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Cianobactérias/cianotoxinas — procedimentos de coleta, preservacao e analise

Apresentacao

As cianobactérias sao micro-organismos procariotos, fotossintetizantes e que estao presentes
na maioria dos ecossistemas do nosso planeta. Dentre os aproximadamente 150 géneros
descritos, 40 estao relacionados com a produgao de algum tipo de toxina. Entretanto, a
medida que novas pesquisas sao feitas tem sido relativamente comum o fato de géneros
descritos como ndo produtores de cianotoxinas serem relatados como produtores. Deste
modo, a principio, qualquer cianobactéria pode ser considerada como potencialmente

produtora de cianotoxinas.

\

Até 1996, o estudo das cianobactérias abordava assuntos relacionados a “evolucao” dos seres
vivos, “taxonomia’, “sistemdtica”, “ecologia’, etc. A partir do referido ano, ap6s o evento
dos obitos de pacientes em uma clinica de hemodidlise no municipio de Caruaru-PE, em
decorréncia da contaminagdo da agua por hepatotoxina (Microcystina L-R), um novo olhar
foi direcionado ao estudo desses organismos. Pode-se afirmar, sem nenhuma restri¢ao, que
a tragédia da hemodialise, como assim ficou conhecida, configurou-se como um marco nas
mudangas de pensamento sobre as cianobactérias. Da mesma forma, no Brasil, a legislagdo
que rege as normas de potabilidade da agua foi adequada a essa realidade, estando suas
consideragdes atualmente descritas na Portaria Ministério da Satude, n°® 2.914, de 12 de

dezembro de 2011, destacando-se, até o momento, como o Unico pais a realizar tal feito.

A Portaria MS n°. 2.914/2011 estabelece a obrigatoriedade (Microcistinas e Saxitoxinas)
ou recomendagdo (Cilindrospermopsinas e Anatoxina-a(s)) para andlise de cianotoxinas.
Trata-se de uma etapa crucial, uma vez que a capacidade de detectar essas toxinas na agua de
consumo humano representa uma garantia de ndo expor os consumidores a riscos associados
a satde. Atualmente, existem varias metodologias, com diferentes limites de detecgéo,
especificidades e custos, capazes de identificar a presenca de cianotoxinas na dgua de consumo
humano. Nesse documento serdo discutidas algumas delas, focando principalmente nas mais
viaveis de serem implantadas em laboratérios da rede publica de saude.

Nesse sentido, a elaborag¢ao desse documento tem por objetivo abranger plenamente o tema
relacionado aos procedimentos de coleta, preservagdo e analise de cianobactérias/cianotoxinas
em mananciais utilizados para o abastecimento publico, sendo direcionado, principalmente,
para os profissionais de saude da vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e
dos laboratorios de saude publica, de forma a subsidiar as agdes relacionadas ao setor saude.



Secretaria de Vigildncia em Satde

O presente instrumento traz consigo, ainda, uma mescla de informagdes conceituais ja
preconizadas ao tema e curtos dialogos informais entre dois personagens: o Analista Cicero,
especialista em analise de cianobactérias/cianotoxinas e a Técnica iniciante Ana, futura
responsavel pela coleta e analise desses organismos e de seus metabdlitos secundarios,
que debatem duvidas sobre os procedimentos relacionados. O referido método didatico
serd utilizado durante todo o conteudo desse documento. E valido salientar que apesar
das informacgdes estarem direcionadas para as cianobactérias, os procedimentos aqui
mencionados sdo também aplicados aos estudos fitoplanctonicos e muitas vezes, ao longo
do texto, termos relacionados podem ser utilizados.
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Cianobactérias/cianotoxinas — procedimentos de coleta, preservacao e analise

1 Coleta de cianobactérias — procedimento de
amostragem e reconhecimento de floracoes

Ola Ana, espero conseguir repassar todas
as informacoes necessarias para realizagao

Tudo bem, Cicero! Estou ansiosa para
correta dos procedimentos de coleta. ’ P

aprender. Mas, por favor, antes de iniciar
qualquer coisa, gostaria de entender por que
é tao importante realizar corretamente uma
amostragem?

Fonte: SVS/MS.

1.1 Importancia do procedimento de coleta

A realizagao correta de uma amostragem, em qualquer area do conhecimento que requeira tal
procedimento, consiste em uma etapa de fundamental importancia pararepresentagao significativa
do ambiente e/ou ecossistema estudado. Nesse sentido, para o estudo das cianobactérias, a adogdo
de técnicas seguras e convencionais representam o alicerce principal para as andlises qualitativa
e quantitativa desses organismos. Atualmente, o monitoramento de cianobactérias, além de
servir a uma exigéncia legal, é uma das ferramentas mais eficientes na predigdo de floragoes
desses organismos e suas consequentes complicagoes, possibilitando alternativas preventivas e
amenizando seus efeitos.

1



Secretaria de Vigildncia em Satde

Agora entendi, a amostragem em qualquer campo da biologia, é a base
fundamental para pesquisa. Mas Cicero, em relacio
as cianobactérias, especificamente, qual a finalidade da coleta?
Qual o proposito ou objetivo de uma amostragem?

Bem, depende. Nesse caso, inicialmente, deve-se pensar
qual é sua pergunta, ou seja, o que vocé deseja responder ou
atender com a sua amostragem?

Fonte: SVS/MS.

1.2 Finalidade da coleta

A coleta deve ser definida de acordo com a necessidade de sua realizagdo, ou seja, em concordéancia
com sua finalidade. A partir de uma amostragem pode-se definir ou inferir inimeras suposi¢des
sobre a comunidade estudada e/ou o ambiente avaliado. A estratégia de amostragem ¢
fundamental para que as respostas ou objetivos do pesquisador sejam expressados. A estratégia
também definird as ferramentas de coleta (instrumentos de coleta) a serem utilizadas durante
a amostragem que, por sua vez, variam de acordo com o objetivo proposto. A seguir, veremos
potenciais exemplos de coleta aplicados as cianobactérias ou comunidades fitoplanctonicas,
apresentando suas respectivas estratégias e ferramentas de amostragem que podem ser utilizadas
para o atendimento dos objetivos.
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Cianobactérias/cianotoxinas — procedimentos de coleta, preservacao e analise

1.2.1 Avaliar a variabilidade espacial horizontal e/ou vertical das cianobactérias

Estudos de variabilidade espacial demandam maior esfor¢o amostral, podendo ser realizadas coletas
em diversos pontos do ambiente (espacial horizontal) ou em varias profundidades (espacial vertical).
A maior amplitude amostral nesses casos tem como finalidade contemplar diferentes microhabitats
ou compartimentos do ecossistema, gerando indicadores estatisticamente representativos. Em um
unico ambiente aquatico podem haver diversos compartimentos que, por sua vez, dependendo
da influéncia de fatores internos (temperatura da agua, profundidade, pH, fluxo de comunicagdo
com o sistema, tipo de solo, etc.) e externos (temperatura ambiente, vento, irradiancia, atividades
humanas, etc.), apresentam floras algais distintas. A morfometria do ecossistema configura-se
como um dos principais fatores de diferenciagdo para formagao de compartimentos em um sistema
aquatico. Quanto aos instrumentos necessarios para realizagdo da amostragem e atendimento do
objetivo proposto, deve-se utilizar recipientes de abertura larga como um balde, para coleta direta
da agua na superficie (estudo quantitativo); rede de plancton, para concentragao dos organismos
e ampliacgdo do numero de espécies identificadas (estudo qualitativo) e garrafa de coleta em
profundidade ou instrumento de fungdo semelhante (estudos quantitativo ou qualitativo), para
coletas em profundidades. As profundidades podem ser definidas de acordo com a penetracio de
luz, utilizando-se disco de Sechii, ou ainda, estabelecidas com alguma outra ferramenta de acordo
com a necessidade da pesquisa (Figura 1).

Figura 1 — Esquema representativo da distribuicdo de pontos de coleta para estudo da variabilidade
espacial fitoplanctonica e ilustracdes de equipamentos de coleta

Rede de plancton

Garrafa de coleta

@)

Disco de Sechii

Pontos de amostragem

- horizontais

Fonte: SVS/MS.
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1.2.2 Conhecer a variabilidade temporal das cianobactérias

Em pesquisas que tém como objetivo a variabilidade temporal deve ser estabelecido um tnico
ponto ou poucos pontos de coleta e realizar amostragens com periodos variando em torno das
horas (coletas nictimerais, acompanhamento do ritmo cicardiano, etc.), dias, semanas, meses ou
anos. Tais estratégias de amostragem favorecem a identificagdo de modelos de comportamento da
comunidade fitoplanctdnica, como por exemplo: a observagdo de padroes didrios, determinados
pela variacao daluz; padroes sazonais, identificados pelo estabelecimento dos periodos climaticos
e na ocasido de coletas por varios anos seguidos, em um mesmo ambiente, pode-se observar
padrdes de degradacgao, sejam estes provenientes de efeitos naturais ou artificiais. Os mesmos
instrumentos de coleta necessarios para avaliacdo quantitativa e qualitativa da comunidade sao
também utilizados para o atendimento do objetivo em questao.

1.2.3 Conhecer a diversidade das cianobactérias

Para o conhecimento da biodiversidade da comunidade ou de um grupo especifico, as coletas
sao mais simples. As amostragens devem ser realizadas em diversos pontos do ambiente, visando
maior amplitude amostral e em diferentes periodos climéticos, para contemplar espécies temporais
(sazonais). Amostragens que visam apenas a diversidade da comunidade sdo realizadas com o
auxilio de redes de plancton, recipientes de abertura larga e garrafas de coleta em profundidade.

1.2.4 Avaliar os efeitos ambientais sobre as cianobactérias

A resposta a influéncia dos efeitos ambientais nas cianobactérias deve ser estabelecida a partir de
amostragens em curtos intervalos de tempo e em um menor nimero de pontos ou estagdes de
coleta. O fator temporal deve ser bem definido evidenciando-se os limites de mudanca dos periodos
climéticos para a regido de estudo. O maximo de varidveis bidticas e abidticas que apresentem
relagdo com a comunidade devem ser abordadas. Para esse tipo de amostragem também utilizam-
se redes de plancton, recipientes de abertura larga e garrafas de coleta em profundidade.

1.2.5 Avaliar a presenca de cianobactérias em agua de hemodialise

A analise de cianobactérias em dguas utilizadas em clinicas de hemodialise ¢ uma exigéncia legal,
quando a resolugao que dispoe sobre a qualidade da agua para ser utilizada em clinicas de dialise,
a Resolucao da Diretoria Colegiada — ANVISA n° 154, de 15 de junho de 2004, Capitulo 8 -
Qualidade da dgua, considera que:

14
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8.2. A agua de abastecimento dos servigos de didlise proveniente da rede publica,
de pogos artesianos ou de outros mananciais deve ter o seu padrio de potabilidade
em conformidade com o disposto na Portaria MS n.° 518, de 25 de marco de 2004,
ou de instrumento legal que venha a substitui-la. (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2004, p. 14).

Dessa forma, para que a dgua possa ser utilizada em uma clinica de hemodidlise, deve-se obedecer
o padrao de potabilidade vigente (BRASIL, 2011), no qual observa-se referéncia as cianobactérias
e cianotoxinas.

Basicamente, existem dois tratamentos para a agua utilizada em clinicas de hemodialise: Sistema
de Deinonizagao (DI) e Sistema de Osmose Reversa (OR). Nesse caso, as coletas devem ser
realizadas nas torneiras antes (dgua da entrada da clinica) e depois (reservatério de agua tratada)
dos sistemas de tratamento de dgua da clinica, aproveitando o primeiro jato de dgua. A amostra
¢ coletada diretamente no recipiente, na presenca prévia do fixador ou fixada imediatamente
ap6s (o lugol ¢ mais indicado). O coletor deve estar munido de todos os EPIs necessérios (luvas,
jaleco e méscara). E importante observar a relagdo da dgua coletada com a sua procedéncia
(origem): trata-se de d4gua de manancial de abastecimento publico, pogo ou outra fonte? Sendo
de manancial, foi distribuida para clinica via carro pipa ou é fornecida pela concessiondria
responsavel pelo abastecimento? Sendo de pogo, é de propriedade da clinica ou de fonte externa?
Informagdes complementares sdo extremamente uteis na solugdo de problemas.

N

O padrao de potabilidade da agua utilizada em
clinicas de hemodialise encontra-se descrito
na RDC ANVISA n° 154/2004, que referenda a
Portaria MS n° 518/2004 ou outro instrumento
legal que a substitua. Atualmente, o padrao de
potabilidade no Brasil é estabelecido pela
Portaria MS n° 2.914/2011.

Fonte: SVS/MS.
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Cicero, mas no caso da satide publica,
deve-se seguir alguma orientagao
normativa, certo? Qual a legislacao
devemos seguir?

A\

Sim, Ana! Para a satide publica
interessa o que esta descrito na
Portaria MS n° 2.914/2011.

Fonte: SVS/MS.

1.2.6 Atender as recomendacoes da Portaria Ministério da Sadde n° 2.914, de 12
de dezembro de 2011

A questao das cianobactérias foi incorporada a legislacao brasileira, pela primeira vez, em 29
de dezembro de 2000, a partir da homologacao da Portaria Ministério da Satde n°1.469. Na
ocasido, o Brasil tornava-se o primeiro pais do mundo a incorporar tal questdo as normas de
potabilidade da agua para consumo humano regidas em seu territério. Atualmente, os critérios
relacionados as cianobactérias encontram-se dispostos na Portaria Ministério da Satde n° 2.914,
de 12 de dezembro de 2011, que revogou a Portaria Ministério da Satde n° 518, de 25 de marg¢o
de 2004. Abaixo encontram-se descritos os respectivos artigos e paragrafos que tratam dos planos
de amostragem relacionados a analise de cianobactérias:

§ 1° Para minimizar os riscos de contaminagéo da dgua para consumo humano com
cianotoxinas, deve ser realizado o monitoramento de cianobactérias, buscando-se
identificar os diferentes géneros, no ponto de captagdo do manancial superficial,
de acordo com a Tabela do Anexo XI a esta Portaria, considerando, para efeito
de alteragio da frequéncia de monitoramento, o resultado da ultima amostragem.
(BRASIL, 2011, cap. 6, art. 40, §1).

§ 4° Quanto a densidade de cianobactérias exceder 20.000 células/mL, deve-se
realizar a analise de cianotoxinas na agua do manancial, no ponto de captagio,
com frequéncia semanal. (BRASIL, 2011, cap. 6, art. 40, $40 ).

16



Cianobactérias/cianotoxinas — procedimentos de coleta, preservacao e analise

Agora que foram explicados os critérios de
amostragem estabelecidos pela Portaria MS n° 2.914/2011,
vamos apresentar alguns instrumentos e utensilios para
obtencio das amostras.

Fonte: SVS/MS.

1.3 Instrumento e utensilios para amostragem

Toda coleta de material bioldgico necessita de equipamentos ou instrumentos adequados para
amostragem, e com relacdo as cianobactérias e/ou fitoplancton ndo ¢ diferente. Nesse sentido,
apresentaremos a seguir alguns destes equipamentos e utensilios auxiliares, vastamente utilizados
em coletas de cianobactérias, os quais sdo adequados ao atendimento dos planos de amostragem
contidos na Portaria MS n.® 2.914/2011.

1.3.1 Rede de plancton

As redes de plancton sido mais conhecidas na sua forma conica com abertura circular (Figura
2a), apesar de existirem outras formas, como a cilindrica-conica e com aberturas quadrada
ou retangular. As redes apresentam um recipiente de coleta terminal (final da rede) que
armazena todo o material filtrado (Figura 2b). Podem ser utilizadas para o estudo quantitativo
de organismos zooplanctonicos, bem como fitoplancténicos, desde que o volume filtrado seja
determinado (conhecido). Para o fitoplancton sua utilizagdo estd melhor adequada ao estudo
qualitativo. Constituida por um tecido filtrante de nylon com diferentes aberturas de poro
(calibragao da malha), as redes selecionam e concentram os organismos de acordo com suas
dimensdes, sendo para o fitoplancton recomendado malhas de 20 a 25 micrometros. As amostras
sao obtidas através de arrastos que podem ocorrer horizontalmente, verticalmente ou de forma
obliqua (diferentes angulacoes) (Figura 2¢). Antes da amostragem deve-se lavar a rede com a
agua do proprio ambiente de coleta.

17
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Figura 2 — a — Rede de plancton em arrasto horizontal; b — Detalhe do coletor da rede;
¢ — Representacao dos diferentes tipos de arrasto

Fonte: SVS/MS.

1.3.2 Garrafa de coleta em profundidade

Existemalgumasvariedades de garrafas para coleta de agua em profundidades, tais como as garrafas
de Nansen, Nisken, Van Dorn, etc.,ambas desenvolvidas com a mesma finalidade. A garrafa de Van
Dorn ébastante utilizada em coletas de fitoplancton, trata-se de um equipamento de ficil manuseio
e eficiéncia na obten¢ao de amostras apropriadas para analise quantitativa. Constituida por um
tubo cilindrico, com volume determinado, a garrafa de Van Dorn apresenta um conjunto de tampas
ligadas a um sistema mecéanico de pressio. No momento do uso, o sistema deve ser ativado abrindo-
se as tampas e encaixando-as a um suporte, em seguida a garrafa é submergida até a profundidade
desejada através de uma corda graduada (Figura 3a e b). Posteriormente, um instrumento
denominado “mensageiro” ¢ langado através da corda para desativar o sistema e coletar a agua.
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A garrafa ¢ ideal para utilizagdo em mananciais de abastecimento que apresentam pontos de
captacdo em profundidades.

