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RESUMO

As cianobactérias sdo responsaveis pela producéo de cianotoxinas que, uma vez acumuladas, podem causar
sérios danos a satide humana e animal. As microcistinas sdo o tipo mais comum de cianotoxinas e sdo
promotoras de tumores hepaticos. O reservatério de Mundat, localizado no municipio de Garanhuns-PE,
foi o local escolhido por apresentar histdrico de floragdes de cianobactérias produtoras de microcistinas.
Neste trabalho foi investigada a presenca de microcistinas em amostras de dgua bruta do reservatério do
rio Mundau utilizando-se as técnicas de Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Durante quinze meses consecutivos, as amostras de dgua foram
coletadas em duplicata no ponto de captagdo deste manancial e analisadas por ambas metodologias ELISA
e CLAE. A presenca de microcistinas foi detectada em 100 % das amostras, confirmando-se a relevancia
do monitoramento de microcistinas em aguas de abastecimento publico, pois assim como o rio Mundad,
varios mananciais de Pernambuco apresentam florages de cianobactérias que podem ser toxicas.
Este trabalho deixou como legado a implantagdo da referida analise no Laboratorio Central de Saude
Publica (LACEN-PE), e demonstrou sua importancia como metodologia complementar a contagem das
cianobactérias, para fornecer subsidios as a¢des preventivas de vigilancia a satde.
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ABSTRACT

Cyanobacteria are responsible for the production of cyanotoxins, and once accumulated, it might cause
serious harm to the human and animals health. Microcystins are the most common type of cyanotoxins
and they cause liver tumor. The Mundau reservoir, located in the municipality of Garanhuns-PE, was the
selected site for presenting historical blooms of microcystins-producing cyanobacteria. This study analyzed
the occurrence of microcystins in raw water samples from the Mundau reservoir by using Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) and High Performance Liquid Chromatography (HPLC) methodologies.
During the consecutive fifteen months, water samples were collected in duplicate at the intake point
of this water source, and they were analyzed by both ELISA and HPLC techniques. The presence of
microcystins was detected in 100 % of analyzed samples, confirming the relevance of performing the
microcystins monitoring in public water supplies. And as well as the Mundau river, various water sources
of Pernambuco show cyanobacterial blooms, which might be toxic. The techniques used in this study were
implemented in the Central Laboratory of Public Health of Pernambuco (LACEN-PE), and they showed
to be a relevant tools as a complementary methodology to the cyanobacteria counting assay for providing
preventive subsidies to the health surveillance.

Keywords microcystin, ELISA, HPLC, cyanotoxins, water.
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INTRODUCAO

A contaminagao das aguas naturais representa um
dos principais riscos a saide publica, sendo amplamente
conhecida a estreita relacio entre a qualidade da
agua e as enfermidades que acometem as populagdes,
especialmente aquelas ndo atendidas por servicos de
saneamento. No Brasil, as péssimas condi¢des sanitarias
resultam na degradagdo generalizada dos elementos
naturais e, certamente, dos recursos hidricos'.

Como consequéncia, ocorre a eutrofizacao
dos mananciais, tornando-os propicios a proliferacao
excessiva de algas, comprometendo a qualidade da
agua e restringindo a sua utilizagdo para abastecimento
publico?’.

O crescimento excessivo de algas em reservatorios
brasileiros ¢ uma realidade e tem prejudicado o uso da
agua para diversas finalidades. Alguns grupos de algas,
em especial as do grupo das cianoficeas ou cianobactérias,
podem causar gosto e odor desagradaveis na agua.
Porém, o maior problema esta no fato de que podem
produzir toxinas, tais como as microcistinas, que causam
a morte de animais, domésticos e selvagens, e também
intoxicagao humana*®.

Devido a morte ou lise celular das cianobactérias,
ocorre a libera¢dao das cianotoxinas, que podem causar
problemas de satide nos seres humanos, como lesdes no
tigado (hepatotoxinas), nosistemanervoso (neurotoxinas)
ou, apenas, irritacdo na pele (dermatotoxinas)’~.

