ABRHidro

Associacao Brasileira de Recursos Hidricos

Simpésio Brasileiro de
Recursos Hidricos
23 a 28 de novembro de 2025 - Vitoria - ES

XXVI SIMPOSIO BRASILEIRO DE RECURSOS HIDRICOS

VERIFICACAO DO METODO DE ANALISE QUANTITATIVA DE
CIANOBACTERIAS EM AMOSTRAS NAO CONCENTRADAS

Leopoldo Capanema de Almeitjd_eide Gongalves Cota Leonardo Pereira Dias Duarté&

Barbara Caroline Ferreira Mota Alves

Abstract: This study evaluates the effectiveness of countiygnobacteria in non-concentrated
samples to meet the requirements of Ordinance 8%088he Brazilian Ministry of Health, which
addresses the drinking water standards for humarsucoption. Samples with densities of
approximately 100, 1,000, 5,000, 10,000, and 20,08Is/mL were prepared from Laboratory
Reference Material (LRM). The precision was evadatising the Relative Standard Deviation
(RSD), while the accuracy was determined throughlyé® recovery. The results showed that,
although the precision and accuracy in the denamge of 100 cells/mL were unsatisfactory, for
higher concentrations these parameters showedesmaaliations, with a maximum RSD of 20.06%
and a minimum recovery of 83.17%. The linearitythe data, with a determination coefficient (R?)
of 0.9999, confirms the method's ability to obtagsults directly proportional to the concentratidn
cyanobacteria. It is concluded that it is not fiyinecessary to concentrate the samples before the
guantitative analysis of cyanobacteria, facilitgtthe monitoring and management of water quality.

Resumo:Este estudo avalia a eficacia da contagem de cabéitias em amostras ndo concentradas
para cumprir os requisitos da Portaria GM/MS n°, @34 de maio de 2021, que trata sobre o padréao
de potabilidade da agua para consumo humano. Fpraparadas amostras com densidades de
aproximadamente 100, 1.000, 5.000, 10.000 e 2G:8Mas/mL a partir de Material de Referéncia
de Laboratério (MRL)A preciséo foi avaliada usando o Desvio PadraotReléDPR) enquanto a
exatidao foi determinada através da recuperacamadiito.Os resultados mostraram que, embora a
precisdo e a exatiddo na faixa de densidade decéldas/mL tenham sido insatisfatorias, em
concentracbes mais elevadas esses parametrosraprasevariacbes menores, com DPR maximo
de 20,06% e recuperagdo minima de 83,17%. A lidadei dos dados, com um coeficiente de
determinacao (R?) de 0.9999, confirma a capacidimdenétodo em obter resultados diretamente
proporcionais a concentragdo de cianobactériascl@iese que ndo € estritamente necessario
concentrar as amostras antes da analise quardtitiicianobactérias, facilitando o monitoramento e
a gestdo da qualidade da agua.
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INTRODUCAO

No Brasil, a portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio2fR21, que trata sobre o padrdo de
potabilidade da dgua para consumo humano, exigagjwempanhias de saneamento que operam
sistemas de distribuicdo de agua monitorem sisteamaénte a densidade de cianobactérias em
mananciais de abastecimento para apoiar medidaaciq®ais no tratamento de agua (Almeida e
Cota, 2024).

A legislacdo estabelece faixas de concentracaoiat®liactérias como gatilho para tais
medidas: caso a densidade seja inferior a 10 rhilasgpor mililitro, 0 monitoramento devera ser
realizado mensalmente. Se a concentracdo atingiil@lulas/mL, a frequéncia devera ser semanal.
Finalmente, se a densidade for igual ou supe0rrail células/mL, além do monitoramento semanal
da densidade de células, deve ser realizado tanobémnitoramento de cianotoxinas (BRASIL,
2021).

No Brasil, j& foram registrados casos fatais dexich¢do por cianotoxinas, como 0s ocorridos
na regiao de Itaparica (BA), em 1988 (Teixeiral e1293), e em Caruaru (PE), em 1996 (Jochimsen
et al. 1998). Esses episodios evidenciam os rigceaude publica associados as floracdes de
cianobactérias e reforcam a importancia de quesessaréncias sejam identificadas e reportadas
rapidamente, permitindo a ado¢édo de medidas prigasrg corretivas no tratamento da agua. Nesse
contexto, Gradissimo et al. (2020) pontua que @s®rio 0 monitoramento adequado da agua
utilizada n&o s6 para consumo humano, mas tambénrg@ereacdo, uma vez que a ineficiéncia do
monitoramento e do tratamento da agua sédo impegagravantes em casos de contaminacao por
cianotoxinas.

