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Ndo existe o “melhor método” em termos
absolutos, sendo o “método mais adequado”

para a resolucdo de um problema concreto.

M. Pistonesi



RESUMO

A intensificacdo da eutrofizacdo nos mananciais € provocadagiglas antropicas e tem
como predominancia as floracdes de cianobactérias. Por sua asz;iasbbactérias alteram
a qualidade da &gua para o abastecimento da populacdo, e, acisatas) podem liberar
toxinas (cianotoxinas) causando intoxicagdo. A primeira confirmacdoco da morte de
seres humanos por intoxicacdo com cianotoxinas no Brasil levowistdiio da Saude a
publicar rapidamente novas portarias sobre o monitoramento da qualidagieadaruta que
incorporaram novos indicadores, como a concentragdo das cianobaztdeamuas toxinas
nos mananciais utilizados para abastecimento de agua potavels€pras tecnologias para
o tratamento da agua e para a identificacdo e quantificacamat@$oxinas vém passando
por um processo de aperfeicoamento. Neste contexto, o presente trabatirtowbplidar o
método de cromatografia liquida de fase reversa com detector de flnorescéerivatizacédo
pré-coluna para deteccdo e quantificacdo das cianotoxinas saxitexidecarbamoil-
saxitoxina proveniente do cultivo da cianobacté@iglindrospermopsisaciborskii. Esta
validacdo foi realizada para dar confiabilidade ao método analcwlo os parametros
selecionados: seletividade, linearidade, limite de deteccéo efmaadid, exatiddo, precisao
e robustez. Os resultados obtidos apresentaram boa seletividade, compogueandoétodo
possuia capacidade de medir as toxinas em uma matriz POsABxteapresenca de outros
componentes. As curvas analiticas foram construidas com nove ponttsdopgradroes de
saxitoxina e decarbamoil-saxitoxina. O método apresentou umaidex®& no intervalo de
4,5 & 150 pg ¢ para saxitoxina e 3,0 & 132 ug lpara decarbamoil-saxitoxina, e o
coeficiente de correlagéo (r) maior que 0,99 para as duas torinagando que o método
tem a capacidade de fornecer resultados diretamente proporcior@acentracdo dos
analitos detectados. A sensibilidade foi medida através do limiteeteccdo e quantificacao,
obtendo resultados satisfatérios para os objetivos do trabalho. O método obteve baagrecisa
exatiddo, visto que para saxitoxina e decarbamoil-saxitoxina fesertes niveis de
concentracdo estavam com valores dentro dos intervalos permitidespetaas brasileiras
de validacédo, e apresentou-se robusto, pois foi insensivel a pequeagSegapossiveis de
ocorrer durante a andlise. Em resumo, pode-se considerar que o miieddo para a
deteccdo e quantificacdo das cianotoxinas saxitoxina e decarlsaxitolkina apresentou
resultados satisfatérios, uma vez que os parametros analisadoglpdedo estavam em

conformidade com os valores aceitos nas normas brasileiras.



Palavras-chave Cianobactérias. Cianotoxinas. Saxitoxinas. CLAE-FLD. Validagéo.



ABSTRACT

The intensification of eutrophication in the reservoirs is caugednkthropic actions and it
frequently leads to the predominance of cyanobacteria among @mitmt community. In
turn, these cyanobacteria negatively affects the quality oiéter for the population supply,
and when its cell are lysed, can release toxins (cyanotoxans)ng intoxication. The firsh
situ confirmation of death by poisoning of humans with cyanotoxins in Beazthe Ministry
of Health to quickly publish new ordinance on monitoring of raw watelitguia which are
incorporate new indicators, such as the concentration of the cyanabaciétheir toxins in
water sources used for drinking water supply. Thus, technologies fer ti@atment and for
the identification and quantification of cyanotoxins have been undergoifmpaovement
process. Given the context, this study aimed to validate the methedeste phase liquid
chromatography using fluorescence detection and pre-column deatiati for detection and
quantification of saxitoxin and decarbamoil-saxitoxin fror@ydindrospermopsis raciborskii
culture. This validation was performed to give credibility to #malytical method and the
selected parameters were selectivity, linearity, limidetection and quantification, accuracy,
precision and robustness. The results showed good selectivity, confirmitigetina¢thod had
the ability to measure the previously mentioned toxins in a matst Extraction, which is
comprised of a series of other components besides toxins. The calabidrves were
constructed taking into account nine points from the saxitoxin and decaHsaxitoxin
patterns. The method presented linearity in the range of 4.5 to 1501nfgrlsaxitoxin and
3.0 to 132 mg L-1 decarbamoil-saxitoxin, and the correlation coeffi¢ie was greater than
0.99 for the two toxins, showing that the method has the capacity to preeudés directly
proportional to the concentration of detected analyte. The setysitrais measured by the
limit of detection and quantification, obtaining satisfactory resialt the research objectives.
The method achieved good precision and accuracy, whereas for saamokdecarbamoil-
saxitoxin, the different concentration levels were with valuéhkinvthe ranges allowed by
Brazilian validation standards, and showed to be robust because ilngensitive to tiny
variations, which can occur during analysis. In summary, one caideoriat the method
used for the detection and quantification of saxitoxin and decarbamad»sa showed
satisfactory outcomes, since the parameters analyzed to vatidetee in accordance with
the accepted values in Brazilian standards.

Keywords: Cyanobacterias. Cyanotoxins. Saxitoxins. HPLC-FLD. Validation
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1 INTRODUCAO

A agua € um recurso natural de primeira necessidade, sendenelavel e
abundante. Contudo, fatores como o crescimento das cidades e das atagianeas e
industriais colocam em risco a disponibilidade das aguas de lages,reservatorios e
estuarios. O uso intensivo da agua nos processos produtivos e a poluigho pes
atividades antropicas, como descarga de esgoto, agricultura, pisei@iloutras atividades
na bacia de drenagem, contribui para 0 aumento da concentragcédo de nutrientes idisjpsnive
reservatorios (DI BERNADO; MINILLO; DANTAS, 2010).

O enriqguecimento de nutrientes nos mananciais, sobretudo de compostos
nitrogenados e fosfatados, tem como decorréncia uma mudanca nasasagsristicas
troficas, excedendo a capacidade de suporte dos sistemas aquatioesydo estes ao
fendmeno de eutrofizacdo (GUIMARAES, 2012), que significa a passageranmde
determinado ambiente aquatico do estado oligotrofico, ou seja, baixa yidmtlgi para
mesotrofico (média produtividade) ou eutréfico (alta produtividade) (ESTEVES, 1998).

A eutrofizacdo pode trazer prejuizos graves para a qualidadguda Gomo o
aparecimento de algas, déficit de oxigénio, odores desagradarescenento excessivo de
macrofitas (BARROS, 2013). Além disso, ecossistemas ricos emmnias, com condicdes
ideais de temperatura e pH, entre outras caracteristicasedam a floracdo de algas e
cianobactérias, que atuam ocasionando sérias alteracdes asboeme a modificacdo das
suas caracteristicas organolépticas, aumento da maté&isaa@ liberacdo de cianotoxinas,
devido a lise celular das cianobactérias (ESTEVES, 1998).

As toxinas potentes sintetizadas pelas cianobactérias, conhecaas
cianotoxinas, sao um grupo variado de moléculas organicas que apredereatedi
propriedades toxicologicas, tais como efeitos hepatotoxicos, neurot@igesnatotoxicos
(HERMEL, 2010). As intoxicagbes em humanos podem ocorrer pelo contato égumaa
contendo células téxicas, bem como consumo de peixes contaminados e/conéguinada
de reservatorios de abastecimento publico (VIANA, 2006).

No Brasil alguns casos de morte por intoxicacdo de cianotoxinésrgé
detectados, como o caso ocorrido em Caruaru (PE), em 1996, quando paceais
cronicos, apds terem sido submetidos a sessfes de hemodiélisecfaxposavenosa),

vieram a falecer. Testes realizados na agua utilizada na t@sedadicaram a presenca de



18

cianotoxinas, dos grupos da microcistina e cilindrospermopsina. Este gomeiro caso
comprovado de mortes humanas causadas por toxinas de cianobactérias (AZEVEDO, 1996).

Este acontecimento contribuiu para a inclusdo das cianotoxinas nosspddroe
potabilidade brasileiros. A Portaria n® 518/2004 do Ministério da Saudepamou as
microcistinas na lista de substancias quimicas que represeiseona saude humana,
indicando um valor maximo permissivel de 1,0 |y (BRASIL, 2005). Posteriormente, a
Portaria MS n° 2914/2011 (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2011), siibstdo a
Portaria n° 518/2004, passou a obrigar também a analise de saxitoxiaguanpotavel,
adotando um limite de concentracéo de 3,0 ug equivalente de saxitdxina L

A cianobactéria Cylindrospermopsisaciborskii tem um alto potencial de
producao de saxitoxinas e, diante dos relatos de que ha um aumentdlaiagia toxica em
diversas partes do mundo, incluindo os reservatérios de abastecimento piasiégiros,
desde a regido Nordeste até a regidao Sul do pais, torna-seamgce seu monitoramento e
controle nos sistemas aquéticos (BARROS, 2013; LOPES, 2013; AZEVBERANDAO,
2003).

Véarias pesquisas para remocao de cianobactérias e suas taamasidb
desenvolvidas, principalmente visando manter o padrédo de potabilidade dgpargua
abastecimento humano. Entretanto, os métodos de determinagéo de ciasi@oxétaia nao
estdo totalmente consolidados na literatura, sobretudo para os métodwaograficos.
Bouaichaet al. (1998) estudaram trés tipos de meétodos utilizados para a deteccao e
quantificacdo de toxinas: o método bioldgico, bioquimico e fisico-quifaromnatografico).
Como ha uma tendéncia na comunidade cientifica de abolir a utlizEc&amiferos em
teste de toxidade, o método fisico-quimico usando a Cromatografia Liquida déicddtacia
(CLAE) torna-se uma alternativa para substituir 0 método de bioefmmétodo bioldgico)
(LEVIN, 1992).

O método fisico-quimico mais comumente utilizado é a cromatradigfida de
fase reversa com deteccdo por fluorescéncia (CLAE-FLINAC as saxitoxinas nao
apresentam absorcédo de UV especifico nem de fluorescénessaras para sua deteccao, €
fundamental a conversdo oxidativa de saxitoxinas a derivados fleotesc As toxinas
podem ser derivatizadas em substancias florescentes antesepdsacdo na coluna
cromatografica — Derivatizacdo pré-coluna (LAWRENCE; NIBNDADEK, 2001) ou pos-
coluna (OSHIMA, 1995).
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O método de quantificacdo da saxitoxinas utilizando CLAE-FLD com
derivatizacdo pré-coluna é particularmente atrativo, uma vez queacdo € simples,
requerendo apenas periodato diluido ou peréxido de hidrogénio em pH inéedrasico, os
reagentes ndo possuem fluorescéncia e, portanto, nao interferéetenedo dos produtos
(LAWRENCE; SCOTT, 1999) e a configuracao instrumental é facil devido aisidaule.

Entre os métodos descritos na literatura para a determinac&axdexinas
utilizando CLAE-FLD, ha o método aprovado como oficial pela Comissdo Barppea a
deteccdo e quantificacdo de varias saxitoxinas por derigatizaré-coluna (AOAC, 2006).
Entretanto, este método foi validado apenas para extratos deandfeFAS, 2008), nédo
tendo sido encontrados relatos de validacdo do método para andliseitoensax por
derivatizacao pré-coluna em amostras de agua utilizada para abastegblico.

O presente trabalho objetivou validar uma metodologia de deteccao
quantificacdo das cianotoxinas saxitoxina (SXT) e decarbaaxitoxina (dc-STX) por
CLAE-FLD com derivatizacao pré-coluna em uma matriz que avaulima agua contendo
saxitoxinas apds o processo de filtracAo em estacdes de entbarde agua para
abastecimento publico. Esta matriz foi sintetizada a fim dkzee posteriores estudos de
adsorcédo em carbono ativado, simulando um tratamento real paraakguabpstecimento

publico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cianobactérias e cianotoxinas

As cianobactérias sdo microrganismos procariontes, ndo possuindo néweieo
estruturas definidas, assemelhando-se assim estruturalmeoguieniitamente as bactérias.
Sao microorganismos aerébios fotoautotroficos, como as células gegetipodem ser uni,
pluricelulares ou coloniais e possuem apenas reproducdo assexuadss footEEN
filamentos ramificados e raras formam placas ou coloniaguieees (RAVEN; EVERT,
2007). Popularmente sdo conhecidas como “algas azuis”, pois quando observadas
microscépio, ha uma coloracdo verde-azulada nas células devido enpigfitocianina,
responsavel pela sua coloracdo azulada, aléem de pigmentosariesgsara a realizacao da
fotossintese como a clorofila-a (WHITTON; POTTS, 2000).

