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RESUMO

A modificacdo dos ambientes aquaticos pelo acimulo excessivo de nutrientes liberados pelos diversos
processos antropogeénicos, tém feito com que floragGes de cianobactérias sejam cada vez mais comuns. A toxina
liberada por estes microrganismos representa um risco potencial a salde humana. Utilizando a microcistina
como uma cianotoxina padrdo para os estudos de floragGes, a Legislacdo Brasileira definiu um limite méximo
de 1,0 pg.L™, como concentracdo méxima de microcistinas em aguas de abastecimento. A quantificacio de
microcistinas pode ser realizada por métodos analiticos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Usualmente, os métodos de CLAE utilizam acetonitrila (ACN) acidificada com &cido trifluoracético (TFA)
como fase mével. O uso da ACN permite uma quantificagdo segura de microcistinas tanto em amostras
laboratoriais quanto ambientais. A instabilidade no preco e na capacidade de abastecimento de acetonitrila a
nivel analitico impulsionou, nos Gltimos anos, pesquisas de viabilidade do uso de solventes organicos
alternativos nos métodos cromatogréficos.

Seguindo as tendéncias mundiais, a pesquisa visa validar um método utilizando o metanol como fase mével. As
analises iniciais permitiram padronizar uma metodologia eficiente na separacdo das diferentes variantes de
microcistinas (-RR, -LA e -LR) testadas. O gradiente crescente de metanol (30 a 85%), ao fluxo de 0,200
mL.min-1, demonstrou-se eficiente na quantificacdo das variantes, com valores de coeficiente de correlacéo
lineares acima de 0,99. Além disso, os limites de detec¢do (0,07 a 0,26 ug.L-1) e os limites de quantificacdo
(0,023 a 0,87 pg.L-1) ficaram abaixo do valor limite de microcistinas equivalente 1,0 pg.L™.

PALAVRAS-CHAVE: Microcistinas, cromatografia liquida, metanol, validacéo.
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INTRODUCAO

A andlise de microcistinas realizadas por cromatografia liquida invariavelmente utilizam acetonitrila (ACN)
acidificada com &cido trifluoracético (TFA) como fase mével. O uso da ACN permite uma quantificacdo segura
de microcistinas tanto em amostras laboratoriais quanto ambientais. Entretanto uma recente escassez global de
ACN impds limitacBes nas analises por CLAE e resultou na necessidade de se padronizar e validar métodos,
baseados em solventes organicos alternativos, como uma alternativa vidvel para as analises cromatograficas de
microcistinas.

No final de 2008, a disponibilidade de ACN diminuiu em todo o mundo por diferentes razdes, principalmente
pela crise econdmica mundial que reduziu a demanda por produtos a base destas fibras e resinas. O preco da
ACN para fins analiticos chegou a custar 5 vezes mais na Europa, no inicio de 2009, e o fornecimento chegou a
reduzir 80%. Embora seja dificil uma nova combinagdo de fatores que gere uma queda t&o brusca na demanda
de ACN, como ocorrido em 2008, é necessario lembrar que o volume deste solvente é gerado mundialmente
devido a producdo de produtos por um ramo industrial sujeito a crises e/ou retraces.

Outra preocupacdo quanto ao uso da ACN, esta relacionada aos prejuizos potenciais a salide humana. A
acetonitrila é prontamente absorvida pelo trato gastrointestinal, pela pele e pelos pulmdes, distribuindo-se
rapidamente por todo o corpo, podendo causar efeitos sistémicos, devido a sua degradacéo a cianeto, um forte
inibidor da cadeia respiratoria.

Estudos citam uma serie de solventes alternativos que podem ser utilizados nas analises cromatograficas, dentre
eles o metanol. A forca organica do metanol é menor quando comparada com a acetonitrila. Anéalises
cromatogréficas, que utilizam colunas C18, como nos testes de detec¢do de microcistinas, esta menor forca
organica do metanol é responsavel por um aumento na pressao do sistema e exige uma maior concentracdo na
fase movel para a eluicéo.

