. Em cada
descricao ha o local de ocorréncia da espécie dentre os efluentes coletados da UTM-INB.

A seguir sdo apresentadas as descrigdes:

Ordem Chroococcales

Familia Synechococcaceae



64

Subfamilia Aphanothecoideae
Aphanothece Nageli 1849
Aphanothece sp.
CENAT5 (Figura 8)
Colbnias densas, irregulares; envelope mucilaginoso inconspicuo, rente as células; células
oblongas a cilindrico; 0,8 — 1,5 um compr. x 0,8 — 1,0 um didam.; conteudo verde,
homogéneo.

Ocorréncia: todos os ambientes amostrados.

Subfamilia Synechococcoideae
Rhabdoderma Schmidle et Lauterborn 1900
Rhabdoderma sp
CENA114 (Figura 9)
Colbnias oblongas a irregulares; envelope mucilaginoso hialino, inconspicuo; células
oblongas a cilindricas, retas; 1,8 — 3,1 um compr. x 0,9 — 1,3 um didm.; conteudo verde,
homogéneo.

Ocorréncia: Bacia de Rejeitos, D1, D2.

Synechococcus Nageli 1849 (Género-forma XlII)

Synechococcus cf. lividus Copeland 1936

CENATY9 (Figuras 10 — 11)

Células solitarias ou formando pseudotricomas, em forma de bastio, retas ou arqueadas;
2,5 -4 um compr. x 0,8 — 1,2 (1,6) um didm.; com granulos evidentes nas extremidades,
conteudo verde-claro. De acordo com Copeland (1936), a espécie pode habitar locais com
temperaturas de 23,5 °C a 68°C e pH 6,1-8,8. O material analisado difere do material tipo

por apresentar comprimento celular menor. Segundo Komarek e Anagnostidis (1998), o
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material tipo de S. lividus possui as seguintes dimensoées: 5,0-15,0 (32,0) um comprimento x
1,2-2,2 um didmetro.

Ocorréncia: Bacia de Rejeitos, D1, D2.

Familia Merismopediaceae
Subfamilia Merismopedioideae

Aphanocapsa Nageli 1849
Aphanocapsa cf. holsatica (Lemmermann) Cronberg et Komarek 1994
CENAB8O (Figuras 12 — 13)
Colbnias lobadas a irregulares; envelope mucilaginoso inconspicuo, difluente, incolor;
células densamente agrupadas, esféricas, 2,0 - 2,4 um didm.; conteudo homogéneo,
coloragao verde-escuro brilhante. O material analisado possui diametro celular maior (2,0 —
2,4 um) quando comparado com material tipo (ca. 1 um), segundo Komarek e Anagnostidis
(1999).

Ocorréncia: Ponto 41, Bacia de Rejeitos, D1, D2.

Ordem Oscillatoriales (Subsegéo Ill)

Familia Pseudanabaenaceae

Subfamilia Pseudanabaenoideae

Geitlerinema (Anagnostidis et Komarek) Anagnostidis 1989 (Género-forma 1V)
Geitlerinema acutissimum (Kufferath) Anagnostidis 1989
CENAB8S5 (Figuras 14 — 16)
Tricomas retos ou flexuosos, podendo formar agrupamentos em rede, moveis; células
cilindricas, 4,0 — 6,0 um compr. x 1,6 — 2,0 um diam., com granulos nas extremidades; célula
apical atenuada, curva; conteudo verde-azulado palido.

Ocorréncia: Ponto 41, Bacia de Rejeitos, D1 e D2
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Pseudanabaena Lauterborn 1915 (Género-forma XII)

Pseudanabaena galeata Bocher 1949

CENAB84 (Figura 17)

Tricomas retos, geralmente com 10-30 células, méveis, constritos; células cilindricas, 1,6 um
didam. x (2) 3,0 — 4,0 (5) um compr., com aerétopos nas extremidades (septos translucidos);
célula apical com 1 a 2 aerétopos; conteudo acastanhado.

Ocorréncia: Bacia de Rejeitos, D1.

Pseudanabaena sp.

CENAB81 (Figuras 18 — 19)

Tricomas retos, geralmente com 2 - 3 (7) células, méveis, constritos; 1,6 um diam. x 4,0 —
4,8 um compr., com aerotopos nas extremidades (septos translucidos); conteludo verde-
brilhante, levemente granuloso.

Ocorréncia: Bacia de Rejeitos, D1, D2.

Subfamilia Leptolyngbyoideae
Leptolyngbya Anagnostidis et Komarek 1988 (Género-forma V)
Leptolyngbya cf. tenerrima (Kltzing ex Hansgirg) Komarek in Anagnostidis 2001
CENAT76 (Figuras 20 — 22)
Tricomas retos ou flexuosos, com ramificacdo falsa, levemente constritos; bainha fina,
hialina, inconspicua; células quadraticas a mais curtas que longas, 1,0 — 1,6 um compr. x 2 —
2,5 um didm.; célula apical cilindrica a levemente truncada, as vezes acuminada; contetdo
verde-azulado, homogéneo. Reprodugdo por fragmentagdo do tricoma com auxilio de
necridios. O material analisado difere do material tipo pois esse possui célula apical
levemente atenuada. Porém, Leptolyngbya tenerrima foi descrita para ambientes
plancténicos, no metafiton ou regides litoraneas (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005).

Ocorréncia: Bacia de Rejeitos, D1 e D2
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Leptolyngbya sp.

CENAB83 (Figuras 23 — 25)

Tricomas retos ou flexuosos, com ramificagdo falsa, constritos; bainha fina, hialina,
inconspicua; constritos; células quadraticas a mais curtas que longas, 1,6 — 2,0 um didm.;
célula apical cilindrica a levemente truncada, acuminada, as vezes capitada; conteudo
verde-azulado, homogéneo. Reprodugcdo por fragmentagdo do tricoma com auxilio de
necridios.

Ocorréncia: Bacia de Rejeitos, D1 e D2

Familia Phormidiaceae
Subfamilia Phormidioideae

Phormidium Kitzing ex Gomont 1892
Phormidium formosum (Bory ex Gomont) Anagnostidis et Komarek 1988
CENAS86 (Figura 26)
Tricomas retos ou flexuosos, extremidades atenuadas; moéveis; células isodiamétricas, 4,0 —
50 um compr. x 5,0 — 6,0 um didm.; células apicais cOnico-arredondadas; as vezes
levemente curvas; conteudo verde-azulado, levemente granulado. Reproducdo por
fragmentacao do tricoma com auxilio de necridios.

Ocorréncia: D1.

Phormidium violaceum (Wallroth ex Gomont) Anagnostidis 2001

CENAB82 (Figuras 27 — 28)

Tricomas retos ou flexuosos, com extremidades atenuadas; moéveis; células isodiamétricas a
mais largas que longas, 4,0 — 6,0 um compr. x 5,0 — 6,0 um didm.; células apicais alongadas

(afiladas), as vezes arqueadas, com pequena caliptra arredondada (esférica); conteudo
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violeta palido, com granulos nos septos. Reprodugdo por fragmentagédo do tricoma com
auxilio de necridios.

Ocorréncia: Bacias de Rejeitos, D1 e D2.