As cianobactérias podem apresentar células especiais denominadasidtes e
acinetos que sdo utilizadas, respectivamente, na fixacdo doénitvogtmosférico e como
esporos de resisténcia em condicbes desfavoraveis (SANT'ARNAIL, 2006). Esses
organismos tém capacidade de crescimento nos mais diferentes, pedsndo ser
encontrados em agua doce, salobra ou marinha, solos, rochas, além ds &stdmos,
como fontes termais, neve e deserto. Entretanto, os ambientes ddoggusdo os mais
importantes para o crescimento das cianobactérias, visto quersardas espécies apresenta
melhor crescimento em aguas neutro alcalinas com pH entretérap®ratura entre 15 °C e
30 °C e com alta concentracao de nutrientes, principalmente nitrogéniore {(dZEVEDO,
1998).

Os fenbmenos das florag6es de cianobactérias estdo relacionadosss@s de
eutrofizacdo dos ecossistemas aquaticos. As cianobactériasno@nrretodo o mundo e
podem ocasionalmente atingir altas densidades populacionais (HUIRWVAIN2005). Esse
processo esta relacionado com os varios usos multiplos das bakc@gdficas: irrigacao,
auséncia de tratamento de esgotos nas cidades com conseqgameido de efluentes nos
cursos de rios, atividade de pecuaria e atividades agricolas.

Em estacdes de tratamento de agua para abastecimento publicgessoede
cianobactérias tem causado problemas operacionais, trazendo efgjativosesobre a
eficiéncia e o custo do tratamento de agua (AMORIM, 2007). Porprimapal preocupacao
com 0 excesso desses microorganismos € a producdo e liberacarinds potentes,

causando possiveis danos a saude humana através do consumo da dagymeixees

ao
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contaminados ou pelo contato superficial com agua de reservatorios cautasn{VIANA,
2006).

Calijuri, Alves e Santo$2006) classificam as cianotoxinas sob trés aspectos. O
primeiro € de acordo com a sua origem e forma de dispersdo no anipedéndo ser
endotoxinas (quando as cianotoxinas sao liberadas para a agua apée aelutat e ao
entrarem em senescéncia) ou exotoxinas (sdo polipeptidios, comtéx@@ poderosa,
secretados em baixas concentracdes). O segundo aspecto é canéstnmeura quimica das
toxinas, dividindo-as em alcaloides, peptideos ciclicos hepatotoxitipspelissacarideos
(LPS). O terceiro critério adotado é em funcdo da acado farégical sendo as toxinas sao
classificadas em neurotoxinas, hepatotoxinas e dermatotoxinas.

Quanto a classificacdo em funcdo da acdo farmacoldgica, aotioxmas agem
principalmente no figado, sendo promotores de tumores no figado mediant&&xpos
cronica, podendo provocar também diarreias e célicas (FALCONBRIPAGE, 1996). As
hepatotoxinas compreendem as microcistinas, as nodularinas iedaospermopsina. As
microcistinas sdo as cianotoxinas mais frequentemente encorgradagua e uma continua
exposicdo mesmo a niveis baixos dessa toxina é um risco a salamleahdevido a sua acao
bioacumulativa e visto que ela pode promover tumores hepaticos. As newastaxiiam
especificamente no sistema nervoso e tendem a provocar tontura, @amme da boca e
extremidades do corpo, fragueza muscular, ndusea, vomitos e taquis&iElzDOORN et
al., 2007), sendo agrupadas em trés classes, anatoxina, anatoxinasa(@oxna. As
dermatotoxinas séo toxinas irritantes ao contato com a pelecesas, cujos sintomas sao
vermelhiddo e lesdes na pele, irritagdo nos olhos, conjuntivite, obstnag@b e asma
(CALIJURI; ALVES; SANTOS, 2006).

Ha diversos relatos na literatura de intoxicacfes por cianotorimasnundo.
Segundo Stewart, Seawright e Shaw (2008), o primeiro registro aalmtureza toxica das
cianobactérias foi documentado por George Francis em 1878, que relatoortas de
animais silvestres a partir da contaminacdo por cianobacténiasrelago australiano. Em
1996, ocorreu em Caruaru (PE) um caso chamado de “Sindrome de CarséeufoiE
primeiro caso relatado no Brasil de intoxicacdo fatal com @ama@s em seres humanos.
Atravées da utilizacdo de uma fonte de agua contaminada por rsigracie
cilindrospermopsina, 61 pacientes vieram a falecer apds teremubichetidos a sessdes de
hemodialise (AZEVEDO, 1996; JOCHIMSEH al., 1998).
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Este acontecimento contribuiu para a inclusdo das cianotoxinas nosspdéerde
potabilidade brasileiros. Com isso, a Portaria n° 2914/2011 do MinistéBalt#e obriga a
analise de microcistina e saxitoxina em agua potavel, adotandmitende concentracéo de
1,0 ug * de microcistina e 3,0 pg equivalente de saxitoxih@BIRASIL, MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

2.2 Cylindrospermopsis raciborskii

A espécieCylindrospermopsis raciborsk{iprdem Nostocales) € um componente
importante entre as espécies formadoras de flora¢des, elaéipotente toxica em sistemas
aquaticos eutrofizados e vem recebendo atencdo da comunidadecaiatgifido ao seu
comportamento invasivo em diversos ambientes limnicos do mundo. Pode produzir
hepatotoxinas, neurotoxinas e dermatotoxinas, trazendo assim riscasde lsamana
(PADISAK, 1997; SPROBER et al, 2003; NEILAN et al, 2003). Esta espécie pode
apresentar tricomas retos, sigméides ou espiralados, sendo quéesspara esta variacao
ainda nao foram claramente definidas (BUCH, 2009).

Primeiramente aCylindrospermopsis raciborskiifoi descrita como uma
cianobactéria de origem tropical. No entanto, Padisak (1997) relatast@meespécie é
amplamente distribuida no globo terrestre. Nos ultimos anos a freguknéioracées d€.
raciborskii aumentou nos tropicos. Mais recentemente, a espécie tem sido dhsenva
regides subtropicais e temperadas (BRANCO; SENNA, 1994; VIDAL; KRUK, 2008).

Mondardo (2009) afirma que seu éxito ecoldgico € atribuido a divensaseis,
tais como: a tolerdncia a salinidade, a resisténcia a gareda flexibilidade a baixa
luminosidade, a propensao de estocar e utilizar posteriormenteatofasbaixa necessidade
de nitrogénio, a fixacdo de nitrogénio, alta afinidade por amampla tolerancia térmica e a
habilidade de migracédo na coluna d'agua. Isto aponta a possibilidade de sua répgicfcop
em diferentes zonas do planeta devido sua alta capacidade se adeongao ambiente e de
apresentar vantagens competitivas (SANT'ANNA; AZEVEDO, 2000).

A cianobactéria planctonic&. raciborskii tem a capacidade de produzir duas
toxinas, a cylindrospermopsina (SAKER; NEILAN, 2001) e as saxiasi comumente
conhecidas como toxinas paralisante de molusco (PSP) (LAG0D&l, 1999). A
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cilindrospermopsina € um alcaldide com agéo hepatica e renrd5€ & uma potente toxina
paralisante que age no sistema neuromuscular (APELDO£ RN 2007).

Em reservatorios brasileiros um aumento na ocorréncia de ciarmr@mcte
Cylindrospermopsis raciborskitem tornado esta espécie um dos mais importantes
componentes das comunidades fitoplanctbnicas. Segundo Branco e Senna (1994) a
capacidade de fixar carbono inorganico em altos valores de pH, addddbilde usar
bicarbonato diretamente como fonte de carbono, a capacidade de ttdesrderaperaturas e
regime pluviométrico irregular sao fatores que favorecem floracoeguams brasileiras.

Devido ao intenso impacto da acdo antropica em reservatorios quecéwor
aumento na ocorréncia @ylindrospermopsis raciborské consequentemente a producéao de
saxitoxinas, torna-se necessario 0 seu monitoramento e controlastemsas aquaticos.
Cepas brasileiras d€. raciborskii isoladas de diferentes regides do pais demonstraram
produzir saxitoxinas (LAGO®t al., 1999, BERNARDet al., 2003, POMATIet al., 2003).
Segundo Barros (2013), através dados da CAGECE (comunicag¢do pessoah@@kgdo
do Ceard, apés analises em teste ELISA, a es@ecigciborskiiesteve presente em grande
parte dos reservatorios cearenses. Aléem disso, verificou-seegjaeespécie em aguas

cearenses € predominantemente produtora de saxitoxinas.

2.3 Saxitoxina e seus analogos

As PSP (do inglésparalytic shellfish poison ou seja, toxinas responsaveis por
paralisia ou veneno paralisante de moluscos bivalves, sdo chamadpaaralesdnte” por
causar fortes efeitos no sistema nervoso. Podem também ser caslueeitb neurotoxinas,
mitilotoxinas ou saxitoxinas (BARBIERI, 2009). Segundo Wiese (20d@enhecidas cerca
de 57 toxinas paralisantes e todas elas tém propriedades qusaicathantes as da
saxitoxina (STX). A toxina mais potente das PSP conhecidasSéXa Oshima (1995)
apresenta a toxicidade dos outros analogos incluidos no grupo expresdacéma STX e

suas estruturas quimicas, como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Estruturas quimicas das toxinas PSP e suas toxicidades relativas

Toxinas cabamato Toxinas
N sulfocarbamoil toxinas decarbamoil
HZN\"/D— I "
= o= I OH
5 =Y
O
R4 Tox. R4 Tox. R4 Tox. R1 R2 R3
rel. rel. rel.
STX? 1,00 GTX 0,06 dc-STX 0,51 -H -H -H
GTX2 0,36 C1 0,01 dc-GTX2 0,15 -H -H -0§0
GTX3 0,64 Cc2 0,01 dc-GTX3 0,38 -H -0§0 -H
NEO 0,92 GTX6 0,06 dc-NEO - -OH -H -H
GTX1 0,99 C3 0,01 dc-GTX1 - -OH -H -0g0
GTX4 0,73 C4 0,06 dc-GTX4 - -OH -0g0 -H
11a-OH-STX - -H -H -OH
118-OH-STX - -H -OH -H

Fonte: adaptado de OSHIMA (1995)

Nota:?STX — Saxitoxina®’GTX — Goniautoxinasidc-STX — Decarbamoilsaxitoxinas

As toxinas paralisantes séo representadas por grupos de alcedolziaatos que
podem ser ndo sulfatados (saxitoxinas), com um unico grupamentadml{&-toxinas) ou
com dois grupamentos sulfatados (C-toxinas). Além dessas, ha topimaslenominacéo
iniciada com as letras dc (dcSTX ou dcGTX) que fazem partgugm decarbamoil e novas
toxinas denominadas de neotoxinas, que tém estrutura quimica assariadatipo nao
sulfatado, e foram isoladas recentemente. (CEBALLOS; AZEVEDO;BANE, 2006).

Conforme Barbieri (2009), as PSPs sdo, em geral, hidrossolUvemmaestaveis
em meio acido. Entretanto em meio alcalino ou em meio fracaraedt (pH a partir de 4,5)
tém baixa estabilidade e s&o oxidadas com facilidade.

As saxitoxinas agem no sistema nervoso central, bloqueando os darsgidio
(Na’) nas membranas dos axonios nervosos e inibindo a condugdo nervosa, adetando
permeabilidade ao potéssio ou a resisténcia das membranas, impedindo, assim,cac@omnuni
entre o cérebro e as células musculares, conforme a FiguNDR(NOLO et al. 1999,apud
CEBALLOS, AZEVEDO; BENDATE, 2006).
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Figura 1 — Efeito da saxitoxina no sistema nervoso
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Fonte: CARMICHAEL (1994ppudCALIJURI, ALVES E SANTOS (2006)

As toxinas paralisantes podem ser identificadas como sintomasoaeagéo
quando humanos apresentarem: adormecimento da boca e das extrerselesbesio de
gueimadura na boca e garganta, vertigem, vomito, sede, fraqueda, dzeicoordenacéo

motora, paralisia muscular e respiratdria, além de taquicardia (CURBA).

