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RESUMO

As microcistinas sdo toxinas hepatotoxicas produzidas por cianobactérias (algas azul-
esverdeadas) de agua doce. A maior possibilidade de producéo de microcistinas em
concentracdbes alarmantes ocorre quando h& densas concentracdes de células de
cianobactérias, chamadas também de floracbes. A eutrofizagdo dos ambientes
aquaticos e as mudancas climaticas modulam a formacdo de floracdes causando
problemas para o abastecimento de agua, recreacdo, consumo de peixes, e outros.
As contaminacdes agudas por microcistinas podem causar a morte de animais
aguaticos e terrestres, e em contamina¢fes a longo prazo pode promover cancer
primario de figado em humanos. Este estudo objetivou quantificar microcistinas (MC-
RR, MC-YR e MC-LR) em aguas do rio Tapajés entre as cidades de Santarém e
Itaituba-PA, préximo as comunidades ribeirinhas, e em diferentes cotas fluviométricas
do rio, bem como correlacionar os parametros ambientais das aguas com a
concentragcdo das microcistinas. As amostras de 4guas foram coletadas nos anos de
2020, 2021 e 2022, em periodos de seca, enchente, cheia e vazante do rio Tapajos.
Trinta e oito amostras foram subdivididas em filtrado (extracelular) e biomassa
(intracelular). As microcistinas foram extraidas e purificadas através de Extracdo de
Fase Sodlida e analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccéo
em arranjo fotodiodo. A analise foi validada conforme critérios da Resolugéo n° 166
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. O método se mostrou linear e seletivo
para as trés microcistinas. Obtemos valores de exatidao (recuperacéo) entre 80,01 e
107,69%, valores de precisdo com desvio padrao relativo entre 1,43 e 9,53%, valores
de limite de deteccéo entre 0,104 e 0,174 pug/mL e limite de quantificacéo entre 0,167
e 0,205 pg/mL. Dez subamostras de filtrado e quatro subamostras de biomassa
positivaram para microcistina, correspondendo a 26,31% e 10,53%, respectivamente.
A microcistina predominante foi a MC-LR com o méaximo de 1,353 ug/L na fracdo
extracelular e de 0,120 pg/mL na fragéo intracelular. Nenhuma das amostras

ultrapassou o limite recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude de 24 ug/L



para 4gua de recreacdo. Em termos de frequéncia observamos que ha maior
incidéncia de microcistinas na vazante e seca do rio Tapajés, com destaque para a
comunidade de Paraua com trés amostras positivas das quatro coletadas. Os
resultados estéo de acordo com outros dois estudos realizados anteriormente na foz
do rio Tapajés, que obtiveram valores baixos de microcistinas. Além disso, os valores
obtidos sugerem que em sistemas Iéticos ha menor concentracéo de microcistinas do
que em sistemas lénticos. Entretanto, em rios caudalosos, como o Tapajis as células
das cianobactérias podem acumular na margem destes rios (em enseadas), podendo
produzir toxinas em niveis perigosos. As condi¢cdes de temperatura, iluminagéo
abundante, enseadas e as aguas claras do rio Tapajos proporcionam um ambiente
favoravel para floracdes de cianobactérias. As populacdes ribeirinhas do rio Tapajos
deste trecho, as que dependem mais do rio, estdo mais suscetiveis a contaminacfes
por microcistinas, pois o tratamento das aguas superficiais para consumo é
praticamente inexistente, a fervura da 4gua ndo degrada as cianotoxinas e ainda ha o

risco pelo consumo de peixes que podem estar contaminados.

Palavras-chave: Cianotoxinas. Cota Fluviométrica. Cromatografia. Floracdo de

Cianobactérias. Mudancgas Climaticas. Rio Tapajos.



ABSTRACT

Microcystins are hepatotoxic toxins produced by freshwater cyanobacteria (blue-green
algae). The greater possibility of microcystin production in alarming concentrations
occurs when there are dense concentrations of cyanobacteria cells, also called
blooms. The eutrophication of aquatic environments and climate change modulate the
formation of blooms causing problems for water supply, recreation, fish consumption,
and others. Acute microcystin contamination can cause the death of aquatic and
terrestrial animals, and in long-term contamination can promote primary liver cancer in
humans. This study aimed to quantify microcystins (MC-RR, MC-YR and MC-LR) in
Tapajoés river waters between the cities of Santarém and Itaituba-PA, near the riverside
communities, and in different fluviometric quotas of the river, as well as correlate the
environmental parameters of the waters with the concentration of microcystins. Water
samples were collected in 2020, 2021 and 2022, during periods of drought, flood, full
and ebb of the Tapajés River. Thirty-eight samples were subdivided into filtrate
(extracellular) and biomass (intracellular). The microcystins were extracted and
purified through Solid Phase Extraction and analyzed by High Performance Liquid
Chromatography with detection in photodiode arrangement. The analysis was
validated according to the criteria of Resolution No. 166 of the National Health
Surveillance Agency. The method was linear and selective for the three microcystins.
We obtained accuracy values (recovery) between 80.01 and 107.69%, precision
values with relative standard deviation between 1.43 and 9.53%, detection limit values
between 0.104 and 0.174 pg/mL and quantification limit between 0.167 and 0.205
pg/mL. Ten filtrate subsamples and four biomass subsamples positive for microcystin,
corresponding to 26.31% and 10.53%, respectively. The predominant microcystin was
MC-LR with a maximum of 1.353 pg/L in the extracellular fraction and 0.120 pyg/mL in
the intracellular fraction. None of the samples exceeded the World Health Organization
recommended limit of 24 pg/L for recreational water. In terms of frequency, we

observed that there is a higher incidence of microcystins in the ebb and drought of the



Tapajos River, especially the community of Paraué with three positive samples of the
four collected. The results are in agreement with two other studies previously
conducted at the mouth of the Tapajos River, which obtained low values of
microcystins. In addition, the values obtained suggest that in lotic systems there is a
lower concentration of microcystins than in lentic systems. However, in mighty rivers
such as Tapajés cyanobacteria cells can accumulate on the bank of these rivers (in
coves), and can produce toxins at dangerous levels. The temperature conditions,
abundant lighting, coves and clear waters of the Tapajés River provide a favorable
environment for cyanobacteria blooms. The riverside populations of the Tapajés River
of this stretch, those that depend more on the river, are more susceptible to
contamination by microcystins, because the treatment of surface waters for
consumption is practically non-existent, the boiling of water does not degrade

cyanotoxins and there is still the risk of consumption of fish that may be contaminated.

