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RESUMO

Com o aumento das atividades antrdpicas, o processo de eutrofizacdo vem se tornando
cada vez mais recorrente em corpos hidricos. Esse fendmeno causa um acimulo de
nutrientes que por sua vez tornam mais propicio o aparecimento de floracdes de
cianobactérias. Essas floracdes acabam por liberar na 4dgua metabdlitos secundarios
conhecidos como cianotoxinas, como a microcistina que causam efeitos hepatot6xicos no
ser humano quando ingeridas, mesmo em concentracdes pequenas. Técnicas para
concentracdo desse metabolito, como a extracdo em fase s6lida (SPE), sdo usadas na
identificacdo e quantificacdo de variantes de microcistina em meios onde esta encontra-
se mais diluida, como em reservatérios de dgua para abastecimento. O presente estudo
avalia a eficiéncia de extracdo e concentracdo de Microcistina intra e extracelular de
meios de cultura de Microcystis aeruginosa in vitro e compara a eficiéncia dos cartuchos
C18 e WCX, utilizados na técnica de extracdo em fase sélida (SPE), para a concentracao
de variantes de microcistina extracelular. A partir de um cultivo de Microcystis
aeruginosa foi realizada a extracdo da microcistina intracelular utilizando extra¢do a
vacuo e a concentra¢ao da microcistina extracelular utilizando a técnica SPE através de
cartuchos de WCX e C18. Em seguida com os extratos obtidos, foi realizada a andlise de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para a quantificagdo das variantes
obtidas. Observou-se que a MCLR ¢€ a variante mais produzida pela espécie este estudo,
apresentando concentragdo superior no meio intracelular do que no meio extracelular. Na
técnica SPE, o cartucho C18 apresentou uma boa recuperagdo da amostra, em torno de
109-118%, possibilitando a identificacdo das variantes MCLR e MCLA a partir da anélise
cromatografica, enquanto o WCX nao foi eficiente, pois ndo conseguiu reter € concentrar
as variantes de microcistina identificadas com o C18. Com isso, conclui-se que esse
resultado € um fator de alerta para o monitoramento de cianobactérias em reservatorios
voltados para abastecimento publico posto que a espécie deste estudo é potencialmente

produtora de uma das variantes de microcistina mais téxicas, a MCLR.

Palavras-chave: Microcistina intra e extracelular, Cromatografia, Cartuchos, Extracdo

em fase sélida.



ABSTRACT

With the increase of anthropic activities, the process of eutrophication is becoming more
and more recurrent in water bodies. This phenomenon causes an accumulation of nutrients
that in turn make more favorable the appearance of cyanobacteria blooms. These blooms
eventually release into the water secondary metabolites known as cyanotoxins, such as
microcystins that cause hepatotoxic effects in humans when ingested, even in small
concentrations. Techniques for concentration of this metabolite, such as solid phase
extraction (SPE), are used in the identification and quantification of variants of
microcystin even where it is more diluted, as in water reservoirs for supply. The present
study evaluates the extraction efficiency and concentration of intra- and extracellular
Microcystin of Microcystis aeruginosa culture media in vitro and compares the efficiency
of the C18 and WCX cartridges used in the solid phase extraction (SPE) technique for the
concentration of extracellular microcystin variants. A Microcystis aeruginosa culture was
used to extract the intracellular microcystin using vacuum extraction and extracellular
microcystin concentration using the SPE technique using WCX and C18 cartridges. After
the extracts obtained, the analysis of Liquid Chromatography of High Efficiency (HPLC)
was carried out to quantify the obtained variants. It was observed that MCLR is the most
produced variant by this species in this study, presenting higher concentration in the
intracellular environment than in the extracellular. In the SPE technique, the C18
cartridge showed a good recovery of the sample, around 109-118%, allowing the
identification of the MCLR and MCLA variants from the chromatographic analysis, while
the WCX was not efficient, since it could not retain and concentrate the microcystin
variants identified with C18. Therefore, it is concluded that this result is an alert factor
for the monitoring of cyanobacteria in reservoirs intended for public supply since the
species of this study is potentially producing one of the most toxic variants of microcystin,

MCLR.

Keywords: Intra- and extracellular microcystin, Chromatography, Cartridges, Solid

phase extraction.
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1.INTRODUCAO

Constantemente as atividades humanas prejudicam os ambientes aquéticos € 0s
seres vivos que neles habitam. Ao despejar esgotos domésticos ou industriais acabam por
provocar o desencadeamento do fendmeno conhecido como eutrofizacao. Esse fendmeno
se trata do processo de enriquecimento dos sistemas aquéticos devido a grande quantidade
de nitrogénio e fdésforo que passam a estar disponiveis na dgua. O fendmeno da
eutrofizacdo € um grande responsdvel por outro fendmeno chamado de bloom ou floragdo.

A floragdo € definida como o aumento, em grande quantidade, das cianobactérias
presentes no ambiente aqudtico. As cianobactérias, conhecidas também como algas azuis
ou algas cianoficeas, sdo microrganismos procariontes, semelhantes bioquimicamente as
bactérias, mas que realizam fotossintese como as algas, se distinguindo dessas por
possuirem uma cor verde azulada, associagdo entre um pigmento azul, a ficocianina e a
clorofila. S@o organismos com crescimento favorecido em aguas doces com pH variando
entre 6 ¢ 9 e com alta concentragcdo de nitrogénio e fésforo. (BATISTA DO
NASCIMENTO et al., 2010)

O aparecimento descontrolado de floragdes de cinaobactérias caracteriza um sério
problema ambiental e de risco a saude publica. Além de problemas como a desoxigenagao
da dgua, as cianobactérias produzem toxinas que alteram a cor e o gosto da dgua, podendo
acarretar em diversos problemas a satde.