O tipo mais comum de intoxica¢ao envolvendo
cianobactérias é ocasionado por hepatotoxinas, que
apresentam uma a¢do mais lenta podendo causar morte
num intervalo de poucas horas a poucos dias. As espécies
ja identificadas como produtoras dessas toxinas estdo
incluidas nos géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia,
Oscillatoria, Nostoc e Cylindrospermopsis'.

Ha evidéncias de que populacdes abastecidas
por reservatorios que apresentam extensas floracoes
podem estar expostas a baixos niveis de toxinas por
longo periodo. Essa exposicio prolongada deve ser
considerada como um sério risco a saide uma vez que as
microcistinas sdo o tipo mais comum de hepatotoxinas de
cianobactérias, sendo potentes promotoras de tumores'!
e, portanto, este consumo continuado de pequenas doses
pode levar a uma maior incidéncia de cancer hepatico
na popula¢io exposta. Como consequéncia, é importante
que os efeitos cronicos de exposi¢cdes prolongadas por
ingestao oral de baixas concentragdes de cianotoxinas
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sejam avaliados tanto do ponto de vista epidemioldgico
como toxicolégico.

Um estudo recente mostrou que as microcistinas
apesar de serem comumente caracterizadas como
hepatotoxinas, mostram uma neurotoxicidade potencial, mas
os efeitos neurotoxicos do seu mecanismo nao estao claros'.

A Portaria n° 2914/2011", do Ministério da
Satde, estabelece os procedimentos e responsabilidades
relativos ao controle e vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano e seu padrio de potabilidade,
sendo que dentre outras analises, determina que a
pesquisa e microcistinas na agua seja obrigatoria e tenha
acompanhamento semanal sempre que a densidade de
cianobactérias estiver acima de 20.000 cel.mL™.

Segundo Chorus e Bartram', a Organizagao
Mundial de Saude, no sentido de proteger a saude
publica, estabeleceu como limite maximo aceitavel para
microcistina na agua destinada ao consumo humano o
valor de 1 pg.L". O Brasil foi o primeiro pais a criar uma
legislacao especifica, a qual estabeleceu o valor maximo
de microcistinas permitido na agua de abastecimento
publico em 1 pg.L"!, porém para aguas de abastecimento
de hospitais que realizam hemodialise, esse valor tem que
ser igual a zero®.

No Brasil, 32 espécies de cianobactérias toxicas
ja foram descritas para regides tropicais e subtropicais
do pais e estao distribuidas nas seguintes ordens: 12
Chroococcales, 10 Oscillatoriales e 10 Nostocales. A regiao
tropical do Brasil apresenta menos biodiversidade de
cianobactérias tdxicas (14 espécies) do que a parte
subtropical do pais (27 espécies). Microcystis (7 espécies)
e Anabaena (6 espécies) sdo os géneros com maior
numero de espécies toxicas'.

Pesquisas da comunidade fitoplancténica em
mananciais no estado de Pernambuco demonstraram
intensa proliferacao de cianobactérias, apresentando
em alguns meses densidade média acima de 10° cel.
mL, constituindo indicativo de potencial téxico com
relagao a presenca de cianotoxinas. Entretanto, estudos
desta natureza no estado, até o momento, sao escassos.
A presenca de cianotoxinas também foi observada em
floracoes de Anabaena spiroides Klebahn, Pseudanabaena
sp.»  Cylindrospermopsis  raciborskii ~ (Woloszynska)
Seenaya & Subba Raju e Microcystis aeruginosa (Kiitzing)
Kiitzing ocorridos em importantes reservatérios do
estado'’.

