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Resumo

MARTINS, C. F., 2010. Avaliacdo da presenca de microcistina-LR por HPLC-
PDA em amostras de mananciais da Regido da Grande V itdria. Dissertacao
(Mestrado) — Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria, ES.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de MC-LR dissolvida em
guatro mananciais superficiais da Regido da Grande Vitéria e efluente do tratamento
de esgotos. O método HPLC-PDA utilizado apresentou satisfatoria linearidade (r =
0,99), recuperacdo (62,7%) e precisédo (CV = 2,1%). O LD (0,17 pg.L™") e LQ (0,37
ug.LY) apresentaram-se menores que o valor estabelecido pela OMS (1,0 pg.L™)
para agua de consumo humano, portanto aceitavel para a determinacdo de MC-LR.
O método foi aplicado para as amostras ambientais e mostrou-se incapaz de
detectar com confiabilidade a presenca da toxina em amostras de efluente de
tratamento de esgotos. Para as amostras de agua bruta de mananciais o método
apresentou fator de recuperacdo médio (51,9%) e foi eficiente na avaliagcdo de MC-
LR. Foram observados elevados valores de MC-LR na Lagoa Jacuném (4,78 ug.L™),
baixa concentracdo da toxina na Lagoa do Parque Pedra da Cebola (0,42 pg.L™) e
foi detectado MC-LR nas amostras do reservatério de Duas Boas (<0,37 pg.L™).
Todos os corpos d’agua avaliados apresentaram condicfes de pH e temperatura
favoraveis ao crescimento de cianobactérias. Os ambientes artificiais, lagoa de
polimento de ETE e a Lagoa do parque Pedra da Cebola, foram classificados como
hipereutroficos. A Lagoa Jacuném foi classificada como supereutréfica, o
reservatorio de Duas Bocas como mesotréfico e a lagoa Juara como oligotrofico.
Sugere-se, devido aos usos da lagoa Jacuném para pesca e recreacdo e do
reservatorio de Duas Bocas para abastecimento publico, que seja realizado o

continuo monitoramento de cianotoxinas nesses mananciais.

Palavras Chaves: microcistina-LR; validagéo; HPLC; eutrofizagéo.



Abstract

Evaluation of the presence of microcystin-LR by HPL C-PDA in samples from
water bodies in the Grande Vitéria Region.

This study aimed to evaluate the presence of MC-LR dissolved in four surface waters
in the Region of Grande Vitdria and effluent of sewage treatment. The HPLC-PDA
method used showed satisfactory linearity (r = 0.99), recovery (62.7%) and precision
(CV = 2.1%). The DL (0.17 pg.L™) and QL (0.37 pg.L™) were lower than the value
established by WHO (1.0 pg.L™?) for drinking water, thus acceptable for the
determination of MC-LR. The method was applied to environmental samples and was
unable to reliably detect the presence of the toxin in samples of effluent from sewage
treatment. For samples of raw water the method had average recovery factor (51.9%)
and was efficient in the evaluation of MC-LR. We observed high levels of MC-LR in
Jacuném Lake (4.78 pg.L™), low concentration of toxin in Parque Pedra da Cebola
Lake (0.42 pg.LY) and MC-LR was detected in two samples of the Duas Bocas
reservoir (<0.37 pg.L™). All water bodies showed high temperature and pH conditions
favorable to growth of cyanobacteria. The artificial environments, facultative pond
WWTP and Parque Pedra da Cebola Lake, were classified as hypereutrophic. The
Jacuném Lake was classified as supereutrophic, the Duas Bocas reservoir as
mesotrophic and Juara Lake as oligotrophic. It is suggested carried out continuous
monitoring of cyanotoxins in Jacuném Lake and Duas Bocas reservoir, because of

their uses for fishing and recreational activities and for public supply.

Keywords: microcystin-LR; validation; HPLC; eutrophication.
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1 INTRODUCAO

A falta de planejamento para o tratamento e destinacdo de esgotos sanitarios
associada a expansao urbana tem tornado diversos mananciais improprios para
multiplos usos. O aumento de nutrientes, principalmente fésforo, nitrogénio e
carbono, tém favorecido o crescimento do fitoplancton e de macrdfitas aquaticas em

mananciais superficiais (CALIJURI et al., 2006).

Ambientes eutréficos, ou seja, rico em nutrientes, favorecem a proliferacdo e
predominéncia de espécies de cianobactérias, que, por sua vez, podem produzir
diversas toxinas e libera-las no meio aquatico, principalmente durante os fenbmenos
de floracdes (crescimento exuberante) (CHORUS e BARTRAM, 1999; WATANABE e
OISHI, 1985). Geralmente, estas floracoes tém grande impacto negativo nos corpos
d'agua alterando as caracteristicas de qualidade, tais como odor e sabor, e de
presenca de toxinas especificas (BRASIL, 2006).

As cianobactérias podem produzir varias toxinas, incluindo neurotoxinas (anatoxinas
e saxitoxinas), hepatotoxinas (microcistina, nodularina, cilindrospermopsina) e
irritantes ao contato (endotoxinas lipopolissacarideas - LPS) (CARMICHAEL e
FALCONER, 1993). Essas cianotoxinas sao metabdlitos secundarios de
cianobactérias, com estrutura quimica e propriedades toxicologicas diversas
(SIVONEN e JONES, 1999).

Em todo o mundo, estima-se que proliferagbes de cianobactérias produtoras de
hepatotoxinas sdo mais encontradas que proliferacées neurotoxicas. As hepatoxinas
sdo peptideos ciclicos cuja ocorréncia ja foi notificada em todos os continentes,
dentre esse grupo de cianotoxinas as microcistinas sdo as mais encontradas, sendo
a ocorréncia da microcistina-LR mais frequente (SIVONEN e JONES, 1999).

A microcistina-LR ja foi detectada em aguas de rios ou reservatérios em varias
regides do mundo, como na Espanha (ABOAL e PUIG, 2005), Estados Unidos
(GRAHAM et al., 2004), Marrocos (OUDRA et al., 2001; OUDRA et al., 2002), China
(DAI et al., 2008), Franca (MAATOUK et al., 2002), Turquia (GURBUZ et al., 2009),
Italia (MESSINEO et al. 2009) e Brasil (CARVALHO et al., 2007).

Segundo Huszar et al. (2000), o grupo das cianobactérias destaca-se

expressivamente por sua dominancia (biomassa e/ou densidade) em sistemas
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aguaticos naturais ou artificiais no Brasil. Este fato assume crescente relevancia,
uma vez que o0s estudos sobre toxinas produzidas por cianobactérias tém
demonstrado, cada vez mais, o0 potencial toxico de muitas de suas espécies no
Brasil (AZEVEDO et al., 1994; YUNES et al.,, 1996; JOCHIMSEN et al., 1998;
POURIA et al., 1998; LAGOS et al., 1999; AZEVEDO et al., 2002; VIEIRA et al.,
2003). No Brasil, as microcistina foram detectadas na agua de diversos mananciais
superficiais, como no estado de Minas Gerais (ALMEIDA, et al., 2006) e Sdo Paulo
(AGUJARO, 2007); na Represa Billings, Sdo Paulo (CARVALHO et al., 2007);
também foi verificada a presenca da toxina no musculo de peixes de reservatorios
do Rio de Janeiro e Minas Gerais (MAGALHAES et al., 2001, 2003; DEBLOIS et al.,
2008) e em tanques de piscicultura, Sdo Paulo (ANDRADE, 2009).

Foram registradas efeitos toxicos de microcistinas, como mortes e desenvolvimento
de doencas graves, tanto em seres humanos quanto em animais domésticos e
silvestres (mamiferos, aves e peixes) em diversas regides do mundo (SANTOS e
BRACARENSE, 2008). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (CHORUS e
BARTRAM, 1999) recomenda o valor limite maximo para equivalentes de
microcistina-LR total de 1,0 pg.L™, considerando a exposicdo através da agua de
consumo humano. Os valores foram estabelecidos devido a preocupacdo com 0s
efeitos toxicolodgicos crénicos das microcistinas, que podem atuar como promotoras
de tumores de figado através da inibicdo da atividade da proteina fosfatase tipo 1 e
2A (KAYA, 1996).

Portanto, a andlise quantitativa de microcistinas € importante no contexto de saude
humana e toxicologia ambiental. O presente trabalho visa avaliar a presenca de

microcistina-LR em mananciais com diversos usos na Regido da Grande Vitoria, ES.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
»= Avaliar a presenca de microcistina-LR por cromatografia liquida (HPLC-PDA)

em amostras de mananciais da Regido da Grande Vitéria.

2.2 Objetivos Especificos

» Avaliar parametros de desempenho do método de avaliagdo de microcistina-
LR;

»= Avaliar a presenca de microcistina-LR dissolvida em amostras de mananciais

superficiais e de efluente de Estacédo de Tratamento de Esgotos (ETE);

» Analisar parametros fisicos, quimicos e hidrobiolégicos das amostras de
mananciais superficiais e de efluente de Estacdo de Tratamento de Esgotos
(ETE);



3 Revisao Bibliogréfica 17

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cianobactérias

As cianobactérias sao organismos procaribticos, fototroficos, podendo ser
unicelulares, filamentosas ou coloniais, apresentando caracteristicas de algas e
bactérias. A semelhanca com as algas é registrada pela presenca de pigmentos tipo
clorofila-a e fotossintese aerdbica e as caracteristicas de bactérias por meio da sua
estrutura procariética e parede celular. Assim, € comum a referencia destes

microrganismos como cianobactérias ou microalgas cianoficeas (YOO et al., 1995).

As cianobactérias apresentam uma elevada diversidade metabdlica que contribui
para 0 seu sucesso competitivo e ocupacao de diferentes habitat aquatico, podendo
ser encontradas em oceanos, estuarios, mangues e, principalmente, em ambientes
aguaticos continentais representados pelos rios, lagos e reservatoérios, inclusive
fontes termais com temperaturas acima de 50° C ou até mesmo em regifes polares
(HYENSTRAND et al., 1998; DOKULIL e TEUBNER, 2000).

Este fato € reforcado pelas caracteristicas comuns desse grupo tais como a
capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico e assimilacdo de formas
alternativas de nitrogénio disponivel do meio, mixotrofia em condi¢cdes de baixa
luminosidade, reserva e acumulo de fosforo, presenca de pigmentos acessorios tais
como as ficobiliproteinas e a producédo de toxinas alelopéaticas sédo fatores que, no
seu conjunto, podem explicar a grande adaptabilidade das cianobactérias aos
diversos bidtopos aquaticos representados pelas colunas d'agua, sedimentos e entre
as partes submersas de macrofitas (ESTEVES, 1998).

Assim, este aparato metabdlico aliado as suas caracteristicas fisiologicas permite,
sob determinadas circunstancias, o crescimento exuberante em determinados
ambientes aquaticos promovendo o que se denominam de floracbes de
cianobactérias (BOUVY, 1999; TOWNSEND et al, 1996; ESTEVES 1998).
Geralmente, estas floracbes tém grande impacto negativo nos corpos d’agua
podendo alterar as caracteristicas de qualidade tais como odor, sabor e de presenca
de toxinas especificas produzidas por certos géneros de cianobactérias,
denominadas genericamente de cianotoxinas. A geracao de sabor e odor é causada

por metabalitos, tais como geosmina e isoborneol (BRASIL, 2006).
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As floragBes de cianobactérias nem sempre sdo compostas de espécies toxicas
(YOO et al., 1995), contudo, estudos tém demonstrado que de 50 a 70% das
floracbes de cianobactérias sdo constituidos por espécies toxicas (SIVONEN et al.,
1990; VASCONCELOS, 1994; YOO et al., 995).

A ocorréncia de floracdes de cianobactérias toxicas ndo é um fendmeno local,
regional ou especifico de um sé pais, mas de propor¢des globais. A maioria dos
corpos hidricos eutroficos ou hipertréficos, normalmente, favorece o
desenvolvimento destes organismos (CHORUS e BARTRAM, 1999).

As cianobactérias geralmente estdo associadas as condi¢des eutroficas, porém
proliferacdes toxicas destas microalgas tém sido registradas em ambientes
oligotréficos e mesotroficos. Aboal e Puig (2005) observaram que, em coletas
sazonais em oito reservatérios da Espanha, a ocorréncia de microcistinas foi mais
frequente nos ambientes oligotréficos e a toxina néo foi detectada nos reservatorios

mais eutrofizados.