As microcistinas sdo as cianotoxinas mais comumente encontradas na ocorréncia
de floragcdes de cianobactérias. Elas possuem caracteristicas hepatotéxicas e se acumulam
em organismos aquaticos de onde sdo transmitidas pelos niveis tréficos superiores, sendo
absorvidas por peixes, passaros e mamiferos (MARTINS; VASCONCELOS, 2009).

Tais metabdlitos secundarios sdo estaveis e possuem resisténcia a temperatura,
hidrdlise quimica e oxidagdo. De todas as variantes de microcistina, a microcistina-LR
(MCLR), com leucina e arginina, € a variante mais encontrada no ambiente € a com maior
toxicidade.

Um dos fatores que mais influéncia na remocdo da microcistina de sistemas
aqudticos € conhecer em qual meio ela se encontra: intracelular ou extracelular (quando
ocorre a “lise” celular). Por isso, se torna importante avaliar a quantidade total de
microcistina em uma amostra, tanto as existentes no interior das células quanto as

dissolvidas no meio externo.
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Um dos métodos mais utilizados para a quantificagdo da microcistina consiste em
andlise cromatogréfica (com Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) com extracdo em
fase s6lida. Para tal se torna necessario o conhecimento sobre cartuchos de extracdo em
fase sdlida, ja que, atualmente, existem diversos modelos e variedades no mercado.
Diante disso, este trabalho tem como fim avaliar, quantificar e comparar a eficiéncia para
a andlise de extracdo de microcistina intracelular e para a concentracdo de amostras
contaminadas com microcistina extracelular utilizando dois modelos de cartuchos para

extracdo em fase sélida disponiveis no marcado, o C18 e 0o WCX.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliacdo da eficiéncia de extragdo e concentracdo de microcistina intra e

extracelular de meios de cultura de Microcystis aeruginosa in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

Extracdo de Microcistina Intracelular de células de Microcystis aeruginosa de
culturas in vitro.

Concentracdo de Microcistina Extracelular de culturas in vitro de Microcystis
aeruginosa.

Comparacdo da eficiéncia de cartuchos para realizacdo de SPE, C18 e WCX, para
concentracdo das variantes de microcistina extracelular.

Andlise cromatogrifica de amostras obtidas apds utilizacdo dos cartuchos

estudados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microcystis aeruginosa

As cianobactérias sdo organismos classificados como procariotos que possuem a
capacidade de fixar carbono através do processo de fotossintese. Dessa forma, se tornam
parte da comunidade fitoplanctonica e, consequentemente, contribuem com a
produtividade primdria e o fluxo de energia de ecossistemas aqudticos. As cianobactérias
existem em uma vasta variedade no ambiente e estdo situadas nos mais diversos biétopos
aqudticos. (SA et al., 2010).

Segundo (SVIRCEV et al., 2017), esse grupo de microrganismos sdo ancestrais
procariontes que apareceram no ambiente hd cerca de 2,3 bilhdes de anos atrds e se
proliferaram em todo o mundo. Em condi¢des adequadas, as cianobactérias se acumulam
em grande velocidade em lagos de dgua doce, estudrios e em dguas costeiras, onde
podemos observar a ocorréncia do fendomeno de eutrofizacdo devido as atividades
antropogénicas. Ainda segundo o autor, floragdes desses microrganismos podem causar
impactos em diversos ambitos da sociedade, seja no econdmico ou no social. Isso ocorre
devido aos danos causados a industria de dgua potdvel, recreacdo, turismo, cultura e
agricultura. Além disso, os metabdlitos secundarios, conhecidos como cianotoxinas,
produzidos por esses seres causam impactos a saide humana.

Com diversos géneros no ambiente, as cianobactérias do género Microcystis,
como a Microcystis aeruginosa (Figura 1), ganham destaque por serem as que mais
causam problemas em ambientes aquaticos em grau global, devido sua alta capacidade de

formacao de floracdes e producao de toxinas (JACINAVICIUS, 2015).

Figura 1 - Microcystis aeruginosa
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As floragdes de Microcystis sdo muito densas, devido a alta tolerancia a elevadas
intensidades luminosas, assim, acabam por dificultar o desenvolvimento de demais
espécies fitoplanctodnicas por sombreamento, diminuindo a competi¢do. Outro fator
interessante ¢ que a taxa de crescimento da Microcystis tem relagdo direta com a
temperatura, logo, quanto maior a temperatura maior serd o crescimento das floracdes,
tendo como temperatura 6tima acima de 23°C (FERNANDES et al., 2009).

Dentre diversas espécies de cianobactérias dentro desse género, a Microcystis
aeruginosa € vista com destaque dentre as formadoras de floragdes que ocorrem em dgua
doce. Isto ocorre, devido essa espécie produzir uma cianotoxina conhecida por seus
efeitos hepatotéxicos, chamada de microcistina. (LI et al., 2016).

