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1. APRESENTAGAO

O pressuposto basico da saude ambiental € o continuo monitoramento da
qualidade de aguas, solo e ar. No caso de qualidade de aguas, ha ferramentas
de monitoramento que se correlacionam com a presengca de patdgenos
especificos, permitindo uma maior percepcdo dos riscos para populagdes

humanas e animais em determinados ambientes.

A poluicéo antrépica de corpos d’agua tem uma consequéncia visivel e direta
no fendmeno da eutrofizacdo, caracterizado pela presenga e crescimento
robusto de floragbes algaceas nesses corpos d’agua. A presenga de
microalgas, e especialmente de cianobactérias, como parte desse processo de
eutrofizacado pode ser visivelmente constatada e tem como consequéncia direta
a possibilidade da presenca de toxinas ambientais, denominadas
genericamente de cianotoxinas. Estas podem atingir as populagbes humanas e
animais, representando, assim, um elevado risco e perda da qualidade de vida
das populagdes e comunidades em contato direto e dependéncia desses

corpos d’agua.

O monitoramento de cianotoxinas em corpos d’aguas atualmente é realizado
por diversas técnicas analiticas quantitativas, todas elas com elevado custo
financeiro e demora nos resultados analiticos. Entretanto na grande maioria
dos casos, a analise de amostras de aguas reflete um resultado negativo,
contribuindo para incremento dos custos. A proposta deste manual é
apresentar um sistema analitico-qualitativo (P/A), como uma primeira linha
analitica para detecgao qualitativa de microcistinas. Posteriormente, pode-se
adotar uma segunda linha analitica, ou seja, realizar analises quantitativas

apenas para as amostras positivas no caso P/A.

Este Manual € um dos produtos da pesquisa “DESENVOLVIMENTO DE
SISTEMA CROMOFLUOROGENICO QUALITATIVO (P/A) DE AVALIACAO DE
MICROCISTINA VISANDO O SUPORTE AS ACOES DE VIGILANCIA A
QUALIDADE DE AGUAS (MICROCIST)”, desenvolvida com recursos do

Programa de Pesquisa em Saude e Saneamento da Funasa.



2. INTRODUGAO

A eutrofizacdo de ambientes aquaticos acelerada pelas atividades
antropogénicas causa uma série de impactos negativos na qualidade da agua
e tem sido a causa mais comum da dominancia de cianobactérias em
recursos hidricos naturais Essa dominancia estd associada a elevada
diversidade metabdlica apresentada pelas cianobactérias que favorece o
crescimento exuberante de algumas espécies, nos chamados “blooms” ou
floracbes de cianobactérias. Essa diversidade também é responsavel pela
alta resistividade as variagdbes ambientais, fazendo com que esses
microrganismos sejam encontrados nos mais diferentes habitats aquaticos:
oceanos, estuarios, mangues e, principalmente, em ambientes aquaticos
continentais, como rios, lagos e reservatérios, em diversas regides tropicais,

subtropicais (Sant’anna et al. 2008).

As floragbes causam grande impacto negativo nos corpos d’agua, alterando
as caracteristicas visuais e de qualidade, como odor e sabor. Porém o
principal impacto esta relacionado com a presenga de toxinas especificas
produzidas por certas espécies e linhagens de cianobactérias denominadas
cianotoxinas, elas podem ser produzidas em todos os estagios do
crescimento da célula, sendo liberadas somente quando ocorre o rompimento
dessa célula. No meio aquoso, as cianotoxinas podem persistir por dias ou
varias semanas (Sivonen e Jones, 1999; Chorus e Bartram, 1999; Chen et al.,
2011).

As principais cianotoxinas séo classificadas em hepatoxinas e neurotoxinas.
As hepatotoxinas foram primeiramente isoladas da cianobactéria Microcystis
aeruginosa e suas toxinas foram, entdo, denominadas microcistinas. No
entanto, a produgdo desses peptideos ndo se restringe exclusivamente a
essa espeécie, visto que outras cepas toxicas ja foram citadas como
produtoras de microcistinas. Dessa forma, a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) recomenda o uso de microcistinas como padréo para os estudos de
cianobactérias (Chorus e Bartram, 1999). Os valores foram estabelecidos
devido a preocupagdo com os efeitos toxicolégicos crbénicos das

microcistinas, que podem atuar como promotoras de tumores de figado
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(Nobre et al., 1999; Dias et al., 2009). No Brasil, as legisla¢cdes pertinentes,
estabelecem a obrigatoriedade do monitoramento de cianobactérias e de
microcistinas, sendo a concentragdo de 1 pg/L, o valor maximo permitido de

microcistinas em aguas destinadas ao abastecimento publico.