Foi também em Pernambuco, na cidade de
Caruaru em 1996, o primeiro caso confirmado de
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mortes humanas causadas por cianotoxinas, quando
130 pacientes renais cronicos, apds terem sido
submetidos a sessdes de hemodialise passaram a
apresentar um quadro clinico compativel com uma
grave hepatotoxicose. Desses, 60 pacientes vieram a
falecer até 10 meses apds o inicio dos sintomas. As
andlises confirmaram a presenca de microcistinas
e cilindrospermopsina no carvao ativado utilizado
no sistema de purificagdo de agua da clinica, e de
microcistinas em amostras de sangue e figado dos
pacientes intoxicados'®'®. Além disso, as contagens das
amostras do fitoplancton do reservatorio que abastecia
a cidade demonstraram uma dominédncia de géneros
de cianobactérias comumente relacionados com a
produgdo de microcistinas.

A literatura também apresenta registros de
intoxicagao de peixes obtidos em ambientes eutrofizados
com presenca de cianotoxinas, chegando em alguns
casos a ser evidenciada mortalidade de toneladas desses
animais em decorréncia do processo denominado
bioacumulagdo®. Portanto, torna-se necessario o
monitoramento de microcistinas em agua destinada a
populacdo e ao uso em servigos de saude publica, para
evitar todos os riscos adversos a saude humana.

Os principais objetivos deste trabalho foram
verificar a presenca de microcistinas em amostras
de agua do reservatério de Mundat, localizado no
municipio de Garanhuns-PE, utilizando os métodos
de deteccao ELISA e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e também implementar estas técnicas
de detec¢do e quantificagdo no Laboratdério Central de
Satde Publica de Pernambuco Dr. Milton Bezerra Sobral
(LACEN-PE), a fim de criar dados para subsidiar a¢des
de vigilancia ambiental, epidemioldgica e sanitdria no
estado de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O reservatério do Mundau (latitude 8°56°42,8”S
e longitude 36°29'27,4”W) localiza-se a 232 km do
Recife-PE, no municipio de Garanhuns. Faz parte
da Bacia hidrografica do Rio Mundaut, que apresenta
nascente em Garanhuns e foz na Lagoa do Mundad,
Macei6-AL, com extensio de 4.090,39 km? a qual
atinge 15 municipios no estado de Pernambuco,
além de outros municipios no estado de Alagoas®. O
reservatorio apresenta capacidade de acumulacio de

agua de aproximadamente 1.968.600 m’ e é considerado
um importante sistema de abastecimento, pois fornece
agua para o municipio de Garanhuns na Regido
Agreste recebendo grande carga poluidora de esgotos
domésticos e industriais da regido® e, frequentemente,
apresenta floragdes de cianobactérias.

Procedimento de coleta

Amostras de agua de 500 mL foram coletadas
pelos técnicos da Agéncia Pernambucana de Vigilancia
Sanitaria (APEVISA), no ponto de captagio do
reservatorio de Mundau-PE, antes do envio para a
estacdo de tratamento. Apos a coleta, as amostras
foram colocadas em frascos de polietileno denso,
acondicionadas a 4 °C e transportadas ao abrigo da
luz. Foram adicionados 2 mL de 4cido cloridrico p.a
as amostras destinadas a pesquisa de microcistina
visando a conservagdo das mesmas. Antes da adicio
do conservante, aliquotas de 3 mL de cada uma das
amostras foram coradas com lugol 1 % e sedimentadas
em cubetas de Uterm6hl* de 3 mL por um periodo de
24 horas para a contagem de cianobactérias.

Foram analisadas 15 amostras de agua em
duplicata coletadas mensalmente, no periodo de janeiro
de 2011 a abril de 2012, no Laboratorio Central de Saude
Publica de Pernambuco Dr. Milton Bezerra Sobral
(LACEN-PE).