De acordo com STRAUB et al. (2011) a Microcystis aeruginosa ¢ uma das
cianobactérias mais comuns dentre as fomadoras de floracdes em ecossistemas de dgua
doce e pode ser encontrada bem distribuida nos cinco continentes. A autora ainda diz que
o ciclo de vida anual da Microcystis aeruginosa € dividido em duas fases. A primeira é
chamada de bentdnica e nela essa espécie de cianobactéria vive de sedimentos durante as
estacOes de inverno e primavera. Ja a segunda fase, se chama planctonica e nela esse
microrganismo passa a viver em colunas de dgua, nas quais se organizam em colonias e
passam a migrar verticalmente, isso ocorre nas estacdes de verdo e outono.

A Microcystis aeruginosa também possui linhagens ndo téxicas, de acordo com
JACINAVICIUS, (2015), as linhagens ndo toxicas crescem em melhor qualidade do que
as toxicas em ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes, ja em ambientes com
alta taxa de nutrientes o inverso se torna verdadeiro.

Floracdes de cianobactérias, como a Microcystis aeruginosa, apresentam
caracteristicas tanto ecoldgicas quanto econdmicas e causam problemas de sadde para
todos os organismos, incluindo os seres humanos, que convivem e interagem com
ambientes aquaticos nos quais essas floracoes ocorrem ISAACS et al. (2014). As
microcistinas, produzidas pela Microcystis aeruginosa, entram nesse contexto, ja que,
devido a cadeia alimentar, chegam ao seres humanos causando danos hepatotdxicos a
saude LI et al.,(2016), podendo causar o aparecimento de tumores e levar o individuo

contaminado a 6bito (ARAGAO, 2014).
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3.2 Microcistina

Segundo GUERRA et al. (2015), as microcistinas (MC) sdo as cianotoxinas com
maior frequéncia de estudo e que vém causando um nimero muito grande de casos
relacionados com intoxica¢des em seres humanos em todo o mundo. A autora também
define essas cianotoxinas como um heptapeptideo monociclico que possui em sua
composi¢do sete aminodcidos, dentre eles 0 ADDA — 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-
10-fenildeca-4,6-diendico que € responsdvel pelo funcionamento da atividade bioldgica.

A estrutura das microcistinas (Figura 2) é determinada como monociclicas tendo
em sua composicdo dois L-aminodcidos varidveis, incluindo leucina e alanina (LA),
leucina e arginina (LR), tirosina e arginina (YR), tirosina e alanina (YA), tirosina e
metionina (YM), e dois aminoacidos ndo usuais, N-metildehidroalanina (Mdha) e acido
3-amino-metoxi-10-fenil-2,6,8- trimetildeca-4,6-diendico (Adda) (DE CASTRO LEAL;
PEREIRA SOARES, 2004).

Figura 2- Microcistina
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Fonte: BORTOLI; PINTO (2015)

Dentre as mais de 80 variantes moleculares de microcistinas, seis ganham
destaque: MC-LR, MC-LA, MC-YR, MC-RR, MC-LF e MC-LW, sendo MC-LR, MC-
RR e MC-YR as mais predominantes e MC-LR a mais téxica (PHAM; UTSUMI, 2018).

A microcistina tem sido a causa de envenenamento de animais agricolas, de
estimacdo e, inclusive, casos isolados de envenenamento humano. Estudos de
epidemiologia apontam uma correlacdo entre a exposi¢cdo cronica a essas cianotoxinas
com o surgimento de cancer de figado (OEHRLE et al., 2017). Em camundongos e ratos
de laboratdrio, por exemplo, as microcistinas chegam a causar a morte dentro de poucas

horas (DE CASTRO LEAL; PEREIRA SOARES, 2004).
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O Anexo XX da PRC N°5 de 28 de setembro de 2017 afirma que os riscos de
contaminagdo da dgua para consumo humano com cianotoxinas devem ser minimizados
com a realizacdo do monitoramento de cianobactérias no ponto de captacdo do manancial
superficial, identificando os diferentes géneros e considerando, para efeito de alteracio
da frequéncia de monitoramento, o resultado da dltima amostragem. Quando a densidade
de cianobactérias exceder 20000 células mL', deve-se realizar anélise de cianotoxinas na
dgua do manancial, no ponto de captacdo, com frequéncia semanal. As concentragdes de
cianotoxinas ndo podem ultrapassar os valores maximos permitidos para dgua tratada pela
legislacdo, para a microcistina o valor maximo ndo pode ultrapassar 1,0 ug.L!.

De acordo com (JACINAVICIUS, 2015), diversos fatores podem influenciar na
producdo de microcistina em cianobactérias. O aumento intensidade luminosa leva a um
aumento na produc@o de microcistina, porém até um certo limite, quando passa a ter um
efeito negativo que deve estar relacionado ao estresse celular. J4 levando em consideragdo
a temperatura, o aumento da mesma leva a resultados de maior cota celular de
microcistina, porém, esse efeito varia de acordo com a variante da toxina. A autora ainda
cita os efeitos do fosforo e do CO2, que em menores concentragdes tendem a aumentar a
cota celular de microcistina.