Ordem Nostocales (Subsecéo 1V)

Familia Nostocaceae

Subfamilia Nostocoideae

Nostoc Vaucher ex Bornet et Flahault 1888
Nostoc sp.
CENAS87 (Figuras 29 — 30)
Tricomas (levemente atenuados) reticulados envoltos por mucilagem colonial; envelope
mucilaginoso hialino, conspicuo, as vezes difluente; células vegetativas em forma de barril,
3,6 — 4,0 um compr. x 2,4 — 4,0 um didm., conteudo verde palido, granuloso; heterocitos
esféricos a cilindricos, 4,0 — 6,0 um compr. x 3,6 — 4,8 um didm.; acinetos esféricos a
cilindricos, 4,0 — 7,2 um compr. x 3,6 — 4,0 um diadm..

Ocorréncia: Ponto 41.



Figura 8. Aphanothece sp. CENAT75, aspecto geral da colonia; Figura 9. Rhabdoderma sp. CENA114,
aspecto geral da colonia com células dispersas; Figuras 10 - 11. Synechococcus cf. lividus CENA79: 10.
células em forma de bastéo, 11. células com granulos nas extremidades; Figuras 12 - 13. Aphanocapsa
cf. holsatica CENA8O: 12. aspecto geral da colbnia, 13. margem da col6nia com células esféricas e em
divisdo (setas); Figuras 14 - 16. Geitlerinema acutissimum CENAB85: 14. tricoma com extremidade curva
(contraste-de-fase), 15. tricoma com granulos, 16. detalhe dos granulos nas extremidades celulares
(contraste-de-fase).
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Figura 17. Pseadanabaena galeata CENA84, com aerétopos (setas); Figuras 18 - 19. Pseudanabaena sp.
CENAB81, notar aer6topos (setas). Figuras 20 - 22. Leptolyngbya cf. tenerrima CENA76: 20. detalhe do
filamento, notar necridios (setas), 21 - 22. ramificagéo falsa em formacgao, notar também a bainha (setas);
Figuras 23 - 25. Leptolyngbya sp. CENA83: 23. aspecto geral do filamento, notar bainha (seta), 24 - 25.
detalhe do filamento com células quadraticas, notar apice truncado; Figura 26. Phormidium formosum
CENAB86: tricoma com apice curvo; Figuras 27 - 28. Phormidium violaceum CENA82: 27. tricoma com
apice atenuado e capitado, 28. aspecto geral dos tricomas castanhos; Figuras 29 - 30. Nostoc sp.
CENAB87: 29. células vegetativas, 30. acineto (seta).
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4.3. Caracterizacao molecular usando a seqiiéncia de RNAr 16S

As extracbes de DNA gendmico das culturas puras de cianobactérias foram
realizadas com sucesso usando o protocolo descrito por Fiore et al. (2000), que foi
desenvolvido visando a obtencao de DNA de todos os géneros deste grupo de organismos
conhecidos até o momento. A boa qualidade dos DNAs gendmicos extraidos foi comprovada
pelos eficientes resultados alcangcados com a amplificacao por PCR de sequéncias de RNAr

16S (Figura 31).

2000pb
12000k —

Figura 31. Gel de agarose representativo dos produtos de amplificagdo por PCR de fragmentos de
RNAr 16S. M-marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen); 1-
Aphanothece sp. CENA75; 2- Rhabdoderma sp. CENA114; 3- Aphanocapsa cf. holsatica
CENAS8O; 4- Pseudanabaena galeata CENA84; 5- Pseudanabaena sp. CENA81; 6-
Leptolyngbya cf. tenerrima CENAT76; 7- Leptolyngbya sp. CENAS83; 8- Phormidium
formosum CENAS8G6; 9- Phormidium violaceum CENAB82.

Neste estudo sdo apresentados os resultados de nove sequéncias praticamente
inteiras (variando de 1460 a 1512 pb) do gene que codifica para RNAr 16S de
cianobactérias isoladas da UTM-INB. As sequéncias, cujas bases apresentaram qualidade

(>20) obtidas podem ser observadas no ANEXO A.
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Uma das vantagens de se utilizar sequéncias do gene de RNAr 16S é porque
estudos demonstram que dentro do dominio Bacteria, dois organismos podem ser
considerados da mesma espécie se eles apresentarem reassociacdo de DNA-DNA de
aproximadamente 70% ou maior (WAYNE et al., 1987) e que linhagens com sequéncias do
gene de RNAr 16S que apresentam valores de identidades inferiores a 97,5% séao
improvaveis de possuirem reassociacdo de DNA-DNA maior que 60-70% e, portanto,
improvaveis de pertencerem a mesma espécie (STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994). Disso
resulta que, em analise BLAST utilizando o gene de RNAr 16S, dois organismos sao
considerados do mesmo género se a identidade entre eles for superior a 95% (LUDWIG et
al.,, 1998) e de mesma espécies se for superior a 97,5% (STACKEBRANDT; GOEBEL,
1994).

Na analise BLAST, a seqliéncia de RNAr 16S de Aphanothece sp CENATY5 teve
maior identidade (99%) com sequéncia de Synechococcus PCC6307 (AF001477), isolada
de um lago de agua doce de Wisconsin, EUA (URBACH et al., 1998). A sequéncia da
Rhabdoderma sp. CENA114 apresentou baixa identidade (90%), com Gloeothece sp.
KO11DG (AB067577), uma cianobactéria unicelular marinha isolada da regido de
Cingapura. Ha apenas uma sequéncia de 618pb de RNAr 16S de Rhabdoderma depositada
no GenBanK, Rhabdoderma cf. rubrum, e esse fragmento nao mostrou identidade com a
linhagem isolada da UTM-INB. A seqliéncia da linhagem Aphanocapsa cf. holsatica
CENAS80 mostrou 99% de identidade com a Synechocystis sp. PCC6803 (BA000022),
isolada de agua doce da Califérnia, EUA.

Dentro da ordem Oscillatoriales, Pseudanabaena galeata CENA84 mostrou
identidade de 98% com uma cianobactéria bentdnica nao cultivada (DQ181672), presente
em um lago da Antartica Oriental. A outra Pseudanabaena, CENA81, apresentou identidade
de 96% com outra cianobactéria bentdnica n&o cultivada (DQ181677), presente também no
mesmo lago da Antartica Oriental. O alinhamento entre as duas sequéncias de RNAr 16S
das linhagens de Pseudanabaena resultou em identidade de 91%. As sequéncias de

Leptolyngbya cf. tenerrima CENA76 e Leptolyngbya sp. CENAS83 tiveram entre si 99% de
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identidade e, na analise BLAST, ambas apresentaram identidade de 99% com Leptolyngya
foveolarum Komarek 1964/112 (X84808). A sequéncia de RNAr 16S de Phormidium
formosum CENA86 apresentou 96% de identidade com Phormidium autunmale Arct-Ph5,
isolada da regi&o do Artico (DQ493873), e Phormidium violaceum CENA82 mostrou 91% de
identidade com Planktothrix pseudagardhii T1-8-4 (AB045968), isolada da Tailandia. A
identidade entre ambas as Phormidium isoladas da UTM-INB foi de 90%.