As principais metodologias de detecgédo e quantificagdo de microcistinas em
amostras de agua dividem-se em fisico-quimicas (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia — Clae), bioquimicas (ensaio de inibicdo da fosfatase, Elisa,
biologia molecular) ou biolégicas (bioensaios, testes de toxicidade). A escolha
do método mais adequado vai depender do nivel e da qualidade de
informacédo que se quer obter, dos equipamentos disponiveis, do custo da
analise, de pessoas treinadas e do tempo necessario para a obtencao de
resultados, a fim de que, em caso de risco em potencial, as decisdes cabiveis
sejam tomadas rapidamente (Mcelhiney e Lawton, 2005; Gaget et al., 2001).
Entretanto, tais metodologias de detecgdo e quantificacdo ainda sdo muito
trabalhosas e onerosas, n&o atendendo aos critérios da legislacdo nacional
de qualidade de a&aguas, que visam a ampliagdo das técnicas de
monitoramento para pequenas e médias comunidades. E recomendavel,
portanto, que se aprimorem os procedimentos analiticos de avaliagcdo de
cianotoxinas, visando ao desenvolvimento de metodologias simplificadas
capazes de avaliar diversas cianotoxinas e suas ocorréncias nas floragoes,
aumentando significativamente os aspectos de seguranga e da qualidade de

aguas.

Um procedimento que vem demonstrando eficiéncia na deteccédo e
quantificacao de microcistinas é o ensaio de inibicdo de enzimas fosfatases.
O ensaio, avalia o efeito inibitorio da microcistina na liberagdo do grupo
fosfato pela reacéo catalisada por enzimas fosfatases alcalinas (Rivasseau, et
al., 1999; Rapalla et al., 2002; Mcelhiney e Lawton, 2005; Sangolkar et al.,
2006). A proposta deste manual € apresentar uma metodologia de um
sistema qualitativo (P/A) para a deteccdo de microcistinas e sua utilizagao
como indicador primario da presenga da toxina em amostras de aguas. Além
disso, rotinas de analises por CLAE (HPLC) foram estabelecidas pela
validacdo de um método menos tdéxico, para serem utilizadas como

metodologias de referéncia na separagéo e quantificagdo de microcistinas em
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amostras de aguas (Cassini et al., 2014). A proposta do sistema qualitativo
utilizando a enzima fosfatase alcalina (PP1A) imobilizada e o substrato
sintético 4-metil-umbeliferil-fosfato (MUP) mostrou-se uma alternativa de
menor custo e de execucdo facilitada. Nesse sistema, uma avaliagdo
qualitativa da presenga ou auséncia (P/A) funciona como uma importante
ferramenta de avaliagdo em primeira linha nos programas de monitoramento.
ApOs a sua detecgdo qualitativa PA, as amostras de agua podem ser
processadas por sistemas analiticos visando a sua quantificacédo e
determinacdo de microcistinas presentes nas amostras. Esta estratégia de
monitoramento além de diminuir o tempo de analise pode representar uma

significativa redugdo nos custos de analise.

3. DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE DETECGAO DE
MICROCISTINA COMO FERRAMENTA AUXILIAR PARA OS
PROGRAMAS DE MONITORAMENTO DA QUALIDADE DE AGUAS