O motivo pelo qual ocorre a produ¢do de microcistinas pelas cianobactérias ainda
permanece em discussdo, porém uma das explicacdes mais aceitas € de que a producdo
dessas toxinas serve de mecanismo de defesa para esses microrganismos. Porém, diversas
evidéncias genéticas moleculares indicam que a origem das microcistinas datam desde
antes da origem dos predadores naturais das cianobactérias, os zooplanctdonicos, ou seja,
essas toxinas podem ter tido outra funcdo (SCHUURMANS et al., 2018).

Devido a capacidade de resistirem a altas temperaturas e de manterem a toxicidade
mesmo apos a fervura, métodos especificos para o suprimento de floragdes e tratamento
de dguas contaminadas tém sido alvos de estudo. O perdxido de hidrogénio (H202) vem
sendo utilizado como ferramenta para suprir o crescimento nocivo de cianobactérias,
principalmente, quando se torna necessaria uma acao imediata. (SANCHES et al., 2012,
SCHUURMANS et al., 2018).

GUERRA et al. (2015) relata que se tratando da remog¢do das cianobactérias em
tratamentos convencionas € recomendado a priorizacdo das células intactas visando
reduzir as concentracdes de percursores de sabor, odor e substancias téxicas que venham

a permanecer na dgua tratada. Estudos ja demonstraram que coagulantes, como o sulfato
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de aluminio ou cloreto férrico em conjunto com a a¢ao mecanica de mistura rapida e da
floculagdo ndo sdo causadores de danos em células de cianobactérias produtoras de
microcistina, como a Microcystis aeruginosa. A autora ainda diz que em se tratando de
lise celular e liberacdo da toxina causada por envelhecimento ou fatores ambientais, o
tratamento convencional passa a ndo ser eficiente na remog¢ao das toxinas j4 dissolvidas.
Uma alternativa recomendada para esse caso € a adsor¢do por carvao ativado, que vem
demonstrando ser eficaz nessa remogao.

Em escala laboratorial, uma das técnicas mas utilizadas para analisar cianotoxinas
como a microcistina é a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE (SANCHES
et al., 2012), para tal, se pode utilizar uma amostra de cultivo de cianobactérias

posteriormente concentrada com o auxilio do método extracdo em fase sélida (SPE).

3.3 Extracao em Fase Solida — SPE

Segundo (ANDRADE, 2012), a extra¢do em fase sélida (SPE) é um dos métodos
de extragdo mais utilizados atualmente. Consiste na extracdo de analitos presentes em
uma matriz aquosa a partir da percolac@o desta em um cartucho contendo um adsorvente.
Porém, dentro da matriz aquosa encontram-se compostos interferentes, e na maioria das
vezes, um solvente organico € utilizado para remover tais compostos.

Além de extrair, concentrar e pré purificar os analitos (Figura 3), a SPE faz uso
de pequeno volumes de solventes e necessita de pouca manipulacdo da amostra, o que
torna o método mais rapido para execucao. Também pode-se considerar a SPE um método
simples, de alta eficiéncia, reprodutivel e com o auxilio de um sistema a vécuo,

“manifold”, se torna ainda mais rapido e menos exaustivo (CAVALCANTE et al., 2007).
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Figura 3 - Etapas da SPE
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Fonte: (CALDAS et al., 2011)

Mesmo com diversas vantagens, a SPE possui algumas limita¢des, Elas se referem
a etapa de dessorcdo ao analito retido no cartucho utilizado que necessita geralmente o
uso de solventes mais especiicos. (BARRIONUEVO; LACAS, 2001).

Ja na escolha do sorvente é necessdrio levar em consideracdo as informacodes a
respeito dos analitos de interesse, a natureza da matriz e as impurezas que se deseja
eliminar. As fases sélidas mais usadas para a SPE sdo: 8, C18, carbono grafitizado, resina
trocadora i6nica e materiais poliméricos, tal como estireno divinilbenzeno,

comercializados em cartuchos e disco. (CALDAS et al., 2011).

3.3.1 Cartuchos

Atualmente, no mercado € possivel encontrar diversos modelos de cartuchos para
a realizacdo da extracdo em fase s6lida com diversas combinacOes de compostos que
servem de adsorventes. Os compostos podem ser ndo-polares, moderadamente polares ou
polares. Por exemplo, um octadecil (C18) ligado a silica (ODS) é uma fase sélida bastante
usada. Os grupos funcionais ligados a fase sélida atraem os compostos hidrofobicos
presentes na amostra por meio de interacdes de Van der Waals e os extraem da solucao
aquosa. (SKOOG, WEST, HOLLER, CROUCH, 2006).

O cartucho C18 (Figura 4) é usado com compostos nao polares a moderadamente
polares, como antibidticos, barbitdricos, benzodiazepinicos, cafeina, drogas, corantes,
Oleos volateis (essenciais), vitaminas lipossoluveis, fungicidas, herbicidas, pesticidas,
hidrocarbonetos, parabenos, fendis, ésteres de ftalatos, esterdides, surfactantes, teofilina

e vitaminas soliveis em dgua. (DEAN, 2009).
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Outro modelo de cartucho utilizado na extragdo em fase sélida é o WCX (Figura
4). O material LC-WCX SPE contém um grupo de dcido carboxilico alifatico que esté
ligado a superficie da silica. O grupo do dcido carboxilico € um anion fraco e, portanto, é
considerado um trocador de cétions fraco (WCX = weak cation exchanger). O grupo
funcional de é4cido carboxilico no LC-WCX tem um pKa de cerca de 4,8, que serd
carregado negativamente em solu¢des de pelo menos 2 unidades de pH acima deste valor
e ird isolar cations se o pH for um em que ambos fiquem carregados (DEAN, 2009).