Figura 3 — a — Preparacao da garrafa de Van Dorn; b — Recolhimento da garrafa apds coleta

Fonte: SVS/MS.

1.3.3 Balde ou recipiente de abertura larga (boca larga)

Qualquer recipiente que apresente abertura larga pode ser utilizado para coleta de organismos
fitoplanctonicos na superficie (lamina da dgua até cerca de 25cm de profundidade) de um
ambiente aqudtico. A utilizagdo de um balde é uma boa op¢ao para esse tipo de coleta, na qual
a amostra obtida ¢ indicada para andlise quantitativa. Antes do procedimento deve-se lavar o
balde ou recipiente coletor com a agua do préprio ambiente e mergulha-lo na superficie para
obteng¢do da amostra. Pode-se utilizar uma corda amarrada a alga do balde para alcangar pontos
de captagdo de agua proximos aos pareddes de reservatorios (Figura 4a e b).

Figura 4 — a — Detalhe do balde de coleta com amostra de floracao; b — Vista parcial de paredao de
reservatorio onde ha captacao

Fonte: SVS/MS.
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1.3.4 Funil de vidro ou metal

Um funil de vidro ou metal representa um importante instrumento auxiliar no momento de
coleta, utilizado na ocasido de transposi¢ao da amostra do instrumento coletor para o recipiente
de acondicionamento (Figura 5a e b). Antes da transferéncia da amostra também deve-se lavar o
funil com a agua do préprio ambiente, tal procedimento ajuda a evitar sobreposi¢ao da flora de
diferentes pontos de coleta.

Figura 5 — a — Funil de metal; b — Demonstracao do uso do funil

- e

Fonte: SVS/MS.

1.4 Acondicionamento, preservacao, transporte e armazenamento
de amostras

Apbs a coleta com um dos instrumentos auxiliares anteriormente citados, as amostras obtidas
devem ser acondicionadas em recipientes com tampa, sendo estes de vidro ou plastico
(como os de polietileno) e em seguida, imediatamente fixados. Para melhor conservagao das
amostras, recipientes opacos (baixa transparéncia) ou “tipo &mbar” sio recomendados. Os
recipientes também podem ser envolvidos com algum material opaco, como papel madeira ou
aluminio. O volume dos recipientes e, consequentemente, das amostras podem variar bastante
dependendo do propdsito da coleta (realizagdo de analises em duplicata, triplicata, etc.). Para
o desenvolvimento de analise de cianobactérias, volumes entre 150mL e 500mL sao mais do
que suficientes. Os recipientes com as amostras devem apresentar um minimo de informagdes
para sua identifica¢ao (Figura 6). Para amostras ndo fixadas deve-se deixar um espago vazio de
pelo menos 1/3 do recipiente.
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Figura 6 — llustragdo de garrafa de acondicionamento de amostras com informagdes de identificagdo no rotulo

Fonte: SVS/MS.

1.4.1 Preservacao de amostras

A preservagido de organismos fitoplanctonicos pode ser realizada de inumeras formas e a escolha
da solugdo fixadora dependera das vantagens e desvantagens inerentes ao seu uso. Veremos
a seguir a viabilidade de algumas solugdes, ressaltando que o uso do formol e do lugol sdo
largamente aplicados e este ultimo bastante recomendado.

Transeau - Constituida por seis partes de agua, trés de dlcool etilico 95% e uma parte de
formalina (6:3:1), a solugdo de Transeau é vantajosa com rela¢ao a preservagao das estruturas
fitoplanctoénicas, sendo inclusive capaz de conservar flagelos. No entanto, devido a proporgao
de uso na razdo de 1:1 (uma parte da solugdo para uma da amostra), sua utilizagdo torna-se
desvantajosa, uma vez que necessita de um volume elevado.

Formaldeido - O formol pode ser utilizado na amostra em sua forma comercial, de 37% ou
40%, ou ainda, a partir de uma solugdo estoque de 20%, considerando que a concentragdo
final da amostra apresente-se entre 2% e 4%. A neutralizagdo do formol é uma recomendagio
importante, nesse sentido deve-se usar tetraborato de sédio (bérax Na2B40O7-10H,0) - 50
mL por litro de formol - ou bicarbonato de sédio (Na HCO,) - 50mL por litro de formol. O
formaldeido tem como vantagem o longo periodo de estocagem da amostra e a manutengdo da
cor original das células. Por outro lado, provoca a perda de flagelos, o que ndo representa um
grande problema para fixagdo das cianobactérias, no entanto é importante destacar que se trata
de uma substancia muito téxica quando ingerida, inalada ou ainda, quando em contato com a
pele, por via intravenosa, intraperitoneal ou subcutanea.
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Glutaraldeido - Comercializado a 25% ou 50%, o Glutaraldeido ¢ uma substancia altamente
toxica, sendo esta a sua principal desvantagem. Apesar da baixa volatilidade, é irritante para as
mucosas e requer muito cuidado no manuseio. Em seu favor ressalta-se a baixa altera¢ao nas
células e a possibilidade de uso em epifluorescéncia. As amostras devem apresentar concentragao
final de 1%.

Lugol - O preparo do lugol deve ser realizado da seguinte forma:

Dissolver 20g de iodeto de potassio em 200 mL de dgua destilada (misturar completamente);
posteriormente, adicionar 10g do iodo sublimado (puro).

A solu¢ao nido deve apresentar saturacdo de iodo, pois possibilita a formacao de cristais que
interferem na contagem das células. A supersaturagdo pode ser previamente testada, diluindo 1
mL da solugdo conservada em estoque, em 100 mL de dgua destilada. Se for percebido a formagao
de cristais de iodo, mais iodeto de potassio (aproximadamente 5 g) deve ser adicionado a solugao
inicial, repetindo-se o teste em seguida. Se ndo ocorrer formacao de cristais, 20 mL de acido
acético glacial devem ser adicionados. A solugdo necessita de estocagem em recipientes escuros,
de preferéncia do “tipo ambar”, sendo melhor conservada sob refrigeragdo (4°C).

O Lugol tem como vantagem a manuten¢ao de estruturas como flagelos e o aumento do peso
especifico das células algais, facilitando sua sedimenta¢do, o que o torna ideal para analise
quantitativa das cianobactérias. Desvantagens: se utilizado em excesso impregna nas células
dificultando a distingdo das estruturas; apresenta alta evapora¢ao, necessitando sua reposi¢ao em
amostras armazenadas por longos periodos e a exposi¢do a luz altera a sua composi¢do. A amostra
fixada com lugol acético deve apresentar uma coloragdo semelhante a Whisky, correspondendo
a cerca de 1% de sua concentragao final. Recomenda-se a colocagao gradativa (gota a gota) do
lugol na amostra, observando-se cuidadosamente o ponto de coloragdo, para que a amostra nao
apresente excesso do fixador.

1.4.2 Transporte de amostras

Amostras fixadas podem ser transportadas em qualquer caixa ou suporte que lhes conservem
ao abrigo da luz, ou até mesmo, em uma caixa térmica, sob refrigeracao (Figura 7a e b). Para
amostras nao fixadas deve-se manté-las resfriadas. Os recipientes devem estar bem fechados e
quando utilizados recipientes de vidro, deve-se ter o cuidado para preencher os espagos entre os
mesmos, a fim de evitar impactos e possivel perda de amostra.
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Figura 7 — a — Caixas térmicas para transporte das amostras; b — Detalhe das placas de gelo e
acomodacao das amostras

Fonte: SVS/MS.

1.4.3 Armazenamento de amostras

Antes ou ap6s a analise de uma amostra, dependendo do tipo de fixador utilizado e dos cuidados
durante o manuseio, pode-se armazena-la por longos periodos. No caso de amostras conservadas
com formol ou lugol, desde que sejam mantidas em condi¢cdes de baixa luminosidade (ou
totalmente escuro), com periodica renovagdo dos fixadores (principalmente, no caso do lugol),
podem ser preservadas durante anos. Amostras nao fixadas mantidas sob refrigeragdo (4°C)
podem conservar os organismos vivos durante 48 a 72h.

-

Com todos os passos para a realizacdo das coletas
definidos, vamos adiante descrever um breve resumo
do procedimento de coleta, propondo o quantitativo ideal
de amostragem e apresentam as etapas envolvidas.

A

Fonte: SVS/MS.
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1.5 Procedimento de coleta para analise de cianobactérias

Para cada ponto de coleta é necessario o recolhimento de trés (03) amostras:
I - Amostra viva:

Utilizada para a observac¢ao de movimentos que algumas cianobactérias apresentam, os quais sao
importantes para defini¢ao da espécie (andlise qualitativa). Pode ser coletada de forma direta com
o auxilio de um recipiente de boca larga, com rede de plancton ou com garrafa de profundidade.
A amostra deve ser acondicionada em um recipiente de polietileno denso (150 - 300mL), sem a
presenca de fixador, preenchendo dois tercos do volume e mantendo-a sob refrigeragdo desde o
momento pds coleta até o inicio da analise.

IT - Amostra fixada com formol:

Reservada para analise qualitativa, deve ser coletada diretamente com o auxilio de um recipiente
de boca larga, garrafa de profundidade, ou ainda, concentrada com rede de plancton. A amostra
deve ser acondicionada em um recipiente de polietileno denso (150 - 300mL), preservada em
formol, de forma que a concentragao final corresponda a 2 - 4% do volume total.

III - Amostra fixada com lugol:

Destinada a analise quantitativa das cianobactérias, tal amostra deve ser coletada diretamente
com o auxilio de um recipiente de boca larga na superficie e com garrafa para as profundidades
(para mananciais de abastecimento, no ponto de capta¢do). O acondicionamento deverd ser em
recipiente de vidro ou plastico do “tipo ambar” (150 - 300mL) e fixadas com lugol acético (1%).
Também pode ser utilizado um recipiente de plastico denso, envolvido com papel aluminio ou
madeira, desde que evite a incidéncia de luz. Quanto ao transporte, se mantido sob refrigeragao,
o lugol conserva melhor suas caracteristicas de preservagao.

1.6 Cuidados durante o procedimento de coleta

Algumas precaugdes devem ser tomadas durante o preparo do material de coleta e procedimento
de amostragem, objetivando a integridade do técnico e da coleta.
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1.6.1 Cuidados para o técnico

1 - Manipulagao de fixadores

Alguns EPI’s siao imprescindiveis durante a manipula¢iao das solugdes fixadoras e devem
ser utilizados pelo técnico desde o momento do preparo dos reagentes no laboratério até os
procedimentos de coleta, sejam estes no campo, clinicas de hemodiilise, estagdes de tratamento
da agua etc., sendo tais equipamentos: capela de exaustdo de gases (no momento do preparo das
solugdes), mascara, jaleco, sapatos fechados e calgas de malha grossa (tipo jeans);

2 - Coletas de campo

Para as coletas de campo, como as realizadas em pontos de captagdo nos mananciais, muitas
vezes o coletor se depara com ambientes favoraveis a presenca de animais peconhentos, onde o
uso de EPIs, tais como calgas de malha grossa e sapatos fechados tornam-se essenciais. Durante
o uso de embarcagdes, deve-se tomar o cuidado em utilizar coletes salva vidas.

1.6.2 Cuidados para a coleta

O ponto de partida para uma coleta segura e de qualidade ¢ a precaugdo. Nesse sentido alguns
cuidados sdo necessarios, a iniciar pela garantia das propriedades das solug¢des fixadoras.
Além da utilizagdo de reagentes de boa qualidade e procedéncia, o técnico deve testar com
antecedéncia se estes nao apresentam nenhum problema que possam comprometer a qualidade da
amostra. Sendo assim, para o formol, apds o preparo da solugio, deve-se confirmar a neutralidade
aferindo-se o pH e quanto ao lugol, ndo deve apresentar saturagdo de iodo, realizando-se o teste
citado anteriormente (item 4.2). O prazo de validade das solugoes deve ser respeitado.

Outros imprevistos podem ser evitados preparando-se para a coleta com antecedéncia. A
elabora¢ao de um check list no momento de organizagio do material e/ou equipamentos ¢é
de grande utilidade no sentido de evitar esquecimento ou excesso de componentes durante a
realizagao das coletas (Tabela 1). O ideal é nao exagerar na bagagem, no entanto alguns itens
como recipientes de coleta, por exemplo, devem ser levados a mais.
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Tabela 1 — Modelo de check list do material de coleta

Itens Material Quantidade Visto
1 Caixa para armazenar material de coleta 1 ok
2 Coletes salva-vidas 2 ok
3 Etiquetas e canetas para retroprojetor * ok
4 Corda (para o balde) * ok
5 Recipientes para qualitativo 2 (300mL) ok
6 Recipientes para quantitativo 2 (300mL) ok
7 Recipientes para amostra viva 2 (300mL) ok
8 Gelox 6 ok
9 Papel aluminio * ok
10 Pisseta com 4gua destilada * ok
11 Toalha de papel * ok
12 Luvas descartaveis 2 (pares) ok
13 Funil 1 ok
14 Rede de plancton * ok
15 Balde * ok
16 Garrafa para coleta * ok
17 Caixa térmica para as amostras (isopor) < ok
18 Planilha de registro da amostra * ok

Fonte: SVS/MS.
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1.7 Reconhecimento de floracoes

As floragdes de cianobactérias caracterizam-se pelo crescimento exagerado de uma ou mais
espécies em curtos espagos de tempo. Ao contrario do que se imagina as floragdes nao sio
exclusividade das cianobactérias, sendo um fato comum a outros grupos da comunidade
fitoplancténica. No entanto, ndo ha duvidas de que em ecossistemas aquaticos continentais
o desenvolvimento acelerado de cianobactérias trazem maior inquietagdo. As floragdes podem
permanecer no ambiente por um breve periodo ou mesmo perdurar ao longo de todo o ano,
dependendo das condigoes favoraveis encontradas no ambiente. O enriquecimento nutricional
do ecossistema aquatico é o principal fator de contribui¢do para ocorréncia de floragdes, estando
as atividades humanas relacionadas diretamente a crescente eutrofiza¢ao desses sistemas. Embora
tenha-se a certeza de que o fator mais agravante relacionado as floragdes diz respeito ao potencial
téxico intrinseco as cianobactérias, ha ainda outras consequéncias danosas relevantes: déficit
de oxigénio, degradagdo das caracteristicas cénicas do ambiente, liberagdo de substincias que
produzem odor e sabor desagradaveis na dgua, quebra do equilibrio do ecossistema, diminuicao
de espécies algais, etc. Neste sentido, algumas destas peculiaridades expressam sinais visiveis
para o reconhecimento das floragdes (Figuras 8 e 9). O aspecto esverdeado da agua formando
muitas vezes massas espessas (escuma) desses organismos podem constituir claras evidéncias de
floragdes. O odor e sabor caracteristico de geosmina, substancia quimica liberada por algumas
espécies de cianobactérias e que proporciona o que popularmente se conhece “por cheiro ou
gosto de terra’, também observado em peixes, configura-se como mais uma evidéncia de que
a floracio também pode ser de cianobactérias. E valido salientar que apesar desses indicios
passiveis de observagéo, o diagndstico de uma floragdo deve sempre ser acompanhado por uma
analise laboratorial qualitativa e quantitativa, pois nem toda agua verde ¢ sinal de floragao de
cianobactérias, assim como nem toda agua limpida ¢é sinal de pureza.

Figura 8 —a e b — Vistas parciais de floracdo no reservatério de Carpina — PE, novembro de 2005

Fonte: SVS/MS.
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Figura 9 — a, b — Vistas parciais de floracdo no reservatério de Carpina - PE, novembro de 2005; ¢, d —
Vistas parciais de floragao no reservatdrio de Mundal — PE, novembro de 2005; e, f — Vistas
parciais de floracao no reservatdrio de Tapacura - PE, marco de 2008

Fonte: SVS/MS.
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1.8 Roteiro resumido para amostragem

1) Conhecer a finalidade da coleta a ser executada, suas inten¢des e objetivos; entender o
porqué da realizacao da coleta. Este item é muito importante na eventualidade de aplicacdo do
bom senso;

2) Considerando que é um diagndstico de alta complexidade, entrar sempre em contato com o
LACEN para definirem as coletas, necessidade de afericdo de parametros abidticos, quantitativo
de amostras, dia e horario de entrega;

3) Elaborar em conjunto com o LACEN um cronograma de monitoramento dos ecossistemas;

4) Conhecer todos os procedimentos para execugao da coleta: equipamento utilizado, condi¢oes
de biosseguranga (EPIs), recipientes para amostragem, quantitativo de amostras, preservagao
(fixadores), transporte, acondicionamento, identificagao da amostra, etc.;

5) Preparar listagem prévia de todo o material que sera utilizado durante as coletas;

6) Se possivel, deixar a ficha de coleta previamente preenchida, faltando apenas as observacoes
de campo;

7) Durante as coletas, identificar corretamente os recipientes de amostragem, com o cuidado
de utilizar lapis apropriado para anotagao dos dados;

8) No campo utilizar rascunho para anotagao dos dados e ao final transcrevé-los para planilha
definitiva;

9) Para coletas realizadas em mananciais de abastecimento, ter percep¢ao para observar dados
relacionados ao ecossistema e ao tempo durante as coletas, como: cor da agua, presenca de
massas algais (floracdo), condigdes climaticas, condigdes da mata ciliar, presen¢a de comunidades
ribeirinhas, etc.;

10) Ao executar as coletas proceder corretamente quanto ao acondicionamento e transporte
das amostras, ter cuidado com o tempo para entrega das amostras vivas (sem fixadores);
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2 Coleta, preservacao e transporte das amostras de
agua para pesquisa de cianotoxinas

Ana! O tema agora ¢é coleta,
transporte e preservacio de amostras
de agua para analise de cianotoxinas.