No Brasil, ha ocorréncia de floracdes de algas toxicas e de cianotoxinas em aguas
de abastecimento, descrevendo representantes do género Microcystis como sendo
um dos principais causadores de efeitos toxicos em aguas continentais. Floragfes
desse género, em especial de Microcystis aeruginosa, tém sido descritas em
diferentes reservatérios lacustres (AZEVEDO et al.,, 1994; JARDIM et al., 2000;
SANT'ANNA & AZEVEDO, 2000; VIEIRA, 2002; CARVALHO et al., 2007) e em
lagoas costeiras no pais (YUNES et al., 1996; 1998; MATTHIENSEN et al., 1999;
MINILLO et al., 2000; HUSZAR et al., 2000).

Os fatores ambientais que influenciam a formacgéo de floracbes toxicas em corpos
d’agua sédo a temperatura, pH, intensidade luminosa e concentracdo de nutrientes,
especialmente nitrogénio e fosforo (CALIJURI et al., 2006). Estudos realizados em
reservatorios brasileiros tém demonstrado que ambientes em condi¢des de eutrofia
e hipertrofia, com concentracées de fésforo total entre 50-660 mg.L™; pH levemente
elevado (7,0 a 9,0); baixa profundidade (entre 2,8 e 14 metros); temperatura da agua
relativamente alta (acima de 20 °C); sdo ambientes adequados para a proliferacéo e
manutencdo dos florescimentos de cianobactérias (SANT'ANNA e AZEVEDO,
2000).
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Inimeros registros de florescimentos de cianobactérias tém sido realizados no pais,
sendo que uma expressiva parcela (>50%) tem reconhecido potencial toxico
(YUNES et al., 1996; 1998; MINILLO et al. 2000). Conforme Sant’anna e Azevedo
(2000) existem, no Brasil, cerca de 20 espécies de 14 géneros de cianobactérias
que sdo toxicas, porém, em Vvarios Estados brasileiros, principalmente aqueles
situados nas regides Norte, Nordeste e Centro Oeste, os dados continuam

subestimados.

3.2 Cianotoxinas

As cianotoxinas sado metabolitos secundarios de cianobactérias, com estrutura
guimica e propriedades toxicologicas diversas (SIVONEN e JONES, 1999). Quando
liberadas para o0 meio aquoso podem persistir por dias a varias semanas,
dependendo de condi¢cdes especificas do meio como pH e, principalmente, da
temperatura da agua (KOTAK et al, 1995; CHORUS e BARTRAM, 1999,
ZURAWELL et al., 2005).

A exposicdo humana a cianotoxinas € capaz de produzir diversos efeitos
toxicoldgicos e ocorre principalmente no uso recreacional de lagoas e rios (via
dérmica) e pelo consumo de agua, alimentos e suplementos a base de algas (via
oral) (CARMICHAEL, 1996). Além disso, outras possiveis rotas de exposi¢cdo sdo o
uso de chuveiros (inalagédo), por via intravenosa (em caso de tratamento de
hemodialise) e por meio de bioacumulacdo na cadeia alimentar (CALIJURI et al.,
2006).

As cianotoxinas sédo basicamente formadas por trés grandes grupos de substancias
qguimicas, os peptideos ciclicos, alcaléides e lipopolissacarideos. Também sédo
classificadas quanto ao local de ataque nos organismos de mamiferos, podem ser
hepatotoxicas, neurotoxicas e dermatotdxicas de efeitos crénicos ou agudos, sendo
liberadas por varios géneros de cianobactérias. Dentre as hepatoxinas podemos
citar as microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsina. As Neurotoxinas sao
representadas pela Anatoxina-a, homoanatoxina-a e Saxitoxinas (CARMICHAEL,
1992; CHORUS e BARTRAM, 1999). As dermatotoxinas sdo capazes de produzir
irritacdes na pele e alergias (KUIPER-GOODMAN et al., 1999), sdo componentes da
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membrana celular das cianobactérias formados por carboidratos e lipidios, portanto,

lipopolissacarideos (LPS).

A ocorréncia de hepatoxinas ja foi notificada em todos os continentes, dentre esse
grupo de cianotoxinas a mais encontrada € a microcistina (SIVONEN e JONES,
1999).

As microcistinas ja foram detectadas em diversos ambientes, como na agua de
reservatorios (ABOAL e PUIG, 2005), no sedimento de reservatorios (BABICA et al.,
2006), em agua termais (MOHAMED, 2008), em lagoas de Estacdo de Tratamento
de Esgotos (VASCONCELOS e PEREIRA, 2000) e em tanques de piscicultura
(PROMMANA et al., 2006).

3.2.1 Microcistinas

As microcistinas sdo um grupo de toxinas constituidas por heptapeptideos ciclicos
que tem efeito na inibicdo de fosfatases, atuando como produtores de tumores, com
acao hepatotoxica (FUJIKI et al., 1996)

Quanto a sua estrutura quimica, as microcistinas sdo compostas de peptidios curtos
de 7 aminoacidos, identificadas, principalmente, por letras que correspondem a
abreviatura dos dois L-aminoacidos variaveis (posi¢cdes 2 e 4 da estrutura ciclica),
juntamente com as metilagbes e desmetilagbes dos dois aminoacidos incomuns
(Adda e Mdha); podendo ainda existir outras alteragbes menores na estrutura
quimica das moléculas destes compostos. Essa nomenclatura, principalmente para
as microcistinas, foi proposta por Carmichael et al. (1988), que inicialmente
verificaram apenas as variagdes qualitativas observadas em seus dois L-
aminoacidos, que foram usadas para designar as diferentes microcistinas,
por exemplo: microcistina-LR  (leucina-arginina); microcistina-RR  (arginina-

arginina); microcistina-LA (leucina- alanina), conforme apresentadas na figura 1.

Estudos demonstram a existéncia de mais de 60 andlogos estruturais de
microcistinas (CHORUS e BARTRAM, 1999). Como exemplo, em trabalhos
realizados em floragdes naturais e em uma cepa de Microcystis aeruginosa, isolada
no Rio Grande do Sul, foi identificada a ocorréncia de uma microcistina—LR com D-
Leu na sua estrutura (MATTHIENSEN et al., 2000). Em extratos de uma floragéao
natural num reservatério no Marrocos foram detectados oito variantes de

microcistinas, sendo que a variante dominante foi a microcistina-LR, com a
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proporcao relativa de 30-60% do total de microcistinas (OUDRA et al., 2002).
Geralmente, diversas variantes de microcistinas sdo encontradas numa mesma

amostra, mas microcistina-LR é a dominante (ABOAL e PUIG, 2005).
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Microcistina - LR Leucina Arginina
Microcistina - RR Arginina Arginina
Microcistina - LA Leucina Alanina
Microcistina - YR Tirosina Arginina

Figura 1- Estrutura da microcistina. Fonte: Adaptada de Chorus e Bartram (1999).

As microcistinas sdo altamente estaveis em condigBes laboratoriais, mas tem
demonstrado degradacdo na presenca de microorganismo ou por fotdlise indireta
(BABICA et al., 2006). Entretanto, também ha relatos que descrevem continuamente
elevadas concentracdes de microcistinas em reservatorios naturais, inclusive em
sedimentos, ou seja, a persisténcia por periodos relativamente longos apés a

ocorréncia anterior de cianobactérias na agua (BABICA et al., 2006).

Exposicdes agudas a cianotoxinas podem causar efeitos adversos a saude e
a exposicdo crbnica a niveis baixos pode resultar em lesdes em longo prazo.
Experimentos em animais demonstraram lesdo hepatica crbnica quando
continuamente submetidos a ingestdo oral de microcistinas. A acédo carcinogénica e
de promocé&o do crescimento de tumores por microcistinas tém sido demonstrado em
experiéncias com animais (KUIPER-GOODMAN et al., 1999). Em humanos,
elevadas doses de microcistinas produzem necrose hepética, podendo levar a
morte, enquanto a exposicao cronica esta relacionada a inducao de cancer colorretal
(intestino grosso e reto) e de figado (HERNANDEZ et al., 2009).
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Essa cianotoxina pode se acumular em tecidos animais através da ingestdo de
microcistina dissolvida na agua (GERARD et al., 2005) ou contida na células. A
acumulacdo da toxina por diversos organismos planctivoros foi resgistrada no
zooplancton (MOHAMED, 2001), em moluscos (GERARD et al., 2009), crustaceos
(MAGALHAES et al., 2003) e peixes (MAGALHAES et al., 2001; (ZHANG et al.,
2009).

Com o objetivo de minimizar o risco de intoxicagcdes humanas, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estabeleceu o valor de referéncia para Ingestdo Diaria
Toleravel (IDT) de microcistina igual a 0,04 pg MC.kg™.dia™ (CHORUS e BARTRAM,
1999).

Em estudo realizado no reservatério do Funil (RJ) e de Furnas (MG) todas as 27
amostras de peixes (tilapias) continham microcistina, variando de 0,8 a 32,1 mg
MC.g figado™ e 0,9-12,0 ng MC.g musculo™. A maioria das variantes de microcistina
encontrada no fitoplancton também foi encontrada no figado dos peixes. Em ambos
0S reservatorios, um em cada quatro peixes amostrados tinha um nivel de
microcistinas (8 ng.g tecido®) além do limite de ingestdo diaria toleravel
recomendado pela OMS e representava um risco para os consumidores (DEBLOIS
et al., 2008).

3.3 Legislacéo

Baseado em estudos de toxicidade oral em niveis subcronicos, realizados com
camundongos (FAWELL et al, 1994) e com porcos (FALCONER et al, 1994), foi
estabelecida como ingestéo diaria aceitavel para microcistina-LR, o valor de 0,04ug
de microcistina-LR por quilograma (Kg) de peso corpéreo por dia (CHORUS e
BARTRAM, 1999). A partir desse valor foi adotado pela Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) um limite maximo aceitavel de 1pg.L' de microcistina-LR,

considerando a exposicao através da agua de consumo humano.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude — OMS (WHO, 1998), ndo h& dados
suficientes que possibilitassem a definicdo de valores de referéncia para qualquer
outra cianotoxina, além da microcistina-LR, o guia Australian Drinking Water
Guidelines (ADWG, 1996) apresentou valor de referénciade microcistina-LR de 1,3

ug.L?, diferindo do recomendado pela OMS para a 4gua de consumo humano.
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A legislacdo brasileira de qualidade de aguas de consumo humano - Portaria do
Ministério da Saude n° 518, 25 de marco de 2004 (BRASIL, 2004), estabelece a
obrigatoriedade do monitoramento de microcistinas na agua potavel, com o valor
maximo permitido de 1,0 pg.L™, sendo aceitavel a concentracéo de até 10 pg.L™ de
microcistinas em até 3 (trés) amostras, consecutivas ou ndo, nas analises realizadas
nos ultimos 12 (doze) meses. A portaria recomenda que as analises para
cianotoxinas incluam, também, a determinacéo de cilindrospermopsina e saxitoxinas
(STX), observando, respectivamente, os valores limites de 15,0 ug.L* e 3,0 pg.L*
de equivalentes de STX.L'. O né&o-estabelecimento de obrigatoriedade no
monitoramento dos valores para outras cianotoxinas deve-se a escassez de
informacgdes e nao-disponibilidade de técnicas analiticas padronizadas. (BRASIL,
2006)

De acordo com a legislacdo, o monitoramento de cianobactérias na agua do
manancial, no ponto de captacéo, deve obedecer a uma frequéncia mensal, quando
o nimero de cianobactérias ndo exceder 10.000 células.mL™ (ou 1 mm3L™? de
biovolume), e semanal, quando exceder este valor. Exige-se também, quando o
namero de cianobactérias no ponto de captacdo do manancial exceder 20.000
células.mL™ (ou 2 mm°.L? de biovolume), serd exigida a andlise semanal de
cianotoxinas, na agua de saida do tratamento, nas entradas das clinicas de
hemodialise e nas industrias de injetaveis. Também € vedado o uso de algicidas
para o controle do crescimento de cianobactérias ou qualquer intervencdo no
monitoramento que provoque a lise das células destes microorganismos, quando a
densidade das cianobactérias exceder 20.000 células.mL™ (ou 2 mm3L* de
biovolume), sob pena do comprometimento da avaliagdo de riscos a saude

associados as cianotoxinas.

