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Abstract: Remote sensing techniques using hyperspectralcdataetrieve some pigment optical properties of
cyanobacteria bloom and enhance the spatial mamgtonodels. In this way, the laboratory experimeqorted
here was performed using both radiometric and pigsiesampling to investigate the cyanobacteria
hyperspectral features of successive pigment disti The objective is to characterize the reflemtgproperties

of a simulated cyanobacteria bloom varying chlbsdia concentration from 1200 to 60 ug/L Chloroftay
(440 and 680 nm) and phycocyanin (620 nm) absarptiands were identified. In addition, fluorescence
emission in 660 nm, due to high phycocianin coregiain as a result of a low light photoadaptativas well
characterized. Another important feature identifiedhe infrared peak reflectance due to cell walttering.
This feature is also highly correlated with CHL@ncentration, the first derivative analysis in #i# shows a
0.91 correlation coefficient with CHL-a concentoai

Palavras-chave: Cyanobacteria bloom, phycocyanin fluorescence, orktiory experiment, cianobactéria,
fluorescéncia, ficocianina, experimento laboratoria

1. Introducéo

As cianobactérias séo frequentemente responséaweflopacoes de fitoplancton (Johnsen
et al., 1994, Funari e Testai, 2008) em resenadpregides estuarinas e costeiras (Carvalho
et al., 2007; Funari e Testai, 2008) porque aptasencontrole bioquimico versatil e
capacidade de rapida multiplicacdo Algumas espé@esanobactérias produzem toxinas de
acao hepatotoxicas que sdo liberadas quando otisereda célula e podem, em altas
concentracdes, prejudicar a cadeia tréfica e cantama agua usada para abastecimento
publico (Lee et al., 1995).

As técnicas de sensoriamento remoto podem reaqup@farmacdes sobre as
propriedades épticas das populacdes de cianokmc{@iando e Dekker, 2003; Kutser et al.,
2001, Han e Rundquist, 1997) contribuindo para anglua representatividade espacial e
temporal, tendo em vista as limitacbes apresentgmEes meétodos tradicionais de
amostragem de agua para o acompanhamento de #erad® cianobactérias. Os trés
principais grupos de pigmentos que determinam @wrigdades bio-Opticas de cianobactérias
sao: clorofila-a, com bandas de absorcédo em 44{beng; carotendides, absorcdo na regido
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do UV (Ultra-Violeta) e azul; e ficobiliproteinaspm absorcdo aproximada em 620 nm

(Rowan 1989 apud Johnsen et al., 1994). Além desstentificacdo de fitoplancton baseada

em dados hiperespectrais de refletancia in vivedee da resposta de foto-adaptacéo celular,
da resolucéo espectral utilizada nas medi¢besd#@idiet al., apud Johnsen et al., 1994), bem
como, da absorcdo pela agua, da presenca de @ommgmonentes opticamente ativos e da

geometria das células (Kirk, 1994).

A caracterizacdo hiperespectral de cianobactés@adas em laboratério pode fornecer
informacgdes importantes sobre feicdes espectramscéias desse grupo, permitindo que se
estabelecam relacdes entre as informacdes coletaxladiferentes niveis de aquisicdo dos
dados espectrais, desde radibmetros manuais ansagatais,

Nos corpos d’agua, entretanto, a resposta espeldrain dado género fitoplancténico
pode se misturar a de outros grupos e a outros @oenges opticamente ativos, tais como o
COD (Carbono Orgéanico Dissolvido) e SIS (Sdlidosrgi@anicos em Suspensao, tornando-se
dificil sua exata discrimina¢cdo e mapeamento.

Neste estudo, portanto, € proposta a caracterizdgdceflectancia hiperespectral de
cianobactérias manipuladas em tanque em altas mwacées de pigmentos com o objetivo
de estabelecer feicbes espectrais diagnostica® [s@a monitoramento.

2. Metodologia de Trabalho

De modo geral, o experimento consistiu em real@adidas espectro-radiométricas de
cultura isolada ddlicrocystis em alta concentracdo sucessivamente diluida equédate 20
litros, para proporcionar variacbes de concentraiggalorofila-a (CHL-a) entre 1200 e 50
ug/L, de modo a simular situacéo de floracéo.