Analise de microcistinas

Os métodos de andlise utilizados foram o de
imunoensaio enzimatico - ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) e o cromatografico - CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

Curva de Calibragao do Kit de Elisa
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Figura 1. Curva analitica obtida para o kit de Elisa utilizado na
quantificagao de microcistinas
Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 2. Cromatograma representativo do padrao de microcistina-LR
no CLAE
Fonte: Elaborado pelo autor

Preparo das amostras para o ELISA

De cada uma das 15 amostras coletadas no
reservatério de Mundat foram retiradas aliquotas de
15 mL, apds homogeneizagao, e colocadas em vidros de
penicilina. Estas amostras tiveram o pH ajustado entre
6,8 e 7,2, foram mantidas sob refrigeracdo e levadas a
Companhia Pernambucana de Saneamento - COMPESA,
a fim de serem submetidas a sonica¢ao (processo de
rompimento das membranas celulares para fragilizacao
das possiveis células de cianobactérias, e consequente
liberagdo da toxina) no desruptor de células ultrasonico
(modelo MA-103, Marconi). Em seguida, as amostras
foram filtradas em filtros de fibra de vidro de 0,45 pm
e estocadas a -20 °C até o dia da analise de microcistina
total pelo método ELISA** através do kit de placa
para extragdo de microcistinas da marca Envirologix’
(Portland, EUA) com limite de quantificagao de
0,175 pg/L e limite de detecgao de 0,147 pg/L.

Os resultados obtidos foram analisados
espectrofotometricamente a 450 nm, com o auxilio de
leitor de ELISA STAT-FAX 2100 (Awareness Technology
INC).

Com base nos resultados obtidos para os controles
positivos, com o auxilio de um software de andlise de
dados, foi construida uma curva de calibracdo. Baseado
nesta curva e nos valores obtidos por espectrofotometria
para cada amostra foi possivel determinar a concentragdo
de microcistina nas amostras.

Preparo das amostras para o CLAE

Amostras de 500 mL coletadas no reservatério de
Mundat foram levadas para a Universidade Federal Rural
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de Pernambuco, na Unidade Académica de Garanhuns,
a fim de serem liofilizadas, para concentrar a toxina e
extrair a microcistina total.

Depois de liofilizadas, as amostras foram submetidas
aum processo para extracdo da microcistina total que consiste
na adi¢ao de 20 mL de metanol 100 % contendo 0,1 % de
acido trifluoracético (TFA). O material foi transferido
para um béquer de vidro de 100 mL e deixado por uma
hora no banho de ultrasom a 40 kHz (modelo Q335D,
Quimis) para que houvesse o rompimento da membrana
celular e a toxina fosse extraida. Em seguida, a amostra
foi centrifugada por 10 minutos a 591 g e o sobrenadante
guardado. Este mesmo procedimento foi realizado trés
vezes seguidas. Os sobrenadantes das trés extragoes,
foram colocados em um tunico béquer, homogeneizado,
transferido para um baldo de fundo chato com tampa
esmerilhada e secado em rotavapor (modelo 803,
Fisatom) a 50 °C, a 60 rpm até que o metanol evaporasse
completamente. Em seguida, o material foi ressuspendido
em 10 mL de metanol a 20 %*.

A extragao em fase sélida foi feita utilizando-
se o extrator Manifold (modelo Varian, Agilent
Technologies). Asamostras foram secadasem rotavapor
nas mesmas condi¢des anteriores, ressuspendidas em
1 mL de metanol grau CLAE e filtradas em filtros
Millex LCR com membrana de PTFE modificada
de 0,45 pm e 13 mm, para entdo serem injetadas no
cromatografo. Os extratos concentrados ficaram
conservados em freezer a -20 °C até o momento da
analise cromatografica®.

A concentracdo da toxina em cada amostra foi
determinada utilizando padrao de microcistina-LR puro
na concentragdo de 0,5 mg (Alexis Corporation-Lausen,
Switzerland). A toxina foi identificada comparando o
tempo de retencido do pico extraido com o do padrio de
microcistina-LR.