O LC-WCX pode ser usado para isolar e recuperar cdtions fortes e fracos, pois o
grupo funcional dcido carboxilico na superficie da silica pode ser neutralizado (2 unidades
de pH abaixo do seu pKa) para eluir um cation forte. Os cédtions fracos também podem
ser eluidos do LC-WCX com uma solu¢do que neutraliza o cédtion adsorvido (2 unidades
de pH acima do pKa), ou adicionando um cétion diferente que desloca o analito (DEAN,

2009).

Figura 4 - Cartuchos para SPE (WCX e C18)

3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia — HPLC

De acordo com LANCAS (2009), a técnica de Cromatografia funciona partir da
separacdo de componentes para sua posterior identificacdo, quantificagdo ou obtencao da
substancia pura. Esses componentes sdo distribuidos em fase estaciondria e fase mével.
A fase estaciondria € fixa e possui uma grande drea superficial enquanto a fase mével é
um fluido que passa através da fase estaciondria.

Para a realizacdo de procedimentos que objetivem a separagdo, identificacdo e
quantificacdo de cianotoxinas é empregado o uso de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE). Nesse método, diferentes fases estacionarias e mdveis sdo usadas
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dependendo das propriedades fisico-quimicas das amostras que se deseja analisar. Tais
fases possuem a finalidade de separar os compostos da amostra, essa separagdo acaba
resultando em cromatograma, onde sdao formados picos que sao analisados de acordo com
suas intensidades e tempos de retencdo, eluicdo, o que possibilita a identificacdo do
composto presente na amostra. Alguns sistemas de deteccio sdo acoplados aos sistemas
de CLAE, sao eles: UV/Vis (absorbancias em ultravioleta e visivel) e PDA (arranjo
fotodiodo) (BORTOLI; PINTO, 2015).

Os métodos baseados no CLAE sdo mais indicados para uma variedade de
compostos organicos que apresentem a polaridade mais elevada e uma volatilidade mais
baixa ou, ainda, elevada instabilidade térmica. (DA SILVA; COLLINS, 2011).

Para a realizacdo da quantificacdo de microcistinas € preciso se ter, previamente,
o conhecimento da variante detectada e a realizacdo de uma curva de calibragdo com seu
padrdo analitico. Tal padrdo pode ser bastante caro e de dificil obten¢do, ja que deve ser
importado na maioria dos casos e por possuir uma classificacdo de risco elevada
(BORTOLI; PINTO, 2015).

Dentre as vantagens da CLAE estdo o menor tempo de andlise, a alta resolugdo,
os resultados quantitativos, a boa sensibilidade, a versatilidade e a automagdo da técnica.
Ja entre as desvantagens estdo o alto custo na instrumentacdo e operacdo, a falta de
detector universal sensivel a necessidade de experiéncia dos operadores (MILEO, 2014).

Se tratando da andlises de microcistinas, estudos como os de CASSINI;
ANTUNES; KELLER (2013) listam condi¢es Otimas parar se realizar a técnica de
CLEA com essas cianotoxinas. Tais condi¢des sdo: detector UV-Vis; Fluxo de 1,0 mL
min-1; volume injetado de 20,0 puL; comprimento de onda a 238 nm; temperatura
ambiente, fase movel acetonitrila/dgua 35-65%, com 0,05% de &cido trifluoracético

(TFA), método isocratico.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido na Se¢do Laboratorial de Qualidade de Agua
(SELAQUA) do Departamento de Engenharia Hidraulica e Ambiental da Universidade
Federal do Ceara.

O desenvolvimento das etapas experimentais € 0s equipamentos € materiais

utilizados sdo descritos nos topicos seguintes.

4.1 Cultivo de Cianobactérias

As amostras analisadas foram obtidas de cultivo proprio de Microcystis
aeruginosa (MA) cultivadas no meio ASM-1 (GORHAM et al., 1964) com pH 8, mantido
a uma temperatura de 25°C e em um ciclo de luminosidade de 12/12h.

Para cada litro do meio de cultura ASM-1 (Tabela 1), foram utilizados 20mL de
solugdo estoque A, 2mL de estoque solucao B, 200 pl de solugdo estoque C e 400 ul de
solugdo estoque D. Essas solugdes foram adicionadas nessa ordem em agua destilada e
com um agitador magnético, teve seu pH ajustado para 8, adicionando HC1 1M ou NaOH
IM. Por fim, o meio foi autoclavado por 40 minutos, e ap6s o resfriamento deste, as cepas

de microcystis aeruginosa foi inoculado neste meio para promover seu crescimento.

Tabela 1 - Composi¢ao do meio de cultivo ASM-1.

