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RESUMO

REMOCAO DE MICROCISTINAS POR MEIO DE OXIDACAO QUIMICA COM
HIPOCLORITO DE SODIO E VALIDACAO DO METODO DE ANALISE POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA

Autor: Maria Martins do Nascimento

Orientador: Cristina Celia Silveira Brandao

Programa de pds-graduacdo em Tecnologia Ambiental e Recursos Hidricos
Brasilia, dezembro de 2011.

As floracbes de cianobatérias provocadas pelo aporte de nutrientes nos corpos de agua
impactam a qualidade das aguas. Esses micro-organismos ao serem lisados liberam toxinas
para a agua. O tratamento de &gua convencional - coagulagdo, floculagdo, sedimentagdo e
filtracdo - ndo € eficiente na remog&o dessas cianotoxinas dissolvidas, porém a oxidac&o no
durante a etapa de desinfeccéo (cloragdo) pode ser uma alternativa para a remogao desses
compostos. Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo estudar o processo de
oxidacdo de microcistinas dissolvidas usando o hipoclorito de soédio como oxidante,
avaliando a cinética de oxidagdo, influéncia da dose e tempo de contato, bem como a
caracterizagdo das microcistinas produzidas pela linhagem NPLJ-4 de Microcystis
aeruginosa e a validagdlo o método para determinagdo de microcistina-LR por
cromatografia liquida com detector de massas (CL-MS/MS). Os resultados obtidos
sugerem a presenca de seis variantes de microcistinas produzidas pela linhagem NPLJ-4,
sendo a mais abundante a [D-Leu] MCYST-LR. O método de determinagdo da MCYST-
LR implementado apresentou, na faixa de 1-50 pg L™, boa linearidade, com coeficiente de
ajuste (r) maior que 0,99. A repetitividade do método, obtida mediante a fortificacdo de
amostras com diferentes concentragdes de microcistina-LR, apresentou resultados
satisfatorios (CV % < 20). Os Limites de Detec¢do (LOD) e de Quantificacdo (LOQ)
foram inferiores a 1,0 ug L™* de MCYST-LR, valor maximo permito pela legislag&o
brasileira sobre potabilidade da agua, indicando a aplicabilidade do método para o controle
de &gua para consumo humano. Nas condic¢Oes avaliadas, microcistinas semi-purificadas
oxidadas com hipoclorito de soédio em valor de pH 6, os resultados mostraram que a
oxidacdo segue uma cinética de pseudo-primeira ordem em relacdo & concentracdo de
microcistinas e a eficiéncia de remocédo foi proporcional ao CT (concentragdo de cloro
vezes tempo de contato). Para concentragdes de microcistinas de cerca de 100, 40 e 20 pg
L™, os produtos CT minimos necessérios para obtengéo de concentragdes de microcistinas
atendendo o padréo de potabilidade foram, respectivamente, 120, 60 e 30 mg L™ min.

Palavras chave: Microcistinas, Oxidacgdo, hipoclorito de sédio, espectrometria de massa.

\Y



ABSTRACT

MICROCYSTINS REMOVAL THROUGH OXIDATION WITH SODIUM
HYPOCHLORITE AND VALIDATION OF LIQUID CHROMATOGRAPHY
COUPLED WITH MASS SPECTROMETRY AS ANALYTICAL METHOD.

Author: Maria Martins do Nascimento

Supervisor: Cristina Celia Silveira Brandao

Programa de Pés-graduacdo em Tecnologia Ambiental e Recursos Hidricos
Brasilia, December 2011.

Blooms of cyanobacteria caused by nutrients loads to water sources impacts water quality.
When these microorganisms are lysed they release toxins into the water. The conventional
water treatment, based in coagulation, flocculation, sedimentation and filtration, is not
effective in removing these dissolved cyanotoxins, but the oxidation during chlorination
can be an alternative for the removal of such microcontaminants. Therefore, this work
aimed to study the oxidation of microcystins using sodium hypochlorite as oxidant,
evaluating the oxidation kinetics, the influence of dose and oxidation time, as well as the
characterization of microcystins variants produced by Microcystis aeruginosa NPLJ-4
strain and optimization and validation of the analytical method for determination of
MCYST-LR by liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS/MS). The
results indicated the presence of six variants of microcystins produced by the M.
aeruginosa NPLJ-4 strain, with the [D-Leu] MCYST-LR being the most abundant toxin.
The LC-MS/MS method for quantification of MCYST-LR showed good linearity in the
range of 1 to 50 pg L™, with fitness coefficient (r) > 0.99. The repeatability, obtained by
fortifying blank samples with different concentrations of microcystin-LR, was considered
satisfactory (CV% < 20). The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were
lower than 1.0 mg L™ of MCYST-LR, the Brazilian drinking water standard, suggesting
the applicability of the method for the drinking water quality control. Under the conditions
studied, oxidation of semi-purified microcystins with sodium hypochlorite at pH 6, the
results showed that the oxidation followed a pseudo-first order kinetics regarding the
microcystins concentration and the removal efficiency was related to CT product
(concentration of chlorine times oxidation time). For concentrations of microcystins of
around 100, 40 e 20 ug L, the minimum CT values of 120, 60 e 30 mg L™ min,
respectively, are necessary to guarantee residual concentrations of microcystins bellow de
drinking water standard, 1.0 mg L™.

Keywords: Microcystins, oxidation, sodium hypochlorite, mass spectrometry.
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1- INTRODUCAO

A poluicdo e o aporte de nutrientes em excesso nos corpos d’agua, principalmente
nitrogénio e fosforo, sdo as principais causas de eutrofizacdo e das consequentes alteracdes
na qualidade da &gua de mananciais superficiais. A eutrofizacdo se caracteriza pelo
crescimento de floragBes de microalgas e cianobactérias. Essa acelerada reproducéo
provoca alteracdo da cor da &gua e confere odor e sabor desagradaveis ao corpo hidrico.
Algumas espécies de cianobactérias produzem toxinas hepatotoxicas, neurotdxicas ou
causadoras de irritacbes na pele, que representam riscos a saude humana por meio da

ingestdo oral, consumo do pescado ou pelo contato direto com a agua contaminada.

Algumas cianotoxinas possuem agdo muito rapida, outras tém sua atuacdo mais lenta
produzindo efeitos crénicos. O tipo mais comum de intoxicagdo envolvendo cianobactérias
é ocasionado por hepatotoxinas, que podem causar morte em um intervalo de poucas horas

ou poucos dias.

Um caso de intoxicagdo por cianotoxinas ocorrido no Brasil com repercusséo internacional
influenciou significativamente os estudos nesse campo.Em abril de 1996, foi detectada a
presenca de cianotoxinas no Agude Tabocas, em Caruaru, PE, o qual fornecia agua ao
reservatorio do Instituto de Doencas Renais (IDR) desta cidade. A presenca de
cianotoxinas foi detectada também em amostras de figado e sangue de pacientes de
hemodidlise, assim como no carvéo ativado do filtro utilizado para purificar a 4gua usada
pela clinica. Dos 131 pacientes renais cronicos submetidos a sessdes de hemodidlise, 52

vieram a Obito até 10 meses apos o inicio dos sintomas (Azevedo et al., 2002).

As espécies j4 identificadas como produtoras de hepatotoxinas estdo incluidas nos géneros
Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria, Nostoc, Cylindrospermopsis, Planktotrix,
Oscillatoria, Radiocystis, Arthrospira. A espécie Microcystis aeruginosa é produtora de
microcistinas que sdo heptapeptideos ciclicos cuja estrutura geral é D-alanina [D-Ala]-X-
[D-MeAsp]-Z-Adda-[D-Glu]-Mdha, onde X e Z sdo os dois L aminoacidos variaveis.
Vérios autores tém relatado que a toxidade das microcistinas é parcialmente devida ao

grupamento Adda constituinte dessa molécula.



O tratamento de agua convencional baseado nos processos - coagulacdo, floculagéo,
sedimentacdo e filtracdo - elimina parte significativa dos microrganismos presentes na
agua, incluindo as cianobactérias. Contudo, este tipo de tratamento ndo tem se mostrado
eficiente na remogdo das fragBes dissolvidas das cianotoxinas. Portanto, é necessaria a
implementacdo de barreiras mais seguras para remogdo desses compostos de forma a
reduzir os riscos a saude. A oxidagdo quimica tem se mostrado uma das opc¢des mais

promissoras para a remocdo de microcistinas dissolvidas.

O cloro é um oxidante forte e, no Brasil, € um dos agentes desinfetantes mais usados nas
estacOes de tratamento de dgua. A agdo toxica do cloro sobre as células das microalgas e
cianobactérias pode produzir efeito indesejavel. O cloro na forma de &cido hipocloroso,
que é o composto ativo, penetra através da membrana celular, agindo sobre as proteinas ou
sobre as enzimas celulares, alterando suas caracteristicas fisico-quimicas, impedindo a
continuacdo de suas atividades vitais normais, a0 mesmo tempo levando a lise celular e a
liberacdo de toxinas. Por outro lado, varios estudos mostram também a eficiéncia do cloro
na destruicdo das toxinas dissolvidas, mas ainda h& escassez de informacdo sobre os

produtos formados no processo de oxidagéo, e seus efeitos sobre a satde.

Face & vasta utilizacdo do cloro como agente desinfetante e seu potencial de oxidagdo das
cianotoxinas, o presente trabalho buscou ampliar o conhecimento sobre a remocéo das
microcistinas usando como oxidante o hipoclorito de sddio. Para viabilizar o estudo, foi
implementada e validada a técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas sequencial (CLAE/EM/EM).



2 - OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

Estudar o processo de oxidagéo de microcistinas dissolvidas usando o hipoclorito de sédio

como agente oxidante.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) Implementar e validar o método analitico de determinacdo de MCYST-LR por
meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a deteccdo por
espectrometria de massas (CLAE/EM/EM).

b) Caracterizar as microcistinas produzidas pela lihagem NPLJ-4 de Microcystis
aeruginosa;

c) Awvaliar o efeito da dose de cloro e tempo de contato na remogéo de microcistinas,
sob determinada condigéo de pH e temperatura;

d) Awvaliar a cinética da oxidagdo das microcistinas com cloro.

A hipétese deste trabalho é a possivel utilizacdo da etapa de desinfecgdo com o cloro no

processo de tratamento de &gua para a oxidacgéo de microcistinas dissolvidas na 4gua.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo refere-se & apresentacdo dos principais trabalhos cientificos referentes as
cianobactérias e cianotoxinas que deram subsidio para o desenvolvimento desta
dissertacdo. Inicia-se com as principais caracteristicas das cianotoxinas, a seguir s&o
apresentadas algumas técnicas analiticas de detec¢do de cianotoxinas, descreve-se 0s
pardmetros para validacdo de um método especifico. No dltimo tdpico, sdo apresentados

alguns resumos de estudos cientificos sobre oxidacéo quimica das cianotoxinas.

3.1- CIANOTOXINAS

A poluicdo de corpos de agua superficiais por rejeitos provenientes das atividades humanas
resultam em impactos negativos sobre a qualidade da &gua, tais como: a redugdo de
oxigénio dissolvido, a perda das qualidades cénicas, ou seja, das caracteristicas estéticas do
ambiente e seu potencial para lazer, a morte de peixes e o aumento da incidéncia de
floracbes de microalgas e cianobactérias (eutrofizagdo artificial). As floracbes se
caracterizam pelo intenso crescimento desses microrganismos na superficie da agua,
formando uma densa camada de células com varios centimetros de profundidade, com

consequéncias relacionadas a satde publica (Azevedo e Branddo, 2003).

Além da carga de nutrientes, o tempo de detencdo da &gua no corpo hidrico, a
estratificacdo e a temperatura séo fatores que influenciam na formagdo e na intensidade das
floragbes. Entretanto, a capacidade de crescimento nos diferentes meios é uma das
caracteristicas marcantes das cianobactérias e faz com que, em caso de floragdes, esses

organismos predominem sobre as algas.

As cianobactérias, também conhecidas popularmente como cianoficeas ou algas azuis, séo
microrganismos aerdbios fotoautotrofos. Dessa forma, a fotossintese é seu principal modo
de obtencéo de energia para 0 metabolismo, entretanto, sua organizacgéo celular demonstra
que esses microrganismos sdo procariontes e, portanto, muito semelhantes bioquimica e

estruturalmente as bactérias.



A principal preocupagdo com o aumento da ocorréncia de floragdes de cianobactérias em
mananciais de abastecimento de &gua esta relacionada com a capacidade de esses
microrganismos produzirem e liberarem compostos toxicos para o meio liquido, compostos
esses conhecidos como cianotoxinas. As toxinas séo liberadas para a 4gua quando ocorre 0
rompimento da célula (lise) seja pelo decaimento natural ou pela acéo de diferentes agentes
quimicos (Yoo et al., 1995). Uma vez liberados, esses compostos podem alterar a estrutura

de diversas comunidades aquética.

A exposicao a essas cianotoxinas pode afetar a saide humana, tanto pelo contato dérmico,
inalacdo, consumo oral ou intravenoso, como no caso de tratamento de hemodialise.
Entretanto, a principal via de intoxicagdo pode ser pela ingestdo oral da 4gua contaminada
com ceélulas de cianobactérias e toxinas e pelo consumo de peixes que tenham se
alimentado de cianobactérias e acumulado suas toxinas (Magalhées et al., 2001). No caso
da ingestdo de agua, 0 maior risco esta associado ao consumo de agua sem o tratamento

adequado para remocao das cianobactérias e toxinas.

Registros de ocorréncia de pelo menos 32 espécies de cianobactérias potencialmente
toxicas foram observados por Sant’Anna et al. (2008), em diferentes ambientes aquéticos
brasileiros. De acordo com esses autores a Microcystis aeruginosa e Anabaena s&o 0s

géneros com 0 maior nimero de espécies potencialmente toxicas.

Séo varios 0s géneros e espécies de cianobactérias que formam florages e podem liberar
diferentes tipos de toxinas. Contudo, as neurotoxinas e as hepatotoxinas sdo consideradas
0s principais agentes toxicos produzidos por essas cianobactérias. Esses grupos apresentam
uma estabilidade quimica e uma degradacdo microbioldgica bastante diferente nos

ambientes aquéticos.

3.1.1 - Neurotoxinas

As neurotoxinas produzidas pelas cianobactérias podem interferir no funcionamento do
sistema nervoso levando o individuo & morte por parada respiratoria ap6s poucos minutos
de exposic¢do. Os tipos mais conhecidos dessa toxina séo: anatoxina-a, anatoxina-a(s),

saxitoxinas (Carmichael, 1994).
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Anatoxina-a é um alcal6ide neurotdéxico que age como um potente bloqueador
neuromuscular pds-sinaptico de receptores nicotinicos e colinérgicos. Os sinais de
envenenamento por essa toxina, em animais selvagens e domésticos, incluem:
desequilibrio, fasciculacdo muscular, respiragdo ofegante e convulsdes. A morte é devida a
parada respiratéria e ocorre de poucos minutos a poucas horas, dependendo da dosagem

ingerida e consumo prévio de alimento (Carmichael, 2001).

Anatoxina-a(s) ¢ um organofosforado natural (N-hidroxiguanidina fosfato de metila)
muito toxica, mas devido a sua instabilidade pode ser inativada a elevadas temperaturas,
maiores que 40°C, e sob condicOes alcalinas. Os sinais de intoxicagdo observados, em

animais, sdo a intensa salivacao, tremores, diarréia entre outros (Carmichael, 2001).

As saxitoxinas sdo um grupo de alcaldides carbamatos que podem ser ndo sulfatados
(saxitoxinas), com um Unico grupamento sulfato (G-toxinas) ou com dois grupamentos
sulfatos (C-toxinas). O mecanismo de agdo dessas neurotoxinas ocorre com inibigdo da
condugdo nervosa por blogueamento dos canais de sodio, afetando ou a permeabilidade ao
potéssio ou a resisténcia das membranas. Os sinais clinicos de intoxicagdo humana incluem
tontura, adormecimento da boca e das extremidades, fraqueza muscular, nausea, vomito,
sede e taquicardia. Os sintomas podem comegar cinco minutos apds a ingestdo, e a morte
pode ocorrer entre 2 a 12 horas. Em casos de intoxicagdo com dose néo letal, geralmente os

sintomas desaparecem de um a seis dias (Carmichael, 1994).

A toxicidade aguda desses grupos de alcaldides apresenta bastante variagdo. A DLsg (Dose
Letal) ou quantidade de toxinas que ao serem ingeridas provocam a morte de pelos menos
50% da populagdo alvo, por injecdo intraperitonial (i.p.) em camundongos, para

neurotoxinas purificadas estdo apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - DLs de neurotoxinas por injecéo intraperitonial (Carmichael, 1992).

Toxinas DLso (i.p) g Kg™ de peso corpéreo
Anatoxina-a 200
Anatoxina-a(s) 20
Saxitoxinas 10




3.1.2 - Hepatotoxinas

Seu nome genérico, hepatotoxinas, deve-se, justamente, ao fato de as células hepéticas
(hepatdcitos) serem o alvo principal de sua ag¢éo toxica. O tipo mais comum de intoxicacao
envolvendo cianobactérias é ocasionado por essas toxinas, que apresentam uma acdo mais
lenta, podendo causar morte em um intervalo de poucas horas a poucos dias. Dentre as
espécies identificadas como produtoras de hepatotoxinas estdo incluidos os géneros
Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria, Nostoc, Cylindrospermopsis, Planktotrix,
Oscillatoria, Radiocystis, Arthrospira (Meriluoto e Codd, 2005).

As hepatotoxinas parecem ser o tipo de cianotoxinas mais amplamente distribuido no meio
aquatico. Destas, as mais comumente encontradas nas aguas superficiais, e mais estudadas,

s80 as microcistinas.

A estrutura geral das microcistinas é [D-Ala]-X-[D-MeAsp]-Z-Adda-[D-Glu]-Mdha, onde
X e Z s8o os dois L aminoacidos variaveis, D-MeAsp é D &cido metilaspértico, D-Glu € o
acido glutdmico e Mdha representa N-metildeidroalanina. O grupamento Adda, cido 3-
amino-9-metdxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-diendico, esta presente nas microcistinas e
também nas nodularinas. Este grupamento tem sido apontado como um dos responsaveis

pela atividade bioldgica dessas hepatotoxinas (Sivonen e Jones, 1999).

CCMOH

Figura 3.1-Estrutura geral das microcistinas (Carmichael 1992, modificado).

VariacOes da estrutura molecular podem ocorrer nos sete aminodcidos, sendo mais
frequentes as substituicdes nas posicdes 2 e 4 (X e Z) e metilacdes nos aminoacidos 3 e 7 e

3 ou 7 (Carmicahel, 1992). A Figura 3.1 ilustra a estrutura geral das microcistinas

7



(MCYST), enquanto na Tabela 3.2 s&o apresentadas algumas combinagfes dos L

aminoécidos que definem o analogo da molécula e a nomenclatura desse grupo.

Tabela 3.2 - Tipos de microcistinas (Carmichael 1992, modificado).

Nome da toxina L-aminoécido (X) L-aminoécido (Z)
MCYST - LA Leucina Alanina
MCYST - LR Leucina Arginina
MCYST -RR Arginina Arginina
MCYST - YR Tirosina Arginina
MCYST - YA Tirosina Alanina
MCYST -YM Tirosina Metionina
MCYST - AR Alanina Arginina
MCYST -FR Fenilalanina Arginina
MCYST - WR Triptofano Arginina
MCYST - HtyrR Homo-tirosina Arginina

Embora em 2009, Sivonen e Jones relatassem que pelo menos 85 analogos das
microcistinas eram conhecidos, as mais estudadas sdo as variantes MCYST-LR e MCYST-
LA. A MCYST-LR é a variante mais toxica entre os analogos de microcistinas, pois
apresenta DLsp (i.p.) em animais de laboratério entre 25 a 150 pg kg™ de peso corpéreo e
entre 5.000 e 10.900 ug kg™ de peso corpéreo por administracdo oral (Sivonen e Jones,
1999). Devido a essa comprovada toxicidade cronica, a Organizacdo Mundial de Saude
(WHO) limitou o valor maximo de 1,0 pg L™ de MCYST-LR na &gua para consumo
humano (WHO, 1999). No Brasil, a portaria n°® 518/2004, do Ministério da Salde (MS)
(Brasil, 2004) tem como valor maximo permitido para microcistinas em aguas destinadas
ao consumo humano 1,0 ug L™, sendo aceitavel a concentracdo maxima de 10 pg L™ de
microcistinas em até trés amostras, consecutivas ou ndo, nas analises de agua potavel

realizadas em um periodo de doze meses.

Os estudos relativos aos mecanismos de acdo das hepatotoxinas peptidicas tém mostrado
que varias microcistinas e nodularinas sdo potentes inibidores de proteinas fosfatases tipo 1
(PP1) e 2A (PP2A) de celulas eucariontes. Estas toxinas também sdo reconhecidas como
potentes promotores de tumores hepaticos (Yoshizawa et al., 1990). Elas chegam aos

hepatGcitos por meio de receptores dos acidos biliares e promovem uma desorganizacao



dos filamentos intermediarios e dos filamentos de actina, que sdo polimeros protéicos

componentes do citoesqueleto (Runnegar e Falconer, 1986).

Essa desorganizacéo leva a uma retragdo dos hepatdcitos, provocando a perda de contato
entre eles com as células que formam os capilares sinusoidais. Como consequéncia, 0
figado perde sua arquitetura e desenvolve graves lesdes internas. A perda de contato entre
as células cria espacos internos que sdo preenchidos pelo sangue que passa a fluir dos

capilares para esses locais (Carmichael, 1994).

Tem sido verificado que, outro alcal6ide hepatotdxico, denominado cilindrospermopsina,
cujo mecanismo de acdo se da por inibicdo da sintese protéica, também causa danos
severos em células renais, pulmonares e cardiacas dos animais testados. Esse alcaléide é
uma toxina de acdo lenta, podendo apresentar seu efeito toxico méximo em um intervalo
de poucas horas a poucos dias. Em camundongos, a DLs (i.p.) ap6s 24 horas é de 2 mg
Kg™ de peso corporeo (Harada et al., 1994). Devido a essa elevada toxicidade, a portaria
do MS n° 518/2004 recomenda como limite aceitdvel de concentracbes de

cilindropermopsinas de até 15 pg L™ na gua potéavel.

3.2- METODOS DE DETECCAO DE MICROCISTINAS

Existem diversos métodos analiticos utilizados para detectar e quantificar cianotoxinas
dissolvidas (fracdo extracelular) na agua e em células de cianobactérias (fracdo
intracelular). Esses métodos podem variar quanto ao nivel de sofisticagdo bem como ao
grau de informacdes que eles fornecem. Métodos relativamente simples e com baixo custo
podem ser usados para avaliar rapidamente o risco potencial e permitir a agilidade na
tomada de decisdes. Por outro lado, técnicas analiticas altamente sofisticadas podem ser
aplicadas para determinar, com precisdo, o tipo e quantidade de cianotoxinas. Tanto as
técnicas quanto as metodologias podem ser selecionadas dependendo dos equipamentos e
do grau de especificidade, assim como, o tipo de informacéo requerida. Ressalta-se que
seletividade e sensibilidade sdo critérios importantes para a escolha do método analitico a

ser empregado.