As sequéncias de RNAr 16S correspondem aos genes que codificam para a
subunidade menor do acido ribonucléico ribossbmico, e por essa caracteristica estrutural
sdo conservados e permitem inferir relagdes filogenéticas entre os organismos, além de
possibilitarem a identificacdo de espécies. Todavia, deve-se ter em mente o questionamento
da congruéncia entre a identificagdo das cianobactérias ao interpretar essas inferéncias e
identidades. Wilmotte e Herdman (2001) e Komarek e Anagnostidis (1989) chamam atengao
para o fato de que muitas linhagens de cianobactérias séo identificadas erroneamente, por
isso 0s pesquisadores devem utilizar linhagens bem caracterizadas para analises
comparativas ou usar de uma abordagem polifasica, envolvendo descri¢des morfologicas,
ecologicas, bioquimicas, ultraestruturais e moleculares. Entretanto, isso nem sempre €&
possivel devido ao numero limitado de dados existentes atualmente para alguns taxons.

A arvore filogenética do gene de RNAr 16S construida usando o método da distancia
(“Neighbor-joining”) (Figura 32), mostra as relagdes evolutivas entre as sequéncias das
cianobactérias isoladas e outras sequéncias escolhidas do GenBank, ou seja, Aphanothece
sp. 0BB21S01 - AJ639901, Aphanothece elabens - AB001724 (depositada como Microcystis
elabens, a mudancga esta conforme Komarek e Anagnostidis (1999)), Aphanothece sacrum -
AB116658, Cyanothece sp. - AY620239, Gloeothece membranacea PCC6501 - X78680,
Synechococcus sp. - AF317079, Synechococcus sp. - AF317071, Synechococcus PCC6307
- AF001477, Synechocystis PCC 6803 — 47118304, Synechocystis PCC6702 - AB041936,
Merismopédia glauca - X94705, Snowella litoralis 1LT47S05 - AJ781041, Woronichinia
naegeliana - AJ781043, Microcystis aeruginosa PCC7005 - U40338, Pleurocapsa PCC7327

- ABO039007, Pseudanabaena PCC6903 - AB039017, Pseudanabaena PCC7408 -
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AB039020, Limnothrix sp. - AJ580008, Limnothrix redekei - AJ580007, Geitlerinema
PCC7105 - AB039010, Leptolyngbya boryana - AB245143, Leptolyngbya foveolarum -
X84808, Leptolyngbya tenerrima UTCC 77 - AF218368, Planktothrix pseudagardhii -

AB045968, Phormidium sp. - AB003169, Phormidium autumnale — DQ493874, Microcoleus
sp. - X70770, Oscillatoria sp. - AJ133169, Oscillatoria sp. - AB003163, Lyngbya sp. -

AY049751, Plectonema boryanum - AF132793. A arvore filogenética foi enraizada usando
como grupo externo uma sequéncia de nucleotideos retirada do GenBank, referente a uma
cianobactéria da ordem Nostocales, Anabaena variabilis ATCC 29413 (NC_007413).

A analise filogenética revelou agrupamentos parafiléticos das linhagens da ordem
Oscillatoriales. Esses resultados estdo de acordo com os relatados anteriormente para as
espécies dessa familia de cianobactérias (ISHIDA et al., 2001). Como pode ser observado
na Figura 32, as linhagens dessa familia ficaram separadas por pelo menos cinco
agrupamentos. O maior deles, com valor de reamostragem de 100%, consiste de oito
linhagens da ordem Oscillatoriales, onde estao inseridas duas linhagens provenientes deste
estudo (L. tenerrima CENAT76 e Leptolyngbya CENA83). Num agrupamento (reamostragem
de 99%), formado por seis linhagens, estdo os isolados Pseudanabaena CENA81 e P.
galeata CENA84. A linhagem Phormidium formosum CENA86 agrupou numa reamostragem
de 100% com a mesma P. autummale Arct-Ph5, isolada da regido do Artico, com a qual teve
alta identidade. Dentro desses grupamentos, observou-se que Phormidium violaceum
CENAB82 foi a unica que formou um clado com uma reamostragem mais baixa (74%) com as
linhagens Planktothrix pseudagardhii T1-8-4 e Oscillatoria CYA 128/R.

As sequéncias de cianobactérias da ordem Chroococcales formaram dois clados, sendo que
no clado menor, com reamostragem de 90%, ficaram inseridos os isolados Rhabdoderma
CENA114 e Aphanothece CENAT75. Dentro desse clado, a Rhabdoderma CENA114 ficou
sozinha em um ramo separado, enquanto que a Aphanothece agrupou-se com linhagens do
género Synechococcus. Nos bancos de dados publicos de seqiiéncias de RNAr 16S existe,

até o momento, somente um pequeno fragmento (618 pb) de RNAr 16S da Rhabdoderma cf.
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Figura 32. Arvore filogenética construida por “Neighbour-joining” baseada em seqiiéncias de RNAr
16S (1325 pb) mostrando as cianobactérias isoladas da UTM-INB (em negrito). Valores

superiores a 50% na reamostragem de 1000 arvores s&o indicados nos nds.



76

rubrum Kopara-CH (AJ621833), isolada de um manto microbiano de um atol tropical da
Polinésia francesa, o qual apresentou identidade muito baixa (88%) com a seqiéncia da
Rhabdoderma CENA114 e, portanto, nao foi utilizada na construgao da arvore filogenética.
Um agrupamento monofilético interno, sustentado por reamostragem de 98%, foi formado
dentro do clado maior das linhagens da ordem Chroococcales, contendo as cianobactérias
com dois planos de divisdo. Nesse agrupamento, o isolado Aphanocapsa sp. CENA8O ficou
proximamente relacionado (100% de reamostragem) com cianobactérias do género
Synechocystis. A semelhanca entre esses dois géneros é grande e, inclusive, varias
linhagens de Synechocystis foram inicialmente descritas como Aphanocapsa (listagem de

cepas, Instituto Pasteur, http://www.pasteur.fr/recherche/banques/PCC/alphabet.htm.

Acessado em: setembro de 2006). Uma das diferengas mais facilmente notadas entre esses
dois géneros é a formacgao de colénias em Aphanocapsa. Contudo é comum que linhagens
desse género quando em cultura, percam a estrutura de colénias o que pode levar a uma
identificagdo errbnea. Caso semelhante foi relatado para Woronichinia e Snowella
(RAJANIEMI-WACKLIN et al., 2005).

Na parte superior da arvore pode-se observar que linhagens das ordens
Oscillatoriales e Chroococcales formam um agrupamento, embora com baixo valor de
reamostragem (52%). As arvores filogenéticas das cianobactérias construidas com
sequéncias de RNAr 16S parecem indicar que esses organismos divergiram ao mesmo
tempo numa época passada (HONDA; YOKOTA, SUGIYAMA, 1999; ISHIDA; YOKOTA,;
SUGIYAMA, 1997; ISHIDA et al., 2001; NELISSEN et al., 1994; TURNER et al., 1999), e
assim fica dificil elucidar o seu processo de evolugao. Como resultado, linhagens das ordens
Oscillatoriales e Chroococcales podem ser encontradas no mesmo clado em algumas

posi¢oes nas arvores filogenéticas atuais..
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4.4. Biomassa — Numero Mais Provavel (NMP)