As determinagdes analiticas de microcistina
foram feitas no Laboratério de Processos e Produtos
Biotecnoldgicos da Universidade de Pernambuco
empregando um cromatografo Agilent série 1200
equipado com um detector de arranjo de diodos. Foi
utilizada uma coluna Phenomenex C18 Synergi Fusion
(50 mm x 2,0 mm x 2,5 um) mantida a uma temperatura
de 60 °C. A fase mével foi constituida por agua ultrapura
Milli-Q e acetonitrila grau CLAE ambos contendo 0,1
% de TFA. A acetonitrila foi previamente filtrada em
membrana de polipropileno hidrofilica de 0,22 pm. A
separagdo cromatografica foi feita com uma taxa de fluxo
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de 1 mL/minuto, usando um gradiente de eluicdo que
comegou com 20 % de acetonitrila, aumentando até 70
% ao fim de 4 minutos, seguido de uma diminui¢ao até
0s 20 % aos 5 minutos e se mantendo constante até o
final dos 7 minutos. O volume injetado foi de 20 pL. As
microcistinas foram detectadas devido a sua capacidade
de absorvancia aos 238 nm?. As concentragdes foram
determinadas a partir da comparagio do tempo de
reten¢do da amostra com o tempo de retencio do padrao
de microcistina-LR previamente injetado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A eutrofizagdo em lagos e reservatorios é um
problema que ocorre em todo o mundo, tendo como
alguns efeitos adversos, as floragdes de cianobactérias.
No reservatério de Mundad, tais circunstdncias foram
observadas com a ocorréncia de floragdes durante todo o
periodo de estudo. No ponto de captagdo do reservatdrio
de Mundat foram realizadas 15 amostragens em duplicata
entre os meses de janeiro de 2011 a abril de 2012, sendo
detectada a presenca de cianobactérias produtoras de
toxinas para todas as datas com quantidades acima
de 20.000 cel.mL’, condi¢do suficiente para que seja
recomendada a analise de microcistinas segundo
preconizado pela Portaria n° 2914/11 do Ministério
da Saiade®. O critério utilizado para avaliar os valores
maximos permitidos (VMP) para as densidades celulares
é o preconizado pela RDC 357/2005, CONAMA?Z,

A primeira etapa da analise foi a amostragem,
cuja qualidade é determinante para um resultado preciso
e exato®”. Microcistinas podem sofrer degrada¢ao caso
as amostras nao sejam devidamente armazenadas
e transportadas, podendo levar a graves erros na
determina¢ao da concentragio na amostra original.
Essa degradagdo pode ser evitada pela refrigeragdo
das amostras a uma temperatura igual ou inferior a
4 °C ou pela adi¢ao de algum conservante ou agente
biocida e, segundo Utkilen e Gjolme®, o metanol pode
retardar esta degradacao®. Portanto, para evitar que
houvesse degradagdo das amostras, o processamento
das amostras para o ELISA se deu no mesmo dia em
que foram coletadas, uma vez que o solvente final é a
propria agua. Em seguida, as amostras foram estocadas a
-20°Caté o dia daanalise. Paraa CLAE, as amostras foram
congeladas para serem liofilizadas e como o processo de
extracdo é muito longo, este s6 era interrompido nas
etapas em que havia adi¢do de metanol para evitar que

houvesse degradacao.

Outro fator importante para ser observado é o
ajuste do pH da amostra entre 6,8 e 7,2. O objetivo deste
ajuste é evitar que as toxinas ndo sejam co-extraidas
durante a extragdo em fase sdlida. Para este ajuste foi
utilizado o 4cido cloridrico p.a.

Com relagdo ao método imunoldgico, para
cada uma das amostras analisadas via CLAE, também
foi realizada a quantificagdo por ELISA. A equacio
de regressao linear e o coeficiente de determinagao
(R?) foram calculados a fim de obter a curva analitica
para avaliar a eficacia do teste e também quantificar as
microcistinas presentes nas amostras de agua. Estes
resultados sao mostrados na Figura 1 e estdo diretamente
relacionados com a sensibilidade e a linearidade do
método.

A curva analitica obtida para a microcistina
foi linear, apresentando coeficiente de determinagdo
superior a 0,99. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria recomenda um coeficiente (R) igual ou
superior a 0,99*' e o Instituto Nacional de Metrologia,
Normaliza¢ao e Qualidade Industrial um valor acima de
0,90°2. Este coeficiente de determinagéo foi satisfatdrio, o
que demonstra que a resposta do método foi linear nos
intervalos de concentra¢ao empregados neste estudo.