A Resolucdo CONAMA n° 274, 29 de novembro 2000 (BRASIL, 2000), referente as
condicdes de balneabilidade, estabelece restricbes a recreagdo de contato primario
quando verificada a ocorréncia de floracdes de algas e considera passivel de
interdicdo pelos orgaos de controle ambiental trechos dos corpos d"agua em que
ocorram toxicidade ou formagédo de escuma decorrente de floracbes de algas. A
Resolucdo CONAMA n° 357, de 17 de marco de 2005 (BRASIL, 2005), estabelece
valores maximos permitidos (VMP) de clorofila-a e células de cianobactérias nas

diferentes classes de uso dos corpos d’agua, também determina condicdes e
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padrdes para parametros fisicos, quimicos e microbioldgicos (Tabela 1).

Tabela 1- Algumas condicbes e padrdes das classes de agua doce estabelecidos pela Resolucao
CONAMA n° 357/2005.

VMP
Parametro
Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
pH 6,0a9,0 6,0a9,0 6,0a9,0 6,0a9,0
Clorofila
; <10 <30 <60 -
(g.L™)
Densidade de
cianobactérias < 20.000 < 50.000 < 100.000 -
(cél.mL™)
Cor real
B Cor naturgl do corpo <75 <75 )
(mg Pt.L™) de agua
Turbidez
(UNT) <40 <100 <100
3, 7empH<=<75 3, 7empH<=<75 13,3empH<=<7,5
NH; 20em75<pH=<80 20em75<pH<80 56em75<pH<8,0 B
(mg.L™) 1,0em80<pH<85 1,0em 80<pH<85 22em80<pH<8,5

DBOs (mg.L™)
PT (mg.L™)

0,5empH>8,5
<3
<0,02

0,5empH >8,5
<5
<0,03

1,0empH>85
<10
<0,05

As acdes de controle e vigilancia da qualidade da agua ainda sao extremamente
timidas. Muitos municipios e localidades ndo dispdem de pessoal e de laboratorios
capazes de realizar o monitoramento da qualidade da agua, do manancial ao
sistema de distribuicdo (BRASIL, 2006). Assim, € muito importante que se
desenvolvam metodologias precisas de deteccdo de cianotoxinas como uma
importante ferramenta para aumentar significativamente os aspectos de seguranca e

da qualidade de aguas.

3.4 Meétodos de deteccdo de microcistinas

As principais metodologias de deteccdo e quantificacdo de cianotoxinas,
principalmente microcistinas, em amostras de aguas incluem a) Bioensaios; b)
Biologia Molecular; c¢) Imuno-ensaios (ELISA); d)
Cromatografia Liquida (HPLC).

Inibichio da Fosfatase; e)
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3.4.1 Bioensaios

O uso de bioensaios possibilita a aquisicdo de importantes informagdes sobre a
toxicidade de uma amostra, visto que diferencas minoritarias na estrutura das
cianotoxinas podem levar a diferencas pronunciadas na toxicidade (SIVONEN e
JONES, 1999). Portanto, o uso desta técnica permite um maior entendimento do
impacto das microcistinas no ambiente natural destinado ou n&o ao abastecimento

de &gua, além dos mecanismos de a¢do nos organismos (KURODA et al.,2006).

Porém, os bioensaios devem estar associados a sofisticadas técnicas qualitativas e
quantitativas, sendo utilizado, portanto, como um método de triagem (screening) na

analise de microcistinas.

3.4.2 Biologia molecular
As técnicas de biologia molecular permitem esclarecer a genética das vias

biossintéticas de algumas cianotoxinas e investigar a regulagcdo da sintese de
toxinas em nivel molecular. Atualmente, ha trabalhos (BAKER et al., 2002;
DITTMANN e BORNER, 2005; NISHIZAWA et al., 1999; OUAHID et al., 2005) que
tém utilizado a abordagem molecular para detectar e caracterizar molecularmente
cianobactérias potencialmente toxicas de amostras ambientais pelo uso de
marcadores moleculares taxondmicos e genes envolvidos com a biossintese de
toxinas como microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsinas. A possibilidade de
deteccdo destes genes torna-se relevante visto que determinada cianobactéria pode
ter o potencial genético para a producdo de microcistinas, contudo, devido a fatores
ambientais, as toxinas podem néao estar sendo produzidas e liberadas no momento

da avaliacéo.

No Brasil, ainda sdo escassos o0s trabalhos com abordagem molecular das
cianobactérias (ANJOS et al., 2006; BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2003; FIORE et al.,
2005; LORENZI, 2004; SILVA, 2006).

3.4.3 Imuno-ensaios (ELISA)

O meétodo de ELISA baseia-se na competicdo direta entre dois tipos de antigenos (a
possivel microcistina presente na amostra, e em seguida, o antigeno marcador
ligado a uma enzima), sobre um numero limitado de anticorpos com reatividade
cruzada também contra varios congéneres de microcistina, adsorvidos na parede da

placa de reacédo. ApOs os processos de incubacéo - lavagem da placa - adicdo de
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substrato da enzima - incubacdo, procede-se a analise por absorcdo
espectrofotométrica a 450 nm. A coloracdo resultante ao final dessa reacdo
enzimatica € inversamente proporcional a concentracdo da toxina presente na
amostra analisada. (KURODA et al, 2006). Este resultado €& obtido
colorimetricamente em um leitor de placas a partir de padrées que alcangam o
méaximo de 2,0 ppb (AGUJARO, 2007). O método ELISA, principalmente, para
deteccdo em baixas concentracdes de microcistinas pode ser usado com sucesso

para investigar a ocorréncia dessa toxina (BABICA et al., 2006).

Este método apresenta como vantagens a sensibilidade as microcistinas, além do
facil manuseio e possibilidade de realizar analise de varias amostras ao mesmo
tempo. Ha no mercado alguns Kits disponiveis com boa sensibilidade analitica, mas
algumas reacdes cruzadas entre diferentes variedades de microcistinas tém
colocado algumas restricbes no uso destes Kits. Rapala et al. (2002) obteve
menores concentragbes de microcistinas hidrofébicas com o método ELISA

comparando-se a analise por HPLC e por ensaio da fosfatase.

3.4.4 Inibicdo da Fosfatase

O ensaio de inibicdo da enzima fosfatase foi desenvolvido com base na capacidade
de microcistinas inibirem a enzima fosfatase serina-treonina (RAPALA et al., 2002).
Este ensaio consiste na avaliagdo do efeito inibitério das microcistinas na reagéo de
liberacdo de grupos fosfato catalisada pela fosfatases PP1 ou PP2A. A reacdo pode
ser monitorada ou quantificada utilizando 32P ou substratos cromogénicos como o
p-nitrofenol fosfato (p-NPP) (RIVASSEAU e HENNION et al., 1999) ou 8-difluoro-4-
methylumbelliferyl phosphate — DIFMUP (DEBOLIS et al., 2008).

O ensaio é simples, rapido e relativamente barato, o método é muito sensivel e pode
indicar a presenca de quantidades extremamente pequenas de microcistinas
(nanograma, ng) nas amostras, abaixo do nivel de deteccdo exigido pela legislacdo
Brasileira e mundial (AKIN-ORIOLA e LAWTON, 2005).

No entanto, esta reacao inibitéria ndo € um método quantitativo e ndo possibilita
identificar as variantes de microcistinas presentes na amostra e pode ter
interferéncia de outros inbidores naturais da fosfatase, tais como calhiculina e acido
okaidéico (RAPALA et al. 2002). Contudo, pode ser utilizada como indicador primario

ou de presenca/auséncia de microcistinas nas analises de qualidade de aguas
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(ROBILLOT e HENNION, 2004). Assim, esta reacdo apresenta-se como uma opgao
de pré-analise, que, caso tenha resultado positivo, deve ser seguida de
procedimentos analiticos quantitativos, como HPLC. Esta abordagem pode diminuir

sensivelmente os custos de analises de cianotoxinas para as amostras de aguas.

Existem vérios estudos que visam tornar o ensaio de inibicdo de proteina fosfatase
um método quantitativo, modificando-o, por exemplo, para medir as toxinas de
amostra em um espectrofotometro de bancada (AKIN-ORIOLA e LAWTON, 2005).
Ha varios estudos que citam o uso de leitores de microplacas para realizar o teste de
inibicdo da fosfatase sobre o substrato p-NPP e obtiveram resultados coerentes com
os produzidos por outras metodologias de avaliagdo de microcistina, como ELISA e
HPLC-PDA.

Ho e colaboradores (2007) obtiveram resultado de ensaio de inibicdo da fosfatase
2A (PP2A) em concordancia com os resultados por HPLC-PDA para a avaliacéo de
microcistina (-LR e -LA) em agua tratada.

Deblois e colaboradores (2008) utilizaram HPLC-PDA e ensaio de inibicdo da
fosfatase 1 (PP1) para avaliar microcistinas no séstom e em figado de tilapia, as
quantificacbes por ambos os métodos ndo apresentaram diferenca. Nesse mesmo
estudo, ainda utilizaram o ensaio de inibicdo da fosfatase 1 (PP1) e o método ELISA
para avaliar microcistinas em musculos de peixes (tilapias), o ensaio com a enzima
mostrou maiores concentracdes de microcistina que o imuno-ensaio (30% a mais),
sugeriu-se que essa diferenca possa ser devido ao efeito inibitério de um ou mais
compostos desconhecidos co-extraidos do musculo junto com a toxina, o qual o
teve forte efeito no ensaio com PP1 devido a etapa de concentragcdo necessaria para
esse tecido. Portanto, os autores desconsideraram os resultados do método de

inibicdo enzimatica para analise de toxina em musculos de peixe.

Almeida e colaboradores (2006) utilizaram o teste de inibicdo da enzima fosfatase 1
(PP1) para detectar a presenca de microcistina em cultivo de cianobactérias e
amostras ambientais. O teste com a enzima PP1 mostrou-se efetivo para confirmar a
presenca e quantificar microcistina. A sensibilidade do ensaio para a deteccdo da
hepatotoxina foi de 0,2- 1,0 ug.L™* (ALMEIDA et al., 2006).
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3.45 HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC — High performance liquid
chromatography) é um tipo de cromatografia que utiliza uma fase estacionaria,
colunas recheadas com resinas especificas, e uma fase movel, eluida sob presséao.
Essa técnica possui a capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas de
uma grande variedade de compostos presentes em diversos tipos de amostras, em
escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucgéo, eficiéncia e detectabilidade
(COLLINS, 2006).

HPLC em fase reversa € normalmente utilizado para a separacdo de componentes
apolares ou hidrofébicos, portanto, microcistinas, um amplo grupo de peptideos
toéxicos com diferentes hidrofobicidade, sdo facilmente separados por este método
(AKIN-ORIOLA e LAWTON, 2005).

Em baixas concentracfes a determinacdo das microcistinas pode nao ser possivel
devido a baixa sensibilidade do método analitico e, portanto, é necessaria uma
etapa de concentracdo. O processamento prévio de amostras para a analise por
HPLC é essencial para a producdo de cromatogramas confiaveis. A extracdo em
fase solida (cartucho C18), por exemplo, € amplamente utilizada para a
concentracdo de amostras de agua, ou para eliminar contaminantes da matriz
(LANCAS, 2004a). Apb6s passar a amostra através de cartuchos de SPE, as
microcistinas ficam retidas e, posteriormente, podem ser eluidas por solventes, como

o metanol (NICHOLSOM e BURCH, 2001).

Estudos demonstram (RAPALA et al., 2002; LAWTON et al., 1994) que diferentes
processos de pré-tratamento da amostra, tais como a técnica de extracao,
concentracdo e purificacdo de toxinas, assim como 0s solventes envolvidos,
apresentam significativa diferenca na quantificacdo de algumas variaveis de

microcistina.

Apds a extragdo, concentracdo e purificacdo da amostra, em geral, é realizada a
analise de microcistinas por HPLC utilizando coluna de silica C18, fase reversa, com
a separacao realizada pelo gradiente de agua e acetonitrila, ambos acidificados com
acido trifluoroacético (TFA) (AKIN-ORIOLA e LAWTON, 2005; LAWTON et al.,
1994). Esse gradiente abrange varias polaridades, o que permite a andlise de todas
as microcistinas (HARADA, et al., 1999).
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Apéds a separacdo das microcistinas, a proxima etapa necessaria € a detecgdo dos
analitos. O detector, componente do sistema cromatografico, é o responsavel pela
geracdo um sinal diretamente proporcional a concentracdo do analito. Existem
diversos tipos de detectores disponiveis, como ultravioleta (UV), arranjo de diodos
(PDA — Photodiode Array), e espectroscopia de massa (MS) (NICHOLSON e
BURCH, 2001).