O metanol também possui potencial toxicolégico a salide humana. Contatos por pele, ingestdo ou inalagéo
podem desenvolver efeitos adversos semelhantes a acetonitrila, porém quando comparado 0s niveis de
exposicdo ocupacional, a concentracéo letal de metanol é cerca de 2 vezes mais alta (1.500 a 2.000 mg/m®.h).
Os efeitos cronicos da inalagdo também sdo menores. O limite de exposi¢do ocupacional recomendado para
turnos de 8 horas é de 260mg/m® de metanol dissolvido no ar. Este valor é mais de 3 vezes a concentragdo
média de acetonitrila recomendada para se evitar qualquer efeito toxico sobre o sistema ocular ou nervoso.

Seguindo as tendéncias mundiais, 0 projeto apresenta uma proposta de validacdo de um método utilizando o
metanol como fase mdvel. O objetivo principal € padronizar uma metodologia eficiente na purificacdo de
diferentes variantes de microcistinas, para validar o método para analise de microcistinas em amostras
ambientais por CLAE.

O trabalho esta sendo realizado em duas etapas. Na primeira etapa, realizou-se a padronizagdo da condi¢do de
eluicdo mais eficiente para as variantes -RR, -LR e -LA, de microcistinas. Utilizando uma curva de calibragéo
com concentragdes de microcistina entre 0,25 e 4,0 pg.mL™, diluidas em metanol, observou-se uma linearidade
entre a area dos picos e as concentracBes referentes a cada uma das variantes de microcistinas avaliadas.
Definida a condicdo de eluicdo mais eficiente, os pardmetros de validagdo segundo o INMETRO estdo sendo
avaliados, em uma segunda etapa, por meio da utilizacdo de amostras ambientais de lagos e lagoas da Grande
Vitéria.

Dentre as condi¢des avaliadas, a eluicdo em TFA 0,1%, com gradiente crescente de metanol (30 a 85%), ao
fluxo de 0,200 mL.min™ demonstrou ser a mais eficiente e portanto esta sendo utilizada para a definicdo dos
parametros de validacdo de método analitico segundo metodologia do INMETRO.

MATERIAIS E METODOS

As diferentes variantes de microcistinas (Mcyst) utilizadas no estudo foram Mcyst-RR (c6d.M1537-25UG), -
LR (c6d.33893), e -LA (c6d.M4194-100UG). Todas as variantes testadas foram adquiridas da SIGMA-
ALDRICH. As solugdes estoque de Mcyst foram diluidas em metanol, filtrados em membrana Millex PTFE
(0,22pm; 13mm; MILLIPORE CORPORATION) e armazenados em vials, em freezer a -20°C.
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O sistema cromatografico utilizado foi o modelo SHIMADZU CBM-20A, com degaseificador DGU-20AS,
bombas LC-20AT, injetor automatico SIL-20AHT, forno CTO-20A. Os solventes utilizados foram filtrados em
membranas de PTFE (0,45um; 47mm, MILLIPORE CORPORATION) e degasseificadas em banho de
ultrassom (LIMPSONIC®). A coluna analitica de fase reversa utilizada foi a C18 KINETEX 2,6p 1004, 2,10 x
100 mm (PHENOMENEX). A temperatura da coluna foi mantida a 37°C. O volume de injecio foi de 30 pL ¢ a
deteccdo realizada por detectores de arranjo de diodos - PDA (SPD-M20A) em espectro de 238 nm. A curva
de calibragdo foi obtida com concentragdes de microcistinas entre 0,25 e 4,0 ug.mL-1. A melhor condi¢do de
eluicdo das variantes de microcistinas ocorreu em TFA 0,1%, com gradiente crescente de Metanol (30 a 85%),
ao fluxo de 0,200 mL.min-1. Os cromatogramas obtidos a partir do gradiente representado na Tabela 01 foram
analisados em 238 nm com o software LC SOLUTION (SHIMADZU CORPORATION).

Tabela 01: Condigdes de gradiente crescente a 0,200 mL.min-1 utilizado para analise de microcistinas
por CLAE. O solvente A foi TFA 0,1% e o solvente B foi Metanol.