2.4 Método de deteccao e quantificacdo da saxitoxina

O método pioneiro para andlise de cianotoxina, em agua doce e méinha
bioensaio em camundongos no inicio do século XX (CALIJURI; ALVESYBAS, 2006).
Na década de 1980, surgiram métodos de deteccdo mais sofisticadus, ensaios
enzimaticos e métodos analiticos como a cromatografia liquidaltaleefeciéncia e a
espectroscopia de massa. Esses métodos variam quanto ao grau tdmcsofie de
informacé&o que eles fornecem (HARADA; KONDO; LAWTON, 1999). Boha et al
(1998) mencionam trés tipos de métodos utilizados para a deteccédo e quantiBdagduas:

a) Método bioldgico: bioensaio;

b) Método bioquimico: ELISA (Ensaio do Imuno-adsorvente ligado a enzima),

Ensaio de inibigéo de fosfatase, Ensaio de inibicao de acetilcolinesterase;
c) Método fisico-quimico: CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eiwia),

Eletroforese Capilar, Cromatografia Gasosa.
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2.4.1 Bioensaio

Os bioensaios sdo baseados na bioatividade das toxinas, como por exemplo,
hepatoxidade, neurotoxidade, atividade enzimatica e interacdes imunaldgsta método
consiste na inje¢cdo intraperitonial, geralmente em camundongos, damuwst&ra contendo
cianotoxina obtida a partir da lise de células de cianobactériamir@al permanece em
observacao por até sete dias. Depois do periodo de observacao, € realiaaddpsia no
tecido e 6rgdos do animal. De acordo com os sintomas observados e mesultaslos da
autopsia, indentifica-se a cianotoxina presente (FREITAS, 2007).

A utilizacdo de camundongos tem sido o teste padrao para avaleg&acidade
de cianobactérias, no que se refere a saude publica. Além dissmétsde € econdmico e
de simples implantagdo em laboratérios, pois dispensa o uso de equgzacaeos e fornece
o resultado em poucas horas (BRANDAO; SILVA, 2006). Porém, esse mioda
desvantagem de nao identificar baixas concentracdes e nao distmggr diferentes
analogos de uma mesma toxina (HARADA; KONDO; LAWTON, 199®matio fato de que
h& uma tendéncia na comunidade cientifica de abolir a utilizsE&oamiferos em teste de
toxidade (LEVIN, 1992).

2.4.2 Testes de toxidade (bio e imunoquimico) — teste ELISA

O método bioquimico especificos do teste ELIEAZime Linked Sorbent As3ay
se baseia numa reacdo de anticorpos policlonais com a toxina. Feeniwa tde detecgéo
imunologica de facil operacdo, rapido resultado e de grande sensibiliHAdRADA,
KONDO; LAWTON, 1999). Este teste possibilita a andlise @@atoxinas provindas de
amostras ambientais naturais ou de cultivos em laboratorios (MINILLO, 2005).

As vantagens do teste ELISA sdo a alta sensibilidade das se@iof@imicas,
pouca necessidade de limpeza da amostra para identificacdo do, dreako custo apos
padronizacao, facilidade operacional além de permitir a utiizdo kit em campo (HEFLE,
1995). Apresenta, entretanto, algumas limitacdes como, por exemplo, algamatexinas
nao possuem reatividade com o0s anticorpos usados neste método, ndo sendo, portant
detectadas (CARMICHAEL, 1996). Para a saxitoxina, o desenvolvingenton sistema de
imunodiagnostico teve como objetivo inicial substituir o bioensaio camumdongos no
monitoramento de mariscos (CEMBELLA, 1995).
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2.4.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € um od fisico-quimico
que tem por objetivo a separacdo dos compostos de interesse em tuna, maalizada
através da distribuicdo entre duas fases (GOMES, 2009). Segundo (20@8f para a
devida separacdo dos analitos, as fases dividem-se em: fas®resta, geralmente um
sélido com grande area superficial, e fase mével, um fluido que peat@vés da fase

estacionaria. A Figura 2 mostra um sistema de cromatografia liquida.

Figura 2 — Sistema cromatografico para Cromatografia Liquida de #diari€ia
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Fonte: Adaptado de Aquino Neto e Nunes (2003)

Segundo Cass e Degani (2001), o método CLAE apresenta como vantagens
separacao rapida, alta resolucéo (separa elevado niamero de congppooentadto grau de
pureza), alta exatiddo e facil analise quantitativa, vedsadidi, alta sensibilidade, ampla
variedade de detectores disponiveis e sistemas automatico. Porémamibém suas
limitagbes, como, elevado custo, falta de um detector universgler maior experiéncia do
analista.

A deteccdo de toxinas presentes na agua depende de suas piepyiseado as
mais comuns a detec¢do por ultravioleta ou por fluorescéncia.asqggee ndo podem ser

identificadas por nenhum desses detectores podem ser derivatizadasendo-se
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frequentemente ao acoplamento com um reagente fluorescente (VAl4}, Rlicialmente, o
CLAE foi utilizado para analisar saxitoxinas em moluscos. Contudo, $8 mostrado
adequado para deteccdo dessas cianotoxinas em cianobactérias (RARSDIDO;
LAWTON, 1999).

No caso das saxitoxinas, 0 método para andlise mais comumenegadué o
da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detecde fluorescéncia
(OSHIMA, 1995). Como as saxitoxinas ndo apresentam absorcédo @spg¥ifico nem de
fluorescéncia necesséarias para sua deteccdo, € fundamental eas@onexidativa de
saxitoxinas a derivados fluorescentes. Os reagentes oxidanieadasil sdo peroxido de
hidrogénio, terc-butil hidroperéxido e periodato, que atualmente parecernsserais
adequados para a deteccdo quimica da vasta gama de analogaxitestd entanto, deve-
se notar que o rendimento de fluorescéncia varia gradativamenta tigeira mudanca de
condi¢des oxidantes tais como das espécies presentes, da conceot@gédante, do pH, da
temperatura e do tempo de reacao.

Outra desvantagem deste método é a possibilidade de conversdes qeritnecas
as saxitoxinas, especialmente durante a preparacdo da amBssas conversdes
normalmente podem transformar uma variante menos téxica para unaarnf@is toxica e,
portanto, a toxicidade real da amostra original torna-se maisil diféc determinar
(HUMPAGE; MAGALHAES; FROSCIO, 2010).

No método quimico de cromatrografia liquida de fase reversa cwwocéde por
fluorescéncia (CLAE-FLD), as toxinas sao derivatizadas enté&ubas florescentes antes da
separacdo na coluna cromatografica — Derivatizacdo pré-colw#aVRENCE;
NIEDZWIADEK, 2001), ou pés-coluna (OSHIMA, 1995). Ambos os métodos tem sido
avaliados e validados para mariscos em varios laboratérios comotamatala para
substituir o método de bioensaio. A Figura 3 apresenta, de forma édgaems sistemas de

derivatizacao pré-coluna e pés-coluna.
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Figura 3 — Esquema simplificado da derivatizacdo pré-coluna e pos-coluna
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Fonte: adaptado DEGRAS&#E al. (2011)

Cada método tem suas vantagens e limitagdes, conforme aptesemfBabela 2.
O método de derivatizacdo pré-coluna, por exemplo, necessita de iomtengpo para o
preparo da amostra, ja que a mesma deve ser oxidada antes da injecdo no CEefdeloQlen
derivatizacdo pés-coluna necessita de instrumentos adicionais nod@@afatusados para
oxidar as toxinas apO0s a separagcdo na coluna cromatogréfica, seceksarios dois
gradientes binarios, um para a separacdo da toxina e outro p@ao&idacdo, enquanto o
meétodo de derivatizacdo pré-coluna necessita apenas de um gradhiénio. (DEGRASSE
et al, 2011).
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Tabela 2 — Comparacdo dos metodos de derivatizacdo pré e pés-coluna utilizandbLLLAE-

para analise de toxinas PSPs

Derivatizacao pré-coluna

Derivatizacao pés-coluna

Necessidade de uma técnica de
extracdo em fase sélida (SPE)

Requisitos para
instrumentacéo

Necessita de instrumentos
adicionais no cromatografo para a

utilizando um cartucho de extracdooxidacdo da toxina

C18

Nivel de experiéncia e Operador qualificado,
de formacao do

operador de dados
Configuractes Facil de configurar devido a
cromatograficas simplicidade do método

cromatogréfico

Tempo de corrida de  Aproximadamente 15 minutos
uma injecdo para
analise de toxinas

Sensibilidade (limite  Saxitoxina:
de deteccdo em extrato2,2 mg Eq STX 100
de molusco) dc-Saxitoxina:

0,40 mg Eq STX 100°Y

Aplicabilidade
toxinas comercializadas.

Interpretacéo dos
dados

Dificil, pois muitas PSPs tém

oxidacao e algumas até tém os
mesmos produtos de reacdo

Comparacao com Otima correlacéo

bioensaio

Aceitacdo do método ~ AOAC*; EC (Off. J. Eur.

Commun.)

multiplos produtos de reacao da

Operador com conhecimento

especialmente para processamentanoderado

Moderada, pois caso necessite de
mudancas nos reagentes de
oxidacdo, sera necessario
reconfigurar o método
cromatogréfico

Aproximadamente 25 minutos

Saxitoxina:

1,3 mg Eq STX 100y
dc-Saxitoxina:

0,77 mg Eq STX 100

Validacao laboratorial para todas atalidacao laboratorial para todas as

toxinas comercializadas, exceto
para dc-NEO e GTX6

Simples

Boa correlagéo

NSSP**; AOAC* em andamento

Fonte: Modificado de DEGRASS# al (2011)
* AOAC: Association of Official Analytical Communities
** NSSP: National Shellfish Sanitation Program

Para ambos os métodos, oxida-se a ligacdo C4-C12 de uma molécui@som

anéis aromaticos, caracteristica das PSPs, e formam-s apéiaticos de purina que
produzem uma emisséo de fluorescéncia (QUILLIAM; JANECEKWRENCE, 1993). A
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reacdo de peroxidagdo da saxitoxina (STX) com os provaveis proéliapsesentada na

Figura 4.
Figura 4 - Peroxidacao da saxitoxina (STX)
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Fonte: MELEGARI (2010)

2.4.3.1 Método de derivatizagdo pré-coluna

Lawrence e Menard (1991) desenvolveram um método para separactardes
compostos fluorescentes formados pela oxidacdo de saxitoxinas que gpassaronhecido
como “método de oxidacdo de pré-coluna” ou “método de Lawrence”. Neste métod@oa reag
de oxidagdo ocorre antes da analise por cromatografia e os produtadosxsdo separados
na coluna do CLAE. Posteriormente, um microcomputador ligado ao CLAE eofgocessa
os dados recebidos pelo detector de fluorescéncia (FLD), obtendo assmcurva
(cromatograma), cuja area sob os picos especificos fornece entagdo das saxitoxinas
presentes na amostra. As espécies sao identificadas pelos tempascde rete

O procedimento de oxidacdo € particularmente atrativo como um meio de
derivatizacdo, uma vez que a reacdo é simples, requerendo apendat@eatiluido ou
peroxido a pH fracamente bésico. Além disso, os reagentes ndo pdisuescéncia e,
portanto, ndo interferem na deteccéo dos produtos (LAWRENCE; SCOTT, 1999).

O regulamento (CE) N° 2074/2005 (Comissédo Europeia, 2005), alterado pelo
Regulamento (CE) N° 1664/2006 (Comissdo Europeia, 2006) especifica queor‘@et
toxinas paralisante$ralytic Shellfish Poisor— PSP) das partes comestiveis dos moluscos
(o corpo inteiro ou qualquer parte comestivel separadamente) sgevedetectado em
conformidade com o método de teste bioldgico ou com qualquer outro métodba&do a
nivel internacional. O denominado método Lawrence também pode serdatikizeno
método alternativo para a deteccdo das referidas toxinas, tal pobticado no método
oficial 2005.06 Paralytic Shellfish Poisoning Toxins in Shelljista AOAC Association of
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Official Analytical Communitigs Em caso de contestacdo dos resultados, o método de
referéncia devera ser o método bioldgico”.