A MS é o melhor método de deteccéo para evitar a identificacdo equivocada das
microcistinas, pois cada microcistina produz ions caracteristicos em seu espectro de

massa (SANGOLKAR et al, 2006), porém o custo do equipamento é alto.

A absorbancia UV maxima da maioria das microcistinas e nodularinas é a 238 nm,
as microcistinas em que existem aminoacidos aromaticos, como, por exemplo, a
microcistina-LW que possui triptofano tem a absorbancia maxima a 222 nm
(LAWTON et al, 1994). A técnica de deteccdo UV permite determinar as
microcistinas individualmente através da comparacdo com padrdes; assim, a
identificacdo das microcistinas € baseada nos picos de seus espectros (CALIJURI et
al., 2006).

O PDA registra a resposta de todo o espectro, podendo ser ajustado o intervalo
desejado, por exemplo, para microcistinas pode-se utilizar entre 200 e 300 nm. A
técnica de HPLC associada ao detector PDA €& um dos melhores métodos
quantitativos para a determinacdo de microcistinas com limite de deteccdo em
conformidade com os valores limites proposto pela guias internacionais
(NICHOLSON e BURCH, 2001). A técnica HPLC-PDA combina a identificacdo do
espectro de absor¢cdo e tempo de retencdo caracteristico da microcistina utilizada
como padrao, sendo muito utilizada com sucesso na identificacao e quantificacao de
microcistinas (AKIN-ORIOLA e LAWTON, 2005; DAI et al., 2008; EDWARDS et
al.,1996; LAWTON etal., 1994; SANCHES et al., 2007).

Embora a analise de toxinas por HPLC requeira equipamentos e pessoal
especializado e tenha um custo unitario elevado por amostra, 0 método € capaz de
fornecer informacdes precisas e especificas sobre a identidade e a quantidade de
cada variante microcistina (AKIN-ORIOLA e LAWTON, 2005).
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3.5 Validacdo do método cromatografico

Validacdo do meétodo analitico é a confirmacdo por exame e fornecimento de
evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sdo atendidos. Assim é possivel demonstrar os métodos de ensaio
executados conduzem a resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida
(BRASIL, 2003b).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA (BRASIL, 2003a), e 0
Instituto Nacional de Metrologia, INMETRO (BRASIL, 2003b), disponibilizam guias
para o procedimento de validacdo de meétodo analiticos, respectivamente, a
Resolugdo ANVISA n° 899, de 2003 e o documento INMETRO DOQCGCRE-008, de
2003.

Ao validar uma determinada metodologia deve-se considerar, quando aplicavel, as
seguintes caracteristicas de desempenho do método (ou parametros de validacéo):
(1) especificidade e seletividade; (2) linearidade; (3) precisao; (4) limite de deteccao;
(5) limite de quantificacdo; (6) exatidao; (7) recuperacéo; (8) intervalo; (9) robustez; e
(10) incerteza de medicédo (BRASIL, 2003a,b).

Toda validacdo comeca com uma condicdo analitica proveniente de um
desenvolvimento ou da literatura, portanto, é necessario que a melhor condicéo

analitica esteja definida para, entéo, iniciar os testes de validacdo (LEITE, 2008).

3.5.1 Especificidade e Seletividade
Os parametros de especificidade e seletividade estdo relacionados ao evento de

deteccado do analito, fato que pode ser influenciado por outros componentes.

Um método especifico é aquele que produz resposta para apenas um analito, por
sua vez, um método que produz respostas para varios analitos, mas que pode

distinguir a resposta de um analito da de outros, € chamado seletivo.

A técnica de HPLC-PDA combina a identificacdo do espectro de absorcdo UV, 238
nm para as microcistinas (LAWTON, 1994), e o tempo de retencdo caracteristico da
microcistina-LR, portanto, o0 método de deteccdo é considerado seletivo. Visto que é
um método que produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a

resposta da microcistina-LR da de outros.
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3.5.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que 0s
resultados obtidos (sinais) sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003a). E utilizada com a

finalidade de se obter comparacao analitica para a quantificacao.

Para o estudo desse parametro, faz-se necessaria a elaboracdo de uma curva
resposta que demonstre a relacdo “sinal detectado” versus concentracdo. A
linearidade € formulada como expressdo matematica usada para o célculo da
concentracdo do analito a ser determinado na amostra real. A equacao da reta

(Equacédo 1) que relaciona as duas variaveis é:
y=ox+f 1)
Onde:
y = resposta medida (area do pico);
X = concentracao;
a = inclinagéo da curva de calibracao;

B = intersec¢do com 0 eixo Y.

Se ao confeccionar a curva observar-se uma relacéo linear, os resultados dos testes
deverdo ser tratados por métodos estatisticos para determinacdo do coeficiente de
correlacéo (r), interseccdo com o eixo y (B), coeficiente angular (a), soma residual
dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padrdo relativo (BRASIL,
2003a). O coeficiente de correlagéo linear (r) € muito utilizado para indicar o quanto
a reta pode ser considerada adequada como modelo matematico, sendo necessario,
em geral, um valor de r > 0,90 (BRASIL, 2003b).

A elaboracdo da curva de quantificacdo, também denominada curva de calibracéao
analitica, sdo necessarios varios pontos de calibracdo, ou seja, concentracoes

diferentes, sugere-se no minimo cinco concentracdes diferentes (LEITE, 2008).

3.5.3 Preciséo

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é expressa, em
geral, em dois niveis (LEITE, 2008; BRASIL, 2003b):
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1° - Repetitividade: concordancia entre os resultados de medi¢ces sucessivas

de um mesmo mensurando, dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo
analista, mesma instrumentacdo, mesmo local e mesmo procedimento. Tambéem
pode ser denominado como repetibilidade ou precisao intra-corrida, podendo ser
verificada por, no minimo, 9 (nove) determina¢des, contemplando o intervalo linear
do método, ou seja, 3 (trés) concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas
cada ou minimo de 6 determinacdes a 100% da concentracdo do teste (BRASIL,
2003a);

2° - Reprodutibilidade: E o grau de concordancia entre os resultados das

medicdbes de um mesmo mensurando, efetuadas sob condigbes variadas de
medicdo. Por tratar-se de um componente de validacdo de método executado por
laboratorios diferentes em um estudo colaborativo, a reprodutibilidade também é
denominada de precisao inter-laboratorial. Geralmente € aplicada a padronizacdo de
metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em farmacopéias
(BRASIL, 2003a).

A preciséo (repetitividade e/ou reprodutibilidade) de um método analitico pode ser
expressa como desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV) de uma
série de medidas.

3.5.4 Limite de deteccgéo (LD) e limite de quantific  acg&o (LQ)
O limite de deteccdo (LD) é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as

condi¢cbes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003a).

O limite de quantificacdo inferior ou limite de determinacdo (LQ) de um analito em
uma amostra € o menor valor de concentracdo obtido com precisdo (BRASIL,

2003a) e exatidao (LEITE, 2008) aceitaveis na condicao definida para a analise

3.5.5 Fator de Recuperagéo

Toda amostra que recebe tratamento de analise (extragdo, concentracdo, etc) deve
ter calculado experimentalmente o erro ou perda do analito. A porcentagem de erro
ou perda da espécie em analise denomina-se recuperacao, e ao numero atribuido a
quantidade de massa passivel de ser extraida de uma amostra contendo outros

componentes designa-se fator de recuperacgéo (LEITE, 2008).
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A recuperacdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras adicionadas
com quantidades conhecidas do mesmo (spike). As amostras podem ser
adicionadas com o analito em pelo menos trés diferentes concentracdes (BRASIL,
2003b) e, entdo, serem submetidas ao processo analitico (SPE e HPLC-PDA) com o

objetivo de determinar o poder extrativo do método.

No entanto, € comum que uma parte substancial do analito permaneca na matriz
apos a extracdo, de modo que a extracdo é incompleta, e a subsequente medicéo
fornece um valor inferior a verdadeira concentracdo da substancia. Ha a
possibilidade de utilizar a recuperacéo para corrigir a quantificacdo, assim obter-se-
la a estimativa verdadeira da concentragdo de uma determinada substancia.
Segundo a IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (THOMPSON
et al., 1999), o uso de fatores de correcdo baseados na recuperacdo possuem
aplicabilidade duvidosa, pois o fator de recuperacdo pode variar entre diferentes

matrizes e concentracdes do analito.

3.5.6 Intervalo

O intervalo, também denominado faixa linear de trabalho, € a faixa entre os limites
de quantificacdo superior e inferior de um método analitico no qual foi demonstrado
ser possivel a determinacdo com a precisdo, exatiddo e linearidade exigidas
(LANCAS, 2004b).

A faixa linear de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio vai
ser usado. A concentracdo mais esperada da amostra, ou concentracao alvo, deve,

sempre que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho (BRASIL, 2003b).
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes e padroes

Todos os reagentes para analise cromatografica eram grau analitico para HPLC. O
metanol e a acetonitrila foram comprados das marcas Tedia e Carlos Erba, o acido
trifluoroacético (TFA) da Merck. A agua ultrapura foi produzida com o sistema Milli-Q
(Millipore).

Os padrdes de microcistina-LR (pureza >90%), dissolvidos em metanol, foram
adquiridos com a Unidade de Pesquisa em Cianobactérias (UPC, Universidade

Federal do Rio Grande - FURG/RS) e armazenados em freezer -20°.

4.2 Desempenho do método cromatografico
As caracteristicas de desempenho do método, ou paréametros de validagéo,

investigadas foram:
— Linearidade;
— Limite de deteccéo;
— Limite de quantificacéo;
- Intervalo;
- Fator de recuperacao;
— Precisao (repetitividade).

4.2.1 Linearidade e Curva de calibracéo analitica

Realizou-se um ensaio de linearidade com a constru¢cdo da curva de calibracéao
analitica com dez concentracgdes, 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 e 5,0 ug
MC-LR.mL™?, a partir de diluicdes do padrdo (500 pg MC-LR.mL™). Todas as
diluicbes do padréao foram realizadas com o solvente metanol, previamente filtrado

em membrana PTFE (47 mm, 0,45 uym, Millipore).

A linearidade foi determinada pela anéalise de regresséo linear da area do pico
versus a concentracdo de microcistina-LR, sendo calculado o coeficiente de

correlacéo (r), interseccdo com o eixo y (B), coeficiente angular (a), soma residual
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dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padréo relativo. O coeficiente
de correlacéo linear deve ser igual ou superior a 0,98, segundo INMETRO (BRASIL,
2003b).

4.2.2 Limite de Deteccéo (LD), Limite de Quantifica ¢&o (LQ) e Intervalo
Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram determinados, respectivamente,

pelas equacbes 2 e 3 (BRASIL, 2003a) a partir dos resultados do ensaio de

linearidade.
DPa x 3
LD = (2)
IC
o = DPa x 10 @)
B IC
Em que:

DPa = desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentragcdes do analito proximas ao suposto

limite de quantificag&o.

IC = inclinagdo da curva de calibragao.

O intervalo ou faixa linear do método refere-se ao limite de quantificacdo até a

concentracdo maxima da linearidade (5,0 ug MC-LR.mL™).

4.2.3 Recuperagéo

A recuperagdo, expressa em porcentagem (%), € a medida de eficiéncia do
processo de isolamento do analito de interesse da matriz na qual se encontra
presente (LANCAS, 2004b). Este parametro foi avaliado realizando-se a adi¢cdo de 6
concentracfes diferentes de microcistina-LR a matriz (filtrado da agua bruta do
Reservatério de Duas Bocas), também foi realizada a avaliagdo do branco (matriz
sem adic&o de toxina). Considerou-se a concentrac&o alvo igual a 1,0 pg MC-LR.L™,
logo neste ensaio utilizou-se as concentracdes 0,5; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; e 2,5 pug.L™* de
MC-LR. O ensaio foi realizado em triplicata e submetido a SPE, seguido de analise

em sistema HPLC-PDA. A recuperacao foi determinada pela equagéo:
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. Ci1-C;
Fator de Recuperacao (%) = C— x 100 4)
3

Onde:
C1 = concentracao determinada na amostra adicionada.
C, = concentracao determinada na amostra ndo adicionada.

C3 = concentragao adicionada.

4.2.4 Precisao: Repetitividade
Para a determinacéo da repetitividade do método foram analisadas 8 repeticbes da
concentracdo alvo de microcistina-LR (1,0 ug.L™) e foi calculado o coeficiente de
variacdo (CV) (Equacao 5). O coeficiente de variagdo maximo admitido foi de 5%
(BRASIL, 2003a).

