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RESUMO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é amplamente utilizada na deteccdo e quantificagdo de
microcistinas em amostras de aguas. Contudo, para submeter as amostras a essa técnica é necessario um
preparo prévio, que consiste na extracdo e concentracdo da microcistina presente nas amostras. A proposta
deste estudo foi avaliar diferentes metodologias que podem ser utilizadas na extracdo e concentracdo de
amostras de cultivo de cianobactérias, uma vez que essas etapas pré-CLAE sdo essenciais para obtencdo de
resultados confiaveis. Foram testadas seis metodologias diferentes fazendo a combinacéo de, trés técnicas de
rompimento celular (congelar/descongelar, fervura ao microondas e sonificagdo por ultra-som) e duas técnicas
de concentracdo das amostras (liofilizagdo e extracdo em fase solida-SPE). Para isso foram utilizadas amostras
de culturas de Mycrocystis aeruginosa NPLJ-4 descrita como produtora de microcistina-LR. As amostras foram
analisadas por CLAE e os resultados mostraram que a melhor extracdo foi a que usou fervura ao microondas e
SPE. A metodologia proposta estabelece um método de extracdo para andlise e identificacdo de microcistina-
LR e outras variantes.

PALAVRAS-CHAVE: Cianobactérias, Microcistina, Método de extracdo, CLAE.

INTRODUCAO

As cianobactérias sdo microorganismos procarioticos, aerébios e fotoautroficos, podendo ser unicelulares,
filamentosas ou coloniais (YOO et al., 1995). Sabe-se que esses organismos possuem uma grande diversidade
metabdlica, que, aliado as suas caracteristicas fisioldgicas, permite, sob determinadas circunstancias, o
crescimento exuberante em determinados ambientes aquéaticos, promovendo o que se denominam floragdes de
cianobactérias (TOWNSEND et al., 1996; ESTEVES, 1998).
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Geralmente, estas flora¢des tém grande impacto negativo nos corpos d'agua, alterando seu odor e sabor. Além
disso, podem apresentar metabolitos secundarios denominados genericamente de cianotoxinas, que sdo
produzidos por certos géneros de cianobactérias. As principais cianotoxinas sdo classificadas, primariamente,

quanto ao local de ataque nos organismos-alvo, principalmente animais superiores, e séo dividas em 3 grupos:
hepatoxinas, neurotoxinas e dermatotoxinas.

As hepatoxinas sdo peptideos ciclicos cuja ocorréncia ja foi notificada em todos os continentes, dentre esse
grupo as mais encontradas sao as microcistinas (SIVONEN e JONES, 1999), que foram primeiramente isoladas
da cianobactéria Microcystis aeruginosa (CARMICHAEL et al., 1988). No entanto, cepas tdxicas dos géneros
Anabaena, Microcystis, Nostoc, Planktothrix (YOO et al., 1995), Aphanocapsa (DOMINGOS et al., 1999),
Synechocystis (NASCIMENTO; AZEVEDO, 1999) e Oscillatoria (BRITTAIN et al., 2000) ja foram citadas
em literatura como produtoras desta toxina.

No Brasil, as ocorréncias de floragcdes de algas tdxicas estdo comumente relacionadas aos representantes do
género Microcystis sendo os principais causadores de efeitos téxicos em &guas continentais. Floracdes desse
género, em especial de Microcystis aeruginosa, tém sido descritas em diferentes reservatorios lacustres
(JARDIM et al., 2000) e em lagoas costeiras no pais (YUNES et al., 1996; HUSZAR et al., 2000).

Neste contexto, a Portaria n° 518 do Ministério da Saide (MS), publicada em 25 de marco de 2004 estabelece
a obrigatoriedade do monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas com énfase nas toxinas hepatotoxicas
(microcistinas e cilindrospermopsinas) em aguas de mananciais destinadas ao consumo humano. Enquanto que
a Resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005, do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) prevé
analise quantitativa e a determinacdo do biovolume de cianobactérias.

A deteccdo e quantificacdo de microcistinas em amostras de dguas sdo importantes para avaliar a qualidade da
agua, para isso sdo utilizados métodos imunoldgicos e fisico-quimicos: a) Bioensaios; b) CLAE; ¢) Imuno-
ensaios (ELISA); d) Inibicdo da Fosfatase; e) biologia molecular. O método fisico-quimico mais usado é o que
combina CLAE- cromatografia liquida de alta eficiéncia- e detectores de UV ou diodo, porém sua utilizagdo
requer tratamento prévio das amostras.