Este regulamento indica que os testes biologicos devem ser sdbstaasim que
outro método validado internacionalmente esteja disponivel. O método 2005.06 da
Association of Official Analytical CommunitiesCromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com derivatizagéo pré-coluna e deteccao por fluorescéncidétammonhecido como método
de Lawrence, foi validado através de um estudo colaborativo e adotad@qrelasao
Européia como método oficial para a deteccdo e quantificacdo ds dé@risaxitoxinas em
mariscos utilizando CLAE-FLD (CEFAS, 2008).

2.4.3.2 Método de derivatizacao pos-coluna

A ideia de andlise continua das toxinas por pés-coluna de oxidagBeegjgente
deteccdo de fluorescéncia foi proposta pela primeira vez por BucBsdyma e Dhimizu
(1978) e complementada por Oshieiaal. (1984), que conseguiu separar as toxinas com
permuta i6nica (OSHIMAet al, 1989; OSHIMA, 1995). Nos trabalhados realizados, os
limites de deteccdo da derivatizacdo pos-coluna variaram de amorda natureza quimica
das toxinas, e eram geralmente de uma ordem de magnitude mear aptelas através de
ensaios com camundongos, havendo uma forte correlagdo entre os métodmnsaidie
derivatizacao pdés-coluna. Através do método de Oshima € possivehdptdot menos 12
toxinas PSP utilizando trés fases moveis diferentes (ASPSEAR AUNE, 2004), sendo ele
totalmente automatizado.

A formacdo de moléculas que apresentam fluorescéncia ocorre @pmdssta
passar pela coluna, depois da qual recebe continuamente o agente odidante a
passagem pelo tubo de Teflon formando produtos fluorescentes, o que pateigecao das
saxitoxinas no fluorimetro. O reagente acidificante é utilizsmta parar a reacdo antes da
deteccdo no fluorimetro. Um microcomputador acoplado no CLAE recelrdoamacdes

obtidas no detector e processa os dados produzindo um cromatograma (AMORIM, 2007).
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Figura 5 - Sistema de CLAE com reator pds-coluna para a analise deirasgitox
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Fonte: Chen e Chou (2002), modificado extraidéwdmtes (2004)

2.5 Validacao do método analitico

A necessidade de qualificar as medi¢cdes quimicas estd seti@ovea mais
exigida e reconhecida. A validacdo do método analitico envolve um pracedi que
comprova que o metodo oferece os resultados esperados com credibpicanisgo e
exatidao.

Conforme Lancas (2009), validagcédo é uma acao ou efeito de vdbdasmlidade,
tornar valido, tornar legitimo ou legal ou seja, visa diminuir ou contosldatores que levam
a imprecisao (erro aleatdrio) ou inexatidao (erro sistemateo)na resposta apresentada. No
contrario, os resultados analiticos ndo confidveis podem resultde@sdes desastrosas e
prejuizos financeiros irreparaveis. Portanto, a validacdo metodolégicsiste no
desenvolvimento, e posterior controle, de determinada metodologiacanatifilantada em
um laboratorio, parte fundamental de um programa de garantia de qualidade.

Para que ocorra o credenciamento da qualidade assegurada e GEaore
competéncia técnica, diversos 6rgdos internacionais e nacionaamegigvalidacdo de
métodos analiticosomo um requisito fundamental (RIBAML al, 2004). Ha varios 6rgaos
internacionais que normatizam esta matéria como: ICHtefhational Conference on
Harmonizatiori), IUPAC (“International Union of Pure and Applied ChemigjrylSO
(“International Organization for Standardizati§nentre outros. No Brasil, ha duas agéncias
que disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de métodosa@aliNVISA
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(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e INMETRO (itosd Nacional de Metrologia,
Normatizagao e Qualidade Industrial).

Segundo Inmetro (2010), o processo de validacdo de um método deve estar
descrito em um procedimento, e os estudos para determinar os pasadestvalidacao
devem ser realizados com equipamentos e instrumentos dentro dasficagpesi
funcionando corretamente e adequadamente calibrados.

Do mesmo modo, o responsavel pela realizacdo dos estudos deve seemi@mpe
na area e precisa ter conhecimento suficiente sobre o trabatitn sapaz de tomar as
decisOes apropriadas durante a realizagdo do mesmo (INMETRO, 2010).

No processo de validacdo, os parametros analiticos sdo escolhasdiz com
a intencao e o objetivo do uso do método. Normalmente, os principais parametros encontrados
para validacdo do meétodo: seletividade, linearidade, faixa linearabalho, limite de
deteccdo e de quantificagdo, precisdo, exatiddo, e robustez GRREMA; BRAGA,
POPPI, 2009). Estes parametros sao sucintamente descritos a sequir.

2.5.1 Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente uma e&pécie
interesse em misturas ou matrizes na presenca de outros compaleentiafriz tais como
impurezas e produtos de degradacdo (BRASIL, 2003).

A seletividade é o primeiro passo para o desenvolvimento e validizc@on
método instrumental de separacao e, caso ela ndo seja asseguradé&jadineaexatidao e a
precisao estardo seriamente comprometidas (INMETRO, 2010).

Conforme Ribaniet al. (2004), a avaliacdo da seletividade pode ser obtida de
varias maneiras. Para os métodos cromatograficos, por exempfmgreese a matriz ausente
do analito de interesse e a matriz adicionada com o analito (paskadp que, nesse caso,
nenhum outro componente deve eluir no tempo de retengdo da substancia steejntere
deve estar bem separada dos demais compostos presentes na amostra.

Outra maneira de avaliar a seletividade é comparando uma cufitecaram
adicdo da substancia de interesse na amostra (método adicdo de quagharonizacdo
externa com superposi¢cdo da matriz) com uma curva analiticaa ggm@senca da matriz
(padronizacéo externa ou padronizacdo externa sem superposicatiida @aso elas sejam

paralelas, o0 método sera seletivo, ou seja, ndo ha interferéncirdgama determinacéo do
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analito de interesse. O método adi¢do de padrdo é aplicado quando pdssfeel obter a
matriz isenta de analito de interesse (RIBASAI, 2004). A Figura 6 apresenta o0 método de
avaliacdo da seletividade através da comparacao das curvéisafedicdo de padrao), com
e sem superposicdo da matriz, apresentando um meétodo com curialRgaca seja,

seletivo (a) e outro método com curvas nao paralelas, nédo seletivo (b).

Figura 6 — Comparacao das curvas analiticas para determinacéo daladietid método.
Figura (a) representa um meétodo seletivo e Figura (b) representa uno mé&beskeletivo

a)

¥

Adicio de padrio

/ Padronizacio externa

b)

Adicdo de padrdo

M Padronizagdo externa

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

2.5.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exanmme, denuma
determinada faixa de aplicacdo. Na pratica, a linearidade eendefda por graficos de
calibracdo ou curvas de calibracédo, seguido de um tratamento estatistic@ASARD09).

Segundo Leite (2008), para assegurar a qualidade da curva de caldnalica,
algumas regras sao necessarias:

a) Alguns pontos da curva podem ser excluidos, desde que se mantenham cinco

pontos. O maior e menor devem permanecer;

b) Deve-se evitar excluir dois pontos sequenciais;
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c) A curva sera iniciada pelo menor valor mensuravel ou pelo metor de

interesse para a quantificagao.

Na curva de calibracdo, a variavel independente (eixo horizontgl relagiona-
se as concentracdes preparadas do padrao analitico da substameigesee] e a dependente
(eixo vertical ou y), relaciona-se ao sinal analitico obtida pada concentracdo padrdo. A

equacdao da reta que relaciona as duas variaveis é expressa da seguintéEnancha 1):
y=ax+b (D

Sendo: y = resposta medida (absorbéancia, altura ou area do picoxetc.)
concentracdo, a = inclinacdo da curva analitica em relasaeies (Coeficiente angular) e b
= intersecdo da curva analitica com os eixos (Coeficiente linear).

A regressdo normalmente utilizada para andlise € a dos migiradsados, sendo
a equacdo da reta obtida através do gréafico. A correlacatcidada por intermédio do
coeficiente r de Pearson, ou pelo coeficiente de determind¢BBNCAS, 2009).

2.5.3 Limite de deteccéo e quantificacdo (LD e LQ)

A sensibilidade de um método € definida pelos limites de detec¢@oe(lde
quantificacdo (LQ). Limite de deteccdo € a menor quantidade dibogpi@sente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamentecqdantmo um valor
exato, sob as condicbes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2D08).limite de
quantificacdo corresponde a menor quantidade de um analito que pode sécapmicom
exatidao e precisdo (LANCAS, 2009).

Segundo Ribanet al. (2004), na pratica, para a determinacdo do LD e do LQ
pode-se utilizar trés maneiras distintas:

a) Visual: distingue-se o sinal do ruido pela visualizagdo da menor coangdmt

possivel;

b) Sinal-ruido: Para o LD, o sinal da menor concentracdo do analitoege3 v

maior do que o ruido do sistema (N), ou seja, LD = 3N e pa@,mlsinal da

menor concentracdo do analito € 10 vezes maior do que o ruido do siéfema (
seja, LQ = 10N;
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c) Método baseado em parametros da curva analitica: Onde o LD epodet

Ser expressos como.
LD=3><§ e LQ=10><§ (2)

Onde s é a estimativa do desvio padrédo da resposta, que pode seatvastio
desvio padréo do branco da equacgéo da linha de regresséo ou do coefigantialiequacao

e S é ainclinacao (“slope”) ou coeficiente angular da curva analifRaR., 2003).
2.5.4 Preciséo

Expressa a concordancia entre varios resultados analiticos opadasuma
mesma amostra (LANCAS, 2009). Ou seja, quanto mais proximosrestives valores, a
amplitude sera menor e a precisao sera maior.

Conforme o Inmetro (2010), a precisdo pode ser usualmente expetssi@$vio
padréo e coeficiente de variacdo. O coeficiente de variacao usDelmente expresso em %,

também conhecido como desvio padrao relativo (DPR), é calculado da seguinte forma:

C.V=DPR = — x 100 (3)
CMD

Em que DP = desvio padrdo; CMD = concentracdo meédia determinada.

A precisdo pode ser verificada através da repetibilidade (outnadetie), da
precisdo intermediaria ou em condicbes de reprodutibilidade. A sapreésenta-se um
resumo da aplicacdo de cada um destes testes.

a) Repetibilidade (repetitividade)
- O mesmo método;
- Para a mesma amostra;
- No mesmo laboratério;
- Pelo mesmo operador;
- Usando o0 mesmo equipamento;

- Em um curto intervalo de tempo.
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b) Precisao intermediaria
- O mesmo método;
- Para a mesma amostra;
- No mesmo laboratério;
- Diferentes analistas;
- Diferentes equipamentos;

- Diferentes tempos.

c) Reprodutibilidade
- O mesmo método;
- Para a mesma amostra;
- Em diferentes laboratorios;
- Por diferentes analistas;
- Usando diferentes equipamentos.

2.5.5 Exatidao

Segundo Albano e Rodrigues (2009), exatiddo € o grau de concordancia entre
resultado de um valor encontrado e um valor aceito como verdadeiro ¢o e@eio
referéncia. E importante observar que um valor exato ou verdadeiralé @btido por uma
medicao perfeita cujo valor € indeterminado por natureza.

Lancas (2009) diz que valores baixos de exatiddo séo, geralmersi®enadas
por erros sistematicos que provocam desvios ou tendéncias nos resultsslos. una
exatiddo expressa como 105% estaria significando uma tendéncigapdsitdesvio de 5%
engquanto que uma exatiddo expressa como 95% significa uma tendératisaneg 5%.
Erros sistematicos tipicos na exatiddo de resultados analitice8m de equipamentos nao
calibrados ou aferidos, interferentes na amostra, baixa recupearacértracdo, medidas
volumétricas incorretas, seringas contaminadas e etc.

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de uwdarsefio materiais
de referéncia certificados (MRC), comparagcdo de métodos, emgaiesuperacdo e adicdo
padrao (RIBANIet al, 2004).

2.5.5.1 Materiais de Referéncia Certificados (MRC)
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Os MRC (quando disponiveis) sdo materiais acompanhados de um dertifica
possui 0 valor de concentracdo de uma dada substéncia, ou outra grandezadpar
parametro e uma incerteza associada. Seu uso é de controlelpygieis estdo diretamente
relacionados com padrdes internacionais. Entretanto, o alto custo doeMR&brangéncia
limitada de matrizes e analitos restringem seu uso (RIB&N4l, 2004; CHIARADIA,
2009).