Desvio Padrao

CV (%) = — — : x 100 (5)
Concentracdo média determinada

4.3 Andlise cromatografica (HPLC) de microcistina-L R

Pré-tratamento da amostra

A avaliacdo de microcistina-LR dissolvida foi efetuada em um sistema HPLC-PDA,
precedida de preparagdo da amostra (extracdo, purificacdo e concentracéo) pelo
processo de Extracdo em Fase Sodlida (Solid Phase Extraction — SPE), conforme
salienta Lancas (2004a). O procedimento de SPE das amostras foi realizado
segundo metodologia proposta por Lawton e colaboradores (1994) e Albuquerque

Junior e colaboradores (2007), com modificacdes.

Todas as amostras foram acidificadas ao pH 3,1 (+0,05) por adicdo de &cido
Trifluoroacético (TFA) e filtradas em membrana GF-1 (Macherey-Nagel, 47mm),
sendo o filtrado submetido ao processo de SPE (cartuchos PP Chromabond®
C18ec, 6ml, 500mg) sob acdo da gravidade. Antes da aplicacdo das amostras os
cartucho de extragdo foram condicionados com 6 mL de metanol e 6 mL de agua
ultra pura conforme orientacdo do fabricante. Apdés as amostras passarem pelos
cartuchos, estes foram lavados com 20 mL de agua ultra pura e com 20 mL de cada

solucéo do gradiente de metanol (10%, 20% e 30%). As solu¢des que percolaram os
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cartuchos durante o procedimento de lavagem foram descartados e estes foram
secos por sucgdo a vacuo. Eluiu-se o analito com 20 mL da solucdo
metanol:agua:TFA (89,9:10:0,1 %v/v), o percolado foi evaporado em banho-maria a
45°C. Apds completa evaporacdo, o residuo foi ressuspenso em 1000 pL de
metanol, sendo filtrado em membrana Millex PTFE (13 mm, 0,22 um, Millipore) antes
do armazenamento em vials, devidamente identificados, para injecdo automatica e
m HPLC.

Cromatografia liquida (HPLC)

Apés varios teste de gradientes de eluicdo determinou-se as seguintes condi¢des
analiticas para a analise por HPLC, que séo descritas a seguir.

O sistema de cromatografia liquida empregado foi 0 modelo SHIMADZU CBM-20A,
com degaseificador DGU-20AS, bombas LC-20AT, injetor automatico SIL-20AHT,
forno CTO-20A e detector de arranjo de diodos (PDA) SPD-M20A.

Todas as solucdes utilizadas na fase movel foram filtradas em mebranas PTFE (47
mm, 0,45 pm, Millipore) e desgaseificadas um banho ultrassom (LimpSonic®) antes

de usar.

A andlise de microcistina-LR foi realizada por cromatografia de fase reversa
utilizando coluna de escala analitica (C18 Symmetry 300, 250 x 4,6 mm, 5um) com a
separacéo realizacdo pelo gradiente de agua e acetonitrila, ambos acidificados com
acido trifluoroacético 0,1% (TFA) (Tabela 2). A deteccdo de microcistina-LR foi
realizada por analise em fotodiodo (PDA) com o espectro de absor¢cdo em uma faixa
de 190 a 300 nm, sendo a absor¢cdo maxima da microcistina-LR a 238 nm (LAWTON
et al., 1994). O volume injetado no cromatégrafo foi igual a 30 uL e a temperatura

do forno e do detector foi controlada a 30°C.

Tabela 2- Condi¢des de gradiente linear a 0,8 mL.min™ utilizado para a analise de microcistina-LR por

HPLC-PDA.
Tempo (minutos)
0 12 13 28
Solvente A (%) 65 48 65 65
Solvente B (%) 35 52 35 35

Solvente A = agua + TFA 0,1% e Solvente B = Acetonitrila + TFA 0,1%
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Nas avaliagbes cromatograficas cada réplica dos tratamentos foi analisada em
duplicata. Os cromatogramas foram integrados e analisados em 238 nm com o

software LC Solution (LabSolution, Shimadzu).

4.4 Avaliagdo de amostras ambientais

Uma vez que a metodologia de quantificacdo de microcistina-LR por HPLC-PDA foi
validada, esta foi empregada para a avaliacdo de mananciais superficiais da Regido
da Grande Vitdria (RGV). Além de corpos d’agua também foi avaliada uma lagoa

facultativa de Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) (Tabela 3).

Tabela 3- Corpos d’agua avaliados quanto a presenca de microcistina-LR e as variaveis fisicas,
guimicas e hidrobiolégicas.

Fonte de amostras Localizacdo Principais usos
Lagoa do Parque Pedra da Cebola Vitéria, ES Paisagismo
Lagoa Jacuném Serra, ES Pesca e Recreacgéao
Reservatorio de Duas Bocas* Cariacica, ES  Abastecimento publico
Lagoa Facultativa de ETE Vitoria, ES Tratamento de efluente doméstico
Lagoa Juara Serra, ES Piscicultura e recreacéo

* As amostras nao foram coletadas diretamente no reservatério, mas na entrada da estacao de
tratamento de agua que, por sua vez, capta 4gua no manancial.

Visando compreender melhor os resultados de avaliagdo de microcistina-LR no
ambiente também foram avaliadas variaveis fisicas, quimicas e hidrobiologicas nas
diversas tipologias de aguas. Os valores obtidos foram utilizados para inferir sobre a
qualidade da 4gua relativa aos seus respectivos usos baseando-se nas Resolucdes
do CONAMA n° 357/2005 e n°® 274/2000.

Em cada manancial selecionou-se uma estacdo amostral onde foram realizadas
duas coletas no periodo de setembro a dezembro de 2009. A avaliacdo de
microcistina-LR dissolvida foi realizada por cromatografia liquida (HPLC) e as
analises de variaveis fisicas, quimicas e hidrobiolégicas seguiram as metodologias
propostas por APHA (1995).
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4.4.1 Mananciais Superficiais

Lagoa do Parque Pedra da Cebola

O Parque Pedra da Cebola esta localizado no Municipio de Vitoria, Espirito Santo. O
parque também conta com jardim oriental, duas lagoas artificiais e mirante sobre o
paredao rochoso (PMV, 2009).

A lagoa selecionada para estudo localiza-se proxima a Fazendinha (curral), figura 2.
Trata-se de um manancial artificial utilizado para fins paisagisticos, sendo proibida
pesca ou recreagdo. A lagoa apresenta-se frequentemente com coloracdo
esverdeada, o que indica ocorréncia de floracdo algal, este fenbmeno pode ser
favorecido pela baixa profundidade do ambiente, além da presenca de animais,
como patos, gansos e tartarugas, que ao defecarem contribuem com o aporte de

nutrientes para este ecossistema.
Lagoa Jacuném

A lagoa Jacuném, com éarea aproximada de 1,4 Km?2, abrange uma grande area
urbana do municipio da Serra - ES, estando inserida quase que totalmente entre o
centro industrial — CIVIT | e Il — e os bairros Barcelona e proximidades de Feu Rosa
(Figura 3). Também é conhecida como Lagoa Jaconé. Os principais contribuintes

s&o os corregos Jacuném, Veneer e Barro Branco (PMS, 2009).

A lagoa ja foi utilizada para abastecimento publico, porém em 1983 foram
desativados os sistemas de captacao e tratamento. Atualmente o0 manancial € muito
utilizado para pesca e recreacdo. Este corpo d’agua vem sofrendo agressbes
ambientais no decorrer dos anos pelo mau uso e ocupacdo do solo de sua bacia de
contribuicdo (SILVA, 1998). As coletas foram realizadas no segundo brago da lagoa,

em local préximo a uma area residencial.

Reservatorio de Duas Bocas

O reservatorio Duas Bocas localiza-se na Reserva Bioldégica de Duas Bocas em
Cariacica, ES. A Reserva Biolégica tem sua histéria fortemente vinculada a
producdo de agua para abastecimento dos nucleos urbanos (Cariacica e Vitoria),
atualmente destina-se ao abastecimento doméstico de 25% do municipio de
Cariacica (IDAF, 2009) (Figura 4). As coletas foram realizadas na adutora da
Estac&o de Tratamento de Agua de Duas Bocas, CESAN.
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Figura 2- Vista da Lagoa do Parque Pedra da Cebola, Vitoria, ES.

Figura 3- Localizacdo das lagoas Juara
amostrais.

Lagoa
Jacuném

e Jacuném, Serra, ES. As setas indicam as estacdes
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Figura 4- A esquerda, (A) imagem do Reservatério de Duas Bocas; a direita, (B) captacdo de agua
para a ETA Duas Bocas, Cariacica, ES. (Fonte: <http://www.idaf.es.gov.br/>).

Lagoa Facultativa de ETE

A Estacdo de Tratamento de Esgoto de Jardim Camburi (Figura 5), localizada Vitéria
- ES, trata de esgoto sanitario com caracteristica predominantemente residencial
(PASSAMANI, 2001). A ETE é composta com uma lagoa tipo aerada seguida de
duas lagoas facultativas, a vazdo média atual é de 234 L.s* As coletas foram
realizadas na segunda lagoa facultativa, proximo a saida do efluente, a area da
lagoa é de 61.054 m2, com profundidade de 2 m e nivel d'agua 1,9 m (CESAN,
2009).

Lagoa Juara

A lagoa Juara é a maior lagoa do municipio da Serra/ES com 2,8 km? de &rea, faz
parte da bacia hidrografica do Rio Jacaraipe, tendo suas extremidades nos distritos
de Jacaraipe e Serra Sede (Figura 3). Localiza-se predominantemente em area
rural, sendo sua area de drenagem basicamente ocupada por pastagens, plantios de
eucalipto e seringueiras, existindo poucas é&reas com vegetacdo ciliar nativa
conservada/preservada (PMS, 2009).

O manancial abriga um projeto de piscicultura - criacdo de tilapias, com capacidade
para uso de até 150 tanques-rede na lagoa (Figura 6), o projeto é realizado através
da Associagcdo de Pescadores da Lagoa do Juara, com o patrocinio da Prefeitura
Municipal da Serra, Banco do Brasil, SEBRAE e Arcelor Mittal. Conta com
restaurante onde sdo servidos pratos a base da tildpia e com a venda de peixes
frescos abatidos na hora. O projeto contempla 30 familias que sobrevivem com o

resultado da criacdo e pesca da tilapia (PMS, 2009). As coletas foram realizadas ao
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lado dos tanques-redes.

2% Lagoa
facultativa

12 Lagoa
facultativa

Lagoa
aerada

Figura 5- Vista Aérea da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Jardim Camburi, Vitéria, ES. A seta
indica a estacao de amostragem (Fonte: <http://maps.google.com.br/>).

Figura 6- Tanques redes de cultivo de tilapia localizados na Lagoa Juara, Serra, ES.

4.4.2 Analise de microcistina-LR dissolvida

As amostras ambientais para a avaliacdo de microcistina-LR foram coletadas na
subsuperficie do manancial ou na entrada da Estacdo de Tratamento de Agua
(ETA). As amostras foram coletadas em frascos de polietileno, mantidas ao abrigo

da luz e refrigeradas até serem analisadas.
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A agua coletada em cada estagdo amostral foi dividida em dois tratamentos, ambos
em triplicatas de volume 1L, o primeiro foi denominado Amostra Bruta , trata-se da
agua bruta. O outro tratamento, em que se adicionou solucdo padrdo de
microcistina-LR a agua, € o Controle Positivo . ApoOs a divisdo dos tratamentos as

amostras foram submetidas ao processo de SPE e HPLC-PDA (Figura 7 e 8) como

( Amostra >

Divisdo dos tratamentos
|

descrito no item 4.3.

\% Vv
Amostra Bruta Controle Positivo
\ \

Acidificagdo com TFA Adicéo de MC-LR
V v

Filtragdo Acidificacdo com TFA
Filtrado , W
Filtrac&do
SPE

\|/ Filtrado

Yy
HPLC-PDA SPE

\ \J

HPLC-PDA
( Resultado >
\
& ( Resultado >

¥

Figura 7 - Fluxograma do procedimento de avaliagdo de microcistina-LR dissolvida adotado.
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O controle positivo para cada tipologia de dgua foi realizado para verificar o fator de
recuperacdo do analito (equacédo 4), visto que as amostras podem ter grandes
diferencas em sua composicdo quimica, o que pode interferir no processo de
extracdo ou na deteccdo do sinal do analito.

