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RESUMO

A degradagdo da qualidade das aguas dos mananciais superficiais prejudica a sua utilizagao
para abastecimento publico. O monitoramento do fitopldncton torna-se importante para
detectar essas alteragdes nas aguas que chegam as estagdes de tratamento de dgua. Agua de
ma qualidade pode apresentar, entre outros aspectos, odor, sabor e excesso de organismos
fitoplanctonicos que podem colmatar filtros, flotar em decantadores e produzir toxinas. As
cianobactérias sao organismos potenciais produtores de toxinas prejudiciais a satide humana e
animal. Nesse sentido, seu monitoramento ¢ determinado na legislagdo brasileira. Este
trabalho objetiva estabelecer parametros de garantia da qualidade analitica da contagem do
fitoplancton pelo método de Sedgwick-Rafter, através da participacdo em programa de
comparacdo interlaboratorial e da validacdo desse método utilizando amostras ndo
preservadas. Também pretende mostrar a importancia do monitoramento do fitoplancton em
aguas de abastecimento. Como forma de verificar o desempenho do Laboratorio Central de
Aguas da Companhia Riograndense de Saneamento na analise de cianobactérias, foi avaliada
a participagdo em Programa de Comparacao Interlaboratorial, promovido pela Rede
Metroldgica do Rio Grande do Sul. O desempenho foi considerado satisfatorio na contagem
dos organismos, dentre os 30 laboratorios brasileiros participantes. No entanto, de forma
geral, foram constatadas dificuldades da identificacdo dos organismos, sinalizando a
importancia de uma boa andlise qualitativa. O método utilizado pelo Laboratorio foi validado
como exigéncia da norma ISO/IEC 17025, pois o método de Sedgwick-Rafter utilizado com
modificagdo precisava ser validado. A validagao foi realizada para amostras ndo preservadas,
evidenciando ndo haver diferenca dos resultados de andlise entre amostras vivas e preservadas
até trés dias apos a coleta, mesmo com amostra ndo refrigerada. O método foi considerado
exato e robusto, além de terem sido calculados limite de deteccdo, limite de quantificacdo e

incerteza de medi¢do. Assegurar que o método € preciso e confidvel reflete nos resultados de



v
monitoramentos fitoplanctonicos. Assim, durante o monitoramento mensal, realizado durante
um ano, em seis mananciais utilizados para abastecimento publico, detectaram-se os periodos
de floragdo de cianobactérias, bem como os géneros presentes. Esses dados auxiliam na
avaliagdo da qualidade da dgua e na tomada de decisdes em relagdo a melhor maneira de
realizar o seu tratamento. Portanto, este trabalho mostrou a necessidade da utilizagdo de
métodos confidveis no monitoramento fitoplanctonico. A participagdo em comparacdes
interlaboratoriais ¢ fundamental para avaliar o desempenho dos laboratorios € um meio de
buscar treinamento e melhoria continua dos analistas € dos métodos utilizados. Também ficou
clara a necessidade de aperfeicoamento na identificagdo dos géneros de cianobactérias, pois a
identifica¢do incorreta pode provocar erros na quantificagdo e fornecer resultados que nao
correspondem a realidade do manancial amostrado. Além disso, evidenciou-se a importancia
do monitoramento do fitoplancton na avaliagdo da dgua para abastecimento publico. A correta

identifica¢dao dos organismos presentes determina as acdes que devem ser tomadas em relagao

a freqiiéncia de monitoramento ou ao processo de tratamento de agua.

Palavras-chave: monitoramento, fitoplancton, cianobactérias, método de Sedgwick-Rafter,

confiabilidade analitica, valida¢ao de método.
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ABSTRACT

The water quality degradation of surface waters compromise its use for public supply.
Monitoring phytoplankton is important to detect these changes in waters going to water
treatment plants. Poor water quality may cause, among other things, odor, taste and excess
phytoplankton organisms that can bridge filters, decanters float in decanters and produce
toxins. Cyanobacteria are organisms potential producers of toxins harmful to human and
animal health. In this sense, their monitoring is determined by Brazilian law. This work aims
to establish parameters for quality assurance of analytical phytoplankton counting by
Sedgwick-Rafter method, through participation in interlaboratory comparison program and
the validation of this method using samples unpreserved. Also demonstrates the importance of
phytoplankton monitoring in the water supply. As a way to check the performance of the
Central Laboratory for Water and Sanitation Company Riograndense analysis of
cyanobacteria, it was evaluated the participation in Interlaboratory Comparison Program,
sponsored by Rede Metroldgica of Rio Grande do Sul. The performance was satisfactory
during counting organisms among the 30 Brazilian laboratories participating. However, in
general, were found difficulties in identifying, indicating the importance of a good qualitative
analysis. The method was validated by the Laboratory as a requirement of ISO / IEC 17025,
because the Sedgwick-Rafter method used with modification needed to be validated. The
validation was performed for samples unpreserved, showing no difference between the results
of analysis and samples preserved until three days after collection, even with no refrigerated
sample. The method was considered accurate and robust, and have their limit of detection,
limit of quantification and uncertainty calculated. Ensure that the method is accurate and
reliable monitoring reflects phytoplankton results. Thus, during the monthly monitoring was
conducted over a year for six water sources used for public supply, there were periods of

cyanobacteria bloom, and the genera present were detected. These data help to assess the
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water quality and in making decisions about the best way to accomplish water treatment.
Therefore, this study showed the necessity of using reliable methods for phytoplankton
monitoring. Participation in interlaboratory comparisons is essential in evaluating the
performance of laboratories and a means of seeking continuous improvement and training of
analysts and the methods used. Also there was a clear need for improvement in the
identification cyanobacteria genera, because misidentification can cause errors in the
measurement and provide results that do not correspond to the reality of the water supply. In
addition, the study showed the importance of phytoplankton monitoring in the assessment of
water for public supply. The correct organisms identification determines the actions to be

taken in relation to frequency of monitoring or process water treatment.

Keywords: monitoring, phytoplankton, cyanobacteria, Sedgwick-Rafter method, reliability

analysis, method validation.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO




1.1 APRESENTACAO

O presente trabalho foi desenvolvido junto ao Programa de Po6s Graduacdo em Recursos
Hidricos ¢ Saneamento Ambiental do Instituto de Pesquisas Hidraulicas da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, sob orientagdo do Professor Luiz Fernando Cybis e co-

orientacdo da Professora Maria Teresa Raya-Rodriguez.

O trabalho apresentado nesta Tese de Doutorado ¢ resultado de analise de dados e de
experimentos realizados no Setor de Hidrobiologia, do Departamento de Ensaios € Apoio
Laboratorial, da Superintendéncia de Tratamento, da Companhia Riograndense de

Saneamento (DEAL/SUTRA/CORSAN). A Tese esté estruturada da seguinte maneira.

Este Capitulo 1 - INTRODUCAO traz uma apresentagio do assunto abordado,
contextualizando e justificando a sua relevancia. Apresenta as hipdteses e os objetivos de
trabalho, além de uma revisao da literatura sobre os principais topicos relacionados com o

tema desenvolvido e um maior detalhamento de parte da metodologia de trabalho.

Nos Capitulos 2, 3 e 4 s@o apresentados os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento
do trabalho, na forma de manuscritos e/ ou de artigos cientificos. Cada trabalho contém
metodologia utilizada, apresentagdo e discussdo dos resultados obtidos, bem como as

respectivas conclusdes.

O Capitulo 2 traz um artigo publicado na Revista Engenharia Sanitaria e Ambiental (Vol. 15,

n° 3, Jul/Set 2010, p. 283-290) que faz um diagndstico a respeito da quantificacdo de



cianobactérias por laboratérios brasileiros, a partir da andlise dos resultados de um programa

de comparagdo interlaboratorial.

No Capitulo 3 ¢ apresentado um manuscrito aceito para publicagdo na Revista DAE, cujo
assunto abordado ¢ a validacdo do método de contagem de Sedgwick-Rafter utilizando
amostras de agua sem preservacdo e o estabelecimento de pardmetros para controle de

qualidade analitica desse ensaio.

O manuscrito apresentado no Capitulo 4, submetido a Revista Brasileira de recursos Hidricos,
aborda a importancia do monitoramento do fitoplancton na determinagdao da qualidade da

agua dos mananciais utilizados para o abastecimento publico.

O Capitulo 5 — CONSIDERACOES FINAIS corresponde a discussdo geral da tese,
integrando os demais capitulos ja apresentados. Para finalizar, no Capitulo 6 -
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS sio apresentadas as referéncias bibliograficas citadas
nos Capitulos 1 e 5, além daquelas mencionadas especificamente nos artigos técnicos

apresentados nos capitulos 2, 3 e 4.



1.2 CONSIDERACOES INICIAIS

Analisar o fitoplancton em geral ¢ importante para avaliar a qualidade da dgua. A presenca e a
densidade de determinados grupos fitoplanctonicos podem alterar caracteristicas da agua. O
grupo das cianobactérias, quando em altas densidades, pode caracterizar mananciais com
excesso de nutrientes, sugerindo a entrada de despejos industriais, domésticos e/ou agricolas
nestas aguas, além da preocupagdo com as toxinas. Outros organismos, como as diatomaceas,
podem conferir odor a 4gua e também colmatar filtros das estagdes de tratamento de agua (DI

BERNARDO, 1995).

A resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente 357/2005, dispde sobre a classificagao
dos corpos de agua e sobre as diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como
estabelece as condigcdes e padrdes de langamento de efluentes, e da outras providéncias
(CONAMA, 2005). A analise de fitoplancton, representada pela clorofila a e pela contagem
celular de cianobactérias, estd incluida na lista de parametros utilizados para determinar as

classes de enquadramento dos corpos hidricos.

O aumento da freqiiéncia de floragdes de cianobactérias em mananciais utilizados para
abastecimento publico ¢ uma preocupagao mundial. As floracdes podem ser caracterizadas
como multiplicacdo e acumulacdo de células durante horas ao longo do dia ou podendo
permanecer por varios meses (CEBALLOS; AZEVEDO; BENDATE, 2006). Geralmente,
ocorrem quando os mananciais apresentam-se eutrofizados ou em processo de eutrofizagdo.
Os nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo, proporcionam um rapido crescimento das

cianobactérias.



As cianobactérias (também denominadas algas azuis ou cianoficeas) s3o organismos
procaridticos, que apresentam estrutura celular bacteriana e nutricdo proveniente do processo
de fotossintese. Pertencem a comunidade fitoplanctonica dos ambientes aquaticos e, quando
formam floragdes, sdo organismos dominantes. Podem produzir metabolitos toxicos
(cianotoxinas), desequilibrando a cadeia tréfica. A maior preocupacdo com estes organismos
esta na sua capacidade de produzir toxinas, pois podem causar prejuizos a saude humana pelo

consumo de dgua contaminada.

A maioria das Esta¢des de Tratamento de Agua (ETAs) brasileiras realiza o tratamento da
agua através do processo convencional. J& € consenso que esse processo, constituido pelas
etapas de coagulagdo, floculacdo, sedimentagdo, filtragdo e cloragdo, ¢ eficaz na remocao dos
organismos pertencentes ao fitoplancton como um todo, sendo capaz de remover as toxinas
intracelulares das cianobactérias. No entanto, este processo ndo remove as toxinas dissolvidas
na agua, de acordo com os limites previstos na legislagdo. A alternativa adotada pelas ETAs
na remog¢ao das cianotoxinas dissolvidas na agua ¢ a inclusao da etapa de adsor¢do ao
processo convencional de tratamento. Nesta etapa ¢ utilizado, predominantemente, o carvao

ativado em po, como também pode ser usado o granular.

A preocupacdo com as toxinas levou a inclusdo da andlise de algumas cianotoxinas e do
namero de células de cianobactérias na portaria brasileira de potabilidade, a Portaria n® 518 do
Ministério da Saude, de 2004, que “estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos
ao controle e vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e seu padrdao de
potabilidade, e d& outras providéncias” (BRASIL, 2004a). Nela estdo estabelecidos pontos de

amostragem, tanto de 4gua bruta, quanto de dgua tratada, freqliéncias de amostragem, bem
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como limites de concentragdo de cianotoxinas na dgua tratada e limite de densidade celular de

cianobactérias na agua bruta.

Visando atender as exigéncias da legislagdo vigente, em relagdo ao pardmetro numero de
células de cianobactérias, os laboratorios que realizam identificagdio e contagem de
fitoplancton devem ter profissionais capacitados ¢ métodos de ensaio eficazes, uma vez que a
freqliéncia de monitoramento e as acdes que devem ser tomadas quanto a analise de

cianotoxinas, € no processo de tratamento da agua, dependem da correta identificacdo e

contagem das cianobactérias.

A contagem celular dos organismos fitoplanctonicos ¢ uma analise que requer também
profissionais especializados e treinados, referéncias bibliograficas especificas para
identificagdo e microscopio adequado para realizacdo das contagens, sendo uma analise
laboriosa. As técnicas mais empregadas pelos especialistas sdao as de contagem em
microscoOpio Optico comum, utilizando camaras de Sedgwick-Rafter e de contagem em
microscopio invertido, utilizando camaras de Uterméhl. Embora ambas as técnicas sejam
amplamente aceitas, a técnica de Sedgwick-Rafter esta detalhadamente descrita no Standard
Methods of Examination of Water and Wastewater (APHA; AWWA; WEF, 2005), utilizando
amostras preservadas, ou seja, o ensaio nao ¢ realizado em amostras in natura com células
vivas. No entanto, ndo sdo especificados parametros de garantia da qualidade dos ensaios,

nem comparagoes dos resultados entre as técnicas.

A estimativa indireta do nimero desses organismos, a partir da biomassa total do fitoplancton,
¢ realizada através da determinacdo de pigmentos fotossintetizantes (clorofila a). Esta técnica

¢ amplamente utilizada e, inclusive, consta na legislagdo, como mencionado anteriormente.
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Estes métodos ndo reduzem o tempo de analise, porém, ndo requerem analistas com formacgao
especializada como exige a contagem ao microscopio. A andlise de clorofila a pode ser
realizada por diferentes métodos, destacando-se espectrofotometria, fluorimetria e

cromatografia liquida.

Assim, pardmetros que assegurem a qualidade e confiabilidade analiticas dessas técnicas de
contagem tornam-se de grande valia para os usudrios desses métodos. Estes parametros sdao
essenciais para a acreditacdo de laboratorios a normas de qualidade laboratoriais, como a
NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a) e ao cadastramento de laboratorios junto a 6rgaos
ambientais fiscalizadores, conforme a Portaria n° 035/2009 (FEPAM, 2009). A primeira
norma fornece os requisitos gerais para a competéncia de laboratdrios de ensaio e calibragdo e
a segunda, dispde sobre normas para Cadastramento de Laboratorios de Analises Ambientais
junto a da Fundagdo Estadual de Protecdo Ambiental do Estado do Rio Grande do Sul

(FEPAM/RS).

A contagem do fitoplancton utilizando amostras vivas, através da técnica de Sedgwick-Rafter,
representa economia, tanto de tempo quanto de custo de analise. O tempo de sedimentagao da
amostra na camara ¢ de 15 minutos, mais rapido quando comparado as camaras de Utermdhl,
que necessitam de algumas horas até alguns dias de sedimentagdo, dependendo da altura da
camara. Além disso, possibilita analise de grande nimero de amostras em um mesmo dia, o
que corresponde a rotina de muitos laboratoérios de analises € de empresas de saneamento. Em
relacdo aos impactos ambientais relacionados ao descarte dos rejeitos laboratoriais com
preservantes, por exemplo, o Lugol, o uso de amostras in natura proporciona um processo

laboratorial mais limpo.



No entanto, para atender as normas de qualidade analitica, esse método deve ser validado, isto
¢, confirmar por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que método ¢ adequado a
finalidade proposta, assegurando a confiabilidade dos resultados (ABNT, 2005a; ALBANO;
RAYA-RODRIGUEZ, 2009). Isso porque a ISO/IEC 17025 exige que os métodos analiticos
utilizados sejam normalizados. Alternativamente, permite que métodos desenvolvidos ou
adotados pelo laboratorio, métodos normalizados usados fora do escopo, ampliagdes e
modificagdes de métodos normalizados, se apropriados para o uso, sejam utilizados, desde

que estejam validados (ABNT, 2005a).

Nesse contexto, este trabalho pretende avaliar os ensaios quali-quantitativos do fitoplancton
em relagdo a qualidade analitica. Para isso, os resultados finais de um programa de
comparacao interlaboratorial (também denominado Ensaio de Profici€éncia) na quantificagao
de cianobactérias serdo analisados criticamente. Também sera realizada a wvalidagao do
método de contagem do fitoplancton de agua doce utilizando camaras de Sedgwick-Rafter
com amostras vivas, com vistas a garantir a confiabilidade analitica dos resultados. Além
disso, pretende demonstrar a importancia do monitoramento de algas, realizado através desse
método, na agua para consumo humano, principalmente, com vistas aquelas potencialmente

toxicas (como muitos géneros de cianobactérias) .



1.3 HIPOTESES DE TRABALHO

A proposta de trabalho esta baseada nas seguintes hipoteses:

“Os laboratorios brasileiros realizam a analise quali-quantitativa do fitoplancton
(especificamente em relacao ao grupo das cianobactérias) de forma adequada e com

resultados satisfatorios?”
“A validagao do método de Sedgwick-Rafter utilizando amostras in natura podera assegurar a
confiabilidade analitica dos resultados de monitoramentos quali-quantitativos de

fitoplancton?”

“A analise quali-quantitativa do fitoplancton ¢ uma ferramenta eficiente no monitoramento da

qualidade da agua utilizada para abastecimento publico?”

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Baseado na freqiiente ocorréncia de floragdes de cianobactérias com potencial para produgdo
de toxinas em mananciais utilizados para abastecimento publico e buscando fornecer maiores

conhecimentos das técnicas de contagem do fitoplancton, o presente trabalho tem como
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objetivo realizar uma avaliacdo da andlise quali-quantitativa do fitoplancton em termos de
confiabilidade analitica e de sua relevancia no monitoramento da qualidade da dgua utilizada

para abastecimento.

1.4.2 Objetivos especificos

1) Diagnosticar a realidade dos laboratorios brasileiros que fazem andlise de fitoplancton
através da participagdo em Programa de Ensaios de Proficiéncia em Cianobactérias

promovido pela Rede Metrologica do Rio Grande do Sul (RMRS);

2) Estabelecer parametros de garantia da qualidade e confiabilidade analiticas para os ensaios
de contagem de fitoplancton através do método de Sedgwick-Rafter em amostras ndo

preservadas;

3) Avaliar garantia da qualidade e confiabilidade analiticas para os ensaios qualitativos de

cianobactérias;

4) Demonstrar a importancia da analise de fitoplancton para a qualidade da agua distribuida a
populagdo, através do monitoramento desses organismos nos mananciais de superficie no Rio

Grande do Sul.
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1.5 Qualidade da agua dos mananciais e 0 Saneamento

Uma definicdo classica de Saneamento ¢ “o conjunto de medidas visando a preservar ou a
modificar as condi¢des do meio ambiente, com a finalidade de prevenir doengas e promover a
saude” (MOTA, 2003). Assim, o Sanecamento tem por objetivo proporcionar a populagao
humana um ambiente com condi¢des adequadas para garantir sua satde. Dentre as diversas
atividades do Saneamento, destacam-se o abastecimento de agua; coleta, tratamento e
destinacdo de esgotos domésticos e industriais; gerenciamento de residuos solidos; drenagem
de aguas pluviais e controle da polui¢do ambiental. O crescimento da populacdo urbana,
acompanhado do desenvolvimento industrial e agricola exige a¢des de controle da poluicao

ambiental, principalmente, nos corpos hidricos.

A busca pela melhoria da saide e da qualidade de vida das populagdes implica no
planejamento de acdes voltadas ao saneamento basico e ambiental. Essas a¢des devem estar
relacionadas com a area de drenagem das bacias hidrograficas. Todos os impactos incidentes

nestas areas sao refletidos diretamente na qualidade da agua (BOLLMANN et al., 2005).

Dentre os usos multiplos para os corpos de agua, em situacdo de escassez, a prioridade € a sua
utilizacdo para abastecimento publico e dessedentacdo de animais (BRASIL, 1997). No
entanto, grande parte dos mananciais brasileiros com essa finalidade ndo tem recebido a
aten¢do adequada. Como conseqiiéncia, apresentam uma crescente e progressiva deterioracao
da qualidade das dguas. A demanda de consumo de 4gua tem aumentado significativamente e
a disponibilidade hidrica em condigdes de utilizagdo para fornecimento a popula¢do ndo tem

crescido na mesma propor¢ao (CARNEIRO et al., 2005).
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Para operar um sistema de abastecimento de dgua ¢ necessario conhecer as relagdes causa-
efeito que influenciam na qualidade da agua, especialmente as relacionadas a eutrofizagdo e
ao desenvolvimento de algas (CARNEIRO, et al., 2005). Ha necessidade de controlar o
processo de eutrofizagdo, como forma de garantir os usos multiplos dos corpos hidricos
(dentre eles, navegacao, recreagdo, abastecimento publico, irrigagdo). A degradacdo, gerada
pela eutrofizagdo, pode comprometer ou mesmo inviabilizar seu uso para abastecimento ou

para outras atividades humanas, como também, para a preservacao das comunidades aquaticas

(XAVIER et al., 2005).

1.6 Processo de eutrofizacio dos ambientes aquaticos

O aumento da concentragdo de nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo, nos
ecossistemas aquaticos, tem como conseqiiéncia o aumento de sua produtividade e
caracteriza-se como processo de eutrofizagdo. Como decorréncia desse processo, de acordo
com Esteves (1998), o ecossistema aquatico passa da condi¢dao oligotrofica ou mesotrofica

para eutrofico ou mesmo hipereutréfico (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 Classificacdo dos ambientes aquaticos de acordo com a densidade fitoplanctonica.

CLASSIFICACAO N° células . mL™"
Oligotréfico 10 - 10°
Eutrofico 10% - 10*
Hipereutréfico e cultivos 10*-10°
Cultivos em condig¢des especiais 10° - 10°

Fonte: Margalef, 1983.
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A eutrofizacdo pode ser natural ou artificial. Quando natural, ¢ um processo lento e continuo
que resulta do aporte de nutrientes trazidos pelas chuvas e pelas aguas superficiais que
erodem e lavam a superficie terrestre. A eutrofizagdo natural corresponde ao que poderia ser
chamado de “envelhecimento natural” do ecossistema aquatico. Quando ocorre
artificialmente, ou seja, quando ¢ induzida pelo homem, a eutrofizacdo ¢ denominada
artificial, cultural ou antropica. Neste caso, os nutrientes podem ter diferentes origens, como
efluentes domésticos, efluentes industriais e/ou atividades agricolas. Este tipo de eutrofizagdo
¢ responsavel pelo “envelhecimento precoce” dos ecossistemas. Estd relacionada com o
aumento da populacdo, da industrializacdo, do uso de fertilizantes quimicos na agricultura e
com a produ¢do de produtos de limpeza contendo compostos polifosfatados. Esses fatores
resultam na liberagdo dos nutrientes fosforo e nitrogénio que sdao estimuladores da
eutrofizagdo. A eutrofizacdo artificial ¢ um processo dinamico, ocorrendo mudancas
qualitativas e quantitativas nas comunidades aquaticas, nas condi¢des fisico-quimicas da agua
e na produtividade do ecossistema, podendo ser considerada uma forma de poluigdo aquatica

(ESTEVES, 1998; FUNASA, 2003; XAVIER, et al., 2005).

Dentre as mudangas nas comunidades aquaticas, uma rapida resposta a eutrofizacdo ¢ dada
pela comunidade fitoplanctonica que passa a apresentar uma redug¢do na diversidade de
espécies, porém com aumento consideravel da biomassa das espécies presentes. Nesses
ambientes, tem sido observado um aumento da dominancia de espécies de cianobactérias,
principalmente proximo aos centros urbanos. A ocorréncia de floragdes nos ambientes
eutrofizados ¢ uma das caracteristicas mais evidentes desse processo € ocorrem com maior

freqiiéncia nos meses mais quentes do ano (ESTEVES, 1998; XAVIER, et al., 2005).
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Em funcdo da eutrofizacdo, muitos lagos em todo o mundo ji se encontram seriamente
afetados. Reservatorios e rios também estdo ameacados. Esses ambientes perdem sua
qualidade cénica, seu potencial recreacional e, de forma geral, seu valor econémico, tanto

para o uso no abastecimento publico, quanto para o uso industrial (XAVIER, et al., 2005).

Além de conseqiiéncias ecoldgicas, a eutrofizacdo também provoca conseqiiéncias sanitarias
por interferir na qualidade da 4gua. Dentre elas podemos destacar a obstrugdo de filtros em
ETAs, aumento dos custos com produtos quimicos para o tratamento da agua, sabor e odor
desagradaveis nas aguas de abastecimento e variacao freqiiente de pH. No entanto, o principal
problema sanitario e que acarreta dificuldades no tratamento ¢ a toxicidade de certas espécies
de cianobactérias capazes de liberar compostos potencialmente toxicos na agua (BRANCO,

1986; DI BERNARDO, 1995; CARNEIRO et al., 2005).

1.7 Fitoplancton em ambientes de agua doce

1.7.1 Condigoes ambientais para o seu desenvolvimento

Em todos os corpos d’agua, diminutas células fotossintetizantes e pequenos animais ocorrem
suspensos na massa d’agua como pldncton (do grego “errante”). As algas planctonicas e as
cianobactérias, juntas constituem o fitoplancton, sdo o inicio da cadeia alimentar para os

organismos heterotroficos que vivem nos corpos d’agua (RAVEN et al., 1996) juntamente
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com o bacterioplancton (COTNER; BIDDANDA, 2002; WEISSE, 2006) e as macroéfitas. O
fitoplancton, constituinte fotossintetizante do plancton, ¢ geralmente composto por
organismos unicelulares. Alguns destes sdo muito simples na aparéncia, enquanto outros tém
formas intricadas e delicadamente detalhadas que as vezes estdo reunidas em colonias ou

filamentos.

Os ambientes aquaticos possuem comunidades fitoplanctonicas com variedade, abundancia e
distribuicdo préprias que dependem de caracteristicas abidticas (temperatura, luz, oxigénio
dissolvido, concentracdo de nutrientes, estratificacdo térmica e regime de mistura) e bioticas
(herbivoros, parasitas, competi¢ao). Em geral, quando ¢ extraida e analisada uma amostra do
fitoplancton de um corpo hidrico, principalmente mananciais com circulacdo relativamente
fechada, como lagos e represas, ¢ comum a presenca de cianobactérias, cloroficeas e
diatoméceas, embora as espécies presentes possam variar de um ambiente a outro. Além
disso, cada ambiente apresenta variacdes sazonais na composicdo do fitoplancton, que
definem o ciclo anual. Também deve ser considerada a influéncia da acdo humana, que

acarreta mudangas significativas na comunidade fitoplanctonica (DI BERNARDO, 1995).

Nos ambientes de dgua doce ¢ comum a coexisténcia de um grande numero de espécies de
algas fitoplanctonicas. Geralmente, duas ou mais espécies tornam-se dominantes no ambiente,
enquanto conjuntamente pode ser encontrado um grande numero de espécies raras e
subdominantes. A diversidade de espécies das comunidades fitoplanctonicas € superior ao
estimado por calculos teoricos € matematicos. Isto porque as condi¢cdes do ambiente tendem a
mudar constantemente, ndo proporcionando uma uniformidade por periodos de tempo
suficientemente longos, implicando em um processo lento de exclusdo competitiva. Também

existem relacdes alelopaticas entre as espécies, ou seja, a liberagdo no ambiente de compostos
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produzidos por uma espécie que podem ser utilizados por outra, além de necessidades
diferentes de nutrientes, geram um equilibrio misto de populagdes. Sendo o ambiente e os
organismos dindmicos, existem diversos fatores que influenciam o desenvolvimento do
fitoplancton. Os fatores ambientais mais importantes que regulam o seu desenvolvimento sao
intensidade luminosa, temperatura da agua, distribui¢do vertical dos organismos na coluna

d’agua e disponibilidades de nutrientes no meio aquatico (WETZEL, 1993).

A intensidade luminosa influencia o desenvolvimento do fitoplancton em funcdo da
fotossintese ocorrer somente nas camadas superficiais liquidas que recebem luz. Em lagos
profundos, observa-se a existéncia de uma regido superior, onde ha luz suficiente para que a
producdo de oxigénio pela fotossintese seja maior do que a demanda de oxigénio para a
respiracdo. H4 também uma regido inferior, onde a luz é escassa ou ausente, na qual a
demanda de oxigé€nio para a respiracao ¢ maior do que a concentragdo de oxigénio produzida
pela fotossintese. A intensidade luminosa que atinge a superficie de um lago diminui
exponencialmente com a profundidade. Compostos organicos dissolvidos, moléculas de dgua
e particulas suspensas, absorvem e dispersam a luz, influindo na distribuigdo vertical dos
organismos. Além do uso da energia solar por organismos fotossintéticos, esta ¢ dissipada na
forma de calor e define a estrutura térmica dos ambientes aquaticos (INFANTE, 1988;

WETZEL, 1993; DI BERNARDO, 1995).

A por¢do iluminada da coluna d’agua pode variar de alguns centimetros até metros e ¢
denominada zona eufdtica. Sua extensdo depende da capacidade do meio em atenuar a
radiacdo subaquatica. O limite inferior da zona eufdtica € assumido como a profundidade
onde a radiacdo corresponde a 1% da que atinge a superficie. Esta profundidade da coluna

d’agua também ¢ chamada de ponto de compensa¢do, uma vez que nessa regiao a producao
p p ¢
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de oxigénio pela fotossintese ¢ aproximadamente igual ao consumo de oxigénio pela

respiragdo das comunidades (ESTEVES, 1998).