O principal objetivo deste manual é apresentar uma metodologia alternativa
de avaliagdo qualitativa tipo presenga/auséncia (P/A) para avaliagao de
microcistinas em amostras de aguas inicialmente descrita por Antunes (2013).
Os métodos analiticos quantitativos atuais para a deteccdo dessa toxina
ainda sado trabalhosos e de alto custo. Além disso, esses métodos né&o
fornecem informacdées sobre a viabilidade das microcistinas. Com o
desenvolvimento do sistema enzimatico imobilizado foi possivel desenvolver
analises de facil execugéo e baixo custo. Utilizando o substrato fluorogénico
4-metil-umbeliferil-fosfato (MUP), o sistema de detecgdo demonstrou alta
sensibilidade e permitiu a determinagcdo visual direta da presenca de
microcistinas em concentragdes acima de 0,80 pg/L. Comparado com
meétodos de referéncia na deteccdo de microcistinas, como Elisa e CLAE, o
sistema demonstrou taxas de confiabilidade de 82,4% e 88,2%,
respectivamente. O sistema de deteccdo desenvolvido combina a facilidade
de interpretacao dos resultados com a capacidade de avaliar a atividade e a
especificidade das microcistinas presentes em amostras de aguas. Nas

condi¢cdes avaliadas ndo foi necessario nenhum processo de concentragéo ou
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limpeza das amostras para os ensaios de detecgdo de microcistinas em

aguas superficiais de diferentes origens.

3.1 Floragoes toxicas e sua detecgao

Floracbes toxicas de cianobactérias constituem um alto risco para o meio
ambiente e saude publica devido a liberagdo de toxinas em corpos d'agua
superficiais. Estudos com floracdes pelo Brasil e por todo mundo descrevem
as microcistinas como sendo a cianotoxina mais frequente em floragdes
toxicas (Sant’anna e Azevedo, 2000; Mcelhiney and Lawton, 2005; Sirqueira e
Oliveira-Filho, 2007; Blaha et al.,2009).

A detecgdo e a quantificagdo de microcistinas em amostras de agua séo
realizadas por métodos de referéncia como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Clae) e os testes de imunoensaio tipo Elisa. A CLAE, além de
requerer equipamento caro e pessoal altamente qualificado, ainda envolve
analises demoradas e exige trabalhosos métodos de concentracédo e
clarificagdo de amostras ambientais. Os testes de Elisa de facil execugéo e
necessidade minima de amostra possuem baixa especificidade, alto custo e
nao apresentam correlagao entre a reatividade e a toxicidade aguda, uma vez
que avaliam a presenca da molécula de microcistina, independentemente de
estar ativa ou n&o. Dessa forma, mesmo que essas técnicas ja estejam
padronizadas, a sua aplicabilidade na rotina de monitoramento ambiental

ainda é limitada.

Um dos principais fatores responsaveis pelo alto custo das analises de
microcistina € que a grande maioria das amostras apresenta niveis da toxina
abaixo de 1 pg/L, valor referencial de legislagao brasileira de qualidade de
aguas. O desenvolvimento de uma metodologia qualitativa capaz de realizar
uma triagem das amostras por meio de uma pré-analise de presengca e
auséncia da toxina seguida de procedimentos analiticos de identificagdo e
quantificacdo apenas nas amostras que apresentarem resultados positivos

poderia reduzir, significativamente, os gastos com analises de microcistina.
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Métodos enzimaticos utilizados na deteccdo e quantificacdo de microcistinas
possuem o potencial de ser adaptados e utilizados em sistemas de triagem.
Baseado nos estudos sobre o mecanismo de inibicdo de enzimas fosfatases
de células eucaridticas pelas moléculas de microcistinas (Mackintosh et al.,
1990), ficou demonstrado nos ensaios enzimaticos que a concentragdo da
toxina € inversamente proporcional a concentragado do grupo fosfato liberado
pelo substrato sintético. Geralmente, esses ensaios baseiam-se na utilizagao
de substratos sintéticos colorimétricos (p-NPP ou p-Nitro-Fenol-Fosfato) e
fluorométricos (MUP ou metil-umbeliferil-fosfato). Em ensaios fluorométricos,
por exemplo, a presenca de microcistina pode ser detectada pela auséncia de

fluorescéncia de uma reacao (Merel et al., 2013).

Os ensaios enzimaticos caracterizam-se pela rapidez e sensibilidade,
detectando a presenga da molécula de microcistina ativa, ou seja, aquela
capaz de promover o efeito toxicoldgico de inibicdo da enzima fosfatase.
Porém antes da reacao, € necessario o preparo de uma série de solugdes de
trabalho, uma vez que esse tipo de ensaio ndo se encontra disponivel na
forma de kits de analises. A dificuldade do desenvolvimento desses kits esta
relacionada, principalmente, a alta instabilidade da enzima e também do

substrato em solu¢des aquosas (Gaget et al., 2017).