Figura 8- A esquerda, (A) extracdo em fase sdlida dos tratamentos Amostra Bruta e Controle
Positivo, (n=3). A direita, (B) amostra percolando o cartucho de extragao.

4.4.3 Andlises fisicas, quimicas e hidrobioldgicas

Foram avaliadas variaveis fisicas, como cor verdadeira (real), turbidez e
temperatura; quimicas, como demanda bioquimica de oxigénio — DBOs, demanda
guimica de oxigénio — DQO, pH, alcalinidade, fésforo total, ortofosfato, nitrogénio

total Kjeldahl e nitrogénio amoniacal total; e hidrobiolégicas, como clorofila-a.

Foram observados dados climéticos de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) obtidos
na estacdo meteoroldgica automatica A612, em Vitéria, ES (CEUNES, 2010;
INCAPER, 2010).

Cor Real

A determinacdo da cor da amostras foi realizada pelo método Colorimétrico, APHA
(1995), sendo expressa na unidade de medida UC ou mg Pt.L™ .
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Turbidez

A determinacdo da turbidez foi realizada pelo método Nefelométrico (2130 B), APHA

(1995), sendo expressa na unidade de medida UNT.
Temperatura e pH

A temperatura da agua foi determinada pelo sensor de temperatura e o pH com o
eletrodo especifico, as medidas foram obtidas em campo.

DBOs

A DBOs é a quantidade de oxigénio consumido durante um periodo de 5 dias na
temperatura de incubacdo de 20T, expressa em mg O,.L™ Esta variavel foi
determinada pelo método OxiTop, APHA (1995).

DQO

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) representa a quantidade de oxigénio
necesséria para a oxidacdo da matéria organica através de um agente quimico,
sendo expressa em mg O,.L™. Realizou-se a determinacéo de acordo com APHA
(1995).

Alcalinidade

A alcalinidade (mg CaCOs.L™) foi determinada por método titrimétrico (2320)
segundo APHA (1995).

Faésforo Total (PT)

A quantificacéio de fosforo total (mg P.L™) foi realizada através do método do &cido
ascorbico (4500-P E) segundo com APHA (1995).

Ortofosfato ou Fésforo Dissolvido (PD)

Utilizou-se o método do acido ascérbico (4500-P E), proposto por APHA (1995), para

a quantificacéo de fosforo dissolvido (mg.L™).
Nitrogénio Total Kjeldahl

O teor nitrogénio total foi expresso em mg N.L™ e foi determinado pelo método semi-
micro-Kjeldahl (4500-Nprg C), segundo com APHA (1995).
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Nitrogénio Amoniacal

A concentracdo de nitrogénio amoniacal foi expresso em mg.L™” e foi determinado
pelo método titrimétrico (4500-NH3; C), segundo com APHA (1995).

Clorofila- a

Para a analise de clorofila-a filtrou-se a amostra em membrana GF-1 (Macherey-
Nagel, 25mm) até a saturacao do filtro. A partir da membrana contendo as células foi
realizada a extracdo com 10 mL do solvente acetona 90%, no escuro e sob
refrigeracdo por 24h. Em seguida centrifugou-se o material por 30 minutos a 3.000
rom e, utilizou-se o sobrenadante para determinar por espectrofotometria a leitura a
665 nm e 750 nm, antes e apds acidificagdo com HCI (STRICKLAND e PARSONS,
1972). Para a determinacao de clorofila-a (ug.L™) foi utilizada a férmula proposta por
Lorenzen (1967).

4.4.4 indice de Estado Trofico

O Indice de Estado Trofico (IET) tem por finalidade classificar corpos d’agua em
diferentes graus de trofia (CETESB, 2010). O IET apresentado é composto pelo
indice do Estado Tréfico para o fésforo total — IET(PT) e o Indice do Estado Tréfico
para a clorofila-a — IET(Cl-a), modificados por Lamparelli (2004, Apud: CETESB,

2010), segundo as equacdes:

0,92- (0,34 x InCl-a) j)
IET (Cl-a) = 10x 6 - (6)

In (2)
1,77- (0,42 x InPT) )j
IET(PT)= 10x | 6- )
In (2)
gT= |ET(PT) + IET (Cl-a) (8)
2

Onde:
PT: concentracdo de fésforo total medida & superficie da agua, em pg.L™:;

Cl-a: concentracéo de clorofila a medida a superficie da agua, em pg.L™?;
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In: logaritmo natural.

O IET das lagoas avaliadas foi calculado com o uso das médias dos valores de
clorofila-a e fosforo total obtido nas duas coletas. Os limites estabelecidos para as

diferentes classes de trofia para reservatorios estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Classificacdo do Estado Tréfico para reservatdrios segundo indice de Calrson Modificado
(CETESB, 2010).

Categoria de estado tréfico Ponderacédo

Ultraoligotrofico IET < 47
Oligotrofico 47 <IET 52
Mesotrofico 52 < IET <59
Eutréfico 59 < IET <63
Supereutroéfico 63 < IET < 67

Hipereutréfico IET> 67

4.5 Anélise Estatistica

A estatistica descritiva utilizada para a analise dos resultados foi a média aritmética
como medida de tendéncia central para os dados em triplicata, o desvio padréo (DP)
e o coeficiente de variagao (CV) como medidas do grau de dispersédo dos dados das
meédias. O teste de médias foi realizado através da analise de variancia (ANOVA) e o
teste de Tukey (p=0,05). Para analise de linearidade foi calculado o coeficiente de
correlacao linear (r) e verificado sua significancia pelo teste t-Student e para a curva
de regressao foi utilizado o teste F. todas a analises estatisticas foram processados

no software BioEstat 4.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo dos parametros de desempenho do métod o

O gradiente crescente de 35 a 52% de acetonitrila (Tabela 2) demonstrou ser
eficiente para amostras testadas, pois permitiu a determinagcdo da microcistina em
cromatodgrafo liquido em um curto intervalo de tempo, 28 minutos. A eluicdo da

microcistina-LR ocorreu no tempo de retencdo médio igual a 14,5 minutos (Figura 9).

uV  (x10,000) % solvente B
3.0 7] =90
2.5 ' ~80
2.0 ]

: - 70
1.5 7
1.0 7 - 60
i . MC-LR
0.5 - - 50
| U R
0.0 7] 0
] o \ - 40
05 —_/ U o m— s m— — — — m— E— E— m— —
] 30
-1.0
1.5 7 - 20
207 == %solventeB | | 44

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12,5 15.0 17.5 20.0 22,5 25.0

Tempo (minutos)

Figura 9- Cromatograma da solucdo padrdo de microcistina-LR (1,0 pg.mL™) obtido por eluicio em
gradiente acetonitrila (solvente B) e 4gua, ambos acidificados com TFA.

Definido esse gradiente, foram realizados os ensaios de validagcdo do método
proposto, verificou-se a linearidade, o limite de deteccdo e de quantificacdo, o
intervalo, o fator de recuperacdo e a precisdo (repetitividade) como caracteristicas
de desempenho do método.

No estudo de linearidade confeccionou-se o grafico de correlacdo entre a area do
pico cromatografico e as concentracbes de microcistina (Figura 10), obteve-se a
equacao da reta de y = 20966x - 3433 com coeficiente de determinacao (r?) igual a

99,7%, sendo o coeficiente de correlacdo linear (r) igual a 0,9989 (Tabela 5),
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portando atendendo aos requisitos de linearidade exigidos pela ANVISA e INMETRO
(BRASIL, 2003a, b).

Diversos estudos de determinacdo de microcistinas obtiveram coeficiente de
correlacdo linear (r) superior a 0,99 utlizando as técnicas HPLC/MALDI-TOF
(ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2007), HPLC-UV (SANCHES et al., 2007) e HPLC-
PDA (ANDRADE, 2009; GURBUZ et al., 2009; LAWTON et al., 1994).
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o
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o 100000+ A
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,-'D -
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Concentragdo MC-LR (pg/L)

Figura 10- Curva resposta relacionando a area do pico de microcistina-LR (eixo y) com as suas
respectivas concentracdes (eixo Xx).

Tabela 5- Concentracdes de microcistina-LR (ng.mL™) empregadas no ensaio de linearidade,
respectivas areas médias dos picos cromatogréaficos, equacao de regressdo linear e
coeficientes de determinagéo (rz) e correlacao (r). (n=8)

Concentracédo de Area Equacéo de Coeficiente de Coeficiente de
MC-LR (ug.mL ™) média regresséo determinac&o ( r?) correlacao (r)

0,25 4430,5

0,50 8169,5

0,75 12253,7

1,00 16432,8

1,50 26694,5 )

y = 20966x - 3433 r°=0,9978 r=0,9989

2,00 37725,7

2,50 46475,6

3,00 59571,2

4,00 80485,5

5,00 103227,3
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Foi realizado o célculo do limite de detecgdo e quantificacdo de microcistina-LR de
modo a estabelecer o intervalo de trabalho ou quantificagdo do método. Desse modo
observou-se que o método tem capacidade de indicar a presenca da toxina a partir
da concentracdo de 0,17 ug MC-LR.mL™* e o valor minimo de quantificacdo é igual a
0,37 pg MC-LR.mL* (Tabela 6). Portanto o método é capaz de quantificar o analito
na concentracdo de 1,0 pg.L?, valor limite de microcistina-LR em &gua para
consumo humano segundo Portaria do Ministério da Saude (BRASIL, 2004) e
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1998). Os valores do limite de deteccéo e
quantificacdo obtidos foram proximos aos encontrados por Andrade (2009), 0,1
nug.mL* e 0,5 pg.mL™, respectivamente, em sistema HPLC-PDA.

A repetitividade (precisdo) foi calculada para a concentracdo de 1,0 pg MC-LR.mL™*
e obteve-se o coeficiente de variacédo (CV) igual a 2,1 % (Tabela 6). Em métodos de
andlise de tracos ou impurezas sdo aceitos coeficiente de variagdo de até 20%
(RIBANI et al., 2004), a ANVISA (BRASIL, 2003a) nao admite valores superiores a
5%.

E importante para a protecdo da salde obter-se estimativas precisas das
concentracfes de microcistina nas amostra de agua, o método validado apresentou
satisfatoria linearidade, recuperagcdo e precisdo, portanto foi considerado aceitavel
para a determinag¢ao de microcistina-LR.

Tabela 6- Resultados obtidos para os parametros de validagao do método de avaliacao de MC-LR.

Parametros de Validacdo Valores
Linearidade 0,25 — 5,00 pug.mL™*
Limite de deteccéo 0,17 ug.mL’l
Limite de quantificacéo 0,37 pg.mL’l
Intervalo de quantificacdo 0,37 - 5,00 pg.mL'1
Fator de recuperacéo médio 62,7 %
Precis&o (1,0 pg.L™") 2,1% (CV)

A extracdo em fase solida (SPE) foi utilizada para a concentragdo de amostras e
para eliminar contaminantes da matriz, como esta etapa é um processo de extracao
quimica, calculou-se o fator de recuperacdo para diferentes concentracbes do

analito e obteve-se o valor médio de 62,7% (Tabela 7).
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A recuperagéo pode ser dependente da concentracdo do analito, por exemplo, em
teores elevados, em que a substéncia esta em excesso, a recuperacdo pode ser
parcial (THOMPSON et al., 1999). Observou-se, por meio de analise estatistica
(ANOVA), que ndo houve diferenca estatistica do fator de recuperacdo para o
intervalo de concentracées entre 0,5 e 2,5 pg.mL™* de microcistina-LR (Tabela 7,
Figura 11).

Tabela 7- Resultados da avaliagdo da recuperagédo em diferentes concentracdes do analito (MC-LR)
na matriz do Reservatério de Duas Bocas. (n = 3)

MC-LR adicionada (ug.L 'l) MC-LR obtido (ug.L '1) Fator de recuperacgéo (%)

0,0 0,0 -
0,5 0,38 755
0,8 0,51 63,4
1,0 0,63 63,0
15 0,91 60,8
2.0 1,14 57,2
s 1,40 56,2
Média 62,7
Cv 11,1
100 -~
80 - I
_ | T
S 60 - | = I | T
2 | i
O
®
S 40 -
o
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]
T 50 -
0 T T T T T 1
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Concentracdesde MC-LR (ug.L1)

Figura 11- Fator de recuperacdo e respectivos desvios padrdes para as concentracdes de 0,5 a 2,5
ng.L™" de MC-LR na matriz do Reservatério de Duas Bocas. (n = 3)
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O fator de recuperagéo da toxina foi inferior a 100%, ressalta-se que os ensaios de
recuperacdo foram realizados utilizando-se agua bruta do reservatério de Duas
Bocas. Compostos como ficocianinas, ficoeritrinas, clorofilas e carotendides, mesmo
uma pequena quantidade, podem atrapalhar a recuperacdo da microcistina (STREIT
et al. 2005 Apud: ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2007), portanto é provavel que
tais moléculas existam na matriz ambiental, e haja competicdo pelos sitios ativos do

cartucho (C18), diminuindo a capacidade de adsorcao da toxina pelo cartucho.