Para analisar as cianobactérias nas floragcbes, os métodos usados compreendem o0s

bioensaios e/ou ensaios fisico-quimicos. A presenga de microcistinas nos ecossitemas pode



ser detectada mediante essas técnicas (Harada et al., 1999), sendo o bioensaio, ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), e 0s ensaios fisico-quimicos, a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e espectrometria de massas (EM), as técnicas de

deteccdo e quantificacdo muito utilizadas para analises dessas cianotoxinas.

Os métodos fisico-quimicos possuem como desvantagem, em relagdo aos bioensaios, a
necessidade de tratamento prévio das amostras. Permitem, no entanto, a deteccdo e
quantificacdo de pequenas quantidades de toxinas na amostra. Entretanto o método ELISA
tem a vantagem de ser uma técnica que ndo necessita de tratamento prévio da amostra para

ser analisada.

O método ELISA permite fazer uma analise imuno-quimica da amostra baseado na
interacdo anticorpo-antigeno. Atualmente existem varios tipos de kits ELISA, como por
exemplo, os qualitativos, nos quais a leitura pode ser feita visualmente, e 0s quantitativos,
que sdo fornecidos em placas, necessitando de um espectrofotdmetro especifico para sua
determinagdo. Pode-se citar como principais vantagens do método: a sensibilidade (na
ordem de partes por bilhdo - ppb), a praticidade, a rapidez e a economia em relagéo ao
custo de implantagcdo no laboratério. No entanto, no teste ELISA, o resultado final ndo
discrimina as variantes de microcistina presentes na amostra; indicando apenas o total de
toxina detectado (Yoo et al., 1995). Ainda, pode haver interferéncias nos resultados, se na
composicdo da amostra existir constituintes de afinidade, ou seja, compostos com
semelhangas significativas com as microcistinas. Neste caso, pode apresentar resultado

falso-positivo.

Em alguns casos, ap6s a deteccdo e quantificacdo das toxinas produzidas por
cianobactérias, é necessario proceder a identificacdo do seu analogo. Para tanto se recorre
aos ensaios fisico-quimicos. Um dos métodos mais utilizados € o CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficéncia), um tipo de cromatografia liquida que emprega colunas
recheadas com materiais especialmente preparados e uma fase mével, eluida sob presséo.
Essa técnica tem a capacidade de realizar separagdes e analises quantitativas de toxinas em
amostras pré-purificadas, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucéo,

eficiéncia e nivel elevado de detectabilidade.
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Uma das desvantagens da CLAE é a necessidade do uso de padrGes para efeitos
comparativos em funcdo do grande nimero de variantes estruturais das microcistinas. A
técnica € dispendiosa, pois além do alto custo do equipamento e dos padrdes, séo
requeridas habilidades e qualificagcbes operacionais para 0 manuseio do equipamento.
Adicionalmente, muitas vezes é necessario realizar a concentracdo e purificacdo da
amostra previamente as andlises, devido a presengca de outros compostos que podem

interferir na anélise dos cromatogramas e influenciar o limite de deteccdo do equipamento.

Com o avanco da tecnologia, surgiram novas técnicas que permitem o esclarecimento de
estruturas desconhecidas, com alta capacidade de seletividade e confiabilidade dos
resultados obtidos. A espectrometria de massas (EM) é um exemplo dessa evolucéo. A
espectrometria de massas € uma técnica capaz de identificar, de forma simultanea, os
analogos da microcistinas em amostras de agua (Kondo et al., 1992). A EM tem ainda a
capacidade de fornecer informagdes sobre a composicéo elementar de amostras, a estrutura
molecular, a composicdo qualitativa e quantitativa de misturas complexas, além de ser

capaz de alcancar limites de detecgdo muito baixos.

Para a andlise de amostras, em condicOes ideais de separacdo, no espectrometro de massas,
foi desenvolvida a cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas, denominada
CLAE/EM. Este acoplamento tornou-se uma técnica analitica robusta, versatil e com boa

sensibilidade.
O espectrdmetro de massas € um instrumento constituido por trés partes: fonte de

ionizacdo, analisador de massas e detector de ions com aquisi¢do de dados. A Figura 3.2

apresenta os principais componentes de CLAE/EM.
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Figura 3.2 — Principais componentes de um espectrometro de massas (Skoog et al.,2002,

modificado).

A transferéncia de uma amostra da condicéo ideal, empregada em CLAE, para a condigéo

requerida em EM exigiu o desenvolvimento de interfaces para compatibilizar estas duas

técnicas. Para que uma substancia possa ser detectada em EM, ela precisa ser ionizada,

antes. Este procedimento ocorre por meio de varios métodos de ionizagdo. A Tabela 3.3

apresenta alguns exemplos das fontes de ionizagdo existentes e seus respectivos agentes

ionizantes.

Tabela 3.3 - Fontes de ionizagéo e seus respectivos agentes ionizantes (Skoog et al., 2002,

adaptado).

Tipo Bésico

Fontes de lons

Agente ionizante

Fase Gasosa

Impacto de elétrons (IE)

Elétrons energéticos

lonizacéo quimica (CI)

fons gasosos reativos

lonizag&o por campo (FI)

Eletrodo com alto potencial

Dessorcéo

Dessorcdo por campo (FD)

Eletrodo com alto potencial

lonizacéo por eletronebulizacdo (ESI)

Campo elétrico elevado

lonizagdo quimica a pressdo atmosfera
(APCI)

fons gasosos reativos

Dessorcdo /ionizagdo com laser auxiliada
por matriz (MALD)

Feixe de laser

Dessorcéo por plasma (DP)

Fragmentos de fisséo de ~°Cf

Bombeamento com atomos rapidos (FAB)

Feixe atbmico energético
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A interface de eletronebulizacdo (ESI, do inglés eletrospray), na qual um spray é
produzido com auxilio de uma corrente elétrica, e a ionizacdo quimica (APCI- do inglés
Atmospheric Pressure Chemical lonization), que produz uma espécie quimica que ioniza a
substancia em analise sdo as interfaces que operam a pressdo atmosférica. Estas duas
formas de ionizacdo sdo complementares, sendo a eletrospray a mais usada para moléculas
de maior polaridade e massa molecular (Langas, 2009). A Figura 3.3 apresenta um

esquema de um sistema de espectrometria de massas.

IONIZAGAO INTERFACE ANALISADOR DE MASSAS _ DETECGAO
i |
Gas
Nebulizante . Capilar

Turbo

Turbo 2 Potencial de Orificio (DF) Potencial de Salda

Heater Heater fA A da Cela e Colisat (CXP]
(\":‘.\ _r'.'.' '\" f 4 & o e R
\ T, nergia de Colisao /
Gas e |I| & e |
Secante 4 & ¥ a1 | Q2 Q3
(Aquecido) . ) D | a )| @ ) _DF__
N ) (N (o1 [o1 !
Pressdo \ ) O | @ [ -]
Atmosférica / Cela de Colisdo \%éqrip
Orificio \ -~
l\ . 8mTorr
J Bomba Mecanica 1,4 Torr \""-._I\Curtain Gas\\ Bomba Turbo Molecular 10° Torr

| | Bomba Turbo 8 x 10" Torr

Figura 3.3 - Esquema do sistema de espectrometria de massas (Martins Janior et al., 2006).

No sistema de ionizacdo por eletronebulizagdo a amostra em solugdo (usualmente um
solvente polar volatil) entra na fonte de ions através de um tubo capilar de aco inoxidavel
envolvido por um fluxo de nitrogénio (0 gas nebulizador). A extremidade do capilar é
mantida em um potencial elevado em relagdo a um eletrodo. Quando a solucdo deixa o
tubo capilar, forma-se um aerossol de goticulas carregadas que sdo dessolvatadas ao se
deslocarem em sentido contrério ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de
pressdo atmosférica (Silverstein et al., 2007). Na Figura 3.4 esta ilustrada a ionizagdo
eletrospray com analisador de massas quadrupolo.
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Curtinade gas

Formacéo de gotas

Alta voltagem

E
—- - -

Géas nebulizador | | Qrificio  Analisadorde
Evaporacédo h massas

Curlina de gas

Figura 3.4 - lonizacéo eletrospray com analisador de massas quadrupolo (Applied
Biosystems, adaptado).

De acordo com Chiaradia et al. (2008) a medida que ocorre a dessolvatacdo, ou seja, a
evaporacao do solvente na amostra, o tamanho das gotas é reduzido até o ponto em que a
forca de repulsdo entre as cargas similares fica maior que as forcas de coesdo da fase
liquida (tensdo superficial). Nesse momento, ocorre a chamada "explosdo couldémbica".
Uma série de explosbes passa entdo a ocorrer até que sdo produzidos ions do analito a

partir destas gotas, os quais sdo transferidos para o interior do espectrometro de massas.

Os ions positivos produzidos séo atraidos por uma fenda do espectrometro de massa e séo
separados, no analisador, de acordo com a relagdo entre a massa da espécie e a sua carga
elétrica (m/z, massa/carga). Os ions separados, no analisador, sdo encaminhados para o
detector e em seguida analisados no sistema que produz um espectro de massas (Skoog et
al., 2002).

Ainda segundo Skoog et al. (2002) para se obter o espectro de um analito, que tem massa
molecular nominal “M”, o vapor do analito ao ser bombardeado com um feixe de elétrons
conduz a perda de um elétron formando o fon molecular M*, chamado de ion precursor.
Esse ion precursor ao sofrer colisdes com um gas inerte é fragmentado formando assim

ions de massas menores denominados de ions produtos.

Existem diferentes tipos de analisadores de massas, como por exemplo, 0 aprisionador de
fons (quadrupolo ion trap - tandem), constituido de dois analisadores de massas em

sequencia (Q1 e Q3), porquanto recebe a denominagdo de CLAE/EM/EM. O efluente da
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coluna cromatografica entra no primeiro analisador (Q1), no qual se verifica a presenga do
fon molecular protonado (M®), molécula original que perdeu apenas um elétron,
caracteristico da substancia a ser analisada. O ion selecionado vai para a camara de reacdo
(Q2) contendo géas nitrogénio onde sofrera colisdo e fragmentagdo, gerando outros ions.

Estes novos ions, denominados ions produto, séo analisados no segundo analisador (Q3).

A técnica de CLAE-EM/EM vem se destacando devido a sua alta especificidade analitica
quando utilizada em modo de monitoramento de rea¢des multiplas (MRM, do inglés
“Multiple Reaction Monitoring”), no qual os analisadores de massas Q1 e Q3 selecionam o
fon precursor e produto, respectivamente, definindo uma transi¢cdo de m/z especifica. Nesse
modo, o segundo quadrupolo (Q2) funciona como uma cela de colisdo, onde os ions
precursores selecionados, em Q1, de acordo com as razbes m/z sdo fragmentados por
dissociacdo induzida por colisdo (CID), ap6s colisBes com um gés inerte, o nitrogénio, sob
uma energia especifica. Otimizando o detector para tal experimento (MRM), contendo
mais de uma transicdo para 0 mesmo ion precursor, gera-se um método confirmatério
(Martins Junior et al., 2006).

Dessa forma, é possivel confirmar a identidade de um composto presente em uma amostra
complexa utilizando a técnica de CLAE/EM/EM. Empregando-se um padrdo analitico,
obtém-se o espectro do composto, nos dois analisadores, de forma independente, e escolhe-
se 0 ion caracteristico do composto, no primeiro analisador, e um dos ions caracteristicos,
no segundo analisador, apds a colisdo. Uma vez conhecidos esses dois ions, efetua-se a
analise com a amostra de interesse, monitorando apenas o ion escolhido para o primeiro
analisador, ion-precursor, e o ion escolhido para o segundo analisador, ion produto. Este
tipo de monitoramento €, normalmente, referido como uma transicdo a — b, onde “a” é a
relacdo massa/carga (m/z) do ion precursor e “b” a relagdo massa/carga (m/z) do ion
produto. Uma vez que apenas um ion é escolhido para ser analisado em cada analisador,

todos os demais séo ignorados (Langas, 2009).

Portanto, o emprego da técnica CLAE/EM/EM fornece informages referentes a retengdo
do composto na coluna, as transicdes monitoradas e ao sinal proporcional a concentragdo
do analito, que permitem atingir niveis de confiabilidade e sensibilidade, de acordo com os

limites recomendados pelos 6rgdos governamentais.
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3.3- VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Validacdo de um método é a confirmagdo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva
de que os requisitos especificos para um determinado uso pretendido s&o atendidos
(ABNT, 2005).

A Comunidade Européia desenvolveu, em 2002, um guia de validagdo (EC/657/2002) do
desempenho de métodos analiticos e interpretacdo de resultados aplicados & identificacéo e
quantificacdo de residuos e contaminantes de origem animal (EC, 2002). No Brasil, o
INMETRO no documento de carater orientativo (DOQ-CGCRE-008) ‘Orientagdo sobre
validacdo de métodos analiticos’ aborda os requisitos apliciveis a validagcdo de métodos
analiticos (INMETRO, 2010). Esses documentos tém sido usados como base para
validacdo de métodos para andlises e prevéem que, oS pardmetros que devem ser
observados no processo de validagdo de um método analitico sejam:

e Seletividade ou especificidade;

e Linearidade;

e Limite de deteccéo;

e Limite de quantificacéo;

e Recuperacdo;

e Precisdo (repetitividade e reprodutibilidade).

3.3.1 - Seletividade ou especificidade

Conforme mostra na literatura, existem instituicbes que fazem referéncias somente a
especificidade dos métodos. Nesse caso, podem ser citados, Validagdo de Procedimentos
Analiticos (ICH, 1995) e a Comissdo de Decisdo da Comunidade Européia (EC, 2002).
Esses 6rgaos definem a especificidade como sendo a habilidade de o método distinguir
entre o analito a ser medido e outras substancias presentes na amostra. Entretanto a
International Union of Pure and Applied Chemistry — IUPAC e o INMETRO citam
somente a seletividade como sendo a capacidade do método de quantificar o analito na
presenca de interferentes. Sendo assim, neste trabalho serdo utilizados os termos

seletividade e especificidade como definido por esses 6rgdos, uma vez que 0S Mesmos
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estdo de acordo com o objetivo pretendido de quantificar o analito de interesse na presenca

de outras substancias.

Em geral, uma das formas de verificar a seletividade é mediante a observacdo da presenca
de picos na regido do tempo de reten¢do do analito de interesse injetando-se um branco,
isento do analito de interesse, obtido com a mesma matriz a ser analisada (Lancas, 2009).
Esse pardmetro pode ser também comprovado por meio de andlise utilizando as técnicas

auto-confirmatdrias, como por exemplo, a espectrometria de massas.

3.3.2 - Linearidade

Expressa a resposta obtida em fungdo da concentragdo do analito, a qual deve ser estudada
em um determinado intervalo de concentra¢fes do analito. A quantificagdo requer que se
conhega a relagéo entre a resposta medida e a concentracdo do analito. De acordo com
Leite (2008), a linearidade é determinada por meio de curvas de respostas, para isso faz-se
necessario a constru¢do de um grafico de resposta do equipamento em fungdo de vérias
concentracdes do analito em estudo. A equagdo da reta obtida que relaciona as duas

variaveis tem a forma:

y=ax+b Equacéo (3.1)

Na qual:

y = resposta medida (&rea do pico);

X = concentragao;

a = coeficiente angular - expressa a inclinagdo da curva em relagéo aos eixos;

b = coeficiente linear - expressa a interseccdo da curva com oS eixos.

Ainda segundo Leite (2008), pode-se verificar a relagéo linear por meio do coeficiente de
correlagdo (r), que expressa a relagéo entre x e y na curva, onde os valores ideais esperados
sdo 1 e -1, ou seja, quanto mais proximo da unidade maior a relagdo, maior a probabilidade

de existir uma relacéo linear definida.

17



3.3.3 - Limite de deteccéo

Corresponde & menor quantidade de um analito na amostra que pode ser detectada pelo
metodo. Pode ser determinado como a menor concentragdo do analito cujo sinal pode ser
diferenciado do ruido do sistema. A exigéncia para distinguir-se ruido de um sinal analitico
varia entre laboratérios. Um critério comum € aceitar como limite de detec¢cdo (LOD) a
concentragdo do analito que gera sinal trés vezes maior do que o ruido do sistema (Langas,
2009). Outro critério, recomendado pela EC/657/2002 (EC, 2002), € por meio de uma
curva analitica. Neste caso, o material branco € fortificado com concentra¢des proximas ao
limite permitido pela legislagdo. Ao analisar as amostras fortificadas plota-se o sinal
obtido, que corresponde a éarea, contra a concentracdo do analito adicionada. A
concentracdo correspondente ao coeficiente linear da reta mais 2,33 vezes o desvio padréo
é definida como LOD, sendo 2,33 o valor-z (testehipGtese utilizado em estatistica

descritiva) com nivel de confianca de 95%.

3.3.4 - Limite de quantificagéo

O Limite de quantificacdo (LOQ) pode ser determinado por meio da analise de amostras
com concentragdo do analito conhecida com nivel aceitavel de exatiddo e precisédo (ICH,
1995).

Na literatura existem varias formas de determinar o LOQ. De acordo com Langas (2009), o
LOQ pode ser definido em relacdo ao ruido empregando-se o branco como referéncia.
Valores da ordem de 10s, em que s € o desvio padrdo do sinal gerado como resposta do

branco podem ser aceitos.

O LOQ pode ser determinado ainda, segundo EC/657/2002 (EC, 2002), por meio de
analise da amostras fortificadas com concentra¢des conhecida do analito. Para a obtencédo
do LOQ plota-se a concentracdo adicionada contra o sinal obtido. A concentragdo
correspondente ao LOD mais 1,64 vezes o desvio padréo do coeficiente linear da reta €
igual ao LOQ, sendo 1,64 é o valor-z (testehipdtese utilizado em estatistica descritiva)

considerando um nivel de confianga de 95%.
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3.3.5 - Recuperacéo

Refere-se a medida da eficiéncia do processo de isolamento do analito de interesse da
matriz em que se encontra presente. O estudo de recuperacgéo consiste na fortificagdo da
matriz, ou seja, na adi¢do de solugBes do padrdo analitico de interesse com concentracdes

conhecidas, & matriz isenta do analito (Lancas, 2009).

3.3.6 - Precisao

Denomina-se precisdo a concordancia entre os valores experimentais obtidos. Quanto mais
proximos entre si estiverem os valores experimentais mais preciso é o método analitico
(Leite, 2008).

De acordo com Langas (2009), a precisdo pode ser determinada em condigdes de
repetibilidade ou em condigdes de reprodutibilidade. Condigdes de repetibilidade s&o
aquelas em que resultados independentes sdo obtidos usando o mesmo método, para a
mesma amostra, N0 mesmo instrumento, pelo mesmo analista, no mesmo local e repeticdes
em curto espaco de tempo. Condi¢Oes de reprodutibilidade sdo aquelas em que os
resultados sdo obtidos usando o mesmo método, para a mesma amostra, em diferentes
equipamentos, diferentes locais e por diferentes analistas. A precisdo pode ser estimada

pelo desvio padréo ou pelo coeficiente de variacao.

3.4 - OXIDACAO QUIMICA APLICADA A REMOCAO DE MICROCISTINAS

O processo de oxidagdo envolve a troca de elétrons entre espécies quimicas com mudanca
do estado de oxidacdo das espécies envolvidas. Como uma espécie perde elétrons, e €
oxidada, e outra ganha elétrons, e é reduzida, o processo é geralmente denominado de oxi-

reducéo.

De acordo com Weber Jr. (1972), o objetivo da oxidacdo no tratamento de agua é converter
espécies quimicas indesejaveis em espécies ndo prejudiciais, ou seja, no tratamento de
agua, além da inativacdo de organismos, os desinfetantes, devido ao elevado poder de
oxidagdo que 0s mesmos apresentam, também sdo usados com outros fins, destacando-se:

e Oxidar ferro e manganés;
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Prevenir o crescimento e manutencdo da estabilidade biolégica nos sistemas de
reservacdo e distribuicdo de agua;

e Remover sabor e odor;

e Melhorar a eficiéncia de coagulacéo e filtrag&o;

e Prevenir o crescimento de algas em decantadores e filtros;

e Remover cor;

e  Minimizar a formacdo de subprodutos da desinfeccéo dependendo do oxidante.

A desinfeccdo é um processo que usa um agente quimico ou néo e que tem por objetivo a
inativacdo de microrganismos patogénicos presentes na agua. Isto se torna possivel por
meio de alguns mecanismos tais como, destruicdo da estrutura celular, interferéncia no
metabolismo com a inativagdo de enzimas e interferéncia na biossintese e no crescimento
celular. No caso dos agentes quimicos, considera-se que a eficiéncia da desinfeccéo resulte
da oxidacdo ou da ruptura da parede celular, com consequente desintegracdo das células, e
difuséo do agente para o interior da célula, o qual interfere na sua atividade (Di Bernardo e
Dantas, 2005).

O modo de agdo dos desinfetantes quimicos pode resultar em efeito indesejado quando o
agente oxidante é adicionado na &gua contendo cianobactérias, pois ao terem sua parede
celular rompida (lise) esses organismos liberam as toxinas para &gua. Por outro lado, o
poder oxidante dos desinfetantes pode ser benéfico quando as toxinas j& se encontram
dissolvidas na &gua. Ou seja, a pre-desinfeccdo de &guas eutrofizadas pode se configurar
em um problema, mas no caso da pés-desinfecgdo (pds-remocao das células nos processos
de separacdo solido-liquido na estagdo de tratamento de agua), o efeito pode ser benéfico

com relacdo a oxidacdo da toxina dissolvida.

As tecnologias de tratamento de dgua convencional baseadas nos processos de coagulagéo,
floculagéo, sedimentacéo ou flotagéo e filtragdo, tém se mostrado eficientes na remogéo de
células de cianobactérias, mas sdo ineficazes para remover as microcistinas extracelulares
(Himberg et al., 1989; Chow et al., 1999; Ho et al 2006;Ying et al, 2008). O processo de
oxidacdo quimica pode entdo, complementando esse tratamento, se configurar como a
barreira para a reducdo dos riscos a salde associados & presencga de cianotoxinas na agua

para consumo humano.
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A remocdo de microcistinas provenientes das cianobactérias tem sido objeto de estudo de
inimeras pesquisas (Brook et al. (2006); Rodriguez et al. (2007); Kuroda et al. (2007)
entre outros), sendo vérias as linhas de abordagem do problema. Os agentes oxidantes
usados no tratamento de &gua para remocao dessas microcistinas incluem, dentre outros,
cloro e cloraminas, dioxido de cloro, permanganato de potassio, 0zonio. Nos ultimos anos,
o potencial utilizacdo de Processos Oxidativos Avangados (POA) no tratamento de agua

também tém sido objeto de estudo.

