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RESUMO

A Portaria 518, do Ministério da Satide, em seu artigo 18, § 5° faz as seguintes exigéncias “sempre que o
numero de cianobactérias na agua do manancial, no ponto de captagdo, exceder 20.000 células/ml (2mm3/L de
biovolume), durante o monitoramento que trata o § 1° do artigo 19, serd exigida a analise semanal de
cianotoxinas na agua na saida do tratamento ¢ nas entradas (hidrometros) das clinicas de hemodialise e
inddstrias de injetaveis, sendo que esta analise pode ser dispensada quando ndo houver comprovacdo de
toxicidade na agua bruta por meio da realizagdo semanal de bioensaios em camundongos.” A Portaria 518
preconiza como valor maximo permitido para microcistina, 1,0 pg/L e recomenda a andlise de
cilindrospermopsina ¢ saxitoxinas (STX), sendo seus limites, respectivamente, 15 pg/L e 3 pg/L de
equivalentes de saxitoxina.

A companhia de saneamento teve que investir em pesquisas de metodologias e treinamento dos profissionais,
para implantagdo em rotina das andlises, o que foi possivel a partir de 2006, com as analises de microcistina e
saxitoxina, pela técnica de ensaio do imunoadsorvente ligado a enzima - ELISA, e em 2008 iniciando as
analises de cilindrospermopsina em carater experimental, pela mesma técnica, em rotina a partir de abril/08.

O acompanhamento da agua tratada das estagdes que se enquadraram nessa exigéncia € aqui reportado, para o
periodo de outubro/2006 a setembro/2008, como uma contribuicdo para o conhecimento do assunto, que
preocupa todas as empresas de saneamento, em vista da crescente ocorréncia de floragdes nos reservatorios.

PALAVRAS-CHAVE: Cianotoxina, Microcistina, Saxitoxina, Cilindrospermopsina, ELISA,

INTRODUCAO

O Estado de Pernambuco esté situado na regido Nordeste do Brasil, com seus municipios agrupados em 12
regides de desenvolvimento. O abastecimento de agua de 171 municipios e mais 111 localidades ¢ realizado
pela companhia estadual, COMPESA, com um total de 282 localidades atendidas.

Para tal, a empresa capta dgua em rios, reservatorios e pocos, realizando o tratamento da agua e sua
distribuicgo, contando no periodo desse estudo, com 199 estacdes de tratamento de 4gua, em todo o Estado.
As intoxicagdes de populagdes humanas pelo consumo oral de dgua contaminada por cepas toxicas de
cianobactérias ja foram descritas em paises como Australia, Inglaterra, China e Africa do Sul (Falconer,
1994). No Brasil, especificamente na cidade de Caruaru-PE, foi confirmado o primeiro caso de mortes
humanas causadas por cianotoxinas, que ocorreu quando 130 pacientes submetidos a didlise, em uma clinica
de hemodialise apresentaram quadro clinico compativel com uma grave hepatotoxicose, desses vindo a falecer
60 pacientes. As analises confirmaram a presen¢a de microcistina e cilindrospermopsina no carvao ativado do
sistema de purificagdo da clinica. A contagem de cianobactérias do reservatdrio que abastecia a cidade
apontou predominancia de géneros de cianobactérias relacionados a producdo de cianotoxinas (FUNASA,
2003).

Diante de tais fatos, houve uma campanha de conscientizagdo a nivel nacional sobre a importancia da
contagem de cianobactérias, e analises das cianotoxinas associadas, para um maior controle da qualidade da
agua nos mananciais e adequacdo nos tratamentos de agua, que sdo afetados pela presenga das floragdes,
incorrendo em maior custeio as companhias de saneamento, porém, necessarios, em vista de muitas vezes ndo
se ter opgdo de explora¢do de mananciais alternativos, como ocorre em regides do Agreste e Sertdo do Estado.
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Em 1999, no 20° Congresso da ABES, na cidade do Rio de Janeiro, uma mog¢ao foi aprovada para
encaminhamento ao Ministério da Saude, com vistas a inclusido do controle de cianobactérias e cianotoxinas,
na Portaria de Potabilidade de Agua, em revisdo, o que foi acatado, vindo a constar a obrigatoriedade do
acompanhamento.