As metodologias utilizadas para isso visam eficiéncia na lise celular (visto que a microcistina é uma endotoxina),
extragdo, concentracdo e clareamento das amostras, a fim de obter valores de toxina o mais proximo do real.
Neste subprojeto diferentes procedimentos foram verificados e comparados com a finalidade de aperfeicoar e
ajustar as técnicas utilizadas no pré-tratamento de amostras. A avaliacdo e aperfeicoamento dessas técnicas sdo
essenciais para a produgdo de cromatogramas confiaveis. Estudos demonstram (RAPALA et al., 2002;
LAWTON et al., 1994) que diferentes processos de pré-tratamento da amostra, tais como a técnica de
extragdo, concentracdo e purificacdo de toxinas, assim como 0s solventes envolvidos, apresentam significativa
diferenca na quantificacéo de algumas varidveis de microcistina.

MATERIAIS E METODOS

Foram realizados 6 ensaios com amostras de cultivo de M. aeruginosa, fazendo se a combinacdo de 3
procedimentos de lise celular (ultrassom, fervura ao microondas e congelar/descongelar) e 2 procedimentos de
concentragdo das amostras (Extracdo em fase solida-SPE e liofilizagao).

Tabela 1: Combinagio de tratamentos realizados em cada experimento.

EXPERIMENTO PROCEDIMENTO 1 PROCEDIMENTO 2
1 Ultrassom SPE
2 Ultrassom Liofilizaco
3 Fervura ao microondas SPE
4 Fervura ao microondas Liofilizacdo
5 Congelar/descongelar SPE
6 Congelar/descongelar Liofilizacdo
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Condicbes de cultivo das cepas de Microcystis aeruginosa

Para avaliar os métodos de extracdo de microcistina, foram utilizadas amostras de cultivo de cepa toxica de
Microcystis aeruginosa Kiitzing (NPLJ-4). As cepas, com caracteristicas axénicas, foram cultivadas em 3
erlenmeyers de 2 L com 1,5 L de meio ASM-1 em cada um (GORHAM et al., 1964), sendo mantidas em
incubadora de fotoperiodo regulado, com temperatura a 23°C + 1°C, iluminagdo proveniente de luz fria
fluorescente na faixa de 60 a 75 pmolsm?es™, fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas escuro e pH 7,5 + 0,05.
Sendo mantidas sob essas condicdes pelo periodo de 30 dias.

Figura 1: Fotografia da cultura 30 dias ap6s a repicagem.

Tratamentos de lise celular

Ap6s o periodo de 30 dias o cultivo dos 3 erlenmeyers foram misturados em um béquer e foi retirado amostras
de 200mL para os 6 experimentos em triplicata. Nos experimentos 1 e 2 as amostras foram submetidas a sonda
de ultrassom (ultrasonic homogenizer, modelo 300v/t, biologics, Inc) por 3 minutos na freqliéncia méaxima de
20 kHz , em seguida a amostra foi filtrada em filtro de fibra de vidro (GF-1, 47 mm). O filtrado foi armazenado
em frasco plastico e congelado até a etapa de concentragdo.

Nos experimentos 3 e 4 as amostras foram transferidas para um Becker de 500 mL e levadas ao microondas na
poténcia maxima até a ebulicdo. Esse procedimento foi repetido 3 vezes, em seguida o contetido do béquer foi
filtrado em filtro de fibra de vidro (GF-1, 47 mm); e o filtrado foi armazenado em frasco plastico e congelado
até a proxima etapa.

Nos experimentos 5 e 6 as amostras foram armazenadas em frascos plasticos e mantidas em freezer -20°C.
Foram realizados 3 ciclos de congelar/descongelar agitando-se 5 vezes entre cada ciclo. Ao fim deste
procedimento as amostras foram descongeladas e filtradas em filtros de fibras de vidro (GF-1, 47 mm); e o
filtrado foi armazenado em frascos plasticos e congelado até a proxima etapa.

Concentrag&o e clareamento das amostras

Para o procedimento de extracdo em fase solida (SPE), realizado nos experimentos 1, 3 e 5, os cartuchos de
SPE foram condicionados por eluicdo de 6 mL de metanol 100% e, em seguida, 6 mL e de agua milli-Q. As
amostras tiveram seu pH previamente ajustado para 3,1 + 0,05 e em seguida foram submetidas a SPE e ap6s a
passagem das amostras cada cartucho foi “lavado” com 20 mL das seguintes solucOes: agua milli-Q 100%;
metanol 10%; metanol 20% e metanol 30%. Em seguida cada cartucho foi eluido com 20 mL da solugéo
metanol:agua: TFA (89,9:10:0,1%); e o liquido percolado no cartucho foi levado ao banho-maria a 45°C, em
capela de exaustdo até secar por completo. Os elenmeyers “secos” foram ressuspensos com metanol 100%. O
material ressuspenso foi filtrado (Millex 0,45um) e armazenado em vial identificado para posterior analise no
HPLC.
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Para o procedimento de liofilizacdo, realizado para os experimentos 2, 4 e 6, as amostras ainda congeladas
foram introduzidas no liofilizador (labconco, freezon® 6 liter benchtop, modelo 7752020) até que fossem
totalmente liofilizadas. Em seguida o material resultante da liofilizacdo foi ressupenso com metanol 100%,

filtrado (Millex 0,45um) e armazenado em vial identificado para posterior anélise por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