Keywords: Cyanotoxins. Fluviometric Quota. Chromatography. Cyanobacterial

Blooms. Climate Change; Tapajos River.
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1. INTRODUCAO

Cianobactérias ou “algas azul-esverdeadas” sdo microrganismos unicelulares
procarioticos coloniais que tem a habilidade de sintetizar a clorofila a (GARCIA-
PICHEL et al., 2019). Em aguas ricas em nutrientes as cianobactérias podem formar
densas floracbes, que podem cobrir metros até centenas de quildmetros quadrados.
O nitrogénio (N) e o fésforo (P) s@o os principais nutrientes que promovem ou limitam
0 crescimento de cianobactérias e outros fitoplanctons em &agua doce. As
cianobactérias que podem causar concentracdes preocupantes para a saude humana
e outros animais aquaticos e terrestres sao geralmente planctonicas, e por isso sdo
muito estudadas. As mais conhecidas espécies de cianobactérias formadoras de
floracbes superficiais sdo dos géneros Dolichospermum, Cuspidothrix,

Aphanizomenon, Microcystis e Nodularia (CHORUS; WELKER, 2021).

Algumas espécies de cianobactérias de agua doce e salgada produzem
cianotoxinas. Estas toxinas ficam retidas nas células de cianobactérias e séo liberadas
para a agua apos a lise celular (TSUJI et al., 2001). A toxidade da floracdo de
cianobactérias tem variacao temporal e espacial, dependendo diretamente de clones
de espécies toxico-génicos (SILVA; PELEJA; MELO, 2019; SVIRCEV et al., 2019). A
exposicdo as cianotoxinas pode ocorrer por via oral, respiratéria e dérmica. A
contaminacdo por via oral ocorre pela agua potavel ou ingestdo acidental em
atividades aquaticas. E ainda, pela ingestao de alimentos contaminados como peixes,
mariscos e crustaceos, bem como hortalicas pulverizadas com agua contaminada. Um
risco em particular para populacdes especificas pode ser causado através da
hemodialise, quando centros de dialises ndo tomam as medidas apropriadas e o
dialisado é contaminado com cianotoxinas (CHORUS; WELKER, 2021; POURIA et
al., 1998).
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As microcistinas (MCs) sédo as cianotoxinas mais comuns produzidas por
cianobactérias. As MCs sédo toxicas para o figado e a exposicdo em humanos e em
varios animais pode resultar em insuficiéncia hepatica e morte. As exposi¢cdes em
longos prazos ou em doses altas de microcistina leucina-arginina (MC-LR) aumenta o
risco de formac&o de cancer primario de figado. Em animais terrestres, a morte por
microcistinas decorre de hemorragia intra-hepéatica e choque hipovolémico. Sintomas
caracteristicos sdo aumento exagerado do volume hepatico, liberacdo de
hemoglobina, em contraste com a perda de sangue em outros 6rgéos, induzindo a um
choque irreversivel (KAMOGAE; HIROOKA, 2000; SVIRCEV et al., 2010). A
capacidade hepatocarcinogénica das MCs se deve a inibicdo da proteina fosfatase 1
e 2A do hepatdcito e a hiperfosforilagdo concomitante de proteinas celulares. Em
doses abaixo de 20 pg/Kg de peso corpéreo em exposi¢ao prolongada a inibicdo das
fosfatases induz a proliferagdo celular, hipertrofia hepatica e promocdo de tumor
(BURATTI et al., 2017; FOURNIER et al., 2021). Outros estudos mostram que MCs
podem afetar outros 6rgdos como os rins, o pulméo, o coracdo e o cérebro (WHO,

2020).

As MCs sao heptapeptideos ciclicos e foram caracterizadas pela primeira vez no
inicio da década de 1980 e nomeadas em homenagem a cianobactéria Microcystis
aeruginosa da qual foram inicialmente isoladas. A estrutura geral de uma MC é ciclo-
(DAlal-X2-D-MeAsp3-Z4-Adda®-D-Glu®-Mdha’) (figura 1). A porcdo Adda é
caracteristica das MCs e das nodularinas, pois ocorrem exclusivamente nesses
peptideos de cianobactérias (WHO, 2020). As MCs sao hidrofilicas e extremamente
resistentes ao calor, a hidrolise e
a oxidacdo. Nenhuma das MCs
conhecidas demonstrou afetar o
sabor e odor da &agua

(MOHAMED, 2016; WHO, 2020).
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Figura 1 — Estrutura genérica das microcistinas. Nas posicbes 2 e 4 dados como X e Z,

respectivamente, sdo variaveis de aminoacidos e geralmente dados pelo codigo de uma letra para L-

aminoacidos proteinogénicos. Por exemplo: L=L-leucina. R=L-arginina. Y=L-tirosina. R1 e R2 podem
ser H ou CHs. Fonte: (CHORUS; WELKER, 2021; SVIRCEV et al., 2010).

Ha pelo menos 279 variacdes de MCs reportadas pela literatura e as variacdes

estruturais apresentam diferentes lipofilicidades e polaridades, que afetam sua

toxidade. Para floracées de Microcystis as MC-LR, MC-RR e MC-YR (figura 1) sdo os

congéneres mais abundantes. Para avaliacdo de risco, dados toxicoldgicos

especificos para congéneres que ndo sejam MC-LR sdo escassos ou inexistentes,

portanto, como estimativa padrao ou conservadora, eles séo considerados igualmente

toxicos como MC-LR (FOURNIER et al., 2021; SVIRCEV et al., 2019).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo em arranjo fotodiodo

(HPLC-PAD) fornece um método acessivel para a detec¢cdo e quantificacdo de MCs

devido aos seus espectros caracteristicos no Ultravioleta (UV). A maioria das MCs

tem os espectros de absor¢cdo muito semelhantes (figura 2), com o maximo de

absorcdo em 238 nm da ligacdo dupla na por¢édo Adda (ISO 20179, 2005; LAWTON;

10,504/ 1,00/gnd(Ch1

[aj 204

vvvvv

T3, T2 1 S0MognalCh1

(b)

14 2471 BifognalChi

N (€ EDWARDS; CODD,

1994).

Figura 2 — Espectros tipicos em HPLC-PAD de (a) MC-RR, (b) MC-YR e (c) MC-LR em acetonitrila/agua
na concentragdo de 1 pg/mL com o méaximo de absorgdo em 238 nm. Fonte: arquivo do autor.

A Organizagdo Mundial de Saude estabeleceu um guia provisério com valor

maximo de 1 pug/L de MCs para agua potavel e recomenda um valor maximo de 24

Mg/L para agua de recreacao. Além de estipular o valor de tolerancia diaria ingerida

(TDI) para exposicao cronica de 0,04 pg/Kg/dia de peso corporeo para MC-LR (WHO,

2020). No Brasil, o Valor Maximo Permitido (VMP) em agua potavel é de 1 ug/L de

microcistinas totais. Em estacdes de tratamento de 4gua (ETA) quando a contagem

7z

ultrapassar 20.000 células/mL de cianobactérias é necessario fazer analise de
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cianotoxinas enquanto mantiver a contagem ou realizar semanalmente andlise de

cianotoxinas na agua bruta (BRASIL, 2021).

A eutrofizacdo e as mudancas climéaticas modulam florac6es de cianobactérias
(PAERL et al., 2016; SUKENIK; QUESADA; SALMASO, 2015). A crescente acao
humana em torno do rio Tapajos, em particular o crescimento da fronteira agricola
amazonica, contribui para o seu enriguecimento nutricional, favorecendo a formacao

de floracdes de cianobactérias (SILVA; PELEJA; MELO, 2019).