TEMPO (min)
0 5 20 21 50
SOLVENTE A (%) 70 75 85 70 70
SOLVENTE B (%) 30 25 15 30 30

O ensaio de linearidade foi realizado com a construcdo da curva de calibracdo analitica com cinco
concentragdes de variantes de microcistinas: 0,25; 0,50; 1,0; 2,0 e 4,0 ug.mL-1, a partir de dilui¢cdes dos
padrdes: Mcyst-RR, Mcyst-LR e Mcyst-LA. A linearidade foi definida por analise de regressao linear da relacéo
entre a area do pico e a concentragdo de toxina, sendo calculada a equacdo da regressdo linear, o coeficiente de
correlagdo (1), intersec¢do com o eixo y (B), coeficiente angular (o) e o erro padrao da média.

O parametro de recuperacéo sera avaliado adicionando concentragdes diferentes de Mcyst-LR (0,25; 0,50; 1,0;
2,0 e 4,0 png.mL-1) & matriz. A matriz utilizada no estudo estava sendo amostras de agua da lagoa da UFES,
aos baixos niveis de recuperagéo, esta etapa seré realizada com amostras de agua do Reservatdrio de Agua de
Duas Bocas (Cariacica-ES). A avaliagdo em triplicata utiliza como matriz branca, amostras de agua sem adicao
da toxina. J& os valores de concentracdo de toxina adicionados estdo sendo relacionados com os valores
quantificados pelo método, para a determinacéo do fator de recuperacéo e dos demais parametros de validacéo.
Da mesma forma, 8 repeticBes da concentracdo alvo de Mcyst-LR (1,0 pg.mL-1) serdo utilizadas para a
determinacéo da repetitividade do método.

Amostras ambientais coletadas na subsuperficie de duas lagoas e de um reservat6rio de abastecimento da
Grande Vitoria em frascos de polietileno (1,0L) estdo divididas em dois tratamentos. O primeiro, denominado
de amostra, trata-se da agua bruta, na qual serd quantificada a presenca de microcistinas, pelo método
desenvolvido. E o outro tratamento, em que se adiciona solugdo padréo de microcistina-LR a amostra coletada,
denomina-se controle positivo. Apos a divisdo dos tratamentos, as amostras sdo submetidas ao processo de
extracdo em fase solida, utilizando cartuchos tipo SPE-Solid Phase Extraction (Cl18ec, 6mL, 500mg,
CHROMABOND®), sob fluxo de 0,200 mL.min™ (Figura 01) e a quantificacio em CLAE, segundo o
fluxograma da figura 02.
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Figura 01: (A) extracdo em fase solida dos tratamentos Amostra Padréo e Controle Positivo. (B)
amostra percolando o cartucho de extracao.
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Figura 02: Fluxograma do procedimento adotado para as analises de Mcyst-LR em amostras
ambientais.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Diferentes estudos demonstram a alta eficiéncia da separacdo das variantes de microcistinas em CLAE. Seja
utilizando métodos isocraticos ou em gradiente, a maioria dos procedimentos incluem o uso do gradiente de
acetonitrila acidificada com 4&cido trifluoracético (TFA) como fase movel. Porém a partir de 2008, a
disponibilidade global de acetonitrila sofreu uma alta reducéo, impondo limitagdes a inimeros procedimentos
nos estudos quimicos e das ciéncias da vida, dentre os quais, as analises de microcistinas em CLAE. Essa
escassez resultou na necessidade de desenvolvimento de métodos eficientes e viaveis de analises de
microcistinas em CLAE, que ndo exigem o uso de acetonitrila.