Devido ao elevado calor especifico da agua, as flutuagdes de temperatura observadas na agua
sdo menos acentuadas do que no ar. Parte da energia solar que penetra na agua fica retida na
forma de calor e, pela acdo mecanica de ventos, o calor se distribui em diferentes
profundidades. Quando o ar esta quente, o calor ¢ acumulado principalmente na superficie da
agua. A agua superficial torna-se mais quente € com menor massa especifica podendo ocorrer
a estratificagdo térmica do ambiente aquatico durante a primavera e verdo, em regioes
temperadas, ou épocas de calmaria, em regides tropicais. A temperatura também pode
interferir na distribuicdo de nutrientes na zona eufotica pela formacdo de camadas com
diferentes densidades. Nesses periodos, a camada superficial do ambiente aquatico ¢ chamada
epilimnio ¢ a camada profunda, Aipolimnio. A regido intermedidria, chamada de metalimnio,
tem importancia para o fitoplancton, pois quando os organismos estdo sedimentando na
coluna d’agua e alcangam essa regido, nela permanecem. Quando a temperatura da adgua da
superficie ¢ resfriada suficientemente para provocar a mistura das camadas e desfazer a
estratificagdo, o plancton localizado no metalimnio se distribui uniformemente ao longo da
coluna d’agua, desde a superficie até maiores profundidades (INFANTE, 1988; DI

BERNARDO, 1995; ESTEVES, 1998).

As algas sdo tolerantes a variacdes de temperatura do ambiente. A temperatura minima em
que ocorre a fotossintese depende de cada espécie. Para muitas diatomaceas, situa-se proximo
a 5°C, para outras, cerca de 15°C. As cianobactérias como grupo apresentam em geral uma

tolerancia muito maior a temperaturas elevadas do que as outras algas. As algas termofilicas,
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com desenvolvimento 6timo a temperaturas superiores a 45°C, sdo quase exclusivamente

cianobactérias (WETZEL, 1993)

Para sua sobrevivéncia, as algas fitoplanctonicas devem permanecer na zona eufotica, pois € a
regido que apresenta luminosidade suficiente para a realizacdo da fotossintese. No entanto, a
tendéncia fisica da maioria dos organismos do plancton ¢ sairem dessa regido, pois como nao
possuem mobilidade propria e sua densidade ¢ de 1,01 a 1,03 vezes maior do que a da agua,
afundam em aguas nao turbulentas. Assim, o fitoplancton apresenta varios mecanismos para
superar a desvantagem de sua alta densidade. A formagdo de mucilagem, cuja densidade ¢
menor ou proxima a da agua, ¢ uma das adaptagdes em muitas espécies de cloroficeas e
cianobactérias. A densidade das cé€lulas também pode diminuir com a formagdo e
armazenamento de goticulas de oleo, freqlientes em diatoméaceas e fitoflagelados. O aumento
da superficie de contato e da relagcdo superficie/volume também aumenta sua flutuabilidade. O
aumento da superficie ¢ alcancado pela formacao de prolongamentos nas células, como
espinhos, setas, processos celulares, e também pela formagdo de colonias de organismos
unicelulares. As cianobactérias ainda possuem a capacidade de formacao de vactiolos de gas
intracelulares (aerotopos) que, além de auxiliarem na flutuagdo, também permitem que os
organismos se movimentem ao longo da coluna d’agua (INFANTE, 1988; WETZEL, 1993;

DI BERNARDO, 1995; ESTEVES, 1998; HAIDER et al., 2003).

Os nutrientes mais importantes para o desenvolvimento do fitoplancton sao fosforo,
nitrogénio e silica, sendo o primeiro considerado limitante na maioria dos sistemas. A silica ¢
importante para as diatomaceas, pois constitui a parede celular dessas algas. A distribuicao
dos nutrientes na coluna d’agua ¢ controlada por diferentes fatores, sendo a estratificacdo

térmica o mais importante. Em lagos profundos, durante o periodo de estratificagdo, o
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hipolimnio, de onde se origina a maior parte dos nutrientes para a zona eufotica, permanece
isolado. Nestas condigdes, ocorre um esgotamento dos principais nutrientes na zona eufotica.
Organismos como as cianobactérias sdo capazes de absorver nutrientes ativamente, mesmo
quando a concentragdo intracelular ¢ maior do que a extracelular. Este fendmeno ocorre
quando ha concentragdes significativas de nutrientes no ambiente, antes da estratificagdo.
Assim, as populagdes podem crescer e se reproduzir apds o esgotamento de nutrientes na zona

eufotica (ESTEVES, 1998).

O nitrogénio ¢ um dos elementos mais importantes no metabolismo dos ecossistemas
aquaticos. Esta importancia deve-se principalmente a sua participagdo na formagdao de
proteinas, um dos componentes bdsicos da biomassa. Dentre as diferentes formas de
nitrogénio, o nitrato, juntamente com o ion amdénium, representam as principais fontes de
nitrogénio para as algas. Quando presentes em baixas concentracdes podem atuar como fator
limitante na produgdo primaria de ecossistemas aquaticos. As principais fontes naturais de
nitrogénio podem ser a chuva, material organico e inorganico de origem aloctone
(provenientes da drenagem superficial e subterranea) e a fixacdo de nitrogénio molecular

dentro do proprio ambiente aquatico (realizada pelo grupo das cianobactérias) (WETZEL,

1993; ESTEVES, 1998).

O fosforo desempenha papel principal no metabolismo bioldgico relativamente a pequena
quantidade que esta disponivel na hidrosfera. Quando comparado com a abundancia natural
de outros nutrientes importantes, o fésforo ¢ o menos abundante de todos, sendo, portanto, o
que mais vezes limita a produtividade bioldgica. Nos sistemas aquaticos, a mais significativa
forma de fosforo inorganico ¢ o fosfato, pois € a principal forma assimilada pelas algas

fitoplanctonicas (WETZEL, 1993). Este elemento participa de processos fundamentais do
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metabolismo dos organismos, como armazenamento de energia (forma uma fragdo essencial
da molécula de ATP) e estruturagdo da membrana celular (através dos fosfolipidios). O
fosforo tem origem de fontes naturais e artificiais. As rochas das bacias de drenagem sdo as
principais fontes naturais de fosforo, sendo a quantidade de fosforo disponibilizada
proporcional ao contetdo presente nos minerais formadores das rochas e disponibilizado
através do intemperismo. Outros fatores naturais que contribuem com aporte de fosforo sdo
material particulado presente na atmosfera e decomposicdo de organismos de origem
aloctone. Como fontes artificiais de fosforo destacam-se esgotos domésticos e industriais,
material particulado de origem industrial presente na atmosfera, produtos de limpeza e

fertilizantes agricolas (ESTEVES, 1998).

Os fosfatos e os nitratos sdao rapidamente consumidos, na parte superior dos lagos, durante os
periodos de florescimentos intensos do fitoplancton, enquanto, no fundo, ha maior
concentracdo desses anions, devido a decomposicao da matéria organica e sua liberacao a
partir dos sedimentos, especialmente em condi¢cdes anoxicas (INFANTE, 1988; DI

BERNARDO, 1995).

1.7.2 Classificagdo sanitaria

A identificacdo dos organismos fitoplanctonicos em categorias taxondmicas especificas €
essencial para o conhecimento da estrutura e funcionamento dos ecossistemas aquaticos.
Entretanto, para a engenharia sanitaria ¢ fundamental o conhecimento dos géneros e de
algumas espécies de algas dominantes, pois podem afetar a qualidade da agua. Algumas

produzem odor e sabor, outras influenciam significativamente nos processos de tratamento da
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agua, como coagulacdo quimica, decantacao e filtragdo; além daquelas toxicas ao homem ou
produtoras de subprodutos metabdlicos que, na presenga de cloro, formam compostos
cancerigenos (DI BERNARDO, 1995). Nesse sentido, a classificagdo utilizada ndo pode ser
considerada como uma classificagdo taxondmica e, muito menos filogenética, mas sim um
sistema para uso diario e exclusivo para a abordagem sanitaria (BRANCO, 1986). Segundo
Palmer (1962), por conveniéncia, a maior parte das algas fitoplanctonicas de importancia para
aguas de abastecimento ¢ classificada em quatro grupos gerais: cianobactérias (cianoficeas ou
algas azuis), cloroficeas (algas verdes), diatomaceas e fitoflagelados (flagelados

pigmentados).

O estudo e a classificagdo dos organismos que tem influéncia na engenharia sanitaria
constituem o campo de agdo da Hidrobiologia Sanitaria. A Hidrobiologia Sanitdria se ocupa
dos organismos diretamente prejudiciais a saide humana e com todos os seres vivos aquaticos
capazes de fornecer informacdes sobre as caracteristicas e condigdes reinantes no meio
aquatico, que possam interessar a saude publica. Na pratica, utiliza a microscopia para o
estudo sistematico das algas e organismos que constituem o fitoplancton de ambientes
continentais de agua doce (BRANCO, 1986). Assim, os principais grupos de organismos

fitoplanctonicos, classificados de acordo com a engenharia sanitdria, estdo descritos a seguir.

A denominacdo Algas, muitas vezes utilizada como sindbnimo de fitoplancton, ndo representa
um grupo taxondmico formal de organismos, mas um amplo niimero de divisdes com
representantes que tem caracteristicas previamente conhecidas. Essas divisdes distinguem-se
umas das outras de acordo com uma combinacdo de caracteristicas, entre elas, pigmentos
fotossintetizantes, substdncia de reserva e revestimento e organizacdo celular (WEHR;

SHEATH, 2003).
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1.7.2.1 Cianobactérias

O grupo das cianobactérias compreende os organismos da divisdo Cyanophyta, classe
Cyanophyceae (BICUDO; MENEZES, 2006). As cianobactérias (também chamadas algas
azuis ou cianoficeas) sdo procariotas e fotossintetizantes (ROUND, 1983; VAN DER HOEK;
MANN; JAHNS, 1995). Procariotas, por ndo possuirem membranas celulares internas,
delimitando nucleo e cloroplastos. Fotossintetizantes, por possuirem aparato fotossintético em
lamelas citoplasmaticas, sendo capazes de realizar a fotossintese e contribuirem para a

producdo primaria dos ambientes aquaticos (MUR; SKULBERG; UTKILEN, 1999).

Constituem um grupo diversificado, ocorrendo formas unicelulares isoladas ou formando
colonias e filamentos (ROUND, 1983; VAN DER HOEK; MANN; JAHNS, 1995). As
formas unicelulares podem se dividir, assexuadamente, em um, dois ou trés planos. As formas
filamentosas podem formar ramificagdes falsas ou verdadeiras. A manutencdo das colonias
ocorre pela presenga de polissacarideos, formando uma mucilagem ao redor das células

(WHITTON; POTTS, 2000).

A coloragao das células ¢ verde-azulada devido aos pigmentos ficobilinas (aloficocianina,
ficocianina e ficoeritrina), mas também possuem clorofila a e carotendides. A substancia de
reserva das cianobactérias € cianoficina (semelhante ao glicogénio) (ROUND, 1983;

INFANTE, 1988; VAN DER HOEK; MANN; JAHNS, 1995; WEHR; SHEATH, 2003).

As formas unicelulares reproduzem-se assexuadamente por fissdo binaria. J4 as formas
filamentosas apresentam duas formas de reprodu¢do. Pode ocorrer a fragmentagdo dos

filamentos, com formagdo de hormogonios que dardo origem a novos filamentos; ou pela
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diferenciacdo de células vegetativas em esporos e acinetos. Essas células tém maior volume,
membrana celular espessada e acumulam substancias de reserva, uma vez que sao capazes de
sobreviver a condigdes desfavoraveis (ROUND, 1983; RAVEN et al., 1996; WHITTON;
POTTS, 2000). As organizagdes filamentosas podem apresentar movimentos deslizantes ou
oscilatérios, associados a produgdo de mucilagem (ROUND, 1983), bem como ao movimento
de microfibrilas protéicas externas (REVIERS, 2006). Vacuolos de gés, isto €, estruturas
utilizadas para flutuabilidade, sdo encontrados em muitos géneros do grupo (WHITTON;

POTTS, 2000).

Além disso, alguns géneros de cianobactérias possuem a capacidade de fixar o nitrogénio
atmosférico através das células vegetativas e também dos heterocitos. Os heterocitos sao
células vegetativas diferenciadas, com membrana espessada e conteudo homogéneo.
Concentram a enzima nitrogenase que realiza a fixagdo do nitrogénio. Essa capacidade
permite que esses géneros sejam importantes na fertilizacdo das aguas e também dos solos
(ROUND, 1983; RAVEN et al., 1996; ESTEVES, 1998). A presenga ou auséncia dessas

células diferenciadas ¢ uma importante caracteristica para reconhecimento dos géneros.

As cianobactérias apresentam grande importancia ecoldgica, particularmente nos ciclos
globais do carbono e do nitrogénio, e também pelo seu significado sanitario. Elas podem
causar prejuizos nos ambientes onde ocorrem, principalmente, dguas ricas em nutrientes, altas
temperaturas e maior disponibilidade de luz, porque sdo organismos potencialmente toxicos.
Capazes de produzir cianotoxinas com agdo hepatotoxica ou neurotdxica, podem levar a
morte animais ¢ humanos que ingerirem alimento ou 4gua contaminados. Toxinas irritantes ao
contato também sdo produzidas pelas cianobactérias (SIVONEN; JONES, 1999; FUNASA,

2003).
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Alguns géneros de cianobactérias também podem produzir odor de terra ou mofo na agua,
como Anabaena (Figura 1.1A) e Microcystis (Figura 1.1B). Estes mesmos géneros, bem como
Planktothrix (Figura 1.1C), podem obstruir filtros (PALMER, 1962; BRANCO, 1986; DI

BERNARDO, 1995).

Figura 1.1. Géneros de Cianobactérias. A. Anabaena. B. Microcystis. C. Planktothrix.
Fonte: Fotos do Autor.

1.7.2.2 Cloroficeas

O grupo das cloroficeas compreende as algas verdes classificadas na Divisdo Chlorophyta
(BICUDO; MENEZES, 2006). Correspondem a um grupo amplo e variado de algas
unicelulares, cerca de 570 géneros (REVIERS, 2006), com maior diversidade de espécies,
formas e tamanhos, que podem formar colonias, filamentos e apresentar mobilidade devido a
presenca de flagelos. As formas coloniais geralmente estdo envolvidas por mucilagem
(ROUND, 1983; VAN DER HOEK; MANN; JAHNS, 1995; RAVEN et al., 1996; WEHR;
SHEATH, 2003; REVIERS, 2006). Na abordagem da Engenharia Sanitaria, as algas verdes
flageladas estdo incluidas no grupo dos fitoflagelados (PALMER, 1962; BICUDO;

MENEZES, 2006).
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As células apresentam coloragdo verde intensa, devido a predomindncia dos pigmentos
clorofila a e clorofila b (contidos em cloroplastos de formas variadas). Também possuem
carotenos e xantofilas. A substancia de reserva ¢ o amido. A maioria dos organismos possui

uma parede celulodsica interna e uma parede externa de pectina (INFANTE, 1988).

A reproducdo ¢ assexuada por divisdo binaria ou fragmentagdo das colonias e filamentos. A
reproducdo sexuada ocorre, em algumas espécies, com a formacdo de gametas moveis ou

imoveis.

As cloroficeas podem ocorrer em qualquer época do ano, mas desenvolvem-se rapidamente
no verao com aumento da temperatura, preferencialmente em &aguas neutras a alcalinas.
Alguns géneros sdo tipicos de ambientes oligotroficos e aguas acidas, mas nao impede que
ocorram em aguas alcalinas e eutroficas (DI BERNARDO, 1995). As formas cocodides
unicelulares e coloniais sdo comuns em aguas lénticas e rios de baixa velocidade, quando
nutrientes, luz e temperatura sdo razoavelmente altos. Ja4 as filamentosas podem ocorrer

aderidas ao substrato, geralmente em aguas estagnadas (WEHR; SHEATH, 2003).

Alguns géneros de cloroficeas podem prejudicar a qualidade das aguas em que ocorrem
produzindo odor de pescado ou herbidceo na é4gua, como Staurastrum (Figura 1.2A) e
Dictyosphaerium (Figura 1.2B). Outros podem obstruir filtros, como Spirogyra (Figura 1.2C)

e Closterium (Figura 1.2D) (PALMER, 1962; BRANCO, 1986).
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Figura 1.2. Géneros de Cloroficeas. A. Staurastrum. B. Dictyosphaerium. C.
Spirogyra. D. Closterium. Fonte: Fotos do Autor.

1.7.2.3 Diatomaceas

O grupo das diatomaceas compreende as algas classificadas na divisdo Chrysophyta, classe
Bacillariophyceae (BICUDO; MENEZES, 2006). As diatomaceas sdo algas unicelulares, que
podem formar filamentos ou coloniais, e sdo componentes importantes do fitoplancton
(ROUND, 1983; VAN DER HOEK; MANN; JAHNS, 1995; WEHR; SHEATH, 2003;
REVIERS, 2006). Possuem parede celular peculiar, dividida em duas metades (valvas)
encaixadas (epivalva e hipovalva). Esta parede celular dupla, também chamada de frastula, ¢
composta de silica. Apresentam formas variadas, podendo ser divididas entre organismos com
simetria radial (céntricas) e organismos com simetria bilateral (penadas) (ROUND, 1983; DI

BERNARDO, 1995; RAVEN et al., 1996; WEHR; SHEATH, 2003; REVIERS, 2006).
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As caracteristicas mais evidentes do protoplasto das diatomaceas sdo os plastidios
acastanhados com clorofila a e ¢, carotendide e fucoxantina. A substincia de reserva €
baseada em crisolaminarina e lipidios (ROUND, 1983; INFANTE, 1988; VAN DER HOEK;

MANN; JAHNS, 1995; WEHR; SHEATH, 2003; REVIERS, 2006).

As diatomaceas podem apresentar movimento de deslizamento associado a produgdo e
secrecdo de mucilagem; outras podem ocorrer aderidas a um substrato através de pedunculo

(ROUND, 1983; REVIERS, 2006).

As diatoméceas reproduzem-se assexuadamente por divisdo binéria. Cada célula-filha recebe
uma parte da frastula, sendo secretada uma nova hipovalva. Espécies com frastulas muito
rigidas podem causar diminui¢do no tamanho da populagdo. A diminui¢do do tamanho tem
um limite, quando, entdo, ocorre reprodugdo sexuada. Na reprodugdo sexuada, hd unido dos
gametas, formando uma estrutura chamada auxosporo que origina novamente células

vegetativas, restabelecendo o tamanho da populacdo (REVIERS, 2006).

As diatomaceas ocorrem, preferencialmente, aderidas a vegetagdo aquatica ou aos substratos
bentonicos. No plancton, sdo abundantes em ambientes com aguas turbulentas, baixas

temperaturas e com altas concentragdes de silica (DI BERNARDO, 1995; REVIERS, 2006).

Alguns géneros de diatomaceas podem produzir odor na dgua. O género Asterionella (Figura
1.3A) ¢ considerado o mais danoso, produzindo odor aromdtico, semelhante ao geranio.
Outros podem obstruir filtros, como Cyclotella (Figura 1.3B), Ulnaria (Figura 1.3C) e

Fragilaria (Figura 1.3D) (PALMER, 1962; BRANCO, 1986).
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Figura 1.3. Géneros de Diatomaceas. A. Asterionella. B. Cyclotella. C. Ulnaria. D.
Fragilaria. Fonte: Fotos do Autor.

1.7.2.4 Fitoflagelados

Os fitoflagelados formam um grupo heterogéneo, semelhantes apenas por apresentarem
flagelos como meio de locomog¢do. Nao ¢ uma divisdo taxondmica verdadeira, pois
organismos pertencentes a distintas categorias taxondmicas estao aqui reunidos. Encontram-se
neste grupo flagelados das divisdes Chrysophyta, classe Chrysophyceae; Cryptophyta, classe
Cryptophyceae; Pyrrophyta, classe Dinophyceae; Euglenophyta, classe Euglenophyceae;

Chlorophyta, classe Chlorophyceae (BICUDO; MENEZES, 2006).

As crisoficeas (Divisdo Chrysophyta, classe Chrysophyceae) possuem, geralmente, dois
flagelos desiguais, sdo unicelulares e podem formar colonias. A célula pode apresentar-se
revestida por escamas silicosas, capsula ou serem desprovidas de parede celular rigida. Os
pigmentos presentes sdo clorofilas a e ¢, B-caroteno e algumas xantofilas. A substancia de

reserva nao ¢ amido, mas lipideos e crisolaminarina. A reproducdo ¢ assexuada, por divisdo
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longitudinal (ROUND, 1983; INFANTE, 1988; VAN DER HOEK; MANN; JAHNS, 1995;

WEHR; SHEATH, 2003; REVIERS, 2006).

As criptoficeas (Divisao Cryptophyta, classe Cryptophyceae) sdo unicelulares isoladas,
possuem dois flagelos desiguais e pigmentos clorofila a e ¢, carotenos, xantofilas, ficocianina
e ficoeritrina. Em fungdo dessa composi¢ao de pigmentos, sua coloragdo ¢ variada, ocorrendo
algas pardas, azuis, verde-azuladas, vermelhas ou verde oliva. O amido, associado a
pirendides, ¢ a substancia de reserva. Reproduzem-se por divisdo longitudinal (ROUND,
1983; INFANTE, 1988; DI BERNARDO, 1995; VAN DER HOEK; MANN; JAHNS, 1995;

WEHR; SHEATH, 2003; REVIERS, 2006).

Os dinoflagelados (Divisao Pyrrophyta, classe Dinophyceae) sdo organismos unicelulares
biflagelados, com pigmentos clorofila a e ¢, xantofilas e carotenos, providos ou desprovidos
de placas celuldsicas rigidas formando uma parede (teca) ao redor da célula. A reprodugao ¢
assexuada por fissdo binaria. Apresentam amido e 6leos como substincias de reserva
(ROUND, 1983; DI BERNARDO, 1995; VAN DER HOEK; MANN; JAHNS, 1995; WEHR;

SHEATH, 2003; REVIERS, 2006).

As euglenofitas (Divisdo Euglenophyta, classe Euglenophyceae) apresentam organizagao
celular complexa, células desnudas ou com teca externa rigida impregnada de sais minerais
(lérica) com dois flagelos desiguais. A forma da célula muda constantemente durante a
locomocgdo. Possuem estigma, cloroplastos discoides, estrelados ou em bandas com pigmentos
clorofila a e b, B-carotenos e xantofilas. Paramido e lipidios sdo as substancias de reserva. A
reproducdo ¢ assexuada por divisdo longitudinal (ROUND, 1983; INFANTE, 1988; VAN

DER HOEK; MANN; JAHNS, 1995; WEHR; SHEATH, 2003; REVIERS, 2006).
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As cloroficeas, ja descritas anteriormente, podem ser unicelulares ou coloniais, nuas ou
providas de uma teca. Possuem flagelos iguais, geralmente, em numero de dois a quatro
(ROUND, 1983; VAN DER HOEK; MANN; JAHNS, 1995; WEHR; SHEATH, 2003;

REVIERS, 2006).

Devido a heterogeneidade dos organismos agrupados em fitoflagelados, a ocorréncia dos
individuos se d4 em uma ampla variedade de ambientes. Os dinoflagelados ocorrem em aguas
superficiais relativamente quentes, luz abundante, ricas em matéria organica e nutrientes, com
pH neutro a alcalino. As crisoficeas relacionam-se com aguas pobres em nutrientes, baixas
alcalinidade e condutividade e pH neutro a levemente acido. As criptoficeas ocorrem em
ambientes ricos em matéria organica e nutrientes. Ja as euglenoficeas podem ocorrer em
ambientes ricos em matéria organica, amonia e substancias humicas, além de dominarem em
ambientes acidos. As cloroficeas estdo associadas as aguas ricas em nutrientes (INFANTE,

1988; DI BERNARDO, 1995; RAVEN et al., 1996; WEHR; SHEATH, 2003).

Alguns géneros de fitoflagelados podem produzir odor na agua. O género Synura (Figura
1.4A) ¢ considerado o mais danoso, produzindo odor de pepino ou pescado. Eudorina (Figura
1.4B), Peridinium e Chlamydomonas (Figura 1.4C) também podem produzir odor de pescado.
Outros géneros, como Trachelomonas (Figura 1.4D) e Dinobryon (Figura 1.4E), podem

obstruir filtros (PALMER, 1962; BRANCO, 1986).
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Figura 1.4. Géneros de Fitoflagelados. A. Synura. B. Eudorina. C. Chlamydomonas. D.
Trachelomonas. E. Dinobryon. Fonte: Fotos do Autor.

1.7.3 Problemas para o abastecimento publico

1.7.3.1 Cianobactérias: floracdes e cianotoxinas

No ambiente aquético eutrofizado, o desenvolvimento das cianobactérias ¢ favorecido,
apresentando melhor crescimento em dguas com pH entre 6 e 9, temperatura de 15°C a 30°C e
alta concentragdo de nutrientes (destacando-se fosforo e nitrogénio) (CEBALLOS;

AZEVEDO; BENDATE, 2006).

A preocupacdo com as floragdes de cianobactérias estd na capacidade para produzir toxinas,
denominadas cianotoxinas, apresentada por alguns géneros, além de sabor e odor que podem

causar na dagua tratada. As toxinas podem ter efeito cronico ou agudo, acarretando,
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principalmente, danos hepaticos e neuroldgicos aos individuos intoxicados. Algumas espécies
de cianobactérias que merecem destaque pela potencial producdo de toxinas pertencem aos

géneros Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Planktothrix.

As toxinas podem ser classificadas, de acordo com seu efeito toxico, em neurotoxinas,
hepatotoxinas e dermatotoxinas. As neurotoxinas, principalmente as saxitoxinas, sio um
grande grupo de compostos nitrogenados heterociclicos com estrutura quimica diversificada e
com diferentes efeitos toxicos em mamiferos. Entretanto, o efeito final dessas toxinas é o
mesmo, ou seja, a paralisacdo da atividade muscular, causando a morte por parada respiratoria
apds poucos minutos ou poucas horas de exposi¢ao (SIVONEN; JONES, 1999; CEBALLOS;
AZEVEDO; BENDATE, 2006). As hepatotoxinas, sendo a microcistina a mais conhecida,
sdo peptideos ciclicos ou alcaldides com agdo toxica lenta nas células hepéaticas, podendo
causar a morte num intervalo de poucas horas a poucos dias. Ja as dermatotoxinas
compreendem dois grupos de toxinas, os lipopolissacarideos e os alcaldides dermatotoxicos,
causadores de reacdes alérgicas na pele humana ao contato com as células das cianobactérias

(SIVONEN; JONES, 1999; FUNASA, 2003).

1.7.3.2 O caso de Caruaru

O primeiro caso documentado de morte humana por intoxicagdo de cianotoxinas ocorreu em
1996, na cidade de Caruaru, Estado de Pernambuco. Diversos pacientes de uma clinica de
hemodiélise faleceram por intoxicacdo intravenosa pelo uso de agua de didlise contaminada

por microcistina.
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Na época do ocorrido, de acordo com o estudo realizado por Jochimsen ef al. (1998), a cidade
de Caruaru era abastecida com agua do reservatorio Tabocas, localizado a 40 km da cidade.
Através de tubulacdes, a dgua bruta era conduzida do reservatorio até a ETA municipal onde
recebia tratamento. O tratamento consistia na floculagdo com sulfato de aluminio, decantagdo
por um periodo de duas a trés horas, filtragdo em filtros de areia e, por fim, cloracdo. No

entanto, a clinica de hemodialise estava fora desse sistema.

A clinica era abastecida duas vezes por dia por um caminhdo-pipa com agua que vinha da
ETA, porém, sem passar pelas etapas de filtracdo e cloragdo. Ocasionalmente, os operadores
da ETA forneciam cloro ao motorista do caminhdo-pipa para que ele fizesse a cloragdo no
caminhao. Porém, ndo havia registros de que isso era feito. Apos receber a dgua, a clinica
realizava seu proprio tratamento. Esse tratamento consistia em filtracdo com filtro de areia,
tanque para adsor¢do em carvao ativado, deionizador e filtro microporoso antes do uso nas
sessoes de hemodialise. Segundo os funcionarios da clinica, a cada seis meses o tanque de
carvao era trocado e a cada trés meses era feita a troca da areia e do filtro microporoso.
Entretanto, essas trocas nao foram realizadas trés meses antes do ocorrido, embora a adgua

distribuida pelo caminhdo-pipa apresentasse visivel turbidez.

Apos as sessoes de dialise, de quatro horas cada trés vezes por semana, no periodo em que
houve a contaminacdo da 4gua, os pacientes relatavam disturbios visuais, nausea e vomitos.
Dos 124 pacientes da clinica na época, 101 foram avaliados por Jochimsen ef al. (1998) e
destes, 50 morreram num periodo de até sete meses apds o tratamento. Esses pacientes eram

expostos a 120 — 150 litros de dgua por sessao de hemodialise.
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Os resultados das andlises de microcistina mostraram a presen¢a dessa toxina na agua bruta
do reservatorio Tabocas, na agua transportada pelo caminhdo-pipa, na dgua apds o tratamento
realizado na clinica e nas amostras de tecido hepatico dos pacientes, antes e depois do

tratamento (JOCHIMSEN et al., 1998; AZEVEDO, et al., 2002).