Os estudos de MCs em agua bruta e em agua potavel demonstram a
importancia da deteccao e quantificacdo dessas cianotoxinas nos corpos d’agua. Na
cidade de Caruaru, nordeste do Brasil, em fevereiro de 1996, pacientes de um centro
de hemodialise desenvolveram complicacbes hepaticas, apods utilizarem agua
indevidamente tratada de um reservatério local com proliferacdo excessiva de algas
azul-esverdeadas, levando a morte de 60 pacientes. Foram encontradas
concentracdes de 80 a 133 pg/L de microcistinas no figado e no soro dos pacientes
(POURIA et al., 1998). Em Santarém-PA, Brasil, em mar¢co de 2007, nas praias do
Araria e do Carapanari no rio Tapajés, MCs foram encontradas em agua bruta em
0,23 e 0,55 pg/L de MC-LR, respectivamente. Cianobactérias do género Anabaena
sp. (atualmente Dolichospermum sp.) foi predominante nessas duas amostragens
(SA et al., 2010). Este estudo objetivou quantificar microcistinas (MC-RR, MC-YR e
MC-LR) em aguas do rio Tapajos entre as cidades de Santarém e Itaituba-PA, proximo
as comunidades ribeirinhas, e em diferentes cotas fluviométricas do rio, bem como
correlacionar os parametros ambientais das aguas com a concentracdo das

microcistinas.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1 PRODUTOS QUIMICOS E PADROES
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Os padrdées de MC-RR, MC-YR e MC-LR (pureza = 95 %), os solventes
organicos metanol e acetonitrila grau HPLC, o &cido trifluoracético grau HPLC e os
cartuchos C18 (6 mL, 500 mg) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO,
EUA). A membrana de microfibra de vidro de 47 mm GF/A foi adquirido da GE
Healthcare (Chicago, IL, EUA). O filtro de nylon 0,22 pm foi adquirido da Filtrilo
(Colombo, PR, BRA).

2.2 AMOSTRAGEM

O rio Tapajos nasce no estado do Mato Grosso, percorre parte do sudoeste do
estado do Pard e desagua no rio Amazonas, em frente a cidade de Santarém, é
considerado um dos mais importantes rios para a navegac¢ao, com destaque para o
transporte de grédos de soja, de pessoas e para o turismo. As amostragens foram
realizadas em 10-17 de novembro-2020, 09-14 de junho-2021, 02-07 de setembro-
2021, 15-20 de novembro-2021 e 05-10 de fevereiro-2022. As coletas foram
realizadas proximo a margem direita do rio nos pontos P1 (Alter do Ché&o) e P7
(Cauacu-Epd), préximo a margem esquerda do rio nos pontos P2 (Surucua)-P6
(Apacé), P10 (ltaituba) e P11 (Itaituba-montante), e os pontos P8 (Barreiras) e P9
(Santarenzinho) estavam mais proximos da regido central do rio Tapajos (Fig. 3).
Todas as coletas foram realizadas no periodo diurno. Parte da amostragem foi
realizada na parte mais larga do rio (P1-P6) e a outra na parte mais estreita do rio (P7-
P11). Destaca-se o P1 por ter muitas praias entre as vilas de Alter do Chao e Ponta
de Pedras, € uma area bastante utilizada para banho e outras atividades aquaticas,
esta localizado na mesma margem das cidades de Belterra e Santarém. Os P2 ao P9
estdo localizados proximos as comunidades menores (Surucua, Paraua, Suruaca,
Cametd, Apacé, Cauacu-Epa, Barreiras e Santarenzinho). O P10 estd em frente a
cidade de Itaituba, na mesma margem, e fica préximo ao ponto de captacédo de dgua

da Estacéo de Tratamento de Agua (ETA) da cidade. O P11 fica a montante da cidade
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Figura 3 - Mapa de identificacdo dos pontos de amostragem e da estacdo de monitoramento das cotas
fluviométricas do rio Tapajés. Fonte: The Nature Conservancy Brasil

As coletas foram autorizadas pelo 6rgdo ambiental Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade — ICMBio do Ministério do Meio Ambiente
(comprovante de registro n® 75196-1). Com a ajuda de uma lancha as amostras foram
coletadas em frascos de vidro do tipo ambar (andlise de microcistinas) diretamente na
ldmina d’agua e foram submetidas a filtracdo, com filtro de microfibra de vidro (1,6 pum)
no barco de apoio em até 6 horas para a separacdo da biomassa e do filtrado. Logo
depois, as subamostras foram identificadas e refrigeradas em gelo até chegarem ao
laboratorio. Logo apdés a subamostra de biomassa foi armazenada a -20 °C e a
subamostra de filtrado sob refrigeracdo de 2-4 °C até a extracdo. As amostras para
analises ambientes foram coletas na Iamina d’agua em frascos de polipropileno do

tipo @mbar. Com isso, as coordenadas medidas através de um aparelho de GPS
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portéatil (Garmin, modelo eTrex 10) e as distancias em relacdo a margem através da

régua do Google Maps (tabela 1).

Identificagao

d Distancia d
pontos de Comunidade/localidade " oo 9° Istancia da

Coordenadas geograficas

amostras rio margem (m)
P2 Surucud esquerda 625 5250?;;.20777':.5\/'\/
P3 Paraud esquerda 622 5250%(;.25%_06':.5\,'\/
P4 Suruaca esquerda 2760 525:‘(1;;-527579':'5\/'\/
P5 Cametad esquerda 342 535:2261%25;:.5\/'\/
P6 Apacé esquerda 860 535022?'256§(3)':'S\/'V
P7 Cauacu-Epa direita 84 53505333522':.5\/’\/
P8 Barreiras meio 1220 (direita) 51%%53557.-5\;\/
P9 Santarenzinho meio 1260 (esquerda) 5‘;15(())"‘;58?;:'5\;\/
P10 Itaituba esquerda 264 5‘;:1;;%2%:.5\/'\/
P11 Itaituba (acima) esquerda 260 520271%89‘;:.5\;\/

Tabela 1 - Identificagdo dos pontos de amostragem, localidades mais proximas, na margem mais
préxima ou meio e suas coordenadas geograficas no rio Tapajés. Fonte: Google Maps.