Um dos aspectos
importantes na coleta

dessas amostras é
definir em que local do
reservatorio ira se coletar e
em qual profundidade.

Certo Cicero. Nesse sentido, o
que seria importante na coleta
dessas amostras?

Fonte: SVS/MS.

2.1 Definicao do local de coleta em mananciais

A definigdo do local da coleta sera em fun¢ao do objetivo da andlise: quanto maior o reservatorio,
mais complicado sera definir o local.

Caso o objetivo seja determinar se em um determinado reservatério ha ocorréncia de floragoes
de cianobactérias e, portanto, uma possivel produgdo de cianotoxinas, sera necessario fazer a
coleta em diferentes locais. Quanto maior o reservatdrio, maior sera o nimero de locais de coleta.
Reservatdrios grandes podem ter dreas mais sujeitas a eutrofizacao, em razao do recebimento de
efluentes ricos em nutrientes e, portanto, mais propicias ao aparecimento de floragdes. Por outro
lado, no mesmo reservatério podem existir areas mais protegidas, com uma menor disponibilidade
de nutrientes na d4gua, em que a probabilidade de ocorréncia de floragdes seja minima.
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Em reservatorios pequenos, trés pontos de coleta podem ser bastante representativos para se
saber se ha ocorréncia de floragdes de cianobactérias naquele ambiente.

Independente do tamanho do reservatério, um local obrigatério para a realizagdo de coletas
situa-se na regido proxima a parede da barragem (no caso de ambientes artificiais). Afinal, é para
14 que todas as aguas da bacia de drenagem fluem e esses locais acabam funcionando como uma
espécie de indicador da qualidade da agua de toda a bacia.

Se o objetivo da coleta for saber se hd ocorréncia de floragdo de cianobactérias produtoras de
cianotoxinas na agua que esta sendo captada de um manancial e, que apds tratamento, sera
distribuida para a populagao, o local de coleta deve ser na drea onde ¢ feita a captacao de dgua
(Figura 10).

Figura 10 — Paredao do reservatorio de Tapacura-PE, com indicacao do ponto de captacao

Ponto de captacao

Fonte: SVS/MS.
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2.2 Definicao da profundidade de coleta em mananciais

Apds a definicdo do local da coleta, resta agora definir o ponto de coleta, que deve ser visualizado
verticalmente e ndo horizontalmente. Ou seja, em que profundidade aamostra de agua sera coletada.

Muitas espécies de cianobactérias formadoras de floragoes, em razdo da presenca de aerétopos,
que sdo vesiculas contendo gas resultante do metabolismo e que as permite flutuar, tendem a se
concentrar na superficie, especialmente em dias em que a velocidade do vento é baixa. Por outro
lado, algumas espécies podem formar extensas floragdes a varios metros de profundidade, longe
da visao do coletor. Ademais, em dias de ventos mais intensos, as cianobactérias tendem a ter
uma distribui¢ao mais homogénea na coluna d’agua, ou seja, a densidade (células por mL) na
superficie ndo é muito diferente da densidade a 6 metros de profundidade.

Diante de tantas variaveis, em que profundidade coletar? Bem, vejamos as possibilidades e seus
pros e contras:

o Coletar amostras de agua em diferentes profundidades e mistura-las, criando uma amostra
composta. A desvantagem desse procedimento é que se ha uma maior densidade de cianobactérias
em uma profundidade, esta pode ser diluida com a dgua em que ha uma menor densidade de
cianobactérias, o que dificultara a analise de cianotoxinas, ja que também havera uma dilui¢ao
destas. Por outro lado trata-se de uma amostra mais representativa do ponto de coleta;

o Coletar apenas na profundidade em que esta sendo feita a captagdo da agua. Em alguns
reservatorios a captagdo de dgua pode estar a mais de 20 metros de profundidade, onde, muito
provavelmente a densidade de cianobactérias sera muito baixa. Muitas companhias adotam
este procedimento para evitar as floracdes, o que é correto. Entretanto, afim de se conhecer os
riscos, ou seja, presenga de cianotoxinas, deve-se coletar dgua também nas profundidades com
maior densidade de cianobactérias, geralmente, proximas a superficie. Visto que, em razao
da acdo de ventos mais intensos, a massa de cianobactérias que esta proxima a superficie, em
questdo de horas, pode ser levada a varios metros de profundidade;

Coletar amostras de agua nas profundidades em que as densidades de cianobactérias sejam
maiores. Este procedimento é o mais acertado, pois ird mostrar mais facilmente se trata-se de
uma floragdo de cianobactérias produtoras de toxinas.

2.3 Como coletar amostras em mananciais

As floragdes de cianobactérias, em razdo da espécie dominante e das condigdes ambientais,
podem ocorrer de diferentes maneiras, o que ird influenciar na metodologia de coleta. Como
estamos tratando da coleta de amostra para a analise de cianotoxinas, deve-se sempre objetivar a
coleta de uma maior quantidade de biomassa e menor de dgua.
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Floragoes de espécies que possuem uma extensa bainha de mucilagem, como Anabaena spp. e
Microcystis spp., tendem formar grandes agregados de células, possiveis de ser vistos a olho
nu, facilitando a coleta. Situagdes em que o vento ¢é forte o suficiente para levar esses agregados
para as margens e fraco para nao rompé-los, ha, muitas vezes, a formagdo de uma massa verde,
bem compactada, capaz de ser coletada com a méao (usando luvas).

Ja espécies como Cylindrospermopsis raciborskii, que ndo possuem uma bainha mucilaginosa
proeminente, ndo formam aqueles agregados e a floragdo tem um aspecto mais homogéneo.
Neste caso, é necessario empregar outros recursos para concentrar a biomassa.

2.3.1 Equipamento para coleta

Para a coleta de amostras em diferentes profundidades sao utilizadas garrafas coletoras, cuja
utilizagao esta explicada no capitulo 1 - Coleta de cianobactérias — procedimentos de amostragem
e reconhecimento de floragoes.

Caso a coleta seja feita subsuperficialmente, pode-se empregar um balde de 5 a 10 litros ou a
coleta diretamente em frascos plasticos.

2.3.2 Floracoes com baixa densidade celular

Neste caso, sdo utilizados procedimentos para aumentar a densidade de células por unidade de
volume, objetivando a obten¢do de uma maior biomassa em uma menor quantidade de agua.

1) Redes de plancton

O capitulo 1 - Coleta de cianobactérias — procedimentos de amostragem e reconhecimento de
floragdes explica todos os procedimentos para a utilizagao de redes de plancton.

Para o calculo da concentragdo de cianotoxinas, é necessario conhecer o volume de dgua que foi
passado pela rede. Neste caso, o procedimento mais facil é a coleta de 4gua com o auxilio de um
balde, onde se deve marcar previamente diferentes volumes (1, 2, 3, 4, 5 litros, etc.), e transferir a
agua diretamente para a rede. Este procedimento deve ser repetido até que o copo coletor tenha
uma alta densidade de células, ou seja, deve ficar bem verde.

Contudo, o balde sé pode ser utilizado para coletas subsuperficiais. Para a concentragdo de
amostras de diferentes profundidades, sera necessario coleta-las com uma garrafa de coleta em
profundidade (consultar o capitulo 1 - Coleta de cianobactérias — procedimentos de amostragem e
reconhecimento de floragées).
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A amostra concentrada no copo coletor da rede deve ser transferida para um frasco de vidro ou
plastico e armazenada em temperatura ambiente, preferencialmente dentro de um isopor. Nao
¢ recomendado resfrid-las ou congela-las, pois algumas cianobactérias sdo bastante sensiveis a
baixa temperatura e, a0 morrerem, liberam as toxinas para o meio aquoso. Esta recomendacéao
deve ser seguida caso a amostra seja posteriormente filtrada (ver Filtragdo), todavia pode ser
ignorada caso a amostra seja liofilizada (ver liofiliza¢ao), ou seja, as amostras poderdo ser
resfriadas e congeladas.

2) Filtragao

Amostras com baixa densidade também podem ser concentradas por filtragio. As membranas
mais utilizadas neste procedimento sdo as de fibra de vidro (borossilicato) com porosidade
inferior a 1,2 um e didmetro minimo de 47 mm. Para o processo de filtragdo sera necessario um
suporte de filtracdo de tamanho apropriado ao tamanho da membrana filtrante e uma bomba de
vacuo (Figura 11).

Figura 11 — Suporte de filtracdo para membranas de 47 mm de diametro conectado a uma bomba de vacuo

Fonte: SVS/MS.
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2.4 Preparacao das amostras

1) Filtracgao

Algumas vezes, em razdo da baixa densidade de cianobactérias, é necessario coletar no minimo 5
litros de agua. Caso as amostras ndo possam ser filtradas no campo, a mesma deve ser enviada ao
laboratdrio em temperatura ambiente, ou seja, mantida em caixa de isopor. Nao é recomendado
resfrid-las, pois algumas cianobactérias sao bastante sensiveis a baixa temperatura, conforme
descrito anteriormente.

A filtragao deve ocorrer preferencialmente até 24 horas apds a coleta. Uma desvantagem do
processo de filtragao é que caso haja cianotoxinas dissolvidas na agua, estas serao perdidas durante
este processo. Normalmente, a maior parcela das cianotoxinas sao intracelulares, entretanto, em
algumas condigdes, a concentragdo extracelular, ou seja, no meio aquoso, pode representar a
principal parcela de cianotoxinas de uma floragao.

Procedimento de filtragao:

o Filtrar em sistema de filtracdo a vicuo todo o volume da amostra ou volume suficiente para
saturar 8 membranas de borossilicato de 47 mm de didmetro. Tomar o cuidado para que o
vacuo nao seja superior a 40 mm Hg, o que pode provocar a lise das células;

 Anotar o volume filtrado por membrana e o total;

o Retirar a membrana do suporte do sistema de filtragdo com auxilio de uma pinga, dobra-la
cuidadosamente ao meio e envolvé-la com papel absorvente para retirar o excesso de liquido;

o Transferir as membranas, dobradas a metade, para um béquer;

» Casoaextragao de cianotoxinas ndo seja feitaimediatamente (consultar a cartilha Cianotoxinas:
conceitos bdsicos para analise), guardar os filtros a pelo menos -18°C;

« O material estd pronto para as etapas de extragdo e andlise;

Obs.: Existem bombas a vacuo manuais com as quais pode-se filtrar as amostras ainda no campo,
o que facilita o transporte das amostras, neste caso, apenas das membranas.

2) Liofilizac¢ao

No processo deliofilizagao, a d4gua da amostra, que deve estar congelada, é retirada por sublimagao,
ou seja, passa do estado sdlido (gelo) para o de vapor, o que garante uma maior preservagao
das cianotoxinas. Entretanto, ¢ um processo bastante demorado, chegando a durar alguns dias.
A liofilizagdo é mais aconselhada em amostras com uma menor quantidade de agua, ou seja,
naquelas concentradas por rede de fitoplancton ou em amostras de floragdo muito densas.
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Além da preservagao das cianotoxinas, uma outra vantagem da liofilizagdo ¢ que ele permite a
quantificagdo das cianotoxinas intra e extracelulares (Figura 12).

Figura 12 — Sistema de liofilizacdo composto por torre e camara de liofilizacao acoplados a bomba de alto vacuo

Fonte: SVS/MS.

Procedimento de liofiliza¢ao:

o Apds coletar a amostra, a mesma deve ser congelada a no minimo -18°C para posterior
liofilizagdo. Deve-se realizar os procedimentos descritos pelo fabricante do equipamento;

» Ao final do processo, restara apenas um material seco que deve ser guardado a pelo menos
-18°C e estard pronto para as etapas de extracdo e analise. Como se trata de um material que
facilmente se dispersa no ar, tomar cuidado para nao inald-lo (utilizar capela e/ou mascaras
apropriadas), pois pode conter cianotoxinas.
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2.5 Coleta: agua tratada

De acordo com a Portaria MS n® 2.914/2011, sempre que a densidade de cianobactérias exceder
20.00 células/mL ¢é exigida a analise de cianotoxinas na saida do tratamento, com frequéncia
semanal.

Nesse sentido, deve-se coletar uma amostra de dgua de 10 mL, que podera ser congelada até o
momento da andlise, e verificar a presenca de cianotoxinas através de ensaios imunoenzimaticos
(ELISA). Os procedimentos para analise por ELISA estao descritos no capitulo 4 - Conceitos
basicos para o estudo de cianotoxinas - principios de identificacdo e quantificagdo.

Conforme estabelecido pela Portaria MS n° 2.914/2011, quando detectada a presenga de
cianotoxinas na dgua tratada, na saida do tratamento, sera obrigatoria a comunicagao imediata as
clinicas de hemodidlise e as industrias de injetaveis.

Salienta-se que, de acordo com o Art. 40, § 5°, da referida norma, quando as concentragdes de
cianotoxinas no manancial forem menores que seus respectivos Valores Maximos Permitidos
(VMP’s) para agua tratada, serd dispensada a andlise de cianotoxinas na saida das estagdes
de tratamento.

2.6 Preparacao das amostras para analise por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os kits para analise de cianotoxinas foram validados para agua e, somente podem ser usados com
esta matriz. A concentragao de amostras de agua por extragdo em fase sélida ou andlise de tecidos
de animais nao é recomendada.

Como a grande vantagem do método ELISA ¢ o seu baixo limite de detecgdo, e a desvantagem
o0 seu custo, ele é mais apropriado para a andlise da presenca de cianotoxinas na agua tratada,
porém, somente apds aquelas terem sido identificadas na agua bruta do reservatorio (ver capitulo
4 - Conceitos bdsicos para o estudo de cianotoxinas — principios de identificagdo e quantificagdo.

A agua tratada deve ser coletada e submetida ao aparelho de ultrasom para o rompimento de
possiveis células de cianobactérias, que ap6s a morte liberam as cianotoxinas para o meio aquoso.
Na falta de aparelho de ultrasom, alternativamente, pode-se congelar e descongelar a amostra
duas vezes. Alguns fabricantes também recomendam filtrar ou centrifugar a amostra antes da
analise. O volume de dgua a ser coletado é muito pequeno, 10 mL é mais que suficiente, pois os kits
trabalham com volumes de amostra entre 20 e 100 pL. Para desenvolvimento da andlise deve-se
seguir o protocolo do fabricante dos Kits, enfatizando que ha diferencas entre os procedimentos
disponibilizados.
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3 Conceitos basicos para o estudo de cianobactérias —
principios de identificacao e quantificacao

Oi Ana! Animada para essa ; - - -
segunda etapa? Claro, Cicero! Continuo ansiosa para

aprender. Nao vejo a hora de conseguir
identificar e quantificar as cianobactérias.

Certo Ana, mas lembre-se: ha um consenso entre
pesquisadores dessa area, que diz ser necessario pelo menos

dois anos para execugido dessas atividades com um minimo "
de seguranga e apenas sua dedicagdo podera reduzir Tudo bem, Clce'ro.
esse tempo. Me esforgarei a0 maximo.

A

Fonte: SVS/MS.
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3.1 Entendendo conflitos sobre cianobactérias

Cyanophyta, Cianoficeas, Cyanophyceae, algas azuis, entre outras denominagdes, as
cianobactérias dentro de uma conceituagdo bastante generalizada siao organismos geralmente
microscopicos, uni ou pluricelulares, procariontes e fotossintetizantes (com “clorofila a”). Diante
de suas caracteristicas pode-se dizer que estruturalmente e fisiologicamente as cianobactérias
assemelham-se as bactérias e, funcionalmente, estdo mais préximas das plantas dos sistemas
aquaticos. Devido a essas constatagdes tais organismos sdo sistematicamente classificados em
dois importantes grupos:

Alga ou bactéria?

Fonte: SVS/MS.

1 - Botanica: Sao considerados vegetais procariontes, pertencem a Divisdo Cyanophyta de
acordo com o Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica - ICBN.

Reino: Metaphyta

Divisao: Cyanophyta

Classe: Cyanophyceae

Ordens: Chroococcales; Oscillatoriales; Nostocales e Stigonematales.
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2 - Bacteriologia: Sdo considerados bactérias fotossintetizantes, com clorofila a e produgio
de O,, pertencentes a Divisdo Cyanobacteria, de acordo com o Codigo Internacional de
Nomenclatura Bacteriana - ICNB.

« Reino: Bacteria

 Divisao: Cyanobacteria

Classe: Gloeobacteria; Chroobacteria; Hormogoneae

o Ordens: Gloeobacterales; Chroococcales; Pleurocapsales; Oscillatoriales; Nostocales e
Stigonematales.

Importante

1. Uma vez sabendo deste conflito, adote os termos apropriados para cada sistema, a sua escolha,
e mantenha a uniformidade da nomenclatura;

2. Quando o enfoque do trabalho é na area de saude, existe uma tendéncia na adog¢ao do sistema
de classificagao da Bacteriologia, nao sendo esta uma orientagdo ou regra geral;

3. Uma forma dos autores harmonizarem tal questdo em trabalhos cientificos é utilizar o termo
“algas e cianobactérias” ao destacarem informagdes sobre floras onde cianobactérias ocorram
junto a outros grupos;

4. Alga é um termo que nio expressa categoria taxonomica tendo sido utilizado para evidenciar
genericamente os grupos como algas pardas, algas verdes, algas vermelhas, algas cianoficeas,
diatomadceas, dentre outras.