Uma maior estabilidade e melhor desempenho da enzima podem ser
alcancados com o processo de imobilizagdo de enzimas que possui uma
série de aplicagbes, tedricas e praticas, com objetivo de aumentar sua
eficiéncia. Porém a sua utilizacdo em larga escala ainda apresenta alguns
entraves devido, principalmente, ao processo de ativacao e imobilizacéo, para
0s quais sdo utilizadas elevadas quantidades de reagentes potencialmente
redutores da atividade enzimatica. Um método de imobilizacdo recentemente
desenvolvido por Bouaicha et al. (2002), foi especialmente aplicado para
enzimas fosfatases alcalinas por permitir ligagdes cruzadas entre enzimas e o

sistema suporte.

Assim, o presente manual tem por objetivo apresentar um sistema
simplificado de deteccdo qualitativa tipo presenca/auséncia (P/A), com base

no efeito inibitério das microcistinas sobre a reacdo catalisada pela enzima
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fosfatase alcalina imobilizada em tiras de membranas de fibra de vidro, cuja

reacao inibitoria pode ser detectada visualmente.

3.2. Procedimento Metodolégico

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza. A variante de
Mcyst-LR (cod.33893), a enzima proteina fosfatase alcalina-1-PP1A
(cod.P7937-25UG) e o substrato sintético p-nitrofenil-fosfato-pNPP
(cod.N9389-50TAB) foram adquiridos da marca Sigma-Aldrich (St. Louis,
Estados Unidos). O substrato sintético 4-metil-umbeliferil-fosfato-MUP
(cod.44093) utilizado foi da marca Clycosynth (Cheshire, Reino Unido). As
solugdes estoque de microcistinas foram preparadas com metanol grau Clae
da marca Tedia (Fairfield, USA) através de dilui¢des da solugdo estoque em

agua ultrapura (MiliQ Plus, Milipore, Belford, Estados Unidos).
3.2.1 Imobilizagao da enzima fosfatase PP1A

A enzima foi imobilizada em microfiltros de fibra de vidro GF-1 (47 mm / 0,7
pum) da Macherey-Nagel (Duren, Alemanha). Para ativacdo das membranas,
tiras retangulares (1x3 cm) foram submersas em solugé&o de acido cloridrico
concentrado e mantidas em agitagdo por duas horas. Em seguida, foram
lavadas trés vezes com agua destilada, secas por 15 minutos em estufa a
100°C e adicionadas em solug&o de tolueno contendo 2% (v/v) 3-aminopropil-
trimetoxisilano. Apos serem submetidas a um refluxo a 80°C por 18 horas, as
tiras foram lavadas com tolueno, acetona e agua destilada. As tiras ativadas
foram utilizadas para recobrir uma das paredes internas de cubeta de
metacrilato de 5 ml com tampa, as quais serviram de suporte para 0s ensaios

de imobilizagdo enzimatica.

Para a imobilizacdo da enzima, foi preparada uma solucdo estoque da
enzima fosfatase alcalina PP1A na concentragao de 2,5 pg/L em tampao Tris-
HCI pH 8,3 40mM, acrescido de MgCl, 34mM, EDTA 4mM, DTT 4mM e BSA

0,5 mg/ml. Sobre as paredes internas das cubetas recobertas com as tiras

Manual para Sistema de Avaliacdo Qualitativa (P/A) de Microcistina em Amostras de Aguas FUNASA



FUNASA

10

ativadas foram aplicados 30 uL de PP1A 2,5 pg/L. Em seguida, as cubetas
foram congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas por duas horas e
armazenadas a 4°C até o momento dos testes. Os diversos passos ou etapas

deste procedimento est&o ilustrados na figura 1.

1 2. n 1 2. n
Membranas T I
de Fibra de E ——
< —
vidro -MRY | ’ -
1<,O_Em Agitacdo por 2h  Lavagcm H2O dcst. (3x)
1 2un 100°C por 15 minutos

Lavagem com
Tolucno: Acctona ¢ H20 dcst.