Os experimentos da primeira parte demonstraram que as condicdes de gradiente crescente de Metanol ao fluxo
0,200 mL.min-1, permite uma eficiente separacdo entre as variantes de microcistinas avaliadas, confirmando
que esse solvente pode ser uma importante alternativa ao uso da acetonitrila nos processos de quantificacdo de
microcistinas por CLAE. Com esta metodologia observou-se a eluicdo diferenciada para as trés variantes da
toxina. Os picos relativos a cada uma das variantes apresentaram uma alta absorvancia em 238 nm e tempos de
retencdo bem distintos: Mcyst-RR (26 min), Mcyst-LR (28 min) e Mcyst-LA (30 min). Com relagdo & area, o
perfil cromatogréafico obtido demonstrou picos estreitos e bem definidos, caracteristicos de uma alta eficiéncia
na eluicdo e separacdo das variantes da toxina (Figura 03).
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Figura 03: Perfil cromatogréafico dos padrdes Mcyst-RR (27 min), Mcyst-LR (28.5 min) e Mcyst-LA (30
min) nas concentrac¢des de 0,25; 0,50; 1,0; 2,0 e 4,0 pg.mL-1.
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Os graficos obtidos a partir da correlacdo entre as &reas dos picos cromatograficos (eixo y) e as concentragdes
crescentes de microcistina demonstraram alta linearidade na faixa de 0,25 a 4,0 pg.mL™ (Figura 04). Desta
forma, para cada uma das variantes, calculou-se a equacgéo de regressdo linear, o coeficiente de correlagéo
linear (r) e o erro padrdo da média. Os valores calculados demonstraram alta porcentagem de correlacéo (>
0,99), atendendo aos requisitos de linearidade exigidos pelo INMETRO. O ensaio de linearidade permitiu o
calculo de limites de deteccdo e quantificagdo e o intervalo ou faixa linear do método refere-se ao limite de
quantificagdo até a concentracdo maxima da linearidade igual 4,0 pg.mL™ (Tabela 02).

Mcyst-RR Mcyst-LR Mcyst-LA

=

TR R

Area do pico
Area do pico
Area do pico

wn
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Figura 04: Graficos de linearidade entre a concentrac¢éo das variantes (-RR, -LR e -LA) de microcistinas
e a area do pico correspondente dos perfis cromatograficos de CLAE.

Tabela 02: Paréametros do ensaio de linearidade obtido para as trés variantes de microcistinas: equagao
de regressao linear, coeficiente angular (a), intersec¢cio com o eixo y (p), coeficiente de correlaciio (r) e
erro padrdo da média (s), limites de detecgdo (LD) e Limites de quantificacio (LQ).

Parametros Mcyst-RR Mcyst-LR Mcyst-LA
Equacdo da reta y = 5,202x- 0,084 y=1637x+0317 y =1,860x + 0,315
Coeficiente angular (o) 5,292 1,637 1,860
Interseccdo com o eixo y {B) -0,084 0,317 0,315
Coeficiente de correlacéo (r) 0,998 0,994 0,996
Erro padréo da média (S) 0,529 0,269 0,235
Limite de Deteccéo (LD) (ug.L-1) 0,07 0,26 0,08
Limite de Quantificagdo (LQ) (ug.L-") 0,23 0,87 0,26

A utilizacdo do sistema de CLAE requer o preparo prévio da amostra, ou seja, é necessaria uma etapa de
concentragdo e purificagdo das amostras antes de serem submetidas a cromatografia. Nesse estudo pretende-se
utilizar a extracdo em fase sélida (SPE) para a concentracdo das amostras ambientais e para eliminar
contaminantes da matriz. Como esta etapa € um processo de extracdo que envolve interacdo quimica, se faz
necessario o célculo do fator de recuperacéo para diferentes concentrages do analito dissolvido em uma matriz
ambiental. A obtencdo do valor médio de recuperacéo associado a calculo de precisdo sdo importantes para a
validacédo do método.

CONCLUSOES

Os pardmetros de validagdo analisados até o presente momento demonstram que a linearidade apresenta-se de
acordo com os requisitos do INMETRO para a validacdo de métodos analiticos. E os limites de detecgdo e
quantificacdo possuem valores abaixo da referéncia maxima permitida pela Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), que estabelece o limite de microcistinas equivalente 1,0 pg.L™.

Testes de recuperacdo estdo sendo desenvolvidos com matriz ambiental, para promover a validagdo completa
do uso do metanol na deteccdo e quantificacdo de microcistinas por meio de CLAE. Para definir os pardmetro
de recuperacdo e presicdo do método proposto, iniciamos um estudo de monitoramento com relacdo a presenca
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de microcistinas em amostras de aguas de duas lagoas e de um lago, que é utilizado como reservatério de
abastecimento para a regido da Grande Vitdria.
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