2.3 COTAS FLUVIOMETRICAS DO RIO TAPAJOS

As cotas fluviométricas do rio Tapajos foram calculadas através da estacao de
monitoramento Itaituba Virtual JA3, no municipio de Itaituba, da Agéncia Nacional de
Aguas e Saneamento Basico (ANA, 2022). O monitoramento tem lacunas temporais
e as medidas fluviométricas do rio Tapajos usadas neste estudo foram as mais
proximas da data da amostragem. A estacédo de monitoramento fica entre os pontos 9
e 10 (figura 3). A partir dos valores obtidos quanto a cota fluviométrica do rio Tapajos,
procedeu-se a caracterizacdo do nivel do rio da seguinte forma: 1) Periodo de seca
(novembro-2020 e outubro a novembro de 2021); 2) Periodo de enchente (dezembro-

2020 a margo-2021 e dezembro-2021 a fevereiro-2022); 3) Periodo de cheia (abril a
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junho-2021); e 4) Periodo de vazante (julho a setembro-2021). Na primeira expedicao,
de novembro de 2020, o rio estava com a cota mais baixa registrada no periodo (5,28
e 5,59 m). Na segunda expedicao, em junho de 2021, foi registrado o maior valor entre
0 periodo de coleta (11,02 m). Em setembro de 2021, na terceira expedi¢do o rio
estava em vazante e o valor registrado foi de 8,52 metros. Na quarta expedicao,
14 05/02/22; novembro de 2021, o

12/06/21; 10,43m
11,02m

ro estava no periodo

10/09/21; de seca (6,45 m). E na

o

18/11/21; quinta e ultima

‘@ 6,45m

4\ 06/11/20: expedicao em fevereiro
2 5,28m de 2022 o rio estava
OQ Q N N AN N N N N N N N N N Vv A em periOdO de
0&6&%\’0& @&@"’& 3 w&’é’&@% ‘*’\%&o ! %"y{b o\&&&&&‘@&&@& enchente (10,43 m)

Periodo de amostragem

(figura 4).

Figura 4 — Cotas fluviométricas do rio Tapajés com destaque para as datas de registros e cotas (m)
mais proximas da data de amostragem. Fonte: OpenStreetMap (ANA, 2022).

2.4 AMOSTRAGEM E ANALISE PARA OBTENCAO DE DADOS QUALITATIVOS E
QUANTITATIVOS DO MATERIAL FITOPLANCTONICO (CIANOBACTERIAS)

Em cada ponto foram coletadas, na subsuperficie da agua (entre 20 e 30 cm
de profundidade), amostras para o estudo qualitativo e quantitativo da comunidade
fitoplanctonica (para analise e quantificacdo das floracdes de cianobactérias). As
coletas para as analises quantitativas foram realizadas com frascos de 500 ml e as
qualitativas com auxilio de rede de plancton (abertura de 20 um). A rede de
fitoplancton foi lancada na agua durante 15 vezes seguidas no ponto de coleta,
anotando-se o tempo total dos lancamentos. O tempo variou de acordo com a
quantidade de material fitoplanctdnico contido na 4gua. Apés a coleta o material para

analise quantitativa foi fixado com Lugol (4%) e o material proveniente da coleta com
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rede (qualitativa) foi fixado com formaldeido (4%). Na sequéncia, o material fixado foi
armazenado em refrigerador do Laboratorio de Algas e Plantas da Amazoénia (LAPAM)

do Campus de Oriximina da Ufopa.

A identificacdo do material foi realizada (amostras qualitativas) em Microscépio
Optico da marca Zeiss modelo Scope Al (com camara de captura Axiocam 506) com
Contraste de Interferéncia Diferencial do Laboratério de Algas e Plantas da Amazénia
(LAPAM) do Campus de Oriximina da Ufopa.

A quantificacdo das cianobactérias foi realizada de acordo com a metodologia
especifica (UTERMOHL, 1958). Em microscopio invertido da marca Zeiss, modelo
Primovert (com sistema de captura de imagem modelo Axioncam 105 color) do
Laboratério de Algas e Plantas da Amazonia (LAPAM) do Campus de Oriximina da
Ufopa, em aumento de 400 vezes. A densidade de cianobactérias e do fitoplancton

autéctone foi expressa em ind/mL (individuos por mililitro).
2.5 EXTRACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE DE MICROCISTINAS

O procedimento de extracao foi baseado na “ISO 20179: Water Quality —
Determination of microcystins — Method using solid phase extration (SPE) and hight
performance liquid chromatography (HPLC) with ultravioleta (UV) detection” (ISO
20179, 2005). Para extrair as MCs da biomassa, o filtro utilizado na filtracdo de
separacao filtrado/biomassa (microfibra de vidro) foi enxaguado com um volume de
12 a 15 mL com solucéo de extracdo, metanol a 75% em agua. A solucéo foi sonicada
por 2 min em um banho ultrasénico. Depois disso, a solucéo foi centrifugada a 3046 g
por 10 min a temperatura ambiente, utilizando tubo Falcon de polipropileno de 15 mL.
Antes da aplicacdo das amostras, os cartuchos de octadecilsilano (C18) foram
condicionados com 4 mL de metanol grau HPLC e 4 mL de agua ultrapura, deixando

uma pequena pelicula de agua no final antes da aplicacdo da amostra. Entdo um
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volume do sobrenadante foi aplicado ao cartucho de C18 a uma taxa de fluxo de

maximo 10 mL/min sob vacuo.

Para extrair as MCs do filtrado foram adicionados 5 mL de metanol grau HPLC
na subamostra. E apds a agitacdo, a subamostra foi aplicada ao cartucho
condicionado a uma taxa de fluxo de no maximo 10 mL/min sob vacuo. Depois que as
subamostras de biomassa e de filtrado passaram pelo cartucho, os cartuchos foram

lavados com 4 mL de solugéo de diluicdo padrdo, metanol a 20% em agua. Logo apos,

sobrenadante

as MCs do cartucho cirecko de blomases
. ‘ 15* Me;OH centrifuga '
foram eluidas com 2 - W . RN
- vy

(intracelular)
N L |
mL de solugdo de sdlll
fildit

iil] E 5’“[ Meo~ -
eluicdo, metanol a amosta dgua brta \- Efl—, &
!

filtrac&o a vacuo

90% em  &gua T e A0
“k& 2 ‘ ) (s:p[ ‘h
- 18
contendo 0,1% em ; ﬁ 3?’5.3;%“1
—:
, . —e——
volume de éacido / —
= __= ]
B | !
trifluoracético (TFA) - — P — — [/ é
«sza" - F
para um frasco de —w facio : *Foec.
HPLC-PDA 0:220m "MeOH 20%

coleta. 241

Figura 5 — Esquema de extragdo de microcistinas. Fonte: (BIORENDER, 2022)

O eluato foi evaporado em estufa controlada a temperatura de 38 °C. Apés a
evaporacao o eluato foi ressuspendido em 500 pL com solucéo de diluicdo padrao, a
amostra foi homogeneizada e filtrada através de seringa de vidro/filtro de nylon (25
mm/0,22 um) para um vial de 1,5 mL (figura 5). Em seguida, os extratos foram

armazenados sob refrigeracéo abaixo de -20 °C para posterior analise cromatografica.
2.6 ANALISE INSTRUMENTAL

O cromatdégrafo utilizado foi um HPLC da Shimadzu, de injecdo manual (20 pL).