A anélise da microcistina-LR foi realizada por cromatografia de fase reversa utilizando coluna escala analitica
(ZORBAX Eclipse XDB - C18, 250c3, 0 mm, 5 um) com a separacdo realizada pelo gradiente de &gua e
metanol acidificados com TFA (0,1%). O tempo de eluigéo total foi de 50 minutos, no fluxo de 0,25 mL.min™.
O gradiente crescente de metanol variou de 30 a 70%, entre 0 e 5 minutos; de 70 a 82%, entre 5 e 20 minutos;
de 82 a 30%, entre 20 e 20.5 minutos e permaneceu em 30% de metanol até o fim da corrida. O volume de
amostra injetado no cromatografo foi de 30 puL e a temperatura da coluna foi mantida constante, a 40°C. A
deteccdo da microcistina foi realizada por analise em fotodiodo (PDA) com o espectro de absorcdo em uma
faixa de 190 a 300 nm. Os picos referentes as variantes de microcistinas foram identificados por méaxima
absor¢do no comprimento de onda de 238 nm.

RESULTADOS

Foram obtidos 3 cromatogramas para cada experimento, contudo, os cromatogramas que melhor representam
as triplicatas estdo representados neste trabalho. Para efeito comparativo, aplicou-se um mix de 3 padrdes de
microcistinas (myc-RR, myc-LR e myc-LA) a 11 pg/mL, mas o foco do subprojeto é a microcisitna LR.

Cromatogramas comparativos dos tratamentos de SPE e Liofilizacao

Para confrontar os resultados obtidos em cada um dos tratamentos (SPE e liofilizacdo) foram plotados no
mesmo grafico os cromatogramas das amostras que foram submetidas ao mesmo procedimento de rompimento
celular. A figura 2(A), mostra o cromatograma completo dos experimentos 1 e 2 em que destaca-se a presenca
de um pico acentuado no inicio do cromatograma referente ao experimento 2.

Na figura 2 (B) o fragmento do cromatograma em que ocorrem 0s picos de 3 tipos de microcistinas, observa-
se que a deteccdo de microcistina-LR foi maior na amostra do experimento 1 tratada com SPE.

Absorbancia

1 Experimentol_ |
3.0
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20— Padrido __
1.0
1 | [ A |
R e e S S S e S e S e e B L B
0.0 5.0 10.0 150 20.0 250 30.0 350 400 450 min
2(A)
_ Experimentol _
4 ﬁ'; Experimento2

275 300 325 350 37.5 min
2(B)
Figura 2: (A) Cromatograma completo dos experimentos 1 e 2, (B) Fragmento do cromatograma que
apresenta os picos de 3 tipos de microcistina em destaque o pico da microcistina-LR.
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Na figura 3(A) também destaca-se a presenca de um pico acentuado no inicio do cromatograma referente ao
experimento 4, o qual a amostra foi liofilizada e na figura 3 (B) observa-se picos semelhantes aos do padréo
para os dois experimentos, contudo, no experimento 3 em que as amostras foram tratadas com SPE a detecgdo
de microcistina foi maior.
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Figura 3: (A) Cromatograma completo dos experimentos 3 e 4, (B) Fragmento do cromatograma que
apresenta os picos de 3 tipos de microcistina em destaque o pico da microcistina-LR.

Na figura 4 (A), seguindo o padrdo dos experimentos em que as amostras foram liofilizadas também apresenta
um pico acentuado no inicio do cromatograma referente ao experimento 6.Na figura 4 (B) o pico da
microcistina-LR foi maior no experimento 5, em que a amostra foi tratada com SPE.
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Figura 4: (A) Cromatograma completo dos experimentos 3 e 4, (B) Fragmento do cromatograma que
apresenta os picos de 3 tipos de microcistina em destaque o pico da microcistina-LR.
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Cromatogramas comparativos dos tratamentos de rompimento celular

Para confrontar os resultados obtidos em cada um dos tratamentos de lise celular foram plotados no mesmo
grafico os cromatogramas das amostras que foram submetidas ao mesmo procedimento de concentragdo das
amostras e diferentes tratamentos de lise celular.