Rodriguez et al. (2007) realizaram estudos comparativos em aguas contendo 3,6 mg L™ de
carbono organico dissolvido (COD) usando os oxidantes ozénio (0,25 mg L™), cloro,
diéxido de cloro e permanganato de potassio (0,75 mg L™) adicionados & &gua contendo
concentragdo de 1mg L™* de MCYST-LR. Os experimentos foram realizados & temperatura
de 20°C e em pH entre 6 e 8. Ao analisarem a oxidagdo das MCYST-LR, foi verificado que
0 0zoOnio é eficiente para remoc¢do dessa cianotoxina. No entanto, o resultado do estudo
sugere que o didxido de cloro ndo seja um oxidante adequado para a remogdo dessa
cianotoxina no processo de tratamento de 4gua. O ozonio e permanganato de potassio, de
acordo com o estudo, séo eficientes na reducdo MCYST-LR, ja o cloro foi eficiente, em
pH 8 e temperatura de 20°C, pois promoveu a quase completa remogédo de MCYST-LR

quando aplicada dose de 3 mg L™.

As reacgdes dos oxidantes com as cianotoxinas sdo sempre marcadas pela competigdo com
outros compostos organicos presentes na agua. Como resultado, a ocorréncia de matéria
organica natural na agua a ser tratada é um dos fatores importantes a serem considerados
nesse processo. Segundo Laplanche et al. (1995), as demandas de ozbnio, por exemplo,
dependem dos parametros de qualidade da agua, principalmente da presenca de carbono

organico dissolvido.

Contudo, de acordo com os pesquisadores Brook et al. (2006), a matéria organica perde
significancia no processo de oxidagdo se um residual de ozonio for mantido. Infere-se
desse relato que ocorrera maior demanda do oxidante na degradagdo das microcistinas,
porém a eficiéncia seré alcangada se mantido o residual do agente oxidante na gua. Esse
fato foi avaliado por Rositano et al. (2001), nos ensaios de bancada. Segundo esses autores

um residual de 0,2 mg L™ de ozbnio exposto ao tempo de contato de 5 minutos foi
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eficiente na oxidagdo das MCYST-LR e LA. O estudo foi realizado usando uma
concentragio de 20 pg L™, para cada toxina dissolvida em &gua com diferentes
caracteristicas de qualidade da agua de estudo (COD e alcalinidade) e valores de pH entre
74e75.

Em estudo realizado por Kuroda et al. (2007), foi avaliado o efeito da oxidagcdo em aguas
contendo as cepas toxigénicas de Microcystys ssp e microcistinas, utilizando cloro, diéxido
de cloro e permanganato de pot&ssio como oxidantes. Os autores realizaram experimento
com densidades de 1,4 x 10° células de Microcystys ssp mL™* e concentracdo de
microcistinas (MCYST) de 132 pg L™ Nesse estudo foi observado que utilizando um
tempo de contato de 30 minutos e doses de 1,0 mg L™ de cloro, 0,25 mg L™ de diéxido de
cloro e 0,25 mg L™ de permanganato de potassio, eficiéncias de remogdo de MCYST de
84, 34 e 13%, respectivamente, foram obtidas. Entretanto, para a mesma concentragdo de
microcistinas (intracelular + extracelular) ao final do tempo de contato de 60 minutos
usando doses de 2,5 mg L™ de cloro, 0,5 mg L™ de diéxido de cloro e 0,5 mg L™ de
permanganato de potéssio, foram alcancadas eficiéncias de remogdo de 97, 46 e 50%,
respectivamente. Com este resultado, os autores concluiram que a cloracdo pode ser uma
alternativa viadvel para a remocdo de microcistinas em éaguas destinadas ao consumo

humano.

A baixa eficiéncia alcangada por Kuroda et al. (2007) e Rodriguez et al. (2007) em seus
experimentos utilizando o oxidante diéxido de cloro corroboram o resultado obtido no
estudo realizado por Kull et al. (2004). Estes autores ja haviam observado que o didxido de
cloro ndo era um oxidante eficiente para a remocéo de microcistinas em &guas naturais,

pois este oxidante apresenta baixa reatividade com as microcistinas.

J& as cloraminas, muito embora possuam a vantagem de reduzir a formacéo de
subprodutos, séo oxidantes muito fracos. Nicholson et al. (1994) relataram, em seu estudo,
que ndo foi observado qualquer efeito oxidante para Microcystis aeruginosa mesmo
usando uma concentracéo de 20 mg L™ de monocloramina e o tempo de contato de cinco

dias.

Vérios oxidantes ja foram testados no processo de oxidacdo de microcistinas. A Tabela 3.4

apresenta um resumo de alguns estudos que avaliaram a oxidag&o de microcistinas usando
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diversos agentes fisico-quimicos. Contudo, o cloro é um dos agentes quimicos oxidantes

mais usados no processo de desinfecdo nas estagdes de tratamento de &guas no Brasil.

Tabela 3.4 - Processos de oxidagéo utilizados na remocéo de microcistinas.

Processo de oxidagéo

Tipos de microcistinas

Referéncia

Ultravioleta (UV)

MCYST-LR e MCYST-RR

Tsuji et al. (1995)

Ozonio, Permanganato de

Lawton e Robertson

) ) ) ) MCYST-LR

Potassio, Peroxido de Hidrogénio (1999)
Fenton MCYST-LR Gajdek et al. (2001)
Ozobnio MCYST-LR e MCYST-LA | Rositano et al. (2001)
Ozobnio MCYST-LR Hoger et al. (2003)
Fenton e Foto-Fenton MCYST-LR Bandala et al. (2004)
Radiac&o ultravioleta e perdxido )

) ) MCYST-RR Qiao et al. (2005)
de Hidrogénio
Didxido de Titanio MCYST-LR Yaun et al. (2006)
Irradiacdo ultrasonica MCYST-LR Hudder et al. (2007)

Cloro e Permanganato de Potéssio

MCYST-LR e MCYST-RR

Rodriguez et al.
(2008)

Ozbnio

MCYST-LR e MCYST-RR

Miao e Tao (2008)

Foton-fenton, UVA, UVC,
Perdxido de Hidrogénio

MCYST-LR

Freitas, A (2008)

Ozbnio, Peréxido de Hidrogénio,

fenton

MCYST-LR e MCYST-RR

Momani et al. (2008)

Ferrato (V1) de potassio

MCYST-LR

Luca et al. (2010)

As pesquisas tém demonstrado que o cloro é capaz de produzir efeitos letais a
microrganismos. O cloro nas suas formas ativas HOCI e CIO™ danifica a parede celular dos
microrganismos promovendo a lise da célula. De acordo com a USEPA (1999), a
eficiéncia do cloro, tanto como desinfetante como oxidante, depende de varios fatores, tais
como: a temperatura, o pH, as condi¢cdes de mistura, a turbidez, o tempo de contato, a

presenca de substancias interferentes e a concentracdo do cloro disponivel.
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A distribuicdo das espécies entre HOCI e CIO™ é determinada pelo pH da 4gua. Em valores
de pH mais baixo a espécie dominante é o &cido hipocloroso e, consequentemente, maior
sera a eficiéncia da oxidacdo. No entanto, em valores de pH mais elevado, maior sera a
concentragdo do ion hipoclorito o que causa uma redugdo na eficiéncia. Estudos tém
demonstrado que quando a espécie dominante é CIO™ se requer maior tempo de contato
para alcangar a mesma eficiéncia no processo de oxidagéo, devido ao seu menor potencial
de oxidagdo (Nicholson et al.,1994; Acero et al., 2005).

Nicholson et al. (1994) avaliaram a eficiéncia dos oxidantes hipoclorito de sodio,
hipoclorito de célcio e cloro aquoso em pH 3, 4, 7, 8, 9 e 10 e concentracdes de
microcistinas dissolvidas em é4gua destilada entre 130-300 pug L™. Em valores de pH
abaixo de 8, foram observadas remogdes de microcistinas acima de 95% quando aplicadas
doses de 15 mg L™ dos trés oxidantes (hipoclorito de célcio, cloro aquoso e hipoclorito de
sodio) no tempo de contato de 30 minutos. Os pesquisadores observaram menor

degradagéo das toxinas para valores de pH acima de 8.

Hart et al. (1998) realizaram estudos para simular o efeito da cloracdo no final do
tratamento de 4gua na remogdo de MCYST-LR. Os autores usaram concentragdo de 6,9 pg
L™ de MCYST-LR e dose de 1,7 mg L™ de hipoclorito de sodio. Para o valor de pH igual a
5, a remocéo alcancada foi maior que 93% no tempo de contato de 30 minutos. Nessas
condicBes o cloro residual livre foi de 0,7 mg L™. Em valor de pH 7 e a mesma dosagem
de cloro, nenhuma remocéo significativa foi alcancada ap6s 30 minutos, verificando-se
somente ap6s 22h de tempo de contato uma remogdo de microcistina proxima de 90%.
Para um valor de pH 9, a reducdo da concentracdo de MCYST-LR foi baixa mesmo apds
22h de contato. Mais uma vez os resultados demonstraram que a eficiéncia no processo de

oxidagéo com o composto hipoclorito de sddio é fortemente dependente do pH.

Pegorer (2006) apud Di Bernardo et al. (2007) também estudou a oxidacdo das
microcistinas. Os ensaios foram realizados com concentracéo inicial de 100 pg L™ de
microcistinas inoculadas em &gua desionizada a temperatura de 20°C e valor de pH
proximo & neutralidade. Os resultados do estudo mostraram uma remocéo de 79% ap6s 30
minutos de tempo de contato usando uma dosagem de 1,6 mg L™ de cloro. Aumentando a
dosagem de cloro para 3 mg L™, decorridos 30 minutos de tempo de contato a remogao

atingida foi de 95%. Com a aplicacdo da dose de 5 mg L™ de cloro nos 10 primeiros
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minutos foi alcancada uma remogéo de aproximadamente 94% e ao final dos 30 minutos
de contato atingiu 96% de remogdo de microcistinas. Sendo assim, foi constatado que a
eficiéncia de remocdo aumentou com um incremento da concentragdo de cloro empregada,
porém, na maior parte dos casos, esse aumento ndo foi diretamente proporcional a

dosagem.

Outro estudo referente a oxidacdo usando cloro como oxidante foi realizado por Lawton e
Robertson (1999). Os pesquisadores aplicaram dose de 5,0 mg L™ de cloro, proveniente da
solugéo de hipoclorito de sddio, em agua pura inoculada com cerca de 130 a 300 ug L™ de
MCYST-LR. Os ensios foram realizados em valor de pH 7. Os resultados mostraram, ap6s
30 minutos de tempo de contato, eficiéncia maxima de remogédo de MCYST-LR de 70-

80% no processo de oxidag&o.

A temperatura é outro pardmetro que também exerce influéncia no processo de oxidacéo
de microcistna. Acero et al. (2008) ao avaliarem concentracdes de 3 mg L™ de cloro livre e
pH 7,3 observaram que o tempo necessario para reduzir a concentracao inicial de 5 pg L™
de MCYST-LR para valor abaixo de 1 pg L™ diminuiu de 40 para 20 minutos quando a
temperatura foi elevada de 10 para 25°C. Entretanto, 0 aumento da temperatura provocou
um decaimento mais rapido na concentracéo do cloro livre, e consequentemente, a relaco
CT, (concentragdo vezes tempo de contato) tornou-se menor. Os resultados demonstraram

que a reducgdo da concentracdo das toxinas MCYST-LR ¢é proporcional a CT do cloro.

As demandas do oxidante, incluindo cloro, variam em funcdo de outros parametros de
qualidade da 4gua. A matéria organica natural (MON) é um exemplo, pois quando presente
na agua a ser tratada demanda uma maior quantidade do oxidante, aumentando, dessa
forma, a relagcdo CT. Assim como a concentracdo, as caracteristicas da MON contendo, por
exemplo, propor¢des significativas de moléculas com estruturas aromaticas ativadas,
favorecem maior demanda de cloro, uma vez que essas moléculas sdo mais suscetiveis ao

ataque pelo cloro (Reckhow et al., 1990).

Acero et al. (2008) avaliaram o efeito da oxidacdo da MCYST-LR com hipoclorito de
sodio, usando dois tipos de aguas contendo pardmetros de qualidades diferentes, COD,
bicarbonato, amonia e bromo. As condigdes eram similares para os dois experimentos,

sendo as concentragdes iniciais de MCYST-LR de 5 ug L™, valor de pH 7,3 e 0 tempo de
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contato de 30 minutos. Para reduzir a concentragdo de MCYST-LR a valores inferior a 1
pg L foi necessario uma dose de 3 mg L™ de cloro livre para a 4gua contendo maiores
quantidades de matéria organica e inorganica e 2 mg L™ para a amostra com menores
quantidades, indicando, dessa forma, a influéncia dessas substancias no processo de

oxidag&o das toxinas.

Freitas (2007) realizou estudo, em escala de bancada, de oxidacdo de microcistina
proveniente da lise das células toxica de Microcystis aeruginosa — cepa NPLJ-4 com
solucdo de hipoclorito de sodio. Os ensaios foram realizados usando microcistinas
dissolvidas, apos filtragdo em membrana de éster de celulose com retencdo de 0,45um, sob
condicGes de temperatura entre 22 e 25 °C e valor de pH da &gua de estudo, antes da adi¢éo
do cloro, entre 4,8 e 51. Ao aplicar a dose de cloro de 11mg LY na solugdo de
microcistinas diluidas em &gua desionizada contendo 81 pg L™ foi observado remocéo de
97 % ao final de 30 minutos de tempo de contato. De acordo com relatos da autora a
elevada dose de cloro usada no ensaio realizado com agua de estudo contendo material da
lise diluido em A&gua deionizada revela a influéncia, no processo de remocdo de

microcistinas, desses compostos oriundos da lise das células.

Os tipos de andlogos de microcistinas presentes na amostra a ser oxidada também podem
influenciar no resultado da oxidagdo. Com o intuito de avaliar esta influéncia, Ho et al.
(2006) avaliaram o comportamento de quatro tipos de andlogos de microcistinas
purificadas (MCYST-LA, MCYST-LR, MCYST-RR, MCYST-YR) em dois tipos de agua
tratadas submetidas ao processo de oxidagcdo com o uso de cloro. Em seus estudos usando a
mesma concentragio, 20 ug L™ para cada toxina, e um valor para CT de 25 mg min L™, foi
obtida uma concentragéo residual de microcistinas abaixo do limite estabelecido pela
Organizagdo Mundial de Saude. Os autores ainda constataram que a combinacdo dos
fatores pH e estrutura molecular das microcistinas sdo muito importantes no processo de
cloragéo, sendo que cada variante apresenta reatividade diferente, MCYST-YR>MCYST-
RR>MCYST-LR>MCYST-LA, ou seja, a facilidade com que as microcistinas séo

oxidadas depende dos grupos de aminoécidos presentes na estrutura molecular da toxina.

Ainda segundo Ho e colaboradores (2006), as microcistinas tém diferentes grupos aminos
em sua estrutura que podem influenciar na reatividade. Enquanto que os grupos leucina e

alanina sdo considerados relativamente ndo reativos com o cloro, pois sdo essencialmente
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grupos alquilicos, os grupos arginina e tirosina tém maior reatividade com o cloro. Os
autores sugerem que MCYST-YR foi mais suscetivel & oxidacéo pelo cloro porque contém
em sua estrutura anéis aromaticos ativados, além do grupo arginina. Por isso, a importancia
de se conhecer os analogos de microcistinas presentes na 4gua a ser analisada, pois cada
analogo pode ser oxidado em graus diferentes, dependendo da estrutura molecular, assim

como o valor de pH da &gua.

A cinética da reacdo de microcistinas com cloro foi estudada por Acero et al. (2005)
usando diferentes concentracfes de MCYST-LR purificadas diluidas em agua Mili-Q e
diferentes doses de hipoclorito de sddio. Os estudos foram realizados & temperatura de
20°C e valor de pH 7,2. Nessas condicdes a oxidagdo da MCYST-LR pelo o cloro seguiu
uma reacdo cinética de pseudo-primeira ordem, pois a constante de velocidade de reacdo
da MCYST-LR aumentou com o aumento da dose de cloro aplicada, ou seja, existe uma
proporcionalidade direta entre a taxa da reacdo de oxidagdo e a concentragcdo da

microcistina.

Com base nesse estudo, mantendo a concentragdo do cloro em excesso, pode-se considerar
que a cinética de oxidagdo do cloro com as microcistinas pode ser escrita da seguinte

forma (Equacéo 3.2):

d[MCYST] _
dt

k[mMcysT] = [CIf Equacéo (3.2)
Na qual:

k = constante de velocidade;

[MCYST] = concentracéo de microcistinas (ug L™);

[CI] = concentragéo de cloro (mg L™);

a = ordem da reag&o para microcistinas;

b = ordem da reacéo para o cloro;

t = tempo de reagéo (min).

Se b =0, considerando a concentragdo do cloro em constante durante o tempo de reagdo, a

equacdo 3.2 pode ser escrita como;
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% =k'[MCYST] Equagéo (3.3)
Na qual:

k’ = constante de velocidade para cinética de pseudo-primeira ordem (min™).

Ying et al. (2008) também realizaram estudos cinéticos com microcistinas e dioxido de
cloro. A MCYST-RR, concentragdo inicial de 100 pg L™, foi oxidada com diferentes doses
de cloro, 8mg L™, 10 mg L™, 15 mg L™ e 20 mg L™, & temperatura de 10°C e pH 6,48. Os
resultados indicaram uma cinética de pseudo-primeira ordem cujo coeficiente de regressao
foi superior a 0,99. Os autores observaram que a constante de taxa de oxidagdo das
microcistinas pelo cloro aumentava com o aumento das doses do cloro aplicadas, mas o
tempo de meia vida diminuia, ou seja, a relagdo CT (concentracdo vezes tempo) era

otimizada.

A Tabela 3.5 apresenta um resumo dos trabalhos cientificos referentes a aplicacdo do
hipoclorito de sddio no processo de oxidagdo de microcistinas, assim como as condi¢Oes de
realizacdo desses ensaios e os resultados obtidos. Os resultados apresentados, para o
mesmo tempo de contato, mostram que a eficiéncia da oxidagdo com o cloro é dependente
tanto do pH quanto da matéria organica presente na 4gua, pois nota-se que para os estudos
realizados com microcistinas ndo purificadas doses mais elevadas de cloro foram

necessarias para alcancar maiores remogaes.
Observa-se ainda na Tabela 3.5, nos estudos realizados, que as maiores remogdes de

microcisitnas foram alcancadas quando doses de cloro mais elevadas foram aplicadas ou

quando ocorreu maior tempo de contato entre as miscrocistinas e o cloro.

28



Tabela 3.5 - Resumo de trabalhos cientificos relativos a oxidagdo de microcistinas com hipoclorito de sodio.

Dosagem de

Referéncia MCYST Diluicdo Conc. inicial cloro pH Tempo de Resultado
(HgL™) (mg LY contato (min)
. 5 p
Nicholson et al. Extrato Agua 130 - 300 ! <8 30 40% remogao
(1994) centrifugado destilada 5 80% remogéo
i 5 p
Hart et al. (1998) MCYST-LR Agua apos 6,9 17 ° 30 99 remogao
' dissolvidas tratamento 7 Insignificante
Lawton e MCYST-LR | Agua pura 130 -300 5 7 30 70-80% remogao
Robertson (1999) purificada
1,6 30 79% remocao
Pegorer (2006) " 3 30 95% remocao
apud Di Bernardo | Microcistinas des'ioc\)%liJ;a da 100 7 n o1 _
et al. (2007) 5 0 remocao
30 96% remocao
: Microcistinas Agua 81 11 4851 30 97% remocao
Freitas (2007) ndo purificadas | desionizada
Agua 3
Acero et al. MCYST-LR superficial 5 7.3 30 Remogo < Ipg L™
(2008) purificada Agua 2

superficial




3.4.1 - Produtos da oxidagao com cloro

Apesar de os desinfetantes reduzirem os riscos da populagédo em contrair doengas por meio
da veiculagdo hidrica, um efeito adverso na desinfeccdo com agentes quimicos esta

relacionado com a possibilidade de esses desinfetantes levarem a formacéo de subprodutos.

Os subprodutos séo formados quando o oxidante reage com 0S COmpOStos organicos e
inorgénicos presentes na agua. A efetividade de um processo de oxidagdo depende ndo
somente da capacidade do oxidante de degradar os micropoluentes nas reais condigdes
operacionais no tratamento de agua, mas também em reduzir a toxicidade, ou seja, 0s

produtos da oxidagdo ndo devem ser toxicos.

Lykins (1994) observou que a oxidacéo realizada com cloro livre, na presenca de matéria
orgénica natural e brometos, resulta na reagdo de formagdo de trihalometanos (THMs)
assim como outros subprodutos da desinfec¢éo. Os principais subprodutos que podem ser
formados durante o processo de oxida¢do quando adicionados agentes oxidantes quimicos

a &gua estdo listados na Tabela 3.6.

Vérios oxidantes reagem com a matéria organica natural e formam diferentes subprodutos.
Enquanto que o cloro, predominantemente, produz compostos organicos halogenados, o
ozbnio produz aldeidos, cetonas e subprodutos inorganicos. O didxido de cloro produz
clorato e clorito, enquanto que 0zdnio produz bromato quando usado na presenga de
bromo. O tipo e as quantidades de subprodutos formados durante o tratamento de agua
dependem néo sé do tipo e dosagem do produto usado, mas também da qualidade da agua,
da sequiéncia do processo e de fatores ambientais tais como temperatura, pH, tempo de

contato e matéria organica (USEPA, 1999).

De acordo com Singer (1994), embora os estudos considerem as substancias hiumicas como
principais precursoras da formagéo de subprodutos halogenados, pesquisas realizadas
mostraram que as algas/microalgas, de um modo geral, e as cianobactérias e suas toxinas
podem contribuir para formagéo de subprodutos, particularmente trihalometanos e os

acidos haloacéticos.
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Tabela3.6 - Principais subprodutos formados no processo de oxidagéo pela adigdo de

agentes oxidantes/desinfetantes a 4gua (Lykins,1994; Paschoalato et al., 2008).