3.1.1 Semelhancas e diferencas entre cianobactérias e bactérias

Semelhancas
1. Sao seres procariontes, ou seja, ndo possuem nucleo organizado;

2. Possuem parede celular constituida por substdncias quimicamente idénticas (glicopeptideos,
ac. muramico, 4c. aspartico, etc.);

3. Nao apresentam cloroplastos;

4. Habilidade na fixagdo de nitrogénio atmosférico.
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Diferencas
1. As cianobactérias utilizam autotrofia como via de regra;
. Nao possuem flagelos;

. Nao se reproduzem sexuadamente;

. As cianobactérias produzem O, na fotossintese;

2

3

4. Possuem maior complexidade morfoldgica;

5

6. Apresentam fotossistemas I e II (ao contrario das bactérias fotossintéticas);
7

. Apresentam diferentes pigmentos:

¢ Cianobactérias - clorofila a
* Bactérias - bacteriofila

3.2 Alguns grupos representantes da comunidade fitoplanctonica

Para iniciar os estudos com cianobactérias, o pesquisador deve sempre levar em consideracao
que estes organismos serdo encontrados na agua juntamente com outros grupos fitoplanctoni-
cos como, cloroéfitas, diatomadceas, euglenas, dinoflagelados, entre outros. Denominamos esse
conjunto algal de “comunidade fitoplanctonica” (Figura 13). O termo fitoplancton designa or-
ganismos fotossintetizantes que nao possuem movimentos de locomogao capazes de superar as
ondulagdes da agua nos ambientes onde situam-se, ficando ali flutuando “ao sabor das ondas” .
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Figura 13 —a — Pediastrum simplex Meyen; b — Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenaya &
Subba Raju; ¢ — Euglena sp.; d — Gomphonema gracile Ehrenberg; e — Merismopedia glauca
(Ehrenberg) Kiitzing; f — Gymnodinium sp

Fonte: SVS/MS.
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O pesquisador deve ter conhecimento das principais caracteristicas dos grupos que representam
a comunidade fitoplanctonica, com o objetivo de saber distingui-los das cianobactérias.

Cicero, quer dizer que também
precisamos saber as caracteristicas
dos demais grupos algais, além das

relacionadas as cianobactérias?

Exatamente, Ana! Deve-se ter um
minimo de conhecimento quanto aos
demais grupos para distingui-los
das cianobactérias.

Fonte: SVS/MS.

Nesse sentido, apresentaremos a seguir algumas caracteristicas basicas das classes fitoplanctonicas
mais comuns observadas em ecossistemas aquaticos brasileiros, com imagens de alguns dos seus
representantes e destacando as principais evidéncias observaveis ao microscopio que podem
ajudar na defini¢do dos taxons.

3.2.1 Chlorophyceae (algas verdes)

Sdo organismos eucariontes, parede celular as vezes ausente, celuldsica ou ainda glicoprotéica,
cloroplastos com forma e nimero variados (Figura 14). Quanto a organizagao celular sdo
unicelulares isolados ou coloniais, filamentosos ou parenquimatosos. A grande maioria
dos representantes sdo dulciaquicolas, mas existem espécies marinhas e também terrestres
(ambientes imidos). Podem apresentar dimensdes macroscopicas ou microscopicas. A ordem
Chlorococcales é a mais representativa na comunidade fitoplanctonica. Possuem estruturas
como estigma, pirendides e alguns grupos podem ter flagelos. Apresentam algumas espécies que

podem ser confundidas com cianobactérias quando nao identificados corretamente.
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Figura 14 —a — Kirchneriella lunaris (Kirchner) K. Mébius; b — Coelastrum cambricum W. Archer; ¢ —
Pediastrum duplex Meyen; d — Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat

Fonte: SVS/MS.

3.2.2 Zygnematophyceae (desmideas)
Organismos eucariontes, unicelulares ou coloniais, multicelulares filamentosos nao ramificados,

com total auséncia de flagelos e células divididas em duas semicélulas, muitas vezes com estruturas
de ornamentagao (Figura 15).
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Figura 15 — a — Euastrum bidentatum Ndgeli; b — Onychonema laevis Nordstedt

Fonte: SVS/MS.

3.2.3 Euglenophyceae (euglenas)

Sdo organismos eucariontes, unicelulares (maioria), flagelados e raramente coloniais, com
formas elipticas, globosas ou fusiformes, circulares em cortes opticos tranverssais (Figura 16). Os
flagelos, geralmente em numero de dois, raramente quatro, estdo inseridos em uma invaginagdo
e frequentemente, apenas um flagelo emerge. Nao possuem parede celular ou qualquer estrutura
rigida envolvendo-as, com excegao dos géneros Trachelomonas e Strombomonas, que apresentam
o que se conhece por teca ou ldrica, envoltorio resistente constituido por mucilagem impregnada
por sais minerais. As ldricas apresentam forma e ornamentagdo especifica para cada taxon. A
maioria é incolor e pequena parte possui cloroplastos. Apresentam externamente listras ou estrias
helicoidais e no seu interior podem ser vistos muitos granulos de polissacarideos (paramilo).
Apresentam também uma mancha ocelar (estigma) que faz parte do seu sistema fotossensivel.
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Figura 16 —a — Euglena oxyuris Schmarda; b — Phacus longicauda (Ehrenberg) Dujardin ¢ — Phacus
curvicauda Svirenko; d — Trachelomonas volvocina Ehrenberg

20 pm

Fonte: SVS/MS.

3.2.4 Bacillariophyceae (diatomaceas)

Sdo organismos unicelulares ou colonias, ndo possuem flagelos (exceto alguns gametas
masculinos), cloroplasto geralmente de cor marrom dourada, apresentam parede celular (frastula)
constituida por silica, dividida em duas metades denominadas valvas ou tecas (Figura 17). As
frastulas sao ornamentadas por finas estrias, importantes na identificagdo dos taxons. Dividem-
se basicamente em duas ordens: Pennales (simetria bilateral) e Centrales (simetria radial).
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Figura 17 —a — Stauroneis phoenicenteron Ehrenberg; b — Aulacoseira ambigua (Grunow) Simonsen;
¢ — Pinnularia maior (Kiitzing) Cleve; d — Pinnularia viridis (Nitzsch) Ehrenberg; e — Fragilaria
crotonensis Kitton; f — Cyclotella meneghiniana Kiitzing

o |
7/ J
% /,'///7/\/ :

// ‘e /
/////’//J,}‘/ ),

Fonte: SVS/MS.
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3.2.5 Cryptophyceae

Organismos eucariontes, unicelulares flagelados, com dois flagelos desiguais, células assimétricas
com face dorsal convexa e ventral achatada, cloroplasto com coloragio distinta (azul, castanho,
vermelha, verde etc.) (Figura 18).

Figura 18 —a — Cryptomonas sp.; b — Cryptomonas ovata Ehrenberg

Fonte: SVS/MS.

3.2.6 Chrysophyceae
Sao organismos eucariontes unicelulares (maioria) ou coloniais, flagelados ou nao (dois flagelos

desiguais), alguns representantes sao filamentosos. Cloroplasto apresenta-se com cor verde
dourado (Figura 19).

Figura 19 — a — Dinobryon sertularia Ehrenberg; b — Mallomonas caudata Ivanov

Fonte: SVS/MS.
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3.2.7 Dinophyceae (dinoflagelados)

Sao organismos eucariontes na maioria unicelulares, com algumas formas raras filamentosas,
apresentam dois flagelos desiguais situados em diferentes regides da célula (sulcos equatorial e
longitudinal). Apresentam placas celuldsicas, também denominadas “couraga” ou “armadura’,
cujo numero e disposi¢do sdo importantes para defini¢do do taxon.

3.3 Cianobactérias

Caracteristicas gerais

As cianobactérias nao apresentam nucleo definido e organelas, o que as constituem como seres
procariontes; nao apresentam flagelos e nao se reproduzem sexuadamente. Fazem fotossintese
utilizando a “clorofila a” e produzem oxigénio no final do processo, de forma semelhante as
plantas. Algumas ordens apresentam células especializadas (heterdcito e acineto) diferente das
vegetativas;

Acredita-se que as cianobactérias tiveram origem ha pelo menos 3,5 bilhdes de anos e figuram-se
entre os primeiros seres vivos que apareceram na Terra, sendo-lhes atribuida a responsabilidade
de terem possibilitado o inicio da formacao da atmosfera atual;

Sao encontrados nos mais diversos habitats: marinho, 4gua doce, aguas termais (temperaturas
acima de 60°C), neve, solo etc.;

Morfologicamente, as cianobactérias podem ser unicelulares ou coloniais e filamentosas sem
ou com ramificagdo (ramificagdo pode ser falsa ou verdadeira de acordo com o plano de divisao
celular). Podem apresentar envoltério ou bainha de mucilagem.
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Veremos a seguir as caracteristicas que definem cada ordem, lembrando
que para identificagdo das cianobactérias recomenda-se a utiliza¢ao dos
sistemas de classificacio de Komarek e Anagnostidis.

Dominio: Bacteria;
Reino: Fubacteria;
Divisdo: (Cyanobacteria;
Classe: Cyanophyceae; X

Ordens: Chroococcales; Oscillatoriales;
Nostocales e Stigonematales.

Fonte: SVS/MS.

3.3.1 Chroococcales

o Unicelulares, coloniais ou pseudofilamentosas (filamentos nio verdadeiros, sem conexio entre
as células) (Figura 20);

o Células cocdides (cilindricas, ovoides, esféricas);

« Divisdo celular em 1 (um), 2 (dois) ou mais planos perpendiculares;

o Podem ser planctonicas, bentdnicas, terrestres ou sub-aerofiticas;

o As células (individualmente) ou um grupo de células (colonias) podem apresentar envoltorio
mucilaginoso ou sistemas de hastes mucilaginosas.
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Figura 20 —a e b — Microcystis wesenbergii; ¢ — Chroococcus sp.; d — Coelomoron cf. tropicale;
e — Merismopedia glauca; f — Aphanocapsa sp.

Fonte: SVS/MS.
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Nossa, Cicero, a comunidade
fitoplanctonica é muito diversificada.

Ana, apresentamos aqui uma fra¢do muito pequena da comunidade, ha
muito mais para se conhecer. Nosso objetivo foi apenas dar uma idéia
de sua diversidade e apresentar caracteristicas de algumas classes que

podem diferencia-las das cianobactérias. Bom, mas agora vamos

ao que interessa, as cianobactérias.

Comunidade fitoplanctonica

Fonte: SVS/MS.

3.3.2 Oscilatoriales

 Apresentam organizagao filamentosa (Figura 21);

» Naio possuem células especializadas (heterdcitos ou acinetos);

o As células sdo arranjadas em seqiiéncias unisseriadas, denominada tricoma;
« Podem apresentar ou ndo bainha mucilaginosa;

o As células se dividem ao longo do eixo do tricoma em 1 (um) plano;

» A reprodugdo ocorre por fragmenta¢ao (quebra) do tricoma.
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Figura 21 —a — Pseudanabaena sp.; b — Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis & Komarek; ¢ —
Pseudanabaena sp.; d — Geitlerinema amphibium (C. Agardh) Anagnostidis

Fonte: SVS/MS.

Obs.: O filamento ¢é constituido pelo conjunto tricoma e bainha de mucilagem (conforme
esquema abaixo). Entre as células do filamento hd troca de substéincias.

.02
A0 ‘
po Tricoma

Filamento
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3.3.3 Nostocales

o Filamentos sem ramificagdes verdadeiras (podem ocorrer falsas ramificagdes);
o Tricomas unisseriados e divisdo celular em 1 (um) plano (Figura 22);

o Apresentam células diferenciadas das vegetativas: Heterdcitos - células responsaveis pela
fixagdo do N2; Acinetos - células de resisténcia, responsaveis pela reprodu¢iao do organismo
apos periodos em situagao adversa;

 Algumas espécies apresentam bainha mucilaginosa.

Figura 22 —a — Anabaenopsis sp.; b — Anabaena sp.; c — Aphanizomenon sp.; d — Raphidiopsis curvata
EE. Fritsch & M.F. Rich; e — Raphidiopsis mediterranea Skuja; f — Cylindrospermopsis
raciborskii (Woloszynska) Seenaya & Subba Raju

Fonte: SVS/MS.
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3.3.4 Stigonematales

» Organismos filamentosos uni ou plurisseriados com ramificagdes verdadeiras e presenca de
bainha mucilaginosa (Figura 23);

o Divisao celular em mais de 1 (um) plano, irregular;
o Podem apresentar heterdcitos e acinetos;
o Talo micro ou macroscépico;

o Seu habitat geralmente sdo locais preservados (indicadoras de ambientes oligotroficos)
(bentonicos, sub-aerofiticos e terrestres).

Obs.: Ndo é comum encontrar Stigonematales no plancton.

Figura 23 — a — Fischerella cf. maior Gomont; b — Fischerella sp

3.4 Anélise Qualitativa

A analise qualitativa consiste na identificagdo de espécies e baseia-se na observa¢do das
caracteristicas morfoldgicas, acrescido da medigdo dos organismos e de algumas de suas estruturas.
A seguir veremos os equipamentos, acessorios e substancias, essenciais ou nao, utilizados para a
analise qualitativa de cianobactérias, assim como, algumas importantes caracteristicas citologicas,
morfoldgicas, estruturais e morfométricas para definigao dos taxons:

a) Equipamentos e acessorios

o Microscopio 6ptico binocular;

o Centrifuga;

o Ocular de medicao (acessorio acoplado ao microscopio);

o Camara clara (acessorio acoplado ao microscopio);
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» Camara fotografica (acessorio acoplado ao microscépio);

o Sistema de epifluorescéncia (acessdrio acoplado ao microscdpio);

 Caixas de laminas e laminulas;

o Pipetas Pasteur (nao estéril).

Obs.: Os procedimentos que utilizam alguns destes equipamentos serao apresentados mais
adiante (item 3.5)

b) Caracteristicas taxondmicas

« Disposigao celular (unicelulares, coloniais ou filamentos).

Organismos unicelulares ou coloniais

» Formas e medidas celulares (comprimento, largura ou didmetro); plano de divisao celular;
arranjo celular (enfileiradas, agregadas, frouxas etc.); presenga, forma, textura e arranjo
da mucilagem; presenca, forma e disposicdo de hastes mucilaginosas; contetido celular
(granuloso, presenca de aerdtopos etc.); etc.

Organismos filamentosos

» Forma e medidas celular (comprimento, largura ou didmetro); forma, medida e arranjo
(emaranhado, isolado, paralelos, etc.) dos tricomas e filamentos; presenca de ramificagdes;
ramificagdes verdadeiras ou falsas; presenca de células especializadas (heterdcito e acineto);
presenca, forma, textura e arranjo da mucilagem; conteudo celular (granuloso, presenca de
aerotopos, etc.); tricomas com dapices iguais ou diferentes (iso ou heteropolares); septos
evidentes ou nao; etc.

c) Substancias auxiliares da analise qualitativa

o Cloreto de zinco iodado (para visualizagdo dos septos): preparar duas solugoes separadamente
e misturar uma gota de cada uma na lamina, sobre uma gota da amostra, antes de sobrepor
a laminula (Férmula: solugao 1 - cloreto de zinco, 20g de ZnCI2 + 85mL de dgua destilada.
Dissolver a uma temperatura entre 50-60°C; solu¢ao 2 — iodeto de potdssio, 3g de KI + 1,5g de
I2 + 60mL de agua destilada);

« Tinta nanquim (para visualizagdo da bainha mucilaginosa e flagelos);
o Azul de metileno (para visualizagao da bainha mucilaginosa).

Obs.: Existem outras substancias auxiliares mais adequadas a outros grupos fitoplanctonicos.
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Cicero, o que é necessario para a
montagem de um laboratdrio basico
de analise qualitativa e quantitativa de

cianobactérias?

Ana, realmente esse tipo

de analise requer poucos

equipamentos e pode ser

montado um laboratdrio

basico. No entanto, para

oferecer um servico
de saude piblica, com

seguranca e qualidade, é

necessario certa estrutura.

]
]

Fonte: SVS/MS.

3.5 Laboratério de Analises de Cianobactérias

Um laboratério para andlise qualitativa e quantitativa de cianobactérias deve apresentar a
seguinte estrutura:

A. Local para recepgio e registro de amostras;

B. Local para acondicionamento e processamento de amostras;

C. Sala de analises microscopicas;

D. Local para a emissdao dos laudos.

A. Local para recepg¢ao e registro de amostras

Apbs a coleta de agua (como especificado na cartilha de coleta de cianobactérias) a amostra
deve ser adequadamente registrada na unidade de pesquisa, em formuldrio préprio, constando
as seguintes especificagdes: n° da amostra, origem, procedéncia, data da coleta, ponto de coleta e
responsavel pela mesma.

B. Local para acondicionamento e processamento de amostras

E. Amostra viva

E Destinada a analise qualitativa a amostra viva deve ser analisada o mais rapido possivel em
microscopio bioldgico, utilizando-se camara de Sedgewick Rafter (Figura 24), base da cubeta
de Utermohl (+3mL) (no microscédpio invertido) (Figura 25) ou diretamente com o conjunto
lamina e laminula (Figura 26).
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Obs.:

o Os procedimentos com amostras vivas devem ser realizados até 12 horas apds a coleta,
evitando-se a perda significativa de organismos;

o O volume de sedimentacdo deve ser definido a partir da andlise prévia do numero de
organismos apresentados na amostra durante o estudo qualitativo. Se muitos organismos
forem visualizados (amostra aparentemente densa), deve-se escolher cubetas de volumes
menores para sedimenta¢ao, ja se forem observados poucos organismos, deve-se escolher
volumes maiores.