— |
Cont.(+) Cont.(-) Tolueno +
VL 3-‘amino.pr'opil-
30uL Trimetoxisilano
con | PPLA 2,5 pg/mlL 20 L (98:2v/v)
S Tris-HCI pH 8,3 40mM | Tris-HCI pH 8,3 40mM
MgCl, 34mM MgCl, 34mM
8 EDTA4mM EDTA 4mM
4 DTT 4mM DTT 4mM
LBSA 0,5mg/mL. BSA 0,5 mg/mL.

Congelada em N, e liofilizada por 2h =—————>

Figura 1 — Principais etapas do processo de imobilizagado da enzima PP1A em
membranas de fibra de vidro

3.2.2 Determinacdo da eficiéncia de imobilizacao

A eficiéncia da imobilizacdo da enzima fosfatase na fibra de vidro apds o
processo de imobilizagdo foi avaliada por meio da enzima livre em solucgéao.

Um ensaio variando a concentracdo de PP1A livre em solugao foi utilizado
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para obter uma curva analitica de atividade. As atividades de cinco
concentragdes diferentes (10, 25, 50, 75 e 100 mg) da enzima, em triplicata,
foram quantificadas e seus valores médios, aplicados na curva analitica,
relacionando a atividade enzimatica com de PP1A livre. A fracdo da enzima
PP1A imobilizada foi estimada utilizando a equacao obtida a partir da curva

analitica.

3.2.3 Ensaios fluorogénicos

A atividade enzimatica foi determinada pela medi¢cao da fluorescéncia emitida
pelo metil-umbeliferil (MU) formado a temperatura ambiente, pela hidrolise
enzimatica do substrato 4-metil-umbeliferil-fosfato (MUP), com base nos
trabalhos de Bouaicha et al. (2002) e Sassolas et al. (2011). O substrato foi
preparado em tampéao Tris-HCI pH 8,3 40 mM, contendo MgCl> 34mM, EDTA
4mM e DTT 4mM.

Para os ensaios com a fosfatase PP1A livre, a enzima foi diluida para 0,25
Mg/L no mesmo tampdo acrescido de 0,5 mg/ml de BSA. O ensaio foi
realizado em cubetas de metacrilato de 5 ml, através da adicdo de 50 pL
de PP1A 0,25 pg/ml, 2.000 yL de amostra e 600 yL de tampdo 5X pH 8,3
(Tris-HCI 200 mM, MgCI2 170 mM, EDTA 20 mM e DTT 20 mM). Nos ensaios
com o sistema imobilizado, foram adicionados apenas a amostra e o tampao
5X na cubeta ja contendo a enzima imobilizada. Tanto para os ensaios com a
fosfatase PP1A livre quanto para os ensaios em sistema imobilizado, apos 15
minutos de incubagao a temperatura ambiente, foram adicionados 400 uL de

solugdo de substrato. A fluorescéncia foi medida apés 30 minutos em

™
espectrofluorimetro (QuantiFluor -ST-Fluorometer, Promega) com
comprimento de onda de excitacdo de 365 nm e de emissao 460 nm.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os principais resultados

estdo ilustrados na figura 2.
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PP1A solugdo

0,1 0,2 04 0,8 1,0 20 3,0 50

PP1A imobilizada

c+) 0 002 004 0,08

-m- PP1A solugéo

—e—PP1A imabilizada

O
Atividade (% de inibigdc )

0,01 01 1 10
Mcyst-LR (pg/L)

Figura 2 - Reagbes com a enzima PP1A livre (a) e imobilizada (b), na
presenca de Mcyst-LR nas concentragdes entre 0,02 e 5 ug/L. (c) Grafico de
regresséo logistica sigmoide de inibicdo da enzima PP1A

3.2.4 Efeito da matriz de amostras de agua

O efeito das diferentes matrizes de agua sobre a atividade do sistema
simplificado de detecgdo de microcistina (Mcyst-LR) foi avaliado em dois
experimentos. No primeiro, avaliou-se a questdo do efeito dos sélidos
suspensos sobre a atividade do sistema. Duas amostras da Lagoa Juara
foram fortificadas com Mcyst-LR na concentragdo final de 1 pg/L. Uma das
amostras permaneceu “in natura” e a outra foi submetida ao processo de
fitracdo em membrana de fibra de vidro de 0,45 um. As duas amostras foram
submetidas a avaliacdo pelo sistema e comparadas com uma amostra da
mesma lagoa nao fortificada e filtrada e também com uma amostra ndo

fortificada e nao filtrada.