As fases moveis utilizadas foram agua do tipo 1 com 0,05 % de TFA (A) e acetonitrila
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com 0,05 % de TFA (B). A vazao analitica foi de 1 mL/min. A separacédo das MCs foi
alcancada através de uma coluna C18 (150 mm x 4,6 mm, tamanho da particula de 5
pm) da PerkinElmer (Waltham, MA, EUA), a uma temperatura controlada em 22 °C e
equipada com um pré-coluna C18 (10Lx4,6). O programa de gradiente foi de 30 %B
em 0,01 min, 30 %B em 1,00 min, 40 %B em 9 min, 75 %B em 15 min, 100 %B em 17
min, 100 %B em 19 min, 30 %B em 19,1 min e 30 %B em 28 min. Nestas condicfes
as MCs sairam em 10,556 min (MC-RR), em 13,825 min (MC-YR) e em 14,627 min
(MC-LR). Os picos das amostras que sairam em + 2 % do tempo de retencdo foram

integrados para avaliagéo espectral.
2.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise dos dados, foi utilizado o programa estatistico Past, versdo 4.03

(HAMMER, 1999) e o Excel® 365 (MICROSOFT, 2022).
2.8 VALIDACAO DO METODO

A validacdo do método para os trés analitos, MC-RR, MC-YR e MC-LR, seguiu
critérios da Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC N° 166 da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), de 24 de julho de 2017. Os parametros avaliados
foram a exatiddo, a precisdo de repetibilidade, a seletividade, o limite de deteccéo

(LD), o limite de quantificagéo (LQ) e a linearidade.

Para o parametro de linearidade foram utilizadas curvas de calibragdo com os
niveis de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 pg/mL em solugcéo de metanol grau HPLC (20 %) para
os 3 analitos, os coeficientes de determinagao (R?) apresentaram valores maiores que
0,9950, com coeficiente angular da equacao da reta significativamente maior que zero,
levando em considerag&o um nivel de significancia de 5 % (ANVISA, 2017). A injecao
de cada nivel foi realizada em triplicata e as médias das respostas foram utilizadas
para calculo. Foram realizados testes de Grubbs (G) para avaliacdo de valores

extremos, onde os valores foram menores que G tabelado de 1,15 e todos o0s niveis
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foram aprovados (GRUBBS, 1950). Foram realizados testes Cochran (C) para avaliar
a variancia dos niveis de concentracdo, onde os valores foram menores que de C
tabelado de 0,684 e todos os niveis foram aprovados (COCHRAN, 1950). Foram
realizados testes de Shapiro-Wilk (W) para avaliar a normalidade dos residuos, onde
nao se rejeitou a normalidade pois os valores foram maiores que o W tabelado de
0,881 e os niveis foram aprovados (SHAPIRO; WILK, 1965). E foram realizados testes
de Durbin-Watson (DW) para avaliar a independéncia dos residuos, onde nao foi
rejeitada a independéncia dos residuos pois os valores foram maiores que o DW

tabelado de 1,75 e os niveis foram aprovados (DURBIN; WATSON, 1950).

O método foi considerado seletivo, pois os 3 analitos apresentaram uma boa
homogeneidade espectral na concentracdo de 0,6 pg/mL e ndo foram detectadas
impurezas nos picos nesta concentracdo. E os picos dos analitos apresentaram

resolucao da linha de base entre picos maiores que 1,5.

Para os parametros de precisdo de repetibilidade, exatiddo e o LQ foram feitas

3 curvas preparadas

R LD*  LQ™  Precisdor Recuperagdo Sinal - individualmente, que

média** ruido
contemplaram o
pg/mL pg/mL DPR% % (S/N)
1,4 104,6 23 intervalo da curva de
MC-RR 1 0,14 2 7.1 2 . . ,
C 09961 0,148 0,205 ’ 89,6 6 calibragcdo no nivel
7,6 93,3 26
4,7 87,1 15 mais baixo, nivel
MC-YR 0,9971 0,174 0,174 55 93,7 17 o ] _
73 1000 18 médio e nivel mais
47 87.4 25 alto, ou seja, 0,2, 0,6
MC-LR 0,9978 0,104 0,167 5,3 89,0 31
9,5 89,9 28 e 1,0 pg/mL.

Tabela 2 - Validagao do método para a matriz 4gua, com a linearidade (R?), limite de deteccao (LD),
limite de quantificacéo (LQ), precisdo de repetibilidade (DPR%), exatiddo (recuperacao média). *As
concentracdes utilizadas para esse parametro foi de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 pg/mL; ** As concentracdes
utilizadas para esse parametro foi de 0,2, 0,6 e 1,0 ug/mL. Fonte: arquivo do autor.
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O LD foi calculado multiplicando o desvio padréo por 3,3 e dividindo pela
inclinacdo da curva de calibragéo. A preciséo foi aprovada para os 3 analitos pois o
desvio padrao relativo (DPR) < 11 %. Para a exatiddo o critério de aceita¢do foi uma
recuperacdo de 80 e 110 % e todos os niveis foram aprovados. A exatidao foi
quantificada dividindo a concentragéo experimental pela tedrica e depois multiplicando
por 100. E para o LQ, usando-se nivel mais baixo de 0,2 pg/mL, foi considerado um
valor de sinal ruido (S/N) do pico = 10 juntamente com os critérios da precisao e

exatidao, e o nivel mais baixo foi aprovado (ANVISA, 2017) (tabela 2).
2.9 CALCULO DA CONCENTRAQAO DE MICROCISTINAS

As microcistinas nas amostras de filtrado e as amostras de biomassa foram
calculadas de acordo com as formulas (A.1) e (A.2) para a obtencéo da concentracao

das MCs na amostra inicial (ISO 20179, 2005).

(y—b).V;
(A1) PMC il =

a.Vam

Onde, pwmc il € a concentracdo de cada microcistina no filtrado em micrograma
por litro, ug/L; Vr € o valor de ressuspensdo em mililitros, mL; Vam € 0 valor da amostra

em litros, L; y, b, a sdo valores da curva de linearidade.

PMCbio = aVam

Onde, pmchio € a concentracdo de cada microcistina na biomassa em
micrograma por litro, pg/mL; Vex € 0 volume de extragdo em mililitros, mL; Vam € 0 valor
da amostra em mililitros, mL; f € o fator de diluicdo no passo da extracéo; y, b, a sdo

valores da curva de linearidade.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 QUALIFICACAO E QUANTIFICACAO DE AMOSTRAS FITOPLANCTONICAS
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A guantificacdo das amostras fitoplancténicas foi realizada em amostras cujos
dados de Clorofila a ultrapassaram 5 mg/L, assim se destacando da amostragem e

indicando possiveis floracdes algais. Dentre estas, as maiores concentragfes de

células por mL de
agua foram
registradas em
Suruaca
(fevereiro-22),
onde registrou-se
37889 cel/mL,
seguida de
Suruacéa
(setembro-21)
com 11074 cel/mL
e a menor
concentragdo foi
registrada em
Apacé (junho-21)
com 1974 cel/mL.