A Portaria 518, do Ministério da Saude, de 25 de mar¢o/2004, em seu artigo 18, § 5° faz as seguintes
exigéncias: “sempre que o numero de cianobactérias na d4gua do manancial, no ponto de captagdo, exceder
20.000 células/ml (2mm3/L de biovolume), durante o monitoramento que trata o § 1° do artigo 19, sera
exigida a analise semanal de cianotoxinas na agua na saida do tratamento e nas entradas (hidrometros) das
clinicas de hemodidlise e industrias de injetaveis, sendo que esta analise pode ser dispensada quando nao
houver comprovacdo de toxicidade na agua bruta por meio da realizacdo semanal de bioensaios em
camundongos.” A Portaria 518 preconiza como valor maximo permitido para microcistina, 1,0 ug/L; e
recomenda a analise de cilindrospermopsina ¢ saxitoxinas (STX), sendo seus limites, respectivamente, 15
pg/L e 3 pg/L de equivalentes de saxitoxina.

Para atendimento & Portaria, a COMPESA teve que investir em pesquisas de metodologias, aquisi¢do de
equipamentos e treinamento dos profissionais, para implantacdo em rotina das analises conforme exigéncias, o
que foi possivel a partir de 2006, inicialmente com as analises de microcistina e saxitoxina, pela técnica de
ensaio do imunoadsorvente ligado a enzima - ELISA, e em 2008 iniciando as analises de cilindrospermopsina
em carater experimental, pela mesma técnica, e em rotina a partir de abril/08.

Dentre as 199 estagdes de tratamento de agua — ETAs, foram analisadas amostras de 4gua tratada coletadas em
70 estagdes, cujos mananciais se enquadraram nas exigéncias da Portaria 518, com quantidade de analises
variando de acordo com as ocorréncias de floragdes e quantidade de cianobactérias.

O acompanhamento da agua tratada das estagdes que se enquadraram nessa exigéncia é aqui reportado, para
um periodo de dois anos, de outubro/2006 a setembro/2008, para avaliagdo de uma forma sistematica a
qualidade de agua relativamente a cianotoxinas, com observacgdes conforme a sazonalidade verdo e inverno.

MATERIAIS E METODOS

7

Um programa de monitoramento hidrobioldgico ¢ desenvolvido na companhia, para avaliacdo de
cianobactérias em todos os reservatorios utilizados para abastecimento publico em operagdo, conforme
recomendagdes da Portaria 518. Quando constatado ocorréncia de cianobatérias acima de 20.000 cél/mL, o
programa prevé a inclusdo do acompanhamento semanal de cianotoxinas na dgua tratada da estacao.

Tabela 1: Estacoes de Tratamento de Agua com acompanhamento no periodo

Arcoverde Caruaru (Salgado) Lagoa do Carro Sao José do Egito
Afogados da Ingazeira Cedro Lagoa dos Gatos Sao Vicente Férrer
Belo Jardim Cha Grande Limoeiro Serra dos Ventos
Bezerros Cimbres Macaparana Serra Talhada
Bodoco Custodia Monte Orebe Sertania

Bonito Feira Nova Moreilandia Surubim

Botafogo Garanhuns Nascente Tapacura

Brejao Gravata Ouricuri Terezinha
Brejinho Ibitiranga Parque Capibaribe Timbatiba

Brejo da Madre de Deus Iguaraci Pedra Toritama

Buique Ingazeira Pocdo Triunfo

Cabrobo Insurreigdo Quixaba Tuparetama
Cachoeirinha Itapetim Sanharo Varzea do Una
Canhotinho Itaquitinga Santa Cruz do Capibaribe Venturosa
Capoeiras Jangadinha Santa Terezinha Vitdria de Santo Antdo
Carnaiba Jodo Alfredo Santo Amaro de Serinhaém Xucurus

Caruaru (Alto do Moura) Jurema Sao Jodo

Caruaru (Petropolis) Lagoa do Barro Sdo Joaquim do Monte

METODOLOGIA

Coleta e Preparacio de Amostras para Analise
As amostras foram coletadas pelas equipes dos laboratdrios regionais, seguindo programagdo enviada pelo
Laboratorio Central, em recipientes fornecidos pelo Laboratorio Central da COMPESA, adequadamente
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lavados para garantir a confiabilidade dos resultados. As amostras foram conservadas em refrigeragdo desde a
coleta e encaminhadas para analise no maximo dentro de 2 dias.