Dentre os métodos normalizados utilizados paraaisanquantitativa de cianobactérias estéo,
por exemplo, a norma técnica L5.303 da CETESB (Guhia Ambiental do estado de S&o Paulo) e
0 método SM10200 da APHA (American Public Healtts@sation). Ambos estabelecem que as
amostras podem ser concentradas antes da andtiberae ndo estipulem gue esse passo seja
obrigatorio.

Além disso, técnicas de concentracdo de amostoaso diltracdo e centrifugacdo, podem
apresentar desvantagens, incluindo selecdo de ismyas) perda, alteracdo de caracteristicas e
rompimento de células. Por outro lado, a sedimé@ontagmbora seja um método nado seletivo e ndo
destrutivo, € demorada e pode néo ser adequadeofiaes de monitoramento que exigem resultados
rapidos (APHA, 2022; CETESB, 2012; Chorus e WelR8g1; Sant'’Anna et al. 2006).

Considerando que o propésito da Portaria GM/MS 88 & atendido com a deteccédo de
floracbes com densidades iguais ou superiores ail@élulas/mL, o presente estudo propde
investigar se a contagem de amostras ndo concastéadapaz de garantir a potabilidade da agua
fornecida a populacéo.

METODOLOGIA
Preparacédo das amostras

Devido a inexisténcia de Materiais de Referénci®) M Materiais de Referéncia Certificados
(MRC) para cianobactérias, as amostras utilizadastudo foram preparadas a partir de Material de
Referéncia de Laboratério (MRL) produzido internatee
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Foram coletados seis litros de amostra ambientalreenlagoa com flora¢éo de cianobactérias.
Esse material foi concentrado por sedimentacaonbic@do para formar uma amostra Gnica.

A partir do MRL foram preparadas amostras com dianlgs de aproximadamente 100, 1.000,
5.000, 10.000 e 20.000 células/mL. Para cada fééxdensidade foram produzidos seis frascos de
amostra independentes.

Tanto o MRL quanto as amostras foram preservadossotucdo de lugol.

Caracterizacao do Material de Referéncia de Laborairio

Na analise qualitativa do MRL, foram observadosseguintestaxa Anagnostidinema,
Raphidiopsis, Cuspidothrix, Aphanocapsa, PlankigthrArthrospira, Microcystis, Romeria,
Merismopediae uma espécie nao identificada pertencente a oktetocales.

O material foi caracterizado quantitativamente pelatagem de 10 faixas em 33 camaras de
Sedgewick-Rafter. A média das densidades encomstraeieviu como referéncia para calcular o
volume necessario para produzir as diferentes diethss de cianobactérias nas demais amostras
utilizadas no estudo.

Quantificacdo de cianobactérias

Cada amostra foi quantificada utilizando o mét&d#10200 para camaras de Sedgewick-
Rafter, com a contagem de 10 faixas por camara.fRaititar a contagem, foi empregado o método
proposto por Jardirat al.(2002), onde a média de células de 30 organisnutiizada como fator
de multiplicacdo para o nimero de organismos eraos.

Parametros de avaliacao

Para avaliar se a contagem de amostras de ciagdbactem concentracdo € adequada ao
propdsito da portaria de potabilidade foram usg@dwémetros descritos pelo DOQ-CGCRE-008 do
INMETRO (2020) e pelo Guia Para Validacdo de Mésoeld 6picos Relacionados da EURACHEM
(2014).

Foram avaliadas a linearidade (capacidade do méémdoobter resultados diretamente
proporcionais a sua concentracao), exatidao (aapar meio da recuperacao) e precisao (por meio
do desvio padréao relativo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quantificacéo de cianobactérias

A contagem das amostras com diferentes concentragdelou as densidades de cianobactérias
mostradas na Tabela 1.

Houve grande variagdo nas densidades observadasasmnéplicas, especialmente na faixa de
100 células por mililitro, onde a média registrdda de 189,80 células/mL. Para as demais
concentragOes as diferencas foram menos acentuadas.
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Tabela 1 — Densidade de cianobactérias em célllas@sréplicas contadas em diferentes faixas de

concentracao

Densidade Amostra [JAmostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6| Média

100 cél/mL 0,00 526,53 526,53 0,00 0,00 85,71 89,8

1.000 cél/mL| 1.559,18 1.216,33 693,88 861,22 1610, 1.065,31, 1.087,76

=

5.000 cél/mL| 7.208,16 5.428,57 5.772,45 4.416,3350Z,04 | 4.665,31] 5.832,1

10.000 cél/ml 10.722,45 14.310,20 10.783,67| 9.861,22| 12.644,9013.036,73| 11.893,20