De acordo com Azevedo et al. (2002), foi estimada que a agua usada pela clinica de
hemodialise apresentava uma concentracio de 19,5 pug.L”' de microcistina. Este valor &,
aproximadamente, 20 vezes maior que a concentracio de 1 pg.L'.dia”, isto &, o limite
estabelecido pela OMS (1998) como nivel seguro para consumo oral de microcistina na agua

de abastecimento.

1.7.3.3 Dificuldades no tratamento de agua

A presenga de algas e cianobactérias na agua bruta aduzida as ETAs pode causar problemas
operacionais em vdarias etapas de tratamento, tais como dificuldade de coagulagdo e
floculagdo, baixa eficiéncia do processo de sedimentacao, colmatagdo dos filtros e aumento da
necessidade de produtos para a desinfeccdo. Como conseqiiéncia desses problemas
operacionais, verifica-se, geralmente, a reducdo na eficiéncia dos processos de tratamento e o
surgimento de problemas na agua tratada associados a presenca de algas, cianobactérias e seus

subprodutos extracelulares (DI BERNARDO, 1995; CODD, 2000; FUNASA, 2003).

Algumas algas e seus subprodutos podem produzir odores desagraddveis e gerar sabores
indesejaveis na agua, além da potencial produgdo de toxinas, tornando necessario, em

algumas situacdes, introduzir carvao ativado na seqiiéncia de tratamento para remocao desses
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subprodutos e encarecendo o custo do tratamento da agua. Varios géneros de cianobactérias
sdo capazes de produzir odor de capim, barro ou mofo, como Anabaena, Aphanizomenon,
Lyngbya, Oscillatoria, Phormidium e Microcystis, além de serem potenciais produtoras de
toxinas. Assim, sabor e odor da 4gua podem ser usados como sinal de alerta para a ocorréncia
de cianobactérias. Contudo, ¢ importante destacar que a auséncia de odor e sabor ndo implica
na auséncia de cianobactérias e, conseqiientemente, de cianotoxinas (FALCONER et al.,

1999).

Benetti, De Lucca e Cybis (2009) realizaram experimentos, piloto € em escala de bancada,
para verificar a eficiéncia de remocdo de 2-metilisoborneol e geosmina, substincias
causadoras de gosto e odor na agua. As tecnologias testadas foram aeragdo (aerador tipo
cascata e torre de dessorcdo gasosa), filtracio em membranas de nanofiltracdo, oxidacao
quimica e biolégica e adsor¢ao em carvao ativado. Os resultados de nanofiltragio mostraram
excelentes percentuais de remocao, superiores a 95%. Adsor¢do em carvado ativado removeu
concentracdes desses compostos de 1.200 ng.L™' para abaixo do limiar de deteccdo (10 ng.L”
h. A oxidacdo biologica, através de bactérias, mostrou-se uma alternativa promissora, com
80% de eficiéncia de remog¢do, mas necessita de mais pesquisas para conclusdes precisas. As

outras tecnologias estudadas apresentaram resultados insatisfatorios.

A presenca de materiais organicos na rede de distribuicdo de dgua, entre os quais o material
organico intra e extracelular dos organismos fitoplanctdnicos, pode servir como subproduto
para o desenvolvimento de bactérias que tém a capacidade de atacar alguns tipos de materiais
constituintes dos tanques de reservacdo e das tubulagdes de distribuicdo de 4dgua e, também,
contribui para a deterioracdo da qualidade bacteriologica da adgua. Além disso, a matéria

organica proveniente das algas, quando submetida & cloragdo, pode levar a formacdo de
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subprodutos clorados, dentre eles os trihalometanos (THM), que s3o potencialmente

cancerigenos (DI BERNARDO, 1995; FUNASA, 2003).

As cianotoxinas, que se encontram armazenadas dentro das células da cianobactéria
produtora, sdo liberadas para o meio aquatico quando ocorre lise celular (SIVONEN; JONES,
1999). As toxinas dissolvidas na dgua representam o mais sério problema para as ETAs, pois
sua remogao exige o uso de alternativas avancadas de tratamento, como oxidacdo e adsor¢ao

(DI BERNARDO, 1995; FUNASA, 2003).

Estudos realizados por Miiller (2008) e Miiller, Raya-Rodriguez e Cybis (2009) avaliaram a
remo¢ao da cianotoxina microcistina por carvao ativado em po. O uso de carvao associado ao
tratamento convencional mostrou-se eficiente, com remog¢ao dessa cianotoxina dissolvida na

agua superior a 90%.

Diversos autores (LAMBERT; HOLMES; HRUDEY, 1996; CHOW et al., 1999; FUNASA,
2003; BRASIL, 2004b; HOEGER et al., 2004; KURODA et al, 2005; entre outros)
mostraram, em seus trabalhos, que o processo de tratamento convencional da agua nao ¢
eficiente na remocao das cianotoxinas dissolvidas na agua. O tratamento convencional
mostra-se eficiente na remog¢do de toxina intracelular, ou seja, na remocao de células viaveis

de cianobactérias produtoras de toxina, bem como células de outras cianobactérias e algas

(CHOW et al., 1999).

Na tentativa de evitar esses problemas causados pelas algas e cianobactérias, uma alternativa
pode ser a aplicagdio de algicidas para o controle do crescimento das populagdes

fitoplanctonicas (DI BERNARDO, 1995; FUNASA, 2003, BRASIL, 2004a). A Portaria n°
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518/04 (BRASIL, 2004a), permite a aplicagdo de sulfato de cobre diretamente no manancial,

desde que o nimero de células de cianobactérias ndo ultrapasse 20.000 céls./mL.

Essa pratica deve ser cuidadosamente avaliada, pois a morte das cianobactérias ocasiona a
liberagdo das cianotoxinas para o ambiente. A presenca de toxinas dissolvidas ¢ uma das
maiores dificuldades para os processos de tratamento, conforme mencionado anteriormente.
Além disso, o cobre ¢ toxico aos demais organismos vivos, podendo provocar desequilibrio

ambiental (DI BERNARDO, 1995).

Uma alternativa para evitar captar dgua com alta densidade algal ¢ a escolha do local da
captacdo no manancial e da profundidade da tomada d’agua. Isso porque a distribuigao
horizontal e vertical das populagdes de algumas algas e cianobactérias pode variar,
significativamente, no corpo d’agua, seja ele lago, reservatorio ou rio (FUNASA, 2003). A
contaminacao da agua que alimenta a ETA pode ser consideravelmente reduzida alocando-se
o ponto de captacdo longe de zonas protegidas e de baixa circulagdo (baias e reentrancias)
onde a escuma formada pelas algas tende a se acumular. A sele¢do apropriada da
profundidade da tomada d’agua, por sua vez, pode evitar a captagdo de dgua no ponto de
maxima densidade de células de cianobactérias, uma vez que a tendéncia desses organismos ¢
manter-se nas camadas superiores da coluna d’agua, em funcdo da temperatura e da

intensidade luminosa.
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1.8 Legislacao brasileira

Apds o caso de Caruaru, houve uma revisdo na portaria brasileira de potabilidade, na época,
Portaria n° 36 do Ministério da Saude, de 1990 (BRASIL, 1990). Como a hepatotoxina
microcistina apresenta ampla ocorréncia mundial, existem muitos estudos sobre sua estrutura,
mecanismo de a¢do, efeitos nos organismos, toxicidade, entre outros. Os resultados levaram a
recomendagdo de uma concentragdo maxima de microcistina na agua tratada, pela
Organiza¢io Mundial da Satde (OMS, 1998), de 1 pg.L™". Assim, esta concentracio foi
adotada pela legislacao brasileira, criando-se uma nova Portaria de Potabilidade, a Portaria n°
1469 do Ministério da Saude, de 2000 (BRASIL, 2000). Em 2004, esta portaria foi revisada,
passando a vigorar a Portaria n°® 518, que “estabelece os procedimentos e responsabilidades
relativos ao controle e vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e seu padrao de

potabilidade, e d4 outras providéncias” (BRASIL, 2004a).

Através do artigo 7° (BRASIL, 2004a), fica estabelecido como deveres e obrigagdes das
Secretarias de Satde municipais interpretar os dados de caracteristicas das aguas dos
mananciais, relativos a vulnerabilidade do abastecimento de dgua e aos riscos a saude da
populagdo. Além disso, conforme mencionado anteriormente (item 1.5), também cabe as
Secretarias municipais de Satde avaliar o risco a satde humana da ocupag¢do da bacia
contribuinte ao manancial utilizado para abastecimento ¢ o historico das caracteristicas de
suas aguas. Isso também ¢ incumbéncia dos responsaveis pelos sistemas de abastecimento,
somadas as avaliagdes sistematicas das praticas operacionais e da qualidade da agua
distribuida e a protecdo do manancial de abastecimento e de sua bacia contribuinte (artigo 9°,

inciso V) (BRASIL, 2004a).
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Esta Portaria (BRASIL, 2004a) determina que sejam feitas andlises semestrais da dgua bruta,
junto do ponto de captacdo. As analises sdo necessarias para avaliar a compatibilidade entre as
caracteristicas da agua bruta e o tipo de tratamento existente, de acordo com a legislagdo de

classificagdo e enquadramento de aguas superficiais, descritas a seguir.

O monitoramento de cianobactérias deve ser realizado pelas empresas responsaveis pelo
tratamento da dgua, com freqiiéncia mensal, desde que o nimero de células ndo ultrapasse
10.000 céls.mL™. Acima dessa densidade, a freqiiéncia de monitoramento deveré ser semanal.
Além disso, quando o niimero de células exceder 20.000 céls.mL™, a anélise de cianotoxinas
deve ser feita na agua tratada da saida da ETA e entrada das clinicas de hemodialise e
industrias de injetaveis. A andlise da microcistina € obrigatdria, com concentragdo maxima
permitida de 1 pg.L™' para agua tratada. As cianotoxinas saxitoxinas e cilindrospermopsinas
tém sua analise recomendada, sendo definidas as concentragdes maximas, em agua tratada, de
3 ug.L" e 15 pg.L”, respectivamente (BRASIL, 2004a). A Tabela 1.2 apresenta um resumo

dos parametros de controle referentes as cianobactérias e cianotoxinas.

Tabela 1.2 Parametros de controle, referentes as cianobactérias e cianotoxinas, estabelecidos pela
Portaria n° 518 em agua para consumo humano.

Parimetro Limite Condicao Observacio

Analise da agua do
Até 10.000 cél.mL™! manancial no ponto
de captacdo

Freqiiéncia de
analise: mensal
Contagem de

Cianobactérias Anélise da agua do

Acima de 10.000 . Freqiiéncia de
manancial no ponto

cél.mL’! ~ analise: semanal
de captagdo
" ) . 1 Quando ultrapassar L1 .,
s 8 Microcistina 1 pgL 20.000 cél.mL"! Anélise obrigatdria
Q% . . ) do ultrapassar Andlise
2 2 1 Quando ultrap
Té: é Cilindrospermopsina I5pel 20.000 cél.mL™! recomendada
< g Saxitoxina 3 el Quando ultrapassar Analise
HE 20.000 cél.mL™! recomendada

Fonte: Adaptado de Cybis et al. (2006).
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As andlises laboratoriais para o controle e a vigilancia da qualidade da dgua, de acordo com o
artigo 17°, § 3°, devem ser realizadas por laboratério que mantém programa de controle de
qualidade interna ou externa ou ainda acreditado ou certificado por 6rgdos competentes para

esse fim (BRASIL, 2004a).

Considerando que a saude e o bem-estar humano, bem como o equilibrio ecolégico, ndo
devem ser afetados pela deterioragcdo da qualidade das dguas e que o controle da poluicdo esta
diretamente relacionado com a protecdo da satde e da melhoria da qualidade de vida, foi
estabelecida a legislacdo ambiental Resolucdo 357 do Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA) de 2005. Essa resolucao “dispde sobre a classificagdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condigdes e padroes
de lancamento de efluentes, e da outras providéncias” (CONAMA, 2005), levando em conta
0s usos prioritarios e classes de qualidade ambiental exigidos para um determinado corpo

receptor.

Cabe ressaltar que em seu artigo 38°, § 6°, fica determinado que em corpos de adgua utilizados
para abastecimento da populacdo, o enquadramento e o licenciamento de atividades a

montante devem preservar as condi¢des de consumo (CONAMA, 2005).

A analise de fitoplancton faz parte dos parametros que devem ser avaliados para determinar a
classe em que o manancial serd enquadrado. Especificamente, ¢ considerada a biomassa

fitoplanctonica, através da clorofila a € o nimero de células de cianobactérias.

E importante salientar que, de acordo com a classe enquadrada, esta resolugdo também

determina qual o processo de tratamento de 4gua adequado a utilizagdo do manancial para
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abastecimento da populagdo. A Tabela 1.3 apresenta as classes de enquadramento para aguas
doces com seus respectivos usos prioritarios € os valores maximos permitidos para clorofila a

e numero de células de cianobactérias.

Embora ndo conste como pardmetro da legislacdo, o monitoramento dos demais grupos
fitoplanctonicos também ¢ importante para garantir a qualidade da dgua para abastecimento
publico. Conforme caracterizado no item 1.7.3.3, mesmo nao sendo téxicos, diversos géneros
de algas podem conferir sabor e odor desagradaveis na agua, exigindo maior consumo de
produtos quimicos ou a incorporacao de novas etapas a seqiiéncia de tratamento. Outras algas
podem interferir na filtragdo, por obstruirem filtros. Coloracdo esverdeada na agua pode
indicar floragdo de cianobactérias, mas também pode ser provocada por algas verdes

(cloroficeas).

Dessa forma, a realizagdao das analises dos parametros de qualidade da dgua deverd ser feita
por laboratério que adote procedimentos de controle de qualidade analitica, conforme
estabelecido pelo artigo 9° (CONAMA, 2005). Além disso, de acordo com o artigo 8°, § 2°, os
resultados do monitoramento da qualidade da dgua deverdo ser analisados estatisticamente e

as incertezas de medi¢do consideradas (CONAMA, 2005).

Recentemente, a FEPAM/RS passou a exigir, através da Portaria n° 035/2009 (FEPAM,
2009), o cadastramento de laboratdrios de andlises ambientais junto ao 6rgdo, para que os
laudos da andlises exigidas por ele sejam aceitos. Essa medida surge para garantir a
confiabilidade analitica dos resultados de andlises, conforme evidenciado nas legislagdes
anteriores. Além disso, para receber o Certificado de Cadastro, os laboratérios devem ser

vistoriados pela FEPAM ou ter parametros acreditados pelo Instituto Nacional de Metrologia,
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Tabela 1.3 Classes de enquadramento das dguas doces, usos preponderantes e valor maximo permitido (VMP) para clorofila e cianobactérias.

Tipo de tratamento para abastecimento Cianobactérias Clorofila a
Classe Usos preponderantes o , 1 1
publico VMP (céls.mL’") VMP (ug.Ll")
- abastecimento publico;
- preservagdo do equilibrio natural das comunidades Desinfecgao
Especial aquaticas; (remogdo  ou  inativagdo de  organismos --- ---
- preservagdo dos ambientes aquaticos em unidades de potencialmente patogénicos)
conservagao de protecdo integral.
- abastecimento publico; ) .
. ) . Simplificado
- protecdo das comunidades aquaticas;
1 . . . (clarificagdo por meio de filtragdo e desinfecgdo, 20.000 10
- recreagdo de contato primario (natacdo, mergulho,
. . corregdo de pH se necessario)
esqui aquatico).
- abastecimento publico;
- proteg¢do das comunidades aquaticas; Convencional
2 - recreacdo de contato primario; (clarificagdo com utilizagdo de coagulagdo e 50.000 30
- irrigacao de hortalicas, plantas frutiferas e de parques, floculagio, desinfecgio e corregio de pH)
jardins, campos de esporte e lazer (contato direto).
- abastecimento publico; Convencional ou avangado
- irrigacdo de culturas arboreas, cerealiferas e (técnicas de remogio e/ou inativagio de
forrageiras; constituintes refratarios dos processos
3 100.000 60
- pesca amadora; convencionais de tratamento, os quais podem
- recreacdo de contato secundario; conferir a 4gua caracteristicas, tais como cor, odor,
- dessedentagdo de animais. sabor, atividade toxica ou patogénica)
4 - navegagao;

- harmonia paisagistica.

Fonte: CONAMA (2005).
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Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO) ou 6rgao que mantenha reconhecimento
matuo com o INMETRO ou por Rede Metrologica de ambito estadual. No caso de
reconhecimento por Rede Metrologica, o laboratorio deve dispor de um sistema de

reconhecimento da competéncia de laboratérios com base nos requisitos da norma NBR

ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a) e/ou Boas Praticas de Laboratoério.

1.9 Técnicas para quantificacido do fitoplancton

A contagem do fitoplancton na adgua ¢ realizada por subamostra, uma vez que ndo ¢ possivel
contar-se todos os organismos que se encontram em uma amostra. S3o, pois, processos
sujeitos a erros, tanto maiores quanto menores forem os cuidados tomados e quanto mais
rapidamente sdo realizados. Por outro lado, na pratica diaria de controle de fitoplancton em
aguas de abastecimento publico, torna-se necessario proceder as varias técnicas com certa
rapidez a fim de assegurar um ritmo indispensavel que permita suprir a grande demanda de
analises continuas. Além disso, esses trabalhos fornecem dados que serdo comparados com
limites impostos em legislacao, permitindo avaliar as variagdes das condigdes dos ambientes.
Nao interessa uma precisdo muito grande, com respeito a valores absolutos, sendo
perfeitamente admissiveis erros da ordem de 20% e até mais, em avaliacdes dessa natureza.
Procura-se, por outro lado, simplificar os métodos de contagem a fim de se realizar contagens

rapidas (BRANCO, 1986).

A contagem do fitoplancton ¢ realizada em duas etapas. A primeira etapa € o registro dos
organismos presentes na amostra, correspondendo a andlise qualitativa. A segunda etapa ¢ a

contagem propriamente dita, ou seja, a analise quantitativa.
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1.9.1 Ensaio Qualitativo

A analise qualitativa ¢ fundamental para o estudo do fitoplancton como um todo. A correta
identificacdo dos organismos, apenas nos grandes grupos ou até mesmo em nivel de género

e/ou espécie, ¢ a base para uma correta quantificacdo dos mesmos.

Antes de iniciar a contagem, deve ser feita uma listagem de todos os tipos de organismos
presentes na amostra. Essa identificagdo qualitativa pode ser feita através da preparacdo de
lamina e laminula ou utilizando a cdmara de contagem, desde que toda a sua extensdo seja
observada (AWWA, 1970; BRANCO, 1986; CETESB, 2005). Para isso, pode ser utilizada
amostra natural, concentrada por rede de plancton no momento da coleta (BRANCO, 1986;
CETESB, 2005; APHA; AWWA; WEF, 2005) ou por procedimentos de concentragao de
amostras para quantificagdo, descritos a seguir (item 2.5.2). E importante salientar que nessa
etapa deve ser utilizada amostra viva, sem nenhum preservante. Muitas caracteristicas
importantes para a identificacdo, como mobilidade e visualizagdo de estruturas, sdo

observadas somente nos organismos vivos (CETESB, 2005).

A identificagcdo dos organismos requer formagao especializada do analista, quer seja em nivel
académico (graduagdo, mestrado ou doutorado na area das Ciéncias Biologicas), quer seja em
cursos especificos para identificagdo dos diferentes grupos de algas. Treinamentos com
analistas experientes e especialistas em ficologia também sdo importantes, assim como uso de
material bibliografico especializado. Cabe salientar que ndo serdo indicadas chaves de
identificacdo, nem referéncias especificas, pois o material bibliografico a ser utilizado
depende da amostra analisada, da finalidade da analise e do rigor de classificacdo da analise

qualitativa (nivel de espécie, nivel de género, entre outros).
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Além do registro dos organismos presentes, pode-se avaliar a abundancia relativa dos
organismos na amostra (TORGAN; AGUIAR, 1978), associando-se aos resultados de
abundancia absoluta. A escala de abundancia relativa compreende espécies raras (5 a 10% dos
organismos), escassas (10 a 20% dos organismos), freqlientes (20 a 50% dos organismos),
abundantes (50 a 80% dos organismos) ¢ predominantes (80 a 100% dos organismos). Os
organismos devem ser contados, mas ndo ¢ possivel expressar o resultado em densidade, pois
o volume coletado pode ser desconhecido (em casos de concentragdo com rede de plancton,

por exemplo).

Também ¢ possivel comparar locais de coleta distintos, através de indice de constincia dos
organismos (AVILA et al., 2002; MELO et al., 2005). Esses indices levam em consideracao o
namero de locais onde o organismo ocorre em relacdo a todos os locais amostrados. Os

organismos sao classificados como constantes, freqiientes, esporadicos e raros.

1.9.2 Concentragdo de amostras

Em virtude do pequeno volume de amostra que algumas camaras de contagem sdo capazes de
conter, as amostras com baixa densidade fitoplanctonica devem ser concentradas em etapa
anterior a contagem. As amostras podem ser concentradas por filtracdo, sedimenta¢do ou
centrifugacdo. Recomenda-se o uso da sedimenta¢do, em funcdo de ser um método ndo
seletivo e ndo destrutivo, embora seja necessario longo tempo para sedimentar grandes
volumes de amostra. A filtracdo pode distorcer as formas de algas flageladas delicadas e

seleciona somente os organismos com tamanho maior do que a porosidade do meio filtrante.
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A centrifugacdo também pode danificar organismos frageis (BRANCO, 1986; LAWTON et

al., 1999; ASTM, 2004; APHA; AWWA; WEF, 2005; CETESB, 2005).

A filtrag@o pode ser realizada por membrana filtrante com didmetro de poro de 0,45 pm e com
auxilio de bomba de vacuo. Esta técnica permite grandes concentra¢des, auxiliando na
contagem de organismos com tamanho reduzido. Também ¢ indicada para concentrar
amostras com baixa densidade de fitoplancton (APHA; AWWA; WEF, 2005). Outra maneira
de realizar a filtragdo ¢ através de areia fina em um filtro especial, denominado funil de
Sedgwick-Rafter (BRANCO, 1986). Na saida do filtro ¢ colocado um disco de tecido de
malha fina (o mesmo utilizado em redes de plancton) e sobre ele, uma camada de 10 a 12 mm
de areia fina (passante em peneira n° 60 e retida em peneira n° 120). O filtro ¢ conectado a
uma bomba de vacuo e tem a capacidade para filtrar um volume de 500 mL de amostra. Apods
encerrada a filtracao, a areia e o disco de tecido devem ser lavados até obter a concentragao

desejada (geralmente 5 mL ou 10 mL).

A sedimentacdo consiste em uma série de etapas de transferéncia de sedimento entre uma
seqiiéncia de colunas menores até obter a concentracao final desejada. O volume concentrado
varia inversamente com a concentracdo de organismos ¢ a turbidez da amostra. APHA,
AWWA e WEF (2005) recomenda 1 hora de sedimentagdo para cada milimetro de
profundidade da coluna e ASTM (2004), 4 horas para cada centimetro de coluna. Apesar de
ser o método mais indicado para concentragdo de amostras (ASTM, 2004; APHA; AWWA;
WEF, 2005), a sedimentacdo pode ndo ser completa para muitos organismos de tamanho
pequeno — nanoplancton, de acordo com Dussart (1965) — e flagelados com movimento ativo

em amostras nao preservadas (APHA; AWWA; WEF, 2005).
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A centrifugacdo ¢ a maneira de acelerar a sedimentagdo, embora possa danificar organismos
mais delicados. O volume a ser concentrado, assim como na sedimentagdo, depende da
concentragdo de organismos na amostra. A centrifugacdo de 100 mL de amostra deve ser
realizada a 2500 rpm durante 20 minutos (APHA; AWWA; WEF, 2005; CETESB, 2005). A
retirada do sobrenadante deve ser feita de forma suave e lenta para ndo revolver o material
sedimentado no fundo do tubo de centrifuga. A concentragao final ¢ determinada pela relagao

entre o volume de sobrenadante retirado € o volume restante de amostra.

1.9.3 Ensaio Quantitativo

A quantificacdo do fitoplancton pode ser realizada através de diversos métodos diretos ou
indiretos. Dentre eles estdo os métodos de microscopia, estimativa de biomassa,
autofluorescéncia da clorofila a, métodos moleculares e os métodos que utilizam contagem de
particulas. Dos métodos que serdo aqui tratados, os de microscopia receberao maior énfase do
que os demais, pois dentre eles estd o0 método de Sedgwick-Rafter, objeto de pesquisa desta

tese.

1.9.3.1 Métodos diretos

Os métodos diretos de quantificacdo do fitoplancton sdo aqueles em que se faz a contagem
dos organismos propriamente ditos com o auxilio do microscopio. O método mais simples de
contagem do fitoplancton ¢ o método de Lackey (BRANCO, 1986; APHA; AWWA; WEF,

2005). Utiliza 1amina e laminula comuns de microscopia e microscopio optico comum. Este
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método ¢ indicado para contagem de organismos visualizados com objetivas de imersdo
(aumento de 1000 vezes) e amostra com alta densidade fitoplanctonica. Sobre a lamina
coloca-se uma gota de apenas 1/20 a 1/24 mL de amostra e cobre-se, cuidadosamente, com
laminula de vidro (BRANCO, 1986). A gota deve espalhar-se uniformemente por toda area da

laminula, sem extravasar e¢ sem reter bolhas de ar. Conhecendo-se o volume de amostra ¢ a

area da laminula, podem-se quantificar os organismos presentes na amostra.

O método de Kolkwitz (BRANCO, 1986) utiliza amostras preservadas com solu¢do de Lugol,
concentradas conforme descrito anteriormente, € camaras de contagem com capacidade de 1 a
10 mL. Como essas camaras sdo espessas ou altas, ndo ¢ possivel a aproximacao suficiente de
uma objetiva de capacidade média para observacao e contagem dos organismos presentes no
fundo da camara. Por isso, foi idealizado por Uterm6hl o microscopio invertido, que permite a
observacao através do fundo da camara. Assim, este método foi substituido pelo de Utermdhl

e pelas camaras que levam o mesmo nome, conforme descri¢ao adiante.

Uma variante do método de Kolkwitz ¢ o método de Lund (BRANCO, 1986). Este método
requer o uso de microscopio comum e a sedimentacdo da amostra ¢ feita na propria cdmara de
contagem. As camaras sao constituidas por um anel de vidro com 1 ou 2 cm de didmetro e
com altura varidvel. Um tubo de sedimentagdo de vidro deve ser ajustado e fixado ao anel. A
amostra ¢ colocada dentro do tubo e a ela sdo adicionadas gotas de Lugol. Para ocorrer a
sedimenta¢do dos organismos no fundo da cdmara, deve-se esperar cerca de 3 horas. Apds o
tempo de sedimentagdo, retira-se a amostra do tubo através de um sifao, restando apenas o
anel de vidro cheio. O tubo de sedimenta¢do também deve ser retirado e, no seu lugar, coloca-
se uma laminula para cobrir o anel. A amostra estd pronta para ser contada utilizando

microscopio comum.
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Para a contagem de organismos muito pequenos, pertencentes ao nanoplancton — 2 a 20 pm,

segundo DUSSART (1965) —, utiliza-se a célula de Palmer-Maloney (Figura 1.5).

Figura 1.5. Célula de Palmer-Maloney. Fonte: LeGresley; McDermott (2010).

Esta célula tem capacidade para 0,1 mL de amostra e consiste em uma camara circular de 17,9
mm de didmetro e altura de 0,4 mm coberta por uma laminula de vidro. O nivel de deteccao ¢
de 10 céls.mL™" (LEGRESLEY; MCDERMOTT, 2010). A pequena profundidade da cAmara
permite o uso de objetivas de maiores aumentos (40 vezes ou mais) em microscopio Optico

comum (AWWA, 1970; BRANCO, 1986; APHA; AWWA; WEF, 2005).

Esta camara ¢ adequada para quantificar floragdes, amostras de rede (que sdo amostras com
alta densidade de organismos) e, também, cultivos. E um método de baixo custo e rapido pelo
qual toda a comunidade fitoplanctonica pode ser observada. No entanto, ndo ¢ adequada para
a contagem de organismos grandes (maiores de 150 pm) nem formadores de coldnias

filamentosas (LEGRESLEY; MCDERMOTT, 2010).

Ha também as cadmaras utilizadas, primeiramente, para contagem de células sangiiineas, o

hemocitometro (APHA; AWWA; WEF, 2005). Indicada para contagem de nanoplancton de
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amostras com alta densidade de organismos (como cultivos), essa cdmara, também chamada

de camara de Neubauer, ¢ composta por duas cavidades, com 0,1 mm de profundidade, e

capacidade para 0,0009 mL cada (LEGRESLEY; MCDERMOTT, 2010).

Visto que a contagem de cianobactérias esta determinada em legislagdes, ¢ preciso ter
métodos de contagem eficientes para esse fim. Atualmente, duas técnicas para contagem de
fitoplancton sdo preferencialmente utilizadas. Uma ¢ o método de sedimentagdo, conhecido
como técnica de Utermohl (LAWTON et al., 1999; CEN, 2006; EPA, 2007; EDLER;
ELBRACHTER, 2010) e a outra ¢ a técnica de contagem de Sedgwick-Rafter (BRANCO,
1986; ASTM, 2004; APHA; AWWA; WEF, 2005; CETESB, 2005; LEGRESLEY;

MCDERMOTT, 2010).

A técnica de Utermohl utiliza camaras de sedimentagdo, com capacidade para até 100 mL
(Figura 1.6), amostras preservadas e microscopio invertido. A sedimentagao das camaras ¢
demorada, sendo recomendados diferentes tempos de sedimentacao por centimetro de cdmara

(Tabela 1.4).

