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RESUMO

Na busca por métodos de analise de microcystinas de facil execucao,
baixo custo e sensibilidade alta o suficiente para atender as recomendacdes da
Organizacdo Mundial da Saude — OMS e da legislacdo Brasileira para 4gua potéavel,
foi desenvolvida uma técnica de imunoensaio dot blot para determinacdo de
microcistina-LR em agua e extratos de cianobactérias. Com esta técnica foi possivel
a determinacéo visual direta de concentracées de microcystina-LR menores que 1
Mg/L, em amostras de agua purificada e agua de superficie (lago) incriminadas com
concentragOes na faixa de 0,16 a 10,0 pug/L de microcystina-LR. Nas condi¢des
testadas néo foi necessario nenhum processo de concentracdo ou limpeza das
amostras. Foi desenvolvido um programa de computador especificamente para a
leitura das membranas de nitrocelulose, permitindo uma melhor caracterizagéo do
sinal com a obtenc&@o de curvas analiticas similares as obtidas nas analises com
método de imunoensaio ELISA. Com a técnica dot blot computadorizada utilizando
um “scanner” convencional foram obtidas curvas de calibracdo com microcystina-LR
em concentragdes de 0,16 a 1,6 pg/L, cujo coeficiente de correlacdo foi de 0,9551
para agua purificada e 0,8402 em agua de superficie. Quando analisadas pelo
método ELISA, coeficientes de correlacdo de 0,9713 e 0,8316 foram observados,
respectivamente. Quantificacdo em dot blot na faixa de 0,16 a 10,0 pg/L foi
realizada, porém com menor correlacdo entre a concentracdo da toxina e a
intensidade dos pixels. A analise computadorizada permitiu observar uma boa
correlacdo entre concentracdo e a intensidade dos pixels em extrato da cepa
toxigénica Microcystis aeruginosa - NPJB-1, produtora de microcistina. O programa
desenvolvido permitiu ainda a aplicacdo na quantificacdo de proteina de soro bovina
- BSA na faixa de 0 a 78 pg/mL (r = 0,9868). Esta reacao foi corada usando solugéao
de amidoblack. Com o objetivo de obter um novo marcador fluorescente aplicavel as
analises de microcystina-LR em baixas concentracgdes, foi sintetizado um complexo
de microcystina-LR-Criptato de térbio. A formacdo do complexo foi acompanhada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e o complexo formado analisado
quanto a atividade imune (ELISA), positividade de reacdo protéica e espectro de
luminescéncia, que confirmaram a conjugacdo. Na busca por novos métodos para

anélise de microcistina foi monitorada a transicéo °Do & ‘F, de um complexo 1gG -
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antimicrocistina-LR-KLH-criptato de eurépio. Como suporte foi utilizado gel
superabsorvente de &cido acrilico / poliacrilamida. Os espectros de emissdo da IgG
livre, do criptato de eurdpio e do complexo IgG-Criptato de eurdpio foram
monitorados. Os espectros de emisséo na presenca de IgG livre apresentaram uma
mudanca especifica na transicao.
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ABSTRACT

In the search for methods for microcystins analysis that are easy to use, low cost
and with sufficient high sensitivity to following the recommendations of the World Health
Organization ~-WHO and the Brazilian legislation, was developed a specific dot blot
assay. This dot blot imnunoassy is for visual determination of microcystin-LR in purified
and sufarce water (lake). Concentration as 0.16 up to 10.0 pg/l of microcystin-LR in
water were tested. Samples concentration or clean-up was not necessary for the water
analysis. A specific software for membranes reading dot was developed, allowing a
much Dbetter characterization of the dot with the attainment of similar analytical curves
obtaining troughout the analyses by enzyme linked imunoassay - ELISA. With the
computerized dot blot technique using a conventional scanner, coefficient of correlation
of 0.9551 to purified water and 0.8402 to surface water were observed in the range of
0.16 at 1.6 pg/l. For ELISA, the value of “r" were 0.9713 and 0.8316, respectively.
Quantification in the range of 0.16 at 10.0 pg/l was carried through, however with lesser
correlation between toxin concentration and intensity of pixels. The computerized
analysis allowed to observe a good correlation between concentration and intensity of
pixels using extract of toxic strain Microcystis aeruginosa - NPJB-1. This software was
used for the determination of the bovine serum albumin - BSA in the range of 0.0 at
78.0 pg/mL (r = 0.9868) when stained with amidoblack solution. In order to get a new
fluorescent labeled compound to the analysis of microcystin-LR in low concentrations, a
complex of microcystin-LR-Terbium criptate was synthecized. The complex formation
was followed by high performance liquid chromatography - HPLC and the ELISA,
proteic reaction and luminescence spectrum utilized to confirme the conjugation. In
order to lookinkg for new methods for microcystin analysis the formatoin of the
transistion Dy & 'F, of a IgG complex antimicrocystin-LR-KLH- Europium cryptate was
monitored. Superabsorbent acrylic acid / polyacrilamyde gel was used as support. The
emission spectrum of free 1gG, europium cryptate and IgG-Europium cryptate complex
had been monitored. The emission spectrum in the presence of IgG had presented a
specific change in the transistion.
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