Classe de Subprodutos Subproduto Férmula quimica
Cloroférmio CHCl;
) Bromodiclorometano CHBICl,
Trihalometanos (THMs) )
Dibromoclorometano CHBI,Cl
Bromoférmio CHBr;
Acido monocloroacético CH,CICOOH
Acido dicloroacético CHCI,COOH
Acido tricloroacético CCI;COOH
. . Acido monobromoacético CH,BrCOOH
Acidos Haloacéticos . ) )
Acido dibromocloroacético CHBr,COOH
(AHAS) .- . -
Acido tribromoacético CBrsCOOH
Acido bromocloroacético CHBrCICOOH
Acido bromodicloroacético CBrCl,COOH
Acido dibromocloroacético CBr,CICOOH
Dicloroacetonitrila CHCI,C=N
Tricloroacetonitrila CCIC=N
Haloacetonitrilas (HANS) Dibromoacetonitrila CHBr,C=N
Tribromoacetonitrila CBr;C=N
Bromocloroacetonitrila CHBrCIC=N
Haletos Cianogénicos Cloreto cianogénico CIC=N
(HCs) Brometo cianogénico BrC=N
o Cloropicrina CCI3NO,
Halopicrinas (HPs) o
Bromopicrina CBr3NO,
1,1-Dicloroacetona CHCI,COCH;
Haloacetonas (HCs) ]
1,1,1-Tricloroacetona CCI;COCH3
2-clorofenol CsHsCIO
Halofendis (HFs) 2,4-diclorofenol C6H,CILL,0
2,4,6-triclorofenol CsH3CI50
. Dicloroacetaldeido CHCI,.CHO
Haloaldeidos (HADs) ) )
Tricloroacetaldeido CCI,CHO
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A formac&o desses subprodutos halogenados decorrente da oxidacdo de cianobactérias com
cloro foi avaliada por Kuroda (2006). Diferentes concentracbes de células de Microcystis
foram submetidas a oxidacdo com hipoclorito de célcio a pH 7,1 e a temperatura de 25°C
no periodo de 3 a 7 dias. A primeira agua de estudo, contendo 1,4x10% cel mL?, e a
segunda, com 5,5x10° cel mL™?, foram diluidas em &gua filtrada oriunda da estagéo de
tratamento de agua de S&o Carlos, SP. As doses de cloro aplicadas variaram de 10 mg L™ a
20 mgL* para a primeira 4gua de estudo e de 50 mg L™ a 75 mg L™ para a segunda &gua
de estudo. Os resultados obtidos mostraram que a capacidade de formagdo de
trialometanos para a agua de estudo de menor densidade de células foi menor que 1 pg L™
em 3 dias e de 31 pg L™ em 7 dias, e para a segunda 4gua de estudo, de maior densidade de
células, foi de 129 pg L™ em 3 dias e de 183 pg L™ em 7 dias. Esses valores indicam a
existéncia de uma relacdo forte entre a densidade de Microcystis ssp. e a capacidade

maxima de formagéo de THMs.

Em 2003, Senogles-Derham e colaboradores avaliaram a formacdo de trihalometanos
(THMs) e &cidos haloacéticos (AHAS), provenientes da oxidagdo de microcistinas com
cloro. O experimento foi realizado, sob condic¢Ges de pH 6,0, aplicando a dose de cloro de
0,6 mg L™ e 60 ug L™ microcistinas purificadas diluidas em agua Mili-Q. Ap6s 90 dias de
tempo de contato, ndo foi observada a presenca de &cidos haloacéticos. Entretanto foi
detectada uma concentragdo de 5 pg L™ de trihalometanos. O resultado do THM obtido,
apds oxidacdo da microcistina com o cloro, foi menor que o valor recomendado pela
Organizagdo Mundial de Sadde para 4gua potavel, que é de 0,1 mg L™ para trihalometano
total (WHO, 2008).

Os produtos provenientes da cloracdo de aguas contendo a variante de microcistinas,
MCYST-LR, foram avaliados por Tsuji et al. (1997). O dihidroxi-microcistina foi o
primeiro subproduto proveniente da clora¢do de microcistinas purficadas a ser identificado.
Os autores avaliaram, em escala de bancada, os efeitos da cloragdo na decomposicéo das
MCYST-LR e MCYST-RR diluidas em &gua destilada. O resultado obtido sugere que o
subproduto foi formado pela agdo do cloro livre nas ligagdes insaturadas do grupo Adda

das microcistinas, como apresentado a Figura 3.5.
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Figura 3.5 - Mecanismo da formagéo de subproduto dihidroxi-microcistina-LR, modificada
a partir deTsuji et al., 1997.

Ainda segundo Tsuji et al. (1997), os produtos da oxidagdo das microcistinas foram
examinados por CLAE apo6s a cloragdo de 100 ug de MCYST-LR diluida em 10 mL de
4gua destilada usando dosagem de 1,92 mg L™ de cloro livre proveniente do hipoclorito de
sodio. O valor de pH, segundo os autores, era mantido abaixo de 7,2. Ao final de trés horas
de tempo de contato a MCYST-LR foi degradada e novos picos surgiram, no
cromatograma, com o tempo de retengdo de 10 minutos, que foram mais sensivelmente
detectados a 210 nm do que 238 nm. A reacdo foi continuada por 24 horas até a completa
decomposicdo das toxinas. Para caracterizar estruturalmente os produtos formados,
somente um pico do cromatograma foi isolado e analisado pela técnica espectrometria de
massas. Nesta analise os autores identificaram o composto formado, como produto da

oxidacao da microcistina com o cloro, o dihidroxi-microcistina.

No entanto, Lawton e Robertson, (1999) defendem que, 0 mecanismo mais plausivel é que
o cloro dissolveu-se em agua formando o &cido hipocloroso e que ao protonar-se, reagiu
com as ligacgOes insaturadas da MCYST-LR para entdo formar cloridrina. O halogénio na
cloridrina pode ter reagido com A&gua para formar a dihidroxi-microcistina como

demonstrado na Figura 3.6.
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Figura 3.6 - Decomposic¢do da MCYST- LR via cloragdo, modificada a partir de Lawton e
Robertson, 1999.

Em estudos, recentes, em escala de laboratério, utilizando cloro na forma de &cido
hipocloroso, Merel et al. (2009) identificaram quatro novos subprodutos provenientes da
oxidacdo da MCYST-LR bem como seus isdmeros. Sdo eles: monocloro-microcistina,
monocloro-dihidroxi-microcistina,  dicloro-dihidroxi-microcistina e tricloro-hidroxi-
microcistina. Os ensaios foram realizados usando agua pura fortificada com 20 mg L™ de
MCYST-LR a 20°C e a pH 7. A dosagem de cloro foi realizada de forma que a fragdo
molar inicial cloro/toxina era equivalente a 20, ou seja, para cada mol de toxina adicionava
20 moles de cloro. Ao final de 60 minutos de tempo de contato mais de 99% das MCYST-

LR foram transformadas.

A toxicidade dos produtos da reagdo da MCYST-LR purificada com o cloro foi investigada
por Tsuji et al. (1997). Os produtos da oxidacéo, removido o residual de MCYST-LR, ndo
mostraram, nos bioensaios realizados por injegdes intraperitoneais (i.p) em camundogos,

hepatoxicidade para img Kg™* e 3mg Kg™.

Nesssa mesma linha de pesquisa, Rodriguez et al. (2008) avaliaram a toxicidade dos
produtos formados na oxidacdo de MCYST-LR e MCYST-RR purificadas com cloro por
meio da analise da proteina fosfatase PP1A. Os experimentos foram conduzidos em éagua
mili-Q, temperatura de 20°C, a pH 7,1 e tempo de contato de 30 minutos. As concentragdes
iniciais de MCYST-LR e MCYST-RR e cloro foram 244,2 mg L™, 193,2 mg L™ e 34,1mg
L, respectivamente. N&o foi observada inibicdo da proteina fosfatase PP1 nos resultados
obtidos da andlise realizada por meio de CLAE, dos produtos da oxidacdo. De acordo com

0s pesquisadores pode ser concluido que os produtos formados na cloracdo de MCYST-LR

34



e MCYST-RR, nessas condi¢Bes de ensaios, ndo apresentam toxicidade com referéncia a
inibicdo da PP1.

Embora Senogles-Derham et al. (2003) ndo tenham observado em seus estudos referentes
aos produtos da oxidagdo do cloro com microcistinas em agua pura, aumento da incidéncia
de céncer em camundongo geneticamente predisposto a efeito carcinogénico, estudos
epidemioldgicos realizados por Tokmak et al. (2004) e Gopal et al. (2007) tém sugerido
que o desenvolvimento de cancer em humanos pode estar potencialmente associado com

subprodutos halogenados oriundos do processo de cloracéo da agua.

Com base nas informagdes levantadas na revisdo bibliogréfica, foi desenvolvida uma
metodologia para validar o método para determinagdo de MCYST-LR e também a
caracterizagdo das microcistinas produzidas pela linhgem NPLJ-4. Foi desenvolvida ainda
a metodologia para estudar a oxidagdo de microcistnas pelo cloro, como uma opgdo para
remogdo de microcistinas, ainda que em elevadas concentragbes, no processo de
tratamento de agua, observando as reagdes cinéticas em diferentes doses de cloro e tempo
de contato. A descricdo da metodologia utilizada neste trabalho é apresentada a seguir, no

item 4.
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4 - METODOLOGIA

Neste capitulo é apresentada a metodologia utilizada para o desenvolvimento experimental
para a obtencdo das microcistinas usadas neste estudo, a caracterizacdo dessas toxinas, o
desenvolvimento e validagdo do método analitico para identificar e quantificar MCYST-
LR em &gua, assim como a realizagdo dos ensaios da oxidacdo quimica para a remocao de

microcistinas na agua.

Este trabalho, de carater experimental, foi desenvolvido no Laboratério de Analise de
Agua (LAA) do Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da Universidade de
Brasilia. Para realizacdo deste estudo foi usado hipoclorito de sddio como agente oxidante
e agua de estudo (AE) contendo microcistinas, em &gua Mili-Q, produzidas a partir de
cultivos Microcystis aeruginosa (cepa NPLJ-4). Para o desenvolvimento do método usou-
se solugéo do padrdo MCYST-LR.

O trabalho experimental foi dividido em quatro etapas que estdo resumidas na Tabela 4.1.
Na etapa preliminar, foram realizadas atividades preparatorias para obter as microcistinas e
a solucdo do oxidante, fundamental para o desenvolvimento do trabalho. Na etapa 1
desenvolveu-se o método de determinagdo de MCYST-LR. Na etapa 2, foi realizada a
caracterizagdo das microcistinas produzidas pela linhagem NPLJ-4 e finalmente, na etapa
3, foram efetuados os ensaios de oxidacéo, assim como a avaliacdo da cinética de oxidacdo

das microcistinas pelo cloro.

4.1- Etapas experimentais das atividades realizadas.

Etapas Atividades

Etapa Cultivo, Extracdo e semipurificagdo das microcistinas e producéo da

preliminar solucdo do oxidante, hipoclorito de sédio

Etapa 1 Validacdo do método para identificacdo e detecg¢do de microcistinas-LR

Etapa 2 Caracterizagdo das microcistinas produzidas pela linhagem NPLJ-4 de
Microcystis aeruginosa

Etapa 3 Oxidacéao — avaliagdo das faixas de dosagem do oxidante, dos tempos de

contato e da cinética de reagdo de oxidacdo das microcistinas pelo cloro
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O desenvolvimento e validagdo do método para determina¢do de MCYST-LR em agua foi
realizado por meio da técnica de espectrometria de massas sequiencial. A caracterizacdo
das microcistinas produzidas pela linhagem NPLJ-4 de Microcystis aeruginosa foi

realizada utilizando as técnicas CLAE-DAD e espectrometria de massas.

4.1 - ETAPA PRELIMINAR

Esta etapa envolveu as atividades do cultivo, extragdo e semipurificagdo de cianotoxinas
produzidas pela linhagem de Microcystis aeruginosa NPLJ-4 cultivadas para o

desenvolvimento do estudo e também, a producdo do oxidante, hipoclorito de sddio.
4.1.1 - Cultivo, extragéo e semipurificacdo das microcistinas

O cultivo das Microcystis aeruginosa foi unialgal, em meio de cultura ASM-1
realizado na sala de cultivo instalada no Laboratorio de Analise de Agua — LAA. Nessa
sala, 0 ambiente € mantido sob condi¢cdes assépticas, com temperatura de 24°C + 1,
intensidade luminosa controlada (cerca de 40 pEms™) e foto-periodo de 12 horas (12:12
h). O crescimento e o aspecto das células foram monitorados por meio de observagdes

periddicas, utilizando-se microscopio dptico.

Com a finalidade de aumentar o volume do cultivo, eram realizadas repicagens dos
cultivos a cada 15 dias, periodo necessario para alcancar a fase de crescimento exponencial
das células. A proporcéo utilizada no processo de repicagem era de uma parte do cultivo de
célula na fase exponencial para nove partes do meio de cultivo novo. Na Figura 4.1 €
apresentado o cultivo de Microcystis aeruginosa realizado no Laboratério de Analise de
Agua - LAA.
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Figura 4.1 — Cultivo de Microcystis aeruginosa

Para obtencdo das toxinas, as células cultivadas de Microcystis aeruginosa eram
submetidas ao processo de gelo/degelo, com repeticbes consecutivas, e em seguida
submetidas a banho de ultra-som (Nicholson e Burch, 2001). Esse procedimento promove
o rompimento da membrana celular (lise) e, consequentemente, a liberagcdo de toxina e de
outros compostos intracelulares para o meio liquido. Essa suspensdo, com o material
lisado, foi mantida fora do alcance de luz, sob congelamento a -20°C, até 0 momento da

etapa de semipurificacdo e concentragao.

Os compostos intracelulares provenientes da lise das células das cianobactérias séo
considerados ricos em proteinas e outros compostos que podem interferir nas analises, e
nos processos de oxidagdo e, portanto, foi necessaria a realizacdo de semipurificacdo do
material lisado.

Para os procedimentos de extracdo, semipurificacdo e concentracdo foram consultadas
diferentes metodologias (Harada et al., 1988; Meriluoto, 1997; Lawton et al., 1994). Foi
adotado, que é o principal método que é preconizado pela International Organization for
Standardization o método 1SO 20179:2005 (ISO, 2005) com modificacbes no que se refere
ao volume da amostra do cultivo lisado e filtrado, pois neste trabalho utilizou-se um

cultivo com elevada concentragdo de biomassa.

Previamente ao processo de semipurificagdo/concentracdo, o material lisado era submetido
a filtragdo em membrana de microfibra de vidro com tamanho de poros de retengdo de
particulas de aproximadamente 1 um, e em seguida em membrana de éster de celulose com
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retencdo de particulas de 0,45 um, com o objetivo de remover os fragmentos das células
lisadas. Na Figura 4.2 pode-se observar o material filtrado contendo as toxinas dissolvidas
e as membranas de 1 um e 0,45 um, respectivamente, apos terem sido utilizadas no
processo de filtracdo para a obtencdo de uma solucdo contendo o material lisado
dissolvido.

Figura 4.2 - Material lisado dissolvido ap6s processo de filtragdo em membrana com
retencdo de 1 um (a) e 0,45 um (b).

A semipurificacdo e concentragdo de toxinas podem ser realizadas utilizando a extracdo em
fase solida. A amostra é passada através de um cartucho de extracdo Cyg (octacecil-silano-
ODS) contendo um material adsorvente que retém as toxinas de interesse. As toxinas
adsorvidas sdo entdo eluidas do material adsorvente usando solventes, como por exemplo,
metanol (Nicholson e Burch, 2001). Posteriormente o volume de amostra eluido pode ser
reduzido por meio de evaporagdo do solvente resultando em um extrato concentrado de

toxinas da amostra original.

No presente trabalho a semipurificagdo/concentracdo da solugdo do material lisado obtido,
apos a filtracdo, foi realizada utilizando cartucho de extracdo em fase sélida Cis. A Figura
4.3 ilustra o equipamento, manifolde com os cartuchos Cig, utilizado no processo de

semipurificagdo de microcistinas.
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Figura 4.3 - Manifolde e os cartuchos Cjg utilizados para semipurificagdo de microcistinas.

Basicamente, o procedimento de semipurificagdo/concentracdo das microcistinas consistia
de fazer fluir através da fase solida, 50 mL de material lisado e filtrado. Posteriormente, o
cartucho foi lavado com 4 mL de solugdo de metanol 20% (v/v) e para eluir as
microcistinas adsorvidas a fase sélida, o cartucho foi alimentado com 2 mL da soluc¢do de

metanol 90% (v/v) acidificada com 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA).

Para 0 sucesso do processo de adsor¢do das microcistinas a fase sélida Cyg dois cuidados
eram necessarios: a ativagdo da fase solida (alimentagcdo com 4 mL de metanol e 4 mL de
agua desionizada) e a correcdo do pH da solucao de material lisado para valor 7, usando-se

acido trifluoroacético.

O volume de 50 mL do material lisado e filtrado utilizado na metodologia descrita foi
definido a partir da realizacdo de testes preliminares com volumes de 25, 50, 75, 100, 150 e
200 mL. Para selecdo do volume se considerou o maior volume com maior recuperacgao
das microcistinas. Volumes superiores a 50 mL resultaram em baixa recuperacdo do

material originalmente presente na amostra do material lisado.

A fracdo eluida, cerca de 2 mL, era entdo evaporada a temperatura de 40 °C em um
rotavapor (Buchi Waterbath B-480) e ressuspensa em 2 mL de &gua ultra pura (Mili-Q).
Essa fracdo foi mantida a temperatura de -20°C até uso do extrato. O fluxograma geral dos
procedimentos de extracdo, semipurificacdo e concentragdo das cianotoxinas esta

apresentado na Figura 4.4.
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Figura 4.4 - Fluxograma de extragdo e semipurificagdo/concentracdo de microcistinas.

Apos os procedimentos de semipurificagdo/concentragdo o volume do extrato concentrado
de toxinas obtido foi homogeneizado. Foi retirada uma aliquota do extrato e realizada a

analise, por meio do teste ELISA, para verificagdo da concentracéo das toxinas presentes.
4.1.2 - Produgéo do hipoclorito de sodio

A solugdo oxidante, hipoclorito de sddio, utilizada nos ensaios de oxidacdo das
microcistinas foi produzida em um gerador de solugdo oxidante, que forneceu uma solugéo
de hipoclorito de sédio, em uma concentragdo cerca de 1.250 mg L™ de cloro, a partir da
eletrolise do cloreto de sodio. Para a produgdo desta solucdo utilizou-se cloreto de sodio
grau analitico e 4gua destilada. A. Na Figura 4.5 é mostrado o gerador utilizado na

producdo do cloro usado nos ensaios.
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Figura 4.5 —Gerador de cloro

4.2 - ETAPA 1- Validagdo do método para quantificacdo de MCYST-LR

Nesta etapa apresenta-se a metodologia adotada para implementagdo do método de
deteccdo e quantificacdo de MCYST-LR utilizando a espectrometria de massas sequencial,
iniciando pela otimizagdo dos parametros e das condi¢des cromatograficas para validagao
do método. Apresenta-se ainda a metodologia de analise que permite a identificagdo das

variantes de microcistinas oriundas da linhagem NPLJ-4 de Microcystis aeruginosa.

O desenvolvimento do método para analises de MCYST-LR foi realizado utilizando a
CLAE-EM/EM. Esse sistema é composto de um cromatografo liquido de alta eficiéncia
(CLAE), Agilent 1200 (Agilent Technologies, CA), equipado com bomba quaternéria e
desgaseificador, acoplado a espectrometro de massas triplo quadrupolar AP1 3200, Applied
Biosystems/MDS Sciex (Sciex, Toronto, CA). A fonte de ionizagdo Turbo VTM foi
operada no modo de ionizacdo eletronebulizagdo (do inglés, “electrospray” - ESI), e
utilizando para tratamento de dados o Software Analyst versdo 1.4.2 (Applied Biosystems,
CA).

Para desenvolvimento do método utilizou-se uma solucéo padrdo de MCYST-LR adquirida
da Sigma-Aldrich Laborchmilkalien GmbH — CA com concentracdo de 10 pug mL™ e
pureza declarada superior a 95%. Utilizou-se também coluna cromatografica C,g, em fase

reversa, Zorbax Eclipse XDB-Cy3 com dimensdes de 4,6 x 150 mm, 5 pm.
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Nesse sistema, 0s compostos, apds serem separados na coluna cromatogréfica, eram
expostos ao processo de eletronebulizacdo que se decompdem formando ions menores que,
detectados, geram o espectro de massas. Os fragmentos gerados podem ser ions, radicais
ou moléculas neutras. Os diferentes ions gerados na cAmara de ionizacdo sdo separados de
acordo com sua razdo massa/carga (m/z), sendo detectados apenas os fragmentos
catidnicos, ou seja, ions positivos, chamados ions moleculares, de carga unitaria. Estes ions
possuem alta energia e sdo capazes de romper ligagdes covalentes, fragmentando-se em

pedagos menores.

Inicialmente, tanto os pardmetros cromatogréaficos quanto os pardmetros do espectrémetro
de massas foram otimizados com base nos estudos desenvolvidos por Dahlmann et al.
(2003) e Machado (2008). Para definicio do método de andlise da MCYST-LR as

condic@es analiticas foram realizadas conforme metodologia descrita a seguir.

4.2.1 - Otimizacdo dos parametros

A otimizag8o é necessaria para ajuste dos parametros dependente da fonte de ionizacdo e
do composto com 0 objetivo de maximizar a resposta do instrumento em relagdo ao

composto.

Inicialmente, preparou-se uma solugdo de 1000 pug L™ do padrdo de MCYST-LR em
metanol: dgua (1:1). Usou-se essa solucdo para realizar a infusdo no espectrémetro de
massas, a um fluxo de 10 L min™, com o objetivo de obter os parametros 6timos da fonte
de ionizagdo. Essa infusdo da solucdo, no espectrdbmetro de massas, permitiu a
caracterizagcdo nos modos de varredura (“Q1 MS Scan”) e a fragmentacdo da molécula

(Q2) no espectrometro de massas.

Para se obter o espectro do analito, a MCYST-LR, que tem massa molecular nominal de
994,7 o vapor dessa toxina foi bombardeado com um feixe de elétrons, o que conduziu a

perda de um elétron formando o ion molecular M*.

Para avaliar o modo de ionizagdo de maior sensibilidade, se positivo ou negativo, foi
realizada uma andlise no modo Q1 MS Scan que permitiu definir essa polaridade. Em

seguida realizou-se andlise no modo “Q1 Multiplo lon” sendo possivel verificar a

43



estabilidade e a intensidade do sinal do composto. Nesta analise avaliou-se a necessidade
de concentrar ou diluir a amostra para que fosse possivel a deteccdo do analito. Logo apos,
foi realizada a anélise no modo EM/EM no qual foram geradas fragmentacfes da molécula
MCYST-LR e as duas transi¢es que foram monitoradas. Os pardmetros foram otimizados
para essas transi¢des, gerando assim um Método de Monitoramento de ReacBes Multiplas

(MRM) para quantificar e confirmar a toxina MCYST-LR.

4.2.2 - Otimizagdo das condigBes cromatograficas

O estudo cromatogréafico foi realizado utilizando solucbes padrdo de MCYST-LR na
concentragio de 100 pg L™ em solucéo de metanol e 4gua desionizada (1:1) e eluidas em
coluna cromatogréfica Cig utilizando gradiente de elui¢do sob fluxo de 0,7 mL min™. O

volume de injeg&o foi de 100 uL.

A avaliacdo da fase movel foi realizada sob duas combinacdes diferentes de componentes
orgénicos com o intuito de avaliar a melhor sensibilidade na deteccdo de MCYST-LR. A
primeira tentativa foi realizada usando o metanol e a segunda usando acetonitrilo. Nos dois

ensaios foram adicionados 0,1% de &cido formico e 2 mM de acetato de amonio.

De acordo com Cong et al., 2006 a adi¢do do acido férmico, na fase movel, torna melhor a
ionizacdo da MCYST-LR, aumentando, dessa forma, a sensibilidade quando a aquisicéo é

feita no modo positivo.