Figura 1.6. Camaras de Utermohl. Fonte: Edler; Elbrachter (2010).
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Tabela 1.4 Tempos de sedimentagdo para as cdmaras de Utermohl

Tempo de sedimentacio por

Autor
centimetro de altura da cAmara
1,5 horas Lund et al. (1958)
3 horas Utermohl (1958)
4 horas Nauwerk (1963)
4 horas Willen (1976)
3 a 4 horas Lawton et al. (1999)

O microscopio invertido permite que sejam utilizadas camaras altas, como as com capacidade
para 100 mL que tem 20 cm de altura, pois as objetivas focam a amostra através da parte

inferior (fundo) da camara.

Nesta técnica, a concentragdo da amostra ¢ realizada diretamente na cdmara, sendo que quanto
menor for a concentragdo de organismos na amostra, mais alta devera ser a camara. Como a
concentragdo da amostra ¢ baseada nos principios da sedimentacdo, implica que os
organismos sejam mais densos que a agua para poderem sedimentar. Por isso a necessidade
do uso de preservantes. Ha opgdes de preservantes que podem ser utilizados (Tabela 1.5),
cada um com suas vantagens ¢ desvantagens, no entanto, a solucao de Lugol ¢ mais utilizada.
Entretanto, todos eles compartilham de uma mesma desvantagem: provocam a morte dos

organismos.

O método de Utermohl ¢, provavelmente, o método mais utilizado para identificagdo e
contagem do fitoplancton; porém apresenta desvantagens: consume muito tempo para analise

e tem alto custo (EDLER; ELBRACHTER, 2010).
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Tabela 1.5 Solugdes para preservacdo de amostras para analise de fitoplancton.

TIPO VANTAGENS DESVANTAGENS
Preservacdo de flagelos e aumento do Dissolve frastulas de diatomaceas mais
Lugol peso especifico das células, facilitando delicadas e escamas de silicoflagelados
a sedimentagao. (solugao basica).
) Distorce a forma da célula de flagelados
Pode ser estocado por varios anos e ndo
Formol nus, provoca perda de flagelos,
muda a coloracdo das algas. .
toxicidade a saide humana.
Mantém as caracteristicas das células »
Transeau Grande volume utilizado.
como flagelos e plastos.
Nao provoca alteragdes nas células e | )
Glutaraldeido E altamente toxico.

pode ser utilizado em epifluorescéncia.

Fonte: CETESB (2005).

O método da garrafa de sedimentacdo ¢ uma modificacdo da técnica de Utermdhl
(MCDERMOTT; RAINE, 2010). A contagem de organismos da amostra ¢ realizada em uma
garrafa plastica de cultura de células, com capacidade para 50-60 mL. A amostra deve ser
homogeneizada e deixada sedimentar na propria garrafa, a qual ¢ colocada diretamente no
microscopio invertido para proceder a quantificacdo. Este método minimiza erros de sub-

amostragem, pois coleta, preservagdo e contagem ocorrem na mesma garrafa.

A técnica de contagem de Sedgwick-Rafter recebe o mesmo nome das camaras que sdo aqui
empregadas. Esta serd a técnica utilizada para contagem do fitoplancton no presente trabalho.
A camara de Sedgwick-Rafter (S-R) tem volume fixo (Figura 1.7), com capacidade para 1
mL, e ¢ constituida por uma célula central, medindo 50 mm de comprimento, 20 mm de
largura ¢ 1 mm de profundidade (AWWA, 1970; BRANCO, 1986; ASTM, 2004; APHA;
AWWA; WEF, 2005; LEGRESLEY; MCDERMOTT, 2010). Esta técnica utiliza amostras

preservadas, microscopio Optico comum e amostras concentradas por um dos procedimentos
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descritos anteriormente. O tempo de sedimentagdo da amostra também pode variar com os

autores, conforme Tabela 1.6.

Figura 1.7. Camara de Sedgwick-Rafter. Fonte: Foto do Autor.

Tabela 1.6 Tempos de sedimentagdo para as camaras de Sedgwick-Rafter.

Tempo de sedimentacio Autor
7 minutos Woelkerling, Kowal e Gough (1976)
24 minutos ASTM (2004)
15 minutos APHA; AWWA; WEF (2005)
15 minutos LeGresley e McDermott (2010)

Ao preparar a camara para contagem, ela deve estar em local plano e livre de movimento.
Uma laminula de vidro ¢ colocada em diagonal sobre a cdmara e, com auxilio de uma pipeta,
preenche-se toda a cAmara por um dos cantos abertos. Quando completamente preenchida, a
laminula tende a deslizar e fechar a camara. Se isso ndo ocorrer, delicadamente deve-se fechar
a camara e secar o excesso de amostra extravasado. Aguardar o tempo de sedimentagdo da

amostra e proceder a contagem.
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Independente do método de contagem adotado, o uso do reticulo de Whipple (Figura 1.8) na
ocular do microscépio ¢ recomendado (PALMER, 1962; AWWA, 1970; BRANCO, 1986;

ASTM, 2004; APHA; AWWA; WEEF, 2005).

O reticulo de Whipple consiste em um quadrado dividido em 100 quadrados menores, sendo
um destes, em posi¢ao central, subdividido em 25 quadrados ainda menores. A érea total é de
1 mm’ e as dimensdes internas estdo representadas na Figura 1.8. O reticulo é utilizado para
delimitar o campo de contagem e para realizar medigdes de comprimento e area dos
organismos. Por isso, deve-se realizar a calibragdo do reticulo para estabelecer as suas reais

dimensdes (Figura 1.9).
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Figura 1.8. Representacao esquematica do reticulo de Whipple. Fonte: Esquema do autor.

A calibracdo ¢ feita através de um micrometro, colocado na platina do microscopio. O
micrometro ¢ uma régua, geralmente medindo 1 mm, em uma ladmina de vidro, que deve estar
calibrado. Alternativamente, pode-se contratar servigo externo de calibragdo do reticulo de

Whipple. Focaliza-se o micrometro no microscopio e devem ser estabelecidos os pontos de
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coincidéncia entre os lados do reticulo e as divisdes do micrometro. Assim sdo estabelecidas

as reais dimensoes do reticulo no microscopio em que estd equipado (APHA; AWWA; WEF,

2005).
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Figura 1.9. Representacao da calibragao do reticulo de Whipple com o micrometro.

Fonte: APHA; AWWA; WEF (2005).

Dependendo da concentragdo de organismos na amostra, procede-se a contagem em campos

ou transectos. Os campos correspondem a area do reticulo de Whipple e os transectos sdo

faixas verticais ou horizontais ao longo da cadmara de contagem. O niimero de campos ou

transectos que serdo contados dependerd da densidade de organismos presentes na amostra, do

tempo e esforgo disponivel do analista para a execug@o do ensaio.
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Especificamente para a técnica de Sedgwick-Rafter, o calculo do nimero de células ¢ feito de

acordo com as seguintes formulas (APHA; AWWA; WEF, 2005):

- contagem de transectos:

C X 1000mm3
LXDXWXS

n°células.ml™! =

Sendo:

- C: nimero de células contadas;

- L: comprimento do transecto (comprimento da camara de S-R), mm,;
- D: profundidade do transecto (profundidade da cdmara de S-R), mm;
- W: largura do transecto (largura do reticulo de Whipple), mm;

- S: namero de transectos contados.

- contagem de campos:

C X 1000mm?3
AXDXF

n°células.ml™! =

Sendo:

- C: ntimero de células contadas;

- A: 4rea do campo (4rea do reticulo de Whipple), mm?;

- D: profundidade do campo (profundidade da cdmara de S-R), mm,;

- F: nimero de campos contados.

De acordo com Margalef (1983), no fundo de uma camara de sedimentagdo, os organismos se
distribuem ao acaso, e sua contagem, seguird a distribui¢do de Poisson. Assim, o erro de

contagem do método pode ser estimado, conforme APHA; AWWA; WEF (2005).

Erro (%) = ( 2

x 100
)
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Sendo N igual ao nimero de individuos contados na camara S-R.

A agilidade na quantificacdo do fitoplancton pela técnica de Sedgwick-Rafter é obtida pela
concentragdo da amostra através da centrifugacdo e pelo curto tempo de sedimenta¢do da

camara.

Segundo Woelkerling, Kowal e Gough (1976), o tempo de sedimentacdo da cadmara depende
do tipo de preservante e do tipo de organismo. Para amostras preservadas com solu¢do de
Lugol, os autores constataram que um tempo de 7 minutos ¢ suficiente (Tabela 1.6), pois o
Lugol facilita a sedimentagdao em funcao do alto peso molecular do iodo presente na solucao e
por acelerar a liberagdo de gas das células de determinadas algas. Os autores também
discutem que algas com grande razao superficie/volume ou com vactiolos de gas demoram

mais para sedimentar do que algas que ndo apresentam estas caracteristicas.

E consenso que as anélises microscopicas sdo demoradas, requerem analistas especializados e
a qualidade e confiabilidade dos resultados estdo estreitamente relacionada com a capacidade
do analista e com seu bom conhecimento da taxonomia dos organismos (SIERACKI;
SIERACKI; YENTSCH, 1998; GREGOR et al., 2005; THYSSEN et al., 2008; EDLER;

ELBRACHTER, 2010; MCDERMOTT; RAINE, 2010).

Na tentativa de automatizar a contagem do fitoplancton, Embleton, Gibson e Heaney (2003)
compararam a contagem pelo método de Utermdhl com andlise de imagens obtidas
diretamente de amostras de &4gua, sendo determinadas medidas como 4&rea, perimetro,
comprimento e didmetro dos organismos. Os resultados mostraram que a repeticdo da

contagem de células pelo sistema automatizado apresentou maior variabilidade do que a
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contagem microscopica, indicando que a andlise convencional possui maior grau de precisao

dos resultados.

1.9.3.2 Métodos indiretos

Além da contagem microscopica dos organismos presentes na amostra, utilizam-se métodos
indiretos para estimativa da biomassa fitoplanctonica. A determinacdo de clorofila a esta
baseada na extracdo do pigmento das cé€lulas presentes na amostra e posterior leitura do
extrato obtido em espectrofotdmetro na faixa visivel do espectro eletromagnético. Juntamente
com a clorofila a, estima-se a concentracao de feofitina a, pigmento resultante da degradacao
da clorofila que absorve luz no mesmo comprimento de onda e pode interferir nos calculos da
concentracdo da clorofila a (MARGALEF, 1983; ISO, 1992; CETESB, 2005; APHA;

AWWA; WEEF, 2005).

Existem diversos protocolos de andlise, mas em todos deve-se proceder a filtragdo da amostra
em filtro de fibra de vidro e extragdo do pigmento através do uso de solvente sob refrigeracao.
A leitura em espectrofotometro deve ser realizada nos comprimentos de onda de 664 nm e
665 nm, para métodos monocromaticos, onde determinam-se as concentragdes de clorofila a e
feofitina a (ISO, 1992; CETESB, 2005; APHA; AWWA; WEF, 2005). Em métodos
tricromaticos, onde sdo determinadas as concentragoes de clorofila a, b e ¢ e feofitina a, a
leitura ¢ realizada nos comprimentos de onda 630 nm, 647 nm, 664 nm e 665 nm (CETESB,
2005; APHA; AWWA; WEF, 2005). Os diferentes comprimentos de onda sdo utilizados em

fungdo das particularidades de cada grupo fitoplanctonico. Eles possuem diferentes pigmentos
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e em concentragdes diferenciadas, cada grupo respondendo em determinados comprimentos

de onda.

De acordo com Gregor e Marsalek (2004), esses métodos de determinacdo da clorofila a
utilizados na rotina por décadas sdo demorados e requerem procedimentos de amostragem,
assim como analistas treinados. Além disso, todas as etapas do ensaio, desde a amostragem
até a determinagdo final da clorofila a, estdo sujeitas a variabilidade. Outras desvantagens sao
o grande volume de amostra e a possibilidade de variagdo quantitativa durante o

armazenamento da amostra.

Quando o interesse na quantificagdo ¢ por apenas um grupo de algas, por exemplo
cianobactérias, a determinacdo através dos pigmentos fotossintetizantes esta sujeita a
interferéncia da clorofila a de outros grupos fitoplanctonicos. Lawton et al. (1999) sugerem a
utilizagdao desse método para a estimativa da biomassa de cianobactérias nas amostras em que

forem maioria ou organismos dominantes.

A biomassa fitoplanctonica também pode ser determinada através do célculo do biovolume.
Utilizando analise microscopica, determina-se a forma geométrica da célula e sao medidas as
dimensdes de largura, comprimento e espessura. Assim, multiplica-se pela contagem total de
células para se obter o biovolume final da amostra (HILLEBRAND et al., 1999; CETESB,
2005; EPA, 2007). A contagem dos organismos pode ser realizada, em microscopio optico, de
maneira convencional ou automatizada (GOSSELAIN; HAMILTON, 2000; GOSSELAIN;
HAMILTON; DESCY, 2000), como também pode ser realizada em microscopio confocal

(LARSON; PASSY, 2005).
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Na tentativa de utilizar uma ferramenta simples para o monitoramento da densidade
fitoplanctonica, a autofluorescéncia da clorofila a, medida através de um espectrofluorometro
submersivel (BEUTLER et al., 2002; LEBOULANGER et al., 2002; GREGOR et al, 2005;
PARESYS et al., 2005; GAEVSKY, et al., 2005) vem sendo utilizada para a identificagdo e
contagem do fitoplancton. Este método ¢ baseado na diferenga existente no espectro de
excitagdo/emissdo dependendo do pigmento presente nas células fitoplanctonicas, o que pode
ser utilizado na classificagdo dos grupos algais (GREGOR et al, 2005). A coloragdo das algas
¢ um critério taxondmico Util e os grupos taxondmicos diferem significativamente em seu
espectro de excitagao de fluorescéncia (BEUTLER et al., 2002). Rodenacker et al. (2006)
desenvolveram um sistema automatizado para identificacdo e quantificacdo do fitoplancton
utilizando microscopio invertido com epifluorescéncia. O sistema capta imagens dos

organismos baseado na autofluorescéncia da clorofila e dos demais pigmentos acessorios.

Embora reduzindo o tempo de analise e aumentando a velocidade de trabalho, os métodos de
fluorescéncia tém resolugdo taxonOmica baixa e os resultados podem ser afetados pela
variagdo na composicdo e concentracdo de pigmentos entre espécies do mesmo grupo
taxonomico e pela interferéncia da fluorescéncia de particulas nao-algais (detritos) presentes

no ambiente (HENSE, ef al., 2008).

A metodologia FISH (Fluorescence In Situ Hybridisation) utiliza microscépio com
epifluorescéncia e marcadores moleculares de fluorescéncia. Os marcadores devem ser
especificos para RNA ribossdmico do organismo de interesse, sendo as posigdes mais
conservadas da molécula de RNA utilizadas para desenvolver marcadores em nivel de classe,
por exemplo, e as regides varidveis, usadas para niveis mais baixos, como espécie. As

limitagdes da metodologia sdo alto custo inicial, pessoal com experiéncia em biologia
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molecular e disponibilidade de marcadores para um nimero limitado de espécies (TOBE et

al., 2010).

Outras técnicas moleculares para quantificacdo de fitoplancton, como reagdo da polimerase
em cadeia (GALLUZZI; PENNA, 2010), hibridizacdo em sanduiche (MARIN III; SCHOLIN,
2010), microarranjo de DNA (GESCHER; METFIES; MEDLIN, 2010) ou deteccao
eletroquimica em biosensores (DIERCKS; METFIES; MEDLIN, 2010) ainda estao em
desenvolvimento, encontrando-se muitas delas na fase de prototipos. Além disso, ha
marcadores moleculares para um niumero limitado de espécies, sendo necessaria a utilizagao

de outras técnicas para complementar o estudo.

A citometria de fluxo tem sido uma metodologia bastante estudada para utilizagdo em
avaliacdoes temporais ¢ espaciais da comunidade fitoplanctonica marinha (THYSSEN et al.,
2008). E uma metodologia adequada para estudo do picoplancton, pois sio dificeis de
observar e quantificar através das técnicas microscopicas, devido ao seu reduzido tamanho; e
também pode ser utilizada para isolar espécies previamente identificadas por microscopia
(CELLAMARE; ROLLAND; JACQUET, 2010). Os equipamentos desenvolvidos para essa
metodologia sdo capazes de quantificar particulas através da dispersao da luz (emitida por um
laser) e de fluorescéncia. Quando as particulas passam pelo feixe de laser, a dispersao da luz
fornece informacgdes sobre composicao e distribuicao do tamanho das particulas, enquanto os
dados de fluorescéncia permitem diferenciar o fitoplancton de outras particulas e identificar
os grandes grupos fitoplanctonicos. (DUBELAAR et al., 1999; FRANQUEIRA et al., 2000;
DUBELAAR; GERRITZEN, 2000; OLSON; SHALAPYONOK; SOSIK, 2003; SOSIK et al.,

2003).
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A classificagdo do fitoplancton € feita em 4 grupos espectrais, a saber: (1) Verde, compreende
as cloroficeas, com clorofilas a e b; (2) Azul, inclui as cianobactérias, com ficocianina; (3)
Marrom, diatomaceas e dinoflagelados, predominando clorofilas a e c¢; (4) Misto, sdo as
criptoficeas, contendo clorofilas a e ¢, além de ficobilinas (BEUTLER et al., 2002;
GREGOR; MARSALEK, 2004; GREGOR et al, 2005). O equipamento pode ser calibrado
com culturas de algas ou por parametros definidos pelo fabricante. Além da classificacao
taxonomica preliminar do fitoplancton, esse equipamento pode ser utilizado para

quantificagcdo, em pg de clorofila @ por mL de amostra (GREGOR et al., 2005).

Alguns equipamentos possuem, adicionalmente, captura de imagens dos organismos para
identifica¢do, além de medir parametros celulares como comprimento, largura, didmetro e
fluorescéncia. A identificacdo de grupos ou géneros algais depende de uma biblioteca de
imagens criada previamente pelo usudrio do equipamento (SIERACKI; SIERACKI;
YENTSCH, 1998; OLSON; SOSIK, 2007; POULTON; MARTIN, 2010). Na pratica, em
rotinas de monitoramento, esses métodos ainda nao sdo adequados, pois a necessidade de
calibragao dos equipamentos com culturas monoespecificas inviabiliza sua utilizagdo fora do
ambito da pesquisa. A manuten¢do de cultivos ndo ¢ uma tarefa facil e a calibrag¢do utilizando
poucas espécies pode ser inadequada para andlise de mananciais com comunidades
fitoplanctonicas diversas. Além disso, o custo inicial desses equipamentos ¢ elevado,

aproximadamente, US$ 80.000, segundo Poulton e Martin (2010).
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1.10 Garantia da qualidade e confiabilidade analitica de resultados

Atualmente, a qualidade, e o seu entendimento, ¢ uma necessidade para o bom funcionamento
e exceléncia de qualquer atividade humana direcionada para o mercado, qualquer que seja o
seu tamanho. A qualidade gera competitividade e confianga por parte das organiza¢des em
oferecer aos seus clientes produtos ou servicos que atendam a todos os requisitos pré-
estabelecidos por eles e que passaram por um processo de melhoria continua, rastreavel e

eficaz.

O sucesso de uma organizag¢ao pode resultar da implantagdo e manutencao de um sistema de
gestdo, dentre eles, o sistema de gestdo da qualidade, concebido para melhorar continuamente
o desempenho, levando em consideragdao, ao mesmo tempo, as necessidades de todas as partes
interessadas. A abordagem do sistema de gestdo da qualidade incentiva as organizagdes a
analisar os requisitos do cliente, definir os processos que contribuem para a obtengdo de um
produto ou servigo que € aceitdvel para o cliente e manter estes processos sob controle. Um
sistema de gestdao da qualidade pode fornecer a estrutura para melhoria continua com o
objetivo de ampliar a probabilidade de satisfagdo do cliente e de todos os envolvidos. Ele
fornece confianga a organizacgdo e a seus clientes de que ela ¢ capaz de fornecer produtos ou

servigos que atendam os requisitos de forma consistente (ABNT, 2005b; ABNT, 2008).

Nesse sentido e ainda em funcdo da contagem celular de cianobactérias constar nas
legislacdes, os métodos de contagem devem fornecer resultados precisos, exatos e confidveis.
De acordo com a NBR ISO/IEC 17025, “Requisitos gerais para a competéncia de laboratorios

de ensaio e calibragdao” (ABNT, 2005a), os laboratorios que pretendem ser reconhecidos
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como capacitados tecnicamente para realizar ensaios especificos, devem garantir a

confiabilidade analitica dos ensaios realizados.

A avaliagdo qualitativa dos organismos fitoplanctonicos também requer precisao e
confiabilidade. Caso contrario, a analise quantitativa pode ser comprometida. Nao ¢ qualquer
analista de laboratoério que tem condi¢des de realizar essa etapa da analise. Em fun¢ao disso, ¢
notavel a escassez desses profissionais no mercado de trabalho brasileiro. O analista deve ter
formacao profissional na area das Ciéncias Bioldgicas e treinamentos especificos para correta
identificagdo e classificagdo dos organismos nos grandes grupos fitoplanctonicos. A
habilitacdo desse profissional requer muito tempo de treinamentos tedricos e praticos, sendo
que reciclagens e atualizacdes constantes sdo necessarias. Além disso, ele precisa ter
disponiveis referéncias bibliograficas especializadas para apoio e consulta, bem como
materiais ¢ equipamentos adequados a sua atividade. Todos esses requisitos devem ser
atendidos pelos laboratorios acreditados pela norma NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a).

Isso reforga, novamente, a importancia dessas acreditagdes para a confiabilidade analitica dos

resultados de ensaio.

O resultado de uma medigdo ¢, em geral, uma estimativa do valor do objeto de medicao.
Desta forma, a apresentacao do resultado ¢ completa somente quando acompanhada por uma
quantidade que declara sua incerteza, ou seja, a divida ainda existente no processo de
medi¢ao. Do ponto de vista técnico, quando realizamos uma medi¢ao, esperamos que ela
tenha exatiddo (mais proxima do valor verdadeiro) e que apresente caracteristicas de
repetitividade (concordancia entre os resultados de medig¢des sucessivas efetuadas sob as
mesmas condicdes) e reprodutibilidade (concordancia entre os resultados das medicdes

efetuadas sob condi¢des variadas) (RMRS, 2003).
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Nesse contexto, os ensaios realizados devem ser executados de acordo com métodos
normalizados, publicados em normas internacionais, regionais ou nacionais, por organizagdes
técnicas respeitdveis, em textos ou jornais cientificos relevantes. Podem também ser usados
métodos desenvolvidos ou adotados pelo laboratdrio de analise, se forem apropriados para o
uso e se estiverem validados. Uma vez escolhido o método de ensaio, se este for realizado
através de método normalizado utilizado fora do escopo para o qual foi concebido ou
ampliacoes e modificagdes de métodos normalizados, o laboratorio devera validar seu

método.

A preocupacdo com a escolha do método reflete, em ultima instancia, na qualidade do
resultado final da medigao. A NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a) contém os requisitos que
os laboratorios de ensaio e de calibracdo devem atender se desejarem demonstrar que tem
implantado um sistema de qualidade, que sdo tecnicamente competentes e que sdo capazes de

reproduzir resultados tecnicamente validos e com confiabilidade analitica.

Ainda segundo a norma NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a), “Validagdo de métodos ¢ a
confirmacgao por exame ¢ fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos
para um determinado uso pretendido sdo atendidos”. De acordo com Bruce, Minkkinen e
Riekkola (1998), o processo de validagdo pode ser realizado através de checagens basicas ou
testes trabalhosos, dependendo do propdsito do método a ser validado e do nivel de qualidade

associado.

Os passos necessarios para a Validacdo de Métodos Laboratoriais incluem o estudo dos
seguintes parametros, quando aplicaveis, requeridos como evidéncia objetiva da valida¢do do

método analitico: especificidade e seletividade, estabilidade, sensibilidade, faixa de trabalho,
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limite de detec¢do e limite de quantificacdo, linearidade, precisdo, exatiddo, incerteza de
medicdo ¢ robustez (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998; INMETRO, 2010;

ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009).

Nesse contexto, sera proposta a validacdo do método de Sedgwick-Rafter, para contagem do
fitoplancton, utilizando amostras sem preservagao, uma vez que o método normalizado requer
analise quantitativa em amostras preservadas (conforme item 1.9.3.1). Nesta validagdo sao
aplicaveis os estudos dos parametros descritos a seguir, de acordo com Bruce, Minkkinen e

Riekkola (1998), Albano e Raya-Rodriguez (2009) e INMETRO (2010).

a) Estabilidade: a estabilidade estd relacionada a variacdo de uma caracteristica em um
determinado periodo de tempo. Deve ser determinada de modo a reproduzir as reais condigdes

de armazenamento, manuseio € analise da amostra.

b) Exatidao: A exatiddao ¢ o grau de concordancia entre o resultado de um ensaio e o
valor de referéncia aceito convencionalmente como verdadeiro. Pode ser determinada através
da comparagdo de um método normalizado, que ja foi validado anteriormente, com um
método ndo normalizado; pela analise de materiais de referéncia certificados ou por

participagdes em comparagdes interlaboratoriais.

c) Limite de Deteccdo do Método e Limite de Quantificagdo do Método: O Limite de
Deteccao do Método (LDM) ¢ definido como a concentracdo minima de uma substancia
medida e declarada com 95% ou 99% de confianca de que a concentragcdo do analito ¢ maior
do que zero. O Limite de Quantificacdo do Método (LQM) ¢ a menor concentracdo de analito

que pode ser determinada com nivel aceitdvel de exatidao e precisdo.
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d) Robustez: A robustez ¢ a suscetibilidade de um método analitico em responder a
pequenas alteragdes das condicdes experimentais, as quais podem ser condi¢des de
armazenamento, ambientais, diferentes preparacdes da amostra ou outras pequenas alteracdes.
Um método pode ser considerado robusto se for insensivel a estas pequenas variagdes que

possam ocorrer quando o método esta sendo executado.

e) Precisdo: A precisdo reflete a concordancia entre varios valores experimentais obtidos.
Quanto menor a amplitude dos métodos, maior serd a precisdo. A precisao pode ser expressa
pelo desvio padrdo ou coeficiente de variacdo de uma série de valores de um experimento ou
pelos parametros estatisticos de repetitividade (REPE) e reprodutibilidade (REPRO). A REPE
¢ o grau de concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas de um mesmo
mensurado, efetuados sob as mesmas condigdes de medi¢do, chamadas condigdes de
repetitividade, consideradas como mesmo procedimento de medicdo, mesmo observador,
mesmo instrumento usado sob mesmas condi¢des, mesmo local e repetigdes em curto espago
de tempo. A REPRO ¢ o grau de concordancia entre os resultados das medi¢des de um mesmo
mensurado, que podem ser amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no
mesmo local, mas definindo exatamente quais as condigdes a variar (uma ou mais), tais como

diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes tempos de analise.

f) Incerteza de Medicdo: A incerteza de medi¢dao € a duvida remanescente associada ao
resultado da medicao, que caracteriza a dispersao dos valores que podem ser atribuidos a um
mesmo mensurado. Ela caracteriza uma faixa de dispersdao ou intervalo, ¢ ndo um valor
pontual. A incerteza padrdo do Tipo A € aquela obtida por métodos que empregam uma
andlise estatistica de uma série de observagdes repetidas no momento do ensaio. Pode ser

determinada através de cartas de controle, estudos de repetitividade e reprodutibilidade, desde
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que elas considerem todos os fatores significativos de influéncia no ensaio, inclusive
processos de dilui¢do, concentracdo e homogeneidade de amostras. A incerteza padrio do
Tipo B ¢ aquela herdada da calibracdo de equipamento, vidrarias e padroes, especificagdes
dos equipamentos e padrdes e outros métodos que ndo empregam a analise estatistica de uma

série de observacdes repetidas no momento do ensaio.

Assim, validar o ensaio de contagem do fitoplancton, utilizando o método de Segwick-Rafter
com amostras ndo preservadas, ¢ estar com o objetivo voltado para a Confiabilidade Analitica
do método escolhido na execucdo do ensaio e na obten¢do do resultado. O processo de
validacdo ¢ a garantia experimental de que o método ¢ adequado a finalidade proposta,

assegurando a confiabilidade dos resultados (ALBANO; RAY A-RODRIGUEZ, 2009).

1.10.1 Detalhamento da metodologia do estudo de validagdo

Os parametros para realizacao do estudo de validacdo do método de contagem de Sedgwick-
Rafter com amostras ndo preservadas, citados anteriormente, serdo avaliados de acordo com o

detalhamento a seguir.

O estudo da estabilidade sera realizado em relagdo ao tipo de preservacdo e ao tipo de
armazenamento das amostras, em duas etapas (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009). A
primeira envolve a comparacdo entre a amostra preservada com Lugol (APHA; AWWA;
WEF, 2005) e a amostra viva, isto €, sem preservacao, ao longo do tempo de armazenamento

sob refrigeracdo (2°C a 6°C).
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Dez conjuntos de amostras, composto por amostra viva e amostra preservada, serdo
analisados em duplicata. A andlise das amostras seré realizada imediatamente apos a coleta.
Em seguida, as mesmas serdo armazenadas em geladeira (2°C a 6°C) e novamente analisadas

nos seguintes tempos apds a data da coleta: 1, 2, 3, 4 ¢ 7 dias.

A segunda etapa consiste na comparagdo entre a amostra viva, mantida sem refrigeracdo
durante 3 dias antes na andlise e a amostra viva armazenada sob refrigeragdao (2°C a 6°C) até a
analise. Dez conjuntos de amostras, compostos por amostra viva sem refrigeracdo e amostra
viva com refrigeragdo serao analisados em duplicata. A andlise das amostras serd realizada

nos seguintes tempos apods a data da coleta: 3, 4 e 7 dias.