Figura 24 — Camara de Figura 25 — Camara de Figura 26 — Conjunto lamina
Sedgwick Rafter Utermohl Laminula

# MRG0 » Made m LS A

Fonte: SVS/MS. Fonte: SVS/MS.

Fonte: SVS/MS.

Amostra fixada com formol

Transfira + 40mL da amostra fixada com formol para tubos conicos de centrifuga, e centrifugue
a 2500rpm durante 20 min. Apds este procedimento, retire o sobrenadante e do sedimento, faga 3
laminas para observagdo em microscdpio bioldgico, visando a identificagdo dos taxons (Figura 27).
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Figura 27 — Representacao esquematica do procedimento da analise de amostras fixadas com formol

!
J
e

Amostra fixada com lugol

Fonte: SVS/MS.

Apés a observagao prévia da amostra, com a identificagdo dos taxons e definicao do volume
de sedimentagdo estabelecido, deve-se transferir aliquota representativa para uma camara
de Utermohl (Figura 28), destinada a analise quantitativa de organismos fitoplanctonicos
em microscopio invertido. Deve-se colocar a cubeta em superficie plana, livre de vibragoes,
préximo ao microscopio e despejar a aliquota definida, aguardando por periodo determinado
em concordincia com o volume de sedimentagao. Alguns autores asseguram que a completa
sedimentacao dos organismos s6 ocorrera por tempo igual em horas, a pelo menos trés vezes a
altura da cAmara em centimetros. Outros recomendam de 2 - 4 horas por centimetro. Na pratica,
amostras em cubetas até 25mL permanecem sedimentando por 24h e acima deste volume, 48h.
Apos o tempo de sedimentagdo deve-se deslocar a torre para descarte do volume sobrenadante e
conduzir a base para quantifica¢io.
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Figura 28 — Representacao esquematica do procedimento de sedimentacao de amostras

Fonte: SVS/MS. 2

Obs.: Se no momento da analise for observado niimero excessivo de organismos,que inviabilize a
contagem, a amostra deve ser diluida e realizada nova sedimentagdo. Ao final do célculo realiza-
se a correcao (Ex: Diluigdo da amostra em partes iguais (1:1), multiplicar o calculo final de células
por dois).

C. Sala de analises microscépicas

Um laboratério de andlises qualitativa e quantitativa de cianobactérias deve ter um local
reservado para os ensaios microscopicos, de preferéncia individualizado, onde constarao apenas
os microscopios (biologico e invertido), seus acessorios e literatura especializada para consulta.

D. Local para a emissao dos laudos
De forma semelhante, o laboratério deve apresentar uma sala individualizada para emissao de
laudos, arquivamento de documentos e registros dos procedimentos.
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3.5.1 Resumo dos equipamentos e acessdrios do laboratorio

a) Microscdpios bioldgico trinocular e invertido binocular para pesquisa qualitativa e quantitativa
de cianobactérias, respectivamente (opcionais: sistema de captura de imagem, monitor, cimara
clara, sistema de epifluorescéncia) (Figura 29);

b) Conjunto de camara de Utermohl combinada de 5, 10, 25, 50 e 100mL*;
c) Camara de Sedgewick Rafter (1 e 2 mL);

d) Caixa de laminas p/ microscopia;

e) Caixa de laminulas p/ microscopia (standard);

f) Pipeta Pasteur (ndo estéril), para transferéncia de amostras (0,5 - 3,0mL);
g) Macropipetador;

h) Pipetas Graduadas - Capacidade 10 e 20mL (1/10 - Divisoes 0,1mL);

i) Centrifuga e tubos acessorios.

* A base do conjunto da camara de Utermohl apresenta volume variado entre 1 — 3mL.

Figura 29 — Microscépio bioldgico trinocular com camara clara, monitor acessério para microscopia
(opcional) e microscépio invertido binocular

Microscopio Microscopio
biologico invertido
trinocular

a

Fonte: SVS/MS.
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3.5.2 Biosseguranca no laboratério

Considerando que todas as atividades desenvolvidas em laboratério devem ser realizadas de
forma cuidadosa e que o técnico analista de cianobactérias estara lidando com organismos
potencialmente tdxicos, prejudiciais a satide, além de manusear substancias com certo grau
de toxicidade, todos os procedimentos deverdo esta em conformidade com o que determina a
norma ISO n° 17025, do INMETRO, que da orientagdes sobre como deve-se proceder analises
laboratoriais (ex.: biosseguranga, registros, competéncia dos técnicos e auxiliares, etc.).

Nesse sentido, como orientacdes basicas, durante o manuseio de amostras e substancias, o
analista deve fazer uso de Equipamentos de Proteciao Individual (EPIs), como luvas de latex,
jaleco, mascaras de protecao para gases toxicos e sapato fechado. Deve-se ter cuidado especial ao
manusear formalina (formol), pois esta substincia esta relacionada pelo IARC (OMS) como um
possivel causador de céncer.

Enfim, vamos iniciar a etapa de quantificagao de cianobactérias, o
que requer muita atengao e pratica. A contagem sé deve ser realizada
com o conhecimento prévio da amostra e identificacao das espécies
abundantes. Antes do procedimento de contagem também necessita-
se de algumas estratégias, que variam de acordo com a morfologia das
cianobactérias observadas na amostra.

Fonte: SVS/MS.

3.6 Preliminares da contagem de cianobactérias

De acordo com a forma das espécies (unicelulares, coloniais, filamentosas retas, filamentosas em
espiral, etc.), antes da contagem alguns procedimentos devem ser realizados, com o objetivo de
facilitar a quantificacao dos organismos.

a) Formas unicelurares (ex. Synechocystis sp., Chroococcus sp., Synechococcus sp., etc.): Para
espécies com esse formato ndo ha estratégia prévia e devem ser contadas diretamente nos campos
de observagdao do microscopio, registrando-se o total de células em cada campo visualizado em
uma planilha de contagem (Figura 30);
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Figura 30 — Modelo de planilha para contagem de cianobactérias

Amostra: I Origem: | I Procedéncia: I I Data: I
CIANOBACTERIAS CAMPOS 10 CAMPOS 20 | Total

Fonte: SVS/MS.

b) Formas filamentosas constrictas (ex. Pseudanabaena sp., Limnothrix sp., etc.): Inicialmente,
em um microscopio bioldgico, deve-se contar as células de pelo menos 20 filamentos (organismos
e/ou individuos) de cada espécie e calcular a média do numero de células/filamento. No momento
da contagem deve-se quantificar o numero de organismos para cada campo de observagao do
microscopio e, ao final da contagem, multiplicar o total de organismos contados pela média de
células anteriormente calculada.

c) Formas filamentosas ndo constrictas (ex. Planktothrix sp., Raphidiopsis sp., etc.): Filamentos
ndo constrictos quando observados em aumento de 100x, muitas vezes possibilita visualizagdo
dos limites celulares (septos). Nesses casos, inicialmente, deve-se realizar as medi¢des do
comprimento de pelo menos 4 células por filamento, repetindo tal procedimento 20 vezes. Ao
mesmo tempo deve-se obter o comprimento médio desses 20 filamentos. Em seguida, calcular
a média de células por filamento: dividindo a média do comprimento das células pela média
do comprimento dos filamentos. Nos casos onde nao é possivel medir o comprimento celular,
recomenda-se a utilizacdo da média do comprimento celular de descri¢oes disponiveis em
literatura pertinente (a média do comprimento dos filamentos é realizado da mesma forma
anterior). Durante a contagem registra-se o numero de filamentos observados nos campos e, ao
final, multiplica-se o nimero quantificado pelo valor médio de células por filamento obtido.

d) Formas filamentosas espiraladas (ex. Anabaena sp., Spirulina sp., Arthrospira sp., etc.):
Inicialmente deve-se contar as células de uma espira e multiplicar pelo nimero de espiras do
organismo. Tal procedimento deve ser realizado para pelo menos 20 filamentos de uma espécie.
Em seguida, calcular a média do nimero de células/filamento. O procedimento de contagem ¢ o
mesmo citado para as formas filamentosas anteriores.

e) Formas unicelulares coloniais (ex. Microcystis sp., Aphanocapsa sp., etc.): Para calcular a
média de células de organismos coloniais deve-se utilizar como instrumento auxiliar o reticulo
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de Wippler (Figura 31a) (acessorio reticular para acoplagem na ocular do microscopio) e
promover os seguinte passos: 1°) sobrepor o reticulo de Wippler na colonia (Figura 31b); 2°)
contar o numero de células em 10 quadrados menores do reticulo de Wippler, aleatoriamente
(Figura 31c); 3°) efetuar o passo anterior (2°) para pelo menos 20 coldnias e calcular a média de
células/quadrado menor; 4°) realizar os passos anteriores para cada espécie colonial observada.
Durante a contagem, sobrepor o reticulo nas colonias, contar o nimero de quadrados menores
recobertos pela colonia (Figura 31d) e multiplicar esse quantitativo pela média do nimero de
células/quadrado menor, anteriormente obtido.

Obs.: Algumas espécies podem apresentar uma s6 camada de células (ex.: Radiocystis fernandoi),
duas camadas (Sphaerocavum brasiliensis) ou ainda trés camadas (ex,: Microcystis aeruginosa).
Nesse sentido, assegurando-se desta informagéo, ao final da contagem deve-se multiplicar o valor
encontrado no célculo anterior pelo nimero de camadas de cada organismo.

Figura 31 —a — Reticulo de Wippler; b — Detalhe do quadrado menor; ¢ — Simulacao do calculo da média
de células em um quadrado menor; d — Simulacao de contagem de células em uma coldnia

Quadrado
menor

Reticulo de
Wippler

Fonte: SVS/MS.
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As metodologias de quantificacao de cianobactérias que
vamos trabalhar consistem nos métodos de Utermohl
(1958) e de Sedgwick Rafter. Para o primeiro, devemos antes
desenvolver alguns calculos.

A=w xR

x=3,1416

Fonte: SVS/MS.

3.7 Contagem de cianobactérias

Existemalgumastécnicas de quantificagdo de células fitoplanctdonicas,bem como de cianobactérias,
as quais sdo ajustadas ao uso do microscépio biolégico, como os métodos de Sedgewick Rafter,
Palmer Maloney, Petroff Hausser e Neubauer, e ao microscépio invertido, Utermohl. Por se tratar
dos métodos mais difundidos e aceitos pelos pesquisadores da area, iremos detalhar os métodos
de Utermohl (1958) e Sedgwick Rafter (2004).

3.7.1 Método de Utermohl

Como anteriormente mencionado no item 3.5, subsec¢ao “Amostra fixada com lugol’, o principio
da contagem com camaras de Utermohl é a sedimentagdo dos organismos dentro de um volume
predeterminado. O método, descrito por Utermohl (1958), consiste na quantificagdo dos
organismos em campos aleatorios ou campos alinhados em transectos verticais ou horizontais
(Figura 32).
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Figura 32 —a — Desenho do fundo da camara de Utermdhl com campos de observacao aleatérios; b —
Desenho do fundo da camara de Utermdhl com campos em transectos vertical e horizontal

a b

Campo de

= Transecto
observagao

vertical

Fundo da
camara

®0) | . Tra[lsecto

horizontal

QOO

Fonte: SVS/MS.

| — Assessorios e ferramentas

Para o célculo da densidade (células/mL) de cianobactérias pelo método de Utermohl, o técnico
necessita de alguns acessorios e ferramentas (lamina micrométrica, reticulo micrométrico e
paquimetro de precisao) para definicdo de valores a serem utilizados durante os calculos.

Lamina micrométrica - LM: Lamina para calibracdo de microscdpios, de dimensdo semelhante
a uma lamina padrao de analise, apresenta régua microscopica gravada na porgdo central, com
dimensdo de um milimetro que, por sua vez, encontra-se dividida em 100 partes (1/100mm),
entre as quais ajusta-se 10pm (Figura 33).

A lamina micrométrica ¢ utilizada para o célculo da area do campo em diferentes objetivas, da area
do reticulo de Wippler e do fator de conversao para o reticulo micrométrico acoplado a ocular.

Figura 33 — Desenho do fundo da cdmara de Utermohl com detalhe da régua

__—— 10um

:___:__,,____ hmbwﬁp]mmnqn (T |||||‘| i ]HHI | ||||l|i|‘|| |]||1|‘ | | ﬁ

0.01mm

Fonte: SVS/MS.

Reticulo micrométrico - RM: Consiste em uma tipo de “pelicula” ou “laminula” plastica que
apresenta uma escala reta (Figura 31) ou em cruz, que mede geralmente 10mm subdivididos
em 100 partes, ajustada para ser acoplada em uma das oculares do microscdpio. O reticulo é
utilizado para aferir as dimensoes celulares.
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Figura 34 — Desenho do reticulo micrométrico com detalhe da escala em linha reta

b

S0 60 70 20 S0 WO

Fonte: SVS/MS.

Paquimetro: Instrumento de medida de dimensdes lineares internas, externas e de profundidade
de um objeto, como por exemplo, a medida do didmetro interno de um circulo (Figura 35).
E utilizado para medir o didmetro interno da cAmara de Utermohl, para posterior clculo da drea
do fundo da cAmara.

Figura 35 —a — Paquimetro (profissional); b — Simulacdo da afericdo do didmetro interno da cubeta de Utermohl

Fonte: SVS/MS.

Il — Calculos de areas, reticulos, campos e camara de Utermahl

1 - a) Célculo da area do reticulo de Wippler - RW; b) Sobrepor a marca da origem, esquerda da
lamina micrometrada - LM sobre a primeira linha vertical esquerda do RW (lado da base - b); c)
Contar quantas unidades da LM estdo inseridas entre a primeira e a tltima linha vertical do RW;
d) Multiplicar as unidades contadas por 10 (dez), que corresponde ao nimero de micrometros
em cada uma das unidades da LM; e) Repetir os procedimentos anteriores sobrepondo a marca
de origem esquerda da LM sobre a linha superior horizontal do RW (lado da altura - h); f)
Calcular a drea do RW (A =b x h) em cm? (Figura 36).
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Figura 36 — Simulacao do calculo da érea do reticulo de Wippler

a b

Reticulo de
Wippler (RW)

bbbt | e

Lamina micrometrada (LM)

“h

!) 350um e —
\ 350pm>

%x 10 = 350um

f

Conversao:

Se, 1 cm = 10000um
Logo, 350um / 10000um
= 0,035cm

b x h = 0,035 x 0,035 = 0,001225cm?

Fonte: SVS/MS

2 - a) Calculo de conversao das unidades do reticulo micrométrico - RM em pm; b) sobrepor
a marca de origem esquerda da LM sobre a marca de origem esquerda do RM e identificar a
primeira coincidéncia entre as marcas das duas escalas, apds 50% do RM; c) Contar as unidades
da LM (converter em micrometros) e do RM até o ponto de coincidéncia; d) Calcular o valor de
conversdo dividindo o nimero de unidades da LM (em micrometros - um) pelas unidades do

RM (Figura 37).
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Figura 37 — Simulacao do calculo de conversao das unidades do reticulo micrométrico em um

a b

Reticulo micrométrico
(RM)

Lamina micrométrica (LM) ‘#lll#l*ll‘ﬂ{lllﬂllllkllhl}lllm{ﬂlﬁﬂ)I!*I}II#II-:

LM /RM = 480 /60 = 8,0um

Fonte: SVS/MS.

3 - a) Calculo da area do campo da objetiva; b) Situar a LM sobre a maior extensdo do didmetro
da objetiva (passando pelo centro) e coincidir o limite esquerdo da LM com o limite esquerdo do
didmetro do campo; c¢) Contar as unidades contidas neste didmetro e multiplicar por 10 (dez); d)
Calcular a drea da objetiva em cm2: A = m x R2 (Figura 38).
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Figura 38 — Simulacao do cdlculo da area do campo da objetiva

Objetiva

Lamina micrométrica (LM) W

C d Conversao:

Se, Tem = 10000um
Logo, 910um / 10000um
= 0,091cm

91 unidades = 910um

91 unidades

91 unidades x 10 = 910um A =mxR= 3,14 x(0,091/2)2 = A = 0,0650 cm?

Fonte: SVS/MS.

Obs.: 1) O célculo da érea do reticulo de Wippler, de conversdo do reticulo micrométrico e da
area do campo da objetiva devem ser realizados separadamente para cada uma das objetiva,
assim como para cada microscopio; 2) Para calcular a densidade das células sempre deve-se
utilizar a mesma unidade de medida para todos os calculos. Nos casos apresentados, os calculos
das areas foram convertidos em cm? mas também poderiam ser em mm?.

1 - a) Calculo da area do fundo da camara ou cubeta de Uterm6hl; b) Com um paquimetro,
faca a medicao do didmetro (interno) de uma camara de Utermohl; c) Registre o valor
medido e aplique-o a formula Area, = m.R? lembrando que o valor de 7 é 3,1416 e R é
o raio do didmetro aferido pelo paquimetro, ou seja, a metade do valor medido; d) Assim,
¢ so substituir os valores na férmula da seguinte maneira (considerando como resultado da
aferi¢do 2,5cm) (Figura 39).
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Figura 39 — Representacao do calculo da area da camara ou cubeta de Uterméhl

AREA camara = 3,1416 x (2,5/2)%,
AREA camara = 3,1416 x 1,5625;
AREA camara = 4,91cm?

Fonte: SVS/MS.