Conforme discutido no item 4.2., a técnica de isolamento de microrganismos
consegue acessar somente em torno de 1% da populagéo existente no ambiente. Assim,
para obter uma aproximagdo da populacdo de cianobactérias existentes nos locais
amostrados, foi utilizado o método do NMP. Esse método possibilita estimar a biomassa de
populagdes bacterianas, em numeros de células viaveis. Reconhecem-se as limitacdes da
precisdo do método, pois seus resultados estatisticos geralmente também subestimam a
comunidade e, por se basear em crescimento em meios de cultura, podem selecionar a
representatividade microbiana por favorecer certos organismos. Por isso, deve-se entender
a técnica como um método semi-quantitativo para distinguir abundancia relativa, ao invés de
absoluta (BRUNS; HOFFELNER; OVERMANN, 2003; HARRIS; JONES; LEWIS, 1998;
VESTER; INGVORSEN, 1998). A precisdo do método pode ser melhorada aumentando-se o
fator de diluicdo e a quantidade de diluigdes paralelas. Além disso, a técnica é
convencionalmente utilizada para aumentar o sucesso do isolamento ao favorecer o
desenvolvimento de tipos de organismos dominantes e/ou de crescimento rapido, e mesmo
isolamento de microorganismos fastidiosos nas maiores diluicbes, como para bactérias
sulfato redutoras (SINGH, KASHYAP, 2006; VESTER, INGVORSEN; 1998), bactérias
oxidantes de aménio (JONHSON et al., 2005), diatomaceas (HARRIS; JONES; LEWIS,
1998) e cianobactérias (EGUCHI et al., 1996). Os resultados do NMP obtidos neste estudo
estao apresentados na Tabela 7.

Em geral, os valores de NMP mostram que ocorreu variagdo no numero de
cianobactérias de acordo com a época de amostragem e também com o pH do local. Os
menores valores de NMP, variando de 4,0 x 100 a 2,3 x 101 cels-mL-1, foram observados
na Cava da Mina, local onde o pH esta em torno de 3,88. Conforme ja mencionado, desse
local s6 foi possivel isolar uma cianobactéria, a Aphanothece CENA75. No sistema de
tratamento da usina (R, D1 e D2), onde o pH fica em torno de 8,0, foram encontrados os

maiores valores de células por mL, variando de 7,5 x 10% a 22,4 x 10® cels'mL™". O local
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P41, com pH em torno de 6,0, apresentou o menor valor de NMP (2,3 x 10% cels'mL™") em
dezembro de 2005 e o maior em abril de 2005 (9,3 x 10° cels'mL™). O local D1 foi o que
apresentou as maiores variagdes entre as épocas de amostragens, ou seja em novembro de
2004 (7,5 x10° cels'mL™") e dezembro de 2005 (a 22,4 x 10° cels'mL™). Ambos sdo meses
com grande aporte de chuvas, variando de 1352 mm a 174,9 mm, e com temperatura
média do ar de 22°C. A abundancia de cianobactéria, encontrada nesse ambiente peculiar,
principalmente nos locais onde o pH é mais alcalino, esta de acordo com a observada em
outros ambientes aquaticos. Em uma lagoa com agua salobra de criacdo de lagosta na
Australia os valores médios de cianobactérias observados por contagem em microscopio
variaram de 1,82 x 10°a 3,80 x 10° cels'mL™ (KANKAANPAA et al., 2005). No Brasil, em
uma lagoa facultativa pertencente ao sistema de tratamento por lagoas de estabilizagdo do
municipio de Cajati, Estado de S&o Paulo, o niumero de células de cianobactérias variaram
de 3,9 x 10 a 1,5 x 10* cels'mL", dependendo da época do ano (FURTADO et al., 2006").
Ja em Portugal, também em um sistema de lagoa de estabilizacdo, o numero maximo de

cianobactéria encontrado foi de 8.8 x 10° cels'-mL™ (VASCONCELOS; PEREIRA, 2001).

Tabela 7 — Numeros mais provaveis (NMP) para as coletas de novembro de 2004, abril de 2005 e

dezembro de 2005. Os valores representam nimero de células por mL (cels'mL™).

Epoca da amostragem

Local*
Novembro 04 Abril 05 Dezembro 05
CM 2,3x10' 7,0 x 10° 4,0x10°
P41 4,3 x 10? 9,3x10° 2,3 x10?
R 2,3x10° 2,1 x10* 7,5x10°
D1 7,5x10° 1,1 x10° > 2, 4x 10°
D2 1,5 x 10* > 2, 4x108 > 2, 4x108

* CM=Cava da Mina; P41= Ponto 41; R= Bacia de Rejeitos; D1=Bacia de Decantacdo 1 e
D2=Bacia de Decantacéo 2.

'"FURTADO, A.L.F.F.; CALIJURI, M.C.: LORENZI, A .S.; HONDA, R.Y.; FIORE, M.F. Cyanobacteria in Brazilian
waste stabilization ponds. A ser editado pela Water Research.
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4.5. Andlise de microcistinas

Os resultados da analise de microcistinas mostraram que das 12 linhagens isoladas
da UTM-INB, trés produzem essa hepatotoxina em baixas concentracdes (Tabela 6). A
toxina foi detectada em trés linhagens da ordem Oscillatoriales, ou seja, Pseudanabaena
galeta CENA84, Pseudanabaena sp. CENA81 e Leptolyngbya cf. tenerrima CENA76. Na
literatura ndo ha relatos desses dois géneros de cianobactéria como produtores de
microcistinas. Assim esses resultados sdo inéditos. Os géneros pertencentes a ordem
Oscillatoriales, conhecidos por sintetizarem microcistinas, sdo Planktothrix, Oscillatoria e
Phormidium (JUNGBLUT; NEILAN, 2006).

As microcistinas sao sintetizadas por uma via nao ribossémica por meio de um complexo
multienzimatico constituido de peptideos sintetases (PSs), policetideos sintases (PKSs) e
varias outras enzimas auxiliares (TILLETT et al., 2000). Mais de 60 diferentes isoformas de
microcistinas foram identificados, sendo que os tipos mais comuns sdo as microcistinas LR,
RR e YR (SIVONEN; JONES, 1999). Essas hepatotoxinas sao inibidoras das proteinas
fosfatases 1 e 22 de organismos eucariéticos e a exposicdo a altas doses delas pode
produzir lesao no figado e levar a morte (KUIPER-GOODMAN; FALCONER; FITZGERALD,
1999). Assim, realizou-se a analise dessa toxina nas linhagens isoladas com o objetivo de
selecionar para o teste de biossor¢ao uma cianobactéria que além de estar presente nos
locais estudado nao fosse produtora de toxina. Numa pesquisa anterior, observou-se que a
linhagem Leptolyngbya cf. tenerrima CENA76, produtora de microcistinas, apresentou genes
de PS, PKS e hibridos PS/PKS (SILVA, 2006), os quais sao necessarios para a sintese da
toxina. Entretanto, a Aphanothece sp. CENA75, nao produtora de microcistinas, apresentou
somente o gene de PS, um indicativo de que ela produz algum tipo de metabdlito, mas nao

a hepatotoxina.
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4.6. Cinética de biossorgdo do ?°Ra

Os ensaios de cinética de biossorcdo do **Ra foram realizados com biomassas
secas da linhagem Aphanothece sp. CENATY5, a qual foi escolhida em virtude de sua ampla
ocorréncia nos efluentes da UTM-INB e por nao produzir a hepatotoxina microcistina. Esse &
O primeiro passo para a avaliagao de biossorventes candidatos a uma possivel utilizacdo em
processos de descontaminagéo de efluentes contendo radionuclideos. Nele se investiga o
comportamento da biomassa quando em contato com o radionuclideo em solugao, visando
a sua capacidade de adsorgdo. Para isso tem-se que obter o equilibrio do Sistema de
Reacado de Biossor¢dao (SRB) ou seja, detectar o tempo de contato entre as fases solida
(biossorvente) e liquida (solugdo do sorvato — no caso, o %°Ra), no qual a reagéo abaixo

atinge seu equilibrio.