20.000 cel/ml 25.000,00 24.564,94 21.281,63 26.355,10 24.497,96/ 22.085,71 23.961,22

Exatidao

A exatidao, parametro que mede a proximidade endor verdadeiro e o valor medido de
uma amostra, foi avaliada através de ensaio dpeeacfo do analito nas amostras com diferentes
concentracdes. A recuperacao foi calculada atdaésiuacao (1):

Valor observado x100% (1)

Valor esperado

Os resultados obtidos estdo representados na Tabela

Tabela 2 — Recuperagéo do analito nas amostraadasném diferentes faixas de densidade

Densidade Recuperacédo do Analito (%)
(Celulas/ mL) Amostra 1] Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Média
100 0,00 402,58 402,58 0,00 0,00 65,503 14511
1.000 119,21 93,00 53,05 65,85 86,44 81,45 83,17
5.000 110,22 83,01 88,27 67,53 114,72 71,34 89,18
10.000 75,40 96,68 99,68 90,93 96,68 99,68 90,03
20.000 95,57 93,84 81,36 100,75 93,66 84,43 91,60

Observa-se uma variacao significativa na recuperagéncipalmente na faixa de 100 células/
mL, onde a recuperacdo media foi 145,11%, com &slextremos de 0,00% e 402,58%. Para
4
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densidades mais altas, como 1.000, 5.000, 10.20080 células/mL os valores de recuperacao sao
mais consistentes, variando de 83,17 a 91,60%yiadgeque a metodologia é mais adequada em
concentracOes mais elevadas.

Precisdo

A precisao, definida como a proximidade entre derea obtidos em medicdes repetidas de
uma mesma amostra, foi avaliada pelo Desvio Paddlativo (DPR). O DPR é calculado pela
equacao (2):

Desvio padrao

DPR =

x100% (2)

Concentragio média

Os resultados de DPR para diferentes concentragi@&s representados na Tabela 3.

Tabela 3 — Desvio Padrao Relativo para réplicagidleentes concentragées.

Densidade (células / ml)  Desvio Padrao Relativo (%)
100 126,47
1.000 17,49
5.000 20,06
10.000 13,05
20.000 7,08

Para a concentracdo de 100 células/mL o DPR f&Réet7%, indicando uma baixa precisao.
J& para concentracdes mais altas os valores desBdBgnificativamente menores, indo de 7,08%
a 20,06%, indicando que a precisédo das medi¢codsnetom o aumento da concentracao.

Linearidade

A linearidade (capacidade do método em obter @bodt diretamente proporcionais a sua
concentracéao) foi calculada a partir dos valoremédia da densidade de cada faixa de concentracéo
usando a equacéao de regresséo linear (3).

y=a+ bx (3)
Onde:
y = numero de células contadas;

X = concentracdo em células/mL;
a = interse¢do com o eixo y, quando x = 0;
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b = inclinacdo da curva analitica.

Os resultados obtidos indicam uma forte correlagéice os valores, com um coeficiente de
determinacao (R?2) de 0,9999.

Figura 1 — Grafico de linearidade
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraapgsar da precisdo e exatidao na faixa de
100 células/mL terem sido baixas, com uma grandagéo nas replicas, para concentragcdes mais
elevadas, como 1.000, 5.000, 10.000 e 20.000 sémillaesses parametros apresentaram variagdes
menores, com DPR maximo de 20,06% e recuperacadmende 83,17%.

A linearidade dos dados, com um coeficiente derchet@acéo (R?) de 0.9999, confirma a
capacidade do meétodo em obter resultados direteampnbporcionais a concentracdo de
cianobactérias.

Considerando-se os riscos potenciais de perdasteud@o do analito relacionados aos
diferentes métodos de concentracdo de amostraa puearia GM/MS n° 888 tem foco na presenca
de densidades acima de 10 mil células/mL, enteadgue ndo € estritamente necessaria a
concentracdo das amostras antes da analise gtieatita cianobactérias.
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De acordo com Mduller (2011), técnicas para idemtifdo, quantificacdo e controle de
cianobactérias em aguas de abastecimento exigémezap fim de assegurar um ritmo indispensavel
qgue permita suprir a demanda de andlises e exagimpostas pela legislacao.

Dessa forma, a andlise direta das amostras, s@a @aconcentracdo, mostra-se vantajosa
por ser mais rapida, reduzir o risco de selecamamzar perdas do analito, contribuindo para maior
eficiéncia e confiabilidade nos resultados.
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