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RESUMO

A degradacdo dos ambientes aqudticos altera a comunidade
bidtica. O fitoplancton responde rapidamente a essas altera-
¢oes. Por exemplo, as cianobactérias predominam em ambi-
entes eutrofizados. Quando o manancial € utilizado para
abastecimento ptiblico, gera dificuldades no tratamento da dgua
na remoc¢do de sabor, odor e cianotoxinas. Monitoramentos
para avaliar e quantificar a comunidade fitoplanctonica devem
utilizar métodos confidveis. Um dos métodos normalizados
é 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 detec¢do e quantificacio do método,
Z-score e incerteza de medi¢cdo. O método foi validado
e considerado adequado a finalidade proposta na rotina
laboratorial.

ABSTRACT

The degradation of aquatic environments alters biotic com-
munity. 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.

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

Keywords: validation; phytoplankton; analytical quality;
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1 INTRODUCAO

O aumento da concentracdo de nutrientes, principalmente
nitrogénio e fésforo, nos ecossistemas aqudticos, tem como
conseqiiéncia o aumento de sua produtividade e caracteriza-se
como processo de eutrofizagdo (ESTEVES, 1998). Dentre as
mudangas nas comunidades aqudticas, uma rdpida resposta
a eutrofizacdo é dada pela comunidade fitoplanctonica que
passa a apresentar uma redu¢@o na diversidade de espécies,
porém, com aumento considerdvel 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 é 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 func¢do da eutrofizagdo, muitos lagos em todo o mundo ja se
encontram seriamente afetados. Reservatérios 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 é importante
para garantir a qualidade da dgua para abastecimento publico.
A eutrofizacdo interfere na qualidade da dgua, provocando
conseqiiéncias sanitdrias. Dentre elas podemos destacar a obs-
trucdo de filtros em estacdes de tratamento de dgua (ETAs),
aumento dos custos com produtos quimicos para o tratamento
da dgua, coloracio, sabor e odor desagradaveis nas dguas de
abastecimento, variacdo freqiiente de pH e incorporagdo de
novas etapas a seqiiéncia de tratamento. No entanto, o principal
problema sanitdrio e que acarreta dificuldades no tratamento é
a toxicidade de certas espécies de cianobactérias capazes de
liberar compostos potencialmente toxicos na dgua (BRANCO,
1986; DI BERNARDO, 1995; CARNEIRO; PEGORINI;
ANDREOLLI 2005).

A andlise do fitoplancton pode ser realizada por diversos
métodos descritos na literatura. Para a quantificacdo do
fitoplancton hd métodos microscépicos (BRANCO, 1986;
LAWTON et al, 1999; ASTM, 2004; APHA; AWWA; WEEF,
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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, hd métodos que utilizam fluorescéncia
(BEUTLER et al.,, 2002; LEBOULANGER et al., 2002;
GREGOR; MARSALEK, 2004; GREGOR et al, 2005) e
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 0s mais
utilizados, destacando-se o método de Sedgwick-Rafter (S-
R) e o de Utermohl. O método de S-R utiliza camaras de
contagem que recebem o mesmo nome, com capacidade
para 1 mL, amostras preservadas, concentradas por filtracdo,
sedimentagdo ou centrifugacdo e microscépio comum
(APHA; AWWA; WEF, 2005; CETESB, 2005). E um método
de baixo custo, pois ndo hd necessidade de microscopio
especifico e fornece os resultados em curto periodo de tempo,
quando comparado com o método de Utermohl (EDLER;
ELBRACHTER, 2010). Isso é possivel, uma vez que o
tempo de sedimenta¢do das camaras de contagem ¢ de 15
minutos e a concentracdo pode ser realizada em 20 minutos
por centrifugacdo (APHA; AWWA; WEF, 2005; CETESB,
2005). 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 laboratérios de ensaio e calibragdo” (ABNT,
2005), os laboratdrios que pretendem ser reconhecidos como
capacitados tecnicamente para realizar ensaios especificos,
devem garantir a confiabilidade analitica dos ensaios realizados.
O resultado de uma medi¢do é, em geral, uma estimativa
do valor do objeto de medi¢ao. Desta forma, a apresentagdo
do resultado é completa somente quando acompanhada por
uma quantidade que declara sua incerteza, ou seja, a divida
ainda existente no processo de medicdo. Do ponto de vista
técnico, quando realiza-se uma medicdo, espera-se que ela
tenha exatiddo (mais préxima do valor verdadeiro) e que
apresente caracteristicas de repetitividade (concordancia entre
os resultados de medi¢des sucessivas efetuadas sob as mesmas
condi¢des) e reprodutibilidade (concordéncia entre os resultados
das medi¢des efetuadas sob condicdes variadas) (RMRS, 2003).