Embora seja desejavel a realizacdo de recuperacbes de quase 100%, a fim de
maximizar a sensibilidade do método, ndo é provavel que as recuperagfes acima de
50% irdo comprometer a integridade do método (ALBUQUERQUE JUNIOR et al.,
2007).

5.2 Avaliacdo de microcistina-LR em amostras ambien  tais

Foram realizadas avaliagbes da presenca de microcistina-LR em amostras
ambientais de mananciais superficiais (lagoas e reservatorios) e de efluente de
Estacdo de tratamento de esgotos. As amostras foram divididas em dois
tratamentos, amostra bruta e controle positivo. O Ultimo tratamento teve como
objetivo avaliar o fator de recuperacdo nas diferentes matrizes estudadas, além de

indicar o tempo de retencao da toxina.

As diversas tipologias de agua analisadas apresentaram valor médio de recuperagéo
igual a 51,9%, observou-se valores extremos de recuperacdo, de 0 a 107%, o
coeficiente de variacdo deste parametro foi igual a 57,4% (Tabela 8). Portanto, para
evitar a obtencdo de valores super e subestimados, optou-se por ndo utilizar um
fator de correcdo baseado na recuperacdo para a quantificacdo das amostras
padrdo. As amostras foram quantificadas utilizando-se a equacdo de linearidade

obtida no processo de validagdo, y = 20966x — 3433, onde y é a area do pico

cromatografico referente a microcitisna-LR e x é a concentragdo da microcistina-LR
-1
(Hg.L™).

Os cromatogramas obtidos através da analise por HPLC-PDA apresentaram 0 pico
cromatografico referente a microcistina-LR, com o tempo de retencdo médio igual a
14 minutos. Os picos encontrados nas amostras brutas foram comparados aos dos

cromatogramas dos respectivos controles positivos (Figura 12), assim através do



5 Resultados e Discussao 53

tempo de retencdo da toxina, além do espectro de absor¢cdo UV (238 nm), pode ser

confirmada a presenca do analito nas amostras.

Tabela 8- Resultados da avaliacdo de microcistina-LR por HPLC nas amostras brutas e nos controles
positivos. (n=3)

Controle Positivo*

Amostra
Amostras Coletas bruta Valor de MC-LR (ug.L ™)
(ug.L'l) — - Recuperacéo (%)
Adicionado Obtido
Lagoa do Parque 28/09/2009 <0,17 2,50 1,60 64,2
Pedra da Cebola 11/11/2009 0,42 2,50 1,84 56,9
13/10/2009 4,78 2,50 6,93 85,9
Lagoa Jacuném
17/11/2009 0,41 1,00 0,82 41,1
Bocas 24/11/2009 <0,37 1,00 0,60 28,6
ETE 01/12/2009 <0,17 1,00 <0,17 0,0
24/11/2009 <0,17 2,50 0,89 35,7
Lagoa Juara
21/12/2009 <0,17 1,00 0,51 51,0
Média 51,9
CVv 57,4
uv  (x10,000)
40 1 | Amostra padréo
Controle positivo
3.0 7
2.0 7 MC-LR
1.0
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Figura 12 - Perfil cromatogréafico da amostra bruta e controle positivo da Lagoa Jacuném obtidos na
amostragem de 13 de outubro de 2009.
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N&ao foi observada a ocorréncia de microcistina-LR na primeira amostragem do
efluente da lagoa facultativa da ETE e nas duas avaliagdes realizadas na lagoa
Juara (Tabela 8). Os valores de microcistina-LR obtidos nas amostras brutas da
lagoa do Parque Pedra da Cebola e da lagoa Jacuném encontraram-se dentro da
faixa de quantificacdo (0,37 — 5,00 pg.mL™), entretanto, para as amostras do
Reservatorio de Duas Bocas, foi detectada a presenca da toxina (Tabela 8), mas
nao foi possivel quantifica-la, os valores estimados eram menores que o limite de

quantificacdo do método, 0,37pg.mL™.

O meétodo avaliado mostrou-se eficiente para a determinagdo de microcistina-LR
para varias tipologias de agua, exceto para o efluente de ETE. A primeira avaliagéo
realizada na lagoa facultativa de ETE, em 05/11/09, apresentou o melhor resultado
do fator de recuperacédo, 107%. Porém, na segunda amostragem, em 01/12/09, os
cromatogramas dos controles positivos ndo apresentaram o pico referente a toxina,

portanto admitiu-se que a recuperacao da toxina foi igual a 0% (Tabela 8).

Com a finalidade de averiguar se houve a co-eluicédo de interferentes no processo de
extracdo e purificacdo (SPE) da amostra contaminada, foi adicionado 1,0 pug de
microcistina-LR diretamente no vial contendo o extrato dos controles positivos, 0
material foi homogeneizado e foi novamente submetido a analise em cromatégrafo
liquido. Nao foi observado o pico referente a toxina (Figura 13), logo se sugere que a
amostra tratada contenha compostos interferentes que estejam mascarando a toxina
e gque o processo de preparacdo da amostra (extracdo e purificacdo) nao foi capaz

de elimina-los.

fons metalicos presentes na agua, como Fe e Al, podem interferir reduzindo a
deteccdo de microcistinas em andlise por cromatografia liquida - HPLC (Oliveira et
al., 2005). Andrade (2009) observou, em estudo de avaliacdo de microcistina-LR por
HPLC-UV em extratos de floracdes de cianobactérias coletadas em piscicultura, que
as amostras que ndo passaram por etapa de extracdo em fase solida (SPE)
apresentaram picos interferentes que eluiram proximos ao tempo de retencao
caracteristico da microcistina-LR e, mesmo na amostras submetidas a SPE, esses
picos ainda foram observados. Portanto, o autor (ANDRADE, 2009) sugere que em
amostras de floracbes de cianobactérias a etapa de SPE seja estudada a cada caso,
conforme a dificuldade de deteccdo e quantificacdo devido & presenca de picos

interferentes.
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Figura 13- Perfil cromatografico do controle positivo do efluente de ETE, amostragem de 01 de
dezembro de 2009, ap6s acréscimo de 1,0 pg de MC-LR diretamente no vial.

O resultado obtido na avaliacdo dos tratamentos “controle positivo” foi essencial para
evidenciar a incapacidade de deteccao da toxina em efluente de tratamento de
esgoto, isto demonstra a importancia de realizar este tipo de tratamento como meio
de controle da qualidade do método quando ha uma etapa de extracdo envolvida
(THOMPSON et al., 1999). Sugere-se que, para este tipo de matriz (efluente de
tratamento de esgoto), seja utilizada outra metodologia de extracao e purificacao da

amostra.

5.3 Fatores ambientais, usos dos mananciais e prese  ng¢a de microcistina-LR

Em todas as amostras ambientais (lagoas naturais, artificial e de tratamento de
esgoto) o pH apresentou-se na faixa de 6,2 até 9,3 (Tabela 9), condicGes favoraveis
ao crescimento de cianobactérias. OUDRA e colaboradores (2002) observaram pH
neutro-alcalino (7,2 a 8,9) durante episodios de floracdes toxicas do género

Microcystis em um lagoa eutréfico no Marrocos.
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Os ambientes aquaticos brasileiros apresentam em geral temperaturas na faixa de
20 € a 30 € (BRASIL, 2006), as temperaturas média s variaram de 25 a 29,7 °C
Nnos mananciais naturais e de 26,8 a 32,2 °C nos ambientes artificiais (Tabela 9).
Essa faixa de temperatura é Otima para o0 crescimento de cianobactérias em
sistemas aquaticos (HOWARD e EASTHOPE, 2002).

As coletas para avaliacdo da toxina e dos fatores fisicos-quimicos e hidrobiolégicos
foram realizadas no periodo de setembro a dezembro de 2010, destaca-se que no
més de outubro houve elevada precipitacdo (600 mm) na regido de Vitoria (Figura
14), sendo que a chuva ocorreu principalmente na ultima semana de outubro (dias
28 a 31) (Figura 15).

As chuvas intensas ocorridas no més de outubro situaram-se entre a primeira e a
segunda coleta na lagoa do parque Pedra da cebola, lagoa Jacuném e reservatorio
de Duas Bocas. Ja a lagoa Juara e a lagoa facultativa de ETE foram avaliadas apos
o periodo de chuvas.

A lagoa do Parque Pedra da Cebola apresentou reducdo dos valores de pH,
clorofila-a, cor real, turbidez, alcalinidade, DBO, DQO, fésforo total e dissolvido
(Tabela 9) da primeira para a segunda amostragem, acredita-se que tais alteragbes
sejam resultado das chuvas no periodo anterior & segunda coleta (11/11/09) (Figura
14 e 15) que exerceram um efeito diluidor no manancial artificial. O manancial
artificial do Parque Pedra da Cebola foi classificado como hipereutrofico (IET = 77,
Tabela 10), pois apresenta elevados teores de fésforo total (1,93 e 0,47 mg.L?) e
clorofila-a (633,2 e 127,0 pg.L™Y).

Apesar da elevada biomassa algal, indicada pelo teor de clorofila-a (633,2 pg.L™Y), e
elevado teor de nutrientes na amostragem de 28/09/10 (Tabela 9), observou-se a
presenca de microcistina-LR (0,42 pg.L™) apenas na segunda avaliacdo da lagoa do
Parque Pedra da Cebola (Tabela 8). De acorodo com Sivonen (1996) o momento em
que h& a maior concentracdo de microcistina ndo necessariamente coincide com a
maior biomassa de cianobactérias. Entre as coletas observou-se a reducdo do teor
de clorofila-a em quase cinco vezes, indicando que houve redugcdo da biomassa
algal e, portanto, a morte de organismos do fitoplancton, o que pode ter ocasionado
a liberacéo da toxina na agua.
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A presenca de microcistina-LR neste manancial artificial ndo oferece riscos a saude
humana visto que a pesca e a recreacdo no mesmo sdo proibidas. Devido a sua
finalidade paisagistica a lagoa do Parque Pedra da Cebola pode ser enquadrado
como Classe 4 pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005 (BRASIL, 2005). Observando
as condi¢cbes de pH para este tipo de ambiente (faixa de 6,0 - 9,0), na primeira
coleta o valor foi acima do padrao, sendo igual a 9,3 (Tabela 9).
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Figura 14 - Dados climaticos de Vitoria, precipitacdo mensal ocorrida e temperatura média mensal de
junho a dezembro de 2009.
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Figura 15 - Precipitacdo diaria ocorrida durante o més de outubro e inicio de novembro de 2009, na
cidade de Vitoria, ES.



5 Resultados e Discussao 59

A éarea estudada da lagoa Jacuném apresentou na primeira amostragem (13/10/09)
valores de DBOs (20 mg.L™?) e fésforo total (0,31 mg.L™) acima dos padrées para
agua doce classe Il, segundo a resolugdo CONAMA n° 357/2005 (BRASIL,2005), e
teores elevados de clorofila-a (84,2 e 65,4 pg.L™") em ambas as coletas (Tabela 9).
Foram observados menores teores de clorofila-a, turbidez, nitrogénio total e
amoniacal, DBOs, DQO e fésforo total e dissolvido na segunda amostragem, isso
pode ser justificado pela chuva que ocorreu no intervalo entre as coletas (Figura 14
e 15).

Os valores médios de clorofila-a e fésforo total foram utilizados para calcular o indice
de estado tréfico, a lagoa Jacuném foi classificacdo como supereutrofica, com IET =
66 (Tabela 10). Este resultado corrobora com os resultados obtidos por Silva e
Mendonca (1997), que observaram o processo de eutrofizacdo indicado pelas altas

concentracOes de fosforo total e de clorofila-a no corpo d’agua em questao

Os valores médios das coletas encontrados para fésforo total, nitrogénio total e de
clorofila-a na estacdo amostral da Lagoa Jacuném foram, respectivamente, 0,15
mg.L?, 1,75 mg.L?, e 74,8 mg.L™ (Tabela 9), sendo valores préximos aos citados
por Silva (1998), que observou teores médios de fésforo total, nitrogénio total e
clorofila-a iguais a 0,16 mg.L™, 1,8 mg.L™" e 50 pg.L™* em estudo de varios pontos do

mesmo manancial.