A precisio do teste foi avaliada através dos
coeficientes de variacdo dos resultados obtidos ao nivel de
repetibilidade, sendo, portanto, feita em curto intervalo
de tempo. Apesar dos ensaios terem sido feitos apenas em
duplicata, foi observado que os coeficientes de varia¢ao
variaram de 0,193 a 13,127 % (Tabela 1) entre amostras
e controles. Para o estudo da precisdo, sabe-se que os
intervalos dos coeficientes de variacdo sdao considerados
adequados até £ 20 % dependendo da complexidade
da amostra. Os resultados obtidos neste estudo foram
considerados precisos e dentro da faixa aceitavel. Porém,
para aumentar a precisdo, faz-se necessario aumentar o
numero de réplicas.

Daequagao daretapode-seestimarasensibilidade
da técnica, definida como dy/dx, que apresentou valor de
18,22, sendo, portanto, considerada satisfatoria.

A Portaria 2.914/2011" do Ministério da Sadde,
estabelece os procedimentos e responsabilidades relativas
ao controle e vigilancia da qualidade da dgua para consumo
humano e seu padrao de potabilidade. A portaria exige que os
responsaveis pelo controle da qualidade da agua de sistemas
de abastecimento supridos por mananciais superficiais
monitorem as cianobactérias no ponto de captagio de agua
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Tabela 1. Resultado da quantificacdo das amostras pelo método ELISA

%

Amostras Média das % Conc. Microcistina
% Desvio Padrao Coeficiente de
Coletadas densidades opticas Bo (ppb)
Variagao
CN 1,463 0,003 0,193 100 NA
CP 0,16 ppb 1,262 0,008 0,672 86 NA
CP 0,60 ppb 0,950 0,054 5,734 65 NA
CP 2,5 ppb 0,520 0,033 6,255 36 NA
Amostra 1 0,818 0,051 6,224 56 0,88
Amostra 2 0,687 0,037 5,459 47 1,45
Amostra 3 0,694 0,074 10,706 47 1,41
Amostra 4 0,707 0,057 8,107 48 1,34
Amostra 5 0,555 0,044 7,899 38 2,37
Amostra 6 0,464 0,032 6,865 32 3,34
Amostra 7 0,492 0,006 1,150 34 3,00
Amostra 8 0,584 0,040 6,907 40 2,13
Amostra 9 0,697 0,033 4,667 48 1,39
Amostra 10 0,556 0,055 9,920 38 2,36
Amostra 11 0,576 0,066 11,427 39 2,20
Amostra 12 0,536 0,042 7,915 37 2,55
Amostra 13 0,610 0,016 2,668 42 1,93
Amostra 14 0,523 0,069 13,127 36 2,68
Amostra 15 0,640 0,044 6,850 44 1,72

CN (controle negativo); CP (controle positivo); NA (ndo avaliado)

mensalmente, quando o numero de células de cianobactérias
nao exceder 10.000 células.mL’, e semanalmente, quando
o nimero de células de cianobactérias exceder esse
valor. Também exige que sempre que o numero de
cianobactérias no ponto de captacdo exceder 20.000
células.mL” seja realizada a andlise semanal das
cianotoxinas. Esta Portaria determina no 5° paragrafo do
Artigo 40 que “quando as concentragdes de cianotoxinas
no manancial forem menores que seus respectivos VPMs
para agua tratada serd dispensada a analise de cianotoxina
na saida do tratamento de que trata o Anexo XII a essa

174

Portaria” Com exce¢do da amostra 1, em todas as demais
foi detectada a presenca de microcistina no ponto de
captagdo do manancial, antes do tratamento, acima do
valor maximo permitido, indicando a importancia desta
analise em aguas de abastecimento publico. As analises
das amostras sedimentadas nas cubetas de Utermohl,
para contagem de cianobactérias apresentaram valores
superiores a 1.000.000 cel. mL", constituindo um grande
indicativo da presenca de cianotoxinas neste manancial.