Os dados serdo transformados em log;o e analisados estatisticamente através de analise de
variancia, utilizando o software Microsoft Excel, com nivel de significancia de 95%. O
resultado dessa andlise indicard se a amostra viva fornece o mesmo resultado que a amostra
preservada, em até quantos dias apds a coleta e com qual tipo de armazenamento (com ou sem

refrigeracao).

O estudo da exatidao sera realizado com a colaboragdao do Laboratorio de Hidrobiologia da
Divisdo de Pesquisa do Departamento Municipal de Agua e Esgoto (DVP-DMAE) do
municipio de Porto Alegre. Este Laboratério foi escolhido, pois realiza a contagem do
fitoplancton através do método de Sedgwick-Rafter normalizado (APHA; AWWA; WEF,

2005). Portanto, as amostras analisadas sdo preservadas com Lugol.

A mesma amostra serd analisada pelos dois métodos, sendo comparadas as contagens de 7

réplicas de cada um. Os resultados obtidos serdo transformados em log;o e analisados
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estatisticamente através do Teste-f para varidncias equivalentes, com 95% de confianga,

utilizando o software Microsoft Excel (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009).

Para os calculos do limite de deteccio do método (LDM) e do limite de quantificacdo do
método (LQM) serdo analisadas 7 replicatas de uma mesma amostra contendo uma baixa
densidade celular de fitoplancton. Serdo calculados desvio padrao ¢ média das replicatas

(ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009).

O LDM sera calculado através da formula abaixo.
LDM = (t X 0) +X
Sendo:
- t: valor de ¢ de Student com nivel de confianca de 95% para 6 graus de liberdade (n° de
replicatas — 1);
- 0: desvio padrao das replicatas;

- X: média das replicatas.

O LQM sera calculado através da formula abaixo.

LQM =Xx + (10 X o)
Sendo:
- 0: desvio padrdo das replicatas;

- X: média das replicatas.

O estudo da robustez seguird o procedimento proposto por Albano e Raya-Rodriguez (2009).
Os seguintes fatores, que podem causar pequenas interferéncias no método, foram

determinados e avaliados:
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e Fator 1: frasco de coleta (polietileno coberto por papel aluminio e polietileno nio
coberto por papel aluminio);
e Fator 2: microscopio (equipamento 1 — Olympus BX50 — e equipamento 2 — Olympus
BX51);
e Fator 3: tempo transcorrido da coleta da amostra até a analise (imediatamente apds a

coleta e 3 dias apos a coleta).

De cada uma das combinag¢des entre os 3 fatores, em um total de 8 combinacdes, serdao
analisadas 6 replicatas. O calculo serd realizado com os dados transformados em logo,

conforme os passos abaixo.

1° Passo: Calcular a média dos resultados de cada combinagao;

2° Passo: Calcular a diferenca entre os fatores avaliados (D). Serdo obtidos trés valores, um
para cada fator;

3° Passo: Elevar ao quadrado a diferenca de cada fator (D?);

4° Passo: Somar as D2;

5° Passo: Calcular a média (M) de D?;

6° Passo: Calcular o desvio da Robustez (orop) da seguinte forma:

CrROB= V2 XM

O método sera considerado robusto, se o desvio da robustez (orog) for menor que o desvio da

Reprodutibilidade (orepro, a seguir).

O estudo da precisaio do método serd baseado na Repetitividade (REPE) e na

Reprodutibilidade (REPRO), realizadas seguindo o Estudo Formal de Repetitividade e
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Reprodutibilidade proposto por Albano e Raya-Rodriguez (2009). Este estudo est4 baseado na
avaliagdo da média e da amplitude, permitindo decompor a parcela da variabilidade referente
a REPE e a REPRO, identificando as maiores contribui¢des para as possiveis variagdes do
ensaio. A REPRO que serd avaliada ¢ a reprodutibilidade intralaboratorial, também
denominada precisdo intermedidria, reconhecida como a mais representativa da variabilidade

dos resultados em um laboratorio.

Serdo avaliados dois analistas, realizando a contagem de 20 amostras, em triplicata e em curto
intervalo de tempo entre elas. Os resultados serdo transformados em log;o e analisados
estatisticamente, obtendo-se o desvio da REPE (orgpg), 0 desvio da REPRO (Grepro) € 0

desvio de REPE e REPRO (R&R) da seguinte maneira.

- Desvio da REPE (Gggpg):

orepe = amplitude média entre analistas / d,

Sendo d, uma constante tabelada (Tabela 1.7) com valor igual a 1,693, considerando:
m= niamero de repeti¢cdes = 3 (triplicata);

g = numero de amostras X nimero de analistas (20 x 2 = 40).

Tabela 1.7. Tabela de d,.

m

¢ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 >10
1 1,41 1,91 224 248 2,67 283 296 3,08 3,18 3,55
5 1,19 1,74 2,10 236 2,56 2,73 287 299 3,10 349
10 1,16 1,72 2,08 234 255 2,72 286 298 3,09 3,48
15 1,15 1,71 2,07 234 254 271 2,85 298 3,08 3,48

>15 1,128 1,693 2,059 2,326 2,534 2,704 2,847 2,970 3,078 3,472

Fonte: Adaptado de MSA (2010)
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- DGSViO da REPRO (GREPR())I

OREPRO — VO / 5,15

Sendo VO a variacdo da reprodutibilidade.

Deve-se descontar a parcela da variagdo da REPE que pode contaminar a VO, antes de

calcular o desvio da reprodutibilidade. A VO ¢ calculada de acordo com a férmula seguinte.

RO 2 (5115XGREPE)2

Sendo R, a média das médias das contagens dos analistas e d, uma constante tabelada (Tabela
1.7) com valor igual a 1,41, considerando:

m= numero de analistas = 2;

g=1.

Assim, o desvio da reprodutibilidade pode ser calculado.

- Desvio de REPE e REPRO (R&R):

R&R(%) = 100% x (R&R/VT)

Sendo R&R a variagdo de REPE e REPRO e VT a dispersdo do processo analitico, ou seja,

sua Variagao Total, calculados conforme abaixo.

R&R =+/VE? +VO0?



Sendo VO a variacdo da REPRO e VE a variagcdo da REPE (VE = 5,15 X Gggpg)-

VT = R&R? 4+ VA?

Sendo VA a Variagdo das Amostras calculada da seguinte maneira.
VA = (amplltude entre as amostras/dz) X 5,15

Em que d, ¢ uma constante tabelada (Tabela 1.7) com valor igual a 3,55, considerando:

m= nimero de amostras = 20;

g=1.

A faixa de aceitacdo para o0 R&R(%), de acordo com AIAG (2002) ¢ dada pela Tabela 1.8.

Tabela 1.8. Faixa de aceitacdo para o R&R(%).

R&R(%) Interpretacio
<10% Aceitavel
10% até 30% Até poﬂe ser aceltp, mas o progesso
analitico necessita de melhorias

>30% Inaceitavel
Fonte: AIAG (2002).
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A incerteza de medicao (IM) serd calculada considerando-se como componentes de incerteza

o desvio da REPE (orepg) € 0 desvio da REPRO (orepro), anteriormente descritos no estudo

da Precisdo.
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O desvio da REPE (orepg) sera utilizado para o céalculo do desvio padrao relativo da REPE
(RSDggpe) € 0 desvio da REPRO (orepro) serd utilizado para o célculo do desvio padrdo
relativo da REPRO (RSDggpro). Em seguida, as contribuicdes da REPE e da REPRO para a

incerteza de medi¢cdo do ensaio serdo calculadas através da determinagdo das Incertezas

Padrao (IP), conforme abaixo (CALA, 2010):

(o2

a) Desvio padrao relativo (RSD) = média das contagens

b) Incerteza Padrao (IP) = RSD (IP%) =RSD x 100

A incerteza expandida (IE), que corresponde a incerteza final do ensaio, ¢ calculada da

seguinte maneira (CALA, 2010):

e Incerteza combinada (IC) da REPRO e da REPE:

IC = \/(RSDREPRO)Z + (RSDggpE)?

e Incerteza expandida (IE):

IE=1IC Xk

Sendo k& um fator de abrangéncia com valor tabelado (ABNT; INMETRO, 2003) obtido em
funcdo do grau de liberdade efetivo (ves). O fator de abrangéncia ¢ um fator numérico
utilizado como um multiplicador da incerteza combinada (IC) de modo a obter uma incerteza
expandida (IE). O fator k& permite determinar um intervalo em torno do resultado de uma
medi¢do, com o qual se espera abranger uma grande fragdo da distribui¢do de valores que

poderiam razoavelmente ser atribuidos ao mensurado. A escolha do fator k ¢ baseada na
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probabilidade de abrangéncia ou nivel da confianca requerido no intervalo, sendo utilizado

95,45% (ABNT; INMETRO, 2003).

Para calcular o grau de liberdade efetivo (veg) utiliza-se a formula de Welch-Satterthwaite

COmMo seguc:

c*

V =
I (IPEEPE) N (IP;*EPRO)
VREPE VREPRO

Sendo:

- IC: incerteza combinada da REPE e da REPRO;
- [Prgpg: incerteza padrao da REPE;

- IPrepro: Incerteza padrao da REPRO;

- vrepe: graus de liberdade do componente REPE;

-Vrepro: graus de liberdade do componente REPRO.

Os graus de liberdade da REPE e da REPRO sdo calculados da seguinte maneira:

- REPE: vrepe = N2 de amostras X n? de analistas X (n? de repeticoes — 1)

-REPRO:  Vggpro = N2 de amostras X (n2 de repeticoes — 1)

O valor da incerteza deve constar junto com os resultados finais das contagens. A incerteza

pode ser expressa em percentual ou como um intervalo dentro do qual se encontra o resultado

da analise com confiabilidade. E recomendado que o resultado da incerteza seja arredondado

para, no maximo, dois algarismos significativos e o numero de casas decimais deve ser igual
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para a incerteza e para o valor numérico do resultado da medicio (ALBANO; RAYA-
RODRIGUEZ, 2009). Assim, o resultado pode ser expresso de acordo com os dados

utilizados nos célculos, conforme segue.

e Expressdo do resultado em logaritmo: Z + X (%)

Sendo:
- Z: log do resultado numérico;

- X (%): incerteza em percentual (IE x 100).

e Expressio do resultado na forma numérica: [Y (Y-X até Y+X céls.mL™)]

Sendo:

- Y: resultado numérico (cél.mL™) da contagem;

- X: valor correspondente a incerteza. O valor da incerteza ¢ calculado em log;o, mas na
expressao do resultado final, o valor em log;o deve retornar para a forma de expressao do

resultado do ensaio, isto €, ndo de forma logaritmica.
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RESUMO

O aumento de floragdes de cianobactérias em mananciais utilizados para abastecimento ¢ uma
preocupacdo global. Seguindo as diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude, a portaria n°

518/2004, do Ministério da Saude, determina o monitoramento de cianobactérias nos

) Artigo publicado na Revista Engenharia Sanitaria e Ambiental, vol. 15, n° 3, Jul/Set 2010, p. 283-
290.
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mananciais superficiais e, quando for o caso, na dgua tratada. No Brasil, ndo ha padronizacio
de métodos de analise; assim, os métodos utilizados devem fornecer resultados confiaveis.
Por meio da participagdo voluntaria, um programa de ensaios de proficiéncia em
cianobactérias foi realizado em 2010. Este trabalho apresenta o diagnostico do desempenho
dos laboratorios na identificagdo e contagem de cianobactérias. Os resultados das contagens
foram submetidos ao calculo do escore z, obtendo-se 80% de laboratorios com desempenho

satisfatorio. Divergéncias foram observadas na identificacdo dos géneros de cianobactérias.

Palavras-chave: interlaboratorial; cianobactérias; qualidade analitica; analise quantitativa.

ABSTRACT

The increase of cyanobacterial blooms in water sources used for supply is a global concern.
Following the guidelines of the World Health Organization, ordinance n® 518/2004, of the
Ministry of Health, provides the monitoring of cyanobacteria in superficial water sources
and, when appropriate, in treated water. In Brazil, there is no standardization of analysis
methods; thus, the applied methods should provide reliable results. Through voluntary
participation, a proficiency testing program in cyanobacteria was conducted in 2010. This
paper presents the diagnostic performance of laboratories in identification and counting of
cyanobacteria. Results of counts were subjected to the calculation of z-score, and 80% of
laboratories presented satisfactory performance. Differences were observed in the

identification of cyanobacterial genera.

Keywords: interlaboratory; cyanobacteria; analytical quality; quantitative analysis.
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INTRODUCAO

A quantificagdo do fitoplancton, em termos de células.mL™ e/ou biomassa e a sua composi¢io
taxondmica sdo parametros importantes para avaliar a qualidade da agua de mananciais
superficiais. A abundincia e a composicdo da comunidade fitoplanctonica fornecem
informagdes sobre a saude dos ecossistemas, bem como o risco a saide humana. Isso por que
alguns organismos (especialmente cianobactérias) produzem uma ampla variedade de
compostos alergénicos, toxicos e carcinogénicos (GREGOR et al., 2005). Em fun¢do disso, a
qualidade das aguas superficiais ao redor do mundo tem recebido atengdo redobrada, pois a
auséncia de politicas e regulamentacdes para o uso da dgua faz com que sua degradagdo
(antropica, bioquimica ou por organismos vivos) inviabilize o uso a longo prazo

(LEBOULANGER et al. , 2002).

O aumento da ocorréncia de floragdes de cianobactérias toxicas, associadas a eventos de
contaminacdo da dgua e morte de humanos e animais, estimulou a Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) a publicar protocolos e diretrizes de monitoramento das aguas usadas para
abastecimento publico (CHORUS; BARTRAM, 1999). A maior preocupagdo sao as
cianobactérias, potenciais produtoras de cianotoxinas, com efeitos hepatotoxicos,

neurotoxicos e dermatotoxicos aos individuos que ingerirem dgua ou alimentos contaminados.

Com base nas diretrizes da OMS, a portaria n® 518/2004 do Ministério da Saude (BRASIL,
2004a), que estabelece o padrao de potabilidade brasileiro, determina que os mananciais
superficiais utilizados para abastecimento publico sejam monitorados mensalmente quanto ao
nimero de células de cianobactérias por mL de agua até 10.000 células.mL™. Acima desse

limite, o monitoramento do manancial deve ser semanal. A analise da cianotoxina
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microcistina passa a ser obrigatéria na agua tratada da saida do tratamento e nas entradas de
clinicas de hemodidlise e industrias de injetdveis, quando o numero de células de

cianobactérias, no manancial, ultrapassar 20.000 células.mL ™.

Considerando que a saude e o bem-estar humano, bem como o equilibrio ecolégico, ndo
devem ser afetados pela deterioragdo da qualidade das aguas e que o controle da poluicio esta
diretamente relacionado a protecdo da saude e a melhoria da qualidade de vida, foi
estabelecida a legislagdo ambiental resolugdo 357 do Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA), de 2005. Essa resolugdo, que “dispde sobre a classificagdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condi¢des e padroes

de lancamento de efluentes, e da outras providéncias” (CONAMA, 2005), também considera

o nimero de células de cianobactérias como um parametro a ser avaliado.

Dessa forma, os laboratorios prestadores de servico e os laboratorios das empresas
responsaveis pelo tratamento da agua devem estar capacitados para correta identificacdo e
quantificacdo desses organismos. Os métodos de contagem utilizados pelos laboratérios sao
os descritos na bibliografia especializada, sem uma padronizacdo em nivel nacional. As
metodologias classicas de identificagdo e quantificacdo sdo baseadas em caracteristicas
morfologicas dos organismos visiveis a0 microscopio Otico. Assim, os analistas devem ter
habilidades e experiéncia na identificagdo dos organismos presentes nas amostras, bem como
acesso a literatura especifica (chaves de identificagdo, manuais ilustrados, entre outros) e a
cursos para treinamento continuo (KARLSON et al., 2010). Ainda assim, ensinamentos e

orientagdes de taxonomistas especialistas podem ser necessarios.
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A participacdo dos laboratérios em ensaios de proficiéncia por comparacdes interlaboratoriais
¢ uma maneira de avaliar seu desempenho na execu¢do de ensaios especificos e verificar a
adequagcdo do seu método analitico a finalidade proposta. Esses ensaios representam
programas de controle de qualidade amplamente aceitos, tendo como objetivos: 1) monitorar
o desempenho continuo dos laboratérios; 2) identificar problemas em laboratérios e sinalizar
a necessidade de agdes corretivas; 3) identificar diferengas interlaboratoriais ¢ 4) fornecer
confianga adicional aos clientes do laboratério (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009;

RMRS, 2010).

Nesse contexto, foi organizado pela Rede Metroldgica do Rio Grande do Sul (RMRS) um
ensaio de proficiéncia por comparagdes interlaboratoriais em cianobactérias inédito em
ambito nacional. Inicialmente, foi realizada uma consulta para verificar a receptividade do
programa e o numero de potenciais participantes. Em funcdo de sua ampla aceitagdo, o
programa foi realizado em maio de 2010. Os objetivos deste trabalho foram apresentar os
resultados e avaliar a situacdo dos laboratoérios brasileiros no que diz respeito a analise de

cianobactérias em amostras de agua utilizadas para abastecimento publico.

METODOLOGIA

A Secretaria Executiva da RMRS — com o devido apoio do Subcomité de Microbiologia, do
Comité Tematico de Meio Ambiente — organizou um programa piloto de ensaio de
proficiéncia em cianobactérias, em maio de 2010. A RMRS ¢ certificada pela ISO 9001 desde
1997 e, em fevereiro de 2004, teve incluido no seu escopo de certificacdo o processo de

“provisdao de programas de comparagdes interlaboratoriais/ensaios de proficiéncia”. E uma
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das maiores provedoras de ensaios de proficiéncia da América do Sul, cadastrada no

European Proficiency Testing Information System (EPTIS) desde novembro de 2006.

Itens de ensaio

As amostras foram preparadas a partir de agua natural, proveniente de um manancial
superficial utilizado para abastecimento publico. Apds coletada e homogeneizada, a amostra
foi fracionada e envazada em frascos de polietileno, com capacidade para 1L. As amostras
foram identificadas e acondicionadas em caixas térmicas com gelo, para distribuigdo aos
laboratorios participantes. Cada participante recebeu um frasco contendo amostra preservada
com solucdo de Lugol, preparada segundo APHA; AWWA; WEF, (2005), e um frasco
contendo amostra ndo preservada. Foram avaliadas a identificacdo e a contagem total de
cianobactérias. A andlise foi realizada em duplicata e a quantificagdo, expressa em
células.mL™”. De acordo com os métodos normalizados para contagem de cianobactérias,
tendo como referéncia APHA; AWWA; WEF (2005), a identificagdo dos organismos deve ser

realizada na amostra nao preservada e a contagem deve utilizar a amostra preservada.

Envio e analise dos resultados

Apbs o recebimento das amostras, cada laboratério definiu 0 momento de iniciar os ensaios.
O método utilizado ndo foi padronizado, ou seja, cada laboratorio deveria realizar as andlises
utilizando o seu método de rotina. Depois de encerradas as analises, cada laboratorio enviou

seus resultados 8 RMRS, com cédigo de sigilo.
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Para avaliacdo dos resultados enviados, utilizou-se a estatistica robusta. Ao contrario da
estatistica classica, a robusta sofre pouca influéncia de valores dispersos (outliers), o que

dispensa a utilizacdo de procedimentos para a identificacdo e remocao desses valores.

O desempenho de cada laboratorio participante deste ensaio de proficiéncia foi avaliado a
partir da analise estatistica dos resultados enviados, sendo definida a estimativa do valor real
(valor designado) por meio de consenso, seguindo-se as diretrizes da norma ISO/DIS 13528
(ISO,2005) Para avaliagdo desse desempenho, foi utilizado o escore z, seguindo-se as
orientacdes da NBR ISO/IEC Guia 43-1:1999 (ABNT, 2005¢c) e do ILAC-G13:08 (ILAC,
2007). Cada laboratorio foi avaliado com relagdo a média da duplicata de seus resultados,
sendo informado, também, o coeficiente de variagdo (CV) do grupo de laboratorios

participantes.

O escore z da média das duplicatas de cada laboratério, calculado utilizando-se como
referéncia o documento ISO (2005), classifica o desempenho dos laboratérios como

2% ¢¢

“satisfatorio”, “questiondvel” ou “insatisfatorio”, conforme o valor do escore Z:

Se: | Z <2, resultado satisfatorio
2<|Z|<3, resultado questionavel

| Z| >3, resultado insatisfatério

Os resultados também foram avaliados por meio de analise de varidncia (ANOVA) para

verificar a equivaléncia entre os métodos de contagem utilizados pelos laboratorios.
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Testes de homogeneidade e estabilidade

Uma andlise estatistica, com relacio a homogeneidade ¢ a estabilidade das amostras
preservadas do programa, foi realizada visando verificar se a variabilidade proveniente da
eventual falta de homogeneidade ou estabilidade ndo foi significante perante a variabilidade
total dos ensaios. Os testes de homogeneidade e estabilidade foram realizados conforme a

norma ISO/DIS 13528 (ISO, 2005).

Para o teste de homogeneidade, foram analisadas dez amostras, em duplicata, imediatamente
apds a preparacdo e distribuigdo das amostras aos participantes. Para avaliacdo da
homogeneidade, a referida norma adota um critério para garantir que o desvio padrdo entre as

amostras contribua com ndo mais do que 30% para o desvio padrao do ensaio de proficiéncia.

Para o teste da estabilidade, foram selecionadas, aleatoriamente, trés amostras do teste de
homogeneidade que foram analisadas, em duplicata, uma semana apOs a preparagdo e

distribui¢ao das amostras aos participantes (ISO, 2005).

RESULTADOS

O programa piloto ocorreu por meio de uma rodada de andlises. Participaram desse programa
30 laboratorios de todo o pais, entre eles, laboratérios de empresas de saneamento,

prestadores de servigos e da area da saude.

Os resultados do teste de homogeneidade na preparagdo das amostras sdo apresentados na

Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Resultados do teste de homogeneidade na preparagdo das amostras.

Total de cianobactérias Total de cianobactérias
Amostra (céls.mL™) (Logaritmo)

Média Amplitude Média Amplitude
1 14.254 5.404 4,15 0,17
2 10.633 2.597 4,02 0,11
3 13.417 4.275 4,12 0,14
4 14.969 295 4,18 0,01
5 13.796 3.513 4,14 0,11
6 14.841 2.470 4,17 0,07
7 16.570 2.465 4,22 0,06
8 13.705 1.536 4,14 0,05
9 15.337 3.429 4,18 0,10
10 13.715 479 4,14 0,02

Fonte: RMRS, 2010

Para as amostras serem consideradas homogéneas, o critério de aceita¢do, segundo a norma
ISO/DIS 13528 (ISO, 2005) ¢ que o desvio entre as amostras do teste de homogeneidade (ss =
311 / em logaritmo: ss = 0,02) deve ser menor do que 0,3 vezes o desvio do grupo de
laboratorios participantes (0,3xdesvio robusto = 0,3x10.705 = 3.212 / em logaritmo:
0,3xdesvio robusto = 0,3x0,23 = 0,07). Portanto, as amostras foram consideradas

homogéneas.

A Tabela 2.2 apresenta os dados do teste de estabilidade na preparacao das amostras.

Tabela 2.2. Resultados do teste de estabilidade na preparagao das amostras.

Amostra Total de cianoblactérias Total de cianobactérias
(céls.mL™) (Logaritmo)
Meédia Amplitude Meédia Amplitude
7 14.503 2.323 4,16 0,06
8 15.046 301 4,18 0,01
9 14.993 3.571 4,17 0,10

Fonte: RMRS, 2010
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Para as amostras serem consideradas estaveis, o critério de aceita¢do, segundo a norma
ISO/DIS 13528 (ISO, 2005), é que o moédulo da diferenga (|x-y| = 723 / em logaritmo: |x-y| =
0,03) da média obtida no teste de homogeneidade (x = 14.123 / em logaritmo: x = 4,14) ¢ da
média obtida no teste de estabilidade (y = 14.847 / em logaritmo: y = 4,17) deve ser menor ou
igual do que 0,3 vezes o desvio do grupo de laboratorios participantes (0,3xdesvio robusto =
0,3x10.705 = 3.212 / em logaritmo: 0,3xdesvio robusto = 0,3x0,23 = 0,07). Portanto, as

amostras foram consideradas estaveis.

As metodologias utilizadas pelos participantes correspondem a métodos microscopicos para
quantificagdo do fitoplancton. Dezesseis laboratérios utilizaram o método de Sedgwick-Rafter

e 14 utilizaram o método de Utermohl (RMRS, 2010) (Tabela 2.3).

A Tabela 2.3 apresenta também os resultados das contagens, em duplicata, de cada
participante e o escore z de cada um. Os dados também foram analisados apos transformagao
para logaritmo base 10, pois como sdo dados de contagem, sdo mais bem avaliados apos
transformagao, ja que estabiliza a variacdo entre os resultados (ISO, 2006b) Na Tabela 2.4,

sdo apresentados os parametros estatisticos.

Dos 30 laboratérios participantes, 24 apresentaram desempenho satisfatorio, 1 apresentou

desempenho questionavel e 5 apresentaram desempenho insatisfatorio.

A ANOVA mostrou equivaléncia entre os métodos de contagem de Sedgwick-Rafter e de

Utermohl (F = 0,027; p = 0,97) (Tabela 2.4).
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Tabela 2.3. Resultados da Rodada Piloto para contagem total de cianobactérias.

1% via 2% via

Laboratorio  (céls.mL”™ (céls.mL" la v.ia 2 V.ia z Esc.ore MDA

I I (Logaritmo) (Logaritmo) (Logaritmo) contagem

1 7.431 7.673 3,87 3,88 -1,65 Utermohl
2 17.364 19.584 4,24 4,29 0,01 Sedgwick-Rafter

3 35.531 38.819 4,55 4,59 1,31 Utermohl

4 ** 2.633 2.728 3,42 3,44 -3,58 Utermohl

5 37.603 43.967 4,58 4,64 1,48 Utermohl
6 27.678 19.012 4,44 4,28 0,45 Sedgwick-Rafter

7 28.785 30.785 4,46 4,49 0,90 Utermohl

8 8.599 31.597 3,93 4,50 0,17 Utermohl

9 25.932 24.883 4,41 4,40 0,60 Utermohl
10 ** 1.484 1.370 3,17 3,14 -4,75 Sedgwick-Rafter
11 ** 2.430 2.315 3,39 3,36 -3,80 Sedgwick-Rafter
7 & 1.052.790  957.315 6,02 5,98 7,43 Sedgwick-Rafter
13 21.668 22.233 4,34 4,35 0,33 Sedgwick-Rafter

14 17.091 13.917 4,23 4,14 -0,32 Utermohl

15 31.689 30.653 4,50 4,49 0,98 Utermohl
16 30.811 30.151 4,49 4,48 0,94 Sedgwick-Rafter
17 19.371 19.453 4,29 4,29 0,10 Sedgwick-Rafter
18 21.419 22.664 4,33 4,36 0,34 Sedgwick-Rafter
19 17.359 20.513 4,24 4,31 0,06 Sedgwick-Rafter
20 22.324 19.336 4,35 4,29 0,23 Sedgwick-Rafter

21 5.693 17.043 3,76 4,23 -0,89 Utermohl
22 24.077 26.695 4,38 4,43 0,60 Sedgwick-Rafter
23 * 6.025 4.425 3,78 3,65 -2,34 Sedgwick-Rafter
24 ** 3.738 3.052 3,57 3,48 -3,14 Sedgwick-Rafter

25 10.595 9.418 4,03 3,97 -1,13 Utermohl
26 13.500 11.010 4,13 4,04 -0,75 Sedgwick-Rafter

27 17.128 14.769 4,23 4,17 -0,26 Utermohl
28 15.951 16.455 4,20 4,22 -0,23 Sedgwick-Rafter

29 23.978 25.229 4,38 4,40 0,54 Utermohl

30 27.388 19.251 4,44 4,28 0,44 Utermohl

*Laboratorio com desempenho questionavel — **Laboratorio com desempenho insatisfatorio
Fonte: RMRS, 2010

Tabela 2.4. Avaliagao Estatistica dos Resultados enviados pelos Laboratorios participantes.

Total de cianobactérias (céls.mL™") Total de cianobactérias (Logaritmo)
TOTAL DE LABORATORIOS PARTICIPANTES (30)
Média Robusta 19.099 4,26
Desvio Robusto 10.705 0,23
N° total de laboratdrios 30 30
Coeficiente de Variagdo 56% 5,48%
LABORATORIOS QUE UTILIZARAM METODO DE UTERMOHL
Média Robusta 21.101 4,29
Desvio Robusto 12.806 0,25
N° total de laboratdrios 14 14
Coeficiente de Variagdo 61% 5,74%
LABORATORIOS QUE UTILIZARAM METODO DE SEDGWICK-RAFTER
Média Robusta 18.159 4,26
Desvio Robusto 8.833 0,18
N° total de laboratdrios 16 16
Coeficiente de Variagdo 49% 4,18%

Fonte: RMRS, 2010
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Em relacdo a andlise qualitativa, verificou-se maior divergéncia entre os participantes (Tabela
2.5), sendo que somente um laboratério ndo identificou o organismo predominante

(Planktothrix sp.).

Muitos laboratorios informaram que ndo puderam identificar os géneros da familia
Nostocaceae devido a auséncia de estruturas (acinetos e heterocitos) que permitem a sua
diferenciacdo. Assim, na Tabela 2.5, Nostocaceae inclui os géneros Aphanizomenon,

Cylindrospermopsis, Cuspidothrix € Raphidiopsis, identificados pelos participantes.