Nesse contexto, os ensaios realizados devem ser executados
de acordo com métodos normalizados, publicados em normas
internacionais, regionais ou nacionais, por organizacdes técni-
cas respeitdveis, em textos ou jornais cientificos relevantes.
Podem também ser usados métodos desenvolvidos ou adotados
pelo laboratério de andlise, se forem apropriados para o uso e
se estiverem validados. Uma vez escolhido o método de ensaio,
o laboratdrio 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, 2005). O processo de validagdo € a garantia
experimental de que o método é 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 bdsicas ou testes trabalhosos, dependendo do propésito
do método a ser validado e do nivel de qualidade associado.

Assim, 0s passos necessdrios para a Validacdo de Métodos
Laboratoriais incluem o estudo dos seguintes parametros,
quando aplicaveis, requeridos como evidéncia objetiva da
validagdo do método analitico: especificidade e seletividade,
estabilidade, sensibilidade, faixa de trabalho, limite de deteccao
e limite de quantificacdo, linearidade, precisdo, exatidao,
incerteza de medi¢cdo e robustez (BRUCE; MINKKINEN;
RIEKKOLA, 1998; ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009;
INMETRO, 2010).

Para a validagdo do método de contagem do fitoplancton sdo
aplicaveis os estudos dos pardmetros descritos a seguir, de
acordo com Bruce, Minkkinen e Reikkola (1998), INMETRO
(2010) e Albano e Raya-Rodriguez (2009):

a) Estabilidade: variagdo do analito ao longo do tempo como
resposta as condi¢des de armazenamento, manuseio e andlise;

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

¢) Precisdo: concordancia entre vérios valores experimentais
obtidos. Expressa por desvio padrio, coeficiente de variacio
ou repetitividade (REPE) (condig¢des iguais) e reprodutibili-
dade (REPRO) (condicdes variadas);

d) Robustez: suscetibilidade do método em responder a
pequenas alteragdes das condi¢cdes experimentais;

e) Z-score (abordagem interlaboratorial): amplamente utilizado
em Ensaios de Proficiéncia por Comparagdes Interlaboratori-
ais com o objetivo de avaliar o desempenho dos laboratdrios
participantes como satisfatério, questiondvel e insatisfatério;

f) Limite de detec¢do do método (LDM) e limite de quantifica-
¢do do método (LQM): LDM ¢€ a concentragcdo minima, maior
do que zero, com 95 a 99% de confianca e LQM ¢ a menor
concentracdo determinada com exatidao e precisdo aceitaveis;

2) Incerteza de medicdo: dispersdo 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 quantificagdo do fitoplancton, utilizando amostras ndo
preservadas, foi realizado um estudo de validacdo, conforme
resultados apresentados neste traba-lho. A utilizacio de amostras
vivas favorece a correta identificacio dos organismos (CETESB,
2005), ndo gera residuos laboratoriais pelo uso de preservantes e
representa economia de tempo e de custo de anilise.