3.7.2 Aplicacao do calculo de densidade de cianobactérias

Com todos os dados necessarios para aplicagio do célculo de densidade das cianobactérias
devidamente apresentados, vamos conhecer a férmula do fator descrita na Norma Técnica
Cetesb n° L5.303, dezembro de 2005.

Para aplicagdo da férmula, inicialmente se faz necessario trés valores; a) valor da area do fundo
da cubeta; b) valor da area do campo da objetiva utilizada para contagem; e c) o volume inicial
da amostra sedimentado na cubeta de Utermdohl.

Formula do Fator de densidade de células = A/a/v

Onde:

A = area da cubeta;
a = area contada (area da objetiva x n® de campos contados);
v = volume sedimentado.
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Exemplo da aplica¢ao da férmula

Situacgao

Considerando que durante uma analise quantitativa foram contadas 500 células de cianobactérias
da amostra, em uma cubeta com volume de 10mL, utilizando uma objetiva com aumento de
40X, onde foram analisados um total de 20 campos da objetiva (considerar V= 4,9 cm? e area do
campo da objetiva = 0,002 cm?).

Organizando os dados
Area do fundo da cubeta (V): 4,9cm?%;

Area do campo da objetiva: 0,002;

Area contada (a): 0,04cm? (20 x 0,002);

Volume sedimentado (v): 10mL.

Fator = V/a/v

Fator = 4,9/ 0,04/ 10

Fator = 12,5;

Com o calculo do fator, multiplica-se o valor pelo n° de células contadas:
=12,5x 500;

Logo, o N° de células de cianobactérias por mL sera igual a 6.259 cél./mL.

Incerteza do método

Quando se esta quantificando cianobactérias, sempre ocorre a seguinte indagacao: Até quantos
organismos ou campos devo contar? Para resolver tal questao deve-se seguir a orientagao estatistica
proposta no Standard Methods (2006):

No processo de quantificacao das cianobactérias deve-se trabalhar com um erro
menor ou igual a 20%. Para calcular tal erro faz-se uso da seguinte formula: 2/VN
(dois dividido por raiz de N) x 100, onde “N” é o niumero total de organismos
filamentosos ou coloniais quantificados.

Exemplo:

De acordo com a aplicagdo da férmula acima, ao contar 100 organismos filamentosos ou coloniais,
se estara trabalhando com um erro de 20%, maior erro admissivel; com N = 400 organismos, esse
erro sera de 10%; e com N = 800 organismos, erro de 7%, e assim por diante.
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3.7.3 Método de Sedgwick-Rafter

Descricao

A Camara de Sedgwick-Rafter (SR) consiste em uma ldmina com capacidade para retengdo de um
1 mL de amostra (existem variagdes com volumes maiores, com 2 mL). Apresenta modelos em
acrilico, com leve depressao confeccionada na prépria lamina, e modelos em vidro (Figura 37a),
com retangulo de metal acoplado a lamina. Geralmente, apresentam dimensdes padroes com
50mm de comprimento, 20mm de largura e Imm de profundidade ou altura. Algumas camaras
apresentam subdivisdes quadradas desenhadas na ldmina, com volume e dimensao conhecidos,
que facilitam a analise e calculo do n° de cél./mL (Figura 37b) (ASTM, 2004).

Figura 40 — a — Camara de Sedgwick-Rafter; b — Cadmara de Sedgwick-Rafter quadriculada

el # 1801-G20 + Made in US A
Sedgewick Rafter 1| mm*
e Supply Company®

S www.wildco com « 800-799-830]

Fonte: SVS/MS.

Procedimento de analise

A utilizagdo da cdmara de SR para analise de uma amostra é bastante simples e rapida, além
de ser possivel sua utilizagdo em microscopio bioldgico comum, sendo estas as suas principais
vantagens. A amostra apds homogeneizada deve ser colocada na cdmara de SR com o auxilio de
uma pipeta, a partir de um dos cantos da lamina, lentamente, objetivando distribui¢do uniforme
dos organismos. Em seguida, deve-se sobrepor a laminula sobre a lamina e aguardar de 15 - 30
min. para analise. A contagem dos organismos pode ser realizada através de campos aleatdrios
ou transectos verticais ou horizontais, de forma semelhante ao método de Utermohl. A principal
desvantagem no uso da camara de SR consiste na limitagdo da andlise em objetivas a partir de
aumentos de 400x.

Cilculo

O cdlculo do n° de células/mL ocorre com o desenvolvimento de uma regra de trés simples, onde:
o volume analisado (Va) é proporcional ao nimero de organismos contados (n), e o volume total
(Vt = ImL) é proporcional ao total de organismos (x) na camara de SR. O célculo de incerteza é
o mesmo apresentado anteriormente.
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4 Conceitos basicos para o estudo de cianotoxinas -
principios de identificacao e quantificacao

Ola Ana! O tema agora diz respeito a Sim, Cicero! A parte relacionada as
analise de cianotoxinas, esta preparada? cianobactérias foi bem absorvida e
acredito que isso vai me ajudar bastante
quanto as cianotoxinas, certo?

Bom, na verdade, sio analises completamente distintas, E verdade, o quantitativo
mas sem divida o conhecimento adquirido com relagdo as | e cianobactérias indica
cianobactérias vai ser fundamental para aplicagdo do plano | , ;,ecessidade de analisas
de amostragem de cianotoxinas, estabelecido pela Portaria as cianotoxinas.
MS ne 2.914/2011.

Fonte: SVS/MS.
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4.1 Toxinas produzidas pelas cianobactérias

As toxinas de cianobactérias, de acordo com seus mecanismos de agdo, podem ser agrupadas
em neurotoxicas e hepatotoxicas. Estas podem ser consideradas os principais agentes toxicos
produzidos pelas cianobactérias, pois causam sérios danos a vida animal e a saide humana,
quando presentes em aguas de recreagdo e/ou consumo.

\
Quanto ao poder de a¢io podem ser
classificadas como neurotoxinas e
hepatotoxinas.
4

Fonte: SVS/MS.

4.1.1 Neurotoxinas

As neurotoxinas, caracterizadas por sua agao rapida, causam, apesar dos diferentes mecanismos
de agdo, a morte de vertebrados por parada respiratéria apds poucos minutos de exposi¢do. As
neurotoxinas produzidas pelas cianobactérias até agora identificadas sdo: anatoxina-a e seus
analogos, anatoxina-a(s) e as pertencentes ao grupo das saxitoxinas (ou “toxinas paralisantes de
mariscos” do inglés paralytic shellfish poison — PSP) (Figura 41), que somam mais de 50 analogos
conhecidos. Dessas, apenas anatoxina-a(s) e saxitoxinas ja foram identificadas em ecossistemas
aquaticos brasileiros, sendo a segunda bastante frequente, principalmente nas floragdes em que
ha presenca da espécie Cylindrospermopsis raciborskii.
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Figura 41 — Estruturas quimicas de neurotoxinas: A — Anatoxina; B — Anatoxia-a(s); e C — Saxitoxinas

A

Fonte: SVS/MS.

Os géneros Aphanizomenon, Arthrospira, Cylindrospermum, Oscillatoria, Phormidium,
Planktothrix, Anabaena, Raphidiopsis, Cylindrospermopsis, Planktolyngbya, Hydrocoleum e
Lyngbya ja foram descritos como produtores de neurotoxinas. Entretanto, como descrito
anteriormente, outros géneros também podem ser produtores dessas toxinas.

Até hoje, nao ha nenhum registro confirmado de mortes humanas causadas por neurotoxinas
produzidas por cianobactérias, no entanto, alguns géneros de dinoflagelados marinhos, que
também produzem toxinas do grupo das saxitoxinas, ja foram responsaveis por mortes de seres
humanos que consumiram mariscos que haviam acumulado essas toxinas durante eventos de
marés vermelhas.

4.2.1 Hepatotoxinas

O tipo mais comum de intoxicagdo envolvendo as cianobactérias é ocasionado por hepatotoxinas,
que apresentam uma ag¢do mais lenta, quando comparadas as neurotoxinas. As hepatotoxinas
peptidicas ja caracterizadas sao heptapeptideos ciclicos conhecidos como microcistinas e as
nodularinas, que sao pentapeptideos. A cilindrospermopsina é um alcaléide hepatotdxico que
também age em outros 6rgaos, além de inibir a sintese de proteinas (Figura 42).
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Figura 42 — Estrutura quimica de hepatotoxinas: a — Microcistina; b — Nodularina

Fonte: SVS/MS.

No Brasil ha varios registros da presenga de microcistinas em mananciais de abastecimento,
porém apenas um registro de cilindrospermopsina (foi encontrada em amostras de carvao
ativado da clinica de Hemodialise de Caruaru na época do acidente com os pacientes) e nenhum
de nodularina (Figura 43). Os géneros relacionados a produc¢ao de hepatotoxinas sao Anabaena,
Anabaenopsis, Aphanocapsa, Arthrospira, Fischerella, Gloeotrichia, Hapalosiphon, Microcystis,
Nostoc, Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix, Plectonema, Radiocystis, Synechocystis,
Woronichinia, Cylindrospermopsis, Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya, Raphidiopsis, Umezakia,
Nodularia. Entretanto, todas as cianobactérias sdo potencialmente produtoras de toxinas.
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Figura 43 — Estrutura quimica da Cilindrospermopsina

OH

0,80

Fonte: SVS/MS.

4.2 Andlise de cianotoxinas

A fim de otimizar o processo de andlise de cianotoxinas, uma vez que existem diferentes
metodologias, cujos custos sdo diferenciados, podem ser adotados os procedimentos analiticos
descritos a seguir.

Primeiramente, deve-se detectar a presenca de cianotoxinas na agua bruta do reservatdrio. Nao
havendo cianotoxinas naquela, nao ha necessidade de analisar a presenca delas na dgua tratada.

O emprego da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC/CLAE) é uma boa alternativa a
ser utilizada. Embora o custo de um equipamento de HPLC/CLAE seja elevado, o custo analitico,
quando comparado ao ELISA, é menor. Outra limitagdo do HPLC/CLAE ¢ o fato dos métodos
para detec¢ao de cianotoxinas possuirem limites de detec¢do mais elevados, quando comparados
a outras metodologias (cromatografia liquida associada a espectrometria de massa e testes
imunoenzimaticos — ELISA) e de serem mais laboriosos. Quando implementada, entretanto, a
analise por HPLC/CLAE ¢ uma excelente ferramenta para anélise rotineira de cianotoxinas.

No caso da analise por HPLC confirmar a presenca de cianotoxinas na agua do reservatorio,
deve-se utilizar o ensaio imunoenzimatico (ELISA), disponivel para todas as cianotoxinas citadas
na Portaria MS n°® 2.914/2011, para verificar a presen¢a na agua tratada. O ELISA possui um
limite de detec¢do muito inferior ao do HPLC, portanto é mais adequado para a verificacido de
cianotoxinas na dgua tratada.

Por fim, nada impede que o operador utilize os Kits ELISA para verificacao da presenca de
cianotoxinas na agua bruta (do reservatorio). Neste caso, recomenda-se que as amostras de dgua
sejam sonicadas combastao de ultrasom para garantir orompimento das células. Alternativamente,
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na falta de aparelho de ultrasom, a solugdo podera ser congelada e descongelada duas vezes. Apos
o rompimento das células, seguir os procedimentos descritos pelo fornecedor do Kit ELISA.

4.2.1 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-CLAE)

<

A analise por HPLC-CLAE inicia-se com o processo de extragao das
cianotoxinas com solventes e solugdes, a partir de material liofilizado
ou filtrado.

i 1 I 1
Fonte: SVS/MS.

Extragao de cianotoxinas

Para dar inicio a andlise de cianotoxinas ha a necessidade de se realizar extragdes destes
compostos nas amostras, ou seja, com auxilio de solventes e solugdes, deve-se separar as toxinas
de parte da biomassa das cianobactérias, o que facilitara a posterior detecgdo. Cada toxina segue
um protocolo diferenciado de extragdo, entretanto, parte da preparagdo da amostra é comum a
todas elas.

A partir do material coletado em campo e que esta preservado em laboratdrio (ver capitulo 2 -
Coleta, preservagdo e transporte de amostras de dgua para pesquisa de cianotoxinas), geralmente
mantido congelado a pelo menos -18°C, ¢ que se inicia o processo de extragao de uma amostra:

Liofilizacao

O processo de liofilizagdo ¢ iniciado a partir de uma amostra congelada. Se o material coletado
foi concentrado em rede de plancton ou, em razdo da alta densidade da floragao, foi coletado
sem necessidade de concentragdo, havera necessidade de liofilizd-lo. O processo de liofilizagao,
resumidamente, ird remover a agua por sublima¢do, ou seja a dgua passa do estado sélido
(gelo) para o gasoso (vapor), o que garante a preservagdo da amostra e consequentemente das
cianotoxinas. Apos a liofilizagao do material, o ideal é que se tenha entre 20 e 100 mg de material
seco para iniciar o processo de extracdo. Ao se manipular o material seco, o qual é facilmente
disperso no ar, deve-se usar mascaras adequadas para evitar sua inalagao o que pode representar
um risco a saide, caso o material tenha cianotoxinas.
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Filtracao

Por sua vez, caso a densidade (numero de células por mL) da floragao seja baixa e nao se
disponha de uma rede de plancton, as amostras de agua podem ser filtradas (Consultar capitulo
2 - Coleta, preservagdo e transporte de amostras de dgua para pesquisa de cianotoxinas) e 0s
filtros armazenados a uma temperatura de pelo menos -18°C, os quais serdo utilizados no
processo de extragao.

4.2.2 Analise de Microcistinas

Extracao

Na literatura especializada ha a descrigdo de varias fases aquosas (solugoes) utilizadas para
a extra¢do de microcistinas. Entretanto, a solugdo de metanol (P.A) 75% em agua (75:25,
metanol:agua, v/v) tem sido uma das mais utilizadas, uma vez que ¢ eficiente na extragdo tanto
das microcistinas mais polares como das mais apolares (FASTNER; FLIEGER; NEUMANN,
1998). Neste caso, deve-se seguir os seguintes procedimentos:

1) Colocar as membranas filtradas contendo as células em um béquer de vidro (50 a 150 mL)
com um volume de metanol 75% suficiente para cobrir os filtros. No caso da extragdo partir de
material liofilizado, transferir uma massa conhecida entre 20 e 100 mg, aproximadamente, para
um béquer e adicionar um volume de metanol 75% de aproximadamente 10 mL. Ao se manipular
o material seco, o qual ¢ facilmente disperso no ar, deve-se usar mascaras adequadas para evitar
sua inalagdo o que pode representar um risco a saide, caso o material tenha cianotoxinas. Sonicar
a amostra com bastdo de ultrasom para garantir o rompimento das células;

2) Deixar o material extraindo por 1 hora. Se possivel, realizar a extragdo com auxilio de uma
placa agitadora e um ima; para evitar perda de material deve-se cobrir o béquer com filme plastico
e, se possivel, realizar a extragdo em capela;

3) Transferir a solugdo para um tubo de ensaio (de vidro ou do tipo Falcon, com ou sem tampa)
e centrifuga-lo. O operador devera definir a melhor condigdo de centrifugagio, ou seja, a quantos
RPM e por quanto tempo. O importante é que o solvente fique limpido e separado da fragdo sélida;

4) Transferir o solvente (sobrenadante) para um béquer ou baldo de evaporador rotativo;

5) Suspender o material precipitado com metanol 75% (o mesmo volume utilizado anteriormente
- passo 1) e repetir o processo de extracao mais duas vezes, sempre transferindo o sobrenadante,
apos a centrifugagdo, para o béquer ou baldo de evaporador rotativo. O tempo da extragao nas
duas dltimas etapas podera ser de apenas 30 minutos;

6) Secar a solugdo de extragao em evaporador rotativo, tomando o cuidado para que a temperatura
da solu¢ao dentro do baldo nao seja superior a 40°C. Ao final da evaporagio, o balao podera ser
guardado a -18°C, até a realizacao da analise, a qual deve ocorrer em até 30 dias;
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7) Adicionar ao baldo 500 pL de metanol 20% (metanol devera ser grau HPLC e a 4gua ultrapura),
mexer o baldo de maneira que a solugdo ressuspenda o material seco e transferi-la para um tubo
de ensaio (1,5 ou 2 mL) ou frasco de vidro com tampa. Novamente adicionar 500 pL de metanol
20% (grau HPLC) ao balao e repetir o procedimento. Ao final juntar os dois volumes;

Obs: Para facilitar a ressuspensao do material, pode-se adicionar primeiro 100 uL de metanol
puro, mexer o baldo e em seguida mais 400 puL de dgua ultrapura (volume final de 500 pL e
metanol com concentracao final de 20%);

8) A solugéo utilizada para ressuspender o material do balao do evaporador rotativo podera ser
centrifugada, neste caso, uma for¢a g superior a 18.000 é recomenda, pois garantira a precipitagdo
do material em suspensdo. A amostra, ao invés de centrifugada, poderad ser filtrada em filtro de
13 mm e porosidade de 0,22 a 0,45 um. O filtro deve ser compativel com solventes organicos e
aquosos (nylon, PTFE, etc.);

9) A solugdo centrifugada ou filtrada esta pronta para ser analisada por HPLC.

| — Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Como citado para a extragdo de microcistinas, também para a analise por HPLC, existem na
literatura diversos métodos. Aqui sera apresentado um método que vem sendo utilizado por
diferentes laboratérios do pais e do mundo e que permite a identificagao de diferentes analogos
de microcistinas (LAWTON et al., 1994).