Figura 6 — Espécies de cianobactérias que predominaram nas amostras e foram as formadoras das
floracBes registradas. A, B. Dolichospermum circinalis. C, D. Aphanocapsa sp.1.. E. Seta vermelha:
espécie de cianobactéria (Pseudanabaena cf. mucicola) acompanhante de florac8es de cianobactérias.
F. seta preta: Merismopedia sp., Seta amarela: filamento de Dolichospermum circinalis. Fonte: arquivo
Davia Talgatti

Nas amostras com maiores numeros de células contadas ocorreu a dominancia
de espécies de cianobactérias do género filamentoso Dolichospermum, enquanto nas

amostras com menor nimero de células ocorreu maior diversidade de espécies, com

registros de diatomaceas (principalmente género Aulacoseira) e Chlorophyta
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(principalmente do género Dictyosphaerium e da classe Chlorophyceae), além de

Dinophyta e cianobactérias coloniais.

As analises qualitativas mostraram a predominéancia de cianobactérias na
maioria das amostras. Abaixo sdo apresentadas as imagens das principais espécies

registradas durante a amostragem.
3.2 OCORRENCIA DE MICROCISTINAS EM AGUAS DO RIO TAPAJOS

Os resultados mostraram que em doze amostras foram detectadas microcistinas.
Sendo que, dez (26,31%) subamostras na fracdo extracelular e quatro (10,53%)
subamostras na fracdo intracelular. Duas delas foram detectadas tanto intra como
extracelular. A maior frequéncia foi de microcistina-LR (31,58%), detectadas e
quantificadas nas subamostras 17b, 21f, 22b, 23f, 24f, 25f, 26f, 27f, 28f, 291, 30f e 32f.
Em duas subamostras (25b e 27b) a MC-LR foi detectada, porém néao foi quantificada
por estar abaixo do limite de quantificacdo. Anteriormente, em um estudo semelhante
ao nosso, a MC-LR foi o congénere dominante em 64% das amostras de aguas

analisadas na Bélgica e Luxemburgo (WILLAME et al., 2005).

Os teores de MC-LR variaram de 0,149 a 1,353 ug/L na fracdo extracelular e
de 0,060 a 0,120 pg/mL na fracdo intracelular. Somente na subamostra 25f foi
identificada a MC-RR. Néo foi detectada a MC-YR em nenhuma das amostras. Quatro
amostras de agua foram retiradas em florac6es de cianobactérias, mas somente em
uma delas foi detectada MC (subamostra 17b). Logo, na maioria das amostras
detectadas MCs nao encontramos floragcdo aparente. As MCs detectadas nestas
amostras podem ter sido adsorvidas ao sedimento, que € misturado na coluna d’agua,
principalmente em periodos de niveis fluviométricos mais baixos do rio Tapajés, na
vazante Set-2021 (8,52 m) e seca Nov-2021 (6,45 m) (figura 4). A adsorcdo de
microcistinas a sedimentos foi estuda por Tsuji et al., (2001) em lagos japoneses, onde

60% das onze amostras coletadas em sedimentos apresentaram resultados positivos
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para MC. Em um outro estudo foi verificada a eficiéncia da remoc¢ao de MC-LR por
sedimento de argila natural, obtendo um resultado de 81% de remoc¢éo de MC da agua
potavel (MORRIS et al., 2000). Mostrando dessa forma que parte das MCs ficam
adsorvidas aos sedimentos. A jusante da amostra 31, coletada em uma floracéo de
cianobactérias, foi encontrada MC na fracdo extracelular, possivelmente decorrente

da floragdo proxima (tabela 3).

Identif. Pontos Ident. Data Rio Tapajés extracelular (ug/L)/intracelular (ug/mL)
amostragem subamostra Coleta Cota MC-RR MC-YR MC-LR
1(P2) 1f/1b 10/11/2020 5,28 ND/ND ND/ND ND/ND
2 (P5) 2f/2b 11/11/2020 5,28 ND/ND ND/ND ND/ND
3 (P6) 3f/3b 12/11/2020 5,59 ND/ND ND/ND ND/ND
4 (P7) 4f/4b 12/11/2020 5,59 ND/ND ND/ND ND/ND
5 (P8) 5f/5b 13/11/2020 5,59 ND/ND ND/ND ND/ND
6 (P9) 6f/6b 14/11/2020 5,59 ND/ND ND/ND ND/ND
7 (P10) 7f/7b 15/11/2020 5,59 ND/ND ND/ND ND/ND
8 (P1)* 8f/8b 17/11/2020 5,59 ND/ND ND/ND ND/ND
9 (P4) 9f/9b 09/06/2021 11,02 ND/ND ND/ND ND/ND
10 (P3) 10f/10b 10/06/2021 11,02 ND/ND ND/ND ND/ND
11 (P6) 11f/11b 10/06/2021 11,02 ND/ND ND/ND ND/ND
12 (P5) 12f/12b 10/06/2021 11,02 ND/ND ND/ND ND/ND
13 (P7) 13f/13b 11/06/2021 11,02 ND/ND ND/ND ND/ND
14 (P8) 14f/14b 12/06/2021 11,02 ND/ND ND/ND ND/ND
15 (P9) 15f/15b 13/06/2021 11,02 ND/ND ND/ND ND/ND
16 (P10) 16f/16b 14/06/2021 11,02 ND/ND ND/ND ND/ND
17 (P3)* 17f/17b 02/09/2021 8,52 ND/ND ND/ND ND/0,120
18 (P4)* 18f/18b 02/09/2021 8,52 ND/ND ND/ND ND/ND
19 (P5) 19f/19b 04/09/2021 8,52 ND/ND ND/ND ND/ND
20 (P6) 20f/20b 04/09/2021 8,52 ND/ND ND/ND ND/ND
21 (P7) 21f/21b 04/09/2021 8,52 ND/ND ND/ND 0,231/ND
22 (P8) 22f/22b 05/09/2021 8,52 ND/ND ND/ND ND/0,060
23 (P9) 23f/23b 06/09/2021 8,52 ND/ND ND/ND 1,353/ND
24 (P10) 24f/24b 07/09/2021 8,52 ND/ND ND/ND 0,732/ND
25 (P11) 25f/25b 07/09/2021 8,52 0,541/ND ND/ND 0,279/<LQ
26 (P3) 26f/26b 15/11/2021 6,45 ND/ND ND/ND 0,278/ND
27 (P6) 27f/27b 16/11/2021 6,45 ND/ND ND/ND 0,530/<LQ
28 (P7) 28f/28b 17/11/2021 6,45 ND/ND ND/ND 0,342/ND
29 (P8) 29f/29b 18/11/2021 6,45 ND/ND ND/ND 0,273/ND
30 (P10) 30f/30b 20/11/2021 6,45 ND/ND ND/ND 0,246/ND

31 (P4)* 31f/31b 05/02/2022 10,43 ND/ND ND/ND ND/ND

381

382

383

384

385

386



27

32 (P3) 32f/32b  06/02/2022 10,43 ND/ND ND/ND 0,149/ND
33 (P6) 33f/33b  06/02/2022 10,43 ND/ND ND/ND ND/ND
34 (P5) 34f/34b  07/02/2022 10,43 ND/ND ND/ND ND/ND
35 (P7) 35f/35b  07/02/2022 10,43 ND/ND ND/ND ND/ND
36 (P8) 36f/36b  08/02/2022 10,43 ND/ND ND/ND ND/ND
37 (P9) 37f/37b  09/02/2022 10,43 ND/ND ND/ND ND/ND
38 (P10) 38f/38b 10/02/2022 10,43 ND/ND ND/ND ND/ND

Tabela 3 - Concentragdo de microcistinas em aguas do rio Tapajds, nas cinco expedicdes e diferentes
cotas fluviométricas do rio, nas fragBes do filtrado (extracelular) em pg/L e da biomassa (intracelular)
em pg/mL.ND: ndo detectado; <LQ: a toxina foi detectada (LD), mas estava abaixo do limite de
quantificacdo (LQ); *: amostras coletadas em floracdes de cianobactérias. Fonte: arquivo do autor.

