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RESUMO

Existem diversos métodos analiticos utilizados para detectar e quantificar cianotoxinas dissolvidas
(fracdo extracelular) na &gua e em células de cianobactérias (fracéo intracelular). Esses métodos podem
variar quanto ao nivel de sofisticacdo, bem como ao grau de informacGes que eles fornecem. Métodos
relativamente simples e com baixo custo podem ser usados para avaliar rapidamente o risco potencial
da presenca dessas toxinas em agua e permitir a agilidade na tomada de decisdes. Por outro lado, técnicas
analiticas podem ser aplicadas para determinar com maior precisdo, 0 tipo e a quantidade desse
microcontaminante. Este estudo faz uma avaliagdo do método analitico de determinacdo de MC-LR por
meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM),
classificando os principais parametros normalmente utilizados para métodos quantitativos. Concluiu-se
que os testes cromatogréaficos séo eficientes na separagdo e quantificacdo da toxina em amostras de
aguas. Por se tratar de um método analitico, estes testes devem ser validados para serem aprovados e
registrados na Secretaria de Vigilancia da Saude. Os pardmetros normalmente utilizados para a validacdo
de métodos quantitativos sdo: especificidade ou seletividade, linearidade, intervalo, precisdo,
repetitividade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), exatidéo, robustez, recuperacado e
incerteza de medicgdo. Dependendo do proposito do método, alguns dos parametros apresentados podem
deixar de ser avaliados. Todavia, a exatiddo e a precisdo do método constituem parametros
indispensaveis, independente do seu propdsito, exceto para métodos com objetivo apenas qualitativo.

Palavras-chave: Validacdo de método, CLAE-EM,Cianotoxina.

INTRODUCAO

Existem diversos métodos analiticos utilizados para detectar e quantificar cianotoxinas

dissolvidas (fracdo extracelular) na agua e em células de cianobactérias (fracdo intracelular).
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Esses métodos podem variar quanto ao nivel de sofisticacdo, bem como ao grau de informacdes
que eles fornecem. Meétodos relativamente simples e com baixo custo podem ser usados para
avaliar rapidamente o risco potencial da presenca dessas toxinas em agua e permitir a agilidade
na tomada de decisdes. Por outro lado, técnicas analiticas sofisticadas podem ser aplicadas para
determinar com maior precisdo, o tipo e a quantidade dessas substancias. Contudo, tanto as
técnicas, quanto as metodologias podem ser selecionadas dependendo dos equipamentos e do
grau de especificidade e do tipo de informacéo requerida.

As principais metodologias de deteccdo e quantificacdo de microcistinas em amostras
de agua dividem-se em fisico-quimicas (CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia),
bioquimicas (ensaio de inibicdo da fosfatase, ELISA, biologia molecular) ou bioldgicas
(bioensaios, testes de toxicidade) (MCELHINEY E LAWTON, 2005). Os testes
cromatogréficos constituem um método analitico de referéncia nas andlises de microcistinas,
eficiente na separacdo e quantificacdo dessas toxinas em amostras de dguas. Sobretudo, por se
tratar de um método analitico, os testes cromatograficos necessitam ser validados para serem
aprovados e registrados na Secretaria de Vigilancia da Saude (BRASIL, 2006).

Este estudo faz uma avaliagcdo do método analitico de determinag&o de microcistina-LR
por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a deteccao por espectrometria de
massas (CLAE-EM), classificando os principais parametros normalmente utilizados para

métodos quantitativos.

METODOLOGIA

No presente estudo, foi realizada uma revisdo bibliografica sobre validacdo de método
analitico para deteccdo e quantificacdo de microcistina-LR por cromatografia liquida de alta
eficiéncia aclopada a espectrometria de massas (CLAE-EM). Para tanto, foram utilizados como
recursos: artigos, dissertacGes e teses cientificas com abordagem do tema em estudo.
Considerando como os bancos de dados a plataforma SciELO (Scientific Electronic Library

Online) e CAPES (Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior).