2.1. Cultura celular

A cepaMicrocystis aeruginosa RST 9501 foi isolada de Torotama, regiao estuaima
Lagoa dos Patos, no Rio Grande/RS e mantida eimacakrado BG11 (Stanier et al., 1971)
nao salino, enriquecido de nutrientes (NaNR,HPQ,, MgSQ, entre outros), pH 8 e sob
lampada fluorescente com intensidade luminosa @8 R& em regime constante de 24 hs no
laboratério da Unidade de Pesquisa em CianobadaridURG (www.cianobacterias.furg.br)
Trata-se de uma populacéo de individuos uniceliladie-coloniais.

2.2. Radiometria

A reflectancia bidirecional foi calculada a pade medicbes de radiancia utilizando o
espectroradiometro Spectron SE-500 no intervalo pceendido entre 368 a 1114 nm
divididos em 250 bandas de 3 nm de largura (Steff®96). O calculo da reflectancia
bidirecional espectral (aqui denominado R) é aaaadére a radiancia espectrais da agua e a
de uma superficie lambertiana ideal, nas mesmadigii®s de iluminacdo e observagdo
(Milton, 1987). Neste caso foi utilizada uma plaeasulfato de bario (BaS0O4) calibrada com
uma placa padréo Spectrafbem laboratério como referéncia, equacao (1).

R(®,p,A) = Lapr/Lrd . KA 1)

Onde: R é o fator de reflectancia; La, radiancialdo; Lr, radiancia da placa referéncia;
K, fator de calibracad;, comprimento de onda.

Um tanque internamente pintado de preto fosco, @atar interferéncia na reflectancia
(Gitelson et al., 1999), com diametro de 34 cm¢@2de profundidade e capacidade de 20 L
foi utilizado para realizar as diluicdes e as maslicadiométricas da cultura. O radiémetro,
com FOV Field of View) do de 6°, foi posicionado a nadir a 40 cm da digie do tanque
como mostra a figura 1. As medidas foram obtidas daminacdo solar e realizadas nas

4748



Anais XIV Simpdsio Brasileiro de Sensoriamento Remoto, Natal, Brasil, 25-30 abril 2009, INPE, p. 4747-4754.

dependéncias da FURG (Fundacao Universidade Feailieflo Grande) em Rio Grande/RS
(32°01'14.89” S; 52°06'42.29” O) nos dias 27, 293@/05/2008 entre 11 e 13 hs com
angulacao zenital média de 60°. O fluxo de enesgjiar foi medido por um luximetro.

10:00 hs 14:00 hs

Figural: Geometria de aquisicao radiométrica deergento

A cada diluicdo realizada, isto é, substituicAcagea da cultura no tanque por agua, foi
calculada a média de 5 medi¢cGes da radiancia da di¢grnadas com leituras da placa de
referéncia. As diluicbes, bem como, as condi¢coe®sfericas em cada dia do experimento
estdo representadas na tabela 1. Nos dois prin@iaeso céu estava nublado, enquanto, no
terceiro dia havia sol entre nuvens.

Tabela 1: Dilui¢cdes efetuadas em tanque de 2& lércondicdes atmosféricas nos trés dias de
experimento.

dia 27/05 dia 29/05 dia 30/05
nublado (13000 lux) nublado (18000 lux) sol entre nuvens (55000 lux)
Diluicdo (L) % da matriz | Diluicdo (L) % da matriz | Diluicdo (L) % da matriz
- 100% - 100% - 100%
8 60% 5 75% 10 50%
5 45% 5 56% 10 25%
3 38% 5 42% 10 13%
1 36% 5 32% 10 6%
2 33% 5 24% 5 2%
3 25% 10 12% 5 0.4%
10 6%

Uma vez obtidas curvas de reflectdncia das 22c¢dés realizadas nos trés dias foi
aplicado um filtro de média de 3 pontos para dimimuruido do sinal. Para facilitar a
visualizacdo das curvas foi realizada a normalzaiz reflectancia me relacédo a regido de
absorcdo maxima por ficobiliproteinas em 617 nmst&mrmente, alguns algoritmos
preditivos de CHL-a séo gerados a partir da caréelacom os comprimentos de onda e suas
1° derivadas. A técnica derivativa € aplicada gdirainar o efeito de 1° ordem de absorcéo e

espalhamento da agua e realcar as variacdes pdasuzela absor¢cdo dos pigmentos (Han,
2005).
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2.3. Pigmentos

Amostras de 50 mL de agua foram retiradas do tangqge/ amostras do dia 27 para a
determinacao de clorofila-a (CHL-a) e ficobiliprivtas (FB) em HPLGHigh Performance
Liquid Chromatography), incluindo ficocianina (FC), aloficocianina (AFQicoeritrina (FE).
Para as demais diluicbes as concentracfes de piggrfenam estimadas em relacdo a matriz
de cultura celular cuja concentracao € conhecidém disso, foi lida a transmitancia em 710
nm e realizada contagem de células nas 7 amostras.