Pela primeira vez microcistinas sdo detectadas em agua superficial no rio Tapajés
acima do municipio de Santarém. Os valores encontrados neste estudo, variando de
0,149 a 1,353 pg/L na fracdo extracelular, estavam abaixo do valor méaximo
recomendado pela OMS de 24 ug/L para MCs em agua de recreagdo (WHO, 2020).
Outros dois estudos corroboram com nossos resultados, pois encontraram
microcistinas em niveis baixos na foz do rio Tapajés. O primeiro deles quantificou
através de método de HPLC e ELISA niveis de MC-LR a 0,23 e 0,55 ug/L em duas
amostras de aguas de praias proximas a Santarém (SA et al., 2010). O outro estudo
quantificou pelo método ELISA MC-LR em todas as amostras do periodo (outubro-
2010 a setembro-2011) e em niveis de 0,010 a 0,103 ug/L (SILVA; PELEJA; MELO,

2019). (a)

Dos pontos que foram detectadas P10

P11

P10

P8 P9
P8

&=
P3

MCs (12/38) em seis (50%) deles =
P6
confirmados no periodo de vazante, em P3 P3

seca (42%) enchente (8%)

° (b)

freq. Coleta

cinco (42%) confirmados no periodo de
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. . . . 25%
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2 % 17% 17%
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Figura 7 — Em (a) sdo os pontos positivos para microcistinas em relacdo ao periodo de seca, de
enchente, de cheia e de vazante do rio Tapajés. Em (b) é a frequéncia de coleta dos pontos amostrados
no rio Tapajés em relacao a frequéncia de amostras positivas. Fonte: arquivo do autor.

A comunidade de Paraua (P3) apresentou uma maior frequéncia de MCs com
trés amostras positivas das quatro coletadas (figura 7b). Dos dois pontos amostrados
na margem direita do rio Tapajés somente na comunidade de Cauacu-Epa (P7) foi
detectada MC. Dos sete pontos amostrados na margem esquerda do rio em quatro
comunidades foram detectadas de MCs, em Paraua (P3), Apacé (P6), Itaituba (P10)
e Itaituba montante (P11). Nas duas comunidades com os dois pontos amostrados na

regido central do rio, Barreiras (P8) e Santarenzinho (P9) foram detectadas MCs.

Em rios da Argentina foi encontrada a MC-LR em amostras de agua superficial,
no valor de 8,6 pg/L no rio De La Plata e a 1,9 pg/L no rio Parana (AGUILERA et al.,
2018). Em nosso estudo a maior concentracao encontrada (1,353 ug/L), sugere que
em sistemas l6ticos a concentragcdo de MCs € menor que em sistemas lénticos.
Entretanto, em rios, isso ndo deve ser observado quando escérias ou espumas de
cianobactérias se acumulam nas margens (em enseadas), podendo produzir MCs a
niveis perigosos. O direcionamento do vento € um fator relevante a ser considerado,
pois ajuda neste acumulo de cianobactérias. As amostras 8 (Alter do Chéao), 17
(Paraud), 18 (Suruacd) e 31 (Suruaca) foram amostradas em floragbes, mas néo
encontramos acumulos densos de cianobactérias nas margens do rio Tapajos. Em
espumas de cianobactérias no rio Swartspruit na Africa do Sul foram encontradas
concentracdes elevadas de MC-LR (270 pg/g peso seco (ps)), de MC-RR (141,5 ug/g
ps) e de MC-YR (72,28 pg/g ps), mostrando que concentracdes elevadas de MCs nas

espumas e escorias podem ser uma fonte de contaminacao importante.

A MC-LR quantificada na amostra 24 (0,732 pg/L), em frente a cidade de
Itaituba (P10), e proéximo ao ponto de captacdo da ETA da cidade, traz preocupacéo,

pois apesar da concentracdo estar abaixo do VMP a amostragem desse estudo foi
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pontual, e recomenda-se fortemente o monitoramento periédico deste local. Além

disso, indica-se mais estudos na agua potavel da estacdo, para identificar ndo

somente cianobactérias, mas sobre a eficiéncia da remocdo das microcistinas

presentes na agua do rio Tapajés. Em uma ETA no rio Nilo, Egito, por exemplo, o

tratamento aplicado na agua captada néo foi eficiente e foram detectadas MCs em

niveis 0,37 a 3,8 ug/L na agua potavel (MOHAMED, 2016).

3.3 PARAMETROS AMBIENTAIS

(a)

(g)

HENTE, FEV-2022

ECA NOV-2000 CHEWA JUN-Z021 WATANTE. BET 2021 SECA NOV-ZIZ!

ECA NOV-2000 CHEW JUN-Z021 VATANTE. BET 2021 SECA NOV-Z0Z!

ECA NOV-2000 CHEWA JUN-Z021 WATANTE. BET 2021 SECA NOV-ZIZ!

(b)
Ao

analisarmos os
parametros
ambientais

() observamos
diferencas
significativas

entre 0s

periodos
fluviomeétricos
do rio Tapajos,

no conjunto de

=www resultados por

expedicdo. Maiores

valores de pH e temperatura foram encontrados no

periodo de seca (novembro-20) com medianas de

7,55 e 31,8 °C, respectivamente.

Figura 8 — Graficos de Box Plox com a mediana e sem os valores de outliers (a) de pH, (b) de

temperatura, (c) de amonia, (d) de clorofila a, (e) de fosforo total, (f) de nitrato e (g) de extingdo de disco

de Secchi. Fonte: arquivo do autor.
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No periodo de seca (novembro-20) foram registrados maiores valores de
amonia e nitrato, com medianas de 0,33 mg/L e 0,38 mg/L. Os parametros de clorofila
a e de fésforo total tiveram um pico na enchente (fevereiro-22), mas a maior mediana
foi no periodo de cheia (junho-21), com valores de 5,61 mg/L e 0,0007 mg/L,
respectivamente. Menores valores de clorofila a foram registrados em periodo de
vazante (setembro-21). Ja para fésforo total nos periodos de vazante (setembro-21) e
seca (novembro-21) os valores estavam abaixo do limite quantificacdo. A maior cota
registrada (11,02 metros), periodo de cheia (junho-21), correspondeu com a maior
mediana do parametro de extincdo de disco de Secchi (98,50 cm). E a menor cota
registrada (5,28 cm) teve a menor mediana (32 cm) no periodo de seca (hovembro-

20) (figura 8).