As analises confirmaram a presenca da toxina na
maioria das amostras e a maior concentra¢ao da toxina
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determinada foi de 3,34 ug.L"' de microcistina-LR, trés
vezes maior do que o limite maximo permitido pela
legislagao.

Para a CLAE, a fase de extracio das
microcistinas ¢ determinante para a analise. Logo,
algumas consideragdes iniciais com relagao a esta
etapa sdo necessarias.

Sabe-se que a microcistina-LR é um composto
hidrofébico, e sua concentragdo em aguas superficiais
¢ encontrada em niveis de partes por bilhdo (ug.L"') ou
ainda menores e, como a determinac¢io direta ndo pode
ser viavel devido a sensibilidade inadequada dos métodos
de deteccao utilizados para os niveis de concentracio
usualmente encontrados, uma etapa de concentragdo é
normalmente necesséria. Essa etapa, além de concentrar
os analitos presentes nas amostras, também serve
como uma etapa de limpeza ajudando a diminuir a
interferéncia de substancias que possam ser co-extraidas
com os analitos de interesse, podendo assim interferir
nas andlises, tanto na separagdo cromatografica, como
na supressao do sinal da toxina®. Portanto, foi realizada
uma extragdo em fase solida para concentrar a toxina.

Estudos mostram a importincia da escolha
dos cartuchos. Trabalhos realizados por Wang et al** e
Mekebri et al** a fim de avaliar a eficiéncia de extracdo
de alguns tipos de cartucho mostraram que aqueles
que sdo compostos por uma mistura de C18 e silica sao
menos eficientes na recuperacio do analito de interesse,
quando comparados com os compostos apenas de C18,
possuindo uma relagdo custo-beneficio bem melhor.
O cartucho de extragdo utilizado neste trabalho foi
um C18 com silica que é bastante utilizado para esta
finalidade, o que pode explicar o fato dos resultados das
amostras na CLAE terem sido menos expressivos que
os do ELISA.

Rivasseau et al** avaliaram o efeito de lavagens
com diferentes concentragdes de metanol em dagua e
observaram que a melhor recuperacio se deu utilizando
o metanol 20 % pela maior eficiéncia na remocdo de
interferentes da amostra. Esta mesma concentrac¢do foi
utilizada para a limpeza dos cartuchos durante a extracao
de fase solida das amostras analisadas neste estudo.

Rivasseau et al** também fizeram um estudo
em cartucho C18 para avaliar trés diferentes solventes
em relagdo a recuperagdo da toxina retida no cartucho
e observaram que o metanol acidificado com 0,1 % de
TFA foi o que obteve melhor resultado. Para tanto,
todas as amostras analisadas no cromatoégrafo foram

ressuspendidas em metanol acidificado.

Com relacdo aos indices de recuperacio das
amostras, em se tratando da quantidade de amostra a
ser filtrada e concentrada, Bogialli et al’’fizeram um
estudo com trés diferentes volumes de amostras (500
mL, 1 L e2L) e concluiram que a amostra com menor
volume apresentava um maior indice de recuperacio,
possivelmente devido a menor concentragdo de possiveis
interferentes na etapa de extracdo. Logo, o volume da
amostra escolhido para ser filtrado neste estudo foi de
500 mL.

A etapa de eluigdo do cartucho, ou seja, a
recuperac¢do do analito depende do tipo de composto a
ser analisado e do tipo de cartucho. Em cartuchos que
retém fortemente compostos hidrofdbicos na presenga
de agua, como os do tipo C18, na presenga de solventes
organicos essa for¢a de interagao ¢ bem menor, por isso,
solventes organicos puros, como acetonitrila e metanol,
sdo geralmente empregados. Portanto, estes foram os
solventes de escolha para reconstituicio das amostras
durante a analise”.