Condigdes e estrutura do equipamento

O conjunto de condigdes analiticas, tais como temperatura do forno, composi¢ao da fase movel,
etc. é que compoem o método analitico, o qual pode ser aplicado em qualquer equipamento de
HPLC, desde que este tenha os modulos necessarios. Entretanto, cada operador devera conhecer
o programa (software) e a interface de operagao, os quais diferem entre as marcas de HPLC, além
de ter o conhecimento basico sobre o uso do equipamento. O equipamento de HPLC (Figura 44)
devera dispor da seguinte configuragdo:

o Sistema de gradiente;

o Detetor de UV-Vis com arranjo de diodo;

o Sistema de aquisi¢ao de dados (software);

« Forno;

o Desgaseificador;

o Injetor manual com loop de 50 uL;

o Coluna de C18 (4 x 250 mm, tamanho de particula de 5 p).

: .. . ioatorio, via ofimi dlise, v
Obs: O amostrador automatico nao é obrigatorio, todavia otimiza o tempo de andlise, uma vez
que esta podera ser realizada durante a noite.
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Figura 44 —Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia composto por trés bombas, sendo
uma em sistema quaternario para realizacao de gradiente, desgazeificador, detector de
fluorescéncia, forno, detector de UV-Vis com arranjo de diodo e unidade de controle, que faz
a conexao de todos os moédulos com o microcomputador

Fonte: SVS/MS.

Reagentes
Os reagentes necessarios sao acetonitrila grau HPLC, acido trifluoracético (TFA) P.A.
e agua ultrapura.

Procedimento de analise

1) Preparar 500 mL de solugao 0,05% de TFA em agua (250 uL de TFA mais 499,75 mL de agua)
(solugao A) e 500 mL de solugao 0,05% TFA em acetonitrila (250 uL de TFA mais 499,75 mL de
acetonitrila) (solugdo B);

2) Programar gradiente linear, com fluxo de 1 mL/min, como descrito na Tabela 2:
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Tabela 2 — Descricao da programacao do gardiente linear para as solugbes A e B

Tempo (minutos) 0 10 40 42 44 49 54
Solugdo A% 70 65 30 5 5 70 70
Solugdo B% 30 35 70 95 95 30 30

Fonte: SVS/MS.

Obs: No tempo 0 minutos a proporg¢ao da fase mével sera de 70% da solugdo A e 30% da solugdo
B. Em 10 minutos, essa propor¢ao mudara para 65% de A e 35% de B, nos 30 minutos seguintes
a propor¢ao mudara para 30% de A e 70% de B e assim sucessivamente. Repare que o final do
gradiente corresponde a propor¢éo inicial da fase movel, ou seja, 70% da fase A e 30% da fase B.

3) Equilibrar a coluna com a propor¢ao inicial de fase mével do gradiente por uns 10 minutos;
4) Ajustar o o detector de arranjo de diodo para monitorar as corridas entre 190 e 300 nm;
5) Ajustar o forno para uma temperatura de 40°C, dentro dele devera estar a coluna;

6) Durante a analise, injetar padrao de microcistina no inicio, durante e no final das analises.
Este procedimento mostrara o correto funcionamento da analise do método e mostrara possiveis
variagdes no tempo de retencao. As amostras sd deverao ser injetadas apds o tempo de retengao
do padrao ter estabilizado;

Obs.1: O padrao podera ser preparado em uma solugdo de metanol (grau HPLC) de 20% a 50%.

7) Preparar uma curva de calibragdo com o padrdo (5 a 7 pontos). A faixa de concentracao da
curva podera ser entre 100 ug/L e 1000 pg/L. Entretanto, as concentragdes poderdo ser maiores
ou menores, dependendo do limite de deteccao do método.

Obs.2: Para maior seguranca analitica, sugere-se preparar uma curva de calibragdo a cada dia de
trabalho, porém com apenas trés concentragdes do padrao;

Obs.3: O monitoramento dos cromatogramas devera ser feito em 238 nm, que é o comprimento
de absor¢ao maxima das microcistinas, garantido uma melhor visualiza¢ao daqueles;

Obs.4: Um dos problemas da andlise de microcistinas é a falta de padroes. Existem mais de 80
analogos, porém ha pouquissimos padrdes sendo comercializados. Neste caso, a identificagdo dos
analogos de microcistinas que nao tém padrao e, que, portanto, o tempo de retengdo na analise
sera diferente dos padrdes, é feito pela comparagdo de seu espectro de absor¢do entre 190 e 300
nm, que é bastante similar para todos os analogos de microcistinas. Para melhor entendimento
observar as figuras 45 e 46;
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Obs.5: Caso os picos dos cromatogramas nao fiquem bem resolvidos (separados) ou estorem a
escala, a amostra pode ser diluida (10, 20, 50x) com a mesma solugdo utilizada para ressuspender
o material resultante da extragdo.

Figura 45 — Cromatograma de amostra de floracao de cianobactérias para analise de microcistinas.
As condigbes cromatogréficas utilizadas: gradiente linear (conforme descrito acima),
temperatura do forno a 40°C, monitoramento em 238 nm e coluna de C18 (4 x 250 mm,
tamanho de particula de 5 u). Seta indica dois picos identificados como microcistinas

mal

115 o
110 3
105 3
100 3

95 3

a0 3

85 3

80 4

75 4

70 3

65 Y
60 3

55

50 4

45 3

40 3

35 3

30 3 v
25 3

20 4

15 3

10 4

5 3

o._m LN -

-5 3
-10 3
=15 =
=20

0,0 5.0 10.0 15.0 200 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 min,

Fonte: SVS/MS.
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Figura 46 — Espectro de absorcao entre 190 e 300 nm caracteristico das microcistinas
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Fonte: SVS/MS.

Il — Analise por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

O ELISA, em razio de seu baixo limite de detec¢do (detecta concentragdes inferiores a 1 ppb -
ug/L) e custo elevado, é mais recomendado para a analise da presen¢a de microcistinas na agua
tratada. Apos a confirmagao da presenca de microcistinas na agua bruta do reservatdrio pela
técnica de HPLC, a agua tratada deve ser monitorada através do ELISA. Porém, como informado
anteriormente, o monitoramento da presenca de cianotoxinas na agua do reservatério pode ser
feito apenas com o kit ELISA.

Existem algumas empresas que comercializam o kit de andlise e trata-se de uma analise
relativamente simples. Em termos de equipamentos sera necessario uma leitora, uma lavadora
de microplacas (Figura 47) e pipeta automatica multi-canal, sendo a lavadora opcional, porém
seu uso garante uma maior precisdo na lavagem e otimiza o tempo de analise. Os kits contém
todas as instru¢des necessarias para a realizacao das analises.
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Figura 47 — A — Equipamento de leitura de microplacas pelo método ELISA; B — Equipamento de lavagem
de microplacas utilizadas pelo método de ELISA

Fonte: SVS/MS.

4.2.3 Andlise de Saxitoxinas

Extracao

Para extragdo de saxitoxinas utiliza-se uma solugao de acido acético 50 mM. As toxinas desse
grupo sdo bastante estaveis em solugdes acidas. Da mesma maneira como explicado para as
microcistinas, a extragdo pode ser feita a partir de membranas filtrantes utilizadas para concentrar
a amostra do reservatorio ou de material liofilizado. Neste caso, deve-se seguir os seguintes
procedimentos:

1) Colocar as membranas filtrantes contendo as células em um béquer de vidro (50 a 150 mL) com
um volume de acido acético 50 mM suficiente para cobrir os filtros. No caso da extragdo partir
de material liofilizado, transferir uma massa conhecida entre 20 e 70 mg, aproximadamente, para
um béquer e adicionar um volume de acido acético de aproximadamente 8 mL;

2) Sonicar a amostra com bastio de ultrasom para garantir o rompimento das células.
Alternativamente, na falta de aparelho de ultrasom, a solugao podera ser congelada e descongelada
duas vezes;

3) Deixar o material extraindo por 1 hora. Se possivel, realizar a extracdo com auxilio de uma
placa agitadora e um ima;
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4) Transferir a solugdo para um tubo de ensaio (de vidro ou do tipo Falcon, com ou sem tampa)
e centrifuga-lo. O operador deverd definir a melhor condigao de centrifugagdo, ou seja, quantos
RPM (rotagdes por minuto) e tempo de centrifugagao. O importante é que a solugdo de extragao
fique limpida e separada da fragao solida;

5) Transferir o solvente (sobrenadante) para um béquer ou baldo de evaporador rotativo;

6) Suspender o material precipitado com acido acético 50 mM (o mesmo volume utilizado
anteriormente) e repetir o processo de extragdo mais duas vezes, sempre transferindo o
sobrenadante, apos a centrifuga¢ao, para o béquer ou baldo de evaporador rotativo. O tempo da
extra¢do nas duas ultimas etapas podera ser de apenas 30 minutos;

7) Secar a solugao de extragdo em evaporador rotativo, tomando o cuidado para que a temperatura
dentro do balao nao seja superior a 40°C. Ao final da evaporagao, o baldo podera ser guardado a
-18°C, até a realizagdo da analise, a qual deve ocorrer em até 30 dias;

8) Adicionar ao baldo de 1 a2 mL de acido acético 0,5 M, mexer o balao de maneira que a solugao
ressuspenda o material seco e transferi-la para um tubo de ensaio (1,5 ou 2 mL) ou frasco de
vidro com tampa;

9) A solugdo utilizada para ressuspender o material do baldao do evaporador rotativo podera ser
centrifugada, neste caso, uma for¢a g superior a 18.000 é recomenda, pois garantira a precipitagao
do material em suspensdo. A amostra, ao invés de centrifugada, poderad ser filtrada em filtro de
13 mm e porosidade de 0,22 a 0,45 um; O filtro deve ser compativel com solventes organicos e
aquosos (nylon, PTFE, etc.);

10) A solugdo centrifugada ou filtrada esta pronta para ser analisada por HPLC.
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1 - Liofilizacao; 2 - Extrac¢io;
3 - Sonicagio;
4 - Transferéncia da amostra...

O protocolo de analise deve ser
seguido cuidadosamente!
O protocolo de analise deve....!

Fonte: SVS/MS.

| — Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para a analise de saxitoxinas também existem diferentes métodos descritos na literatura. Todavia,
muitos laboratérios vém adotando o método descrito por Oshima (1995). Neste método, sao
utilizadas trés fases mdveis, uma para cada subgrupo das saxitoxinas, ou seja, analogos nao
sulfatados (saxitoxina, neosaxitoxina, dc-saxitoxina, etc.), sulfatados (goniautoxinas - GTX1/4,
GTX2/3, dc-GTX2/3 etc.) e duplamente sulfatados (C-toxinas - C1/2, C3/4). Como sdo utilizados
trés fases, a analise é mais demorada, porém a separagdo dos analogos é mais eficiente.

Como os analogos de saxitoxinas ndo absorvem no ultra-violeta e nem todos emitem fluorescéncia,
o uso de detetores UV-Vis e de fluorescéncia respectivamente, é limitado. Neste caso, ha
necessidade de se realizar uma derivatizagdo pds-coluna. Ou seja, os andlogos de saxitoxinas sdo
separados na coluna e em seguida sdo oxidados, num sistema on-line (Figura 48) se transformando
em moléculas que emitem fluorescéncia quando excitadas com um comprimento de onda e,
portanto, passiveis de ser detectas pelo detector de fluorescéncia.
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Figura 48 — Esquema de montagem do sistema de derivatizacao pds-coluna para analise de saxitoxinas
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Fonte: SVS/MS.

A empresa que vende o sistema de HPLC possui técnicos habilitados para montar o sistema de
derivatizagao. As especificagdes dos materiais utilizados sdo descritas a seguir.

Para este método, o equipamento de HPLC devera ter trés bombas (fase mdvel, solugao oxidante
e solucao acidificante), detetor de fluorescéncia, sistema de aquisi¢do de dados (software), forno
(até 85°C), desgaseificador, coluna C8 ou C18 (4 x 250 mm, tamanho de particula de 5 p), injetor
manual com loop de 50 pL e tubo de teflon de 10 metros de comprimento e diametro interno de
0,5 mm. O amostrador automatico ndo ¢ obrigatorio, todavia otimiza o tempo de anilise, uma
vez que esta podera ser realizada durante a noite. O método descrito por Oshima (1995) usa
coluna C8, porém boas separagdes dos analogos tém sido obtidas com colunas C18.

Reagente/Solucdes — Fases moveis — solucdes oxidante e acidificante

Reagentes / Solugodes estoque

 Solugao de tetrabutil amonio fosfato - solu¢ao de 500mM ou 1,0M (grau HPLC) (estoque 1);

» Solugdo de 1 - heptanosulfnato 100mM: dissolver 2,02g do reagente grau HPLC em 100 mL
de dgua ultrapura (estoque 2);

o Acido Acético 50mM: diluir 1,43mL de 4cido acético glacial - P.A em 500mL de dgua ultrapura

(estoque 3);

+ Acido fosférico 500 mM: diluir 28,8 g (16,85mL) de é4cido fosférico concentrado P.A. (85%,
MM 98,0g) em 500 mL de agua ultrapura (estoque 4);
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 Hidréxido de amonio 1N: diluir 15,51mL de hidréxido de aménio (25%) em 100mL de agua
ultrapura (estoque 5);

« Acido peri6dico 350 mM: dissolver 7,98 g de 4cido periddico dihidratado (HIO,.2H,0, MM
227,94 g) em 100 mL de agua ultrapura (estoque 6);

+ Fosfato dipotdssio 250 mM: dissolver 21,77g de K. HPO, (P.A., MM 174,18) em 500 mL de
agua ultrapura (estoque 7);

» Hidréxido de potassio 1 N: dissolver 6,6g de KOH (85% de pureza) em 100 mL de agua
ultrapura (estoque 8);

Armazenar as solucoes em frascos devidamente identificados na geladeira
(4°C e 8°C) por no maximo 6 meses

Fases Moveis
Para toxinas C1,C2, C3 e C4 - Tetrabutil amonio em tampao acetato pH 6,0
« Dissolver 2mL (500 mM) ou 1 mL (1,0 M) de solugao (estoque 1) em 450 mL de dgua ultrapura;

o Transferir a solugdo para um béquer de 600 mL e ajustar para pH 5,8 cuidadosamente,
adicionando acido acético 0,05 N (estoque 3) ou solucao de hidréxido de amdnio (estoque 5).
Transferir para balao volumétrico de 500mL e completar o volume com 4gua ultrapura.

Para goniautoxinas (GTXs) - 2 mM de hepatanosulfonato em 10 mM de tampao fosfato de
amonio pH 7,1

« Dissolver 10 mL das solugdes (estoques 2 e 4) em 450 mL de agua ultrapura. Transferir a
solucao (pH em torno de 2) para um béquer de 600 mL e ajustar o pH a 7,1 com hidréxido de
amonio (estoque 5). Transferir para baldao volumétrico de 500mL e completar o volume com
agua ultrapura.

Para saxitoxina, neosaxitoxina, dc-saxitoxina - 2 mM de hepatanosulfonato em 30 mM de
tampao fosfato de amonio pH 7,1

 Diluir 10 mL da solugao (estoque 2) e 30 ml da solugdo (estoque 4) em 440 mL de agua
ultrapura. Transferir a solu¢ao para um béquer de 600 mL e ajustar o pH a 7,1 com hidréxido
de amonio (estoque 5). Adicionar 25 mL de acetonitrila (concentragdo final de 5%). Transferir
para baldo volumétrico de 500mL e completar o volume com agua ultrapura.

Soluc¢iao Oxidante

Acido periédico 7,0 mM em 10 mM de tampio fosfato de potéssio pH 9,0

93



Secretaria de Vigildncia em Satde

 Adicionar 10 mL da solugdo estoque 6 e 100 mL da solugdo estoque 7 em 300 mL e dgua
ultrapura. Transferir a solugao para um béquer de 600 mL e ajustar o pH a 9,0 com solugao
estoque 8. Transferir para baldo volumétrico de 500mL e completar o volume com agua
ultrapura;

o Transferir para frascos de vidro devidamente identificados. A solu¢ao oxidante ndo pode ser
armazenada. Preparar no dia da analise.

Solucao Acidificante

Acido acético 500 mM

o Diluir 28,6 mL de acido acético glacial P.A. em 971,4 mL de dgua ultrapura;

« Filtrar, as fases moveis, acidificante e oxidante em membrana de nylon ou de celulose regenerada
de 47 mm de didmetro e 0,45 um de porosidade, utilizando sistema de filtra¢ao a vacuo.

Transferir para frascos devidamente identificados e armazenar em geladeira (entre 4°C e 8°C),
por no maximo 1 semana.

Procedimento para analise

1) Preparar 500 mL de fase mdvel para o sub-grupo de saxitoxinas (saxitoxina/ neosaxitoxina,
GTXs ou C-toxinas) que sera analisado. O volume da fase mdvel dependera da quantidade de
amostras que sera analisado;

2) Preparar 250 mL de oxidante e acidificante. O volume a ser preparado de oxidante e acidificante
devera ser sempre a metade do volume de fase moével;

Obs.1: Antes de iniciar o bombeamento da fase mdvel, é recomendado passar pela coluna
acetonitrila 25% durante 5 minutos a um fluxo de 0,8 mL/min;

3) Equilibrar a coluna com uma das fases moveis (saxitoxina/ neosaxitoxina, GTXs ou C-toxinas)
com um fluxo de 0,8 mL/min. até que a linha de base esteja estavel;

4) Concomitantemente com o inicio do bombeamento da fase movel, iniciar o bombeamento do
oxidante e acidificante com fluxo de 0,4 mL/min. cada, ajustar a temperatura do forno para 70°C,
ligar a lampada do detector e ajustar os comprimentos de onda para 330 nm de excitagdo (ex) e
390 nm de emissao (em);

5) Assim que todo o equipamento estiver funcionando, é aconselhavel medir a vazao do fluxo que
esta indo para o recipiente coletor. A vazao devera ser de 1,6 mL/min. (0,8 + 0,4 + 0,4 mL/min.);

Obs.2: A coluna deve ficar fora do forno;

Obs.3: O tubo de teflon deve ser enrolado em forma de “8” e colocado dentro do forno (Figura 49).
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Figura 49 — Detalhe do forno do sistema de HPLC mostrando o tubo de teflon enrolado na forma de “8"

Fonte: SVS/MS.