Solucgio Estoque A Peso (g) Completar para
NaNOs3 1,7 200 mL
MgCl12.6H20 0,41
MgS04.7H20 0,49
CaCl2.2H20 0,29
Solucao Estoque B Peso (g) Completar para
K2HPO4 ou 0,87 100 mL
K2HPO4 .3H20 1,14
Na2.HPO4.12H20 ou 1,78
Na2.HPO4.7H20 1,33
Solu¢ao Estoque C Peso (g) Completar para
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H3BO3 2,48
MnCI2. 4 H20 1,39
FeCl3.6H20 1,08
ZnCI12 0,335
CoClI2.6H20 0,019
CuClI2 ou 0,0014 ou
CuClI2 .2H20 0,0018
Solucao Estoque D Peso (g) Completar para
EDTA Na2(titriplex III) 1,86 100mL

Amostras do cultivo de Microcystis aeruginosa (Figura 5) foram analisadas por
cromatografia liquida apos 15 dias de inoculacdo da cepa. As amostras foram processadas
antes da analise cromatografica sendo tais processos realizados, o de extracdo da
microcistina intracelular e concentragdo da microcistina extracelular a partir do filtrado
obtido do processo de extragdo. Uma aliquota da solucdo padrao de concentragdo
conhecida da variante de MCLR foi diluido para um volume maior de forma a testar a
eficiéncia de concentracdo da analito em estudo através da percolacdo dessa solugdo

diluida nos dois cartuchos estudados nesse trabalho.
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Figura S - Cultivo de Cianobactérias

4.2 Extracao de Microcistina Intracelular

Para a extragdo da microcistina intracelular foi realizado um processo de filtragao
a vacuo da amostra para separacao das células de microcystis aeruginosa do meio onde
estavam inseridas. O filtro com as células retidas foi acondicionado em placa de petri e o
filtrado obtido armazenado para o processo de concentra¢do da microcistina extracelular.

O filtro foi congelado e descongelado trés vezes de forma a facilitar a ruptura da
parede celular. Apos essa etapa, o filtro foi submerso em 10mL de Metanol 100% durante,
no minimo, 2 horas para possibilitar a extragdo de todo o material intracelular incluindo
0 metabolito de interesse para esse estudo.

Ap0s a extracdo, o liquido foi pipetado, filtrado para a remogado de particulados e
armazenado em tubos de ensaio que, em seguida, foram aquecidos em um digestor a
temperatura de 50°C para a cristalizacdo da microcistina nas paredes do tubo. Esses
cristais foram dissolvidos em metanol 80% e armazenado em vials para posterior analise

em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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4.3 Concentracao de Microcistina Extracelular

Para a concentra¢do da microcistina extracelular foi utilizado o manifold (Figura
6) para extragao em fase solida, equipado com bomba de vacuo e valvula de controle de
pressao. A amostra foi passada através dos cartuchos por gotejamento a partir de um

sistema de adicdo de amostra (sistema aberto).

Figura 6 - Manifold

SUPELCO

O processo de extragdao foi aplicado utilizando-se condicionamento sequencial
com metanol (10 mL) e 4gua (10 mL). Amostras (100 mL) foram percoladas pelo cartucho
para concentragdo da microcistina. Apos esta etapa, a lavagem do cartucho foi realizada
para a remoc¢ao de outros compostos que poderiam interferir na pureza da microcistina ao
final do processo. A lavagem foi executada de modo sequencial, percolando-se pelo
cartucho, nessa ordem, solugdo de metanol 10, 20 e 30%. Por fim, o solvente foi
evaporado até a secura durante, no minimo, 5 min e ap6s isso, a microcistina foi eluida
percolando 750uL de solugdo de metanol 80% no cartucho, foi recolhida em vial para

posterior analise em CLAE.

4.4 Analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Este estudo foi realizado por Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAE)

com detector de luz visivel. Na Figura 7, tem-se representado a esquematizacdo do
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sistema utilizado neste trabalho. A composi¢ao do aparato experimental é constituida pelo
cromatégrafo e pelo sistema de aquisi¢ao de dados, feita através do programa LC Agilent

para coleta e processamento dos dados.

Figura 7 — Cromatdgrafo Liquido de Alta Performance

Foi utilizado um cromatégrafo Agilent Technologies modelo 1290 Infinity,
contendo uma bomba de alimentacdo e quatro reservatdrios para a fase mével, um injetor
automatico, uma coluna de fase reversa e um detector de luz visivel (DAD). Os eluentes
utilizados foram: Acido Trifluoroacético (TFA) 0,05% em dgua (A) e Acido
Trifluoroacético (TFA) 0,05% em Acetonitrilia (B).

As condi¢des cromatograficas, adaptadas de Lawton (1994), estdo descritas na

Tabela 2. O Gradiente de elui¢cdo da fase movel esta descrito na Tabela 3.



Tabela 2 - Condi¢des cromatogréficas utilizadas
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Parametros

Detalhamento

Injetor de Amostra

50pL

Fase Mo6vel

A —0,05% TFA em Agua

B —0,05% TFA em Acetonitrila

Fluxo 0,5 mL/min
Desgaseificador Presente no sistema HPLC
Coluna Fase Reversa, C18

Temperatura da Coluna

40 °C

Deteccao

DAD (238 € 222 nm)

Pressao Maxima

600 bar

Tabela 3- Gradiente de elui¢do utilizado no método

Tempo (min) A—0,05% TFA em Agua | 00 e ThAem
Acetonitrila
0 70 0
10 — -
25 0 =
20 0 100
> 0 100
28 = =
30 =0 =
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de analise foram utilizados para ambos os cartuchos, C-18 e WCX.