DISCUSSAO

Comparagdes interlaboratoriais como esta, realizada por meio do programa piloto de ensaios
de proficiéncia em cianobactérias, ndo sao comuns para fitoplancton, nem para o grupo das
cianobactérias. A quantificacdo desses organismos ¢ uma exigéncia da portaria n° 518/2004
do Ministério da Saude brasileiro (BRASIL, 2004a) ¢ da Resolugdo CONAMA 357/2005
(CONAMA, 2005); por isso, ha importancia em avaliar o desempenho dos laboratorios que

realizam esse ensaio no pais.

Estudos de comparagdo interlaboratorial ja foram realizados por Gohde et al. (2007) e Vuorio,
Lepistd e Holopainen (2007), porém, com formatos diferenciados. O primeiro fez a
comparacao entre métodos classicos e métodos moleculares para uma Unica espécie de
dinoflagelado marinho. O segundo avaliou organismos especificos, informados no inicio do
estudo, e empregou método e orientagdes de contagem iguais para todos os participantes. A

proposta do programa promovido pela RMRS foi diferente, seguindo-se a norma ISO/DIS
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Tabela 2.5. Géneros de cianobactérias identificados pelos laboratdrios participantes.

Géneros N° de laboratorios que identificaram o
identificados género
Anabaena 2
Aphanocapsa 6
Calothrix 1
Chroococcus 4
Coelomorum 1
Coelosphaerium 1
Geitlerinema 11
Jaaginema
Limnothrix 5
Merismopedia 20
Microcystis 12
Myxobaktron 1
Oscillatoria 5
Phormidium 3
Planktolyngbya 5
Planktothix 29
Pseudanabaena 13
Rhabdoderma 1
Romeria 2
Snowella 1
Sphaerocavum 2
Spirulina 1
Synechococcus 3
Synechocystis 2
Tychonema 1
Wolskyella 1
Nostocaceae™ 26
Nao identificado 2

* Inclui géneros pertencentes a familia que ndo puderam ser diferenciados.

13528 (ISO, 2005) nessa proposta, os laboratdrios recebiam a mesma amostra, mas o preparo,

método e critérios de contagem seguiam a rotina de andlise de cada participante.

Os testes de homogeneidade e estabilidade, indicando que as amostras foram homogéneas e

estaveis nas condi¢cdes consideradas, mostram que, mesmo os organismos distribuindo-se de
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forma agregada e formando suspensdo com variabilidade inerente (ISO, 2006a) ¢ possivel
reproduzir os resultados em amostras fracionadas. Com a agitacdo da amostra, que deve
ocorrer de forma suave para ndo romper os arranjos coloniais, atinge-se a homogeneidade. Em
relagdo a estabilidade, confirma-se a eficacia da solucdo de Lugol quando as amostras sdao

refrigeradas e mantidas no escuro (EDLER; ELBRACHTER, 2010).

Os resultados quantitativos, apresentados pela maioria dos laboratorios participantes do
programa, indicam que os métodos de contagem utilizados sdo adequados para a
quantificacdo das cianobactérias. O método de Utermohl € recomendado para a quantificacao
de cianobactérias (CHORUS; BARTRAM, 1999; CETESB, 2005; CEN, 2006; EPA, 2007) e
caracteriza-se por ser um método que demanda mais tempo para a realizacdo da andlise (em
funcdo do longo tempo para sedimentacdo das cdmaras de contagem) € um custo com
equipamento mais elevado (necessidade de microscopio especifico, isto €, microscopio
invertido) (EDLER; ELBRACHTER, 2010). Os resultados mostram que o método de
Sedgwick-Rafter (BRANCO, 1986; ASTM, 2004; APHA; AWWA; WEF, 2005; CETESB,
2005; LEGRESLEY; MCDERMOTT, 2010) também pode ser utilizado para a contagem
desses organismos. Esse método permite maior rapidez na obtengdo do resultado e nao requer
equipamento especifico. A utilizagdo de microscopio 6tico comum o torna um método de
custo mais baixo (EDLER; ELBRACHTER, 2010; LEGRESLEY; MC DERMOTT, 2010).
Entretanto, cabe ressaltar que o resultado pode ser sub ou superestimado, em fun¢ao dos
fatores de correcdo que devem ser utilizados para obtencdo do resultado final (GOHDE et al.,
2007); por isso, deve-se ter muito cuidado, para um correto preparo da amostra (concentracao
ou dilui¢do, quando for o caso). Dentre os laboratorios que apresentaram desempenho

insatisfatorio, 80% utilizaram esse método de contagem.
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Comparando-se com programas de proficiéncia envolvendo ensaios microbiologicos da
RMRS, o CV obtido neste programa piloto ¢ mais baixo (56%). Quanto maior o CV, maior o
numero de laboratorios na categoria de desempenho aceitavel, pois a faixa de aceitabilidade
fica aumentada (RMRS, 2010). Nos ensaios microbiolégicos, sio comuns CVs maiores do
que 100%. Dessa forma, todos os laboratdrios devem avaliar criticamente seu procedimento
de analise a fim de reduzir o CV em rodadas futuras, aumentando a precisdo dos resultados
(BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998; ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009;

INMETRO, 2010).

Embora ndo seja o método mais recomendado pela literatura especializada para a
quantificacdo de cianobactérias, os resultados mostraram que o método de Sedgwick-Rafter ¢
adequado a essa finalidade, fornecendo resultados satisfatorios e semelhantes aos resultados
obtidos pelo método de Utermohl. Além disso, foi o método com menor variabilidade, isto €,
apresentou um CV de 49%, menor do que o método de Utermohl (CV = 61%) e do que os
dois métodos em conjunto (CV = 56%) (Tabela 2.4). Isso indica uma menor faixa de variagdo

entre os resultados dos laboratérios que realizaram a analise por meio desse método.

Em relacao a analise qualitativa (Tabela 2.5), poucos géneros foram encontrados pela maioria
dos laboratorios. Em contrapartida, muitos géneros foram encontrados por somente um
participante. Dentre os géneros apresentados, muitos podem ter identificacdo dificultada.
Calothrix, Myxobaktron, Spirulina, Synechocystis e Synechococcus tém ocorréncia rara ou
poucas espécies ja foram mencionadas no Brasil (WERNER, 2002; BICUDO; MENEZES,
2006). Os trés primeiros géneros ainda podem ser confundidos com o género
Cylindrospermopsis, que apresenta grande variagdo morfologica (KOMAREK; KLING,

1991).
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Os géneros Jaaginema e Romeria sdo morfologicamente semelhantes a Geitlerinema, assim
como Tychonema pode ser confundido com Oscillatoria, Sphaerocavum com Microcystis €
Rhabdoderma com Aphanocapsa e Aphanotece. Ainda ha organismos com filamentos finos
ou mesmo células isoladas, como Limnothrix e Planktolyngbya ou Synechococcus,
respectivamente, que, quando observados em pequenos aumentos, podem ser confundidos
com bactérias heterotroficas. O uso de microscopio com epifluorescéncia auxilia nessa
diferenciacdo, pois a clorofila presente nos organismos autotrdéficos apresenta
autofluorescéncia (GREGOR; MARSALEK, 2004; MACEDO; MARINO, 2007; KARLSON
et al., 2010). Organismos pertencentes ao picoplancton, como algumas espécies dos géneros
Snowella, Coelomorum e Coelosphaerium (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 1998), que
apresentam arranjo colonial semelhante entre si, podem ter identificacdo imprecisa. Isso pode
ocorrer devido aos métodos utilizados pelos participantes que nao sdao recomendados para
identificagdo e quantificacdo de organismos dessa categoria (VUORIO; LEPISTO;

HOLOPAINEN, 2007; LEGRESLEY; MCDERMOTT, 2010).

As divergéncias na identificacdo, o registro de organismos nao identificados e a dificuldade
para a diferenciacao dos géneros da familia Nostocaceae podem indicar falta de conhecimento
ou de treinamento adequado dos analistas. Enquanto a legislacdo exigir a quantificacao do
grupo das cianobactérias, os resultados apresentados pelos laboratorios sdo coerentes. Porém,
uma identificacdo correta dos géneros presentes também ¢ importante. De acordo com os
géneros encontrados, € possivel avaliar a potencialidade da producdo de cianotoxinas e
realizar a analise apropriada, se necessario (CHORUS; BARTRAM, 1999; SANT’ANNA et

al., 2006; CYBIS et al., 2006).
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CONCLUSOES

O programa piloto de ensaios de proficiéncia em cianobactérias pode ser considerado uma
primeira avaliagdo de desempenho de alguns laboratérios brasileiros responsaveis pela analise
de cianobactérias em mananciais superficiais. Assim como os demais programas dessa
natureza, seus objetivos foram atingidos (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009; RMRS,
2010). Os métodos analiticos utilizados pelos laboratorios, a saber, método de Sedgwick-
Rafter e método de Utermohl, mostraram-se adequados e equivalentes para a quantificagdo de
cianobactérias, ndo havendo necessidade de uma padronizacio de método de ensaio. De
maneira geral, os laboratorios estdo desempenhando bem a tarefa de quantificar esses
organismos. Com base nos resultados obtidos, que servem como uma ferramenta de melhoria
continua, os laboratérios devem avaliar a identificacdo das cianobactérias e, se pertinente,
propor internamente acdes corretivas, preventivas e/ou oportunidades de melhoria. Os
laboratorios com desempenho questiondvel e insatisfatério na andlise quantitativa também
devem realizar andlise critica em relagdo ao seu método de contagem, sempre buscando

melhoria continua na confiabilidade analitica.
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RESUMO
A degradacdo dos ambientes aquaticos altera a comunidade bidtica. O fitoplancton responde
rapidamente a essas alteragdes. Por exemplo, as cianobactérias predominam em ambientes
eutrofizados. Quando o manancial ¢ utilizado para abastecimento publico, gera dificuldades
no tratamento da 4gua na remocao de sabor, odor e cianotoxinas. Monitoramentos para avaliar

e quantificar a comunidade fitoplanctonica devem utilizar métodos confidveis. Um dos

* Manuscrito aceito para publicacio na Revista DAE.
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métodos normalizados ¢ o de Sedgwick-Rafter utilizando amostras preservadas. O objetivo
deste trabalho foi validar o método de Sedgwick-Rafter com amostras ndo preservadas.
Realizou-se um estudo de validagdo envolvendo estabilidade, exatiddo, precisdo, robustez,
limites de detecgdo e quantificagdo do método, Z-score e incerteza de medigdo. O método foi

validado e considerado adequado a finalidade proposta na rotina laboratorial.

Palavras-chave: validagdo; fitoplancton; qualidade analitica; método de Sedgwick-Rafter

ABSTRACT
The degradation of aquatic environments alters biotic community. Phytoplankton respond
quickly to these changes. For example, cyanobacteria dominates in eutrophic environments.
When a water source is used for public supply, creates difficulties in water treatment in
removing taste, odor and cyanotoxins. Monitoring to assess and quantify the phytoplankton
community should use reliable methods. One of the standard methods is the Sedgwick-Rafter
using preserved samples. The aim of this study was to validate the Sedgwick-Rafter method
with unpreserved samples. A validation study was conducted involving stability, accuracy,
precision, robustness, limits of detection and quantification of the method, Z-score and
measurement uncertainty. The method was validated and deemed appropriate for the proposed

purpose for routine monitoring.

Keywords: validation; phytoplankton; analytical quality; Sedgwick-Rafter method
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INTRODUCAO

O aumento da concentracdo de nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo, nos
ecossistemas aquaticos, tem como conseqiiéncia o aumento de sua produtividade e
caracteriza-se como processo de eutrofizagdo (ESTEVES, 1998). Dentre as mudangas nas
comunidades aquaticas, uma rapida resposta a eutrofizagdo ¢ dada pela comunidade
fitoplanctonica que passa a apresentar uma reducdo na diversidade de espécies, porém, com
aumento consideravel da biomassa das espécies presentes. Nesses ambientes, tem sido
observado um aumento da dominancia de espécies de cianobactérias, principalmente proximo
aos centros urbanos. A ocorréncia de floragdes nos ambientes eutrofizados ¢ uma das
caracteristicas mais evidentes desse processo e ocorrem com maior freqiiéncia nos meses mais

quentes do ano (ESTEVES, 1998; XAVIER, et al, 2005).

Em fun¢do da eutrofizacdo, muitos lagos em todo o mundo ja se encontram seriamente
afetados. Reservatorios e rios também estdo ameacados. Esses ambientes perdem sua
qualidade cénica, seu potencial recreacional e, de forma geral, seu valor econdmico, tanto

para o uso no abastecimento publico, quanto para o uso industrial (XAVIER, et al, 2005).

O monitoramento dos grupos fitoplanctonicos ¢ importante para garantir a qualidade da dgua
para abastecimento publico. A eutrofiza¢do interfere na qualidade da agua, provocando
conseqii€éncias sanitarias. Dentre elas podemos destacar a obstrugao de filtros em estagdes de
tratamento de agua (ETAs), aumento dos custos com produtos quimicos para o tratamento da
agua, coloragdo, sabor e odor desagradaveis nas dguas de abastecimento, variacdo freqliente
de pH e incorporacdo de novas etapas a seqiiéncia de tratamento. No entanto, o principal

problema sanitario e que acarreta dificuldades no tratamento ¢ a toxicidade de certas espécies
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de cianobactérias capazes de liberar compostos potencialmente toxicos na agua (BRANCO,

1986; DI BERNARDO, 1995; CARNEIRO; PEGORINI; ANDREOLI, 2005).

A analise do fitoplancton pode ser realizada por diversos métodos descritos na literatura. Para
a quantificagdo do fitoplancton ha métodos microscopicos (BRANCO, 1986; LAWTON et al,
1999; ASTM, 2004; APHA; AWWA; WEF, 2005; CETESB, 2005; CEN, 2006; EPA, 2007,
LEGRESLEY; MCDERMOTT, 2010; EDLER; ELBRACHTER, 2010) e métodos
moleculares (GALLUZZI; PENNA, 2010; GESCHER; METFIES; MEDLIN, 2010;
MARRIN III; SCHOLIN, 2010; DIERCKS; METFIES; MEDLIN, 2010). Além destes, ha
métodos que utilizam fluorescéncia (BEUTLER et al., 2002; LEBOULANGER et al., 2002;
GREGOR; MARSALEK, 2004; GREGOR et al, 2005) ¢ contagem de particulas (SIERACKI;
SIERACKI; YENTSCH, 1998; DUBELAAR et al., 1999; DUBELAAR; GERRITZEN,
2000; OLSON; SHALAPYONOK; SOSIK, 2003; SOSIK et al., 2003; SOSIK; OLSON,

2007; THYSSEN et al., 2008).

Os métodos através de microscopia Optica sdo os mais utilizados, destacando-se o método de
Sedgwick-Rafter (S-R) e o de Utermohl. O método de S-R utiliza cadmaras de contagem que
recebem o mesmo nome, com capacidade para 1 mL, amostras preservadas, concentradas por
filtracdo, sedimentacdo ou centrifugacdo e microscopio comum (APHA; AWWA; WEF,
2005; CETESB, 2005). E um método de baixo custo, pois nio ha necessidade de microscopio
especifico e fornece os resultados em curto periodo de tempo, quando comparado com o
método de Utermdhl (EDLER; ELBRACHTER, 2010). Isso é possivel, uma vez que o tempo
de sedimentacdo das camaras de contagem ¢ de 15 minutos e a concentragdo pode ser

realizada em 20 minutos por centrifugacao (APHA; AWWA; WEF, 2005; CETESB, 2005).
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Para garantir eficiente monitoramento do fitoplancton, principalmente, em mananciais
utilizados para abastecimento publico, os métodos de contagem devem fornecer resultados
precisos, exatos e confidveis. De acordo com a NBR ISO/IEC 17025, “Requisitos gerais para
a competéncia de laboratorios de ensaio e calibragao” (ABNT, 2005a), os laboratorios que
pretendem ser reconhecidos como capacitados tecnicamente para realizar ensaios especificos,

devem garantir a confiabilidade analitica dos ensaios realizados.

O resultado de uma medigdo ¢, em geral, uma estimativa do valor do objeto de medicao.
Desta forma, a apresentacao do resultado ¢ completa somente quando acompanhada por uma
quantidade que declara sua incerteza, ou seja, a davida ainda existente no processo de
medicdao. Do ponto de vista técnico, quando realiza-se uma medigdo, espera-se que ela tenha
exatidao (mais proxima do valor verdadeiro) e que apresente caracteristicas de repetitividade
(concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas efetuadas sob as mesmas condigdes)
e reprodutibilidade (concordancia entre os resultados das medigdes efetuadas sob condigdes

variadas) (RMRS, 2003).

Nesse contexto, os ensaios realizados devem ser executados de acordo com métodos
normalizados, publicados em normas internacionais, regionais ou nacionais, por organizagoes
técnicas respeitdveis, em textos ou jornais cientificos relevantes. Podem também ser usados
métodos desenvolvidos ou adotados pelo laboratério de analise, se forem apropriados para o
uso e se estiverem validados. Uma vez escolhido o método de ensaio, o laboratério devera
validar seu método, se este for realizado através de método normalizado utilizado fora do

escopo para o qual foi concebido ou ampliagdes e modificacdes de métodos normalizados

(ABNT, 2005a).
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O processo de validacdo ¢ a garantia experimental de que o método ¢ adequado a finalidade
proposta, assegurando a confiabilidade dos resultados (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ,
2009). De acordo com Bruce, Minkkinen e Riekkola (1998), esse processo pode ser realizado
através de checagens basicas ou testes trabalhosos, dependendo do propdsito do método a ser

validado e do nivel de qualidade associado.

Assim, os passos necessarios para a Validacdo de Métodos Laboratoriais incluem o estudo
dos seguintes parametros, quando aplicaveis, requeridos como evidéncia objetiva da validacao
do método analitico: especificidade e seletividade, estabilidade, sensibilidade, faixa de
trabalho, limite de deteccdo e limite de quantificagdo, linearidade, precisdo, exatidao,
incerteza de medicao e robustez (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998; ALBANO;

RAYA-RODRIGUEZ, 2009; INMETRO, 2010).

Para a validacdo do método de contagem do fitoplancton sdo aplicaveis os estudos dos
parametros descritos a seguir, de acordo com Bruce, Minkkinen e Reikkola (1998),

INMETRO (2010) e Albano e Raya-Rodriguez (2009):

a) Estabilidade: variacdo do analito ao longo do tempo como resposta as condigdes de
armazenamento, manuseio € analise;

b) Exatiddo: grau de concordancia entre resultado e valor aceito como verdadeiro;

c) Precisdo: concordancia entre varios valores experimentais obtidos. Expressa por
desvio padrdo, coeficiente de variagdo ou repetitividade (REPE) (condi¢des iguais) e
reprodutibilidade (REPRO) (condi¢des variadas);

d) Robustez: suscetibilidade do método em responder a pequenas alteragdes das

condi¢des experimentais;
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e) Z-score (abordagem interlaboratorial): amplamente utilizado em Ensaios de
Proficiéncia por Comparagdes Interlaboratoriais com o objetivo de avaliar o
desempenho dos laboratorios participantes como satisfatorio, questionavel e
mnsatisfatorio;

f) Limite de detecgdo do método (LDM) e limite de quantificagdo do método (LQM):
LDM ¢ a concentragdo minima, maior do que zero, com 95 a 99% de confianca e
LQM ¢ a menor concentracao determinada com exatiddo e precisao aceitaveis;

g) Incerteza de medicdo: dispersao dos valores atribuidos a um mensurado, considerando

todos os fatores significativos de influéncia no ensaio.

Com o objetivo de validar o método de Sedgwick-Rafter para quantificacao do fitoplancton,
utilizando amostras nao preservadas, foi realizado um estudo de validagdo, conforme
resultados apresentados neste trabalho. A utilizagdo de amostras vivas favorece a correta
identificagao dos organismos (CETESB, 2005), nao gera residuos laboratoriais pelo uso de

preservantes e representa economia de tempo e de custo de analise.

MATERIAIS E METODOS

Conforme preconiza a NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a), a validacdo ¢ a confirmag¢do por
exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um
determinado uso pretendido sdo atendidos. Ha necessidade de validacdo do ensaio de
fitoplancton, pois o método normalizado de referéncia (APHA; AWWA; WEF, 2005) ¢

utilizado com modificacdo. Neste, as amostras devem ser preservadas com, por exemplo,
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solucdo de Lugol. No entanto, o método a ser validado utiliza amostras sem preservante

algum. Os parametros estudados para a validacdo do método estdo descritos abaixo.

- Estabilidade

O estudo da estabilidade seguiu as orientagdes de Albano e Raya-Rodriguez (2009).

A avaliagdo do tipo de preservagdo foi realizada através da comparacao entre 10 conjuntos de
amostras, cada um composto por amostra preservada com Lugol (APHA; AWWA; WEF,
2005) e amostra viva (isto €, sem nenhuma preservacao), analisadas em duplicata, ao longo do
tempo de armazenamento (imediatamente apos a coleta e 1, 2, 3, 4 e 7 dias apos a coleta) sob

refrigeracao.

O tipo de armazenamento foi avaliado comparando 10 conjuntos de amostras, cada um
composto por amostra viva mantida sem refrigeracao durante 3 dias antes da analise e amostra
viva armazenada sob refrigeracdo até a analise. As amostras foram analisadas, em duplicata,

nos seguintes tempos: 3, 4 ¢ 7 dias ap0s a coleta.

Os dados foram transformados em log;o € analisados estatisticamente através de analise de

variancia, utilizando o software Microsoft Excel, com nivel de significancia de 95%.

- Exatidao

A comparagdo entre o0 método que se quer validar e o método normalizado foirealizada com a
colaboragdo da Divisio de Pesquisa do Departamento Municipal de Agua e Esgoto do
municipio de Porto Alegre (DVP-DMAE). O Laboratério de Hidrobiologia da DVP-DMAE

utiliza o método de Sedgwick-Rafter de acordo com APHA, AWWA e WEF (2005).
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A mesma amostra foi analisada pelos dois laboratérios, sendo realizadas 7 replicatas por cada
um. Os resultados foram transformados em log;o e analisados pelo Teste-t para variancias
equivalentes com 95% de confianca, através do software Microsoft Excel (ALBANO;

RAYA-RODRIGUEZ, 2009).

- Precisao
O estudo da precisao do método foi baseado na Repetitividade (REPE) e na Reprodutibilidade
(REPRO), realizado seguindo o Estudo Formal de Repetitividade e Reprodutibilidade

proposto por Albano e Raya-Rodriguez (2009).

Foram avaliados dois analistas, realizando a contagem de 20 amostras, em triplicata e em
curto intervalo de tempo entre elas. Os dados foram transformados em log;o ¢ analisados
estatisticamente, obtendo-se o desvio da REPE (ogrgpg), 0 desvio da REPRO (Ggrgpro) € 0
desvio de REPE e REPRO (R&R(%)). Para detalhes dos calculos, consultar Albano e Raya-

Rodriguez (2009).

- Robustez

Para o estudo da robustez foram avaliados trés fatores que poderiam causar pequenas
interferéncias no método, sendo frasco de coleta (polietileno ndo coberto por papel aluminio e
polietileno coberto por papel aluminio), microscopio (equipamento 1 — Olympus BX50 — e
equipamento 2 — Olympus BX51) e tempo até a andlise (imediatamente apos a coleta e 3 dias

apos a coleta).
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Segundo a metodologia de Albano e Raya-Rodriguez (2009), foram analisadas 6 replicatas de
cada uma das combinagdes entre os trés fatores, totalizando 8 combinagdes. Para cada fator
foi calculada uma diferenca entre as combinag¢des. A média das diferencas clevadas ao

quadrado (M) foi utilizada para o célculo do desvio da robustez (cros) (Equagdo 3.1).

OroB = V2 XM (Equagdo 3.1)

O método ¢ considerado robusto se orop for menor do que o desvio da REPRO (Ggrgpro).

- Z-score (abordagem interlaboratorial)

O método de contagem do fitoplancton em processo de validagao foi utilizado na participacao
do Programa Piloto de Ensaios de Proficiéncia em Cianobactérias promovido pela Rede
Metrolégica do Rio Grande do Sul (RMRS), ocorrido em maio de 2010 (MULLER; RAYA-

RODRIGUEZ; CYBIS, 2010).

O Programa consistiu na identificagdo e contagem de cianobactérias. Foram recebidas
amostra viva (1L) e amostra preservada com solugao de Lugol (1L). Os métodos de contagem
recomendam que seja utilizada amostra preservada para a quantificacdo, o que também foi
recomendado pela RMRS. No entanto, com o objetivo de validar o método, a quantificacao
foi realizada com a amostra viva. Os resultados foram enviados a RMRS para célculo do
desempenho dos laboratorios participantes (Z-score). Quanto mais proximo de zero for o Z-

score, mais proximo do valor alvo estara a resposta analitica do laboratorio.
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- Limite de Deteccio do Método (LDM)
Baseado no LDM teorico de 3 céls./mL, de acordo com a distribui¢do de Poisson (ISO/TR,
2001), foi selecionada uma amostra com baixa densidade celular, porém, acima no limite
referido, para realizacdo do calculo do LDM. O LDM foi calculado seguindo Albano e Raya-

Rodriguez (2009).

Foram analisadas 7 replicatas da amostra selecionada e calculada a média (X) e o desvio
padrio (o) das contagens. Todos os célculos foram realizados com os dados transformados

em log;o. O LDM foi calculado pela Equagao 3.2:

LDM = (txXo)+X (Equagdo 3.2)

Sendo ¢ o valor de #-Student para 95% de confianca e para 6 graus de liberdade (n° de

replicatas — 1).

- Limite de Quantificacido do Método (LQM)
Utilizando os mesmos dados das contagens realizadas para o calculo do LDM, o LQM foi

calculado, seguindo Albano e Raya-Rodriguez (2009), pela Equagao 3.3:

LQM =X + (10 X ©) (Equagdo 3.3)

- Incerteza de Medicao

O célculo da incerteza de medicao (IM) da contagem do fitoplancton foi realizado segundo

CALA (2010) e Albano e Raya-Rodriguez (2009).
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Os desvios de REPE e REPRO foram os componentes de incerteza considerados no célculo
da IM e foram obtidos conforme item Precisdo. Cada desvio foi utilizado para o calculo do

Desvio Padrao Relativo (RSD) e das Incertezas Padrao (IP), conforme Equagdo 3.4.

(e} ~
IP(%) = RSD x 100 = (—— Contagens) x 100 (Equagio 3.4)

Sendo RSD o desvio padrao relativo calculado para cada componente de incerteza, isto &,

REPE e REPRO, e ¢ corresponde a Grepe € GrEPRO.

A incerteza combinada da REPE e da REPRO (IC) e a incerteza expandida (IE), foram
calculadas seguindo CALA (2010) através da Equagdo 3.5 e da Equacdo 3.6, respectivamente.
k ¢é o fator de abrangéncia para 95,45% de probabilidade (ABNT/INMETRO, 2003) obtido em

funcao do grau de liberdade efetivo.

IC = \/(RSDggpro)? + (RSDrgpy)? (Equagdo 3.5)

IE =1IC Xk (Equagdo 3.6)

RESULTADOS

As amostras utilizadas para avaliagdo da estabilidade foram coletadas em diferentes locais,
como lagos de pragas da cidade de Porto Alegre e estacdo de tratamento de esgotos,
compreendendo diferentes densidades e composicdes de organismos fitoplanctonicos,

conforme Tabela 3.1.
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Cada conjunto de amostras (preservada e viva / refrigerada e nao refrigerada) foi submetido a
Analise de Variancia (ANOVA) e para todas elas 0 Fealculado f01 menor do que o Fiapelado, cOM
95% de confianga, ou seja, ndo ha diferenca significativa entre os resultados das contagens
das amostras viva e preservada / refrigerada e ndo refrigerada quando analisadas até 3 dias
apos a coleta. Posterior a esse tempo, ocorreu declinio da comunidade fitoplanctonica da

amostra viva em relagdo a preservada e da amostra nao refrigerada em relagdo a refrigerada.

Tabela 3.1. Grupos fitoplanctonicos predominantes e densidade fitoplanctonica inicial das
amostras analisadas no estudo da estabilidade.

Densidade fitoplanctonica inicial

Amostra Con('llg:ao Grup 08 (céls.mL™)
avaliada predominantes A B
1 Preservacio Cloro 3,0x10° 3,3x10°
2 Preservacao Cloro e Ciano 8,7x1 0* 8,5x1 0*
3 Preservacio Ciano 4,6x10* 4,6x10*
4 Preservacao Cloro 1,7x1 0* 1,7x1 0*
5 Preservacio Cloro 3,8x10" 3,5x10"
6 Preservacao Cloro 5,1x1 0’ 5,6x1 0*
7 Preservacao Cloro 8,4x1 0’ 8,0x1 0’
8 Preservacgio Cloro 5,5x10° 5,3x10°
9 Preservacao Cloro e Ciano 1,3x10° 1,4x10°
10 Preservagio Cloro 6,1x10° 5,7x10°
1 Armazenamento Cloro 3,5x1 0’ 3,2x1 0’
2 Armazenamento Cloro 9,3x1 0’ 1, 1x10*
3 Armazenamento  Cloro e Ciano 1,1x10° 1,1x10°
4 Armazenamento Cloro 4.9x1 0* 4 4x1 0*
5 Armazenamento Cloro 4,7x1 0’ 4,6x1 0’
6 Armazenamento Cloro e Diatom 8,3x1 0’ 8,4)(103
7 Armazenamento Cloro 1,5x1 0* 1,6x1 0*
8 Armazenamento  Cloro ¢ Ciano 1,5x10° 1,7x10°
9 Armazenamento Cloro e Diatom 1,3x1 0* 1,1x1 0*
10 Armazenamento Cloro 1,3x1 0* 1 ,2)(104

Cloro = Cloroficeas; Ciano = Cianobactérias; Diatom = Diatomaceas
A corresponde a amostra viva quando avaliada a condi¢do preservac¢do e a amostra nao
refrigerada quando avaliada a condi¢do armazenamento. B corresponde a amostra preservada
quando avaliada a condig@o preservagao e a amostra refrigerada quando avaliada a condig@o
armazenamento.
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A Tabela 3.2 apresenta os resultados das replicatas do estudo da exatiddo. O resultado do
Teste-¢ mostrou que os métodos sdo semelhantes entre si, pois Zclculado f01 menor do que o

tabelado Para 95% de confianga.