2 MATERIAIS E METODOS

Conforme preconiza a NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005a),
a validacdo ¢ a confirmagdo por exame e fornecimento de
evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um
determinado uso pretendido sdo atendidos. H4 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, solugdo de Lugol. No entanto, o método a ser
validado utiliza amostras sem preservante algum. Os pardmetros
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estudados para a validagdo do método estdo descritos abaixo.
2.1 Estabilidade

O estudo da estabilidade seguiu as orientacdes de Albano e
Raya-Rodriguez (2009). A avaliacdo do tipo de preservacdo
foi realizada através da comparag@o entre 10 conjuntos de
amostras, cada um composto por amostra preservada com
Lugol (APHA; AWWA; WEF, 2005) e amostra viva (isto &,
sem nenhuma preservacdo), analisadas em duplicata, ao longo
do tempo de armazenamento (imediatamente apds a coleta e
1, 2,3, 4 e 7 dias apés a coleta) sob refrigeracdo. O tipo de
armazenamento foi avaliado comparando 10 conjuntos de
amostras, cada um composto por amostra viva mantida sem
refrigeracdo durante 3 dias antes da andlise e amostra viva
armazenada sob refrigeracdo até a andlise. As amostras
foram analisadas, em duplicata, nos seguintes tempos: 3, 4
e 7 dias apés a coleta. Os dados foram transformados em
logl0 e analisados estatisticamente através de andlise de
variancia, utilizando o software Microsoft Excel, com nivel de
significancia de 95%.

2.2 Exatidio

A comparagdo entre 0 método que se quer validar e o método
normalizado foi realizada com a colaboragdo da Divisdo 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). A mes-
ma amostra foi analisada pelos dois laboratdrios, sendo realizadas
7 replicatas por cada um. Os resultados foram transformados
em log10 e analisados pelo Teste-t para variancias equivalentes
com 95% de confianga, através do software Microsoft Excel
(ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009).

2.3 Precisao

O estudo da precisdo 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 log10 e analisados estatisticamente, obtendo-
se o desvio da REPE ( REPE), o desvio da REPRO ( REPRO)
e o desvio de REPE e REPRO (R&R(%)). Para detalhes dos
célculos, consultar Albano e Raya-Rodriguez (2009).

2.4 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), microscépio
(equipamento 1 — Olympus BX50 — e equipamento 2 —
Olympus BX51) e tempo até a andlise (imediatamente apds a
coletae 3 dias ap6s a coleta). 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 combinagdes. A média das diferencas elevadas ao quadrado
(M) foi utilizada para o cédlculo do desvio da robustez (GROB)
(Equacdo 1).

artigos técnicos mm

ocROB =v2x M

O método ¢é considerado robusto se GROB for menor do que o
desvio da REPRO (cREPRO).

(Equacdo 1)

2.5 Z-score (abordagem interlaboratorial)

O método de contagem do fitopldncton em processo de
validag@o foi utilizado na participagdo do Programa Piloto de
Ensaios de Proficiéncia em Cianobactérias promovido pela
Rede Metroldgica do Rio Grande do Sul (RMRS), ocorrido em
maio de 2010 (MULLER; RAYA-RODRIGUEZ; CYBIS,
2010). O Programa consistiu na identificacdo e contagem de
cianobactérias. Foram recebidas amostra viva (1L) e amostra
preservada com solucdo de Lugol (IL). 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
quantificagdo foi realizada com a amostra viva. Os resultados
foram enviados a RMRS para célculo do desempenho dos
laboratérios participantes (Z-score). Quanto mais préximo
de zero for o Z-score, mais préximo do valor alvo estard a
resposta analitica do laboratério.

2.6 Limite de Deteccio do Método (LDM)

Baseado no LDM teérico de 3 céls./mL, de acordo com a
distribuicao de Poisson (ISO/TR, 2001), foi selecionada uma
amostra com baixa densidade celular, porém, acima no limite
referido, para realizagdo do cdlculo do LDM. O LDM foi
calculado seguindo Albano e Raya-Rodriguez (2009). Foram
analisadas 7 replicatas da amostra selecionada e calculada a
média (x7) e o desvio padrdo (o) das contagens. Todos os cil-
culos foram realizados com os dados transformados em log10. O
LDM foi calculado pela Equagio 2:

LDM =0x()+=% (Equag@o 2)

Sendo ¢ o valor de t-Student para 95% de confianca e para 6
graus de liberdade (n° de replicatas — 1).