O processo de avaliacdo por meio de MRC consiste em analisatooss da
média e da estimativa do desvio padréao obtido pelo laboratério para uma série dasedic
mesma amostra padrdao e comparar com o0s valores certificadostetalrde referéncia,
podendo a exatiddo do método ser calculada conforme a Equacdo 4 (MESLEY;
POCKLINGTON; WALKER, 1991; PASCHOAIet al, 2008).

. Concentra¢d Média Medida
Exatid@o por MRC (%) = Concentracé de MRC x 100% 4)

2.5.5.2 Comparacéao dos meétodos

A exatiddo também pode ser estabelecida mediante comparagdoesnttados
obtidos empregando-se o método em desenvolvimento e 0s resultados conseguigosa
um método de referéncia (outro método validado) (CHIARADIA, 2009;ARIBet al,
2004).

Para calcular a exatiddo, valia-se o grau de proximidade estresultados
obtidos pelos dois métodos, ou seja, apds andlise de diferentes armosirasnbos 0s
métodos, as diferencas obtidas para cada amostra sdo calcutamhagagadas com o valor
desejado (nesse caso, zero). Estabelece-se, entdo, o nivel @ageonle acordo com o
intervalo de concentracdo (menores valores de concentracdo caasamdispersdo dos
dados aumentando o limite de confianga) (SANCHES, 2013).
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2.5.5.3 Recuperacao

A medicao de recuperacdo ou fator de recuperacdo R, definida comousedo
proporcao entre a quantidade da substancia de interesse presentdomadalica porcao
analitica do material teste, que € extraida e passivel daasificada (RIBANlet al, 2004).
Para Leite (2008), a recuperacdo € o numero obtido da porcentagemo aei perda do
analito em analise.

As medicOes de recuperacdo sdo as mais comuns devido a dificeldade
obterem MRC (que, para certas aplicacbes, nem existeny) expdiessas em termos de
porcentagem da quantidade medida da substancia em relacdo a quanticdadadadna
matriz (branco ou placebo), em um determinado nimero de ensaios, podeateterseinada
pela Equacdo 5 (SANCHES, 2013).

Excatids R % (%) Quantidade quantificada da espécie 100% c
= X
xatidao por Recuperageo (7o Quantidade adicionada na espécie ° ®)

Segundo Ribanet al. (2004), o procedimento de recuperacdo pode ter uma
limitag&o devido a substancia adicionada ndo se encontrar, necesatgiana mesma forma
que a presente na amostra. Isso pode implicar, por exemplo, enc@slatimistas de
recuperacdo devido a presenca de substancias que proporcionem medboéodetos

analitos.

2.5.5.4 Adicéao de Padrao

Para avaliar a exatiddo através do método de adicdo de padrdo, qusrdmade
analito padrdo sao adicionadas na matriz da amostra em difecentEntracdes (ver item
2.5.1, Figura 6). A matriz sem adicdo do padrédo e a amostrasati@sesrcom adigcdo do

padrédo sao relacionada com a quantidade adicionada (padrédo), de acordo com a Equacéao 6.

o L . Vf— Vb
Exatid&o por Adigdo de Padrao (%) = T x 100 (6)

Sendo: Vf — Valor do analito presente na matriz ap0s adicdo do paftrde;

valor do analito no branco da matriz; Vp — valor do analito no padréo.
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Conforme Ribankt al. (2004), o método de adicdo padrdo € trabalhoso, mas é
especialmente importante quando a amostra é muito complexa, quanderag@s com a
matriz sdo significativas e quando houver dificuldade de encontrar dndopanterno

adequado ou uma matriz isenta da substancia de interesse.

2.5.6 Robustez

Lancas (2009) afirma que robustez € uma medida da capacidadent&tanio de
nao sofrer alteracdes devido a pequenas variagbes das condicOesnekpes]
deliberadamente introduzidas nos parametros do método. Em cromatogsatondicdes
experimentais sujeitas a variacdes podem ser: concentracatvelotes organico, pH e forca
ibnica da fase movel no CLAE, programacao da temperatura, natloreygs de arraste em
cromatografia gasosa (CG), bem como o tempo de extracao, agitacao, etc.

A robustez mede a confiabilidade do método em condi¢cdes normais dedoperac
permitindo se fixar as tolerancias dos fatores envolvidos no métegon& Inmetro (2010),
quanto maior for a robustez do método, maior sera a confiangca em sua precisao.

As alteracdes realizadas em um meétodo que produzam resultados dent
limites aceitaveis devem ser incorporadas ao procedimento angliBcé, entdo, considerado
robusto em relacéo aquele fator.

Inmetro (2010) sugere avaliar a robustez do método através dde&sieden O
teste consiste na analise multivariada de sete parametros aqame példienciar no resultado
analitico. Este método proporciona avaliar ndo apenas a robustez do roéteddambéem
ordenar a influéncia de cada uma das variaveis nos resultadosifideiando qual o tipo de

influéncia de cada uma delas.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido na Secdo Laboratorial de Qualidade de Agua —
SELAQUA do Departamento de Engenharia Hidraulica e Ambientalestr&€de Tecnologia
- DEHA, da Universidade Federal de Ceara - UFC.

Neste estudo, a validagdo do método de detecgdo de toxinas foi daserpata
as cianotoxinas Saxitoxina (SXT) e Decarbamoil-saxitoxiteSTX). A cianobactéria
utilizada para a producao destas toxinas foi a esg®diedrospermopsisaciborskii, cepa
T3, por elas serem produzidas em abundancia por esta espéci®%let@l, 1999). Esta
cianobacteria foi isolada no ano de 1996, na represa de Bilings no esimdeado e
gentilmente cedida pela Dra. Sandra Azevedo, do Laboratério deiBlonfia e Toxicologia
de Cianobactérias (LETC) do Instituto de Biofisica Carlos Chaga€entro de Ciéncias da
Saude, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

O extrato contendo as toxinas supracitadas foi produzido e purificado com
objetivo de realizar ensaios de adsor¢cdo em carbono ativado, simulartdatamento real
apos o processo de filtracdo em estacdes de tratamento deaéguebastecimento publico.
Dessa forma, fez-se necessario o desenvolvimento e a validacatodo ang@alitico proposto
neste trabalho, visando garantir a confiabilidade do projeto de pedmasaiado pela
FINEP (07/2009) intitulado "Tratamento de Agua de Abastecimento e$¥0s de Separacio
por Membranas ou Carvéo Ativado”.

O fluxograma de sequéncia metodologica realizada durante as etapas
experimentais é apresentado na Figura 7. E, nos itens que se séguetalhado o
desenvolvimento dos experimentos realizados, bem como os equipamentosriaismat

utilizados.
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Figura 7 — Fluxograma das atividades desenvolvidas nas etapas expesimentai

Cultivo da Repicagem
Cylindrospermopsis da cultura e
raciborskii lise celular
( Remocao da matéri
Método de preparo d organica e extracao
L amostra do analito (SPE C18
Derivatizagéo Oxidacdo
Pré-Coluna com HO,

CLAE-
Quantificacao FLD

Fonte: Elaborada pela autora (2014)
3.1 Cultivo de Cylindrospermopsisaciborskii T3 e extracao do conteudo intracelular

A cepaCylindrospermopsigaciborskii T3 foi cultivada com objetivo de produzir
SXT e dc-SXT. Carneiret al. (2009) afirmam que a cepa T3 pode produzir saxitoxina, neo-
saxitoxina e decarbamoil-STX, sendo estas analisadas comommatégrafo liquido com
detector de fluorescéncia (CLAE-FLD) acoplada a espectrometria dasn&@i_-MS).

Para o crescimento e acumulo da biomassa da cepa T3, o cultivacaorien
meio ASM-1 (BARROS, 2013), com pH ajustado para 8, com temperatlzd 8 + 2 e
luminosidade de aproximadamente 6,7%ol.m%s’ para a luz branca de 470 nm. Ao atingir
o final da fase exponencial de crescimento, apés 15 a 18 dias de aplbximadamente,
foram realizados repiques da cultura para volumes maiores. Nwo ulpique, a cultura
permaneceu em um recipiente de vidro de 2 litros com aeracéontenstdizando um
compressor de ar. A Figura 8 apresenta os diferentes volumes teasuba
Cylindrospermopsigaciborskii seguindo o esquema de repicagem, esse esquema

apresentado na Figura 9.
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Figura 8 — Cultivo d€ylindrospermopsisaciborskii em diferentes volumes seguindo o
esquema de repicagem

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Figura 9 — Esquema de repicagem de cianobactérias

15 a 30 dias, nova

repicageam
Tubo de ensaio \
——

—

Repicagens —

[}
-

Indculos puros — t

 w—

Caixa da Petri Erlenmeyer

Fonte: Ferreira (2009)

Para a concentracdo da biomassa, apds aproximadamente 25 diasndo Ul
repique, dois litros da cultura foram homogeneizados e transferidosupas de centrifuga
de 15 mL. A centrifugac&o ocorreu durante 10 minutos a 4000 rpm, em segsod@tou-se

0 sobrenadante e acumulando-se aproximadamente 15 mL da biomassanmanfigdados
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dos tubos, sendo doravante denominada de Extrato T3. Ajustou-se o pH do EXfara 4
utilizando acido acético 0,1 N ja que, segundo Alfoesa@l (1994), a saxitoxina e seus
analogos permanecem estaveis em solucdes acidas.

Apoés a acidificacdo, o Extrato T3 foi congelado e descongelado §orédrzes
consecutivas para promover a lise das células, ou seja, o rompidaemembrana celular, e
a solubiluzagéo das toxinas. O Extrato T3 foi entéo filtrado posistama de filtragcdo a
vacuo utilizando um papel filtro (J Prolab, porosidade 14 um) e arntizan&0 °C até sua
utilizacdo. A extracdo do conteudo intracelular foi modificada airpdd método
desenvolvido por Ravet al. (1995), que trabalhou na extracdo de toxinas do dinoflagelado

Alexandrium tamarense

3.2 Método de preparo das amostras (Extrato T3 pos-extracao)

Antes da amostra ser quantificada, aplicou-se um processo de lirppeza
remocao da matéria organica e extracdo do analito. Neste ropesseiramente, todo o
Extrato T3 passou novamente por um sistema de filtragdo a vacuo utilizando um pagé! filt
Prolab, porosidade 14 pum) e, em seguida, por outro sistema de diludfZando um
microfiltro fibra de vidro (Macherey-Nagel, porosidade 0,7 um) acoplado a umgaser

Posteriormente, aplicou-se a técnica de extracdo em fase(SWily utilizou um
cartucho de extracdo SPE C18 de 3mL (Supelco), previamente condiciamad® raL de
metanol seguido por 6 mL de agua deionizada. Apds o condicionamento, 1 mlrato Et
filtrado foi percolado no cartucho através da aspiracdo utilizando istema a vacuo
(Prismate¢ modelo131) com pressao relativa de até -500 mmHg. Apés todo o Extrato T3 ter
percolado no cartucho, a toxina retida nele foi eluida e coletadeamndib 2 mL de agua

deionizada, denominando-se essa amostra de Extrato T3 pds-extracao.

3.3 Derivatizagéo pré-coluna das toxinas STX e dc-STX

A metodologia empregada para derivatizacdo e quantificacdo daas@&TX e
dc-STX foi baseada na derivatizagdo pré-coluna desenvolvida poeheave Niedzwiadek
(2001), através da qual é realizada a oxidacéo das toxinas podpetéxnidrogénio (bD-)
para a deteccado por fluorescéncia. Conforme esses autstias,t@inas tém uma melhor

resposta de deteccao através da oxidacéao ¢c@n H
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Em um vial de plastico (1,5 mL) adicionou-se 250 pL de NaOH 1@ 25 pL
de HO, aquoso 10% (m/v). Em seguida, 100 pL da solu¢do padrdo ou do Extrato T3 poés-
extracdo também foram adicionados. Misturou-se a solu¢gdo manuathaeariee 2 minutos a
temperatura ambiente (24 °C £ 2) e, posteriormente, 20 pL de a@tooaconcentrado
foram adicionados e misturados com a solucéo reagente. Destasalmgéaliquota de 20
pL foi analisada por CLAE.