12
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No segundo experimento foi avaliado o efeito da origem da amostra de agua

sobre a atividade do sistema. Amostras de aguas utilizadas foram coletadas

em trés diferentes mananciais da regido da Grande Vitéria, Espirito Santo,

Brasil: Reservatério de Duas Bocas e lagoas Juara e Jacuném, além de

amostras de agua da torneira e agua ultrapura produzida no laboratorio.

Aliquotas de cada uma das amostras foram fortificadas com Mcyst-LR, na

concentragéo final de 0,5 e 1 ug/L. A atividade do sistema foi avaliada com

amostras de aguas nao fortificadas das diferentes origens e comparadas com

suas respectivas amostrasfortificadas e ilustradas na figura 3.

1 2 3
Amostra Fluorescence
a (460 nm)
I. . al H,0 Miliq 5.140
a2 H,0 Milig + 0.5 pg/L 1.032
a3 H,0 Milig + 1.0 pg/L 0.898
b bl H,O Filtrada 4.867
b2 H,O Filtrada + 0.5 pg/L 1.536
b3 H,O Filtrada + 1.0 pug/L 0.989
cl Duas Bocas 4.997
c c2 Duas Bocas + 0.5 pg/L 1.445
c3 DuasBocas+ 1.0 pug/L 0.799
dl LagoaJuara 4.815
d I l I d2 LagoaJuara + 0.5 pg/L 1.075
d3 LagoaJuara+ 1.0 ug/L 0.712
ey el Lagoalacuném 4.629
e2 LagoaJacuném + 0.5 ug/L 0.962
e3 LagoaJacuném+ 1.0 pg/L 0.739

Figura 3 - Atividade do sistema imobilizado de detecgdo aplicado em
amostras de aguas de diferentes origens (ultrapura, filtrada, Duas Bocas,
Juara e Jacuném) ndo fortificadas e fortificadas com 0,5 e 1 pg/L de Mcyst-LR
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4. VANTAGENS, LIMITAGOES E INDICATIVOS DE CUSTOS

Os métodos de referéncia comparados com o sistema imobilizado séo
baseados em diferentes principios de deteccdo e quantificacdo de
microcistinas. O ensaio de Elisa mede a concentracdo total da toxina na
amostra. A técnica de Clae permite separar e quantificar as diferentes
variantes de microcistinas, porém a falta de padrées para a maioria das
variantes de microcistinas pode subestimar a quantificacdo da toxina e, assim
como os ensaios de Elisa, ndo indicam seu potencial toxicolégico, apenas
detectam a forma estrutural, ativa ou inativa. A PP1A imobilizada, além do
potencial em detectar a toxicidade da microcistinas, demonstrou-se confiavel
e sensivel, tornando-se, portanto, um sistema de simples execugcdo com

potencial para uso no monitoramento dessa toxina em amostras de agua.

A caracteristica qualitativa do sistema enzimatico imobilizado € semelhante
ao processo de presenca/auséncia de outros testes com bioindicadores
ambientais de qualidade de aguas. Nesse sistema de detecgéo, a avaliagao
funciona com um primeiro alarme para tomada de decisdo sobre a
necessidade do envio de amostras para laboratorios referenciais de avaliagcao
quantitativa. Adotando-se esse critério de dois niveis de tomada de decisao,
no qual o primeiro nivel é qualitativo e o segundo quantitativo, os custos com
a rotina de monitoramento dos niveis de microcistina reduzem
significativamente, uma vez que na maior parte das amostras avaliadas nao
se detecta a presencga da toxina. Sendo assim, a triagem e o envio apenas de
amostras positivas para presenca de microcistinas reduzem o numero de

analises quantitativas que apresentam onerosos custos.

A otimizagdo do ensaio enzimatico utilizando o substrato fluorométrico 4-
metil- umbeliferil-fosfato (MUP), desenvolvido na forma de reacdo com a
fosfatase- imobilizada, permitiu o desenvolvimento de um sistema qualitativo
(P/A) de facil execucdo, baixo custo e alta sensibilidade. Na presenca de
microcistinas, a inibigdo da atividade enzimatica ndo foi influenciada pela
concentracdo de MUP. A concentracdo do substrato nos ensaios permitiu um
baixo tempo de reacdo e a possibilidade de observacao visual da inibicdo da

reacao, sem a necessidade de equipamentos analiticos.