DESENVOLVIMENTO
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Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-
EM)

O boténico russo Michail Semenovich Tswett foi o descobridor da cromatografia no
inicio do século XX. Usou uma coluna de carbonato de calcio para separar pigmentos de folhas
arrastando-os com um solvente e separando-os numa série de bandas coloridas. Denominou-se
assim o termo cromatografia (do grego kroma+graphia, o registro da cor). Depois de Tswett,
muitos cientistas fizeram substanciais contribui¢fes para o avanco da teoria e da pratica da
cromatografia e estima-se que atualmente cerca de 60% das analises feitas no mundo envolvem
a cromatografia (DEGANI et al., 1997).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem se destacado nos Gltimos anos
devido a alta sensibilidade de separacdo dos componentes do analito. Os métodos de separagdo
por cromatografia em coluna, implicam em interagdes fisico-quimicas entre 0s compostos
presentes na amostra e a fase estacionaria da coluna cromatografica, e sua aplicacdo permite a
analise qualitativa ou quantitativa de varios microcontaminantes de interesse ambiental. A
cromatografia em coluna, permite separar constituintes de uma mistura através de sua
distribuicdo em duas fases: uma estacionaria (fixa na coluna cromatografica) e outra movel
(OEHRLE et al., 2010).

Sendo uma das ferramentas analiticas mais poderosas da atualidade para determinagdo
de compostos organicos, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(CLAE/EM) permite que compostos pré-separados sejam identificados e quantificados com
alto grau de seletividade e sensibilidade. Os compostos eletricamente carregados, ou ions, sdo
selecionados e medidos de acordo com a razdo massa/carga (m/z), resultados estes da acdo de
campos elétricos ou magnéticos gerados na regido do analisador do equipamento que,
comumente, pode estar disposto em diferentes configuragdes. Um espectrometro de massas é
constituido de unidades fundamentais como: uma fonte de ionizagdo, na qual sdo gerados 0s

ions na fase gasosa, um analisador e um detector (INMETRO, 2016).

As colunas utilizadas em CLAE sdo geralmente de aco inoxidavel, com diametro
interno de cerca de 0,45 cm para separagdes analiticas e na faixa de 2,2 cm para preparativas.
O comprimento é variavel, sendo comuns colunas analiticas de 10- 25 cm e preparativas em

torno de 25- 30 cm. Essas colunas séo reaproveitaveis, sendo empacotadas com suportes de alta

resolucéo, ndo sendo necessaria sua regeneracao apos cada separacdo (COLLINS et al, 1997).
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Nas analises de microcistinas € comum o uso de colunas de fase reversa C18, com

separacdo realizada pelo gradiente de hidrofobicidade. Este gradiente abrange diferentes
polaridades, permitindo a analise de todas as variantes de microcistinas. A identificacdo pode
ser realizada por um detector ultravioleta combinado (CLAE/UV), ou por uma anélise
sequencial em espectrometria de massa (CLAE/EM). A espectrometria de massas (MS) é
atualmente uma das técnicas analiticas mais versateis e sensiveis, com aplicagdo em diversas
areas e estudos. A analise consiste na geracdo de ions através de uma fonte de ioniza¢do. Em
seguida, os ions sdo separados por meio de sua relacdo massa-carga (m/z) em um analisador de
massas e detectados. A magnitude do sinal elétrico em funcdo da razdo m/z é convertida por
um processador de dados, o qual gera o espectro de massas correspondente (WELKER et al.,
2002).

Inicialmente, a técnica MS era restrita a analise de gases, substancias volateis e
termicamente estaveis, limitando os tipos de analise. Com o desenvolvimento de técnicas como:
Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI) , Electrospray lonization (ESI), Matrix-
Assisted Laser Desorption (MALDI), Sonic Spray lonization (SSI) , Desorption Eletrospray
lonization (DESI) (e Easy Ambient Sonic-spray lonization (EASI), houve uma extensdo na
aplicacdo da MS no estudo e andlise de todos os tipos de moléculas, inclusive analise de
metabdlitos secundarios, proteinas, enzimas de organismos distintos e identificacdo de micro-
organismos (GAMBARO et al., 2012; GAZZAH et al., 2013; SINGH; VERMA, 2012; VAN
OUDENHOVE; DEVREESE, 2013).