Tabela 3.2. Resultados das replicatas do estudo da exatiddo comparando os métodos de
Sedgwick-Rafter validado e normalizado.

1. Método validado Meto.do
Réplicas (céls, mL™) normallza;io
(céls.mL )
1 3,9 x10° 4,6 x10°
2 3,8 x10° 4,0 x10°
3 3,8 x10° 4,9 x10°
4 3,6 x10° 3,4 x10°
5 3,8 x10° 4,6 x10°
6 3,6 x10° 3,7 x10°
7 3,0 x10° 3,9 x10°

A metodologia utilizada para o estudo da precisdo permitiu decompor a parcela da
variabilidade referente a REPE e a REPRO, identificando as maiores contribui¢cdes para as
possiveis variagoes do ensaio. O desvio de REPE foi 0,066, em logo, € o desvio de REPRO
foi 0,027, em log;o, mostrando que a REPE ¢ a parcela que implica maior variagdo para o
ensaio, contribuindo com 85%. O desvio R&R, que faz a avaliagdo da variabilidade total
associada ao enaio, foi de 9%, ficando dentro da faixa de aceitagdo proposta por AIAG
(2002), ou seja, considerado Aceitavel, uma vez que R&R (%) foi menor do que 10%. A
Tabela 3.3 apresenta os resultados das amostras, transformados em log), utilizados para o

calculo da precisao.
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Tabela 3.3. Resultados das amostras do estudo da precisdo, em log;.

Analista 1 Analista 2

Amostra o o & o o o
Via 1 Via 2 Via 3 Via 1 Via 2 Via 3

1 3,91 394 392 38 3,77 3,75
2 4,11 414 413 403 397 4,04
3 398 399 402 3,93 398 403
4 372 3,72 3,72 3,64 366 3,66
5 375 3,82 3,73 357 3,56 3,58
6 464 463 464 460 459 4,60
7 246 242 244 238 235 231
8 2,51 232 259 243 236 249
9 2,60 2,66 2,67 266 251 2,56
10 1,95 221 1,91 1,85 1,89 1,91
11 236 228 236 236 222 233
12 323 3,13 3,23 307 3,14 335
13 340 334 346 336 332 3738
14 224 236 232 239 244 235
15 2,17 2,18 236 211 2,21 2,11
16 432 420 432 422 417 4,17
17 430 430 403 428 417 411
18 312 329 328 3,19 330 3,30
19 334 344 343 3,41 344 345
20 206 290 329 297 296 3,14

* Via 1, Via 2 e Via 3 correspondem as triplicatas analisadas de cada amostra.

A combinagao dos trés fatores avaliados no estudo da robustez (equipamento, frasco de coleta
e tempo de andlise) (Tabela 3.4) ndo influenciou o resultado final do ensaio. O desvio da
robustez (0,023) foi menor do que o desvio da REPRO intralaboratorial (0,027), portanto, o

método ¢é considerado robusto.

De acordo com o Z-score obtido pelo laboratdrio, ao participar do Programa Piloto da RMRS,
enviando resultados de andlise da amostra viva, o desempenho foi considerado Satisfatorio
(IZ] = 0,23). Assim, confirma-se, mais uma vez, que ndo ha diferenca significativa entre os

resultados de andlise de amostras preservadas e amostras sem preservagao.
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Tabela 3.4. Resultados das replicatas do estudo da robustez avaliando a interferéncia dos
fatores equipamento, frasco de coleta e tempo decorrido da coleta até a analise.

Resultados em céls.mL™ das 8 combinagdes transformados em logo
I-M1-C I-M1-E I-M2-C I-M2-E 3-M1-C 3-M1-E 3-M2-C 3-M2-E
3,08 3,18 3,05 3,07 3,11 3,02 3,20 3,20
3,16 3,08 3,03 3,16 3,12 3,05 3,11 3,15
3,22 3,06 3,08 3,16 3,29 3,16 3,11 3,08
3,22 3,11 3,02 3,05 3,20 3,15 3,29 3,19
3,14 3,26 3,25 3,06 3,20 3,08 3,11 3,17
6 3,11 3,14 3,15 3,18 3,09 3,14 2,94 3,18
I corresponde a analise realizada imediatamente apos a coleta; 3 corresponde a analise 3 dias
apos a coleta; M1 e M2 sdo os dois microscopios utilizados para andlise; C corresponde ao

frasco de coleta de polietileno sem protecdo luminosa; E corresponde ao frasco de coleta de
polietileno com prote¢do luminosa.

Réplicas

wnm B~ W N =

O LDM calculado para a contagem de fitoplancton foi 18 céls.mL™" ¢ 0 LQM foi 58 céls.mL".

O percentual de IM, para resultados em log;o (Tabela 3.3), foi de 4%, sendo a incerteza
expandida igual a 0,045, em log;o, com k igual a 2,03 para 95,45% de abrangéncia. No
entanto, a expressao da IM junto com o resultado do ensaio deverd ser em intervalo, pois €
melhor compreendida quando expressada na mesma unidade do resultado. Assim, como

exemplo de resultado, ¢ expresso [568 céls.mL™ (428-754 céls.mL™)].

DISCUSSAO

Os métodos de identificagdo e contagem de fitoplancton que utilizam microscopia Optica,
como os métodos de Sedgwick-Rafter e Utermdhl, sdo amplamente utilizados para a

determinacdo da composicdo de espécies, biovolume e biomassa (GOSSELAIN;
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HAMILTON, 2000). No entanto, estes métodos consomem muito tempo e estdo sujeitos a

muitos erros de interpretagao.

Além da necessidade de validar os métodos normalizados utilizados com modificacao,
conforme determina a NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a), o estudo de validagdo fornece
informagdes a respeito do controle analitico do ensaio executado. Essas informagdes sdo
importantes, principalmente para um método microscopico que, na sua origem, possui erros
implicitos. Mesmo os métodos normalizados para a quantificacdo do fitoplancton nao
fornecem dados de precisdo, limites de deteccdo e quantificacdo, robustez e incerteza de
medicdo, entre outros. Estes pardmetros s6 puderam ser conhecidos com a realizagdo do

estudo de validacao.

O estudo da estabilidade mostrou que as amostras analisadas sem preservante fornecem os
mesmos resultados das amostras preservadas com Lugol, desde que analisadas até 3 dias apds
a coleta, mantidas refrigeradas ou nao refrigeradas. De acordo com Sant’Anna et al. (2006),
em caso de material vivo, o processamento da amostra deve ser realizado, preferencialmente,
até 24 horas apods a coleta. Além disso, para manter a viabilidade dos organismos, a amostra
deve ser refrigerada para diminuir o metabolismo e o consumo de oxigénio na auséncia de
luz. No entanto, verificou-se declinio da densidade celular, constituindo alteragdo significativa
da amostra, a partir de 96 horas ap6s a coleta (dados ndo apresentados). Isso foi observado nas
amostras armazenadas com e sem refrigeracdo. Sendo assim, amostras que ndo foram
refrigeradas logo apds a coleta ndo tem sua andlise comprometida ou inviabilizada, desde que

a analise ocorra em até 72 horas.
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O uso de amostras vivas permite uma melhor identificagdo dos organismos. Os métodos de
contagem recomendam, inclusive, que a analise qualitativa seja feita em amostra nio
preservada, pois algumas caracteristicas, como mobilidade, coloracdo e visualizacdo de
estruturas, s6 podem ser observadas nos organismos vivos (APHA; AWWA; WEF, 2005;
CETESB, 2005). O Lugol altera a coloragdo das células, rompe vesiculas de ar e pode
dissolver frustulas de diatomaceas mais delicadas e escamas de silicoflagelados (CETESB,
2005). Além disso, de acordo com Hawkins et al. (2005), as células de cianobactérias
encolhem entre 30-40% de seu volume apds preservacao da amostra com solu¢do de Lugol.
Isso compromete significativamente as medicoes celulares para cdlculos dimensionais de area
e volume ocupados, sendo preferivel a utilizagdo de amostras ndo preservadas para essa

finalidade. No entanto, essa nao ¢ a recomenda¢ao dos métodos normalizados.

O método validado mostrou-se equivalente aos métodos normalizados. Quando comparado
com o método de Sedgwick-Rafter normalizado, os resultados foram similares, conforme
resultados apresentados do estudo da exatiddo. A participagdo no programa de comparacao
interlaboratorial da RMRS, através da quantificacdo de cianobactérias, evidenciou a
equivaléncia do método de Sedgwick-Rafter com amostras vivas aos métodos de Sedgwick-
Rafter e Utermohl normalizados. Estes Gltimos foram utilizados pelos participantes da rodada,
sendo utilizada amostra preservada com solu¢do de Lugol para a quantificacdo dos

organismos (RMRS, 2010).

A reprodutibilidade dos resultados de contagem pode sofrer interferéncia de amostragem e
sub-amostragem na retirada de aliquota para processamento e posterior analise da amostra que
sera avaliada. Segundo Gosselain e Hamilton (2000), as interferéncias podem ser a baixa

contagem de células, a sedimentacdo ndo aleatéria dos organismos na cadmara de contagem e a
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presenca/auséncia de individuos coloniais e/ou filamentosos. No entanto, independente dessas
interferéncias, o método validado mostrou-se preciso e robusto e, também, foi possivel

determinar o LDM ¢ o LQM.

No estudo da precisdo, os analistas avaliados possuiam graduagdo na area das Ciéncias
Biologicas e receberam treinamentos especificos para a identificagdo e contagem do
fitoplancton. Portanto, sdo profissionais habilitados e atuantes na rotina de analise de amostras
de mananciais superficiais. A sua disposi¢do havia referéncias bibliograficas especializadas
para apoio e consulta, além de materiais e equipamentos adequados a analise realizada
(KARLSON et al., 2010). Tudo isso contribuiu significativamente para a alta precisao obtida
(desvio de R&R igual a 9%) com amostras vivas. O treinamento e a rotina de andlise sdo
fatores que contribuem para o baixo desvio de reprodutibilidade. Comparativamente, o alto
desvio de repetitividade reflete a natureza da amostra bioldgica viva, isto €, os organismos

vivos distribuem-se de forma agregada e nao formam uma solucdo perfeita, mas uma

suspensao com variabilidade inerente (ISO, 2006a).

Segundo Culverhouse et al. (2003), analistas humanos ndo sdo bons instrumentos de
classificacdo e contagem. Estes autores relatam que a performance humana em identificar e
classificar organismos ao microscopio ¢ afetada por muitos fatores psicoldgicos, entre eles a
capacidade de memorizar, a curto prazo, somente de 5 a 9 itens; fadiga e tédio; as constantes
atualizagdes e modificacdes na taxonomia do fitopldncton e tendéncia em superestimar a

contagem pela expectativa prévia em encontrar determinado organismo na amostra.

Em fungdo disso, comparando identificagdo e contagem de dinoflagelados marinhos entre

analistas especialistas e atuantes na rotina de analise com métodos automatizados,
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Culverhouse et al. (2003) obtiveram uma precisdio humana semelhante ao método
automatizado, de 84 a 95%. Precisdo menor do que 100% deve ser entendida como normal em
investigacdes cientificas. Para monitoramento de rotina, em que ha grande volume de
amostras para ser processado no menor tempo possivel, esse nivel de precisdo ¢ aceitavel e
faz parte da pratica laboratorial. Entretanto, utilizando o método de Utermdhl para avaliar o
nimero minimo de organismos que devem ser contados em uma amostra, Rott, Salmaso e

Hoehn (2007) relataram uma precisao de contagem menor, de 30%.

Os fatores avaliados, que poderiam interferir no resultado analitico do método, sendo frasco
de coleta com e sem protecdo luminosa e o microscopio utilizado na quantificacao,
combinados com o tempo até a analise apdés a coleta da amostra, nao influenciaram

significativamente nos resultados. Portanto, o método mostrou-se robusto.

De acordo com ISO/TR 13843 (ISO/TR, 2001), resultados de contagem seguem a distribui¢ao
de Poisson e, por isso, apresentam LDM teérico de 3 célmL™. Ja para LeGresley e
McDermott (2010), o limite de deteccdo do método é de 1 cél.mL™. Utilizando a metodologia
de célculo do LDM e do LQM para ensaios quimicos, estes limites foram calculados para o
método validado. Assim, os resultados obtidos refletem a realidade da andlise, uma vez que
foram obtidos experimentalmente e sob as mesmas condi¢des analiticas. O conhecimento
desses limites ¢ mais uma maneira de garantir qualidade e confiabilidade analitica dos
resultados dos ensaios. Abaixo dos limites estabelecidos, o resultado ndo possui grau de
precisdao e exatiddo aceitaveis, portanto, ndo sendo possivel expressa-lo numericamente.
Portanto, os limites devem ser fornecidos junto com o resultado da amostra analisada para que

o cliente possa interpretar o resultado fornecido pelo laboratério.
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A incerteza esta relacionada a um resultado de medicdo ¢ ndao ao valor verdadeiro do
mensurando que, na pratica, ndo ¢ conhecido. Ela caracteriza um intervalo ou faixa de
dispersdo, e ndo um valor pontual. Logo, a incerteza ¢ a duvida remanescente associada ao
resultado da medigdo correspondendo a uma faixa de valores que podem ser atribuidos ao

mensurando, ndo devendo ser entendida como uma “faixa de seguranca” (ALBANO E

RAYA-RODRIGUEZ, 2009).

De acordo com ISO/TS 19036 (ISO/TS, 2006), RMRS (2009) e Albano e Raya-Rodriguez
(2009), a principal fonte de incerteza para ensaios biologicos ¢ a REPRO intralaboratorial.
Além disso, ¢ dificil quantificar com confiabilidade a contribuicdo de cada passo do processo
analitico, pois o analito sdo organismos vivos que podem estar com estado fisioldgico variado,
incluindo diferentes cepas, géneros e espécies. Assim, analises bioldgicas ndo permitem rigor
metrolégico e a determinagdo da incerteza de medigdo requer uma abordagem de estimativa
da incerteza total, ndo separando as fontes de incerteza de entrada individualmente (ISO/TS,
2006). Os estudos de REPE e REPRO forneceram os dados para o céalculo da IM, uma vez
que eles consideram todos os fatores significativos de influéncia no ensaio, incluindo
processos de concentragdo, diluicdo e homogeneidade das amostras. Os resultados obtidos
mostraram que a REPE ¢ uma importante fonte de incerteza, inclusive com parcela de

contribuicdo maior do que a REPRO intralaboratorial.

CONCLUSOES

Os estudos realizados permitiram validar o método de Sedgwick-Rafter para a quantificacdo

do fitoplancton com amostras vivas. Dessa forma, cumpre-se com o exigido pela NBR
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ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a), isto é, métodos normalizados utilizados com alteragdes ou
modificagdes devem ser validados. O método agora validado pode ser utilizado na rotina de

analises em laboratorio.

Os resultados obtidos através da estabilidade, da exatiddo e do Z-score mostraram nio haver
diferenca significativa entre o uso de amostras vivas e amostras preservadas com solugdo de
Lugol, nem entre o uso dos métodos normalizados de Sedgwick-Rafter e Uterm6hl. Também
através da estabilidade foi possivel estabelecer um prazo de 72 horas apds a coleta para a

analise das amostras. Nesse periodo, as amostras podem ficar ou ndo sob refrigeragao.

O método foi considerado robusto, uma vez que as variacdes aplicadas ndo alteraram
significativamente os resultados. Portanto, frasco com ou sem protecdo luminosa,
equipamento utilizado e tempo decorrido da coleta até a anélise ndo sdo fatores criticos para o
ensaio quantitativo do fitoplancton. A andlise de amostra imediatamente apds a coleta e 3 dias
apods a coleta confirma o resultado obtido no estudo da estabilidade, de que as amostras vivas

podem ser analisadas até 72 horas apds a coleta.

O estabelecimento dos limites de detec¢ao e quantificagdo do método, da precisao e, também,
da incerteza de medi¢ao conferem qualidade analitica aos resultados dos ensaios. Através de
um maior conhecimento do método utilizado, ha possibilidade de aperfeicoamento dos
analistas e da execucdo das etapas do método. Tudo isso a fim de buscar melhoria continua e

garantir exatiddo, precisdo e confiabilidade analiticas.
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RESUMO
A qualidade da dgua dos mananciais deve ser monitorada para utilizagdo em abastecimento
publico. A Portaria n° 518/2004 do Ministério da Satude estabelece o padrao de potabilidade
brasileiro que deve ser seguido pelas empresas € companhias de saneamento. Dentre os
parametros a serem avaliados estd a densidade de cianobactérias. Estes organismos, bem
como outros grupos fitoplanctonicos, podem gerar problemas para o tratamento da agua,
como odor, sabor e colmatacao de filtros das estagdes de tratamento de 4gua. Além disso, a
ocorréncia de floragdes de cianobactérias gera preocupacdo pela potencial producdo de
toxinas. Por isso, métodos de coleta e de analise confidveis devem ser utilizados para sua
avaliacdo. Neste trabalho foi realizado um monitoramento mensal, durante o ano de 2009, em

seis mananciais de captacdo de agua para consumo humano. Foram analisados pardmetros

* . . N . . ;4 .
Manuscrito submetido a Revista Brasileira de Recursos Hidricos.
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fisico-quimicos e a densidade fitoplanctonica. Os resultados mostraram a ocorréncia de
floracdes de cianobactérias potencialmente toxicas em trés locais avaliados. A partir desses
dados, evidenciou-se a importancia do monitoramento desses organismos nos mananciais

utilizados para abastecimento publico.

Palavras-chave: fitoplancton, cianobactérias, monitoramento, agua para abastecimento

publico, método de Sedgwick-Rafter.

ABSTRACT
The sanitary quality of water sources should be monitored for use in public supply. The
Decree No. 518/2004 of the Ministry of Health establishes the brazilian pattern for drinking
water which must be followed by water companies. Among the parameters to be evaluated is
the density of cyanobacteria. These organisms, as well as other phytoplankton groups, can
create problems for water treatment, such as odor, taste and clogging of filters of water
treatment plants. Furthermore, the occurrence of cyanobacterial blooms has increased concern
for potential toxin production. Therefore, methods of collection and analysis should be used
for reliable evaluation. In this work, monitoring was conducted on monthly basis during the
2009, in six water sources. Physico-chemical parameters and phytoplanktonic density were
analyzed. The results showed the occurrence of blooms of potentially toxic cyanobacteria in
three places. From these data, the study showed the importance of monitoring these organisms

in water sources used for public supply.

Keywords: phytoplankton, cyanobacteria, monitoring, public water supply, Sedgwick-Rafter

method.
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INTRODUCAO

Os mananciais de agua doce devem ser classificados a fim de assegurar seus usos
preponderantes, segundo a Resolugdo n°® 357 de 2005 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA, 2005), pois apresentam uma crescente e progressiva deterioracao da
qualidade das aguas. Dentre os usos multiplos (navegagdo, recreagdo, abastecimento,
irrigagao, etc.), a prioridade € a sua utilizagdo para abastecimento publico e dessedentacao de
animais, em situagcdes de escassez (BRASIL, 1997). A demanda de consumo de agua tem
aumentado significativamente e a disponibilidade hidrica em condi¢des de utilizagdo para

fornecimento a populag¢do nao tem crescido na mesma propor¢ao (CARNEIRO et al., 2005).

Os ambientes aquaticos possuem comunidades fitoplanctonicas com variedade, abundancia e
distribui¢do proprias que dependem de caracteristicas abidticas (temperatura, luz, oxigénio
dissolvido e concentragdo de nutrientes) e bidticas (predadores, parasitas, competi¢ao). Em
geral, quando ¢ extraida e analisada uma amostra do fitoplancton de um corpo hidrico,
principalmente mananciais com circulacdao relativamente fechada, como lagos e represas, ¢
comum a presen¢a de cianobactérias, cloroficeas e diatomaceas, embora as espécies presentes
possam variar de um ambiente a outro (DI BERNARDO, 1995). Além disso, cada ambiente
apresenta variagdes sazonais na composicdo do fitoplancton, que definem o ciclo anual
(FIGUEIREDO; GIANI, 2009). Também deve ser considerada a influéncia da agdo humana,
que acarreta mudancas significativas na comunidade fitoplanctonica (DI BERNARDO, 1995),

a hidrodinamica e a profundidade do corpo hidrico (REYNOLDS; IRISH; ELLIOTT, 2001).

Nos ambientes de dgua doce, ha coexisténcia de um grande nimero de espécies de algas

fitoplanctonicas. Geralmente, duas ou mais espécies tornam-se dominantes no ambiente,



133
enquanto conjuntamente pode ser encontrado um grande numero de espécies raras e
subdominantes. As mudangas constantes do ambiente e as relagdes entre espécies, nao
proporcionam um ambiente uniforme por periodos longos de tempo, proporcionando um
processo lento de exclusdo competitiva e gerando um equilibrio misto de populagdes
(WETZEL, 1993; FIGUEIREDO; GIANI, 2001, 2009). A composi¢ao final do fitoplancton é
a conseqiiéncia de um balanco entre perdas e ganhos dentro do grupo de espécies que tem

adaptacdes para sobreviver no ambiente (ANNEVILLE, et al. 2004).

Os fatores ambientais mais importantes que interferem e regulam o desenvolvimento desses
organismos, selecionando os mais adaptados a condi¢do particular do ambiente, sao
intensidade luminosa, temperatura, sedimentacdao e distribuigdo vertical dos organismos na
coluna d’agua, disponibilidade de nutrientes no meio aquatico, competicao e alelopatia com
demais produtores primarios, além da predacdo pelo zooplancton. Em reservatorios de
abastecimento profundos, também sdo importantes os processos de estratificacao e os regimes
de mistura da agua (WETZEL, 1993; ANNEVILLE, et al., 2004; FIGUEIREDO; GIANI,

2001, 2009).

A comunidade aquatica responde rapidamente as alteragdes das condi¢des do ambiente, seja
pela redugdo de espécies, seja pela ocorréncia de floragdes, isto ¢, aumento da biomassa de
uma ou mais espécies presentes no ambiente. Nas floragdes predominam espécies de
cianobactérias, principalmente, em mananciais localizados em areas urbanizadas ¢ nos meses
mais quentes do ano (ESTEVES, 1998; XAVIER, et al., 2005). Estes ambientes geralmente
encontram-se eutrofizados, isto €, com uma carga de nutrientes acima do que € caracteristico
do local, proveniente de despejos ndo tratados (industriais, domésticos e/ou agricolas). Além

disso, problemas sanitdrios também sdo observados com o aumento da densidade
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fitoplanctonica, como obstrugdo de filtros em Esta¢des de Tratamento de Agua (ETAs),
aumento dos custos com produtos quimicos para o tratamento da agua e sabor e odor
desagradaveis nas aguas de abastecimento (BRANCO, 1986; DI BERNARDO, 1995;
CARNEIRO et al., 2005). O problema mais grave, ¢ que pode ser observado em casos de
floragdes, ¢ a toxicidade de algumas espécies de cianobactérias, pois sdo organismos capazes

de liberar compostos potencialmente toxicos na agua, gerando dificuldades no tratamento.

Para operar um sistema de abastecimento publico de 4gua que atenda ao padrdo de
potabilidade brasileiro, ¢ necessario seguir a Portaria n® 518 (BRASIL, 2004a). Em relacao ao
fitoplancton, esta Portaria exige monitoramento mensal do nimero de células de
cianobactérias, na agua do manancial, at¢ 10.000 céls.mL™". Acima desse valor, o
monitoramento deve ser semanal. Nos casos em que a densidade de cianobactérias for maior
do que 20.000 céls.mL”, deve ser feito o controle semanal, na 4gua tratada, quanto as
cianotoxinas (BRASIL, 2004a). Além disso, esta situagdo pode desencadear alteragdes no
processo de tratamento nas ETAs, com a utilizacdo de etapas complementares, como a

adsor¢ao em carvao ativado.

Portanto, para assegurar a qualidade da agua tratada, ¢ fundamental que seja realizado um
monitoramento adequado da &4gua bruta. Nesse sentido, a analise de quantificagdo do
fitoplancton, principalmente do grupo das cianobactérias, deve ser realizada utilizando
métodos apropriados e que gerem resultados confidveis. Cabe ressaltar que a andlise

qualitativa também deve ser confidvel, pois dela depende a correta contagem dos organismos.

O objetivo deste trabalho ¢ enfatizar a importancia da analise do fitoplancton para garantir a

qualidade da &gua distribuida a populagdo. Para isso serdo apresentados dados do
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monitoramento de seis mananciais utilizados para abastecimento publico no Rio Grande do

Sul, destacando a existéncia de floragdes de cianobactérias potencialmente toxicas.

MATERIAIS E METODOS

Os seis locais de amostragem sao mananciais utilizados para captagdo de agua para consumo
humano pela Companhia Riograndense de Saneamento (CORSAN) (Tabela 4.1). Estes
mananciais compreendem rios, lagoas e reservatorios (barragens) de diferentes municipios do

interior do Rio Grande do Sul (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Localizacdo dos municipios gatichos aos quais pertencem os mananciais
amostrados. Fonte: Adaptado de Ministério dos Transportes.



Tabela 4.1. Caracterizacdo dos mananciais amostrados.
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. Tipo de Municipio de Ocorréncia de floracées de
Manancial . Sl ; <
manancial localizacio cianobactérias
B1 Barragem Santiago Sim
B2 Barragem Unistalda Nao
B3 Barragem Vacaria Nao
B4 Barragem Farroupilha Sim
C Canal proveniente Osério Sim
de lagoa
R Rio Canela Nao

As amostras, correspondendo a agua bruta que chega a ETA para ser tratada, foram coletadas

em frascos de polietileno branco leitoso com capacidade para 1L, mensalmente, durante o ano

de 2009, pelas ETAs de cada municipio. Nos laboratorios das ETAs foram realizadas as

analises de parametros fisico-quimicos segundo métodos descritos em procedimentos internos

da Companhia, elaborados pela Superintendéncia de Tratamento (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Parametros fisico-quimicos analisados e métodos analiticos utilizados.

Parametro Unidade Método de analise Procedimento Interno
Tempfaratura da °C Termometria FQ-S 001 Rev. 01 Out.
agua 2006
Cor mg.L'1 Pt Comparagao visual FQ-5 0052(I)((()3g. LG
FQ-S 003A Rev. 01 Out.
Turbid NTU Nefelométrico 2006
urbidez ometric FQ-S 003B Rev. 01 Out.
2006
Oxigénio 1 ) FQ-S 008 Rev. 01 Out.
dissolvido mgL" O e 2006
e FQ-S 002A Rev. 01 Out.
pH - Colorimétrico 2006

A analise do fitoplancton foi realizada no Laboratério Central de Aguas da CORSAN

utilizando o método de Sedgwick-Rafter (APHA; AWWA; WEF, 2005). No entanto, as

amostras foram analisadas sem preservacdo, de acordo com o método validado pelo
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Laboratorio (MULLER; RAYA-RODRIGUEZ; CYBIS, no prelo). A concentragio das
amostras, quando necessaria, foi realizada através de centrifugagdo de 100 mL por 20 minutos
a2.500 rpm. As camaras de contagem de Sedgwick-Rafter tem um volume fixo de amostra de
1 mL. Apds preparadas, as camaras foram observadas ao microscopio Optico comum para
identificacdo e quantificacdo dos organismos. Na andlise qualitativa, os organismos foram
identificados em nivel de género e classificados nos seguintes grupos, de acordo com a
engenharia sanitaria (PALMER, 1962): cianobactérias, algas verdes, diatomaceas e
fitoflagelados (todas as algas que se movimentam através de flagelo). Os critérios de

contagem seguiram CETESB (2005).

RESULTADOS

A Tabela 4.3 mostra uma caracterizagdo fisico-quimica dos mananciais estudados e sua
classificacdo segundo CONAMA (2005), sendo os mananciais B2, B3 e R enquadrados na
classe 1; B1, na classe 2; B4 e C, na classe 3. Na Tabela 4.4 sdo apresentados os dados do
monitoramento quali-quantitativo do fitoplancton, bem como a classificagao preliminar dos
ambientes aquaticos de acordo com a densidade fitoplanctonica (MARGALEF, 1983). A
condicao eutrofica foi predominante, ocorrendo em quatro mananciais (B1, B2, B3 ¢ C). O
manancial B4 apresentou-se hipereutréfico e o manancial R, oligotréfico. A classificacdo dos
mananciais como eutrofico, poderia ser melhor compreendida analisando dados de
concentracdo de fosforo, pois somente os mananciais Bl e C apresentaram floracdo de
cianobactérias. No entanto, essas analises ndo foram realizadas, pois ndo fazem parte da rotina

de monitoramento desses mananciais.