2.7 Limite de Quantificacio do Método (LQM)

Utilizando os mesmos dados das contagens realizadas para o
célculo do LDM, o LQM foi calculado, seguindo Albano e
Raya-Rodriguez (2009), pela Equacao 3:

LgM=x+010x( (Equagao 3)

2.8 Incerteza de Medicao

O célculo da incerteza de medicdo (IM) da contagem do
fitoplancton foi realizado segundo CALA (2010) e Albano e
Raya-Rodriguez (2009). Os desvios de REPE e REPRO foram
os componentes de incerteza considerados no céalculo da IM
e foram obtidos conforme item 2.3 Precisdo. Cada desvio foi
utilizado para o cdlculo do Desvio Padrdo Relativo (RSD) e
das Incertezas Padriao (IP), conforme Equacio 4.

[P(%) = R5D x 100 = ((/(média das contagens)) x 100
(Equaciao 4)
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Sendo RSD o desvio padrio relativo calculado para cada
componente de incerteza, isto é, REPE e REPRO, e o
corresponde a cREPE e cREPRO. A incerteza combinada da
REPE e da REPRO (IC) e a incerteza expandida (IE), foram
calculadas seguindo CALA (2010) através da Equagdo 5 e da
Equagdo 6, respectivamente. k € o fator de abrangéncia para
95,45% de probabilidade (ABNT/INMETRO, 2003) obtido
em funcdo do grau de liberdade efetivo.

1€ = (RSDpzpro) + (RSDpzps )V (Equago 5)

IE=1IC xk (Equagio 6)

3 RESULTADOS

As amostras utilizadas para avaliacdo da estabilidade foram
coletadas em diferentes locais, como lagos de pracas da
cidade de Porto Alegre e estacdo de tratamento de esgotos,
compreendendo diferentes densidades e composi¢des de
organismos fitoplanctdonicos, conforme Tabela 1. Cada
conjunto de amostras (preservada e viva / refrigerada e ndo
refrigerada) foi submetido a Anélise de Variancia (ANOVA)
e para todas elas o F_ .., foi menor do que o F ..., com
95% de confianga, ou seja, ndo hd diferenga significativa
entre os resultados das contagens das amostras viva e
preservada / refrigerada e ndo refrigerada quando analisadas
até 3 dias apds a coleta. Posterior a esse tempo, ocorreu
declinio da comunidade fitoplanctdnica da amostra viva em
relacdo a preservada e da amostra néo refrigerada em relacao
a refrigerada.

Tabela 1. Grupos fitoplanctonicos predominantes e den-
sidade fitoplanctonica inicial das amostras analisadas no
estudo da estabilidade.

Densidade fitoplanctonica inicial

Condi¢ao Grupos

, 1
Amostra avaliada predominantes A (céls.mL )B
1 Preservagao Cloro 3,0)(1()3 3,3)(1()3
2 Preservagdo  Cloro e Ciano 8,7);104 8,5);104
3 Preservagdo Ciano 4,6x10° 4,6x10°
4 Preservagao Cloro 1,7x1 0* 1,7x1 0*
5 Preservagao Cloro 3,8x10°* 3,5x10°*
6 Preservagio Cloro 5,1)(103 5,6)(103
7 Preservagdo Cloro 8,4x10° 8,0x10°
8 Preservagao Cloro 5,5)(103 5,3)(103
9 Preservagdo  Cloro e Ciano 1,3x10° 1,4x10°
10 Preservagio Cloro 6,1)(103 5,7)(103
1 Armazenamento Cloro 3,5)&103 3,2){103
2 Armazenamento Cloro 9,3x1 0’ 1,1x1 0*
3 Armazenamento Cloro e Ciano 1,1x10° 1,1x10°
4 Armazenamento Cloro 4,9)(1()4 4,4)(1()4
5 Armazenamento Cloro 4,7)&1()3 4,6)(103
6 Armazenamento Cloro e Diatom 8,3)&103 8,4);1()3
7 Armazenamento Cloro 1,5x10° 1,6x10°
8 Armazenamento  Cloro e Ciano 1,5)(1()5 1,7)(105
9 Armazenamento Cloro e Diatom 1,3)&1()4 l,lxlO4
10 Armazenamento Cloro 1,3x10° 1,2x1 0

Cloro = Cloroficeas; Ciano = Cianobactérias; Diatom = Diatomaceas

A corresponde a amostra viva quando avaliada a condi¢@o preservacgdo e a
amostra nao refrigerada quando avaliada a condi¢do armazenamento.