3. Resultados e Discussao

3.1. Feic¢des das curvas espectrais

Na semana de medi¢cdes houve a entrada de umaffiartem a formacéo de nuvens no
primeiro dia, as quais diminuiram no segundo at&rguterceiro dia o sol voltou a aparecer
entre nuvens (semi-encoberto).

O céu encoberto favorece o predominio de radiaésadproveniente do espalhamento
atmosférico. Assim, embora menos intensa (1600)) &uxadiacdo difusa atinge um volume
maior da 4gua no tanque quando comparada comag&itule radiacdo direta como ocorreu
no dia 30 (55000 lux). Nesse sentindo, quanto naioslume de agua atingido por radiacao
luminosa maior o espalhamento volumétrico e, ptotanaior a reflectancia média. Por outro
lado, quando se tem radiacdo direta provenientgotiposicionado a 60° azimute, boa parte
do volume do tanque é sombreada pela propria patedecipiente, condicionando menor
espalhamento volumétrico, menor zona eufética @magesultando em menor reflectancia
média (Figura 2-d).

Apesar das diferencas de intensidade entre osattjamas feicbes das curvas espectrais
foram comuns a todas as diluicGes efetuadas e pedenisualizadas na figura 2-a, onde as
curvas espectrais sdo normalizadas em 617 nm: $aledabsorcdo de CHL-a em 440 e 675
nm; forte absorgcéo por FC em 620 nm; pico de riftexsa na regiao do verde (550 nm); um
pico proeminente de fluorescéncia em 660 nm e lespanto na regido do IVP variando de
699 a 726. Em trés diluicdes houve um pico extrdmfluorescéncia da FC em 660 nm, uma
no dia 29 na diluicho em que foram substituidos litds de agua que resultou na
concentracdo de 116 ug/L de CHL-a e duas no diead@entracdes de 150 e 75 ug/L.

3.2. Pigmentos e Fotossistemas

Na tabela 2 tém-se os resultados das concentraf®egigmentos nas 7 amostras
analisadas. Percebe-se que as concentracdes Hbaiffioteinas também sdo elevadas mas
apresentam maior queda da concentracdo em fungabldigdes do que a CHL-a.

Tabela 2: Concentragcfes de pigmentos, transmit@meid@l0 nm e contagem de células
nas 7 amostras do 1° dia de experimento.

Contagem

Concentragdo Clorofil ~ Fibobiliproteinas  Ficocianina  Aloficocianin ~ Ficoeritrin ~ Transmitédncia  de células
(%) a (ug/L) Totais (ug/L) (ug/L) a (ug/L) a(ug/l) em 710 nm (%) (cels/mL)

100 1256 1344 923 324 97 42 12,231,000

60 802 624 389 98 136 59 6,278,000

45 563 479 233 132 114 67 3,556,000
38.25 501 378 168 141 70 71 2,718,000
36.33 445 280 45 150 85 72 2,666,000
32.7 411 183 74 49 60 75 2,324,000
24.52 305 117 67 9 41 80 1,315,000
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Em cianobactérias, o principal complexo de pigmeratbsorvedores de energia sdo 0s
ficobilissomas, que por serem hidrofilicos, se liaean perifericamente as membranas de
tilacoide. As ficobilissomas estdo associadas angas de reacao do fotossistema Il (PSIl) e
concentram as ficobiliproteinas, sdo elas: ficanes (FC), com absor¢do maxima em
615nm; aloficocianina (AFC), absor¢cdo em 650nntesiiitrinas (FE), absorgcdo maxima em
575 nm. A CHL-a, que por sua vez, apresenta baddaabsorcdo em 440 e 675nm, esta
localizada principalmente (80 - 90%) na membranéldodide e associada ao fotossistema |
(PSI) (Seppala et al., 2007). Os PS | e Il funamr@njuntamente e estao interligados por
uma complexa cadeia de elétrons excitados respeinséla geracédo do gradiente de protons
no limem do tilacoide para sintese de ATP (Ademodirifosfato), bem como, reducao
quimica de moléculas essenciais ao metabolisméacelu

a) b)