Tabela 4.3. Caracterizacdo fisico-quimica dos mananciais estudados.
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. Temperatura da dgua Cor Turbidez oD Classe de
Manancial o N pH N . o
C mg.L~ Pt NTU mg.L” O, qualidade
Média + DP 20+5 154 £33 50£18 6603 7315
B1 Min 13 100 27 6,3 5,0 2
Max 27 200 73 73 94
Média = DP 204 87+ 38 93+5 7,1+02 81+08
B2 Min 13 25 42 6,7 6,2 1
Max 28 160 20 7,5 9,0
Média £ DP 18+4 72+ 19 12+3 6,602 73+1,0
B3 Min 10 40 84 6,0 6,0 1
Max 23 100 19 6,9 9,6
Média + DP 184 66 £ 35 956 70+0,1 62%13
B4 Min 12 15 3,1 6,9 438 3
Max 24 110 22 7,1 9,0
Meédia + DP 22+4 76122 16+7 6,8+0,1 3,523
C Min 15 50 4,3 6,5 0,4 3
Max 26 110 28 6,9 8,6
Média + DP 17+4 49+23 8,76 6,7+0,1 8,4+0,8
R Min 11 30 2,8 6,7 6,2 1
Méx 23 90 24 6,9 8,4
OD = Oxigénio dissolvido * Classes de qualidade segundo CONAMA (2005). DP = Desvio padrao
Tabela 4.4. Caracterizacao fitoplanctonica dos mananciais estudados.
Manancial Fitoplancton Cianobactérias  Algas verdes Diatomiceas Fitoflagelados e
céls.mL’ céls.mL’ céls.mL’ céls.mL’ céls.mL’ SRR
Média + DP 7.239 + 14.536 8.380 + 15.577 1723 158 £ 81 921+127
Bl Min 36 * * 34 * Eutréfico
Max 38.816 38.564 75 246 328
Média £ DP 1.483 £ 1.715 291+1 754 £ 966 760 £ 897 56 £ 62
B2 M 12 2 11 9 * Eutréfico
Max 6.612 291 3.358 3.082 172
Média + DP 3.695 £ 4.826 234 +£339 606+ 1.602  3.088 £4.750 44 £ 62
B3 M 129 * * 17 3 Eutréfico
Max 14.894 625 5.158 14.873 229
Média + DP  600.670 + 758.785  599.296 + 759.588 249 £ 373 1.226 +2.663 103 £ 88
B4 M 85 28 1 v 5 Hipereutrofico
Max 2.052.425 2.052.425 1.332 8.360 266
Média + DP 6.966 +9.770 8.220 £ 10.207 95+152 28128 16 £ 35
C Min 14 * * * * Eutrofico
Max 26.043 26.020 461 81 102
Média + DP 633 £ 952 439 + 471 98 + 104 383 £513 2015
R Min 103 & 21 28 5 Oligotrofico
Max 3.086 1.039 365 1.656 45

DP = Desvio padrao  * Devido a baixa densidade, organismos nao foram contados na analise quantitativa.

# Classificagdo dos ambientes aquaticos segundo Margalef (1983).
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Os pontos Bl, C e B4 apresentaram floragdo de cianobactérias durante o ano de 2009. Os
eventos de floragio foram considerados a partir de contagens proximas a 10.000 céls.mL™. O
ponto Bl apresentou floragcdo de Planktothrix sp. nos meses de margo e abril. Nos meses de
janeiro, marco, junho e julho ocorreu floragdo de Microcystis sp. no ponto C. Ja no ponto B4,
houve floracdo de Cylindrospermopsis raciborskii de marco a agosto. Nos pontos B2, B3 ¢ R
nao foi verificada ocorréncia de floragdo de cianobactérias. Entretanto, no ponto B3,
observou-se um incremento de diatomaceas do género Asterionella nos meses de novembro e

dezembro.

A Figura 4.2 mostra as densidades de fitoplancton total e de cianobactérias. Nos locais onde
ocorreu floracdo de cianobactérias (Graficos A, D e E), a quantificacdo desses organismos foi
aproximadamente igual a contagem total de organismos. Ja nos outros locais, onde ndo foram
observadas essas floragdes, a contagem de cianobactérias foi inferior a contagem total do
fitoplancton. Nestes mananciais (Graficos B, C e F), o monitoramento revelou a ocorréncia de

algas verdes e diatomaceas.

Os géneros fitoplanctonicos encontrados em cada manancial, durante o periodo de
monitoramento, estdo apresentados na Tabela 4.5. Os géneros foram classificados em

cianobactérias, algas verdes, diatomdceas e fitoflagelados (PALMER, 1962).

DISCUSSAO

O monitoramento realizado nos pontos de amostragem faz parte das exigéncias da Portaria n°

518 (BRASIL, 2004a), ou seja, o pardmetro densidade celular de cianobactérias deve ser

analisado, mensalmente, no ponto de captagdo dos mananciais utilizados para abastecimento
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publico. Nesse sentido, a CORSAN analisa, também, a densidade fitoplanctonica total, cujos

dados foram aqui utilizados, pois outros organismos podem interferir no tratamento da agua.
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Figura 4.2. Densidades de fitoplancton total e cianobactérias durante o ano de 2009 nos 6
pontos de amostragem. A. Manancial B1. B. Manancial B2. C. Manancial B3. D. Manancial
B4. E. Manancial C. F. Manancial R.



Tabela 4.5. Géneros fitoplanctonicos identificados nos mananciais estudados.

Géneros

M ananciais
Bl B2 B3 B4 CR

érias

/4

Cianobact

Anabaena
Aphanizomenon
Aphanocapsa
Aphanotece
Chroococcus

Cylindrospermopsis

Geitlerinema
Merismopedia
Microcystis
Oscillatoria
Phormidium
Planktothrix
Pseudanabaena
Woronichinia

TS

>
>X

<

X

verdes

7
<

Ankistrodesmus
Chlorococcum
Closteriopsis
Closterium
Coelastrum
Cosmarium
Crucigenia
Desmidium
Desmodesmus
Dictyosphaerium
Elakatothrix
Errerella
Euastrum
Gloeocystis
Golenkinia
Golenkiniopsis
Kirchneriella
Lagerheimia
Micractinium
Micrasterias

S0 Monoraphidium

<

Mougeotia
Oocystis
Pediastrum
Scenedesmus
Schroederia
Selenastrum
Sphaerocystis
Spirogyra
Staurastrum
Staurodesmus
Teilingia
Tetraedron
Tetraplecton
Tetrastrum

é XXX §X XX

S

éX

>
> X

|
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Tabela 4.5. (Continuag¢ao) Géneros fitoplanctonicos identificados nos mananciais estudados.

Géneros

M ananciais
Bl B2 B3 B4 C R

Achnanthes
Amphora
Asterionella
Aulacoseira
@ Cyclotella
® Cymbella
v Diploneis
Eunotia
s Fragilaria
Gomphonema
& Gyrosigma
= Melosira
® Navicula
*™ Nitzschia
Pinnularia
Surirella
Synedra
Ulnaria
Urosolenia

>

XXX

;

1

XXX§§§X X§

i

Chlamydomonas
Chlorogonium
Chrysococcus

" Cryptomonas

o Dynobrion
Dysmorphococcus
Eudorina

— Euglena

@ Glenodinium

s, Gymnodinium

@3 Lepocinclis

== Mallomonas

h Pandorina
Peridinium

«m= Phacus

= Pteromonas
Strombomonas
Synura
Trachelomonas
Vacuolaria

L

;

X X
X

% &
XXXXX

:

Odor e sabor desagradaveis na d4gua podem ser provocados por cianobactérias, como também
por diatomaceas e fitoflagelados; além disso, podem provocar cor e obstruir os filtros das

ETAs (PALMER, 1962; BRANCO, 1986; DI BERNARDO, 1995). A analise de cianotoxinas
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foi realizada quando necessario, porém, ndo foram aqui apresentadas por ndo pertencerem ao

escopo desta discussao.

No monitoramento fitoplanctonico foi utilizado o método de contagem validado pelo
Laboratério Central de Aguas da CORSAN (MULLER; RAYA-RODRIGUEZ; CYBIS, no
prelo), demonstrando uma aplicagdo pratica e viavel da utilizagdo de amostras vivas na
contagem do fitoplancton. As normas de qualidade, como a ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a),
exigem que os métodos de ensaio utilizados pelo laboratorio sejam normalizados, isto €,
publicados em normas nacionais ou internacionais. Métodos normalizados utilizados fora do
seu escopo original ou com modificacdes também podem ser usados, desde que estejam
validados. Essas amostras utilizadas para contagem, segundo o método de Sedgwick-Rafter
(BRANCO, 1986; ASTM, 2004; APHA; AWWA; WEF, 2005; CETESB, 2005;
LEGRESLEY; MCDERMOTT, 2010) validado (MULLER; RAYA-RODRIGUEZ; CYBIS,

no prelo), possibilitaram rapidez na analise e na tomada de decisoes.

A concentragdo das amostras, quando necessaria, por centrifugagdo e o tempo reduzido para
sedimentagdo das camaras de contagem (tempo de sedimentagdo de 15 minutos) permitiram
que muitas amostras fossem analisadas no mesmo dia, inclusive com a obten¢ao do resultado
final. Assim, em casos de floragdes de cianobactérias ou qualquer problema observado no
processo de tratamento da 4gua, relacionado com organismos fitoplanctonicos, medidas de
controle ou prevengao puderam ser adotados rapidamente. Em casos de proximidade entre o
local afetado e o Laboratorio Central, muitas vezes a amostra foi coletada e o resultado final
da andlise obtido no mesmo dia. Além disso, as amostras vivas ndo geraram residuos
quimicos relacionados ao uso de substincias preservantes, eliminando impactos ambientais

relacionados ao descarte de rejeitos laboratoriais.
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A classificacdo dos mananciais, proposta por Margalef (1983), relacionando o estado trofico
com a densidade fitoplanctonica (Tabela 4.4) mostrou o impacto da eutrofizacdo sobre os
mananciais estudados. Somente um ambiente ficou na categoria oligotrofico. Os ambientes
eutrofizados causam outros efeitos indesejaveis, além da proliferagdo excessiva do
fitoplancton. Dentre eles podem ser destacados (DI BERNARDO, MINILLO E DANTAS,
2010) 1) a liberagdo de cianotoxinas; 2) problemas recreacionais e estéticos em funcao das
floragdes algais, proliferacdo de insetos, geragdo de odores; 3) mortandade de peixes e 4)

maiores dificuldades e elevagdo de custos para o tratamento da agua.

A classificagdo apresentada na Tabela 4.4 ndo pode ser considerada definitiva, pois avaliou
somente o ponto de captacdo de agua no manancial, ndo abrangendo outros pontos que
poderiam melhor caracterizar o ambiente. Uma classificagao que melhor reflete a realidade de
cada ambiente devera considerar diferentes pontos de amostragem, que cubram toda a
extensdo do manancial, a concentragdo de carbono bem como os teores de nutrientes. A
concentracdo de fosforo poderia auxiliar nessa classificagdo e na melhor compreensao da
ocorréncia de floracdes de cianobactérias nos mananciais. Incluir a analise desse nutriente
junto ao monitoramento fitoplanctonico pode ajudar a previsdo da ocorréncia das floracdes,

bem como servir de alerta para o enriquecimento das aguas e a eutrofizagao.

A classificacdo proposta pelo CONAMA 357 (2005) engloba esses fatores, embora nao
determine quais os pontos de amostragem devem ser coletados. Com a andlise de poucos
parametros dessa classificagdo, foi possivel avaliar a condicdo de qualidade dos seis
mananciais avaliados nesse trabalho (Tabela 4.3). Trés ambientes apresentam condi¢do de
qualidade compativel com Classe 1, sendo considerada uma boa classe de qualidade da agua,

mesmo tendo apresentado estado eutrofico (Tabela 4.4). O ponto C é um canal construido
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exclusivamente para a captagdo de dgua. Ele provém da Lagoa do Peixoto/Osério-RS, que ¢
uma lagoa costeira rasa, com histdrico de floragdes de cianobactérias anuais durante o verao,
razdo pela qual ele foi construido. Assim, as condi¢des fisico-quimicas muitas vezes
apresentam-se alteradas, como foi o caso das concentragdes de oxigénio dissolvido, pois o
canal possui pequena profundidade e, muitas vezes, apresenta desenvolvimento de macrofitas

em toda a sua extensao.

A partir da andlise qualitativa dos organismos, verificou-se que os ambientes apresentaram
alta diversidade fitoplanctonica, com mais de 40 géneros em cada um deles. Mesmo nos
mananciais com ocorréncia de floragdes de cianobactérias (B1, B4 e C), outros géneros
coexistiram com a cianobactéria dominante, no entanto, em menores densidades (Tabela 4.4).
A Figura 4.2 mostrou a presenca constante das cianobactérias durante todo ano, mesmo em
baixas densidades, nesses mananciais. Nos demais, alguns picos de fitoplancton foram
acompanhados de picos de cianobactérias, porém, outros grupos de organismos podem elevar
a densidade total. Isso pode ser observado nos mananciais B2 ¢ B3, quando a densidade
fitoplanctonica total foi elevada pelo aumento de algas verdes e diatomaceas,

respectivamente.

O grupo das algas verdes apresentou maior nimero de representantes, em todos os ambientes,
uma vez que corresponde a um grupo amplo e variado de algas, com maior diversidade de
espécies, formas e tamanhos (REVIERS, 2006). Destaca-se a ocorréncia de Desmidium e
Micrasterias, géneros raros e de ocorréncia em dguas ndo contaminadas (PALMER, 1962; DI
BERNARDO, 1995; DI BERNARDO, MINILLO E DANTAS, 2010), identificados no

manancial B2.
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Com relacdo as diatomaceas, o incremento de Asterionella, ocorrido no manancial B3, pode
gerar odor na agua e obstrucdo dos filtros das ETAs (PALMER, 1962; DI BERNARDO,
1995). Os fitoflagelados ocorreram em todos os mananciais, porém, sempre em baixa

densidade.

Com relagdo ao grupo das cianobactérias, verificou-se sua ocorréncia em todos os ambientes
estudados. As floracOes detectadas nos mananciais Bl, B4 e C foram dos géneros
Planktothrix, Cylindrospermopsis e Microcystis, respectivamente, todos apresentando
espécies produtoras de toxinas. Além destes, porém, sem ocorréncia de floragdes, foram
encontrados outros géneros potencialmente toxicos, como Anabaena, Aphanizomenon e
Oscillatoria. Em fungdo disso, destaca-se a importancia desse tipo de monitoramento, uma
vez que possibilita a deteccdo dos organismos potencialmente toxicos € permite uma rapida
tomada de decisdo, pela Companhia de Saneamento, quanto as alteragdes necessarias no
processo de tratamento da agua. Dentre essas alteragdes estdo o uso de carvao ativado, a
suspensao da pré-cloragdo e a utilizagcdo de polimero auxiliar de floculagcao (DI BERNARDO,
1995; DI BERNARDO, MINILLO E DANTAS, 2010). De acordo com a densidade celular
encontrada, torna-se necessario o aumento da freqiiéncia de monitoramento das
cianobactérias, como também ha necessidade de realizagdo da analise de cianotoxinas,
conforme mencionado anteriormente (BRASIL, 2004a). A identificacdo dos géneros presentes
permite determinar o tipo de toxina que pode ser produzido, levando a uma correta preparagao

da amostra para analise da cianotoxina correspondente.

Segundo Ceballos, Azevedo e Bendate (2006), as floragdes de cianobactérias ocorrem em
ambientes de dgua doce neutras a alcalinas (pH de 6 a 9), com temperatura da dgua de 15°C a

30°C e altas concentragdes de nutrientes. Os ambientes com ocorréncia de floragdo (B1, B4 ¢
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C) também recebem despejos organicos ndo tratados que podem elevar a concentragdo de
nutrientes e favorecer o crescimento desses organismos. Estes mananciais possuem historico
de acompanhamento pela CORSAN superior a 30 anos, sendo as floragdes de cianobactérias
recorrentes, nos meses mais quentes do ano. Porém, cabe ressaltar que no ponto B4, onde
ocorreu a floracdo de maior duracdo e com a mais alta densidade celular entre os mananciais
amostrados, a proliferacdo de Cylindrospermopsis raciborskii se manteve durante o inverno
com baixas temperaturas da agua (meédia anual de 18°C, variando de 12°C a 24°C, Tabela
4.3). A dominancia desses organismos na comunidade fitoplanctonica pode ser influenciada
por muitos fatores, mas ¢ dificil determinar quais sdo os mais importantes, pois hé sinergismo

entre os fatores envolvidos (FIGUEIREDO; GIANI, 2009).

Assim, quando a 4gua do manancial oferece riscos a saude publica, as estacdes de tratamento
de agua devem garantir as condigdes minimas para que a agua possa ser destinada ao
consumo humano. Com os avangos nas tecnologias de tratamento, agua bruta de qualquer
qualidade pode ser tratada e destinada ao abastecimento publico, embora os custos € riscos
envolvidos possam tornar os investimentos extremamente elevados e inviabilizar a
implantacao da ETA. Basicamente, ha trés requisitos que, simultaneamente, contribuem para
que um sistema de tratamento de agua seja considerado apropriado: qualidade da agua bruta,
tecnologia de tratamento e capacidade de sustentacio (DI BERNARDO, MINILLO E
DANTAS, 2010). Portanto, ha necessidade de preservar os mananciais superficiais, evitando a
degradacdo da qualidade das dguas. Quanto melhor a qualidade da dgua bruta, menores serdo
os custos envolvidos no tratamento, mais simples e mais econdmica serd a tecnologia de

tratamento empregada e menores serdo os riscos a satide publica associados a essa dgua.
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Atualmente, sdo poucos os mananciais utilizados para abastecimento que tem agua bruta com
boa qualidade. Por isso, ha importancia de monitorar a comunidade fitoplanctonica com vistas
as cianobactérias. Para garantir a eficacia desse monitoramento, ¢ necessaria a utilizacdo de
método de andlise adequado. A confiabilidade do resultado inicia na analise qualitativa e
estende-se a quantitativa. Nesse sentido, a capacitacdo e o treinamento dos profissionais que
realizam esse tipo de andlise, associado a um método de analise apropriado, garantem a
confiabilidade analitica dos resultados. A classificagdo correta dos organismos em seus
grupos € o primeiro passo para a quantificacdo. Se a classificacdo for equivocada, a

quantificacdo ndo refletird a realidade da 4gua monitorada.
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CAPITULO 5: CONSIDERACOES FINAIS
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Todos os ambientes aquaticos superficiais apresentam comunidade fitoplanctdnica propria,
variando em riqueza e composi¢do de espécies de acordo com as caracteristicas fisicas,
quimicas e hidrolégicas locais. De uma maneira geral, apresentam interesse sanitario grupos
de organismos e ndo as espécies presentes no corpo hidrico. Dentre os grupos, as
cianobactérias podem representar um perigo sério aos sistemas de abastecimento de agua, pela
possibilidade de liberar toxinas na dgua, extremamente prejudiciais ao ser humano (ver item
1.7.3.2 Caso de Caruaru). Desta forma, as estacdes de tratamento devem estar preparadas para
inativa-las e/ou remové-las (DI BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010). Os outros grupos
de organismos também causam efeitos adversos e, portanto, devem ser analisados (ver

Capitulo 1, item 1.7 Fitoplancton em ambiente de 4gua doce).

Como a densidade de cianobactérias ¢ um parametro para avaliagdo da potabilidade
(BRASIL, 2004a) e do enquadramento das aguas (CONAMA, 2005) e, também, ha
necessidade de averiguar os demais grupos fitoplanctonicos em virtude dos problemas que
podem gerar no tratamento da dgua (DI BERNARDO, 1995; CODD, 2000; FUNASA, 2003;
DI BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010), faz-se necessario o uso de métodos analiticos

adequados ao seu monitoramento.

Ainda que sejam métodos desenvolvidos hd muitos anos atras, para cumprir a exigéncia de
monitoramento fitoplanctonico da legislagdo, a melhor op¢ao para empresas de saneamento €
a utilizacdo de métodos de microscopia. Dentre eles, ha uma variedade de metodologias a
serem escolhidas (ver Capitulo 1, item 1.9.3.1 Métodos de microscopia). A andlise
microscopica nao fornece apenas a densidade celular dos organismos, também ¢ possivel
saber quais os géneros fitoplanctonicos presentes na amostra. Essa analise qualitativa torna-se

fundamental no caso das cianobactérias, pois de acordo com os géneros encontrados verifica-
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se a presenca ou auséncia de organismos potencialmente toxicos, identifica-se qual o tipo de
toxina pode ser produzido e prepara-se a amostra para a(s) analise(s) da(s) cianotoxina (s)

correspondente(s).

Uma maneira de demonstrar a competéncia do laboratdrio e avaliar o seu desempenho em
ensaios especificos é a participagdo em programas de comparagdes interlaboratoriais. Nesse
sentido, a participacdo no Programa Piloto de Ensaios de Proficiéncia em Cianobactérias da
Rede Metrologica do Rio Grande do Sul (ver Capitulo 2), pioneiro nessa area analitica,
demonstrou desempenho satisfatorio. Participaram deste programa diversos laboratorios
brasileiros, utilizando métodos normalizados, sendo possivel delinear um panorama nacional
em relagdo a identificacdo e a contagem desses organismos. Em relacao a andlise quantitativa,
o cenario ¢ favordvel, uma vez que 80% dos laboratérios participantes apresentaram
desempenho satisfatorio. No entanto, a andlise qualitativa mostrou-se deficiente, com muitas
divergéncias nos géneros identificados pelos participantes. Mais uma vez fica evidenciada a

necessidade de realizar uma boa andlise qualitativa.

O método utilizado neste Programa foi validado pelo Laboratério Central de Aguas da
Companhia Riograndense de Saneamento (CORSAN) para analise do fitoplancton como um
todo. A validagdo da metodologia empregada foi uma exigéncia imposta pela norma NBR
ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a), item 5.4. Este item aborda a Validagdo de Métodos, dentre
eles, métodos normalizados usados com modificagao devem estar validados para uso na rotina
do laboratorio. O método normalizado de referéncia foi o método de Sedgwick-Rafter,
segundo APHA, AWWA e WEF (2005) e critérios de contagem seguindo CETESB (2005). A

modificagdo realizada foi o uso de amostras vivas em substituicdo as amostras preservadas do
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método normalizado. Para verificar se 0 método assim utilizado estava adequado a finalidade

proposta, foi realizado um estudo de valida¢ao, conforme dados apresentados no Capitulo 3.

Os parametros de garantia da qualidade analitica estabelecidos neste estudo de validagdo sdo
inéditos para esse tipo de método de ensaio. A estabilidade das amostras vivas, de até¢ 72
horas apds a coleta, permite uma identificagdo mais adequada dos organismos. Muitas
caracteristicas morfologicas importantes para a diferenciacdo dos géneros, como mobilidade,
disposicao e formato do cloroplasto, s6 podem ser observadas com o0s organismos vivos
(CETESB, 2005). Desta forma, também se garante a qualidade analitica do ensaio qualitativo.
Além disso, o método mostrou-se exato quando comparado com o método normalizado,

evidenciando que as amostras vivas geram os mesmos resultados das amostras preservadas.

Os limites de deteccio e de quantificacio do método transmitem confiabilidade aos
resultados, pois somente os valores obtidos com rigor metrologico, de acordo com os
equipamentos e condigdes analiticas do laboratério, sdo entregues ao cliente. Valores abaixo
dos limites podem representar interferéncia ou erro de analise, nao correspondendo a
realidade da amostra analisada. A determinag¢do da incerteza de medi¢ao também ¢ um
parametro importante para interpretacao do resultado de uma amostra. Um valor pontual ndo
representa a realidade da amostra, pois nao ha um valor verdadeiro pré-determinado, isto &,
nao se sabe qual ¢ o resultado esperado da amostra que estd sendo analisada. Assim, existe
uma davida remanescente ao processo de medigao, em virtude das incertezas das calibragdes
dos materiais (vidrarias e pipetadores) e equipamentos (centrifugas e microscopios), que nao
sdo passiveis de correcdo. No entanto, como a maior contribuicdo para a incerteza de ensaios
biologicos vem dos analistas, foram utilizados nos cédlculo da incerteza da quantificagdo do

fitoplancton os estudos de repetitividade (REPE) e reprodutibilidade (REPRO) (ver Capitulo
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1, item 1.10 Garantia da qualidade e confiabilidade analitica de resultados; e Capitulo 3, item
Incerteza de Medicdo). Além disso, os dados de contagem sdo trabalhados na forma
logaritmica (logio), ndo sendo possivel utilizar, em um mesmo calculo, os dados de REPE ¢

REPRO e as incertezas dos certificados de calibragdo de materiais e equipamentos.

O método mostrou-se robusto, ou seja, diferentes microscdpios nao interferiram nos
resultados da andlise, nem a protecdo dos frascos de coleta contra luminosidade. As diferengas
dos microscopios referem-se ao modelo do equipamento e ao tipo de objetivas, mas ambos
eram do tipo comum com oculares de 10x. Um dos microscopios possuia objetivas comuns
(equipamento 1) e o outro, objetivas de longa distancia (equipamento 2). A participacao em
programas de comparacdo interlaboratorial ¢ mais um pardmetro que demonstra o
desempenho de um laboratério através de método analitico. O método validado mostrou-se
apropriado para a quantificacdo do grupo das cianobactérias, apos participacdo no Programa

Piloto da Rede Metrologica.

Ao método de Sedgwick-Rafter, ¢ apontada como desvantagem a inviabilidade de observacao
das amostras com aumentos superiores a 200x. Como a camara de contagem ¢ espessa, nao
permite a utilizacao de objetivas de 40x, 60x e 100x comumente equipadas nos microscopios
opticos. No entanto, essa dificuldade pode ser solucionada com a aquisicdo de objetivas de
longa distancia, que sdo objetivas mais curtas, permitindo a focalizacdo em aumentos de 40x e
60x. Assim, o aumento nao fica restrito a 200x (com utilizagao de oculares de 10x), podendo
alcancar até 600x. Associado a este método, a concentracdo das amostras por centrifugacao
permite obter resultados da andlise em curto periodo de tempo. Os resultados podem ser
obtidos no mesmo dia da coleta da amostra, e as a¢cdes que devam ser tomadas podem iniciar

imediatamente.
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Além dos parametros de qualidade analitica expostos até aqui, também sdo importantes as
condigdes ambientais de trabalho. A infra-estrutura do ambiente de trabalho deve ser
adequada, com mesa e cadeiras apropriadas para suportar os equipamentos € ergonomicas,
uma vez que a analise microscOpica muitas vezes requer que o analista gaste muitas horas
sentado, observando amostras ao microscopio. A utilizacdo de equipamentos adequados,
como provetas, pipetadores, centrifugas e, principalmente, microscopio, também interferem
no resultado da andlise. A calibracdo dos materiais e dos equipamentos garante precisao dos
volumes de amostra utilizados, bem como do numero de células dos organismos presentes na

amostra.

O Capitulo 4 mostra dados de monitoramento fitoplanctonico realizado em seis mananciais de
superficie utilizados para abastecimento publico utilizando o método validado. Os resultados
apresentados revelam as alteragdes da comunidade fitoplanctonica ao longo do ano e os
periodos com floracdo de cianobactérias, em que o tratamento da agua pode requerer
alteragcdes ou até mesmo etapas complementares, como suspensao de pré-cloragdo e utilizagao
de carvao ativado em pd. Os dados de cor e turbidez apresentados, com valores maximos de
200 mg.L" Pt e 73 NTU, respectivamente, ndo dificultam a visualizacio dos organismos.
Estes valores sao normalmente encontrados nas amostras de rotina e nao sdo considerados
interferentes nessa andlise. Esse monitoramento evidencia a necessidade de uma analise
qualitativa confiavel e precisa. Ou seja, para quantificar corretamente os grupos
fitoplanctdnicos, especialmente as cianobactérias que sdo pardmetro de legislacdo, deve ser

feita uma correta identificagdo dos organismos encontrados na amostra no seu respectivo

grupo.
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A correta identificagdo dos organismos ¢ obtida através da capacitacdo dos analistas, desde a
formagao inicial, na area das Ciéncias Bioldgicas, bem como com treinamentos direcionados
a ficologia posteriores com profissionais especialistas nos diferentes grupos de organismos.
Além disso, é necessario acesso as referéncias bibliograficas da area, como chaves de
identificacdo, manuais de identificagdo e materiais ilustrados, no local de trabalho para pronta

utilizacdo sempre que o analista sentir necessidade. Uma analise qualitativa adequada

pressupde uma andlise quantitativa precisa e confiavel.

Enfim, de acordo com o exposto anteriormente e devido as atividades antrépicas na bacia
hidrografica de um manancial, principalmente sistemas fechados, como lagos e reservatorios,
afetarem a qualidade da agua, torna-se imprescindivel o seu monitoramento. Os impactos
causados pelo ser humano nos mananciais dependem das atividades desenvolvidas na bacia
hidrografica, tais como desmatamento, mineragdo, rodovias, ferrovias, barramentos de
tributarios ¢ do curso de agua principal, disposi¢ao inadequada de &aguas residudrias
domésticas e industriais (tratadas ou ndo), disposicdo impropria de residuos solidos,
crescimento urbano, agricultura, irrigacdo, recreagdo e turismo, navega¢do, polui¢dao
atmosférica, etc. Assim, a andlise da comunidade fitoplanctonica visa a identificacdo e
quantificacdo dos organismos presentes na dgua. Quando feitas regularmente, estas analises
constituem elemento auxiliar na interpretacdo de outras analises, principalmente no que se
refere a poluicdo das dguas, e possibilitam a ado¢do de medidas de controle para prevenir o
desenvolvimento de organismos indesejaveis do ponto de vista do tratamento de 4dgua (DI

BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010).
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