Machado (2008) ao realizar a otimizacdo do método de determinagdo de MCYST-LR por
CLAE/EM/EM também obteve uma melhor ionizagdo quando usou o componente de fase
movel acetonitrilo e agua combinado com os aditivos acido formico 0,1% e acetato de

amonio 2 mM.
4.2.3 - Validagéo do método para determinagdo de MCYST-LR
A validacéo do método para determina¢do de MCYST-LR em &gua foi realizada incluindo

0s parametros mencionados no item 3.3. O processo incluiu a etapa de preparacdo da

amostra e a anélise por CL/EM/EM.
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Foram escolhidas quatro concentragdes para validagdo: 1 ug L™, 12,5 pg L™, 25 pg Lt e
50 ug L™ Apos definir as concentracdes, procedeu-se a preparagio das solucdes
adicionando a substancia de referéncia, MCYST-LR, em &gua ultrapura (Mili-Q), nas

diferentes concentragdes, que foram divididos em trés experimentos.

Cada experimento consistiu de 28 solucdes do padrdo de referéncia que foram preparadas e
analisadas, sendo 24 amostras das solu¢bes de MCYST-LR, 4 aliquotas de agua Mili-Q
usadas como branco (matriz). No primeiro experimento foram realizadas as analises das
concentragdes, 1 ng L™, 12,5 ng L™, 25 pg L™ ¢ 50 pg L. Em cada experimento a analise
de cada concentracdo foi realizada em replicatas de 6. Os outros dois experimentos foram

realizados utilizando o mesmo procedimento, porém, em dias diferentes.

Cada amostra, de 100 ml, fortificada com MCYST-LR, foi homogeneizada e submetida ao
procedimento de recuperagdo, que consistiu em fazer fluir a amostra através do cartucho
Cis, € posteriormente o material eluido foi evaporado e ressuspenso em 2 ml de solucéo de

metanol e 4gua (1:1).

Os parametros incluidos no procedimento de validacdo do método foram selecionados com
base na literatura analisada e principalmente nos documentos dos 6érgdos INMETRO,
DOQ-CGCRE-008 - (Fev 2010) e oficial Journal of the European Communities -

Commission Decision 657/EC (2002) e estdo descritos a seguir:

4.2.3.1 - Seletividade e especificidade

A seletividade foi avaliada por meio da andlise de brancos da matriz (matriz isenta do
analito). Amostras de agua Mili-Q (brancos dos experimentos 1 a 3) e potavel (torneira)
foram preparadas e analisadas para verificagdo da existéncia de picos interferentes nos

mesmos tempos de retengdo da MCYST-LR.

4.2.3.2 - Linearidade

Para verificacdo da linearidade foram preparadas solu¢des com diferentes concentragdes
com a substancia de referéncia, MCYST-LR (SIGMA-ALDRICH), descrita no item 4.4.2,

experimentos de 1 a 3. Os resultados produzidos a partir das concentragdes de 1 pg L™,
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12,5 ug L, 25 pg L™ e 50 pug L™ foram utilizados para construir os graficos analiticos,
plotando a resposta obtida no detector, no caso a area, contra a concentracdo adicionada do

analito.

4.2.3.3 - Limite de Deteccéo (LOD)

Inicialmente, foi determinado o limite de deteccdo do equipamento para 0 método em
estudo. A determinagdo do limite baseou-se no estudo de Machado, (2008) no qual
solucbes do padrdo MCYST-LR foram injetadas com intuito de obter uma relagéo
sinal/ruido (s/r) de 3 a 5. Observando-se a relagdo desejada, sete replicatas de injecOes

cromatograficas foram realizadas e a relacdo s/r foi determinado para cada injecéo.

Para determinacdo do Limite de detec¢do do método (LOD) foram utilizados os resultados
das andlises de amostras fortificadas em diferentes niveis (experimento 1 a 3) item 4.2.3.
Ao plotar o sinal obtido das amostras fortificadas versus a concentracdo do analito

adicionada obteve-se o valor do LOD por meio da equacdo 4.1 (EC, 2002).
LOD =b +2,33*s Equacéo (4.1)

Na qual:
b = Coeficiente linear das curvas de fortificagcdes (experimento 1 a 3);
s = desvio padrdo dos coeficientes lineares obtidos nos experimento 1 a 3;

“2,33” = valor critico de t de Student para um intervalo de confianca de 99%.

4.2.3.4 - Limite de Quantificagdo (LOQ)

A obten¢do do limite de quantificacdo foi possivel por meio das anélises das amostras
fortificadas em diferentes concentragdes, descritos no item 4.2.3, ao plotar o sinal obtido
das amostras fortificadas contra a concentragéo do analito adicionado. O valor do LOQ foi

obtido por meio da equagéo 4.2:

LOQ =b +2,33*s + 1,64*s Equacéo (4.2)
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Na qual:

b = Coeficiente linear das curvas de fortificagdo obtidas nos experimentos 1 a 3;

s = desvio padrdo dos coeficientes lineares obtidas nos experimentos 1 a 3;

“2,33 e 1,64” = valores criticos de t de Student para intervalos de confianca de 99 e 95%,

respectivamente.

4.2.3.5 - Recuperacdo

A recuperacdo percentual (R%) do analito foi realizada pelas anélises das amostras
fortificadas (experimentos 1 a 3, item 4.2.3) com quantidades conhecidas do padréo. De
acordo com o INMETRO as amostras podem ser fortificadas com o analito em pelo menos
trés diferentes concentracgfes: baixa, média e alta, da faixa de uso do método. Para este
experimento utilizou-se quatro diferentes concentragdes 1 pg L™, 12,5 ug LY, 25 ng Lt e
50 pg L™

A recuperacdo percentual foi obtida para cada amostra fortificada através da equagéo 4.3.
O valor obtido, empregado a formula, corresponde & média das recuperages obtidas em
diferentes concentragdes.

C.-C.

3

R% =

%100 Equacéo (4.3)

Na qual:
C: = concentracdo do analito obtida na amostra fortificada do experimento 1 a 3;
C, = concentragdo do analito na amostra néo fortificada de cada experimento (agua);

Cs = concentracao do analito adicionado a amostra fortificada, padrdo MCYST-LR.

4.2.3.6 - Precisdo

Neste trabalho ndo foi possivel realizar analise interlaboratorial, portanto a precisdo foi
avaliada por meio do parametro de repetitividade usando o coeficiente de variancia

percentual (CV%) obtido a partir dos resultados dos ensaios de recuperagdo descrito no

item 4.2.3.5. O coeficiente de variacdo foi obtido por meio da equagéo 4.4:
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cV - DP
CMD

%100 Equacéo (4.4)

Na qual:
DP = desvio padrdo;

CMD = concentracdo media determinada.

Apoés determinar as condi¢fes cromatogréaficas ideais, construiu-se uma curva padrdo
analitica para determinar a concentracdo do analito de interesse. A curva foi preparada a
partir do padrdo de MCYST-LR (SIGMA-ALDRICH).

A curva foi construida com cinco niveis, relacionando a resposta do equipamento com as
concentragdes de MCYST-LR de 1 pg L™, 12,5 ug L™, 25 pg L™, 50 ug L™ ¢ 100 pg L,
ou seja, cada concentragdo do padrdo, MCYST-LR, h&a um sinal analitico correspondente.
Cada ponto da curva foi injetado em triplicata sob o fluxo de 700 pL min™ e volume de

injecdo de 100 pL.

4.3 - ETAPA 2 - CARACTERIZACAO DAS MICROCISTINAS PRODUZIDAS
PELA LINHAGEM NPLJ-4

A técnica de cromatografia de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-
DAD) e a cromatografia liquida com detector de massas (CL-EM/EM) foram utilizadas
para caracterizacdo do extrato semipurificado produzido a partir da lise de células da
linhagem NPLJ-4 de Microcystis aeruginosa cultivadas no LAA, com o intuito de verificar

as variantes de microcistinas predominantes produzidas por esta linhagem.

A técnica CLAE-DAD foi utilizada para a separagdo das fracdes de microcistinas presentes
no extrato. Para tal, antes de ser injetada a amostra do extrato de microcistinas
semipurificadas foi filtrada em filtro de polietileno GV Millex com tamanho de poros de
0,22 um e didmetro de 3 mm (Millipore). Nesta analise, utilizou-se a coluna Cyg em fase
reversa, Zorbax Eclipse XDB-Cig com dimensfes de 4,6 X 150 mm e diametro das

particulas da fase reversa de 5 um.

Esta analise cromatogréfica foi realizada usando as solugbes de acetonitrilo e agua a um

fluxo de 0,7 mL min™ e injeio de 100 pL. Baseado nos estudos realizados pelos
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pesquisadores Tsuji et al. (1997) a deteccdo foi realizada a 210 e 238 nm e 0 espectro de

absorcdo de cada pico foi analisado entre 200-300 nm.

A avaliagdo preliminar das variantes das microcistinas presentes no extrato semipurificado
proveniente da lise das células produzidas pela linhagem NPLJ-4 foi realizada comparando
a fragcdo cromatografica com o padrdo de MCYST-LR. Para tal, comparou-se o tempo de
retencdo no sistema de cromatografia, assim como o indice de similaridade dos

espectrogramas de microcistinas na faixa de absorbancia de 200 a 300nm.

Dando sequéncia & avaliacdo preliminar, as fragdes cromatogréaficas referentes as
potenciais variantes de microcistinas, predominantes no extrato, observadas nos

espectrogramas por CLAE-DAD foram coletadas, separadamente em vial de 5 mL.

As fracBes cromatograficas isoladas no sistema CLAE-DAD foram submetidas & analise
por meio da técnica de espectrometria de massas em equipamento CL-EM/EM. O sistema
da espectrometria de massas foi operado no modo positivo e varredura na faixa de 100 a
1200 unidades de massa atdmica (u.m.a). Cada fragdo cromatografica foi injetada, por
infusdo, a 10 uL min™ para otimizar os parAmetros do potencial de orificio (DP); a energia

de colisdo (CE) e o potencial de saida da célula de colisdo (CXP).

4.4 - ETAPA 3 - ENSAIOS DE OXIDACAO

A 4gua de estudo (AE) usada foi preparada a apartir da diluicdo do extrato produzido na
etapa de semipurificacdo/concentracdo das microcistinas (Etapa preliminar) em éagua
ultrapura (Mili-Q) com o objetivo de obter as concentragdes iniciais aproximadas de

toxinas (100, 40 e 20 pg L") adotadas nos ensaios de oxidag&o.

Para realizar os ensaios de oxidagdo foram utilizados os dispositivos de mistura do
equipamento de testes de jarros. Foram utilizados os recipientes de vidro (béqueres) com
capacidade para 500 e 1000 mL. Foi utilizada uma agitacdo de 100 rpm apenas no primeiro
minuto do ensaio com a finalidade de homogeneizar a solucdo oxidante adicionada & agua
de estudo. Nesses ensaios foram avaliadas a influéncia do tempo de contato e a dose de

cloro no processo de oxidagdo das microcistinas.
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Os ensaios foram realizados em sala climatizada, na qual as temperaturas do ar ambiente e
da &gua foram monitoradas e mantidas sob controle (25°C +1), minimizando assim,

possiveis interferéncias dessa varidvel nos resultados da oxidacéo.

Com base na literatura analisada, foi adotado o pH 6 para a execugdo dos ensaios de
oxidacdo, pois nesse pH a espécie predominante é o &cido hipocloroso, oxidante mais forte,
que promove maiores eficiéncias na remogéo de microcistinas (Hart et al., 1998). O ajuste
do pH, quando necessario, era realizado usando solucdes de &cido cloridrico ou hidroxido
de sodio 1M.

Além disso, foram realizados ensaios preparatdrios para avaliar a concentragdo de
tiossulfato de sddio necesséria para a descloracdo da amostra para analise posterior das

toxinas. Este procedimento é importante para assegurar o fim da reagdo do cloro nos

tempos de contato determinados.

Como mostrado no fluxograma da Figura 4.6, foram retiradas as amostras para anélises de
toxinas e cloro nos tempos de contato de 15 e 30 minutos. A Portaria MS n° 518
recomenda um tempo de contato minimo de 30 minutos, para garantir uma desinfecgdo
efetiva, assim sendo, é importante avaliar o processo de oxidagdo nesse tempo de contato.
O tempo de 15 minutos foi utilizado com para verificar a concentracdo necesséria do
oxidante para remocéo de toxinas na relagdo CT com o intuito de otimizar o processo de

oxidagéo.
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Figura 4.6 - Fluxograma dos ensaios de oxidagéo.

Cada amostra retirada, nos tempos de contato determinados, era dividida em duas
aliquotas. Na primeira aliquota, de 10 mL, foram adicionados 0,2 mL de tiossulfato de
sodio na concentragdo de 1M para posterior anélise do residual de microcistinas. Na
segunda aliquota, de 60 mL, foram realizadas, de imediato, as determinacGes de cloro

residual livre e cloro total.

Durante os ensaios, a dose de cloro adicionada para promover a oxidagdo, foi monitorada.
O monitoramento, denominado de controle, consistia na realizacdo de dosagens da solugéo
de hipoclorito de sodio adicionada a agua desionizada em volume igual a adicionada a
amostra (agua de estudo-AE). O valor da concentracdo de cloro medido imediatamente
ap6s a homogeneizacdo do controle foi considerado a dosagem adicionada no ensaio de
oxidagdo. A Figura 4.7 apresenta 0 esquema dos ensaios realizados no processo de
oxidacéo no qual pode ser observado que para cada dose aplicada & &gua de estudo, dose

igual era adicionada a0 mesmo volume de agua pura.
Para avaliar uma possivel perda ou degradagdo natural das toxinas foram realizadas

analises no ensaio em branco, ou seja, sem a presenca do oxidante (Figura 4.7). Os ensaios

foram realizados nas mesmas condicdes dos ensaios de oxidagéo.
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Figura 4.7 - Esquema dos controles de dosagens do clor nos ensaios de oxidagé&o.

Como ja mencionado, nos ensaios de oxidacdo os parametros pH e temperatura foram
monitorados e o cloro livre e cloro total medidos nos tempos de contato determinados,

assim como a concentragdo de microcistinas.

As analises para determinacdo dos parametros cloro livre, cloro total, pH e temperatura
foram realizadas empregando-se os métodos recomendados pelo Standard Methods
(APHA, 2005).

As medicdes do cloro total e cloro livre foram realizados pelo método DPD (dietil-p-fenil-
diamina) utilizando reagentes HACH. Houve a necessidade de fazer diluigdes de parte das
amostras para que fosse possivel alcangar os limites de deteccdo do método. O limite

superior do método utilizado na analise de cloro era de 2,5 mg L™.

Para quantificagdo das microcistinas foi utilizado o método ELISA, por meio de kits
quantitativos (Abraxis). O método ELISA consiste na identificagdo de um antigeno por
meio de anticorpos especificos fixos no fundo de uma placa de 96 pogos com capacidade
para 200 pL cada. Cada pogo € incubado com uma amostra contendo o antigeno e com um
conjugado composto de antigeno ligado a enzima. O antigeno ligado a enzima e o0 ndo
ligado (amostra) competem pela ligagdo com os anticorpos. Apds a reagdo, a placa € lavada
e somente 0s antigenos com ou sem enzima que se ligam aos anticorpos permanecem
aderidos a placa. O substrato da enzima €é adicionado aos pogcos e ocorre uma reacao
colorimétrica com a enzima, ou seja, quanto maior a intensidade de cor, menor a

concentracdo de toxina presente na amostra.
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A medida de intensidade da cor foi realizada em espectrofotometro com comprimento de
onda de 450 nm. A partir dos valores de intensidade de cores lidas e usando uma curva de
calibragdo construida a partir dos padres de microcistinas, sdo obtidas as concentragdes

das amostras submetidas a analise.

Este método tem a vantagem de ser muito sensivel o que possibilita a deteccdo de baixas
concentragdes de toxinas sem a necessidade de concentragcdo da amostra para analise. O
seu limite de deteccdo é de 0,15 a 5 ug L™ Além disso, este teste responde a uma
variedade de microcistinas, porém tem a desvantagem de ndo fazer a distin¢do entre as

variantes.

As andlises qualitativas das microcistinas oriundas do extrato semipurificado da linhagem
NPLJ-4 de Microcistis aeruginosa foram realizadas por meio da técnica de espectrometria

de massas.

Nessa etapa foram realizados, 9 ensaios com agua de estudo na presenca de cloro, cujas
doses de cloro variaram de 0,5 mg L™ a 66,5 mg L™ e empregando concentracdes de
microcistinas de 21 pg L™ a 2.230 pg L. Nesses ensaios foram avaliadas as doses de cloro
necessarias para oxidar microcistinas nas diferentes concentracdes e nos tempos de contato
adotados (15 min, 30 min, 180 min e 1440 min).

441 - Ensaio 1

No ensaio 1 a agua de estudo (AE) contendo cerca de 2,2 mg L™ de toxinas
semipurificadas foi oxidada com 60 mg L™ de cloro. Apds trés horas de tempo de contato,
duas aliquotas eram retiradas. Na primeira aliquota de 60 mL era analisado, de imediato, o
teor de cloro residual livre e total. Na segunda aliquota de 15 mL eram adicionados 2 mg
de acido ascorbico. A segunda aliquota foi submetida ao processo de secagem por meio de
rotoevaporacdo e resuspensa em 2 mL de solucdo metanol/dgua (1:1) para o estudo
posterior do comportamento das microcistinas no processo de oxidacdo. O mesmo
procedimento foi realizado para as aliquotas retiradas ao final do tempo de 24 horas. Uma
amostra de 15 mL da AE contendo as microcistinas semipurificadas, considerada como
branco, portanto sem adigdo de cloro, era evaporada e ressuspensa em 2 mL de

metanol/agua.
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4.4.2 - Ensaio 2

No ensaio 2, realizado ap6s anélise dos dados obtidos no ensaio 1 usando AE com mesma
concentracdo de microcistinas semipurificadas (cerca de 2,2 mg L™) optou-se por aumentar
a dose de cloro, de 60 mg L™ para 66,5 mg L™, e o volume, de 15 mL para 40 mL, a ser
coletado ap6s os tempos de contato avaliados. Dessa forma, duas aliquotas eram retiradas,
sendo a primeira, para analise de cloro, com o mesmo volume de 60 mL e a segunda
aliquota, para o estudo do comportamento da oxidacdo das microcistinas, com o volume de
40 mL, no qual eram adicionados 4 mg de &cido ascdrbico. Esta segunda amostra foi
submetida ao processo de secagem por meio de rotoevaporagéo e ressuspensa em 2 mL de
solucdo metanol/agua (1:1). O mesmo procedimento foi realizado para as aliquotas

retiradas no tempo de contato de 24 horas.

O valor de pH adotados nos ensaios 1 e 2 foi de 7,0 + 0,2. As amostras obtidas, apds o
processo de oxidagdo, foram submetidas a analise por meio da técnica de espectrometria de

massas.

Os dados obtidos na analise das amostras do extrato de microcistinas semipurificadas
oxidadas, ensaios 1 e 2, foram comparados entre 0s espectros obtidos das amostras
oxidadas e os espectros da amostra antes da oxidacdo, com o intuito de observar o
comportamento das microcistinas no processo de oxidacdo com o cloro nos tempos de

contatos adotados.
443 - Ensaio 3

Inicialmente foram realizados ensaios preparatdrios com o objetivo de obter as doses do
oxidante a serem aplicadas no processo de oxidagdo, assim como as concentragdes de
microcistinas e permitir possiveis ajustes de pH ou modificagdes nas concentragdes do

oxidante e das microcistinas.
O ensaio consistiu na oxidacdo de 200 mL da 4gua de estudo contendo aproximadamente

de 100 pg L™ de microcistinas, com as diferentes doses de cloro propostas, 0,5 mg L™, 2,0

mg L™, 40mg L™ e8 mg L™ O valor do pH da 4gua de estudo foi ajustado para 6,0 antes
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da aplicacdo das doses de cloro. Esse ensaio foi realizado em trés repeti¢cdes e as anélises

em triplicatas.

A adocéo das doses de cloro e concentragcdes de microcistinas foi baseada na literatura
cientifica analisada (Tabela 3.5). H& evidencias na literatura cientifica da ocorréncia de
floragbes de cianobactérias em aguas naturais em concentragdes bem elevadas. Park et al.
(1998) analisaram amostras de agua naturais, na Korea, no periodo de 1992 a 1995. Ao
analisarem as aguas do lago Mulkum, os autores observaram a presenca de elevadas
concentragdes de microcistinas, entre 0,6 e 171 pg L™, sendo 89 e 82 ug L™* de MCYST-
RR e MCYST-LR, respectivamente.

O valor de 0,5 mg L™ de cloro foi adotado por ser o residual de cloro livre necessario para
garantir a completa manutencdo da completa desinfeccéo, ap6s 30 minutos de tempo de
contato, no processo de oxidacdo (Nicholson et al., 1994; Hart et al., 1998) e porque a
Portaria MS n° 518/2004 recomenda que no processo de tratamento de agua para consumo
humano, logo ap6s a desinfecgdo, a gua tratada deve conter um teor minimo 0,5 mg L™ de

cloro residual livre.

444 - Ensaio 4

Com o intuito de avaliar o comportamento das toxinas optou-se por realizar esse ensaio
usando a mesma dose de cloro proposta no ensaio 3, porém usando concentracdes menores
de microcistinas na AE da ordem de 44pg L™. As analises de cloro residual livre, cloro

total e microcistinas foram realizadas nas mesmas condic¢des do ensaio 3.

445 - Ensaio 5

No ensaio 5, em funcdo dos resultados obtidos nos ensaios 3 e 4, estreitou-se a faixa de
dosagens de cloro para que fosse possivel identificar a melhor dose para alcancar a maior
eficiéncia na remocao das cianotoxinas. As doses de cloro propostas foram 1 mg L™ 1,5
mg L, 2,0 mg L™ e 2,5 mg L™. Esse ensaio foi realizado usando AE com a mesma
concentragdo de microcistinas adotada no ensaio 4. Contudo, o pH da &gua de estudo foi
ajustado para cada dosagem de forma que, ao aplicar as doses de cloro o valor medido,

imediatamente apos a adicéo de cloro apresentava valor de pH aproximadamente 6.
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446 - Ensaio 6

Este ensaio foi realizado com o objetivo de comparar os resultados obtidos no ensaio 5.
Neste ensaio buscou-se reduzir pela metade a concentracdo de microcistinas na AE em
relacdo ao ensaio 5. As doses de cloro adotadas foram 1,0 mg Lt 15 mg LYe2,0 mg Lt
nos tempos de contato de 15 e 30 minutos. Esse ensaio foi realizado em duas repeticdes e

as andlises do cloro e microcistina em triplicatas.

4.4.7 - Estudo da cinética da reacdo de microcistinas com cloro

Para avaliar se a degradacdo das microcistinas com cloro segue uma cinética de pseudo-
primeira ordem como descrita por Acero et al. (2005) e Ying et al. (2008) realizou-se o
estudo cinético da oxidagdo das microcistinas provenientes da cepa NPLJ-4 com o
oxidante hipoclorito de sédio. Foram realizados ensaios com diferentes doses de cloro (0,5
mg LY, 15 mg L™ e 3,0 mg L") e semelhantes concentracdes de microcistinas nos

diferentes tempos de contato.