B corresponde a amostra preservada quando avaliada a condigdo preservagio
e a amostra refrigerada quando avaliada a condi¢do armazenamento.

A Tabela 2 apresenta os resultados das replicatas do estudo
da exatiddo. O resultado do Teste-t mostrou que os métodos
sdao semelhantes entre si, pois tcalculado foi menor do que o
ttabelado para 95% de confianca.

Tabela 2. Resultados das replicatas do estudo da exatidao
comparando os métodos de Sedgwick-Rafter
validado e normalizado.

Rébli Método validado Meto.do
éplicas (céls.mL™) normallzzfldo
(céls.mL™)

1 3,9x10° 4.6x10°

2 3,8 x10° 4,0x10°

3 3,8 x10° 49 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¢des para as
possiveis variacdes do ensaio.O desvio de REPE foi 0,066, em
log 10 €0 desvio de REPRO foi 0,027, em log1 o mostrando que
a REPE ¢é a parcela que implica maior variag@o para o ensaio,
contribuindo com 85%. O desvio R&R, que faz a avaliacdo
da variabilidade total associada ao enaio, foi de 9%, ficando
dentro da faixa de aceitagdo proposta por AIAG (2002), ou
seja, considerado Aceitdavel, uma vez que R&R (%) foi menor
do que 10%. A Tabela 3 apresenta os resultados das amostras,
transformados em log ., utilizados para o cdlculo da precisdo.
A combinacio dos trés fatores avaliados no estudo da robustez
(equipamento, frasco de coleta e tempo de andlise) (Tabela
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 anélise
da amostra viva, o desempenho foi considerado Satisfatério
(IZI = 0,23). Assim, confirma-se, mais uma vez, que nio
ha diferenca significativa entre os resultados de andlise de
amostras preservadas e amostras sem preservacio. O LDM
calculado para a contagem de fitoplancton foi 18 céls.mL"' e
o LQM foi 58 céls.mL"'. O percentual de IM, para resultados
em loglo (Tabela 3), foi de 4%, sendo a incerteza expandida
igual a 0,045, em loglo, com k igual a 2,03 para 95,45% de
abrangéncia. No entanto, a expressio da IM junto com o
resultado do ensaio deverd ser em intervalo, pois é melhor
compreendida quando expressada na mesma unidade do
resultado. Assim, como exemplo de resultado, € expresso [568
céls.mL! (428-754 céls.mL1)].
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Tabela 3. Resultados das amostras do estudo da precisdo, em log .

Amostra ) Analist? 1 . ) Analist? 2 .

Via 1 Via 2 Via 3 Via 1 Via 2 Via 3

1 3,91 3,94 3,92 3,80 3,77 3,75
2 4,11 4,14 4,13 4,03 3,97 4,04
3 3,98 3,99 4,02 3,93 3,98 4,03
4 3,72 3,72 3,72 3,64 3,66 3,66
5 3,75 3,82 3,73 3,57 3,56 3,58
6 4,64 4,63 4,64 4,60 4,59 4,60
7 2,46 2,42 2,44 2,38 2,35 2,31
8 2,51 2,32 2,59 2,43 2,36 2,49
9 2,60 2,66 2,67 2,66 2,51 2,56
10 1,95 2,21 1.91 1,85 1,89 1.91
11 2,36 2,28 2,36 2,36 2,22 2,33
12 3,23 3,13 3,23 3,07 3,14 3,35
13 3,40 3,34 3,46 3,36 3,32 3,38
14 2,24 2,36 2,32 2,39 2,44 2,35
15 2,17 2,18 2,36 2,11 2,21 2,11
16 4,32 4,20 4,32 4,22 4,17 4,17
17 4,30 4,30 4,03 4,28 4,17 4,11
18 3,12 3,29 3,28 3,19 3,30 3,30
19 3,34 3,44 3,43 3,41 3,44 3,45
20 2,96 2,90 3,29 2,97 2,96 3,14

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

Tabela 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 combinacdes transformados em log;o