Portanto,

5.1 Cromatogramas e Curvas de calibracao para solucoes padriao de MCLR e

MCLA

os resultados de cada um serdo analisados nas proximas

secoes.

A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 8 e Figura 9, obtidos a partir

da inje¢do dos padroes de MCLR e MCLA, observa-se que a estas variantes eluiram no

tempo de retengao de 4,83 e 16,05 min, respectivamente.

CASSINI; ANTUNES; KELLER (2013) obtiveram cromatogramas com picos de

MCLR eluindo em tempos menores que MCLA, 25,7 min e 29,7 min, respectivamente.

Diferentes especificagdes de coluna, vazao menor ¢ tempo de corrida maiores podem

explicar os tempos de elui¢ao obtidos serem diferentes do presente trabalho (TR: 4,8 min

para MCLR e TR: 16,05 min para MCLA).

Figura 8 - Cromotograma do Padrao de MCLR
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As concentragdes para a curva de calibragdao variaram para a MCLR de 0,5 a 10
mg.L!. Na Figura 10, pode-se verificar a linearidade da MCLR com coeficientes de
correlacdo (1) acima de 0,99, indicando que as areas dos picos sdo proporcionais as

concentragoes respectivas, conforme exigido pela RDC n°166/2017 da Anvisa.

Figura 10 - Curva de Calibracio MCLR
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O mesmo range de concentracdes da curva de calibragdo da MCLR foi utilizado
para a curva de calibragdo da MCLA nas mesmas condi¢des de andlise. Na Figura 11,
pode-se verificar a linearidade da MCLA com coeficientes de correlagdo acima de 0,99 e

0s picos proporcionais as respectivas concentragoes.
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Figura 11 - Curva de Calibracio MCLA
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MACHADO (2008) também elaborou uma curva de calibragdo para MCLR. A
linearidade foi obtida também através da curva de calibracio com cinco niveis de
concentracao: 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 ¢ 0,5 mg.L'1 e coeficiente de correlagdo 2> 0,99. EM
et al. (2012) também obteve um bom coeficiente de correlagdo ao realizar uma curva de
calibragcdo para MCLA e MCLR. Ele obteve valores do coeficiente de correlagdo acima
de 0,99.

Comparando os coeficientes de correlagdo de MACHADO (2008) e EM et al.
(2012) com os obtidos neste estudo para MCLR e MCLA, percebe-se que as curvas de
calibracdo obtidas para essas duas variantes de microcistina sdao adequadas para a

determinagdo destas variantes em amostras desconhecidas.

5.2 Recuperacao de amostras com cartuchos C18 e WCX

Com os resultados dos cromatogramas obtidos foi realizado andlises de
recuperacdo de microcistina a partir da concentragao das solugdes diluidas do padrao das
variantes analisadas. Os valores encontrados referentes ao cartucho C-18 em duplicata

encontram-se na Tabela 4.



31

Tabela 4 - Andlise de recuperacdo de microcistina

Concentracdo (mg/L) Volume (mL)
Amostra ) Recuperacao (%)
Teodrico Experimental | Experimental
1 11,90 13,00 0,63 109
2 12,71 15,00 0,59 118

Concentracao experimental

Recuperacao = x100 Equacao 1

Concentracgao teorica

Os valores para recuperacdo da amostra, obtidos a partir da Equacdo 01, foram
109% e 118%, respectivamente para as duplicatas 1 e 2. ZASTEPA (2014) mostrou uma
recuperagdo similar ao que ocorreu no presente trabalho. Ele obteve uma recuperagdo em
torno dos 87%. Isto mostra que o cartucho C-18 ¢ eficiente para a concentragdo de
amostras diluidas de microcistina. Isto pode ser aplicado para analises de amostras
ambientais, onde mesmo em pequenas concentragdes, a microcistina pode ser
concentrada e detectada posteriormente por cromatografia liquida. De acordo com a RDC
n°166/2017 da Anvisa, porcentagens de recuperacdo do analito e do padrdo interno
proximos a 100% sao desejaveis, devem variar entre 70-120%.

O mesmo procedimento foi realizado com o cartucho WCX, porém como o
mesmo nao mostrou nenhuma evidencia de MCLR ou MCLA nos cromatogramas
obtidos, isto nos leva a crer que este cartucho nao ¢ adequado para a concentracao de
variantes de microstina.

De acordo com AGUIAR JUNIOR et al. (2018) o sorvente mais utilizado como
fase solida na SPE ¢ octadecilsilano (C-18) ligado quimicamente sobre silica. Essa
escolha se deve a seletividade adequada para os contaminantes de origem organica,
eficiéncia na remocao de analitos presentes em amostras de matriz aquosa e sua grande

diversidade comercial.
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5.3 Anadlise cromatografica de Microcistina Extracelular apods ensaios de
concentracio de amostras de cultivo de Microcystis aeruginosa in vitro usando SPE
e de Microcistina Intracelular apés extracao de células de Microcystis aeruginosa de

culturas in vitro.