— 1256 ug/L [CHL-a]
—802 espalhamento
celular

28| —90uglCHLa

FLUOR 0.8 -
Ficoproteinas '

12 ; ; : - : ; , i

400 450 500 550 600 650 700 750 800 400 440 480 520 560 600 640 680 720 760 800
nm nm

1.6 — 1200 ug/L [CHL-a] 258 -
— 600

1.4 300 _— -dia27

— 150 244 - -dia29
12 1 —75 - dia 30
56 2.0

R%

T T T T T T T T T |
400 440 480 520 560 600 640 680 720 760 800 0.0

Figura 2: Curvas espectrais dicrocystis aeruginosa RST 9501 determinadas em
tanque laboratorial com energia solar e niveladas6d7 nm. a)Espectros do dia
27/05/08 com respectivas concentracdes de CHLnrdieaicdo das principais feicoes de
absorcéo (ABS), fluorescéncia (FLUOR) e espalhameetular; b) dia 29/05/2008
com agua controle; c) dia 30/05/2008; d) curvasedsgis originais, ou seja, sem
nivelamento em 617 nm.

Em geral, o PSIl além de servir como complexo anfgara auxiliar a CHL-a no
processo de absorcédo, € também responsavel pelag&g da excitacdo luminosa,
visto que a irradiancia flutua entre intensidadestantes e potencialmente inibidoras
(Kroon, 1994) e, por isso, € o principal dissipadoemissor de fluorescéncia. Em
cianobactérias onde o PSII esta associado concealsilissomas, a fluorescéncia das
ficobiliproteinas € maior do que a de CHL-a queaeassociado ao PSI pouco
fluorescente (Vermaas et al., 2008). Vermaas @Q8) identificaram as emissdes por
fluorescéncia maximas de ficocianina (650 nm), AB&5 nm), APC-b (675nm) e de
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CHL-a (690 nm) isolados da cianobacté8mechocystis. O rendimento de fétons

aproveitados para a fotossintese ou dissipadosdepia disponibilidade de nutrientes,
concentracdo de pigmentos, disponibilidade de luprmcipalmente, da condigcéo

luminosa a qual a populacéo de fitoplancton esdtattaptada (Kroon, 1994).

3.3. Fotoadaptacao e fluorescéncia

A adaptacao fotossintética a variagbes de irradidam escala de horas a dias é
condicionada a mudancas estruturais na célula calteoacdo na concentracdo de
pigmentos e nos componentes da cadeia fotossmtééicelétrons (Kirk, 1994). No
entanto, em mudancas repentinas do regime de iigdinem curto periodo de tempo, a
célula recorre a resposta rapida de dissipacdo P8lb através, principalmente, da
fluorescéncia (Kroon, 1994).

Nesse experimento, a cultura de Microcystis ediatemdaptada a um baixo regime
de 2000 lux. Com isso, teve aumentado o niumerecaneentracdo de ficobilissomas,
além de diminuir o nimero de componentes chavdsnaferéncia de elétrons, como
citocromos, plastoquinonas e ferrodoxinas (Kirk94)9 Assim quando exposta ao sol
em regime de 13000 a 50000 lux apresentou altasémide fluorescéncia pelo PSII
(Gitelson et al., 1999 e Schales et al. 1998), ddama evitar a fotoinibicdo celular. Isso
condicionou em todas as curvas obtidas o pico ftect&ncia em 660 nm, resultado da
emissao por ficobiliproteinas, em sua maioria,dianina. O mesmo raciocinio é feito
para as trés diluicdes que tiveram picos extrensofudrescéncia em 660 nm, ou seja,
quando se substituiu metade do volume do tanque ggoia pura (10 L). A
disponibilidade de luz para cada célula que restoutanque aumentou. Assim, a
resposta rapida das células foi de emitir o exceesenergia que os ficobilissomas
absorveram. Ja a emissao por CHL-a do PSII foiabaiyouco perceptivel, a ndo ser
pelas curvas (802 ug/L) e (501 ug/L) do dia 27, gpeesentaram ligeira elevacdo da
reflectancia em 690 nm.