Cada ensaio foi realizado em duas repeticdes, sendo a analise do residual de microcistinas
realizada em duplicata e a de cloro residual livre e total em triplicata. Os ensaios foram
realizados em sala climatizada cuja temperatura do ar ambiente variou de 23 a 25 °C e da
amostra de 24 a 25 °C. A faixa de pH foi de 6 + 0,2 e a agitagdo, de 100 rpm, foi mantida
apenas no primeiro minuto. Nos tempos de contatos estabelecidos eram retiradas duas
aliquotas da amostra. Na primeira aliquota, foi realizada, de imediato, a determinacéo de
cloro residual livre e total. Na segunda aliquota, foi adicionada solugdo de tiossulfato de
sodio 1N e, em seguida, foi congelada para posterior anélise de microcistinas pelo método

ELISA. As caracteriticas de cada ensaio realizado séo descritas a seguir.

4471 - Ensaio 7

No ensaio 7 foi aplicada uma dose correspondente a 0,5 mg L™ de cloro, em 750 mL da
4gua de estudo contendo cerca de 42 ug L™ de microcistinas. As analises de cloro residual

livre, cloro total e residual de microcistinas foram realizadas nos tempos de 0 min, 3 min, 8

min, 15 min e 30 min.
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4.47.2 - Ensaio 8

No ensaio 8 foi aplicada uma dose de cloro correspondente & concentracio de 1,5 mg L™
em 750 mL da 4gua de estudo contendo a mesma concentra¢do de microcistinas do ensaio
7. As andlises de cloro residual livre, cloro total e residual de microcistinas foram

realizadas nos tempos de contato de 0 min, 1 min, 2 min, 4 min, 6 min 8 min e 15 min.
4.4.7.3 - Ensaio 9

No ensaio 9 foi aplicada em 100 mL da &gua de estudo (AE) contendo a mesma
concentragdo de microcistinas, uma dose de cloro correspondente & concentragdo de 3,0
mg L. Como foi observado nos ensaios 7 e 8 que o residual do cloro combinado formado
ndo era significativo, neste ensaio, analisou-se somente o cloro residual livre e residual de
microcistinas, sendo as aliquotas retiradas nos tempos de contato de 0 min, 1 min, 2 min, 4

min, 6 min, 8 min e15 min.

Os dados obtidos a partir dos ensaios 8 e 9 permitiram avaliar se as reagdes de oxidacao de
microcistinas pelo cloro seguem uma cinética de pseudo-primeira ordem, conforme
preconizado por Acero et al. (2005) e Ying et al. (2008). Plotando-se em um gréfico
valores do logaritmo natural da concentragdo de microcistinas, In (Co /C), versus o tempo,
onde Co é a concentragdo inicial e C é a concentracdo final, obtém-se uma reta. Se a reacdo
for de pseudo-primeira ordem em relacdo ao cloro, obtém-se uma reta de coeficiente
angular k* de forma que, ao aumentar a dose de cloro aplicada, a constante de velocidade

(k) aumenta proporcionalmente.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados referentes a validagdo do método
desenvolvido para anélise de Microcistina-LR pela técnica CL/EM/EM. Da mesma forma,
sdo apresentados e discutidos os resultados relativos a caracterizagcdo das microcistinas
produzidas pela linhagem NPLJ-4, assim como o0s resultados dos ensaios obtidos na

oxidag&o das microcistinas com cloro.
5.1- ETAPA 1- METODO DE DETECCAO PARA MCYST-LR

Nesta etapa sdo apresentados os resultados referente & validagdo do método para a detecgdo
e quantificagdo de microcistina-LR, que compreende a otimizagdo dos parametros do
detector de massas e das condi¢cbes cromatogréficas, assim como a validacdo dos

pardmetros do método analitico.

5.1.1 - Otimizagéo dos parametros

A otimizacdo visou o ajuste dos parametros relativos a fonte de ionizacdo do detector para
maximizacao da resposta do instrumento. Para tal, uma solucdo de 1000 pg L™ do padréo
MCYST-LR, preparada em metanol e agua (1:1) e acidificada com 0,1 % de &cido
férmico, foi injetada no espectrometro de massas. A Figura 5.1 apresenta os espectros de
massas da MCYST-LR obtido no modo de varredura (“Q1 MS Scan”) com ionizagéo

positiva e negativa.

Analisando a Figura 5.1 fica claro que a melhor ionizagdo ocorre na polaridade positiva,
pois se verificou maior sensibilidade com a protonacdo da molécula de MCYST-LR [M +
H]* = 995,7, com valor préximo a 8x10° cps, enquanto que na polaridade negativa o valor

foi de cerca de 1,2x10° cps.
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Figura 5.1 - Espectro de massas de MCYST-LR em ionizagdo positiva (A) e negativa (B)
no modo scan.

Identificada a melhor polaridade, o espectrometro foi operado no modo MRM -
Monitoramento de Reagdes Multiplas - com ionizagdo por eletronebulizagdo, no modo de

ionizacdo positiva para otimizacdo dos parametros da fonte de ionizagdo. A Tabela 5.1

apresenta os valores otimizados dos parametros da fonte.

Tabela 5.1- Parametros otimizados para opera¢édo no modo MRM.

Parametro Valor
Cortina de gas (Curtains Gas-CUR) 10 psi
Gas nebulizante (GS1) 60 psi
Gas secante (GS2) 45psi
Voltagem capilar 4500V
Temperatura 550 °C




Adotando-se as condigdes descritas na Tabela 5.1 procedeu-se a otimizagdo dos parametros

para fragmentagdo da molécula de MCYST-LR, os quais estdo apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Pardmetros otimizados para as transi¢des monitoradas (m/z 135 e 103) no

modo MRM.
. . ] ] Potencial de Saida
lon Precursor | lon Produto Potencial de Energia de )
o ) da Célula de Colisdo
(m/z) (m/z) Orificio (DP) V | Coliséo (CE) eV
(CXP)V
995,7 135 110 89 4
995,7 103 110 129 4

A Figura 5.2 apresenta a fragmentagdo estrutural da molécula de microcistina-LR
(MCYST-LR) nas condicGes otimizadas. Observa-se que o ion precursor [M + H'] de m/z
995,7 produziu duas fragmentagcbes mais abundantes, m/z 135 e m/z 103. Esses dois
fragmentos foram selecionados para a implementacdo do método quantitativo, sendo a
transicdo mais sensivel, de m/z 995,7 para m/z 135, utilizada para quantificar a MCYST-
LR e a transicdo m/z 995,7 para m/z 103 para confirmar o analito. O fragmento m/z 135 é
caracteristico das microcistinas e corresponde a fragmento do grupamento Adda da
molécula (Kondo et al., 1992). O composto m/z 102 corresponde ao fragmento do Adda,
que perdeu o0 MeOH de m/z 32.
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Figura 5.2 - Espectro de massa das transi¢des m/z 135 e 103 identificadas no modo MRM
para o ion precursor [M + H'] de m/z 995,7.

5.1.2 - Otimizagéo das condicbes cromatogréficas

Para definir as condi¢fes cromatogréficas, duas composicdes da fase mdvel foram testadas:
agua e metanol, e, agua e acetonitrilo. Na Tabela 5.3 sdo apresentados os gradientes de
eluicdo testados na otimizagdo. Os resultados obtidos eram avaliados verificando o
aumento do sinal resposta do padrdo de MCYST-LR analisado. As analises foram
realizadas com fluxo de 0,7 mL min™ da fase mével e volume da solucdo do padréo
injetada de 100 pL. Nos dois ensaios, adicinou-se 0,1% de &acido férmico e 2 mM de

formiato de amonio.

Tabela 5.3 - Condigdes dos gradientes de eluico para MCYST-LR.

) Eluente A Eluente B
Tempo (min) i o
Agua (%) Metanol ou Acetonitrilo (%)
0 70 30
3 15 85
4 10 90
5 70 30
7 70 30
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Comparados os resultados das andlises usando o metanol e acetonitrilo foi possivel
verificar que a condigdo que mostrou melhor resolugdo cromatografica, com menor
retencdo na coluna cromatografica, assim como maior resposta, intensidade do sinal, foi

obtida para 0 componente organico acetonitrilo.
5.1.3 - Validagédo do método de determinagdo de MCYST-LR
5.1.3.1 - Seletividade e especificidade

A partir da comparagdo dos resultados dos cromatogramas gerados com os brancos das
matrizes, 4gua pura e agua potavel (isentas do analito), Figura 5.3, foi possivel verificar
que ndo ha presenca de interferentes no tempo de retencdo da MCYST-LR para as
transicbes monitoradas (m/z 135 e 103). Sendo assim, o método pode ser considerado
seletivo e especifico para analise de MCYST-LR em agua nas fragmentacGes monitoradas

por CLAE-EM/EM.
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Figura 5.3 - Cromatograma de analise dos brancos de matrizes, agua pura (A) e potavel (B)
para a fragmentagdo monitorada, m/z 135.
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5.1.3.2 - Linearidade

A linearidade foi determinada por meio da construcdo de graficos de correlacdo entre a
concentracdo de MCYST-LR (1 a 50 pg L") e a resposta do detector (4rea do pico)
gerados a partir das recuperagdes de solugdes padréo da toxina (experimentos 1 a 3). A
Tabela 5.4 apresenta os coeficientes de correlacdo (r), angulares (a) e lineares (b) obtidos

por meio da regressdo linear dos dados experimentais (Apéndice A, item A.1).

Tabela 5.4 - Resultados dos dados obtidos da equacéo da reta nos experimentos 1 a 3.

a b r
Experimento 1 573,28 - 82,94 0,9987
Experimento 2 557,91 - 101,25 0,9958
Experimento 3 563,91 - 76,12 0,9983

As curvas analiticas obtidas foram consideradas lineares, pois os coeficientes de correlagéo
(r) foram superiores a 0,99 indicando que as respostas do detector, nos intervalos
analisados, foram proporcionais as concentracdes de MCYST-LR. De acordo com Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2003) um coeficiente de correlagdo igual ou

superior a 0,99 é aceitavel.

5.1.3.3 - Limite de detecgdo (LOD) e limite de quantificagéo (LOQ).

De acordo com INMETRO (Brasil, 2010), para a validacdo de um método analitico, é
normalmente suficiente fornecer uma indicacdo do nivel em que a detec¢do do analito
(sinal analitico) pode ser distinguida do ruido. A Tabela 5.5 apresenta a relacdo sinal/ruido
(s/r) para sete injecBes de uma solugdo de 0,12 ug L™ de MCYST-LR. O valor médio da

relagdo sinal/ruido resultou em 3,8 £ 0,47.

63



Tabela 5.5 - Resultados da relagéo sinal/ruido (s/r) para MCYST-LR, 0,12 ug L™, em
CLAE-EM/EM.

Réplicas sir

4,5

41

3,7

4,2

3,7

1
2
3
4 3,0
)
6
7

3,8

Média 38+05

Ribani et al. (2004) relata em seus estudos que apesar da relacéo sinal/ruido ser o método
mais utilizado para técnicas analiticas em geral, para técnicas analiticas de separacéo,
como as cromatogréficas e eletroforéticas, a medicdo do ruido é considerada as vezes
subjetiva. Picos maiores aumentam a relagéo sinal-ruido, resultando em valores de LOD e
LOQ mais baixos, pois a determinacdo é feita somente pela intensidade do sinal do

detector e ndo pela area, afetando dessa forma tanto o LOD quanto LOQ.

Portanto para determinar o limite de deteccdo e o limite de quantificagdo utilizou-se o
metodo baseado nos pardmetros do gréafico de correlacdo obtidos a partir dos experimentos
1 a 3 (Apéndice A, item A.2 e A.3), que ¢ estatisticamente mais confidvel. Como pode ser
observado na Tabela 5.6 0 método apresentou limite de deteccdo de 0,21 pg L™ e limite de
quantificacdo de 0,25 pg L™. Esses valores podem ser considerados satisfatorios, pois sio
inferiores a 1 pg L™, valor maximo permitido (VMP) para a concentracio de microcistinas
em agua para consumo humano, de acordo com a portaria/518 do Ministério da Salde
(Brasil, 2004).

Tabela 5.6 - Resultados para os limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) para
MCYST-LR em &gua.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Meédia
LOD (ug L™ 0,20 0,24 0,19 0,21
LOQ (ugL™) 0,24 0,28 0,23 0,25
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5.1.3.4 - Recuperagdo e precisdo

Os ensaios de recuperagdo (experimento de 1 a 3) usando solugdes padrdo de MCYST -
LR, foram realizados em quatro concentragdes; 1 pg L™, 12,5 pg L™, 25 ng L e 50 pg L.
Nesses ensaios, foram obtidos valores de recuperacdo entre 74 a 98% (Tabela 5.7 e
Apéndice A, Tabela Al). De acordo com os critérios estabelecidos pela Comunidade
Européia (EC, 2002) para analise de compostos, sdo aceitos valores de recuperagdo entre
70-120%. Portanto, os resultados de recuperagdo obtidos foram considerados satisfatorios
para MCYST-LR.

Tabela 5.7 - Recuperacdo (R%) e repetibilidade (CV%) referentes aos experimentos 1 a 3.

Ccl)\r;lté:e\r;tsrici?_oRde Experimento 1 | Experimento 2 | Experimento 3
. n=6 n=6 n=6
(g L) (n=6) (n=6) (n=6)
R (%) 77,6 74,7 75,0
1 DP 0,15 0,15 0,13
CV (%) 19,8 195 17,6
R (%) 95,3 90,5 94 4
12,5 DP 0,03 0,1 0,04
CV (%) 2,7 9,9 3,8
R (%) 89,9 89,0 88,3
25 DP 0,02 0,1 0,04
CV (%) 24 8,7 5,0
R (%) 97,5 94,6 96,0
50 DP 0,01 0,05 0,01
CV (%) 15 50 1,6

R = Recuperagdo; CV = Coeficiente de Variacdo; DP = Desvio Padrdo; n= n° de
repeticoes.

Para o estudo da precisdo utilizou-se o parametro repetibilidade representado pelos
coeficientes de variagdo (CV). A Comunidade Européia (EC, 2002) recomenda valores de
CV iguais ou inferiores a 20%. Como todos os valores para CV obtidos (Tabela 5.8) foram

menores que 20%, o método proposto pode ser considerado preciso.
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A Tabela 5.8 apresenta um resumo dos parametros avaliados e os resultados obtidos na

validacdo do método para determinacéo de MCYST-LR em agua.

Tabela 5.8 - Resumo dos resultados obtidos na validagdo do método.

Parametro Resultado Referéncias

o O método foi considerado seletivo
Seletividade e . .
e especifico para analises de -

especificidade
MCYST-LR em &gua

o Acima de 0,99
Linearidade r=0,9958 a 0,9987
ANVISA - RE n° 899

Faixa linear de trabalho 1,0-50 ug L™ -

LOD 021 pugL™ -

LOQ 0,25 ug L™ -
Recuperagédo R(%) =74 a98% 70 -120% - EC/657/2002
Repetibilidade CV(%)=15a198% Até 20 % - EC/657/2002

5.1.4 - Curva de calibracéo

Para quantificagdo da MCYST-LR a partir do método proposto, foi construida uma curva
de calibragdo com cinco solugdes preparadas com concentragdes diferentes 1,0 pg L™, 12,5
pg Lt 25 ug L™ 50 pg L™ e 100 pug L™ do padrdo de MCYST-LR. Os parametros, desvio
padréo (DP), exatiddo e o coeficiente de variacdo (CV, %) atribuidos as inje¢bes do padréo
MCYST-LR sdo apresentados na Tabela 5.9. A curva de calibracdo é ilustrada no
Apéndice A, item A.4.

Tabela 5.9 - Dados obtidos para construgdo da curva de calibragéo.

Concentragéo do padréo Concentracdo média ]
1 1 Exatidéo DP CV (%)

(ngL™) (ngL™)

1,0 1,05 105,91 0,13 12,63
12,5 12,63 101,10 1,17 9,28
25 22,84 91,39 0,67 2,96
50 49,62 99,25 1,26 2,55
100 102,32 102,32 2,22 2,17
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A curva analitica obtida foi considerada linear, pois o coeficiente de correlacdo (r) foi
0,9988 indicando que as respostas do detector foram proporcionais as concentragdes
analisadas nos determinados intervalos. De acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, Resolucdo - RE n° 899 (Brasil, 2003), um coeficiente de correlagdo igual ou

superior a 0,99 é aceitavel.

5.1.5 - Teste com &gua de torneira

Com o intuito de testar o método, uma amostra de agua potével (torneira) foi coletada e
adicionado 4cido ascérbico para desclorar, e em seguida fortificada com 6,2 pg L™ do
padrdo MCYST-LR. Essa solugdo foi injetada, em triplicatas, obtendo-se concentragdo

média e desvio padrio de 6,1 g L™ e 0,08, respectivamente.

De acordo com os critérios e requisitos estabelecidos pela Comunidade Européia (EC,
2002) para métodos confirmatdrios em espectrometria de massas acoplada & cromatografia
liquida o tempo de retencdo relativo, aceitavel, para o analito deve ser equivalente ao
tempo de retencdo do padrdo, sendo tolerdvel uma variagdo de + 2,5 %. A Figura 5.4
apresenta os cromatogramas referentes as analises de agua mili-q (A) e agua potavel (B)
fortificadas com 6,2 pg L™ do padréo de MCYST-LR.

Como pode ser observado na Figura 5.4 o tempo de retengdo do analito foi compativel com

0 tempo do padrdo de MCYST-LR demonstrando que o método atende ao requisito

proposto.
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Figura 5.4 - Cromatogramas de analises de agua mili-q (A) e agua potavel (B) fortificadas
com 6,2 ug L™ do padrdo MCYST-LR

5.2 - ETAPA 2 - CARACTERIZACAO DAS MICROCISTINAS PRODUZIDAS
PELA LINHAGEM NPLJ-4 DE MICROCYSTIS AERUGINOSA

Segundo Soares et al. (2004), a linhagem NPLJ-4 referente a Microcystis aeruginosa
isolada na Lagoa de Jacarepagua, Rio de Janeiro, apresenta 4 variantes de microcistinas,
sendo a MCYST-LR a mais abundante, representando cerca de 80% do total das
microcistinas produzidas. Para verificar se o extrato semipurificado proveniente do cultivo
da linhagem NPLJ-4 produzido no LAA apresentava essa mesma caracteristica foram
realizadas andlises do extrato, utilizando as técnicas de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD) e, posteriormente, a técnica de
cromatografia liquida com detector de massas (CL-EM/EM). A Figura 5.5 apresenta 0s
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cromatogramas referentes ao extrato das toxinas semipurificadas proveniente da linhagem
NPLJ-4 (A) e ao padrdo MCYST-LR (B).

L B e e e e S S e e e e e T
10 15 20 25

0.0
(& ]

Figura 5.5 - Cromatograma no sistema CLAE-DAD referente ao extrato semipurificado da
cepa NPLJ-4 (A) e ao padrdo MCYST-LR (B).

Embora o indice de similaridade, de 0,994, obtido entre o padrdo MCYST-LR e a fragdo
cromatografica apresentada do pico 2 (Figura 5.5A) indique que se trata da mesma
molécula, quando sdo comparados os tempos de retencdo das fragdes cromatograficas com
0 padrdo MCYST-LR, observa-se que a fragdo mais abundante presente no cromatograma,
Figura 5.5(A), apresenta um tempo de retencdo de 16 min, enquanto que o cromatograma
referente ao padrdo MCYST-LR, Figura 5.5(B), revela que o tempo de retengdo dessa
variante é de 14,4 min. Essa diferenca nos tempos de retengdo sugere que essa fracdo
cromatografica (pico 2) ndo corresponde a MCYST-LR.
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Como ndo se dispunha de outros padrfes de microcistinas para realizacdo de uma
comparagdo direta, optou-se por investigar as variantes correspondentes aos picos
formados por meio de espectrometria de massas. Para tal as fragdes correspondentes a cada

pico foram isoladas por meio do sistema CLAE-DAD.

Para confirmar a hipdtese de que a fracdo predominante ndo correspondia &8 MCYST-LR,
inicialmente foi realizada a analise de uma aliquota do extrato semipurificado por meio do
teste ELISA, que quantificou uma concentragio de aproximadamente 2230 pug L™ de
microcistinas. Outra aliquota do mesmo extrato foi analisada por meio da técnica da
espectrometria de massas, utilizando a curva de calibracdo (Apéndice A, item A.4) do
meétodo desenvolvido para quantificagdo de MCYST-LR, e obteve-se a concentragdo de 22
ug L™ de MCYST-LR, indicando a presenca de aproximadamente 1% dessa variante no
extrato semipurificado obtido do cultivo da linhagem NPLJ-4 de Microcystis aeruginosa
produzido no LAA.

Posteriormente, para verificar a ocorréncia da microcistina-LR no extrato foi realizada uma
varredura por meio da técnica de espectrometria de massas. A Figura 5.6 apresenta o
espectrograma da andlise da varredura referente ao extrato semipurificado de microcistinas
realizada na faixa de 700 a 1100 unidades de massa atdmica (a.m.u). Observa-se que a
toxina mais abundante apresenta massa molecular m/z 1037,7 (M+H") divergindo dos
estudos realizados, em 2004, por Soares e colaboradores com a mesma linhagem NPLJ-4,
cujos relatos apresentam a MCYST-LR, m/z 9955 (M+H"), como a variante mais

abundante.
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Figura 5.6 - Espectro de massas EM referente ao extrato semipurificado de microcistina.

A Figura 5.7 apresenta a varredura referente a fracdo cromatografica correspondente ao
pico 2, onde se verifica, mais uma vez a predominancia do composto m/z 1037,8. A
fragmentacdo dessa molécula, apresentada na Figura 5.7(B), revela a presenca do
fragmento Adda, m/z 135, caracteristico de uma microcistina (Kondo et al., 1992). As
fragmentacBes de outras espécies quimicas, observadas no espectro, foram realizadas,

contudo ndo se observou a presenca de fragmentos caracteristicos de microcistinas.
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Figura 5.7 - Espectro de massas EM (A) e EM/EM (B) referente ao pico (2) predominante
observado no extrato de microcistinas.

Com base nos estudos realizados pelos pesquisadores Matthiensen et al. (2000), Park et al.
(2001) e Silva (2006) sugere-se que 0 componente de massas 1037,7 (M+H") corresponde
a variante [D-Leu] MCYST-LR, pois a presenca dos fragmentos m/z 213, 375 e 286
(Figura 5.7 B) mostra que ndo ocorreram desmetilacbes nos grupos Mdha e MeAsp e 0s
fragmentos m/z 595 e 512 confirmam a estrutura Mdha'-Leu*-Leu?-MeAsp*-Arg* e Leu'-

Leu’-MeAsp*-Arg*, respectivamente.

Em estudos realizados no Brasil, Matthiensen e colaboradores detectaram a presenca
predominante da [D-Leu] MCYST-LR em floragdes ocorridas em dezembro de 1996 no
estuario da Lagoa de Patos. As analises cromatograficas, espectrométricas de massas e de
ressonancia magnética nuclear permitiram a elucidacdo da sua estrutura molecular. Os

dados obtidos definiram este composto como tendo um componente de massas 1037,6
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(M+H") apresentando a formula molecular Cs,HgoO12N10 correspondente a um peptideo
ciclico -Leu'- Leu®-Masp®-Arg*-Adda®-Glu®-Mdha’.