3.4 Padrdes, Solucdo Estoque 1, Solucao Trabalho MIX e reagentes

Os padrdoes STX e dc-STX, foram adquiridos no Institute for Marinscignce,
National Research Council em Halifax, Canada, mantidos em solucaaddecloridrico a
0,003M com um volume de aproximadamente 0,5 mL cada.

Inicialmente, o trabalho incluia a toxina NEO-saxitoxina, analogsag@oxina.
Porém, no inicio dos experimentos, este padrdo ndo se manteve &stastlrmando-se em
STX e dc-STX como observado também por Alfoesal. (1994) que relatam a instabilidade
da NEO-STX, podendo se transformar em outras toxinas. Portanto, ogtoueseclui-la do
presente estudo.

A partir da diluicdo dos padrdes em aproximadamente 21 vezes, também em &cido
cloridrico 0,003M, preparou-se as solugbes estoque de cada toxina, risdeihe Solucdo

Estoque 1, em bal6es volumétricos de 10 mL, resultando nas seguintes concentracoes:

Tabela 3 — Concentracfes das toxinas presentes nas Solu¢des Estoque 1

Toxina Concentracgao (ug Ll)
STX 1149
dc-STX 1016

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

A solucdo Estoque 1 teve como objetivo principal manter a estabildizsle
toxinas para que nao ocorresse derivatizacdo das mesmas cosardeatempo. Segundo
Cefas (2008), caso essa solucdo seja mantida no escuro e sobagEoge20°C), ela tera

validade de 1 ano.

A partir da solucdo Estoque 1, em um baldo volumétrico (10 mL) foaraep a

Solucdo Trabalho MIX, ou seja, uma unica solucdo com as duas toxinast@sexom a
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finalidade de permitir as diluicbes necessarias ao desenvolvirdenttabalho e conferir

maior praticidade durante o procedimento de analise. Esta peesumi diluida com &cido

aceético 0,1mM, gerando as seguintes concentragoes:

Tabela 4 — Concentracdo das toxinas presentes na Solucdo Trabalho MIX

Toxina Concentracao (ug LY
STX 149,37
dc-STX 132,08

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Os reagentes utilizados para limpeza da amostra ambientaitnoho SPE C18,

oxidacao das toxinas e método cromatogréfico, sdo discriminados na Tabela 5.

Tabela 5 — Reagentes utilizados para as andlises

Reagentes Marca
Acetonitrila Merck
Acido Acético Concentrado Sigma-Aldrich
Acido Cloridrico Cinética Reagentes & Solucbes
Acido Periodico Vetec Quimica Fina
Metanol Vetec Quimica Fina
Fosfato de Sédio Dinamica Quimica Contemporanea
Formiato de Amdnio Vetec Quimica Fina
Hidréxido de Sadio Dindmica Quimica Contemporanea
Peréxido de Hidrogénio Vetec Quimica Fina

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

3.5Condigbes cromatogréficas

As condi¢cdes cromatograficas para a quantificacdo das toxdndsemn foram
baseadas no método desenvolvido por Lawrence e Niedzwiadek (2001) com salguma
modificacdes. Foram realizadas analises por Cromatogr&diaida de Alta Eficiéncia
(CLAE) utilizando um cromatégrafagilent Technologiemodelo1260 Infinity A técnica de
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cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector dedha@ncia utilizada foi empregada
na validacdo do método por apresentar elevada seletividade e sensibilidadA&,A0Q9).

O sistema CLAE utilizado no laboratorio SELAQUA consistia de rquat
reservatorios para a fase movel, uma bomba de alimentacdo elantasl Agilent
Technologiesnodelo1260 Infinity, um injetor de amostrdopp de 20uL), uma coluna de
fase reversa (Phenomenex C18, 150 mm x 4,6 mm gdrh de tamanho de particula.) a qual
foi mantida a 30°C, um detector de fluorescéngigilént Technologiemodelo1260 Infinity)

e um microcomputador ligado a todo o sistema para coleta e proeessalos dados (Figura
10).

Figura 10 — Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia com detector de flureisc(CLAE-
FLD) utilizado na validacdo da metodologia para determinacéo das saxitoxinas

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

O volume de amostra injetado foi de 0 o fluxo do eluente foi de 1,5 mL min
! o detector foi ajustado para os comprimentos de onda de 340 nm eméexeiz90 nm em
emissdo e o tempo total de cada corrida foi de 15 minutos. As candisddas para analise
de STX e dc-STX, conforme a metodologia descrita por Lawrehitedzwiadek (2001) com

algumas modificacdes, estdo descritas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Condi¢cées do CLAE usadas para analise de STX e dc-STX

Parametros Condicdes ou descricdes
Injetor de amostra Loop de 20 pL
Fase Movel A - Formiato de Amoénio 0,1M (pH ajustado
(Bomba gradiente quaternaria) a 6 £ 0,1 com &cido acético 0,1M)

B - Formiato de Amonio 0,05M (pH
ajustado a 6 = 0,1 com acido acético 0,1M)
com 5% de acetonitrila

Fluxo 1,5 mL min*
Desgaseificador Presente no sistema CLAE
Coluna Fase reversa, C18 (Eclipse Plus C18, 5um,
4.6 x 250 mm)
Temperatura da coluna 30°C

Deteccéo Detector de Fluorescéncia (FLD)
- Excitacao 340 nm
- Emisséo 390 nm

Pressdo Maxima 400 bar

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

As fases moveis (A e B) usadas na metodologia para quantifidagatxinas
constituia de (A) formiato de amoénio (0,1M) e (B) formiato de amdi®,05M) com
acetonitrila (5%). O gradiente de eluicdo, apresentado na TAbida inicialmente 100 %
da fase mével A, mudando nos primeiros 7,5 minutos de 0 a 20 % da faseBnassando
posteriormente, nos 3,5 minutos seguintes, de 20 a 80 % da fase moéeeirihartdo nos 2

ultimos minutos em 100 % da fase movel A.

Tabela 7 — Gradiente de eluicédo

Tempo (min) A - Formiato de Amonio 0,1M B - Formiato de Aménio 0,05M

(%) com 5% de acetonitrila (%)
0 100 0
7,5 80 20
11 20 80
13 100 0

Fonte: Elaborada pela autora (2014)
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3.6 Curva de calibragdo do método cromatografico para determinacéo de STX e dc-STX

Na calibracdo do método cromatografico utilizou-se 0 método dempaacao
externa. Nove pontos, ou seja, hove solu¢cdes MIX foram preparadatr algpama Unica
solucéo de Trabalho MIX utilizando 4gua deionizada como diluente. Riaasackcdo havia
uma concentracdo conhecida de STX e de dc-STX. A Tabela 8 apraserdacentracoes

utilizadas na elaboracédo da curva de calibracdo de cada toxina.

Tabela 8 — Concentracfes das toxinas para curva de calibracédo
Concentracdes (ug/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
STX 4,48 8,96 1494 22,41 29,87 44,81 74,69 104,56 149,37

dc-STX 3,96 7,92 13,21 19,81 26,42 39,62 66,04 92,46 132,08
Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Toxinas

Obteve-se o0 cromatograma correspondente de cada uma delasianoalas
areas das respostas com as concentracdes, obtendo-se para nadaeqxiacdo da reta e o
coeficiente de correlacdo. Cada amostra foi injetada duas paresima mesma curva de

calibracdo sendo esta realizada em triplicata.

3.7Validag&o do método analitico

A validacdo da metodologia foi realizada para a matriz doatextf3 pos-
extracdo através dos testes de seletividade, linearidadeslidgt detecgdo e quantificacao,

preciséo, exatidao e robustez.

3.7.1 Seletividade

A seletividade foi o primeiro passo na validacdo do método, pois, segurald Ri
et al. (2004) caso a seletividade ndo fosse assegurada, a linearidadegd@oee a precisédo
estariam seriamente comprometidas.

Para avaliar a seletividade do método, comparou se as curvagasafam
paralelas, uma feita através do método de adicdo de padrdo (STAC-BUX com
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superposi¢cdo da matriz) e a outra utilizando o método de padronizagBmeg8TX ou dc-
STX sem superposi¢cédo da matriz), ver Figura 6 (Item 2.5.1).

A curva analitica foi construida relacionando a quantidade da tcdiciareada a
amostra com a resposta de deteccdo (area do pico). As cuniiisaandram obtidas com
cinco pontos de concentragdo. As amostras foram analisadas eratt&riplicada amostra foi
injetada duas vezes

Para a curva de adicdo de padrdo foi adicionado em cada amostiidamies
conhecidas de toxinas (STX e dc-STX) a quantidades conhecidasrai® H:& pos-extracao.
Quanto a curva de padronizagdo externa, foram preparadas amostraas coresmas
concentragdes das toxinas que foram adicionadas ao Extrato T3 ra@sti@é, no gréfico,
relacionou-se as areas obtidas com as concentracdes de cada amostra.

Para confirmar a seletividade do método, utilizou-se a distribticioStudent
comparando os coeficientes angulares das curvas analiticadaleogina. Este teste avaliou
a hipotese de que nao existia diferenca significativa entre as médiagficsmes angulares
das curvas (hipotese nula), ou seja, as médias dos coeficientearesmgedam iguais,

considerando o nivel de confianca de 959 (,05).

3.7.2 Linearidade, faixa de trabalho, limite de detecc¢é&o e limite de quantificagéao

A linearidade foi avaliada pelos valores dos coeficientes delagicedas curvas
de calibracao, feitas com 9 concentracdes diferentes para cadg t@iando a STX de 4,5
& 150,0 pug I e a dc-STX de 3,0 & 132,0 pd,Lutilizando agua deionizada como solvente.
Cada amostra foi injetada duas vezes para uma mesma cuitiaaasahdo esta realizada em
triplicata. A analise de correlacao linear foi feita utiida o0 método dos minimos quadrados,
sendo a equacao da reta obtida.

Quanto ao limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQpni analisadas
amostras com baixa concentracdo do analito, preparadas atcanétodo de padronizagéo
externa. O método utilizado para determinar o LD e LQ envolveagéekinal-ruido, onde,
para o LD, o sinal da menor concentracdo do analito foi 3 vezes awaipre o ruido (N) do
sistema, ou seja, LD = 3xN. Para o LQ, o sinal da menor concenttagialito foi 10 vezes
maior do que o ruido (N) do sistema, ou seja, LQ = 10xN.
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Levando-se em consideragdo que as amostras foram diluidas nosgrdees
oxidacao (Item 3.2), as areas dos picos presentes no cromatagthca@am o limite de
deteccao e de quantificacdo do instrumentg €DQ). Os valores de limite de deteccéo e de
quantificacdo do método (LPe LQy) foram obtidos apds considerar a diluicdo sofrida pelas

amostras.

3.7.3 Precisao e exatidao

A precisdo do método foi determinada em condi¢cBes de repetitividadeisdo
intermediaria. Os testes foram realisados conforme BRA3003), onde os resultados
partiram de nove determinacdes, com trés niveis de concentra¢cégesepeticoes para cada
nivel (Tabela 9). Cada amostra foi injetada duas vezes, sendo postat®mutilizada sua
média. As respostas foram expressas através do coeficiemgiatgio (CV) e calculadas a
partir da Equacgéo (3).

Tabela 9- Concentra¢des das toxinas para o método de repetitividade e previs@olidutia
Concentracdes (ug/L)

Toxinas
P1 p2 P3
STX 448 8,96 13,44
dc-STX 3,96 7,92 11,89

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

No parametro de exatiddo, foi utilizado o teste por adicdo de padnddpd
branco da matriz utilizada (Extrato T3 poOs-extracado) ndo sentaude STX e dc-STX. As
concentracdes dos padrdes externos utilizadas na adicdo de pan@mvam 5 diferentes
niveis e o teste foi realizado em triplicata. Para cada diveloncentracdo calculou-se o
percentual de exatidao (%) de acordo com a Equacéao (5).