No laboratorio, as amostras sdo conservadas refrigeradas, quando da analise imediata, e/ou sdo congeladas
para analises de microcistina e preservadas a pH menor que 2 e refrigeradas, para analises de saxitoxinas,
quando de posterior analise.

No dia da andlise, apds elevacdo a temperatura ambiente, as amostras tem o pH corrigido e uma aliquota ¢
sonificada, por 3 vezes, durante 1 minuto, com descanso de 1 minuto entre sonificagdes, para completa
desestruturacdo celular, em caso de se ter células presentes, garantindo assim a disponibilizagdo da
cianotoxina total presente na agua.

Técnica Analitica

A metodologia adotada foi a do ensaio imunoadsorvente ligado a enzima — ELISA — utilizando-se Kits
existentes no mercado, desenvolvidos especificamente para analises de amostras de agua. Para isso, foram
testados diversos kits, com escolha final de Kit da Beacon para as analises de microcistina e Kits da Abraxis,
para as analises de saxitoxinas e cilindrospermopsina, que atendem aos limites necessarios as andlises, para
obtencdo de resultados confiaveis, conforme niveis exigidos e recomendados pela Portaria 518.

As amostras, ap0s preparagdo, sdo analisadas conforme procedimentos de analises fornecidos com os kits que
foram testados e aprovados. A leitura é feita em leitora de placas ELISA, com software apropriado para
imunoensaio com calculos de quantidade de erros.

Principios do Teste ELISA

A metodologia utilizada é ensaio do imunoadsorvente ligado a enzima — ELISA. Os testes utilizados so
competicdes diretas no método ELISA, que permitem a detecgdo da Microcistina, Saxitoxina e
Cilindrospermopsina. A técnica ¢ baseada na identificagdo da cianotoxina por anticorpos especificos. A
cianotoxina, quando presente na amostra € um analogo HRP-cianotoxina competem para a ligacdo nos sitios
dos anticorpos anti-cianotoxina de coelho na solucdo. Os anticorpos de Microcistina, Saxitoxina ou
Cilindrospermopsina sao entdo ligados por um segundo anticorpo (ovelha anti-coelho) imobilizado na placa.
Apos o passo de lavagem e adig¢@o da solugdo de substrato, um sinal de cor € gerado. A intensidade da cor azul
¢ inversamente proporcional a concentracdo da cianotoxina presente na amostra. A reagdo de cor ¢ parada
apos o tempo especificado, tornando-se amarela, ¢ assim, ¢ lida.

Condigoes analiticas dos Kits

Microcistina — todo o material para o teste ¢ fornecido com o Kit, 1 placa contendo 12 tiras com 8 pogos
revestidos com anticorpos, reagentes necessarios para realizacdo dos testes, além de 1 frasco de controle
negativo (0 ppb de Microcistina-LR), 1 frasco de cada padrao de Microcistina-LR de 0,1 ppb, 0,3 ppb, 0,8
ppb e 2,0 ppb.

Saxitoxinas - todo o material para o teste ¢ fornecido com o Kit, 1 placa contendo 12 tiras com 8 pogos
revestidos com um segundo anticorpo (ovelha anti coelho), reagentes necessarios para realizagdo dos testes,
além de 6 frascos com os padrdes com as seguintes concentragdes, 0,00 ppb, 0,02 ppb, 0,05 ppb, 0,1 ppb, 0,2
ppb, e 0,4 ppb.

Cilindrospermopsina - todo o material para o teste ¢ fornecido com o Kit, 1 placa contendo 12 tiras com 8
pogos revestidos com um segundo anticorpo (ovelha anti coelho), reagentes necessarios para realizacdo dos
testes, além de 7 frascos com os padrdes com as seguintes concentracdes, 0,00 ppb, 0,05 ppb, 0,1 ppb, 0,25
ppb, 0,5 ppb, 1,00 ppb e 2,00 ppb, além de 1 frasco com controle, padrao 0,75 ppb.