Ainda segundo Matthiensen et al. (2000), Park et al. (2001) e Silva (2006), a Unica
diferenca estrutural entre a variante [D-Leu] MCYST- LR e a MCYST-LR ¢€ a substitui¢éo
de alanina (Ala) por uma Leucina (Leu) na posi¢do 1 da molécula (Figura 5.8). Essa
substituicdo resulta em diferenca de 42 unidades de massa molecular entre a MCYST-LR,
de m/z equivalente a 995,7 (M+H"), e a [D-Leu] MCYST- LR, de m/z equivalente a
1037,6 (M+H").

Em 2001, no Canada, Park e colaboradores realizaram estudos usando agua do lago
Pakowki com o intuito de descobrir a possivel causa de mortes de passaros ocorridas em
1997. Os dados obtidos identificaram a presenca da variante de [D-Leu]-MCYST-LR, que

foi associada as mortes das aves.
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Figura 5.8 - Estrutura molecular referente 8 MCY ST-LR, modificada a partir de Merel et
al., 2009.

A toxicidade da toxina [D-Leu] MCYST-LR foi avaliada por meio de bioensaios

realizados com injecOes intraperitoniais em camundongos (Matthiensen et al., 2000). Os
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estudos comprovaram que essa variante confere toxicidade semelhante a apresentada pela
MCYST-LR. De acordo com os autores a dose letal minima determinada pelo bioensaio

em camundongos foi de 100 pg kg™, para as duas toxinas.

A Figura 5.9(A) apresenta 0 espectrograma de massas EM e a Figura 5.9(B) o
espectrograma dos fragmentos EM/EM referente a fragdo cromatogréafica do pico 1 da
Figura 5.5(A). Observa-se na Figura 5.9(A) que o componente mais abundante apresenta
massas 1071,7 (M+H").
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Figura 5.9 - Espectrograma de massas EM (A) e EM/EM (B) referente ao pico (1)
observado no extrato de microcistinas.

Neste estudo ndo foi possivel a elucidacdo estrutural da molécula m/z 1071,7, devido &
baixa resolucéo do espectro de fragmentacdo obtido. Contudo, Albuquerque-Junior et al.

(2006) realizaram estudos com toxinas oriunda da linhagem, NPLJ-4, de Microcystis
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aeruginosa, e observaram a presenca de um composto de m/z 1071,65 (M+H"). Ao

analizarem os dados obtidos por meio da técnica de espectrometria de massas, 0s autores
identificaram essa toxina como sendo a variante [D-Asp®, ADMAdda®, Dhb’] MCYST-

HtyrR. Os autores ndo apresentaram a sequéncia dos fragmentos caracteristicos da

estrutura molecular.

A Figura 5.10(A) apresenta o espectrograma de massas (EM) referente a fracdo

cromatografica do pico 3 da Figura 5.5(A). Observa-se nessa Figura que o componente

mais abundante apresenta massas m/z 1023,7 (M+H"). Foi realizado a fragmentagio dessa

molécula cujos espectrograma dos fragmentos EM/EM estdo apresentados na Figura 5.10

(B).
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Com base na literatura analisada (Carmichael, 1992; Stenico et al., 2009; Sangolkar et al.,

2009) sugere-se que esse componente de massa 1023,7 (M+H"), seja caracteristico da
variante [D-Asp®] MCYST-RR. A presenca dos fragmentos m/z 213 e 375 no
espectrograma de massas (Figura 5.10B) indica que ndo ocorreram desmetilagcdes no grupo
Mdha ou Glu. Contudo, néo foi observado a presenga do fragmento m/z 286, caracteristico
do fragmento MeAsp, sugerindo, dessa forma, a ocorréncia de desmetilacdo nesse
grupamento da molécula e portanto sendo modificado para D-Asp. Sendo assim, a
sequéncia dos fragmentos m/z 581 e 343 indicam a estrutura Mdha’-Ala*-Arg-[D-Asp]*-

Arg* e Ala'-Arg’-[D-Asp]*+H, respectivamente.

A Figura 5.11(A) apresenta o espectrograma de massas EM referente & fracdo
cromatografica do pico 4 da Figura 5.5(A). Essa fracdo cromatografica apresentou quatro
constituintes mais signicativos correspondentes as massas 921,6, 917,7, 1051,8 e 1055,8
(M+H"). Esses constituintes foram fragmentados, sendo que os compostos m/z 921,6 e
917,7 ndo apresentaram padréo de fragmentagdo caracteristico de microcistinas. As Figuras
5.11(B) e 5.11(C) correspondem a fragmentagdo em EM/EM para as massas 1051,8 e

1055,8, respectivamente.

No espectro relativo a m/z 1051,8, Figura 5.11(B), ndo foi observada a presenga dos
fragmentos m/z 213 e 375 correspondentes as sequéncias Glub-Mdha’ + H e Cy;H140-Glu®-
Mdha’ + H (Batemen et al., 1995), respectivamente, sugerindo dessa forma a ocorréncia de
modificagdo nesta sequéncia de fragmentos. Contudo, observa-se a presenca, abundante,
do fragmento m/z 227 que pode corresponder ao fragmento metilado do &cido glutdmico
(MGlu) cuja sequéncia é MGIlu®-Mdha’ + H.

Bateman et al. (1995) em suas analises, por meio de técnica de espectrometria de massas,
com microcistinas provenientes da espécie Microcystis aeruginosa relataram em seus
estudos a presenca da MCYST-LR metilada no &cido glutdmico (Glu). A ocorréncia de
metilagdes neste grupo foi evidenciada também por Oksanen et al. (2004) quando
analisaram a espécie Nostoc sp, linhagem 10-102-1, que verificaram, em seus estudos, a

presenca de metilaces no acido glutdmico constituinte da variante MCYST-LR.
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Figura 5.11 - Espectrograma de massas EM do pico 4 (A), EM/EM referente ao
constituinte m/z 1051,7 (B) e EM/EM do constituinte m/z 1055,8 (C).
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Com base nessas informagdes sugere-se que o composto de massas 1051,8, citado
anteriormente, corresponde ao isomero metilado [MGlu, D-Leu]-MCYST-LR. A presenca
do fragmento m/z 174 indica a presenca de arginina na molécula (Batemen et al.,1995) e
os fragmentos m/z 595 e 197 confirmam as estruturas Mdha'+Leu’-Leu’-MeAsp>-Arg* +
H (Park et al., 2001) e Mdha'-Leu'+H (Silva, 2006), respectivamente. O fragmento m/z
227 pode corresponder a estrutura MGlu-Mdha + H (Tabela 5.10). A substituicdo do H
pelo grupo CH3 no grupamento Glu (Figura 5.8) resulta na diferenca de 14 unidades de
massas atdémica entre a [D-Leu] MCYST- LR, de m/z equivalente a 1037,7 (M+H"), e a
[MGIu, D-Leu]-MCYST-LR, de m/z equivalente a 1051,7 (M+H").

O composto de massa 1055,8 (Figura 5.11C) foi parcialmente identificado. A presenca dos
fragmentos 599 pode corresponder & estrutura Arg*-Adda>-GIu® + H (Lombardo et al.,
2006). Observa-se também, no espectro da Figura 5.11C, a presenca do fragmento m/z 174
caracteristico de residuo de arginina. Sendo assim, as evidéncias apontam para um isémero

de massa de uma variante MCYST-XR.

Em funcdo dos dados obtidos a partir das varreduras das fragdes cromatogréficas relativas
aos picos 1 a 4 da Figura 5.5(A), e das fragmentagdes das massas mais abundantes em cada
espectro dos picos correspondentes (Tabela 5.10), e considerando os relatos da literatura
cientifica, sugere-se que o extrato semipurificado de microcistinas obtido a partir da
linhagem NPLJ-4 cultivada no LAA contém, predominantemente, a variante [D-
Leu]MCYST-LR (pico 2). As demais variantes podem ser [D-Asp]MCYST-RR, MGlu [D-
Leu] MCYST-LR e a variante identificada parcialmente MCYST-XR, mas é necessario um

estudo mais aprofundado.

Como a variante mais abundante no extrato semipurificado proveniente da linhagem NPLJ-
4 de Microcystis aeruginosa ndo corresponde a microcistina-LR e como ndo ha padrdo da
variante [D-Leu] MCYST-LR o método quantitativo desenvolvido ndo pdde ser utilizado
para a analise de microcistinas nos ensaios de oxida¢do com hipoclorito de s6dio objeto do
item 5.3.
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Tabela 5.10 - Fragmentos das variantes de microcistinas produzidas pela linhagem de
Microcystis aeruginosa - NPLJ-4.

m/z
Fragmento - - : :
Pico 1 Pico 2 Pico 4 Pico 4
[M+H] 1023 1037 1051 1055
[M+H] -OH 1006 1034
[M+H] -NH3 1034
[M+H] -CO 995 1010 1023
[M+H] -COOH 979 1007
[M+H] -Ala 952
[M+H] -Arg 869 895 895
[M+H] —frag Adda 135 +H 889 917
[M+H] —[D-Asp] 908
[M+H] -[M-Glu] +2H 910
MeAsp-Arg-Adda-Glu + H 728
Mdha-Ala-Arg-[D-Asp]-Arg 581 582
Mdha-Leu-Leu-MeAsp-Arg 595 595
Arg-Adda-CO + H 571
Arg-MeAsp-Leu-Ala-Mdha + 2H 554
Arg-Adda + H 470 469
163- Glu-Mdha+Leu 488
Leu-Leu-MeAsp-Arg 512
Arg-MeAsp-Leu + H 399
Frag. Adda (163)-Glu-Mdha+H 375 376
Ala-Arg-[D-Asp] + H 343
Frag. Adda (163)-MGlu + H 307
Arg-MeAsp + H 286 285
Leu-Leu + H/ MGlu-Mdha + H 227 226
Mdha-Leu + H 197 197
Arg+NH, + 2H 174 174 174
Glu-Mdha + H 213 213 213
g:(:%ﬁ-)c%iccH(%cHﬁZ)-co 163 163 163
Mdha-Leu - CO+ H 169 169
Frag. Adda 135 135 135 135
D-As D-Leu [MGlu,
Variante sugerida I\/I[CYS'IF')—:I I\[/ICYS'E— IVEI) Cl;e;.il_ MCXYRST_
RR LR LR
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5.3 - ETAPA 3- OXIDACAO DE MICROCISTINA COM CLORO

Para avaliar preliminarmente o comportamento das variantes identificadas no extrato
semipurificado de microcistinas, foram realizados dois ensaios de oxidagdo (1 e 2) que
foram avaliados usando a espectro de massas EM da varredura das amostras oxidadas

obtido nos ensaios realizados.

Para permitir essa avaliagdo, optou-se por trabalhar com amostras com concentragdes de
microcistinas elevadas. Assim os ensaios 1 e 2 foram realizados com concentragéo inicial
de microcistinas de cerca de 2,2 mg L™, dose de cloro de 60 e 66,5 mg L™, e tempos de
contato de 3 e 24 horas. A temperatura e o valor de pH foram, respectivamente, 24°C e 7,4
+ 0,1. A Figura 5.12 ilustra os espectros de massas (varredura em EM) referentes as

amostras antes e apds a oxidagao nos dois tempos de contato.

As quatro variantes foram analisadas considerando as massas mais abundantes observadas
nos espectros de massa dos picos 1 a 4 (Figura 5.7A, Figura 5.9A, Figura 5.10A e Figura
5.11A). Ao comparar o espectrograma da Figura 5.12(A) com o espectrograma da Figura
5.12(B) observa-se que as variantes m/z 1023,7 1037,7 e 1055,8 desapareceram ap0s horas
de tempo de contato, enquanto que a variante m/z 1051 ainda é observada apds esse tempo
de contato. Essa variante, m/z 1051, parece ser a mais dificil de ser oxidada, pois no
espectrograma da analise da amostra oxidada no tempo de contato de 24 horas ainda é

observada a presenca dessa toxina, Figura 5.12(C).
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Figura 5.12 - Espectrograma de massas EM antes da oxidacdo (A), EM ap6s 3 horas (B) e
EM ap6s 24 horas de tempo de contato (C).
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A avaliacdo da eficiéncia de remogdo das microcistinas, por meio da oxidagédo com cloro,
nos tempos de contatos de 15 e 30 minutos foi estudada, também nessa etapa, por meio dos
ensaios 3, 4, 5 e 6. A Tabela 5.11 apresenta o resumo das condi¢cBes dos ensaios
realizados, sendo que os dados obtidos nos ensaios estdo apresentados no Apéndice B, item

B.1. As temperaturas do ar ambiente e das amostras foram monitoradas durante 0s ensaios

sendo observadas variagdes de 25°C £ 1.

Tabela 5.11- Resumo das condigdes de realizagdo dos ensaios de oxidagdo das
microcistinas com o cloro - etapa 1.

Ensaio Conc. MCYST Dose de cloro Variagéo do pH N° de repeticies
(ug LY (mg L) da oxidacéo PELG

3 103,3 05-2-4-79 58-7.8 3

4 44,1 05-2-4-79 58-7.8 3

5 40,1 10-15-2,1-25 58-6,2 2

6 21,4 11-16-20 58-6,2 2

Como pode ser observado na Tabela 5.11 tanto as concentragdes iniciais de microcistinas
na agua de estudo como as doses de cloro adicionadas variaram nos quatro ensaios
realizados. As doses de cloro 05 mgL™*, 2mg L™? 4 mgL" e 7,9 mg L" foram valores
inicialmente previstos, contudo, ndo foram, necessariamente, as doses de cloro aplicadas
para todos os ensaios, pois foi observada no decorrer da realizagdo dos ensaios a
necessidade de estreitar a faixa das doses a serem avaliadas (Tabela 5.11). A maior
eficiéncia na remocdo de microcistinas e o teor de cloro residual de cloro livre foram os
critérios estabelecidos para decidir a dosagem minima e a maxima de cloro para 0s ensaios
seguintes (ensaios 4, 5 e 6), ou seja, a dosagem que fornecesse maior remogéo de toxinas
com o residual de cloro livre minimo, 0,5 mg L, recomendado pela Portaria do MS

n°518/2004 para aguas destinadas ao consumo humano.

Os valores das doses de cloro adicionado as amostras mostrados nas Tabelas e Figuras
deste capitulo representam a média dos valores de cloro medido nos frascos de controles de

dosagens nas repeticdes dos ensaios realizados.

A Figura 5.13 apresenta os resultados de cloro residual livre medido nas amostras de
acordo com as doses de cloro aplicadas, apds os tempos de contato de 15 minutos e 30

minutos. Na Figura 5.14, sdo apresentadas as concentracdes de microcistinas iniciais e
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residuais obtidas para essas condig¢des. Os valores estdo expressos por meio das médias
aritméticas das concentragdes de toxinas observadas nas trés repeticdes, de cada ensaio,

assim como 0s seus respectivos desvios padrdes.

10 1 . . . A 10 . . . B
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;‘7 8 A 28 =
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Figura 5.13 - Valores médios do cloro residual livre (mg L™) inicial e nos tempos de
contato 15 e 30 min para as concentracdes médias de 103,3 (A) e 44 pg L™ (B) de
microcistinas.

A Figura 5.13 mostra que ao aplicar a dose de 0,5 mg L™ de cloro nos ensaios 3 e 4
ocorreu consumo total do cloro. Contudo, com a aplicagdo de doses de cloro a partir de 2
mg L™ foram observados residuais de cloro livre acima de 0,5 mg L™ alcancando valores
de até 6,3 mg L™ ao final de 30 minutos de tempo de contato.

As concentragdes de cloro, nos frascos de controle, referentes as doses de cloro aplicadas
nos tempos de contato de 15 e 30 minutos foram proximos em todos os ensaios, indicando
que ndo ocorria perda de cloro significativa durante os ensaios, de modo que o consumo de
cloro observado pode ser atribuido as reagdes de oxidagdo das microcistinas presentes na
agua de estudo.

Os dados de microcistinas referentes ao ensaio 3, Figura 5.14, apresentaram maior
dispersdo do que no ensaio 4, pois nesta fase inicial os procedimentos metodoldgicos do
processo de oxidagdo estavam sendo ajustados. Como a concentragdo do extrato
semipurificado de microcistinas era elevada foi necessario realizar dilui¢des. Sendo assim,
os desvios das concentragbes de microcistinas observados nesse ensaio podem ser

atribuidos as dilui¢Bes sucessivas das aliquotas.
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Figura 5.14 - Residuais de microcistinas nos tempos de contato de 15 e 30 minutos para as
doses de cloro adicionadas a agua de estudo com concentragdes iniciais de microcistinas de
103,3 ug L™(A) e 44,1 ug L™ (B).

Ainda com relagdo a realizagdo dos ensaios 3 e 4 destaca-se a dificuldade em manter o
valor de pH proximo de 6 durante o processo de oxidagdo. O valor do pH da agua de
estudo era mantido préximo a 6, contudo, ao realizar medicGes logo apds a adi¢do do cloro
a agua de estudo, observava-se que os valores de pH variavam de 5,8 a 7,8. As maiores
variagdes ocorriam quando doses mais elevadas do cloro eram aplicadas, ou seja, a partir
de2mgL™

Os dados obtidos relativos a concentracdo de microcistinas na agua de estudo, sem adi¢do
de cloro (branco), nos tempos de contato de 0, 15 e 30 minutos ndo apresentaram variagdes
apreciaveis, indicando que ndo ocorreu degradacdo das microcistinas durante o tempo de

realizacé@o de cada ensaio (Apéndice B, item B.1, Tabela B5).

Para a concentragdo média inicial de microcistinas de 103,3 pg L™ observa-se na Figura
5.14(A) que foi necesséria a dosagem de cerca de 4 mg L™ de cloro para promover a quase
total remocdo das microcistinas apds o tempo de contato de 30 minutos. Nesta dosagem o

cloro residual livre apés 30 minutos era de 1,1 mg L™.

Di Bernardo et al. (2007) relatam resultados obtidos com a aplicacdo de dose de 5,0 mg L™
de cloro, nos quais foi verificada a remocdo de 96% de microcistinas, ap6s 30 minutos,
para uma concentra¢do inicial de cerca de 100 pg L. Os ensaios de oxidacdo foram
realizados sob condi¢cdes de pH proximas a neutralidade e microcistinas sem processo de
purificacdo diluidas em &gua deionizada. No presente estudo, no ensaio 3, cuja
concentragdo média inicial de microcistinas era 103,3 pg L™, a aplicagdo de dose de 4 mg

L™ promoveu quase total remocdo de microcistinas, cerca de aproximadamente 99%, ao
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final de 30 minutos, sendo observado um residual de cloro livre de 1,1 mg L. Como este
estudo foi realizado com microcistinas semipurificadas, menor dose de cloro foi necessaria
na oxidagdo das microcistinas. A diferenga entre o trabalho relatado e o presente trabalho
pode ser explicada por uma demanda de cloro associada a matéria organica extracelular

proveniente das microcistinas na agua de estudo usada no primeiro trabalho.

O estudo de Merel et al. (2009) indica que um mol de MCYST-LR tem uma demanda de
cloro de 12,6 mol em 30 minutos. Essa demanda esta associada a sua estrutura, pois a agao
do cloro ocorre nos grupos aminos, além do Adda, grupo comum as microcistinas. Quanto
mais grupos aminos estiverem presentes em uma molécula de microcistina, maior sera a
demanda de cloro requerida na oxidagdo. Portanto, o tipo de microcistina presente na

amostra € muito importante no processo de oxidag&o.

Com relagio ao ensaio 4, concentragéo inicial de microcistinas de 44,1 ug L™, Figura 5.14
(B), adose de 2 mg L™ foi suficiente para a remocéo de 97 % das toxinas quando expostas
ao tempo de contato de 30 minutos. O o valor de pH medido logo ap6s a adicdo do cloro,

para essa dose, erade 7,0 £0,2.

Como foi observado maiores variagdes do pH quando doses de cloro mais elevadas eram
aplicadas, o ajuste de pH para os ensaios 5 e 6 foram realizados usando um procedimento
diferente daquele usado para os ensaios 3 e 4. Este procedimento consistiu do ajuste do pH
da &gua de estudo antes da adi¢do da solucdo oxidante, de forma que, ao aplicar a dosagem
do cloro, os valores de pH medidos, imediatamente apds a aplicagdo, apresentavam

variagOes de 6 = 0,2.

O hipoclorito de sddio quando usado em doses mais elevada tende a elevar o valor de pH
da solucdo devido & alcalinidade desse composto (Nicholson et al., 1994). Isto foi
observado também nos estudos de Acero et al. (2005) durante ensaios de oxidagdo de
microcistinas, usando o hipoclorito de sodio, e valores de pH entre 4 e 9. Os autores
observaram que para as dosagens de cloro mais elevadas era necessario o ajuste do pH para

valores abaixo de 8 a fim de garantir a eficiéncia do processo de oxidagao.

Conforme mostrado na Tabela 5.11 e Figura 5.15, no ensaio 5 foram aplicadas as doses

intermediarias de cloro de 1 mg L™, 1,5 mg L™, 21 mg L e 25 mg L, para uma
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concentragdo inicial de microcistinas de 40,1 pg L™. A dose de cloro de 2,1 mg L™

promoveu 99% de remogdo de microcistinas, sendo observado residual de cloro livre de

0,5 mg L™ ao final de 30 minutos.
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Figura 5.15 - Residuais de cloro livre (A) e de microcistinas (B) obtidos apds aplicacdo do
cloro nos tempos de 15 e 30 minutos.

A Tabela 5.12 mostra a influéncia do valor do pH de oxidacdo ao comparar os resultados
obtidos nos ensaios 4 e 5, cujas concentragdes iniciais de microcistinas eram proximas. Foi
observado que a demanda de cloro livre no ensaio 5 foi de 1,2 mg L™, para a dose aplicada
de 2,1 mg L™, enquanto que no ensaio 4, foi de 0,8 mg L™* para aproximadamente a mesma
dose de cloro. A maior remocéao observada para 0 ensaio 5 (99%) em relacdo ao ensaio 4
(97%) pode ser explicada pelo aumento da relagdo HOCI/OCI no valor de pH mais baixo
ja que o acido hipocloroso apresenta potencial de oxidagdo maior quando comparado com
o ion hipoclorito.

Tabela 5.12 - Comparativos dos resultados obtidos nos ensaios de oxidagéo 4 e 5 com
diferentes valores de pH no tempo de contato de 30 minutos.

