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RESUMO

Devido a necessidade de atender as novas exigéncias determinadas pela portaria 2.914 do ministério da satde,
tornou-se imperativo desenvolver metodologias de andlises de cianotoxinas em &gua de abastecimento.
Desta forma, o presente estudo propfe a implementacdo de um método analitico capaz de qualificar e
quantificar saxitoxinas e duas de suas variaveis - dc-saxitoxina e neosaxitoxina - em lotes produzidos a
partir do cultivo de Cylindrospermopsis raciborskii T3. As andlises foram realizadas em Cromatografo Liquido
de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia (FLD). Para garantir a detecgdo das toxinas, fez-se
necessario realizar pré-oxidagdo via perdxido e via periodato. As curvas de calibragdo indicaram excelente
linearidade (R2 > 0,99) para todos os compostos e tempos de detengdo (TD) se mantiveram
estaveis. Nos lotes, foi possivel quantificar apenas saxitoxina e dc-saxitoxina, uma vez que a neosaxitoxina
ficou abaixo dos limites de deteccdo. Sendo assim, 0 método proposto se mostrou capaz de quantificar
saxitoxinas de forma efetiva, apresentando facil aplicabilidade e baixo custo.

PALAVRAS-CHAVE: Cianobactérias, Qualidade da agua, Toxinas, Cromatografia, HPLC.

INTRODUCAO

O crescimento da poluicdo, aliado as precérias condi¢des de saneamento, acarretaram o aumento de langamento
de efluentes em mananciais de abastecimento publico, acelerando o processo de eutrofizacdo. Determinadas
espécies de cianobactérias, por possuirem alta capacidade adaptativa e, por vezes, de liberacdo de toxinas,
passaram a dominar estes reservatorios, criando a necessidade de um maior controle da qualidade da 4gua. Para
tal, a Portaria N° 2.914 de 12 de dezembro de 2011, que dispde sobre os procedimentos de controle e de
vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padréo de potabilidade, traz como obrigatoriedade
0 monitoramento de saxitoxinas na agua.

OBJETIVO

Implementar uma metodologia analitica para identificar saxitoxinas em amostra produzida a partir do extrato
concentrado da espécie Cylindrospermopsis raciborskii T3, produtora de dc-saxitoxina, saxitoxina e neo-
saxitoxina (A espécie Cylindrospermopsis raciborskii T3 foi cedida pela professora Sandra Azevedo da UFRJ).

EXTRACAO DA TOXINA

Para realizacdo do estudo, fez-se necessario a extracdo de saxitoxinas a partir das células de
Cylindrospermopsis raciborskii T3 (CR). Para tal, a espécie foi cultivada em erlenmeyer com meio de cultivo
ASM-1, em incubadora a 24°C, por 15 dias. Posteriormente, foi realizada a concentracdo das células de CR
utilizando centrifuga a 4000 rpm. O extrato produzido foi submetido ao processo de
congelamento/descongelamento, por trés vezes, para lisar as células e possibilitar a solubilizagdo das saxitoxinas
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no meio. Adicionou-se acido acético 0,1M até pH em torno de 4,0 de forma a garantir a maior estabilidade das
toxinas. Os diversos extratos foram separados em quatro lotes, de acordo com o periodo do ano em que foram
produzidos, e congelados a -20° C.

LIMPEZA DOS EXTRATOS

Os extratos, obtidos na etapa anterior, foram submetidos a pré-purificacdo com cartucho C18. O processo de
limpeza de amostras foi baseado na metodologia de Lawrence & Niedzwiadek (2001) e iniciava com o
condicionamento dos cartuchos com metanol e dgua, seguido da passagem dos extratos pelo cartucho C18, até
saturacdo do material. Apos isso, os cartuchos foram igualmente recuperados com metanol e agua para
repeticdo do processo até sua saturacdo absoluta.

ANALISE DE SAXITOXINAS

As analises foram realizadas em Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) da marca Agilent 1260
composto por bomba quaternaria, coluna cromatogréafica constituida por C18, controlador automatico do
gradiente das fases moveis, dispositivo de injegdo manual com um loop de 20 pL, compartimento
termostatizado para coluna, desgaseificador e detector de fluorecéncia (FLD) (excitagdo de 340 nm e emissdo
de 390 nm), utilizando metodologia adaptada de Lawrence & Niedzwiadek (2001). Como fases mdveis, foram
utilizados o formiato de amé6nio 0,05 M adicionado de 5% de acetonitrila grau HPLC e formiato de amdnio 0,1
M com vazdo de 1,5 ml/min.
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Figura 1: Grafico das concentracfes (%) das fases mdveis.

CURVA DE CALIBRAGCAO

A curva de calibracdo foi realizada a partir de padrdes externos de saxitoxina, dc-saxitoxina e neosaxitoxina,
adquiridos da National Reasearch Council of Canada, em Halifax, Canada. A faixa linear de concentracdo das
curvas de calibracdo para cada toxina (Tabela 1), foi definida baseada no limite imposto pela portaria 2914/11
que preconiza uma concentracdo limite de 3 pg/L.

Tabela 1: Faixa de concentracéo das curvas de calibracdo da saxitoxina, dc-saxitoxina e neosaxitoxina.