Ra* (solucao) + 2 Biomassa—H —’4_ (Biomassa),™Ra + H oo

A primeira etapa é fixar o pH do biossorvente e da solugao, variando o tempo de
contato entre as duas fases. No presente estudo foram utilizados dois niveis de pH para os
ensaios, ou seja, 3,5 e 5,0. Esses valores foram escolhidos baseados na literatura, onde
varios estudos mostraram adsor¢ao de metais/radionuclideos na biomassa seca de
diferentes géneros de cianobactérias em pH variando entre 3,0 a 8,0. Por exemplo, para a
Synechococcus elongatus a captura de urénio ocorreu em pH 6timo em torno de 5,0
(HORIKOSHI et al., 1979). Anacystis nidulans apresentou a maior retengcao de uranio e
americio em pH 3,5 (LIU; WU, 1993). A utilizagado de biomassa de Oscillatoria anguistissima
como biossorvente de Cu?®* atingiu maxima adsorgdo em pH 5 (AHUJA; GUPTA; SAXENA,
1997). Para Lyngbya taylorii as mais altas taxas de recuperagdo dos metais testados foram
em pH variando entre 3,0 a 7,0 para cadmio, chumbo e zinco e de 4,0 a 7,0 para niquel. A
escolha dos valores de pH também deve considerar as condi¢cdes de precipitacido do metal,
levando em conta a baixa concentragdo dos ions na solugdo. O Ra* nao se precipita em
pHs elevados, mesmo para pH>10,00 (GODOQOY, 1983). Entretanto, os dois valores baixos de

pH usados neste estudo, também podem ser justificados pelo fato de que as maiores
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concentragdes do Ra*" dentre os efluentes da UTM-INB investigados neste trabalho, estdo
na Cava da Mina (CM), que tem pH médio de 3,88 e apresenta populagao da linhagem
Aphanothece CENATYS5.

A eficiéncia de adsorcdo do ?Ra na biomassa seca de Aphanothece CENA75 em
pH 3,5 foi baixa, o que pode ser verificado pela pouca variagdo entre a concentracao final
(Cf) do radionuclideo em solugéo e a inicial (Ci) (Figura 33). Apés o maximo tempo (135
minutos) de contato do biossorvente com a solugao de sorvato, a razao (Cf/Ci) foi de apenas
0,86. Um valor de Cf/Ci préximo de um (1,00) significa que ocorreu pouca ou nenhuma
retirada do radionuclideo da solugdo. Os valores de Cf/Ci foram proximos (consideradas as
incertezas dos resultados) nos tempos 45, 105 e 120 min. A possivel explicagao para esses
resultados é que, nesse pH, os sitios da biomassa seca apresentam maior afinidade pelos
ions de H+ e, portanto o #°Ra compete fracamente por eles. Assim, pela curva da Figura 33,
pode-se dizer que o equilibrio do sistema foi alcangado préximo de 45 min. de contato entre

as fases dispersa e dispersora.

Cinética de Ra-226 em pH 3,50

1,02

y = 2E-05xX - 0,0037x + 1,0539
R? = 0,7554

0,92

0,87

0,82

0,77

CfRa/CiRa, admensional

0,72

0,67 A

0,62

0 20 40 60 80 100 120 140 160
* CfRa/CiRa — Polinémio (CfRa/CiRa) Tempo, min

Figura 33. Cinética de biossorcdo do %

Ra em pH 3,5 pela biomassa seca de Aphanothece
CENAT75, plotando-se Cf/Ci (concentragdo final do metal/ concentragao inicial) por tempo

de contato entre biossorvente em solugao de sorvato.
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A ocupagcao dos sitios da biomassa seca por ions H* pode ser avaliada medindo o
pH da solucdo. A biomassa que serve como biossorvente foi protonada ao pH teste assim
como a solugdo de trabalho contendo o radionuclideo alvo. Em condigbes de acidez, a
concentragdo de ions H* é bem maior que de ions Ra?*. Para que os sitios ligantes da
biomassa retirem da solugdo o Ra?* é necessario que ions H* saiam do sitio, e isso ocorre
quando ha mudanga na atragédo do sitio ligante com os ions em questdo. Quando ions H*
sao liberados na solucdo seu pH diminui. A medida dessa variagédo, juntamente com a
analise das concentragdes (Cf/Ci) indicam o comportamento de adsor¢do da biomassa.
Nesse experimento, comparando-se os valores das médias de pH entre a solugdo com Ra*
em contato com a biomassa seca e o controle, biomassa em solugao sem ion alvo, para
cada tempo (Tabela 8), houve diferenga estatistica a partir de 30 minutos. Isso significa que
houve imobilizacdo de Ra®, contudo a quantidade de ions alvo retirada da solugéo foi
pequena, visto que o pH variou de 3,30 a 3,54, ao longo do tempo. Isso significa que nesse
pH pouco H* & liberado dos sitios ligantes, ou seja, existem poucos sitios disponiveis para o
Ra?*, e assim ele permanece na solugdo. Esse comportamento pode estar relacionado ao
fato de que o(s) grupo(s) ligante(s) do biossorvente em estudo torna-se ionizavel e, portanto,
disponivel para ligar metais/radionuclideos em valores de pH mais elevados do que o do
meio de reagao, possivelmente acima de pH 4,00 (DITTRICH; SIBLER, 2006).

Tabela 8 — Valores médios finais de pH nos ensaios de biossorgao realizados com pH incial de 3,5 e
5,0.

TEMPO (min) Ensaio pH 3,5 Ensaio pH 5,0
Solugdo com Ra”  Controle*  Solugdo com Ra~  Controle*
15 3,5410 a 3,5310,005 a 4,12+0,01 a 4,97+0,01 b
30 3,44+0,01a 3,511£0,005 b 4,14+0,01 a 4,96+0,005 b
45 3,47+0,03 a 3,500,005 a 4,14+0,01 a 4,97+0,02 b
60 3,30+0,005 a 3,480,015 b 4,151£0,015 a 4,950,025 b
75 3,300 a 3,46+£0,01 b 4,12+0,015 a 4,98+0,01 b
90 3,330,005 a 3,481£0,005 b 4,100,005 a 4,99+0,005 b
105 3,37£0,01 a 3,4810,015 b 4,06+0,01 a 5,001£0,01 b
120 3,370,005 a 3,4910,005 b 4,094£0,01 a 4,95+0,025 b
135 3,39+0,01 a 3,50+0,01 b 4,06+0,005 a 4,97+0,005 b

* Média seguida por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia p<0.05, de acordo
com o teste t-Student. Valores médios * desvio padrdo das médias das duplicatas.
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Deve-se observar que no tempo de 45 minutos de contato biossorvente e solugao de
sorvato nado houve diferenga estatistica, isso pode ser reflexo de diferenca no
condicionamento da biomassa. O processo de agitacdo da biomassa promoveu sua
homogeneizagdo na solugédo de contato, disponibilizando sitios de ligagdo que ndo haviam
sido protonados, dessa forma, mesmo que nesses sitios tenha ocorrido adsor¢do de Ra?*
ndo haveria alteragdo no pH pois ndo haveria H" a ser deslocado para a solugéo.