A transparéncia do rio Tapajos, de acordo com a comparacao dos nossos dados
com dados pretéritos, sofreu uma mudanca radical durante as ultimas trés décadas
de intensa colonizacdo (ROULET et al., 2000). Em nosso estudo a transparéncia
maxima foi de 172 cm (Suruaca, setembro-21), diferente do estudo realizado em 2011
(SILVA; PELEJA; MELO, 2019), no rio Tapajés, numa regido mais proxima a Santarém

(praia Maracand), onde a transparéncia maxima foi de 260 cm.
3.4 ANALISE DE COMPONENTE PRINCIPAL (ACP)

Foi feito o teste de correlacdo linear de Pearson entre as variaveis ambientais
(pH, temperatura, amoénia, clorofila a, fosforo total, nitrato e extincdo de disco de
Secchi) e essas foram mantidas no estudo por terem uma relagdo com o crescimento
de cianobactérias. Os parametros foram padronizados e em seguida, efetuamos uma
andalise de componente principal com a adicdo das microcistinas (soma dos valores

da porcéo extracelular) (tabelas 4 e 5, e figura 7).

PC 1 PC 2
oH 0,53738 -0,14452
Temp. (°C) 0,55832 -0,039279
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Améonia (mg/L) 0,39107 0,38315
Clof a (mg/L) -0,056402 0,31473
FT (mg/L) -0,24565 0,43015
Nitrato (mg/L) 0,41509 0,1446

Extingdo Secchi (cm)  -0,092582 -0,43448
>MC's 0,046636 -0,58052

Tabela 4 - Loadings da analise de componente principal entre as variaveis ambientais e as
microcistinas (soma da fracdo extracelular) com os componentes principais 1 e 2. Fonte: arquivo do

autor.
PC Eigenvalue % variance
1 2,01614 25,20
2 1,40994 17,62
3 1,11083 13,89
4 0,91725 11,47
5 0,82794 10,35
6 0,75625 9,45
7 0,60487 7,56
8 0,35678 4,46

Tabela 5 - Autovalores da andlise de componente principal entre as variaveis ambientais e as
microcistinas (soma da fragc&o extracelular). Fonte: arquivo do autor.
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amostragem s
O Seca, NOV-2020 IMC's
Cheia, JUN-2021 -3.00§
# Vazante, SET-2021
\ Seca, NOV-2021 35
Enchente, FEV-2022 Component 1

Figura 9 — Andlise de componente principal (ACP) das variaveis ambientais (pH, temperatura, amonia,
clorofila a, fésforo total, nitrato e extingdo de disco de Secchi) e as microcistinas (soma da fracédo
extracelular) nos periodos de seca (NOV-2020), cheia (JUN-2021), vazante (SET-2021), seca (NOV-
2021) e enchente (FEV-2022). Fonte: arquivo do autor.

Os testes estatisticos de ACP mostram uma ordenacao entre os periodos de

amostragem. Os autovetores de pH e temperatura tiveram um peso grande na andlise
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com mais de 50%, coincidindo com o valor maximo de pH (8,20) na comunidade de
Suruacéa (vazante, Set-2021) e com a temperatura maxima (33,1 °C) na comunidade
de Surucua (seca, Nov-2020). Os autovetores de ZMCs e extingao de disco de Secchi
se correlacionam principalmente nos periodos de vazante (Set-2021) e seca (Nov-
2021) do rio Tapajés. O autovetor de clorolfila a, que poderia indicar uma maior
concentracdo de MCs, estava mais correlacionado com periodos de enchente (Fev-
2022) e cheia (Jun-2021), com o maximo de 24,01 mg/L na comunidade de Suruaca,
Fev-2022. O autovetor de FT (Fosforo Total) teve uma correlacdo inversa com as
>MCs, apresentando uma maior ordenagédo com o periodo de enchente (Fev-2022) e
cheia (Jun-2021) do rio. Os autovetores de amonia e nitrato tiveram um peso baixo,
menor que 40%, e uma correlacédo inversa com as 2MCs, apresentando um maior
ordenamento com os periodos de seca (Nov-2020) e cheia (Jun-2021) do rio. Maiores
concentracdes de nutrientes (FT e nitrato) e transparéncia na cheia (Jun-2021) do rio
Tapajés, podem ter ajudado na producao de cianotoxinas. O fésforo e o nitrogénio sao
0s nutrientes mais utilizados nas demandas de divisdo e crescimento celular de
cianobactérias. E a transparéncia, que permite que a luz a penetre, também & um pré-
requisito para o crescimento. Com isso, ap0s se desenvolverem e aumentarem a
guantidade de células durante a cheia, as cianobactérias podem ter produzido as
cianotoxinas detectadas em diversos pontos em periodos posteriores, no caso
vazante (Set-2021) e seca (Nov-2021) do rio Tapajos. Com mais frequéncia na area
mais estreita do rio (P7-P11) e na comunidade de Parauda (P3) (figura 6b). A regido da
comunidade Paraua, apresenta locais de enseada, o que pode ter facilitado o acimulo
de células vivas e mortas de cianobactérias e consequentemente o registro de

cianotoxinas.

A crescente acdo humana na regido em torno do rio Tapajés, com despejos de
esgotos ndo tratados, desmatamento, garimpos ilegais e plantacfes agricolas de

grande porte leva ao carreamento de nutrientes para o rio (TNC, 2021). E com as
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condicbes de temperatura, iluminacdo abundante, enseadas e as aguas, no geral
claras do rio Tapajos proporcionam um ambiente favoravel para floracdes de
cianobactérias e producédo de cianotoxinas. A populacao ribeirinha do rio Tapajos
deste trecho, as que dependem mais do rio, pode estar mais suscetivel a
contaminag¢des por microcistinas, pois o tratamento das aguas superficiais para

consumo € praticamente inexistente ou ainda pelo consumo de peixes contaminados.
4. CONCLUSAO

A analise dos dados revelou que nenhuma amostra de aguas do rio Tapajés
ultrapassou o limite maximo recomendado pela OMS de 24 pg/L para agua de
recreacdo, contudo é preocupante a quantidade de amostras contendo cianotoxinas
no rio Tapajos, tendo em vista que as comunidades ribeirinhas consomem diariamente

estas aguas.

Os resultados mostrados na ACP mostraram que teve um maior ordenamento
da presenca de MCs com periodos de vazante (Set-2021) e seca (Nov-2021), com
maior peso em autovetores de temperatura, pH e extincdo de disco de Secchi. Os
registros de maiores valores de fésforo total na enchente e cheia indicam que as
cianobactérias comegam a se desenvolver e se reproduzem rapidamente utilizando
este nutriente e posteriormente, por muitas serem fixadoras de nitrogénio, conseguem
se manter nos periodos fluviométricos seguintes (vazante e seca). Estes dados sao

inéditos para a regido e para ambientes I6ticos no Brasil.
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