As amostras da lagoa Jacuném (Serra/ES) apresentaram microcistina-LR com
concentracdo igual a 4,78 e 0,41 pg.L?, respectivamente, na primeira e segunda
coleta (Tabela 8). Logo, foi observada a reducdo nos valores de microcistina-LR.
Ainda néo é claro qual o papel de fatores ambientais no controle da producao das
cianotoxinas, sendo que floracbes em um mesmo corpo d’agua podem variar na
toxicidade em um curto espaco de tempo, ou até mesmo deixar de ser toxica. 1Sso
pode ser conseqiéncia de uma alternancia na composicdo de cepas téxicas e ndo
toxicas (MOLICA e AZEVEDO, 2009).

Considerando os usos da Lagoa Jacuném, que sao, principalmente, a pesca e
recreacdo de contato primario, a presenca de microcistina-LR (4,78 e 0,41 pg.L™)
(Tabela 8) pode representar um risco a saude da populagdo. Portanto a estacao
amostral pode ser considerada imprépria para balneabilidade, segundo critérios da
Resolucdo CONAMA n° 274/2000 (BRASIL, 2000). Tém sido descrito conseqiéncias

adversas a saude para nadadores expostos a proliferacéo de cianobactérias, mesmo
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com pouco contato com cianobactérias durante a recreacdo aquética pode haver a
irritacéo da pele e aumenta a probabilidade de sintomas gastrointestinais (PILOTTO
et al., 1997).

Ainda, ha o risco de exposicao a toxina através da acumulagcéo de microcistinas nos
peixes; a bioacumulacdo é uma rota potencialmente importantes para 0s seres
humanos (MAGALHAES et al., 2001).

Os teores de microcistinas nos musculo de peixes podem atingir concentracdes que,
se comido em uma base regular, ultrapassem o limite da de ingestao diaria toleravel
(0,04 pg.Kg*.dia®, CHORUS e BARTRAM, 1999), 0 que representa um risco para 0s
consumidores de peixe por pesca artesanal. Portanto, sugere-se que seja realizado
0 monitoramento de cianotoxinas na Lagoa Jacuném visando subsidiar acbes de

manejo e minimizar riscos a saude humana.

As amostras de agua captada no Reservatdrio de Duas Bocas apresentaram valores
de pH, clorofila-a, cor real, turbidez, nitrogénio amoniacal, DBOs e fésforo total em
concordancia com o limite estabelecido na resolucdo CONAMA n° 357/2005 para

agua doce classe Il (Tabela 9).

O Reservatorio de Duas Bocas é utilizado como manancial de abastecimento
publico, detectou-se microcistina-LR em teores abaixo do limite de quantificacéo
(0,37ug.mL™) nas amostragens de 20/10/09 e 24/11/10 (Tabela 8). O reservatério
Duas Bocas apresenta caracteristicas oligotroficas a mesotroficas, com
predominadncia da Classe Cyanophyceae (BRASIL, 2007). Os registros de
ocorréncias de predominancia de cianobactérias no manancial de Duas Bocas estéo

relacionados a presenca de microcistina-LR neste reservatorio.

Foi calculado o indice de estado trofico para as amostras da captacdo do
reservatorio de Duas Bocas e apresentou IET igual a 55, denotando classe
mesotrofica (Tabela 10), resultado similar ao observado por Delazari-Barroso (2000)
que utilizou, além dos teores de fosforo e clorofila-a, a transparéncia (disco de

Secchi) para o calculo do indice.

Delazari-Barroso (2000) estudando o Reservatdrio Duas Bocas, encontrou no ponto
de captacdo, valores de nitrogénio total que variaram de 0,4 a 0,9 mg.L™ no periodo
seco e de 0,4 a 3,7 mg.L™ no periodo chuvoso. Pesquisa realizada pela FUNASA

(BRASIL, 2007) obteve, no mesmo ponto, valores menores, uma vez que variaram
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de 0,12 a 1,17mg.L™" durante o estudo, sendo também considerados baixos,
denotando caracteristicas oligotroficas.

O Reservatoério de Duas Bocas precisa ser constantemente monitorado para evitar
0S potenciais riscos adversos a saude humana, visto que é utlizado para
abastecimento da populacdo e apresenta registros de ocorréncia de predominio de
cianobactérias e presenca de microcistina-LR.

A estacao amostral da lagoa Juara, apresentou valores de pH, clorofila-a, turbidez,
DBOs, nitrogénio amoniacal e fosforo total abaixo do valor maximo permitido para
agua doce classe Il (BRASIL, 2005) (Tabela 9). Porém apresentou valores elevados
de cor real ou verdadeira (173,8 e 206,1 mg Pt.L) (Tabela 9) ultrapassando o
padrao estabelecido pela resolucdo CONAMA n° 357/2005 (BRASIL, 2005). A cor de
uma amostra de agua pode esta associada a presenca de sélidos dissolvidos, como
coléides organicos provenientes de decomposicdo de vegetais, esgotos sanitarios,
além de diversos efluentes industriais contendo taninos, anilinas, lignina e celulose
(CETESB, 2010).

A Lagoa Juara apresenta cultivo de tilapias para comercializacao, o cultivo de peixes
em mananciais € uma alternativa de baixo custo para aumentar a renda e a
disponibilidade de peixe para a populacdo local, porém tem como conseqiéncia a
tendéncia de eutrofizacdo e formacdo de floracbes de cianobactérias. Nesse
ambiente ndo foi detectada a presenca de microcistina-LR (Tabela 8) e observou-se
baixos valores de clorofila-a (7,9 e 7,8 pg.L™"), que indicam baixa densidade do
fitoplancton, condi¢cdes que sdo favoraveis a atividade de piscicultura no local, pois
as espécies de tilapia, em geral, sao largamente planctivoras, e ndo podem evitar o
consumo de cianobactérias, quando presentes (BENNETT e THORPE, 2003), sendo

potenciais acumuladores de cianotoxinas.

Chellappa e colaboradores (2008) avaliaram um reservatorio no nordeste brasileiro
com diversos usos, captacdo de 4gua para consumo humano e irrigacdo, pesca e
cultivo de peixes em tanques-redes, e observaram niveis de microcistina de 0,07 a
8,73 pg.L™ no seston do reservatério e de 0,01 a 2,59 pg.g* em amostras de figado
de peixes durante o periodo de floracdo algal, portanto apresentando risco a saude

do consumidor de peixes provenientes do reservatorio.
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A é&rea de localizacdo dos tanques redes na lagoa Juara, estacdo amostral,
apresentou caracteristicas oligotréficas (IET = 50, Tabela 10), devido aos baixos
teores de fosforo total e clorofila-a no periodo estudado.

A lagoa de facultativa de ETE avaliada ndo apresentou microcistina-LR na primeira
amostragem, e na segunda néo foi possivel avaliar a toxina. A lagoa facultativa foi

classificada como hipereutréfica, com IET igual a 77 (Tabela 10).

O efluente da lagoa de polimento da ETE apresentou-se de acordo com as
condicbes de lancamento dispostas nas Resolucbes CONAMA n° 357, de 17 de
marco de 2005 (BRASIL, 2005), e n° 397, de 3 de abril de 2008 (BRASIL, 2008),
com temperatura inferior a 40°C e pH entre 5 e 9 (Tabela 9). O efluente apresentou
elevado teor de clorofila-a (100,4 e 585,8 ug.L™), fato que pode estar relacionado
aos elevados teores de fésforo total (2,867 e 1,38 mg.L™) e nitrogénio total (14,0 e

27,7 mg.L™"), além de pH neutro-alcalino (7,6) (Tabela 9).

As lagoas tercidrias possuem a comunidade fitoplancténica frequentemente
dominada por cianobactérias devido a alta disponibilidade de nutrientes, alta
temperatura e intensidade luminosa (VASCONCELOS e PEREIRA, 2000). Em duas
lagoas (facultativa e de maturacdo) do ETE de Esmoriz (Portugal) foi observada a
dominancia de cianobactérias no fitoplancton, porém foi detectada a presenca de
microcistinas apenas na lagoa de maturacdo, em concentragcbes variando de 1,7 a
56 ug.L™* de equivalente de microcistina-LR (VASCONCELOS e PEREIRA, 2000).
Esses valores indicam que a ETE de Esmoriz pode ser fonte de contaminacdo de

cianotoxinas para os corpos d’agua receptores.

Cruz e colaboradores (2003) simularam as condi¢cbes de lagoas de estabilizacao
(anaerdbia e facultativas) de ETE’s em reatores e ndo detectaram microcistinas na
agua do efluente mas detectaram a presenca da toxina no material retido nos fitros,
indicando que essas toxinas estdo armazenadas no interior das células das

microalgas.

As Lagoas de Estabilizacdo Facultativas podem proporcionar, dependendo das
condicbes operacionais a que estdo submetidas, condicbes suscetiveis ao
crescimento exagerado das cianobactérias, algas potencialmente produtoras de
toxinas (CRUZ et al., 2003), portanto deve ser realizado o monitoramento para
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verificar se o efluente atua como fonte de contaminagcdo de cianotoxinas para o

COrpo receptor.

Ambientes eutréficos, ou seja, rico em nutrientes favorecem a proliferacdo e
predominéncia de espécies de cianobactérias, que sédo potencialmente produtoras
de toxinas (WATANABE et al, 1985; CALIJURI et al., 2006). Graham e
colaboradores (2004) demonstraram que, nos lagos avaliados nos EUA, a
concentracdo de microcistina estava relacionada as caracteristicas fisico-quimicas
do ambiente, 0 aumento da concentracdo de microcistina acompanhava o gradiente

crescente do estado trofico dos lagos.

Tabela 9- Classificacdo do estado tréfico para as estacdes amostrais dos mananciais avaliados.

Manancial IET (Cl-a) IET (PT) IET Estado Trofico
Lagoa do Parque Pedra da Cebola 76 77 77 Hipereutrdéfico
Lagoa Jacuném 68 65 66 Supereutréfico
Reservatério de Duas Bocas 62 49 55 Mesotrofico
Lagoa Juara 57 44 50 Oligotrofico
Lagoa Facultativa de ETE 74 81 77 Hipereutrdéfico

IET (Cl-a) = indice do Estado Tréfico para a clorofila-a.
IET (PT) = Indice do Estado Tréfico para o fosforo total
IET = média aritmética simples dos indices relativos ao fosforo total e a clorofila-a.

Ressalta-se a importancia de acdes preventivas ao processo de eutrofizacdo de
mananciais pela acdo antrépica, visto que ha potencial para a producdo de
cianotoxinas e o estagio final de eutrofizacdo artificial € praticamente irreversivel
(ESTEVES, 1998). Assim, pode-se contribuir para a preservacao da qualidade das

aguas e seus multiplos usos.
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6 CONCLUSOES

O meétodo de cromatografia liquida (HPLC-PDA) apresentou linearidade,
recuperacao, precisdo e limites de deteccdo e quantificacdo adequados para a

avaliacao de microcistina-LR.

Utilizando o método proposto foi observada a ocorréncia de microcistina-LR em
diversas amostras de agua bruta de mananciais superficiais da Regido da

Grande Vitoria.

Alguns mananciais da Regido da Grande Vitéria apresentam-se eutrofizados ou
em processo de eutrofizacdo, condicdo que pode favorecer o desenvolvimento
de cianobactérias e a potencial producdo e liberacdo de cianotoxinas no

ambiente.
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7 RECOMENDAGCOES

Sugere-se utilizar métodos adicionais para 0 processo de extragdo e purificacao
de microcistina-LR de amostras de efluentes de estacdo de tratamento de

esgotos.

Considerando os usos da Lagoa Jacuném e Juara e do Reservatorio de Duas
Bocas, respectivamente, recreagdo, piscicultura e abastecimento humano, os
mananciais devem ser monitorados quanto a presenca de cianobactérias (anélise
do fitoplancton) e microcistinas visando subsidiar agdes de manejo e adequacao

dos usos destes corpos d’agua.

Recomenda-se avaliar a presenca de microcistinas em mauasculos de peixes da
lagoa Jacuném com a finalidade de averiguar se o consumo de pescado oferece

risco a saude da populagéo.
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