No ensaio de biossorcdo de ?°Ra em pH 5,0 (Figura 34) houve variagdo entre as
razdes Cf/Ci em funcdo do tempo, concentrando-se entre 0,85 — 0,82 no intervalo de 15 a
135 minutos. Considerando-se as incertezas dos resultados das analises radiométricas, a
razao Cf/Ci ficou préxima nos intervalos de tempos de 30, 45, 90, 135 minutos. Esse fato
sugere que o equilibrio do SRB foi atingido ja a partir de 30 min de contato entre as fases

dispersa e dispersora, nas condi¢cdes deste SRB.

Cinética, pH 5,00 (nominal da solugao de Ra-226)
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Figura 34. Cinética de biossor¢éo do 2%Ra em pH 5,0 pela biomassa de Aphanothece sp. CENAT75,
plotando-se Cf/Ci (concentragéo final do metal/ concentragdo inicial) por tempo de contato

entre biossorvente em solugéo de sorvato.
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Com relagao ao pH, comparando-se os valores das médias de pH entre a solugao
com Ra* em contato com a biomassa seca e o controle, para cada tempo (Tabela 8), houve
diferencga estatistica a partir de 15 minutos de contato. Conforme constatado para o ensaio
anterior (pH 3,5) houve remocao de Ra2+, contudo a quantidade de ions alvo retirada da
solugao foi pequena, visto que o pH variou de 4,06 a 4,15, ao longo do tempo.

Os resultados obtidos sugerem que a adsorcdo de Ra®* seja pH dependente, pois
com o aumento do pH o tempo a partir do qual o sitios ligantes tornaram-se disponiveis aos
ions alvo diminuiu. Em pH 3,5 foi detectada a partir de 30 minutos e em pH 5,0 a adsorgéo
foi observada a partir de 15 minutos.

Os sitios de adsorcédo de metais/radionuclideos por biomassa de cianobactérias sao
grupos fosfato, carboxilicos, grupos amina e hidroxila (s6 ionizaveis em pH 10) presentes no
envoltoério celular e relacionados as camadas de peptidioglicanos e lipopolissacarideos
(CHOJNACKA, CHOJNACKI; GORECKA, 2005; DITTRICH; SIBLER, 2006; FIORE;
TREVORS, 1994; GARDEA-TORRESDEY et al., 1998). Em sua revisao sobre a composi¢ao
do envelope celular e tolerancia a metais, Fiore e Trevors (1994), chamam atengao para o
fato de que alguns estudos mostram que a camada de lipopolissacarideo, que contém
grupos responsaveis pela complexagcao dos metais, tem carga neutra ou negatividade fraca.
A literatura mostra que as cianobactérias sdo capazes de remover metais, mas também
relata que a eficiéncia desse processo € influenciada pela linhagem de cianobactéria usada,
composicao da camada de lipopolissacarideos e peptidioglicanos, além da espécie idnica
presente no meio de reagéo.

Comparando-se o comportamento entre as fases dispersa e dispersora com SRB3,5
e SRB5,0 os resultados demonstram que a biomassa seca de Aphanothece CENA75
funciona como uma resina de troca ibnica fracamente acida (resina catibnica fraca),
fortemente influenciada pelo pH do meio de reagdo (do SRB), uma vez que seus grupos
ligantes comegam a ficar ionizados, e portanto disponiveis para ligar metais.

Em estudo anterior realizado utilizando biomassas de Synechococcus PCC7942, foi

demonstrado que o principal ao grupo envolvido na adsorgdo de Ca* é o carboxila
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(R-COO-) e que este sitio torna-se ionizavel a partir de pH entre 4,0 (DITTRICH; SIBLER,
2006). Considerando que o Ca®* apresenta uma conformacdo préxima a do Ra e
observamos uma adsorgdo nessa faixa de pH, podemos relacionar a adsorcédo de Ra®" ao
grupo carboxila.

Considerando-se a distribuicao da cianobactéria em estudo nos pontos amostrados
da UTM-INB, sua biomassa pode estar contribuindo para a imobilizacdo do #°Ra ainda
soluvel (coléides inorganicos e organicos), transformando-o em particulado. Apesar da
necessidade de comprovacao desse fato, pode-se sugerir que esse processo seja mais
evidente nas bacias de decantacdo D1 e D2, cujos pHs proximos do neutro ou levemente

alcalinos contribuem para a biossorgao deste radionuclideo.
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5. CONCLUSAO

Doze linhagens de cianobactérias foram isoladas dos efluentes de uma lavra de mina
de uranio, o que representa o primeiro registro desse grupo de microrganismos em aguas de
area brasileira contaminada com radionuclideos. A caracterizagdo morfolégica identificou
representantes das ordens Chroococcales, Oscillatoriales e Nostocales. A técnica de
isolamento usada, embora tenha sido limitada para acessar a diversidade de cianobactérias
no ambiente estudado, permitiu obter culturas isoladas desses organismos em laboratério
para o desenvolvimento dos experimentos propostos e também de mais estudos futuros. O
isolamento da linhagem Aphanothece CENA75 de um local com pH 3,8 e alto teor de uranio,
comprova a grande plasticidade metabdlica desses organismos que garante a sua
sobrevivéncia em ambiente tao indspito. A maioria das sequéncias de RNAr 16S geradas
mostrou identidade com seqléncias depositadas em bancos de dados publicas, entretanto
duas (Rhabdoderma CENA 114, Phormidium violaceum CENA82) provavelmente sao
inéditas, uma vez que nao apresentaram identidade significativa com sequiéncias descritas
anteriormente. Todas essas sequiéncias serao depositadas em bancos de dados publicos,
contribuindo para aumentar as informagdes sobre cianobactérias brasileiras e também para
a elucidacao das relagdes evolutivas desse grupo de organismo. Na analise filogenética
algumas cianobactérias da ordem Chroococcales formaram um agrupamento monofilético
com algumas da ordem Oscillatoriales, confirmando estudos anteriores que evidenciaram a
dificuldade de elucidar o seu processo de evolugao.

A utilizacao do crescimento de células vidveis em meios de cultura especificos (NMP)
como um método indireto de avaliar a quantidade de cianobactérias nos locais estudados, o
qual tem sido utilizado com certa freqliéncia em ambientes marinhos, mostrou ser aplicavel
para ambientes de agua doce. O numero de cianobactérias encontrado foi o esperado e néo
foi muito diferente dos numeros relatados na literatura, obtidos usando outras técnicas
(contagem de células, colénias formadoras de unidades). Esse método, embora seja

considerado semi-quantitativo, evita a necessidade de especialistas em taxonomia de
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cianobactérias para realizar a identificagdo e entdo a contagem de células desse grupo de
organismo em amostras ambientais.

Neste estudo, constatou-se que a linhagem Aphanothece CENAT75, selecionada para
0s ensaios de biossor¢do, ndo produz a hepatotoxina microcistina, o que era desejavel para
sua utilizacdo. Entretanto, foram identificados trés isolados de cianobactérias
(Pseudanabaena galeata CENA 84, Pseudanabaena CENA81 e Leptolyngbya cf. tenerrima
CENAY76) capazes de sintetizar a hepatotoxina microcistina. Esses dados sdo também
inéditos, pois nao ha relatos na literatura desses géneros como produtores de microcistinas.
Esses resultados fornecem a base para varias novas investigacdes, tais como a
identificacdo das isoformas de microcistinas produzidas e os genes envolvidos na sua
biossintese.