O cromatograma da Figura 12 foi obtido apds a concentragdo da Microcistina
extracelular de amostras de cultivo com o Cartucho C-18. A andlise cromatografica das
amostras, obtidas apds a percolacao destas pelo cartucho, mostrou que a eluicdo da
variantes ocorreu no tempo de retencdo semelhante ao tempo de retencdo obtido no
cromatograma dos padrdes, 4,5 min para MCLR e 16,2 min para MCLA, ordem de
eluicdo ja era esperada como também obtido por LAWTON; EDWARDS; CODD (1994).

Figura 12 - Cromatograma da microcistina extracelular concentrada com C18
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Trabalhos como o de ZASTEPA (2014) também corrobora com a ordem de eluigao
das variantes de microcistina. Em seus experimentos, a variante MCLR eluiu antes da
variante MCLA.

De forma anéloga ao processo com o cartucho C18, utilizou-se o cartucho WCX
para a concentragdo de microcistina nas amostras de cultivo (Figura 13). Apds a analise
cromatografica da amostra concentrada, observou-se que o cromatograma obtido ndo
apresentou nenhum trago de variantes de microcistina. Isto deve-se a maior afinidade do
WCX com matrizes organicas DEAN (2009), ndo conseguindo reter compostos em matriz

aquosa.
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Figura 13 - Cromatograma da microcsitina extracelular concentrada com WCX
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Ao contrario do WCX, o cartucho C18 possui uma boa eficiéncia na remocao de
interferentes apolares, além de uma seletividade adequada para os contaminantes
organicos e eficiéncia no processo de remocdo de analitos de amostras de 4dgua
(CABRERA et al., 2012 e AGUIAR JUNIOR et al., 2018).

O cromatograma da Figura 14 foi obtido apds a extracdo da Microcistina

intracelular de amostras de cultivo, utilizando o cartucho C-18.

Figura 14 - Cromatograma da microcsitina intracelular extraida de amostras de cultivo
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Como se pode observar, o cromatograma obtido se apresentou com o mesmo
padrdo presente nos cromatogramas das solugdes padrdo das variantes. A ordem de

eluicdo permaneceu a mesma, com a MCLR eluindo em tempo menor que a MCLA.

5.4 Analise das Concentracoes de Microcistina Intra e Extracelular.

Como se pode observar Tabela 5, referente ao cartucho C-18, se tratando do meio
extra celular foram obtidos valores de concentragdes para cada variante muito proximos
nas duplicatas analisadas. Com a concentragdo de MCLA sendo quase o dobro do valor
obtido para MCLR. No caso do meio intracelular, se obteve o contrario, a concentragdo
de MCLR se torna muito maior que a de MCLA. Além disso, as concentracdes de ambas

as variantes no meio intracelular também sdo mais elevadas que no meio extracelular.



34

Tabela 5 - Valores das concentragdes de microcistina intra e extracelular obtidas com

as andlises de extracdo e concentragao.

Concentracdo | Concentracao Média
Microcystis Variante
] o Amostra 1 Amostra 2 Concentragdo
aeruginosa Microcistina
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
MCLR 0,190 0,180 0,185
Extracelular
MCLA 0,400 0,390 0,395
MCLR 11,370 12,870 12,120
Intracelular
MCLA 0,990 1,060 1,025

Os maiores valores de concentracdo de microcistina intracelular podem ser
explicados pela fase de crescimento em que a amostra de cultivo pode estar. No
experimentos de ARAUJO (2012), a concentragdo de microcistina intracelular se manteve
maior que a concentracdo de microcistina extracelular durante a fase estacionaria de
crescimento, tal fato se tornaria contrario caso ocorresse uma lise celular devido a fatores
mecanicos aplicados ao experimento.

A grande diferenga de concentragdo das variantes no meio intracelular ¢
considerada normal, de acordo com MATTHIENSEN; YUNES; CODD (1999) a variante

que mais se destaca ¢ a MCLR (com leucina e arginina como os aminoacidos variaveis).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que os métodos empregados para a
extragdo de microcistina intracelular ¢ concentracdo de microcistina extracelular sao
eficientes para obtencdo deste metabolito a partir de amostras de Microcystis aeruginosa
cultivadas in vitro. Para 21 dias de crescimento obteve-se 12,120 mg/L de MCLR e 1,025
mg/L de MCLA no meio intracelular e 0,185 mg/L de MCLR e 0,395 mg/L de MCLA no
meio extracelular.

Conclui-se que, sem que haja a “lise celular”, a liberacdo natural dessas toxinas
para o meio extracelular é pequena. No entanto, esse resultado ¢ um fator de alerta para
o monitoramento de cianobactérias em reservatorios voltados para abastecimento publico
posto que essa espécie ¢ potencialmente produtora de uma das variantes de microcistina
mais toxicas, a MCLR.

Comparando-se os dois cartuchos WCX e CI18 quanto a concentragdo de
microcistina verificou-se que o cartucho C18 apresentou uma recuperagao da amostra de
109 e 118% e possibilitou a identificacdo e quantificacdo das variantes de microcistina
presentes na cultura. O cartucho WCX ndo possibilitou a identificacdo de variantes de
microcistina pois ndo conseguiu reter € concentrar essas variantes do meio extracelular.

Conclui-se que o cartucho C18 ¢ mais eficiente em estudos envolvendo
concentragdo de microcistina em amostras de cultivo in vitro e amostras ambientais, ja

que este cartucho apresenta maior afinidade com este metabolito.
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