Para o método cromatografico, apods terem
sido determinadas as condi¢oes ideais para a analise de
microcistina utilizando uma coluna de ultra eficiéncia,
injetou-se o padrao de microcistina-LR. O comprimento
de onda correspondente a absor¢do maxima do analito
em estudo foi de 238 nm. Analises anteriores a este estudo
realizadas por nosso grupo utilizando cepas produtoras
de microcistinas e também padrio de microcistina-
LR da marca Alexis® mostraram que o pico referente a
microcistina para coluna Synergi® apresenta um tempo
de retencdo de aproximadamente 2,9 minutos.

Neste estudo, foi possivel detectar a presenca de
microcistina em 100 % das amostras analisadas, uma vez
que no mesmo tempo de reten¢do do padrio utilizado
(aproximadamente aos 2,9 minutos) surgiram em todas
as amostras picos quase que idénticos (Figura 2) sendo
possivel inferir que ha presenga de microcistina nas
amostras analisadas (dados ndo mostrados).

Na andlise cromatografica ndo foi possivel a
quantificagdo das microcistinas presente nas amostras,
sendo feita apenas uma analise qualitativa (presenca ou
auséncia). Vale ressaltar que isto ocorreu possivelmente
devido ao uso de um padrao de microcistina que ja havia
sido utilizado anteriormente em outras analises e ndo
se tinha a concentracido exata do mesmo. Sendo assim,
quando o padrio foi diluido para construgdo da curva de
calibra¢ao nao apareceu nenhum pico no cromatograma,

175



Ramos CPS, Pinheiro IOP, Silva EM, Katia Christina Leandro KC. Estudo da presenca da toxina microcistina na dgua de reservatério de Mundat
(Garanhuns-PE) pelas metodologias ELISA e CLAE . Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2014; 73(2):169-77.

1

apenas foi identificado o pico referente a microcistina
quando foi injetado o padrao na concentragdo inicial.
Logo, nao foi possivel fazer uma curva de calibragao e,
por conseguinte, nao foi possivel quantificar as amostras.
Nesse sentido, faz-se necessaria a validacdo de
ambos os métodos utilizando um material de referéncia
certificado contendo concentracdes conhecidas de
microcistinas, a fim de obter resultados confiaveis para a
implementacao final das referidas metodologias.

CONCLUSAO

O estudo mostrou a importancia da andlise de
microcistinas na agua de abastecimento publico, pois
assim como Mundad, varios mananciais de Pernambuco
apresentam flora¢des de cianobactérias. Além disso,
permitiu a implementagdo da analise de microcistina
pelos métodos ELISA e CLAE no LACEN-PE, tendo em
vista que os resultados das analises indicaram a presenga
da toxina. Também mostrou sua importancia como
método complementar & contagem das cianobactérias,
fornecendo subsidios as agdes preventivas de vigilancia
a saude.

Espera-se que este estudo sirva de base para
avaliar o uso das metodologias e, dependendo da
amostra de agua a ser analisada, escolher a metodologia
mais apropriada. A ideia central seria utilizar o método
ELISA para a agua tratada, industria de injetaveis e
clinicas de hemodiélise e a CLAE para a agua bruta, uma
vez que o ELISA ¢ mais sensivel. Isso reduziria os custos
das analises para o LACEN-PE, pois o kit empregado no
ELISA tem pouco custo-beneficio por ser muito caro e
analisar um pequeno ndmero de amostras. J4 a CLAE
é um pouco menos sensivel, mas muito especifica e é
recomendada pela Organizagao Mundial de Satde como
um dos métodos mais seguros.

Cabe ressaltar que, para a liberagdo dos
resultados dessas andlises para a Vigilancia Sanitaria,
os procedimentos analiticos devem ser submetidos a
validagao estatistica, com o objetivo de conhecer suas
limitagdes e confiabilidade dos resultados obtidos para
aplicacdo correta dos métodos de acordo com as amostras
que se deseja analisar. Apesar destes métodos ja serem
validados para a analise de microcistinas em agua®?*,
como se trata de uma implementacéo, faz-se necessario
uma revalidagdo antes de serem utilizados como analises
de rotina para o monitoramento desta toxina.
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