3.4. Espalhamento Celular

Outra feicdo importante diagnosticada € um picaeallectancia proeminente na
regido do IVP (700 a 726 nm). Localizado entre cheasdas de absorcao (por CHL-a e
agua) é o resultado do espalhamento da radiacadpgrticulas em suspensao, nesse
caso, o espalhamento ocorre pela superficie dakmsél

Para concentracdes de CHL-a até 300 ug/L, comatigsegrupos de fitoplancton,
Gitelson et al. (1999) encontrou um limite de dsaadento em 715 nm. No entanto,
observa-se na figura 4-a que o espalhamento maxataosuperficie das células migra
até 726 nm em concentragdes em torno de 1000 ug/L.

Por outro lado, o pico de fluorescéncia maxima négra para comprimentos
maiores como o pico de espalhamento celular epfiaticamente constante em torno de
660 nm. Isso ocorre pelo fato da fluorescénciaesritante de um processo de emissao
fotoquimica definida pelos pigmentos que emitemmenmo mesmo comprimento de
onda que depende da composicéo dos pigmentos ho PSI

3.5. Algoritmos de estimativa de pigmentos

A regido do espectro que melhor se correlaciona @a@oncentracdo de CHL-a é a
do pico de espalhamento celular no IVP, sendo gerithos provenientes da 1°
derivada dos espectros que se mostraram com mapacidade de previsdo com
coeficiente de correlacdo (R2) alcancando 0.91 &mn im, também com valores
maximos na regido de espalhamento celular (figutg. 40s algoritmos para as
ficobliproteinas foram semelhantes aos da CHL-arégso nao foram apresentados.
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Figura 4: a) Picos maximos de fluorescéncia e bapanto celular em cada curva
espectral dos trés dias de experimentos; b) Ceateide correlacdo (R) e determinacéo
(R2) da CHL-a em funcéo da 1° derivada da reflextade 400 a 900 nm;

Em estudo na Baia Pensacola (Flérida/EUA) Han (R@@6ontrou uma correlagcéo
de 0.86 entre a concentracdo de CHL-a e a 1° diarigen 686 nm na Baia Pensacola
(Florida, EUA). No entanto, a concentracdo de CHtaaou de 1 a 36 ug/L, bem
abaixo das concentracOes estabelecidas no pressoth. Presume-se, portanto, que
com o aumento a concentracdo celular e da CHLfa¢® de espalhamento maximo
migra para comprimentos maiores e, consequentementemprimento, no qual ha
correlagdo maxima, também migra. Isto ocorre poauwencentracdo de CHL-a esta
relacionada com o numero de células, que, por ®m determina a feicdo de
espalhamento no infravermelho préximo.

4.Conclusdes

Embora a cobertura total da atmosfera por nuvetiszeeem média intensidade
luminosa quando comparado com radiacao diretalda sadiacédo difusa decorrente do
espalhamento atmosférico pelas nuvens garante qu@drte do tanque experimental
receba radiacdo. Dessa forma, o espalhamento vislomeé a reflectancia meédia nessa
situagcdo séo maiores do que em caso de radiagia dinde se tem sombreamento pelo
proprio tanque experimental reduzindo o espalhamgntumétrico e a reflectancia
média.

A fotoadaptacdo da cultura dklicrocystis aeruginosa RST 9501 a baixa
intensidade luminosa (2000 lux), ou seja, aumergoconcentracdo de pigmentos
acessorios (ficobiliproteinas) e reducdo de commesede transferéncia de elétrons,
resultaram em emissdo da radiagcdo em 660 nm peleedicéncia de ficobiliproteinas
localizadas no PSIl. Fenbmeno confirmado em 3 @adilRi¢cdes realizadas, onde se
obteve, apds grandes diluicbes de agua e aumeniatetsidade luminosa, picos
extremos de fluorescéncia em 660 nm.

Outra feicdo importante identificada foi a do ebpaiento celular no IVP que, ao
contrario da fluorescéncia em 660 nm, o pico maxuaoreflectancia migra para
comprimentos de onda maiores com 0 aumento da wacéo de células. Além disso,
essa feicdo foi que melhor prediz a concentracaGHle-a, a correlagdo maxima de
R=0.91 (p<0.05) foi obtida com a 1° derivada em it/
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