Leitura em Equipamento

A cor amarela ¢ avaliada utilizando um espectrofotometro de filtro com um unico comprimento de onda de
450 nm para placas de 96 pogos (espectrofotometro Packard SpectraCoount — leitora ELISA). A programagao
da corrida dos padrdes e leituras das amostras foi realizada com software [-Smart, desenvolvido para os
ensaios pela técnica ELISA. As concentragdes das amostras sdo determinadas por interpolagdo utilizando a
curva padréo construida com cada corrida.
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Figuras 1 a 4 — Curvas de calibraciio e dados das leituras de padrdes e amostras com software I-Smart,
para microcistina, e curvas de calibra¢iio para saxitocina e cilindrospermopsina, respectivamente
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RESULTADOS

Foram coletadas amostras em 70 ETAs do Estado, e para esse estudo foram consideradas 1250 amostras de
agua coletadas, distribuidas pelas 12 regides de desenvolvimento, a excegdo do Sertdo de Itaparica, com
nenhuma amostra, conforme pode ser visto no mapa abaixo, Figura 5.

Figura 5 — Distribuicio das amostras coletadas e analisadas por Regides de Desenvolvimento
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Na figura 6, pode-se observar percentualmente a predominéncia das amostras nas trés regides do Agreste, com
total no Agreste maior que 50% das amostras, seguida pelas regides do Sertdo, com Sertdo do Moxoté e Pajet
apresentando maior quantitativo de amostras. Nessas regides ¢ onde se tem a maior ocorréncia de flora¢des de
cianobactérias, coincidente com regides onde se tem maior escassez de agua.

Figura 6 — Percentual de amostras por regiio de desenvolvimento
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Para analise nesse estudo, as amostras foram contabilizadas como total, e por distribuigdo sazonal, verdo
(outubro a margo) e inverno (abril a setembro), em vista da regido Nordeste ter apenas essas duas estacdes
mais marcadas.

Figura 7 — Grafico comparativo entre total de amostras coletadas, total de amostras no inverno e total
de amostras no verao, distribuidas segundo a regiiio de desenvolvimento

350 - @ TOTAL DE AMOSTRAS @ TOTAL AMOSTRAS INVERNO O TOTAL DE AMOSTRAS VERAO
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Figuras 8 e 9 — Percentuais de amostras coletadas no verao e no inverno, por regiao
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Na figuras 7, 8 e 9, acima, podemos observar que para as regides com maior quantitativo de amostras, ha uma
constancia na amostragem para verdo e inverno, ou seja, os mananciais permaneceram com floragcdes de
cianobactérias, ao longo do ano, fazendo-se necessario o acompanhamento das cianotoxinas na agua tratada
semanalmente, para diversas estagdes de tratamento localizadas naquelas regides, no periodo de
acompanhamento.

Nessas amostras foram realizadas:
e Anidlise de microcistina em 1192 amostras, com presen¢a de microcistina em 97 amostras, sendo
apenas 1 acima do limite permitido;
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e Analise de saxitoxinas em 1196 amostras, com presen¢a de saxitoxinas em 118 amostras, sendo 60
acima do limite recomendado;

e Analise de cilindrospermopsina em 329 amostras, com presenca em 4 amostras, com nenhuma delas
apresentando resultado acima do limite recomendado.

Figura 10 a 15 — Percentuais de Positividade Global de Microcistina e Saxitoxinas, Positividades para
Microcistina e Saxitoxinas no Verdo e Inverno
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POSITIVAS POSITIVAS
POSITIVAS
MICROCISTINA SAXITOXINA
SAXITOXINA
ATE Lug/L ATE3.0 gl ACIMA DE 3
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“n 9,1%
TOTAL
AMOSTRAS
TOTAL SAXITOXINA
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TOTAL TOTAL
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Foi observado para microcistina, uma ocorréncia acima do limite, na ETA Santa Cruz do Capibaribe, em
amostras com presenca de microcistina na ETA. Foi realizado estudo especifico na Estacdo e manancial,
Acgude Machado, que & época estava com nivel muito baixo, sendo descontinuado o uso do manancial na
ocasiao. Também foi observado no estudo que, apods cloragdo e¢ tempo de contato, a microcistina foi
degradada, ndo se detectando microcistina na rede de distribuicao.

Os casos de presenca para saxitoxinas no verdo foram percentualmente maiores que no inverno, e as
ocorréncias acima do recomendado, predominantemente no verao.