Os ensaios de biossorcdo de #°Ra por biomassa seca de Aphanothece CENA75
mostraram que esse biossorvente comporta-se como uma resina fracamente acida e a
adsorcdo foi dependente do pH. Sua atuagdo no ambiente pode ser relacionada a
contribuicdo na precipitacdo do °Ra nos efluentes de maior pH nas bacias de decantacéo
do Sistema de Tratamento da Usina de Processamento de Uranio. Sabe-se que as
cianobactérias possuem habilidade de adsorver diferentes metais e por isso novas
abordagens podem ser empregadas para a investigagdo usando biomassas das
cianobactérias isoladas deste ambiente peculiar.

A UTM-INB estd em fase de descomissionamento, o encerramento de
empreendimentos de extracdo de minério sdo caros para a regido onde estdo inseridos,
tanto em relagdo a economia, por causa dos empregos diretos e associados, quanto pelas
conseqUéncias ambientais, sejam elas paisagisticas ou até de seguranca de aguas de
abastecimento. A caracterizagdo e o entendimento da dindmica dos efluentes dessa unidade
auxiliam nas tomadas de decisdo quanto a seguranga ambiental da area. Neste sentido
conhecer a microbiota atuante nos efluentes da unidade contribui para o aprimoramento

desse entendimento. O presente estudo caracteriza-se como uma primeira referéncia de
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cianobactérias para a regidao de Pogos de Caldas-MG e primeiro registro de cianobactérias

para aguas de area contaminada com radionuclideos no Brasil.
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ANEXO A - Sequiéncias de RNAr 16S de cianobactérias isoladas de efluentes
da Unidade de Tratamento de Minérios das Industrias Nucleares do Brasil S/A,

Caldas/MG

>Aphanothece sp. CENA75 (1483 pb)
GGCCGCGGGAATTCGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAA
CACATGTAAGTCGAACGAGCCTTCGGGCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCT
GCCCTCAGGAGGGGGATAACGGCCGGAAACAGCCGCTAATACCCCATATGCCGAGAGGTGAA
ATGAATTTCGCCTGAGGATGAGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACC
AAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTCTGGGCTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGACATG
ACGGTACTTGAGGAATAAGCCACGGCTAATTCCGTGCCGGCAGCCGCGGTAATACGGGAGTG
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGCCTTGTAAGTCTGTCGT
TAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATTTCAGCGATGGAAACTACAAGGCTTGAGTGTGGTAGGGG
CAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGCTCTGCTGGGCCATAACTGACGCTCATGGACGAAAGCCAGGGGAGCGAAAGGGATTAG
ATACCCCTGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCGACCCCCTCG
GTGTCGTAGCTAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGGTTTGACATCCTGCGAATCCCTTGGAAACGAGGGAGTGCCTTCGGGAGCG
CAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACCGCCG
GTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTA
CACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGTTGCAAGCTCGCGAGAGTTAGCTAATCCCATA
AACCGTGGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGCTAGTA
ATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGAAGTTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACTCCAACCCTTGTGGAGGAGGACGCCGAAGGT
GGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAAATCACTAGTGAATTC

>Rhabdoderma sp. CENA114 (1491pb)

GAATTCACTAGTGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACA
CATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAAT
CTACCTTTAGGACGGGGACAACAATTGGAAACGATTGCTAATACCCGATATGCCCTTCGGGG
TGAAATGTTTTTTCGCCTAAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTAGGTAGTGTAATGGA
CTACCTAGGCGATGATCGGTAGCTGGTTTGAGAGGACAATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACG
GAGCAATACCGCGTGGGGGAGGAAGGTCTGTGGATTGTAAACCCCTTTTCTCAGGGAAGAAG
CTCTGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGCTAGATAAGTCT
GCTTTCAAAGAGTGGGGCTCAACCCCATAAAGGGAGTGGAAACTGTTTAGCTAGAGTATGGT
AGGGGCAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGCTCTGCTGGACCGAGACTGACGCTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGG
ATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCGCGTATCGACCC
GTGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGGTTTGACATCCCTCGAATCTCTGTGAAAGCGGAGAGTGCCTTCGG
GAGCGAGGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCACGTTTTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTGGAGAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTG
GGCTACACACGTACTACAATGGTTAGGACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCAAAAC
TCATAAACCTAGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACCCTAACCGTTCGCGGAGGGGGACGCC
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GAAGGTGGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAAATCGAATTCCCGCG
GCC

>Aphanocapsa cf. holsatica CENA8O (1487pb)
GGCCGCGGGAATTCGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAA
CACATGCAAGTCGAACGGAGTTCTTCGGAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGAGA
ACCTACCTTCAGAATGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCAATGTGCCGAAAGG
TGAAAGATTTATCGTCTGAAGATGGGCTCGCGTCTGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAGAGCC
TACCATGGCAACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGG
AGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGTCCTTGGATTGTAAACCTCTTTTATCAGGGAAGAAGT
TCTGACGGTACCTGATGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
GGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGTTATGCAAGTCTG
CCGTTAAAGAATGGAGCTTAACTCCATAGGAGCGGTGGAAACTGCAAGACTAGAGTACAGTA
GGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACATCGGTGG
CGAAAGCGTGCTACTGGGCTGAAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGTAGCGAAAGGGA
TTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCG
AGCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCCCTGGAATCCTGCGGAAACGTGGGAGTGCCTTAGGG
AGCCAGGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGCCTTGG
GCTACACACGTACTACAATGGTCGGGACAACGGGCAGCGAGCTCGCGAGAGTAAGCGAATCC
CATCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATCGCAGGTCAGAATACTGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCATGGGAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACTCTAACCTTAGGGAGGAGGGCGCCGA
AGGCAGGGCTAGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAAATCACTAGTGAATTC

>Peudanabaena galeata CENA84 (1484pb)
GGCCGCGGGAATTCGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAA
CACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAAT
CTACCTATAGGTTCGGGACAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGGATATGCCTTCGGGTG
AAAGTTTTAATGCCTGTAGATGAGCTTGCGTTCGATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCCTA
CCATGGCGACGATCGATAACTGGTCTGAGAGGATGACCAGTCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAG
CAATACCGCGTGAGGGACGAAGGCCTGTGGGTTGTAAACCTCTTTTGTTAGGGAAGATAATG
ACGGTACCTAACGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGAT
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTACGTAGGCTGTTTTATAAGTCTGTTGT
CAAAGCCCGAGGCTCAACCTTGGATCGGCAATGGAAACTGTGAGACTAGAGAGAGATAGGGG
CAGGAGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTGGAAGAACACCAGTGGCGAA
AGCGTCCTGCTGGATCTCAACTGACGCTGAAGTACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAG
ATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGGCCGTATCGACCCGGTCA
GTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAG
AACCTTACCAAGGCTTGACATGTCCAGAATTCTCTTGAAAGGGAGAAGTGCCTTCGGGAGCT
GGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTA
CACACGTACTACAATGGCCGGGACAAAGAGTCGCAAGCATGCGAATGCAAGCTAATCTCATA
AACCCGGTCTTAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTA
ATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTTATCTCAACCCGCAAGGGAGGGAGGCGCCTAAGG
CAGGGCTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAAATCACTAGTGAATTC
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>Pseudanabaena sp. CENA81 (1460pb)

GGCCGCGGGAATTCGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAA
CACATGCAAGTCGAACGGAGTAGCAATACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAAT
CTGCCTACAGGATGGGGACAACGGTTGGAAACGACCGCTAAAACCCAATGTGCCGAAAGGTG
AAATATTTATAGCCTGTAGATGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGTGGTAACGGCACA
CCAAGGCGACAATCAGTAACTGGTCTGAGAGGATGACCAGTCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAGTTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAG
CAATACCGCGTGAGGGACGAAGGTCTGTGGATTGTAAACCTCTTTTGACAGGGACGATAATG
ACGGTACCTGTCGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGAT
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTACGTAGGTGGCTTATCAAGTCTTTTGT
CAAAGACTGGGGCTTAACCCTGGGAAGGCAGAGGAAACTGATAGGCTAGAGTGTGGTAGGGG
CAGGAGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCAGCGGCGAA
AGCGTTCTGCTGGACCACAACTGACACTGAGGTACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAG
ATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTTGCTTGTATCGACCCAAGCA
GTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGGCTTGACATCCTGCGAATCCTGCCGAAAGGTGGGAGTGCCTTCGGGAGCG
CAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCACGTTTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGAAAGACCGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGCCCTGGGCTA
CACACGTACTACAATGGTTGGAACAGAGAGACAATCTCCAAATCCAGCCTCAGTTCAGATTG
CAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGA
AGTCGTTATCCTAACCGAAAGGAGGGAGACGCCTAAGGCAGGGCTGGTGACTGGGGTGAAGT
CGTAACAAGGTAGCCGTAAATCACTAGTGAATTC

>Leptolyngbya cf. tenerrima CENA76 (1486pb)
GGCCGCGGGAATTCGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAA
CACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGATAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAAC
ATGCCTTTAGATTGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGAATGTGCCTTAGGGTG
AAAGATTTATTGTCTAGAGATTGGCTCGCGTCAGATTAGCTAGTTGGAGTGGTAACGGCACA
CCAAGGCGACGATCTGTACTTGGTCTGAGAGGATGACCAGGCACACTGGAACTGAGACACGG
TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAG
CAATACCGCGTGAGGGAGGACGGCTTTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATCAGGGAAGAATCGA
TGACGGTACCTGATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
ATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGTTTATCAAGTCTGCT
GTCAAAGCGTGCGGCTTAACCGCATAAGGGCAGTGGAAACTGATGAACTAGAGTGCGATAGG
GGTAACAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCGGCG
AAAGCGTGTTACTGGGTCTGCACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATT
AGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGACAACTAGGCGTGGTTCGTATCGACCCGAG
CCGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTTGTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGCGTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGA
AGAACCTTACCAAGGCTTGACATCCTCGGAACCCTGATGAAAGTTAGGGGTGCCTTCGGGAG
CCGAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCACGTTTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCATACGCCTTGGGC
TACACACGTACTACAATGCGTCGGACAAAGAGCAGCCAGCCAGCGATGGTGAGCCAATCTCA
TAAACCGACGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAG
TAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACTCTAACTGCTTGCAGAGGAGGACGCCGAA
GGTGGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAAATCACTAGTGAATTC
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>Leptolyngya sp. CENA83 (1485pb)
GGCCGCGGGAATTCGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAA
CACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGATAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAAC
ATGCCTTTAGATTGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGAATGTGCCTTAGGGTG
AAAGATTTATTGTCTAGAGATTGGCTCGCGTCAGATTAGCTAGTTGGAGTGGTAACGGCACA
CCAAGGCGACGATCTGTACTTGGTCTGAGAGGATGACCAGGCACACTGGAACTGAGACACGG
TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAG
CAATACCGCGTGAGGGAGGACGGCTTTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATCAGGGAAGAATCGA
TGACGGTACCTGATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
ATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGTTTATCAAGTCTGCT
GTCAAAGCGTGCGGCTTAACCGCATAAGGGCAGTGGAAACTGATGAACTAGAGTGCGATAGG
GGTAACAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCGGCG
AAAGCGTGTTACTGGGTCTGCACTGACACCGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATT
AGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGACAACTAGGCGTGGTTCGTATCGACCCGAG
CCGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTTGTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGA
AGAACCTTACCAAGGCTTGACATCCTCGGAACCCTGATGAAAGTTAGGGGTGCCTTCGGGAG
CCGAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCACGTTTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCATACGCCTTGGGC
TACACACGTACTACAATGCGTCGGACAAAGAGCAGCCAGCCAGCGATGGTGAGCCAATCTCA
TAAACCGACGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAG
TAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACTCTAACTGCTTGCAGAGGAGGACGCCGAA
GGTGGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAAATCACTAGTGAATT

>Phormidium formosum CENA86 (1489pb)
GGCCGCGGGAATTCGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAA
CACATGCAAGTCGAACGGAGTAGCAATACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAAT
CTGCCTTCAGGACGGAGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAACCCCCGATGTACCGAGAGGGA
AAATATTTATAGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGAGGGGTAAGAGCCCA
CCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAG
CAAGACCGCGTGAGGGAAGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCTGGGAAGAACGCA
ATGACGGTACCAGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAG
GATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGTGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCAGTTCAAGTCTGC
TGTCAAAGACCGAGGCTTAACTTCGGAGAGGCAGTGGAAACTGAACAGCTAGAGTATGGTAG
GGGCAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAAGAACATCGGTGGC
GAAAGCGCTCTGCTGGACCAAAACTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGAT
TAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTTGTCTGTATCGACCCGG
ACAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCCGGAATCCCGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTCGGGA
GCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGTTGCCATCAGGTAAAGCTGGGCACTCTAAAGAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTG
GGCGACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCAGCCAACTCGCGAGAGCGCGCTAATC
CCGCAAACCCTGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGC
TAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATCCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCATTACTCTAACCGTTCGCGGAGGAGGATGCC
GAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAAATCACTAGTGAATT
C
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>Phormidium violaceum CENA82 (1512)
GAATTCACTAGTGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACA
CATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT
GCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACG
TCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATT
AGCTAGTTGGTGGGGTAAAAGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTC
CGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCCAGACCGCGTGAGGGAAGAAGGCTCTAGGGTTGTAA
ACCTCTTTTATCAGGGAAGAAGAAAGTGACGGTACCTGAAGAAAAAGCCTCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGAG
TCCGTAGGTGGAACTTCAAGTCCATTGTCAAAGAGCAAAGCTTAACTTTGTAAAGGCAGTGG
AAACTGAAAATCTAGAGAGGGGCAGGGGCAAAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTTTGCTGGGCCCATTCTGACACTGAGGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGTGTGGCCTGTATCGACCCGGGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCCTGACATGTCCAGAATCCCC
TTGAGAGGGGAGTGCCTACGGGAACTGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTCAGTTGCCATCATTA
AGTTGGGAACTCTGGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGACAGAGGGTAGCCA
ACGAGCAATCGCGAGCCAATCCCATAAACCCGGCCCCAGTTCAGATCGCTCTCTGCAACTCG
AGAGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATCCGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCTGGCTACGCCCGAAGTCGTTACTCTAA
CCCGCAAGGGAGGAGGGCGCCGAAGGCAGAGCTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA
GCCGTAAATCGAATTCCCGCGGCC
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