Réplicas
I-M1-C I-M1-E I-M2-C 1I-M2-E 3-M1-C 3-M1-E 3-M2-C 3-M2-E
1 3,08 3,18 3,05 3,07 3,11 3,02 3,20 3,20
2 3,16 3,08 3,03 3,16 3,12 3,05 3,11 3,15
3 3,22 3,06 3,08 3,16 3,29 3,16 3,11 3,08
4 3,22 3,11 3,02 3,05 3,20 3,15 3,29 3,19
5 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 apds a coleta; 3 corresponde a analise 3 dias ap6s a coleta; M1 e M2 sdo os dois
microscopios utilizados para analise; C corresponde ao frasco de coleta de polietileno sem prote¢do luminosa; E corresponde ao frasco
de coleta de polietileno com prote¢do luminosa.

4 DISCUSSAO

Os métodos de identificacio e contagem de fitoplancton
que utilizam microscopia Optica, como os métodos de
Sedgwick-Rafter e Utermohl, sio amplamente utilizados
para a determina¢do da composicdo de espécies, biovolume
e biomassa (GOSSELAIN; HAMILTON, 2000). No entanto,
estes métodos consomem muito tempo e estdo sujeitos a
muitos erros de interpretacao.

Além da necessidade de validar os métodos normalizados
utilizados com modificacio, conforme determina a NBR ISO/
IEC 17025 (ABNT, 2005), 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
quantificagdo do fitoplancton ndo fornecem dados de precisao,
limites de detec¢do e quantificagdo, robustez e incerteza de
medicdo, entre outros. Estes pardmetros sé puderam ser
conhecidos com a realiza¢do do estudo de validagao.

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 ndo refrigeradas. De acordo
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com Sant’Anna et al. (2006), em caso de material vivo, o
processamento da amostra deve ser realizado, preferencial-
mente, até 24 horas apds 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 refrigeragao.
Sendo assim, amostras que nao foram refrigeradas logo ap6s
a coleta ndo tem sua andlise comprometida ou inviabilizada,
desde que a anélise ocorra em até 72 horas.

O uso de amostras vivas permite uma melhor identifica¢do dos
organismos. Os métodos de contagem recomendam, inclusive,
que a andlise qualitativa seja feita em amostra ndo preservada,
pois algumas caracteristicas, como mobilidade, coloracio
e visualizacdo de estruturas, s6 podem ser observadas nos
organismos vivos (APHA; AWWA; WEF, 2005; CETESB,
2005). O Lugol altera a coloracdo das células, rompe
vesiculas de ar e pode dissolver frastulas de diatomdceas
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 preservagdo da amostra com solu¢do de Lugol.
Isso compromete significativamente as medig¢des celulares
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para cdlculos dimensionais de drea e volume ocupados, sendo
preferivel a utilizagdo de amostras ndo preservadas para
essa finalidade. No entanto, essa ndo é a recomendagdo 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 comparacdo 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 tltimos foram utilizados pelos
participantes da rodada, sendo utilizada amostra preservada
com solucdo de Lugol para a quantificagdo 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 andlise da amostra
que serd avaliada. Segundo Gosselain e Hamilton (2000),
as interferéncias podem ser a baixa contagem de células, a
sedimentacdo ndo aleatéria dos organismos na camara de
contagem e a 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 e o LQM.

No estudo da precisdo, os analistas avaliados possuiam
graduacdo na drea das Ciéncias Bioldgicas e receberam
treinamentos especificos para a identificacdo e contagem do
fitoplancton. Portanto, s@o profissionais habilitados e atuantes
na rotina de andlise de amostras de mananciais superficiais. A
sua disposi¢do havia referéncias bibliogréficas especializadas
para apoio e consulta, além de materiais e equipamentos
adequados a andlise realizada (KARLSON et al., 2010).
Tudo isso contribuiu significativamente para a alta precisdo
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 é, os organismos vivos distribuem-se de
forma agregada e ndo formam uma solugdo perfeita, mas uma
suspensdo com variabilidade inerente (ISO, 2006).

Segundo Culverhouse et al. (2003), analistas humanos ndo sao
bons instrumentos de classificagdo e contagem. Estes autores
relatam que a performance humana em identificar e classificar
organismos ao microscépio é 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
atualizacdes e modificagdes na taxonomia do fitoplancton e
tendéncia em superestimar a contagem pela expectativa prévia
em encontrar determinado organismo na amostra.