ABES — Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 7



25° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental

Tabela 2 — ETAs com ocorréncias acima do limite recomendado para saxitoxinas ( 3 pg/L)

Quantidade de ocorréncias acima
ETAs do o recomendfldo para

saxitoxinas, no periodo de 2 anos,
por ETA

Terezinha 8

Feira Nova 6

Venturosa 5

Garanhuns 4

Custddia, Lagoa do Barro, Tapacura 3

Bezerros, Brejinho, Cachoeirinha, Canhotinho, Itapetim, Nascente, 2

Arcoverde, Sertania

Ibitiranga, Quixaba, Santa Cruz do Capibaribe, Caruaru (Alto do Moura), 1

Santa Terezinha, Caruaru (Salgado), Caruaru (Petrépolis), Insurreigéo,

Moreilandia, Pedra, Sanhard, Surubim

Para os casos de saxitoxina, com niveis acima do limite, nfo se observou uma constancia; para a maioria das
ETAs com ocorréncias, sendo pontuais, atendendo assim a recomendagao da Portaria 518, que preconiza que,
caso se tenha ocorréncias acima dos limites recomendados, em até 3 casos por ano, sdo consideradas dentro do
padrdo. Apenas para as ETAs Terezinha e Feira Nova foi observada ocorréncia acima do limite em mais que 3
amostras em um periodo de um ano (2007).

Foi observada positividade para cilindrospermopsina em 1 amostra de cada ETA: Custodia, Sertania, Pedra e
Santo Amaro de Serinhaém.

Tais dados foram reportados para acompanhamento pela area operacional, para ajustes operacionais, ou
mesmo melhorias das estacdes. Em 2008, todas as ETAs acompanhadas se enquadraram nas exigéncias.

CONCLUSOES

Consideramos esse trabalho como uma contribui¢do para o conhecimento do assunto, que preocupa todas as
empresas de saneamento, em vista da crescente ocorréncia de floragdes nos reservatérios, ndo so6 no Estado de
Pernambuco, como em outros Estados e Regides, apresentando dados de um programa de rotina que retrata a
realidade do abastecimento da 4gua, como também com a verificagdo da adequag@o da metodologia adotada,
que permite o cumprimento da Portaria pela empresa, o que podera ser adotado por outras companhias de
saneamento. A realizagdo dos testes pela técnica ELISA para as trés cianotoxinas, nos da uma resposta mais
segura quanto a positividade ¢ quantificag@o, atende a Portaria 518 e evita o sacrificio de animais que ocorre
quando se faz testes de bioensaios com uso de camundongos.

Consideramos de extrema importancia a continuidade do acompanhamento das cianotoxinas com analises,
para garantia do fornecimento da 4gua com qualidade, com maior seguranga da distribuicdo da agua para a
populagdo, mesmo quando os mananciais apresentam floragdes de cianobactérias potencialmente toxicas, e
ndo se podendo parar sua utilizagdo, em vista de caréncia de outras fontes de captagdo. Outras metodologias
mais simples e menos dispendiosa para triagem de amostras estdo ja sendo desenvolvidas por pesquisadores,
como tiras, sendo sugerida ser testadas para baratear o custo das analises.

Novos estudos mais aprofundados sdo sugeridos, nos mananciais, para avaliagao das condi¢des dos mesmos
em conjunto as outras instituicdes ¢ municipalidades, para preservagdo e recuperagdo dos mesmos, a exemplo
do que esta sendo realizado na Barragem Carpina e Agude Ingazeira, com intuito de minimizar a ocorréncia
das floracdes.

Analises para identificacdo das cianotoxinas, por técnica de HPLC, para melhor conhecimento da toxicidade
s80 necessarios, podendo ser realizados na empresa, ou em convénios com Universidade e outras Institui¢des.
Em relagdo as cianobactérias, nos locais com positividade, sugere-se que sejam realizados estudos para
identificacdo, cultivo de cepas, e confirmagdo da producdo de cianotoxinas pelos gé€neros presentes nas
floragdes.

Em relagdo a operagdo das ETAs, os cuidados deverdo ser redobrados, quanto aos ajustes operacionais, para
manutencdo da qualidade da 4gua atendendo aos padrdes, e caso necessario, serem realizadas melhorias nas
instalagdes das ETAs.
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