As concentragbes dos padroes de STX e dc-STX utilizados paraeodees
exatiddo, Tabela 10, foram definidas de acordo com a concentracaorida po&, segundo
Ribani et al. (2004), em geral, para adicdo padrdo, uma boa abordagem € adicionar 25, 50 e

100% da concentracdo esperada da substancia na matriz.
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Tabela 10 — Concentracfes dos padrbes das toxinas utilizados para o método exatidao
Concentracdes (ug/L)

Toxinas
E1l E2 E3 E4 E5
STX 11,95 17,92 23,90 29,87 35,85
dc-STX 10,57 15,85 21,13 26,42 31,70

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

3.7.4 Robustez

A robustez do método foi analisada através do test¥ alelen(YOUDEN,;
STEINER, 1975apud GEHRING et al, 2011), método recomendado pelo Inmetro (2010).
Foram escolhidos sete parametros analiticos e induzidas peqaeiagdes nas condicdes
nominais do método. Posteriormente, oito analises foram realizadaso colojetivo de
determinar a influéncia de cada parametro no resultado fineab&la 11 apresenta os sete
parametros analiticos utilizados, assim como as variacfes irnittaguzAs condicdes
nominais das variaveis sdo representadas por letras mail@EuBBsC, D, E, F e G) e as
condi¢cdes com as variagdes alternativas sdo representadasggamietisculas (a, b, c, d, e, f
e Q).

Tabela 11 — Parametros analiticos selecionados para a agligkustez e suas respectivas
variagoes

Variavel Condi¢des nominais Condicdes alternativas

Aa Concentrggao da fase A 0.10 M a 0.12 M
movel
Estabilidade da solucédo de Oxidar a amostra ap6s Oxidar a amostra apés 30

B/b B S b . U

trabalho diluic&do minutos da diluicdo
Clc Temperatura da coluna C 30°C c 33°C
D/d Agitacao D Manual d Vortex
Ele Tempo de injecao E Injetar a_amo~stra apos e Injgtar a amostra apos 15

oxidacao minutos de ter oxidado

F/f Tamanho da amostra F 100 pL f 110 puL
Glg Tempo de oxidacao G 2 minutos g 2:30 minutos

Fonte: Elaborada pela autora (2014)
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Os sete parametros e suas respectivas variagdes foram abwsbie@ oito
corridas cromatograficas, realizadas em uma ordem aleafdriBabela 12 apresenta a
combinacéo fatorial dos parametros do testeYdaden Os resultados das analises séo
apresentados por letras slaz Assim, quando uma combinacédo 1 foi testada, o resultado da
area do pico representa s. Quando a combinacado de 2 foi analisadéadaeshtido foi t, e

assim sucessivamente.

Tabela 12 — Combinacao fatorial dos parametros analiticos analisados

Combinacéo fatorial

Variavel
1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracdo da fase mével A A A A a a a a
Estabilidade da solucdo de trabalho B B b b B B b b
Temperatura da coluna C c C c C c C c
Agitacao D D d d d d D D
Tempo de injecao E e E e e E e E
Tamanho da amostra F f f F F f f F
Tempo de oxidacao G g g G g G G g
Resultados observados S t u v w X y z

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Os resultados das 8 analises realizadas representados patdetrasz no ensaio
de robustez foram utilizados para avaliar o efeito de cada ehfdiferenca entre a média
dos resultados das 4 anélises com letra mailuscula e a médisatsdos das 4 analises com
letra mindscula), bem como o desvio padréo entre os 8 resultados. Pplogxeara avaliar o
efeito da temperatura da coluna no resultado final da analise, emyz®ga seguinte

equagao:

. Sstu+w+y t+v+x+z
Efeito C/c = 7 - 7 @)
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Se o valor do efeito da variavel for maior do que o critériovidgsadrao dos 8
resultados (s) multiplicado pela raiz quadrada de dois/2),sa variavel analisada €
considerada significante e, portanto, altera a resposta analitica.

O testeYoudenfoi realizado em triplicada sendo as concentracdes das amostras
analisadas para STX e dc-STX de 11,95 e 10,57 figekpectivamente. Os resultados

avaliados em cada combinacao foram a area do pico e o tempo de retengéo (Tr).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.1 Seletividade

Conforme a Figura 11, pode-se afirmar que o método desenvolvido par&ga anal
de STX e dc-STX é seletivo, pois as curvas analiticas apaeam-se paralelas, e, segundo
Ribaniet al. (2004), quando as duas curvas analiticas forem paralelas, pode-spidindo
ha interferéncia da matriz provocada por substancias co-extraadaeterminacdo dos

analitos.

Figura 11 — Curvas analiticas obtidas para STX e dc-STX por padronizag@a eeie
superposicao da matriz e padronizacdo externa com superposicado da ma#ia TEBxpos-

extracao)
S5TX de-STX
40 r 30 1 # COm superposican
# COM superposicio
4.0
830 T =
g- 2'3,{]
=20 =
E SEm sUperposicao E 2.0
b L = 1,0 SEM sUperposicao
ﬂﬂ 1 1 1 i EII:I 1 1 i
0,00 1000 2000 2000 4000 0,00 10,00 20,00 30,00
Concentracio (ug L) Concentragio (ug L)

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Ao comparar os coeficientes angulares das curvas analdtecasada toxina
utilizando a distribuicadbde Studentconforme apresentados nas Tabelas 13 e 14, confirma-se
a seletividade do método, pois, para as duas toxinas, o testedrapuevalor d@ acima de
0,05, e a hipdétese nula foi aceita. Logo, ndo h& diferenca entré@erte angular da curva
analitica da padronizacdo externa com superposi¢cdo de matrizadrdaizacao externa sem
superposicao de matriz.

A Figura 12 apresenta os cromatogramas obtidos no teste deidzadet que
também foram utilizados para calcular o valor de exatiddo, oastg estdo presentes o0s
cromatogramas do 3° nivel de concentracdo (ponto 3) das curvadcasatibm a
concentracéo do padrdo de 28¢PL™" de STX e 21,18g L™ de dc-STX, sendo (a) branco da
matriz (Extrato T3 pés-extracdo), (b) padronizacdo externa sperposicdo da matriz, ou

seja, concentracdo do analito apenas no padrdo e (c) padroniz@gia eom Superposicao
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da matriz (quantidade do analito presente na matriz apos adi¢cdo do)p@diserva-se nos
cromatogramas que os analitos presentes estdo bem separadtenpomde retencao para
STX de 12,54 £ 0,03 min e para dc-STX de 7,21 + 0.04 min, e que a linha dadoase

apresentou sinais de interferentes provenientes de possiveis substanciesdasext

Figura 12 - Cromatogramas obtidos pelo CLAE-FLD das amostras com as toxieasepres
(@) no branco da matriz, (b) no padréo externo e (c) na matriz apés adi¢do do padréo externo

para calcular o valor de exatiddo da STX e dc-STX
FLDT A, Ex=340, Em=390 (1704201 3\ELETIVIDADEOT1 0

] STX B &%
] K
06 % I
] & i
0.55 o N 1
55 (% | /_,,ﬁ ]
. de-STX |, o=
0.453 }; \ / \\ e L
04- " U T
e e e L = -
0 2 i 6 8 10 12 % mi
(a)

FLD1 A, Ex=340, Em=390 (16052013\SELETIVIDADEO07.D)

dc- sTX

0 2 4 6 8 10 12 14 min
(b)
FLDT A, Ex=340, Em=390 (17042013\SELETIVIDADEO17.D)
(HVEE| o < 6

=
3 S r{"@ STX ‘1:\0"

07 - ~ g &

- &

0654 dc- sTX le@ \&

0.6 i \ ‘

055 ‘ ! \

054 e —
| n Ao ~

0.45 J & / \ . JL

041 S e G, SO
—_—
I T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 min|

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Foi possivel também constatar que houve linearidade do método com as
concentracdes utilizadas no teste de seletividade por adicdo rd®.pad Tabelas 13 e 14
apresentam, além do teste de hipotese (teste-t), a equacé ela kieficiente de correlacao
(). O coeficiente de correlacdo apresentou valores acim@,9%e para todas as curvas
analiticas, indicando que o método apresenta linearidade de acordcnoomaada ANVISA
(BRASIL, 2003).
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Tabela 13 - Parametros das curvas analiticas obtidos por padéoniezaterna sem
superposicao da matriz e por padronizagcdo externa com superposicadridapara a
saxitoxina

STX Eg. dareta r Valor P
Sem superposicdo de matriz y =0,1244x - 0,0023 0,9985
0,81
Com superposi¢cédo de matriz y =0,1249x + 1,9543 0,9984

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Tabela 14 - Pardmetros das curvas analiticas obtidos por pad@onieaterna sem
superposicao da matriz e por padronizacdo externa com superposicabridapara a dc-
saxitoxina

dc-STX Eg. dareta R Valor P
Sem superposi¢cao de matriz y =0,3834x - 0,0197 0,9979
0,17
Com superposi¢cao de matriz y = 0,3683x + 1,2686 0,9996

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

4.1.2 Linearidade e faixa linear de trabalho

Como o teste de seletividade mostrou a auséncia do efeito da matde
possiveis interferentes na deteccao das toxinas, ndo houve a neceksigsmleo método de
superposicao de matriz para quantificagdo das toxinas. Logo, fohidscal padronizacdo
externa sem superposicdo de matriz para fazer os demas destalidacdo do método,
devido este método ser mais simples do que o método por adi¢cado de padréo.

A linearidade foi observada pelo grafico dos resultados dos emsaibsncdo da
concentracdo do analito e verificada a partir da equacao da &gliessr, determinada pelo
meétodo dos minimos quadrados.

Um coeficiente de correlagédo (r) maior que 0,999 é considerado codémaa
de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressado (REBAINI2004). Brasil (2003)
recomenda um coeficiente de correlagéo igual a 0,99 e o In(@608) um valor acima de
0,90 e, usualmente, requerido. As toxinas apresentaram uma Otimadadpade fornecer
resultados diretamente proporcionais as suas concentracdes, €icmrdeede correlacao de
0,9997 para STX e 0,9999 para dc-STX. A Figura 13 apresenta as dareaBbracao das
toxinas estudadas.
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Figura 13 — Curva de calibracéo (relacdo area do pico x concentracao) olaidaxiaxina
e dc-saxitoxina

Saxitoxina dc-Saxitoxina
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g 8 100
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g 20 8 50
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0,0 | | | 0,0 1 1 J
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Concentragdo (ug L) Concentragdo (ug L)

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Devido a limitada disponibilidade de padrdes de toxinas, a faixablallio, ou
seja, a faixa de concentracdo da toxina no qual o método foi aplicadio para saxitoxina
de 4,5 & 150,0 pgte para dc-saxitoxina de 3,0 & 132,0 |1g. IAs faixas de trabalho foram
consideradas satisfatérias, uma vez que abrangem um intervalocgattacdo com folga em
relacdo aos valores encontrados em varias dguas naturaitado @3 Ceara (CAGECE -
Comunicacdo Pessoal, 2013), e no qual o método pode ser aplicado mantendo uma boa
linearidade. A Tabela 15 apresenta a faixa da curva de cablpacd cada toxina, a equacao

da reta e seus respectivos coeficientes de correlacao (r).

Tabela 15 - Faixa linear de trabalho, equacéo da reta e easdide correlagdo para cada
toxina

Toxina Faixa da curva (ug L% Eg. dareta r
STX 4,5 a 150 y = 0,027x - 0,0388 0,9997
dc-STX 3,0a4132 y = 0,0938x - 0,1405 0,9999

Fonte: Elaborada pela autora (2014)
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4.1.3 Limites de deteccédo e quantificacao

O método apresentou boa sensibilidade cory B 2,53 g I e LQy de 3,45
ng L' para STX e L) de 1,83 e pg t e LQy de 2,24 ug Lt para dc-STX. Conforme a
Tabela 16, o LR LQ, e LDy atenderam os limites méaximos impostos pela Portaria MS
2914/2011 (BRASIL, 2011). Apenas o l4@ara a STX apresentou valor um pouco acima do
limite méximo exigido pela legislacdo brasileira (3,0 1Y E, portanto, seria necessario

novos testes para aperfeicoar este parametro.