Em fung@o disso, comparando identificagdo e contagem de
dinoflagelados marinhos entre analistas especialistas e atuantes
narotina de anélise com métodos automatizados, Culverhouse et
al. (2003) obtiveram uma precisdo 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 h4 grande volume de amostras
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para ser processado no menor tempo possivel, esse nivel de
precisdo € aceitdvel e faz parte da pratica laboratorial. Entretanto,
utilizando o método de Utermohl para avaliar o niimero minimo
de organismos que devem ser contados em uma amostra, Rott,
Salmaso e Hoehn (2007) relataram uma precisdo 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 microscdpio utilizado na quantificac@o,
combinados com o tempo até a andlise ap6s a coleta da amostra,
ndo influenciaram significativamente nos resultados. Portanto, o
método mostrou-se robusto.

De acordo com ISO/TR 13843 (ISO/TR, 2001), resultados
de contagem seguem a distribuicio de Poisson e, por isso,
apresentam LDM teérico de 3 cél.mL-1. Ja para LeGresley
e McDermott (2010), o limite de detec¢do do método € de 1
cél.mL-1. Utilizando a metodologia de cdlculo 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 precisdo 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.

A incerteza estd relacionada a um resultado de medigdo e
ndo ao valor verdadeiro do mensurando que, na pratica, ndo é
conhecido. Ela caracteriza um intervalo ou faixa de dispersao, e
nao um valor pontual. Logo, aincerteza é a divida remanescente
associada ao resultado da medicdo 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 biolégicos é a REPRO intralaboratorial
Além disso, ¢é dificil quantificar com confiabilidade a
contribuicdo de cada passo do processo analitico, pois o analito
sd0 organismos vivos que podem estar com estado fisiologico
variado, incluindo diferentes cepas, géneros e espécies.
Assim, andlises biolégicas ndo permitem rigor metrolégico e a
determinagdo da incerteza de medicdo 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
calculo da IM, uma vez que eles consideram todos os fatores
significativos de influéncia no ensaio, incluindo processos de
concentragdo, dilui¢do e homogeneidade das amostras. Os
resultados obtidos mostraram que a REPE é uma importante
fonte de incerteza, inclusive com parcela de contribuicao
maior do que a REPRO intralaboratorial.

5 CONCLUSOES

Os estudos realizados permitiram validar o método de Sedgwick-
Rafter para a quantificagdo do fitoplancton com amostras vivas.
Dessa forma, cumpre-se com o exigido pela NBR ISO/IEC 17025
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(ABNT, 2005), isto é, métodos normalizados utilizados com
alteracdes ou modifica¢des devem ser validados. O método agora
validado pode ser utilizado na rotina de andlises em laboratdrio.

Os resultados obtidos através da estabilidade, da exatidio e do
Z-score mostraram nao haver diferenca significativa entre o uso
de amostras vivas e amostras preservadas com solucdo de Lugol,
nem entre o uso dos métodos normalizados de Sedgwick-Rafter e
Utermohl. Também através da estabilidade foi possivel estabelecer
um prazo de 72 horas apds a coleta para a andlise das amostras.
Nesse periodo, as amostras podem ficar ou nio sob refrigeracao.

O método foi considerado robusto, uma vez que as variagdes
aplicadas ndo alteraram significativamente os resultados.
Portanto, frasco com ou sem protecdo luminosa, equipamento
utilizado e tempo decorrido da coleta até a andlise nao sdo fatores
criticos para o ensaio quantitativo do fitoplancton. A andlise
de amostra imediatamente apds a coleta e 3 dias apds 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 deteccdo e quantificagdo
do método, da precisdo e, também, da incerteza de medigdo
conferem qualidade analitica aos resultados dos ensaios. Através
de um maior conhecimento do método utilizado, hd possibilidade
de aperfeicoamento dos analistas e da execugdo das etapas do
método. Tudo isso a fim de buscar melhoria continua e garantir
exatiddo, precisdo e confiabilidade analiticas.
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