Toxina Faixa de concentrac¢io (ug.L'l)
Saxitoxina 2,91 - 29,09
dc-Saxitoxina 0,85 - 17,08
Neosaxitoxina 0,51 -13,54
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OXIDACAO VIA PEROXIDO E PERIODATO

Para possibilitar a deteccéo da toxina pelo FLD, foi necessario realizar oxidagdes das amostras via peréxido e
periodato, no intuito de adicionar grupos cromdforos & molécula da toxina. Nas amostras oxidadas via
peroxido, um volume de 100 pLL da amostra foi adicionado em vial contendo 250 pL de hidroxido de sodio e 25
pL de perdoxido de hidrogénio 10% m/v. Posteriormente, o vial foi homogeneizado e aguardou-se 2 minutos,
para entdo serem adicionados 20 uL de acido acético glacial concentrado com objetivo de parar a reagdo de
oxidagdo. Foi injetada uma aliquota de 20 pL. no HPLC para analise. Nas amostras oxidadas via periodato,
oxidou-se 100 pL da amostra em 500 pL de reagente periodato — composto de 5 mL de &cido periédico 0,03
M, 5 mL de formiato de amdnio 0,3 M e 5 mL de fosfato de sodio dibasico 0,3 M, ajustado para pH 8,2 usando
hidroxido de sédio 0,2 M. Aguardou-se 1 minuto e adicionou-se 5 pL de &cido acético glacial concentrado para
por fim a reacdo. A leitura era feita 10 minutos ap6s o fim da reacdo, com volume de injecdo igual ao da
oxidacdo anterior.

RESULTADOS CURVAS DE CALIBRAGCAO

Os resultados das curvas de calibragéo das toxinas, saxitoxina, dc-saxitoxina e neosaxitoxina estdo apresentados
na Tabela 2. As curvas de calibracdo apresentaram elevados coeficientes de correlacéo, todos acima de 0,99,
indicando uma excelente linearidade. Os tempos de deten¢do foram 13 minutos para saxitoxina, 7,5 para dc-
saxitoxina e 2 para neosaxitoxina, com coeficientes de variacdo 0,46; 1,80; e 0,42 respectivamente.

Tabela 2: Resultados obtidos a partir das curvas de calibracéo das toxinas saxitoxina, dc-saxitoxina
e neosaxitoxina.

Toxina Coeficiente de correlacdo da Tempo de detencdo TD Coeficiente de variacdo
curva (R?) (minutos) tempo de detencdo
Saxitoxina 0,9952 13.0 0,46
dc-Saxitoxina 0,9970 75 1,80
Neosaxitoxina 0,9976 2.0 0,42
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Figura 2: Curva de calibracdo da saxitoxina.
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Figura 3: Curva de calibracdo da Dc-saxitoxina.
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Figura 4: Curva de calibragdo da neosaxitoxina.

ANALISE EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Os cromatogramas indicaram a presenca de saxitoxina e dc-saxitoxina (Tabela 4) na amostra oxidada via
perdxido nas concentracdes de 500,40 pg.L-1 e 52,40 pg.L-1 respectivamente no lote 1, 969,96 pg.L-1 e
120,38 ug.L-1 no lote 2, 796,50 pg.L-1 e 38,12 ug.L-1 no lote 3 € 934,48 pg.L-1 ¢ 109,19 pg.L-1 no lote 4. J&
quando a oxidacédo foi realizada via periodato, ndo foi possivel detectar a neosaxitoxina, por estar abaixo de
limite de deteccdo em todos os lotes analisados. Na Figura 1 sdo apresentados 0s cromatogramas dos quatro
lotes analisados via peréxido.

Tabela 3: Concentracfes encontradas para saxitoxina e dc-saxitoxina nos quatro lotes de

estudo.
Lote Saxitoxina (ug.L") dc-Saxitoxina(ug.L")
1 500,40 52,40
2 969,96 120,38
3 796,50 38,12
4 934,48 109,19
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Figura 5: Cromatogramas dos Lotes 1, 2, 3, 4 oxidados via peréxido por HPLC.

CONCLUSOES

O método implementado mostrou-se capaz de qualificar e quantificar saxitoxinas de forma efetiva mantendo
uma excelente linearidade com coeficientes de correlagdo acima de 0,99. Cada analise comegcou com a fase
movel estando em 100% de formiato de amoénio 0,1 M, enquanto a concentracdo de formiato de aménio 0,05
M adicionado de 5% de acetonitrila foi de 0-20% até 7,5 minutos, 20-80% de 7,5-11 minutos, se manteve em
80% até os 13 minutos e voltou a 0% de 13-15 minutos. O gradiente utilizado possibilitou sinais com menos
ruido, e uma linha de base considerada boa para a interpretacdo dos cromatogramas, aumentando a resolugao
dos picos. Apresentou também um tempo de retencéo na coluna cromatogréafica bastante estavel favorecendo a
seletividade para as toxinas estudadas. O método apresentou-se de facil aplicabilidade, ja que cada amostra
pode ser analisada em menos de 15 minutos, e bastante econdmico ja que utiliza apenas 5 % de acetonitrila no
seu gradiente maximo.
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