Tabela 16 - Limites de deteccdo e quantificacdo do instrumebBtoe LQ) a partir do
método da relagdo sinal-ruido e limites de deteccao e quagédich método (LR e LQu)
para cada toxina

Concentracao (ug L)

Toxinas
LD, LQ, LDwm LQwm
STX 0,58 0,76 2,53 3,45
dc-STX 0,46 0,57 1,83 2,24

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Entretanto, quando comparado o presente trabalho com estudos que também
avaliaram o limite de deteccado e quantificacdo da STX €lac43orém utilizando diferentes
instrumentos, métodos de oxidacao ou tipos de matrizes, observa-se@@emLQ obtidos
neste trabalho foram inferiores aos obtidos por outros autores (TEDel&€oncluindo,
portanto, que os testes apresentaram resultados satisfatori@s graalise destas toxinas na

matriz estudada.
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Tabela 17 — Estudos de LD e LQ para a determinacao de STX e dc-STX

Referéncia Autora (2014) Freitas (2007) Cefas (2008) Habnal. (2012)
Técnica/Deteccao HPLC-FLD HPLC-FLD HPLC-FLD HILIC-MS/MS
Método de oxidacéo Pré-coluna P&s-coluna Pré-coluna *
Tipo de matriz Extrato T3 pés- Agua Extrato de Matriz de algas
extracao. deionizada com molusco

toxina apés lise

celular da cepa

T3

LD (g LD STX — 2,53 STX-3 STX - 18 STX-3
dc-STX — 1,83 dc-STX - 3 dc-STX — 7 de-STX - *+*

LQ (ng L) STX -3,45 STX — * STX - 40 STX -11

dc-STX - 2,24 dc-STX — ** dc-STX - 10 dc-STX - ***

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

HILIC-MS/MS - Cromatografia liquida com interacgidiofilica acoplado a um espectrémetro de massa.
* Nao necessitou oxidar a amostra devido a utiivage um espectrdmetro de massa;

** Ndo apresentou o dado de LQ;

*** O trabalho analisou apenas STX.

4.1.4 Precisao

Segundo Brasil (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2011), conforme a concentracdo do analito presentemostra se
define o valor maximo permitido do coeficiente de variacao (CY§ pa testes de precisao.
As Tabelas 18 e 19 apresentam para o0s testes de repetitivigmdeis@io intermediaria,
respectivamente, os valores estimados do coeficiente de varmad@mgio da concentracéo

do analito.
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Tabela 18 — Coeficiente de variacdo maximo permitido (CV) parestes de repetitibilidade
de acordo com a concentragéo do analito (C) presente na amostra

Concentragéao (C) Coeficiente de Variagao (%)

C <1 mg/kg 11,7

1 mg/kg< C < 10 mg/kg 10,0
10mg/kg< C < 100mg/kg 6,7
100 mg/kg< C < 1000 mg/kg 5,0
1000 mg/kgs C < 10000 mg/kg 3,3
10 mg/kg< C < 100 mg/kg 2,5
100 mg/kg< C < 1000 mg/kg 1,8
1000 mg/kg< C < 10000 mg/kg 1,2
10 g/kg< C < 100 g/kg 0,9
100 g/kg< C < 1000 g/kg 0,7

Fonte: adaptado de Brasil (Ministério da AgricudiuPecudria e Abastecimento, 2011)

Tabela 19 — Coeficiente de variagdo méaximo permitido (CV) partesies de precisdo
intermediaria de acordo com a concentracdo do analito (C) presente na@amaostr

Concentracéao (C) Coeficiente de Variacao (%)
C <1 mg/kg 35
1 mg/kg< C < 10 mg/kg 30
10mg/kg< C < 100mg/kg 20
100 mg/kg< C < 1000 mg/kg 15
1000 mg/kg< C < 10000 mg/kg 10
10 mg/kg< C < 100 mg/kg 7,3
100 mg/kg< C < 1000 mg/kg 5,3
1000 mg/kgs C < 10000 mg/kg 3,7
10 g/kg< C < 100 g/kg 2,7
100 g/kg< C <1000 g/kg 2,0

Fonte: Brasil (Ministério da Agricultura, Pecuagidbastecimento, 2011)

Observa-se na Tabela 20 que para o teste de repetitividade oiQYerdre 0,40
e 9,66 % para a area do pico (analise quantitativa) e entre 0,02 e hé&fa % tempo de
retencdo (analise qualitativa). Para o teste de precisdo éui@na o CV variou entre 0,12 e

2,36 % para a area do pico e entre 0,03 e 2,04 % para o tempo de retencao.
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As diluicbes das amostras foram feitas em agua deionizadad€@mslo que 1
quilograma da substancia referida pelo Ministério da Agricutemaa mesma densidade da
agua e que portanto 1 quilograma tem o volume de 1 litro, pode-seletansque as
concentracdes das toxinas utilizadas para este teste foran8@ttre 13,44 ug Kgou seja,

C < 1 mg kg. Os valores de CV alcancados no método ndo ultrapassaram os valores
maximos permitidos, demonstrando, portanto, que o método é preciso.

Tabela 20 — Resultados do parametro de precisédo (repetitividadeisfi@ritermediaria)

para analise quantitativa (area do pico) e qualitativa (tempetdecédo) das toxinas STX e
dc-STX em trés diferentes concentracdes

Coeficiente de variacdo (%)

Andlise | Toxinas Repetitividade Precisdo intermediaria
P1 P2 P3 P1 P2 P3
Area STX 6,80 3,77 2,19 2,36 0,64 0,12
dopico  dc-STX 9,66 3,97 0,40 2,05 2,31 0,12
STX 0,03 0,02 1,65 0,03 0,14 1,15
T dc-STX 0,09 0,27 0,19 2,04 0,44 0,42

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

4.1.5 Exatidao

Da mesma forma do teste de precisdo, as diluicdbes das amusttaste de
exatiddo foram feitas em agua deionizada e considerando novarmuenieggilograma da
substéancia referida pelo Ministério da Agricultura tem a naedensidade da agua e que
portanto 1 quilograma tem o volume de 1 litro, pode-se considerar queEn@ntacoes
variaram entre 10,57 e 35,55 ugiem 5 diferentes niveis de concentracées.

Para cada nivel de concentracéo calculou-se a exatidao ({#)(G€.2). A faixa
de aceitacdo foi compreendida de acordo com os intervalos espesifitadtabela 21, e
definida conforme a concentragio do analito presente na amoB#&S(B MINISTERIO
DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2011).
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Tabela 21 — Intervalos permitidos para o teste de exatiddo d#ammn a concentracdo do
analito (C) presente na amostra

Concentragéao (C) Intervalos (%)
C < 1ng/kg 50 a 120
1 ng/kg< C < 10pg/kg 70 a 110
10 ug/kg< C < 10Qug/kg 80 a 110
100ug/kg< C < 1000ug/kg 80 a 110
1000ug/kg< C < 10000ug/kg 80 a 110
10 mg/kg< C < 100 mg/kg 90 a 107
100 mg/kgs C < 1000 mg/kg 95 a 105
1000 mg/kgs C < 10000 mg/kg 97 a 103

Fonte: Brasil (Ministério da Agricultura, Pecuégidbastecimento, 2011)

O método alcancou uma boa exatidéo, devido a faixa de concentracaazs tox
analisadas (1Qug/kg < C < 10Qug/kg) terem apresentado resultados dentro do intervalo
permitido, de 80 a 110 %, conforme estabelecido por BRASIL (2003).

Tabela 22 — Resultados do parametro de exatidao para a saxitaldrsadtoxina em cinco
diferentes concentragdes

Intervalo (%)

Toxinas
El E2 E3 E4 E5
STX 99,87 107,66 108,44 104,91 99,56
dc-STX 102,74 101,96 98,04 103,73 93,61

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

4.1.6 Robustez

Analisando a &rea do pico (andlise quantitativa), o resultado déocfité2) para
saxitoxina foi igual a 0,0240 e para a dc-saxitoxina foi igUaD&95, conforme apresentado
na Tabela 23. Observa-se na Tabela 24 que para todas as variaveis nenhdon regbo do
que o critério §2, ou seja, nenhum fator testado influenciou significativamente pastes

guantitativa, atestando a robustez do método.
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Valores do critério sV2 para

Valores do critério sV2 para

Toxinas area do pico tempo de retencdo
STX 0,0240 0,3145
dc-STX 0,0695 0,3824

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Tabela 24 — Valores de efeitos obtidos a partir da resposta et @iet(area do pico) e do
tempo de retencao

Valores efetivos para| Valores efetivos para

Variavel area do pico tempo de retencao
STX dc-STX STX dc-STX
Concentragdo da fase movel -0,0098 0,0059 -0,0213 -0,0297
Estabilidade da solucéo de trabalho -0,0026 0,0406 0,0383 0,0858
Temperatura da coluna -0,0087 0,0223 0,4135 0,4939
Agitacédo durante a oxidagéo 0,0018 0,0417 0,0050 0,0073
Tempo de injecdo apos oxidacao 0,0072 -0,0006 0,0088 0,0458
Tamanho da amostra -0,0231 -0,0623 0,0075 0,0336
Tempo de oxidacao 0,0154 -0,0256 0,0022 0,0207

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Ao analisar o tempo de retencdo (Tr), andlise qualitativa, @riori$/2 para a
STX foi de 0,3145 e para a dc-STX foi de 0,3824. Ao calcular os val@tgosfpara cada

uma das sete variaveis, todas tiveram resultados menores do qtério 82, exceto a
variavel temperatura da coluna (variavel C/c), conforme apresema Tabela 24. Este
resultado pode ser comprovado observando os cromatogramas da Figura tva-S¥bgee

para 0s ensaios com temperatura da coluna de 30 °C (variavel CpacaT8TX foi igual a
12,66 £ 0,03 min e para dc-STX foi igual a 7,30 + 0,05 min e para 0SOENSAM
temperatura da coluna de 33 °C (variavel ¢) os cromatograneseataram um valor menor,
obtendo um Tr para a STX igual a 12,23 + 0,03 min e para a dc-STX igual a 6,74 = 0,04 min.
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Figura 14 — Cromatogramas obtidos no teste de robustez, sendo (a) analise comnbomatori
variavel C (temperatura da coluna igual a 30 °C) e (b) andlise combinatériariaveha

(temperatura da coluna igual a 33 °C)
FLD1 A, Ex=340, Em=390 (ROBUSTEZ\TESTE-1000002.D)

FLD1 A, Ex=340, Em=390 (ROBUSTEZ\TESTE-1000005.D)

0:38 Jorcmor i . O

Fonte: Elaborada pela autora (2014)

Com isso, conclui-se que para o tempo de retencdo, dos sete fastage®s,
apenas a temperatura da coluna apresentou uma alteracaccatigaifina resposta de
deteccdo para andlise de STX e dc-STX, ou seja, quando hd um anméeaperatura da

coluna, o tempo de retencao tende a diminuir.
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5 CONCLUSOES

O método empregado para analise de STX e dc-STX, utilizandoretografia
liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia ieatieacédo pré-coluna, além de
rapido e pratico, quando comparado com o0 método de derivatizacdo pos-colhum@weic
eficiente, exato, preciso e robusto, uma vez que os parametros@doslEra a validacao
tiveram resultados em conformidade aos valores aceitos nas normasasasilei

Pode-se afirmar que o método é seletivo, uma vez que as curvagamalit
(padronizagédo externa com e sem superposicdo da matriz) aprasese paralelas, sendo
comprovado pelo teste de hipotesie Studentcom probabilidade maior que 0,05. Portanto,
confirmou-se que ndo ha interferentes eluindo no tempo de retencéo das toxinas.

Verificou-se também que o método apresenta uma Otima capadelddenecer
resultados diretamente proporcionais as suas concentragées, opresgnta uma excelente
linearidade, na faixa de concentracdo para STX de 4,5 & 150,0 @ gdra dc-STX de 3,0 &
132,0 ug [*, devido os coeficientes de correlagéo terem sido superiores a 0,999.

Quanto a sensibilidade do meétodo, o LRQ, e LDy apresentaram-se
satisfatorios, ou seja, com concentracbes menores que 0s lindix@san permitidos pela
legislacdo (MS Portaria 2914/2011). Apenas oyLgara a STX (3,45 pg) apresentou
valor um pouco acima do limite maximo exigido pela legislacasileira (3,0 pg L) e,
portanto seria necessario novos testes para aperfeicoar este parametro.

Os resultados para a analise de exatiddo e de precisao datiafatorios, visto
que para as duas toxinas, os diferentes niveis de concentracdmesiavaalores dentro do

intervalo permitido pela ANVISA.

Para o parametro de robustez, o método apresentou-se insensivel mapeque

variacbes possiveis de ocorrer durante a analise. Com excecsenglhilidade com o

aumento da temperatura (+3 °C) para a analise qualitativa do método.
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