Conc. inicial Conc. final Dose de Demanda de | Valor de Remocio
Ensaio | de MCYST de MCYST cloro cloro pH % )(;
(ngL?) (ngL?) (mg L% (mg L™)
4 441 1,3 2,0 0,8 7 97
5 40,1 0,3 2,1 1,2 6 99

Hart et al. (1998) realizaram estudos para simular o efeito da cloracdo no final do
tratamento de dgua na remacdo de MCYST-LR. Os autores usaram concentragido de 6,9 pg
L™ de MCYST-LR e dose de 1,7 mg L™ de hipoclorito de sédio. Para o valor de pH igual a
5, a remocéo alcancada foi maior que 93% no tempo de contato de 30 minutos.O cloro

residual livre foi de 0,7 mg L™*. Com o valor de pH 7 e a mesma dosagem de cloro,
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nenhuma remocdo significativa foi alcangada apés 30 minutos e somente ap6s 22h de
tempo de contato a remocdo foi proxima de 90%. Para um valor de pH 9, a reducdo de
MCYST-LR foi baixa mesmo ap6s 22h de contato. Os resultados demonstraram que a
eficiéncia no processo de oxidacdo com o composto hipoclorito de sodio é fortemente
dependente do pH.

O ensaio 6 foi realizado com uma concentragéo inicial de microcistinas de 21,4 ug L™,
cerca de metade da concentragdo dos ensaios 4 e 5. A Figura 5.16 apresenta os resultados
obtidos referentes aos residuais de microcistinas para os tempos de contato de 15 e 30

minutos.
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Figura 5.16 — Valores de concentragdes iniciais e residuais de microcistinas para as doses
de cloro aplicadas nos tempos de contato de 15 e 30 minutos.

Referente as remocdes obtidas, se os resultados do ensaio 5 forem comparados com 0s
resultados obtidos no ensaio 6, verifica-se que para as duas concentragdes iniciais de
microcistinas (40,1 e 21,4 pg L"), quando aplicada a mesma dosagem de cloro, a
concentracdo de microcistinas removidas é proxima, e pode ser considerada semelhante
frente aos erros experimentais (Tabela 5.13). Ao aplicar diferentes doses de cloro para uma
mesma concentracdo inicial de toxinas observa-se um aumento praticamente proporcional
na eficiéncia de remocdo. Este resultado converge com o relato de Acero et al. (2005) que
ao analisarem a oxidagdo de MCYST-LR com cloro verificaram que a taxa de degradacdo
aumentava com o aumento da dose de cloro e ndo dependia da concentra¢do inicial de

toxinas.
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Tabela 5.13 — Resultados dos ensaios de oxidacdo 5 e 6 com diferentes concentragdes de
microcistinas e diferentes doses de cloro nos tempos de contato de 15 e 30 minutos e valor

de pH 6.
Dose de cloro Conc. inicial Temoo Conc. final Concentracao
Ensaio (mg L) de MCYSlT (mir?) de MCY?T removi ga
(ngl™) (ngl™) (ngl™)
1,0 40,1 30 18,5 21,6
5
2,1 40,1 30 0,3 39,8
6 1,1 21,4 30 1,1 20,3
2,0 21,4 15 0,2 21,2

Ainda referente ao ensaio 6, Tabela 5.13, observou-se que para o tempo de contato de 15
minutos foram necessarios 2,0 mg L™ de cloro, para alcancar remocgdes de microcistinas
acima de 99%. Ja para a dose aplicada de 1,1 mg L™ de cloro obteve-se uma remocéo de
95% ao final de 30 minutos. Observa-se, portanto que, € possivel se obter elevadas
remogdes de microcistinas com menores tempos de contato se utilizadas maiores doses de
cloro, ou seja, quanto menor o tempo de contato maior serd a dose de cloro necesséria para
a oxidacdo. Em outras palavras, a eficiéncia de remocdo de microcistinas depende do

produto CT (concentragéo vezes tempo), como sugere a Figura 5.17.

A Figura 5.17 mostra a influéncia do CT na oxidag&o, pois ao usar o0 mesmo valor de CT
para as mesmas concentragdes iniciais de microcistinas semelhante percentual de remocéo
de microcistina é obtido. Contudo, ao aumentar o valor de CT a remoc¢do de microcistinas

aumenta quase que proporcionalmente (Figura 5.17 B e C).
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Figura 5.17 - Oxidacdo das microcistinas em funcdo do CT (concentragdo vezes tempo de

Segundo Merel et al. (2009), a cloracdo de microcistina-LR induz formacdo de cloro
combinado que pode ser estimado como a diferenca entre as medicdes de cloro total e
cloro livre. A presenca de cloro combinado, espécies de cloraminas, proveniente da reacdo
do cloro com o0s grupos aminos, constituintes das moléculas de microcistinas, foi

evidenciada neste estudo ao longo dos 30 minutos de contato, conforme mostrado na

Figura 5.18.
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Figura 5.18 - Cloro combinado formado nos tempos de contato de 15 e 30 minutos no

processo de oxidacdo de 40,1 pg L™ de microcistinas (A) e 21,4 ug L™ (B).




As reacOes de formacdo de cloraminas sdo governadas pelo pH da agua e pela relagéo
cloro/aménia (Cl/NH3-N). Em geral, com a diminui¢do do valor de pH e o aumento da
relagdo Clo/NH3-N a molécula de amdnia torna-se mais clorada (Di Bernardo e Dantas,
2005). Observa-se na Figura 5.18 que ocorre aumento do cloro combinado quando doses

mais elevadas de cloro s&o aplicadas para a mesma concentracdo inicial de toxinas.
5.3.1 - Cinética da oxidagao de Microcistinas com o cloro

Para estudar a reacdo das microcistinas semipurificadas proveniente da cepa NPLJ-4 com o
cloro, foram realizados ensaios com concentragdo média inicial de microcistinas de 42 ug
L™ e diferentes doses de cloro. A Tabela 5.14 apresenta as condigdes de realizagdo dos

ensaios e 0s tempos de contato adotados nesta etapa do trabalho.

Tabela 5.14 - Condices de realizacdo dos ensaios cinéticos utilzadas no estudo da cinética
de oxidagdo das microcistinas.

) [Cloro]o [MCYST]o Tempo de contato
Ensaio 4 4 .
(mg L) (ngL?) (min)
7 0,5 41,3 0,3,8,15e30
8 15 43,3
0,1,24,6,8e15
9 3,0 42,0

[Cloro]o = conc. inicial de cloro; [MCYST], = conc. inicial de microcistinas.

Os ensaios foram realizados em sala climatizada, cuja variacdo de temperatura do ar
ambiente era de 23 + 2 e de 24 a 25°C para as amostras. O valor de pH de oxidacdo nos
diferentes ensaios foi de 6,0 + 0,2. Ressalta-se que o controle de temperatura e pH é

importante para minimizar os efeitos desse parametro nas reagoes de oxidagéo.

A Figura 5.19 mostra os dados obtidos nos ensaios 7, 8 e 9. Os residuais de microcistinas
para as doses de cloro aplicadas nos tempos de contato adotados estdo apresentados no
Apéndice B, item B.2.

Observa-se na Figura 5.19, como esperado, que o decaimento da concentragcdo de

microcistinas é mais rapido com a aplicagdo de maiores doses de cloro. No tempo de 15

minutos, para as doses aplicadas de 0,5 mg L™, 1,5 mg L™ e 3,0 mg L™ de cloro, 0s
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residuais de microcistinas foram respectivamente 29,0 ug L™, 18,7 pg L™ e 2,9 pg L™,

enquanto os residuais de cloro livre foramde 0,1 mg L™ 1,1 mgL"e2mg L™

50 HO05mg/L #15mg/L 3,0mg/L
40 =0 =
= * [ |
— 4
g30 V'S [ | m
g 20 - *
S
2 10 7
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 5.19 - Curva de decaimento das microcistinas na concentracio média de 42 pg L™
e concentracdes médias de cloro de 0,5,1,5e 3,0 mg L™

A Figura 5.20, apresenta o ajuste dos dados obtidos das analises dos ensaios 8 e 9, doses de
cloro aplicadas de 1,5 e 3,0, a uma cinética de pseudo-primeira ordem com relagdo as

microcistinas.

3.0 - ¢15mg/L A3,0mg/L
2,5 -
2,0 -
Q
Qj 15 -
£
1,0 -
0,5 -
0,0 b v T T |
0 5 .. 10 15
Tempo (min)
Figura 5.20 - Cinética de pseudo-primeira ordem para a oxidacdo de microcistinas com
cloro.

Como pode ser observado na Tabela 5.15, os coeficientes de ajuste (R?) aos dados
experimentais apresentam valores acima de 0,9. De acordo com Maroco (2003) valores de

R? > 0,9 sdo geralmente aceitos. A oxidacdo das microcistinas pelo cloro parece seguir
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uma cinética de pseudo-primeira ordem em relacdo as microcistinas. J& em relacdo ao
cloro, a cinética de pseudo-primeira ordem néo foi confirmada, pois néo foi observada uma
proporcionalidade entre a concentragdo de cloro aplicada e a constante de velocidade da

reacdo (k’).

Tabela 5.15 - Pardmetros obtidos da cinética de microcistinas para as diferentes doses de

cloro.
[MCYST], (ngL™) [Cloro]o(mg L™) K'(min ™) R’
42,6 15 0,0602 0,9576
42,0 3,0 0,1879 0,9757

Considerando as condigdes experimentais avaliadas pode-se dizer que os resultados
obtidos apresentam ajuste satisfatorio, contudo os resultados obtidos divergem
parcialmente dos resultados observados na literatura cientifica (Acero et al., 2005 e Ying et
al., 2008). Ao analisarem a cinética das microcistinas purificadas MCYST-LR (Acero et
al., 2005) e MCYST-RR (Ying et al., 2008) com o cloro verificaram que a oxidagdo dessas
cianotoxinas seguiam uma cinética de pseudo-primeira ordem tanto em relacdo ao cloro
quanto em relacdo as microcistinas. No presente trabalho a cinética de pseudo-primeira
ordem em relagio ao cloro ndo foi confirmada. E possivel que a presenca de residuos de
outros compostos intracelulares provenientes da cepa NPLJ-4 semipurificada tenha
influenciado na reagdo com o cloro, assim como a estrutura quimica dos outros analogos

de microcistinas constituintes da cepa usada no estudo.
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6 - CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Com relacdo a validagdo do método para determinacdo de MCYST-LR, Os pardmetros
avaliados foram considerdos satisfatorios, pois estdo dentro dos valores sugeridos na
literatura. Obteve-se linearidade para microcistina-LR na faixa de 1 a 50 pg L™ (r > 0,99).
Os ensaios de recuperacdo estdo dentro dos critérios estabelecidos para a faixa trabalhada,
com recuperacdo entre 70 e 120%. O método também apresentou repetibilidade aceitével,

com coeficiente de variacdo inferior a 20%.

Ndo foi observado efeito das matrizes, 4gua pura e &gua potavel, na analise de
microcistina-LR usando CL-EM/EM, mostrando que essa técnica é especifica e seletiva
para analise em &gua. A técnica de CL-EM/EM também se mostrou bastante sensivel para
deteccdo e quantificacdo de microcistina-LR, obtendo-se valores de LOD e LOQ muito
abaixo do valor maximo permitido na agua de consumo humano (<1 pg L™) segundo

prescrito pela legislacéo brasileira.

Com referéncia a caracterizacdo da linhagem NPLJ-4, foi observada a presenca de 06 (seis)

variantes de microcistinas, sendo a [D-Leu] MCYST-LR a variante predominante.

Para a deteccdo das variantes das microcistinas, em &gua, é sugerida a utilizacéo

simultanea de técnicas como CLAE-DAD e espectrometria de massas.

Os resultados obtidos neste trabalho, considerando as condi¢des experimentais avaliadas,
permitiram concluir que a cloragéo foi efetiva para a remog&o de microcistinas mesmo em
niveis mais elevados do que os comumente encontrados em A&guas de abastecimento

publico.

Em 4gua de estudo com concentracéo inicial de microcistinas de aproximadamente 40,1 pg
L, ap6s a adicdo de 2,1 mg L™ de cloro, a concentracéo de microcistinas foi reduzida para
valores de 0,3 ug Lt em 30 minutos, sendo observado um residual de cloro livre de 0,5 mg
L. Para a concentragéo inicial de microcistinas de 21,4 pg L™ foi observada a remocéo de
95% de toxinas ap6s 30 minutos de tempo de contato, ao aplicar cloro em dose de 1,1 mg
L™
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Para uma determinada concentragdo de microcistinas dissolvidas, a eficiéncia de remogéo
dessas toxinas foi proporcional ao CT (concentragéo de cloro vezes tempo de contato). Nas
condicdes estudadas, para concentrages de microcistinas de cerca de 100, 40 e 20 ug L™,
os produtos CT minimos necessérios para obtencdo de concentragbes de microcistinas

atendendo o padréo de potabilidade foram, respectivamente, 120, 60 e 30 mg L™ min.

A reacdo de oxidacgdo das microcistinas semipurificadas provenientes da cepa NPLJ-4 pelo

cloro segue uma cinética de pseudo-primeira ordem em relagdo & concentragdo de

microcistina, mas ndo em relagéo a dose de cloro.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, recomenda-se para estudos futuros

referentes a oxidacdo de microcistinas:

o A realizacdo de estudos cinéticos detalhados sobre a oxidacdo das microcistinas

proveniente da cepa NPLJ-4 usando concentragdes em excesso do reagente cloro.

e Considerando a diversidade dos produtos formados no processo de oxidagdo,
recomenda-se a oxidagdo isolada de cada variante de interesse de microcistinas
para que seja possivel a realizagdo de estudos detalhados, por meio da técnica de
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear, dos compostos

formados.
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APENDICE A - RESULTADOS OBTIDOS PARA VALIDACAO DO
METODO DE DETERMINACAO DE MCYST-LR - ETAPA 1

A.1-GRAFICOS DE CORRELACAO OBTIDOS NOS EXPERIMENTOS 1 A 3

Graéfico analitico obtido a partir dos dados do experimento 1.
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Graéfico analitico obtido a partir dos dados do experimento 2.
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Graéfico analitico obtido a partir dos dados do experimento 3.
E=perimento -3
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A.2 - CALCULO PARA OBTER O LIMITE DE DETECGAO (LOD)

A concentracgdo correspondente ao coeficiente linear da reta obtida nos experimentos 1 a 3
mais 2,33 vezes o desvio padrdo é igual ao LOD.

Entdo o LOD =b + 2,33s

Sendo: b = Coeficiente linear das curvas de fortificagdes obtidas nos Experimentos 1 a 3;

s = desvio padrdo

Equacdo do grafico analitico obtida para experimento 1:

y =-82,949 + 573,281x

O valor de b que corresponde ao valor em que o0 y serd interceptado (y = 0) x = 0,144 ou
sejab=0,144 ug L™

O calculo para obter os valores de b, nos experimento 2 e 3, segue 0 mesmo procedimento

acima.
Equacdo do grafico analitico obtida para experimento 2:

y = - 101,252 + 557,910x
b=0,181pgL"
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Equacdo do grafico analitico obtida para experimento 3:
y =-76,127 + 563,918x
b=0,134 ug L™

O desvio padrédo obtido nos experimentos = 0,025

Entdo o LOD =b + 2,33s

Experimento 1 LOD = 0,144+2,33*0,025 —LOD = 0,202 ug L™

Experimento 2 LOD = 0,181+2,33*0,025 —LOD = 0,239 pg L™

Experimento 3 LOD = 0,134+2,33*0,025 —LOD = 0,192 ug L™
Média do LOD = 0,21 pg L™

A.3- CALCULO PARA OBTER O LIMITE DE QUANTIFICACAO (LOQ)

LOQ =Db+2,33s+1,64s sendo; b = x e s = desvio padréo

Experimento 1: LOQ = 0,144+2,33*0,025+1,64*0,025—L0OQ = 0,243 ug L™

Experimento 2 LOQ= 0,181+2,33*0,025+1,64*0,025—~LOQ = 0,280 ug L™

Experimento 3 LOQ= 0,134+2,33*0,025+1,64*0,025—L0OQ = 0,233 pg L™
Média do LOQ = 0,25 ug L™
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Tabela A1-Dados obtidos na recuperacéo.

Nivel de validacdo Recuperacdo
(pgl™ Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
0,00
1 0,94 0,84 0,91
1 0,84 0,90 0,75
1 0,78 0,82 0,80
1 0,49 0,49 0,53
1 0,85 0,72 0,83
1 0,75 0,72 0,70
Média 0,78 0,75 0,75
DP 0,15 0,15 0,13
C.V.(%) 19,76 19,52 17,58
12,5 0,97 0,93 0,90
12,5 0,95 0,74 0,98
12,5 0,97 0,98 0,96
12,5 0,98 0,96 0,98
12,5 0,95 0,95 0,94
12,5 0,90 0,88 0,91
Média 0,95 0,91 0,94
DP 0,03 0,09 0,04
C.V.(%) 2,73 9,88 3,75
25 0,92 0,97 0,94
25 0,90 0,85 0,84
25 0,87 0,86 0,88
25 0,90 0,85 0,83
25 0,93 1,00 0,94
25 0,88 0,80 0,88
Média 0,90 0,89 0,88
DP 0,02 0,08 0,04
C.V.(%) 2,43 8,70 5,02
50 0,97 0,98 0,98
50 0,98 0,98 0,95
50 0,95 0,88 0,94
50 0,98 0,91 0,94
50 0,99 1,00 0,98
50 0,99 0,93 0,97
Média 0,98 0,95 0,96
DP 0,01 0,05 0,01
C.V.(%) 1,51 5,03 1,56
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A.4- CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINACAO DE MCYST-LR

Curva analitica obtida a partir do pad&o para quantificacdo de MCYST-LR
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APENDICE B - RESULTADOS OBTIDOS NOS ENSAIOS DE
OXIDACAO - ETAPA 3

B.1 - RESULTADOS DOS ENSAIOS DE OXIDAGCAO

Tabela B1- Dados da oxidagao obtidos no ensaio 3.

Cloro res. livre (mg L™) MCYST (ugL™)
Dose de cloro (mg L™) 15 min 30 min 15 min 30 min
0 103,3
0,5 0,1 0,0 97,0 91,7
2,0 1,0 0,5 77,0 51,7
4,0 2,2 11 48,7 0,3
7,9 6,4 51 0,6 ND

ND = Néao Detectado
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Tabela B2- Dados da oxidagao obtidos no ensaio 4.

Cloro res. livre Cloro total Demanda MCYST
(mg L™ (mg LY (mg LY (ugL™)
Dose de cloro (mg L")  15min 30 min 15 min 30 min 30 min 15 min 30 min
0 44,1
0,5 0,1 0,0 0,3 0,2 0,3 37,7 331
2,0 13 0,9 1,6 1,2 0,8 21,0 1,3
4,0 33 2,6 37 32 0,8 0,1 ND
7,9 6,8 6,3 6,9 7,1 0,8 ND ND

ND = N&o Detectado

Tabela B3- Dados da oxidagao obtidos no ensaio 5.

Dose de cloro  Clorores. livie  Cloro total ~ Cloro combinado Demanda MCYST
(mg L™ (mg L) (mg L) (mg L) (mg L™ (ngL?)
15min 30 min 15 min 30 min 15 min 30 min 30min 15 min 30 min
0,0 40,1
1,0 0,2 0,1 0,4 0,3 0,2 0,1 0,7 28,9 185
1,5 0,9 0,3 11 0,5 0,3 0,2 1,0 23,5 7,4
2,1 11 0,5 1,4 0,9 0,4 0,4 1,2 18,3 0,3
2,5 1,6 1,0 2,0 1,4 0,4 0,4 1,2 121 ND

ND = N&o Detectado

Tabela B4- Dados da oxidagao obtidos no ensaio 6.

Dose de cloro Cloro res. livre Cloro total Cloro combinado MCYST
(mg L™) (mg L) (mg L) (mg L) (ng L)
15min 30min 15 min 30 min 15min 30min 15 min 30 min
0 21,4
11 0,6 0,4 0,6 0,4 0,0 0,0 10,2 11
1,6 1,0 0,5 11 0,6 0,1 0,1 54 ND
2 1,4 1,0 1,7 11 0,3 0,1 0,1 ND

ND = N&o Detectado
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Tabela B5 - Concentra¢@es de miscrocistinas (branco) nos tempos 0, 15 e 30 minutos.

MCYST (ugL™)

Ensaio 0 min 15 min 30min
3 103,3 101,7 101,6
4 44,1 42,0 43,0
5 40,1 38,7 40,1
6 21,4 20,4 19,2
Tabela B6- Influéncia do CT na oxidacdo de microcistinas.
[()3(;2?0 T Cr =~ CTmédio Mcc\?ST |(\:/|1é$g% Rl\(/elrgoY(;g_(l)_ MCYST DP
(gL (M) (MaminLe (mamink) oty (el ) (médiak)
2,01 30 60,3 110,9 49,1 55,7
2,06 30 61,8 61,0 96,9 47,9 50,5 498 6,32
Ensaio 3 2,03 30 60,9 102,0 58 431
3,94 15 59,1 110,9 52 53,1
3,99 15 59,9 59,7 96,9 51 47,4 52,7 527
4,00 15 60,0 102,0 43 57,8
2,08 30 62,4 47,4 0,41 99,1
2,02 30 60,6 61,0 42,0 1,63 96,1 96,8 2,00
Ensaio 4 2,00 30 60,0 43,0 2,0 95,3
4,01 15 60,2 474 0,1 99,8
4,08 15 61,2 60,4 42,0 0,1 99,71 99,8 0,15
3,99 15 59,9 43,0 0 100,0
0,99 30 29,7 37,2 18,5 50,2
0,90 30 27,0 28,9 39,0 17 56,4 53,7 3,15
Ensaio 5 1,00 30 30,0 44,0 20 54,5
2,10 15 31,5 37,2 18 51,6
2,01 15 30,2 31,6 39,0 17,0 56,4 538 2,42
2,20 15 33,0 44,0 20,5 53,4
1,10 30 33,0 22,1 1,9 91,4
1,10 30 33,0 32,0 22,0 1 95,4 9248 3,10
Ensaio 6 1,00 30 30,0 20,0 05 97,5
2,00 15 30,0 22,1 0,1 99,5
2,01 15 30,2 30,3 22,0 0,2 99,3 991 0,55
2,05 15 30,8 20,0 0,3 98,5

CT=concentragdo x tempo de contato; DP-Desvio Padrao.
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B.2 - RESULTADOS DOS ENSAIOS DA CINETICA DAS MICROCISTINAS COM
O CLORO

Tabela B7- dados obtidos no ensaio cinético 7.

Tempo (min)  Cloro res. livre (mg L™) Cloro res. total (mg L™) MCYST (ugL?)
0 0,50 0,55 41,29
3 0,35 0,49 39,36
8 0,24 0,39 35,15
15 0,14 0,28 29,00
30 0,00 0,25 27,00

Tabela B8- Dados obtidos no ensaio cinético 8.

Tempo (min) Cloro res. livre (mg L™) MCYST (u gL™)
0 1,52 43,23
1 1,35 40,85
2 1,34 35,56
4 1,29 31,05
6 1,27 28,75
8 1,26 26,05
15 1,10 18,72

Tabela B9- Dados obtidos no ensaio cinético 9.

Tempo (min) Cloro res. livre (mg L) MCYST (u gL ™)
0 3,01 42,03
1 2,93 38,99
2 2,82 32,26
4 2,77 20,15
6 2,70 12,26
8 2,51 7,06
15 2,02 2,96
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