6) Sempre que iniciar uma analise, injetar os padrdes contendo os analogos de saxitoxinas, os
quais deverao ser unidos de acordo com cada sub-grupo. Por exemplo, os padrdes de saxitoxina,
neosaxitoxina e dc-saxitoxina deverdo ser misturados. O mesmo procedimento deverd ser
seguido para as GTXs e C-toxinas;

7) Os padroes deverio ser preparados em um solugdo de 50 mM de acido acético ou conforme
instrugdes do fornecedor;

8) Preparar uma curva de calibracao com os padroes (5 a 7 pontos);

9) Como os padroes de saxitoxinas sdo fornecidos em concentragdes variadas, os mesmos deverao
ser diluidos para que fiquem com concentragdes aproximadas;

o A excegao sdo os padroes de GTX1/4, cujo sinal é fraco, portanto sua concentragdo devera ser
maior, e os padroes GTX2/3, cujo sinal é alto, portanto suas concentragdes deverdo ser menores.

10) A concentragao inicial de cada padrao podera ser em torno de 10 ug/L, exceto para GTX1/4,
cuja concentragdo inicial deve ser em torno de 60 ug/L. Entretanto, na pratica, as concentragdes
poderdo ser maiores ou menores, pois dependera do limite de detec¢gdo do método;

Obs.4: Os padroes deverao ser injetados repetidamente, até que seus tempos de retengao sejam constantes;
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Obs.5: E aconselhdavel injetar os padrdes no inicio, durante e no final das analises, a fim de
identificar possiveis variagdes no tempo de retengao;

Obs.6: Para maior seguranga analitica, sugere-se preparar uma curva de calibragdo a cada dia de
trabalho, porém com apenas trés concentragdes dos padroes;

Obs.7: Ao final do trabalho, as linhas que contém o oxidante e acidificante deverao ser lavadas
com agua ultrapura e a coluna lavada com acetonitrila 25% por 15 minutos;

Obs.8: Caso os sub-grupos de saxitoxinas sejam analisados num mesmo dia, antes de trocar a
fase movel, passe pela coluna acetonitrila 25% por pelo menos 10 minutos;

Obs.9: Caso os picos dos cromatogramas nao fiquem bem resolvidos (separados) ou estorem a
escala, a amostra pode ser diluida (10, 20, 50x) com a mesma solugdo utilizada para ressuspender
o material resultante da extragéo.

A seguir, as Figuras 50 e 51 apresentam cromatogramas da analise de andlogos de saxitoxinas.

Figura 50 — Cromatograma da analise de neosaxitoxina, dc-saxitoxina e saxitoxina. As condicdes
cromatograficas foram iguais as descritas anteriormente
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Fonte: SVS/MS.
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Figura 51 — Cromatograma da analise de GTXs. Condi¢bes cromatograficas foram iguais as
descritas anteriormente
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Fonte: SVS/MS.

Il — Analise por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Como para a andlise de microcistinas, o kit ELISA para saxitoxinas também pode ser utilizado,
em razao de seu baixo limite de detecgdo, para a analise da presenga daquelas toxinas na agua
tratada. Serdo necessarios os mesmos equipamentos descritos anteriormente para a andlise de
microcistinas.

4.2.4 Analise de Cilindrospermopsina

Extracao

Dentre os métodos de extragao de cilindrospermopsina e seus andlogos descritos na literatura,
um dos mais simples é o que utiliza 4gua como extrator (WELKER et al., 2002). Para este caso,
deve-se seguir os seguintes procedimentos:

1) Colocar os filtros contendo as células em um béquer de vidro (50 a 150 mL) com um volume
de dgua suficiente para cobrir os filtros. Deve-se usar a menor quantidade de agua possivel;
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2) Sonicar a amostra com bastdo de ultrasom para garantir o rompimento das células.
Alternativamente, na falta de aparelho de ultrasom, a solugdo podera ser congelada e descongelada
duas vezes;

3) Deixar o material extraindo por 1 hora. Se possivel, sob agitacdo em uma placa agitadora e um ima;

4) Transferir a solugdo para um tubo de ensaio e centrifuga-lo. O operador devera definir a
melhor condi¢do de centrifugacao, ou seja, a quantos RPM e por quanto tempo. O importante é
que o solvente fique limpido e separado da fracao sdlida;

5) Transferir o solvente (sobrenadante) para um tubo de ensaio;

6) Suspender o material precipitado novamente com agua (o mesmo volume utilizado anteriormente
— passo 2) e repetir o processo de extracio mais uma vez. Transferir o sobrenadante, apds a
centrifugacdo, para o tubo de ensaio. O tempo de extragdo nesta etapa podera ser de 30 minutos;

7) A solugao devera ser centrifugada, neste caso, uma for¢a g superior a 18.000 é recomenda, pois
garantira a precipitagdo do material em suspensdo. A amostra, ao invés de centrifugada, podera
ser filtrada em filtro de 13 mm e porosidade de 0,22 a 0,45 pm; O filtro deve ser compativel com
solventes organicos e aquosos (nylon, PTFE, etc.);

8) A solugao centrifugada ou filtrada estd pronta para ser analisada por HPLC.

Obs.1: Caso o volume de dgua utilizado para extragdo tenha sido elevado, o que dilui a amostra
dificultando a detecgdo de cilindrospermopsina, a amostra (extra¢do) podera ser seca em
evaporador rotativo, tomando o cuidado para que a temperatura dentro do baldo ndo seja
superior a 40°C. Ao final da evaporagao, o balao podera ser guardado a -18°C, até a realiza¢ao da
analise, a qual deve ocorrer em até 30 dias;

Obs.2: Adicionar ao baldao 1 mL de metanol 50% (metanol deverd ser grau HPLC e a 4gua
ultrapura), mexer o baldo de maneira que a solu¢do ressuspenda o material seco. A solu¢ao
devera ser centrifugada ou filtrada, conforme ja explicado, antes de ser analisada por HPLC.

| — Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Condigoes e estrutura do equipamento

Para o método que serd aqui descrito (WELKER et al., 2002), o equipamento de HPLC devera
ter um sistema de gradiente, detetor de UV-Vis com arranjo de diodo, sistema de aquisigdo de
dados (software), desgaseificador, injetor manual com loop de 50 pL e coluna de C18 (4 x 250
mm, tamanho de particula de 5 p). O amostrador automatico nio ¢ obrigatdrio, todavia otimiza
o tempo de anadlise, uma vez que esta podera ser realizada durante a noite.
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Reagentes
Os reagentes necessarios sao metanol grau HPLC, acido trifluoracético (TFA) P.A. e dgua ultrapura.

Procedimento de analise
1) Preparar 500 mL de solugao 0,05% de TFA em metanol (250 pL de TFA mais 499,75 mL de
metanol) (solugdo A). Agua ultrapura é a solugio B;

2) Programar um gradiente linear, com fluxo de 1 mL/min., como apresentado na Tabela 3):

Tabela 3 — Descricao da programacao do gardiente linear para as solugoes A e B]

Tempo (minutos) 0 20 24 28
Solugdo A% 0 50 0 0
Solugdo B% 100 50 100 100

Fonte: SVS/MS.

Obs.1: No tempo 0 minutos a propor¢ao da fase movel sera de 0% da solugao A e 100% da
solu¢ao B. Em 20 minutos, essa propor¢do mudara para 50% de A e 50% de B.

3) Equilibrar a coluna com a propor¢éo inicial de fase mdvel do gradiente por uns 10 minutos;
4) Ajustar o detector de arranjo de diodo para monitorar as corridas entre 195 e 300 nm;

5) Durante a andlise, injetar padrao de cilindrospermopsina no inicio, durante e no final das
analises. Este procedimento mostrara o correto funcionamento da analise e mostrara possiveis
variagdes no tempo de retencao. As amostras sé deverao ser injetadas apds o tempo de retengao
do padrio ter estabilizado;

6) O padrao podera ser preparado em uma solugdo de metanol (grau HPLC) 50%;

7) Preparar uma curva de calibracdo com o padrio (5 a 7 pontos). Entretanto, as concentragoes
que serdo utilizadas para preparar a curva dependera do limite de detec¢ao do método;

Obs.1: Para maior seguranca analitica, sugere-se preparar uma curva de calibragdo a cada dia de
trabalho, porém com apenas trés concentragdes do padrao;

Obs.2: O monitoramento dos cromatogramas devera ser feito em 262 nm, que é o comprimento
de absor¢ao maxima das cilindrospermopsinas;

Obs.3: Os andlogos de cilindrospermopsina, para os quais nao existem padrdes, poderdo ser
reconhecidos pelo seu espectro de absor¢do entre 200 e 300 nm (Figura 49) (Li et al. 2001);
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Obs.4: Caso os picos dos cromatogramas nao fiquem bem resolvidos (separados) ou estorem a
escala, a amostra pode ser diluida (10, 20, 50x) com a mesma solugdo utilizada para ressuspender
o material resultante da extragao.

Figura 52 — Cromatogramas de padrao de cilindrospermopsina (a) e de uma amostra de floracao de
cianobactérias produtora de cilindrospermopsina-CIN (b). No detalhe, os espectros de
absorcao entre 190 e 300 nm dos picos
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Fonte: SVS/MS.
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Il — Analise por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os kits ELISA para andlise de cilindrospermopsina também podem ser utilizados para
confirmagao da presenca dessa toxina na agua tratada, caso sua presenca seja confirmada na
agua do reservatorio. Os equipamentos para a analise sdo os mesmos descritos anteriormente.
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Glossario

Acineto: célula vegetativa diferenciada que aumenta de tamanho, com parede espessada e
contetdo celular densamente granulado, constituindo-se em esporo de resisténcia.

Aérotopos: também conhecidos como vactiolos gasosos ou pseudovactiolos, sdo considerados
vesiculas gasosas que auxiliam no deslocamento ou flutuagiao de algumas espécies de cianobactérias
ao longo da coluna d’agua.

Agua ultrapura: Agua com baixissimas concentragdes de impurezas, sais e compostos organicos,
cuja resistividade elétrica fica em torno de 18,2 MQ-cm (25°C) e condutividade elétrica de 0,056
uS/cm (25°C).

Amostragem: termo que define amostra ou conjunto de amostras coletadas, de acordo com
critérios estabelecidos previamente, visando uma determinada pesquisa.

Amostra viva: amostra de agua sem substancia fixadora.

Bainha mucilaginosa: camada de mucilagem constituida de polissacarideos excretadas por
células em algumas espécies de cianobactérias, cuja uma das fungdes é promover a adesao entre
as células.

Bentonicos: conjunto de organismos associados com o fundo de um corpo d"agua.

Células vegetativas: também designada célula somatica, constitui os organismos, com exclusio
das células germinativas.

Cheklist: termo que designa um tipo de lista de checagem, utilizada para compensar os limites da
memoria e aten¢do humana.

Constricta: estreitamento circular observado na superficie de um filamento algal, situado entre
células contiguas.

Cromatografia: método para deteccdo de substincias quando estas se encontram combinadas
ou misturadas, no qual o principio é a separacdo e identificacio dos componentes utilizando-se
solventes durante duas fases analiticas, estaciondria e mével.

Cromatograma: registro grafico de uma analise desenvolvida por método cromatografico.

Diacriticas: caracteristica que faz a diferenca para a classificacio de espécies com grande
semelhanca.
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Dinoflagelados: organismos eucariontes (protistas) na maioria unicelulares, com algumas
formas raras filamentosas, apresentam dois flagelos desiguais situados em diferentes regides da
célula (sulcos equatorial e longitudinal).

Elisa: (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) teste imunoenzimatico

Escuma: também denominada de “nata” ou espuma superficial, originada pelo acimulo de
individuos de uma floragao de cianobactérias, depositando-se geralmente nas margens sob efeito
do vento dominante.

EPI: Equipamento de Prote¢ao Individual, utilizado em laboratérios e em toda atividade na qual
se faca necessdrio evitar riscos fisicos ou por contaminagao, para o analista ou funcionario.

Estigma: estrutura observada em certas algas, geralmente com coloragdo de azul intenso ou roxo,
com funcéo foto tactil.

Eutréfico: ambiente com alta concentra¢ao de nutrientes, especialmente nitrogénio e fésforo,
proveniente de processos naturais ou artificiais, como despejos de esgotos domésticos e/ou
industriais e também pela lavagem de solos ricos em nutrientes (adubo), causando o que se
conhece por eutrofizagdo.

Fitoplanctdnicos: organismos geralmente microscopicos, fotossintetizantes, que ndo possuem
movimentos ativos capazes de vencer a ondulacio da agua dos ecossistemas aquaticos,
permanecendo “ao sabor das ondas”, constituindo-se como produtores primarios.

Flagelos: Estrutura filamentosa formada a partir do desenvolvimento de microtibulos do
centrossomo ou centriolos de algumas células. Ocorre em alguns protozodarios, algumas algas e
nos espermatozoéides. Tem fung¢do de locomogdo do organismo. Sdo ausentes nas cianobactérias

Floragoes: proliferagido excessiva de uma ou poucas espécies fitoplanctonicas, normalmente
conferindo coloragao esverdeada, amarelada ou avermelhada a agua.

Formol: também conhecido por Formaldeido, é uma solu¢io de 4dcido féormico, que apresenta-se
como um composto liquido claro utilizado com a finalidade de fixar as cianobactérias, durante o
processo de coleta e acondicionamento das mesmas, preservando a suas caracteristicas.

Frustula: parede celular das diatomaceas, constituida fundamentalmente por silica polimerizada,
formando duas metades (valvas) que se encaixam uma na outra.

Geosmina: Substancia produzida por algas, cianobactérias e actinomicetos que confere
gosto e odor a agua com caracteristicas de mofo e terra. As analises de geosmina em aguas de
abastecimento podem ser usadas por gestores de bacias hidrograficas e de servigos de saneamento
como importante fonte de informacao sobre o manancial.
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Heterdcito: célula vegetativa diferenciada onde ocorre a fixagdo de nitrogénio atmosférico.
Apresenta parede menos espessa que o acineto, conteudo celular freqiientemente verde-amarelado
e possuem nodulos polares na zona de contato com as células vizinhas.

Irradidncia: radiagao solar, radiagao magnética emitida pelo sol.

Liofilizagao: processo de desidratagao, onde uma amostra ou substdncia é congelada e em
seguida retira-se a agua por sublimacao, sem que esta passe pelo estado liquido.

Lugol acético: solugdo produzida basicamente por Iodo, Iodeto de Potdssio e Acido acético
glacial, utilizada com a fungéo de fixar as cianobactérias, promovendo assim a sua preservagio,
aumentando a sua densidade e facilitando a sedimentagdo das mesmas em camaras especiais para
o processo de quantificagio.

Morfometria: termo muito utilizado na limnologia para designar os aspectos relacionados a
forma, tamanho, volume, etc. de um ambiente aquatico.

Micrdmetro: unidade de medida que se constitui da milésima parte de um milimetro. Nos
estudos planctonicos, é a unidade utilizada para aferir as medidas das células e dos organismos.

Marés vermelhas: proliferagio ou floragio de dinoflagelados que apresenta coloragdo com
tonalidades de vermelho, caracterizada pela presenca de uma variedade de pigmentos.

pH: simbolo para designar a grandeza fisico-quimica “potencial hidrogenionico’, que indica a
acidez, neutralidade ou alcalinidade de uma solugao aquosa.

Pirendide: é uma massa fundamentalmente protéica, incolor, que se observa no estroma dos
plastos de muitas algas mais primitivas, nos mais variados grupos. Nao se encontra nas formas
superiores de algas.

Planctdnicos: termo que define organismos que nao possuem movimentos ativos de locomogao,
situando-se na superficie dos corpos dagua, ali permanecendo ao sabor das ondas.

Polietileno: ou polieteno, é um dos tipos de plastico mais comum. E chamado de eteno pela
IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry.

Pseudofilamentos: ramificagdes produzidas sem mudanga no plano de divisao celular em relagao
ao eixo principal do tricoma.

Rafe: canal (ou fissura) ao longo do eixo longitudinal das diatomaceas Pennales.

Subaerofiticas: ambientes sub-aéreos, freqlientemente exposto ao ar e nao totalmente submersos
na agua.
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Taxon: é uma unidade taxondmica, essencialmente associada a um sistema de classificacao
cientifica.

Tricoma: fileira de células formando um filamento revestido por uma bainha.

Valvas: denominagdo que designa as metades que constituem a frastula (parede celular) das
diatomdceas: a epivalva e a hipovalva que encaixam uma na outra lateralmente, numa zona
composta por cinturas conectivas.

Variabilidade: algo sujeito a variagdes, inconstante, que pode assumir diferentes aspectos.

Zooplanctonicos: organismos geralmente microscdpicos, nao fotossintetizantes que desenvolve
o seu ciclo de vida na superficie dos corpos ddgua, constituindo-se como consumidores primarios
do fitoplancton.
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