Na figura 5(A) tem-se o cromatograma completo dos experimentos 1, 3 e 5 cujas amostras foram concentradas
via SPE. Observa-se que no inicio da corrida existem picos de absorbéncia relativamente pequenos
demonstrando que as amostras apresentam poucos interferentes em sua composi¢do. A figura 5(B) mostra que
0 pico da microcistina-LR é maior no experimento 3 e que nos experimentos 1 e 5 sdo bem semelhantes.
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Figura 5(A) Cromatograma completo dos experimentos 1, 3 e 5, todos tratados por SPE (B) Fragmento
do cromatograma que apresenta os picos de 3 tipos de microcistina em destaque o pico da microcistina-
LR.

A figura 6 (A) mostra o cromatograma completo dos experimentos 2, 4 e 6 cujas amostras foram concentradas
via liofilizagdo. Observa-se que no inicio da corrida existem grandes picos de absorbancia demonstrando que as
amostras apresentam muitos interferentes em sua composicdo. A figura (B) mostra que o pico da microcistina-
LR é maior no experimento 4 e que nos experimentos 2 e 6 sdo bem semelhantes.
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Figura 6 (A) Cromatograma completo dos experimentos 2, 4 e 6 todos tratados por liofilizacdo (B)
Fragmento do cromatograma que apresenta os picos de 3 tipos de microcistina em destaque o pico da
microcistina-LR.

Durante as corridas os padrdes de microcistina injetados juntamente com as amostras mostram que o tempo de
retencdo da microcistina-LR é de aproximadamente 28 minutos, 0 que observamos nas amostras dos 6
experimentos. A partir dos cromatogramas foi possivel calcular a concentragdo de microcistina detectadas nas
amostras e comprovar que a maior concentracdo de toxina foi detectada no experimento 3 (3,25 mg/L ).

Tabela 2- Tempo de retenc@o das amostras dos 6 experimentos e a concentragdo de toxina detectada.
Em destaque as concentracfes dos experimentos tratados via SPE.

TEMPO DE CONCENTRACAO DE
EXPERIMENTO | RETENGAO (MIN) MICROSCISTINA-LR (ug/L)
E1 28.635 2,83
E2 28.781 0,11
E3 28.448 3,25
E4 28.614 1,31
E5 28.804 2,10
E6 28.521 0,65

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Segundo os dados obtidos nas andlises por CLAE as amostras que foram tratadas por SPE apresentaram
cromatogramas mais “limpos”, ou seja, tiveram menos picos desconhecidos. Isso pode ser observado nas
figuras 2 (A), 3 (A) e 4 (A), que visivelmente tem picos acentuados nos cromatogramas dos experimentos que
tiveram suas amostras liofilizadas . Indicando que o tratamento por SPE conseguiu eliminar possiveis
interferentes que constituem as amostras e que poderiam alterar os resultados reais das quantidades de
microcistina-LR.

A eficiéncia do tratamento por SPE é confirmada pelos resultados obtidos nos cromatogramas representados
nas figuras 2(B), 3(B), 4(B) e na tabela 2 que destacam o0s picos e as concentra¢cdes microscistina-LR . Ao
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comparar 0s experimentos 1 e 2 (figura 2(B)) que tiveram suas amostras sonificadas, observa-se que
visivelmente o pico do experimento 1 é muito maior, ou seja, a quantidade de toxina detectada é muito maior
quando a amostra recebe o tratamento sonificacdo/SPE do que o tratamento sonificacdo/SPE. Isso se confirma

quantitativamente, como mostra a tabela 2, onde a concentracdo de E1 (2,83mg/L) é muito superior que a de
E2 (0,11mg/L).

Se forem feitas as mesmas analises de dados para o0s experimentos 3 e 4, conclui-se que o tratamento fervura ao
microondas/SPE é melhor que o tratamento microondas/liofilizacdo. E para os experimentos 5 e 6 conclui-se
que o tratamento congelar-descongelar/SPE é melhor que o tratamento congelar-descongelar/liofilizac&o.

Ao analisar os resultados observados nas figuras 5(B) e 6(B) conclui-se que os experimentos 3 e 4 que
receberam o tratamento fervura ao microondas/SPE e fervura ao microondas/liofilizagdo, respectivamente,
apresentaram picos maiores quando comparados com outros experimentos que receberam 0 mesmo tratamento
para concentracdo da amostra. Isso indica que tanto para amostras liofilizadas como para amostras tratadas via
SPE, a fervura ao microondas teve melhor eficiéncia na extracdo da toxina, o que é confirmado pela
concentragdo de toxina encontrada para o experimentos 3 (3,25mg/L) e 4 (1,31mg/L).

Desta forma é possivel concluir que a metodologia de fervura ao microondas/ SPE é a mais eficiente para
extracdo e concentragdo de microcistina-LR entre as demais testadas neste subprojeto. Sendo a mais indicada
para se utilizar em amostras com grande quantidade de células, como é observado em amostras de cultivo.
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