FUNASA Manual para Sistema de Avaliacdo Qualitativa (P/A) de Microcistina em Amostras de Aguas
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O sistema demonstra uma capacidade de determinacdo visual direta de
concentragbes da toxina acima de 0,8 pg/L. Quando comparado com
meétodos de referéncia na detecgdo de microcistinas, o sistema qualitativo
demonstrou taxas de confiabilidade de 82,4% e 88,2%, respectivamente, com
os métodos de Elisa e Clae (HPLC). Além disso, as taxas de sensibilidade
demonstraram a capacidade do método em determinar a auséncia da
microcistinas nas amostras verdadeiramente negativas, com eficiéncia
superior a 90%. Mesmo sendo aplicado em amostras superficiais de aguas de
diferentes origens, nas condigdes avaliadas o sistema qualitativo foi utilizado
sem a necessidade de nenhum processo de concentragdo ou limpeza das

amostras.

Em relagdo as outras metodologias de deteccdo de microcistinas

(cianotoxinas) podemos apresentar o seguinte quadro (quadro 1).

Manual para Sistema de Avaliacdo Qualitativa (P/A) de Microcistina em Amostras de Aguas FUNASA
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Quadro 1 — Principais metodologias de avaliagdo de cianotoxinas e suas

desvantagens

Metodologia

Vantagens

Desvantagens

Observagoes

Microscopia
(contagem de
células

Facilidade de
avaliacdo  por
observagao

Baixa
correlacdo com
presenca de

Tempo de
analise e
exigéncia de

Microcystis microscopica. toxina pessoal treinado
sp)
HPLC (CLAE) Elevada Elevado custo e | Necessita de
sensibilidade tempo de | etapa de
processamento concentracao
amostral amostral e
equipamentos
com pessoal
treinado
ELISA Elevada Custo elevado e  Processamento
(imunolégico) sensibilidade e  pessoal de amostras em
rapidez qualificado conjunto (90
amostras)
Inibicao da | Rapidez pela | Baixa resolucdo | Pode ser
fosfatase (PP1)  deteccdo visual | para modo | avaliado de
da reacdo de | quantitativo modo qualitativo
inibicao (P/A)
Reacgéo de Rapidez e Necessidade de  Pode ser
PCR elevada laboratério com  acoplado com
correlacdo com | pessoal detecgao
toxicidade altamente geneética de
treinado linhagens

Manual para Sistema de Avaliacdo Qualitativa (P/A) de Microcistina em Amostras de Aguas




17

Com relagdo ao procedimento proposto de Ensaio Qualitativo (P/A) de

deteccdo de microcistinas por inibigdo enzimatica (fosfatase), podemos

estimar os custos laboratoriais (quadro 2).

Quadro 2: Estimativas de custos para o procedimento de avaliagdo PA de

microcistinas em amostras de aguas, considerando a confec¢do de 100 Kits

analiticos, (sem considerar instalagbes e equipamentos)

Quant (Unid)

Custo por 100

analises (R$)

Substratos e reagentes (" Div 252,60
Enzimas (Pase PP1) @ Ul/imobilizacdo | 343,30
Cubetas e material de 100 245,00
imobilizagao

Mo de obra e estocagem ) | kit 160,00
Total 1000,90

(1) Considerando-se substrato MUP (25 ug/kit) e agente imobilizante com drogas

importadas.

(2) Enzima recombinante PASE PP1 (Sigma)
(3) Considerando-se 2 técnicos em processamento continuo para produgéo de

400 kits/més.

Podemos estimar, assim, que o custo unitario para a producdo do kit de

detecgdo qualitativa de microcistina situa-se em torno de R$10,0 (dez reais)

por unidade de avaliagdo (kit). Devemos ressaltar que estes custos foram

estimados com base em compra de produtos de laboratério em pequena

escala. Podemos inferir que, no caso de produgao em escalas superiores, o

custo tende a reduzir significativamente.

Manual para Sistema de Avaliacdo Qualitativa (P/A) de Microcistina em Amostras de Aguas

FUNASA
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