Embora a analise de toxinas por CLAE seja capaz de fornecer informac@es precisas e
especificas sobre a identidade e a quantidade de cada variante de microcistina, na ordem de
nanogramas, o metodo requer elevado custo, instrumentacéo e pessoal especializado, cuidados

na preparacdo da amostra e a comparagdo com padrdes da toxina (LI et al., 2014)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Deteccdo e quantificacdo de MC-LR por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM)

Grande parte dos estudos que quantificam a cianotoxina microcistina-LR por CLAE tem

recorrido a Extragdo em Fase Solida (EFS) como etapa de preparo de amostras, especialmente
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em amostras com matrizes complexas. Na Tabela 1 apresenta as metodologias de EFS utilizadas

para preparo de amostra de microcistina-LR.

Tabela 1. Metodologias de EFS utilizadas para preparo de amostra de microcistina-LR

Preparo de Amostra por Método de Extracao em Fase Solida (EFS)

Vazao da
Cartucho Condicionamento Amostra Clean up Efluente Autor
(mL.mint)
C18 10 mL MeOH + MeOH: H,O MeOH, Ramanan, et
10 mL (10:90) cloroférmio al., (2000)
MeOH 20% 1 e hexano
HLB MeOH em Acido MeOH: H,0 Yuan, et al.,
Acético (0,1 M) - (30:70) em MeOH (2006)
Acido Acético
0,2 M)
C18 10 mL MeOH + - Reilly e Codd
10 mL H20 <10 MeOH (2007)
C18 10 mL ACN + H->0 ACN Momani
10 mL H20 5 et al. (2008)
C18 10 mL MeOH + MeOH: H,0 Mekebri et al.
10 mL H20 5 (90:10) em MeOH (2009)
0,1% TFA
HLB 10 mL MeOH 10% + MeOH: H20 MeOH Miao et al.
10 mL MeOH 20% 5 (10:90) + (80%) (2010)
MeOH: H20
(20:80)
C18 10 mL MeOH - MeOH: H20 MeOH Pinho (2014)
(20:80)

Fonte: Autor, 2019.

Quando se necessita da confirmacdo e identificagdo da cianotoxina analisada, um

método muito utilizado e sofisticado como o CLAE (Cromatografia Liquida Acoplada a

Espectrometria de Massas) pode ser empregado. Este método prové a melhor solucdo para

identificacdo, pois usa como ferramenta de deteccdo, além da prévia separacdo pela

cromatografia a liquido, a identificacdo dos ions gerados pela fragmentacdo das moléculas sob

estudo, produzindo um espectro de massas. Portanto, este método permite a separacdo e

identificacdo simultanea de compostos (MSAGATI et al., 2006). Através da cromatografia

liquida, limites de quantificacdo relativamente baixos podem ser obtidos e subprodutos de

(83) 33223222

contato@conapesc.com.br

Www.conapesc.com.br



CONGRESSO
NACIONALde

\ PESQUISA cENSINO
emC|ENCIAS

» CONAPESC

degradacdo avaliados (PINHO, 2014). Assim, varios métodos de detecgdo da toxina ja foram

desenvolvidos por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Tabela 2).

Tabela 2. Alguns métodos de detec¢do de MC-LR desenvolvidos por meio da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

Quantificacdo de Microcistinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Volume Vazdo Tempe LD

Equipamento  Matriz F.E de F.M F.M ratura  (ug Autor

Injecéo (mL. (°C) LY
(uL) min)

CLAE-EM Meio Coluna 20 MeOH: H20 1 - 0,2 Mekebri et
reacional C18 (90:10) em al., (2009)
de AOP (300 x 0,1% TFA)

3.9 mm
d.i.)
CLAE- Meio Coluna - Acido 0,3 - - Miao
DAD reacional C18 Trifluoroacéti et al.,
de AOP (150 x c00,1%e (2010)
2,1 mm Acetonitrila
d.i., (35%:65%)
3,5um) (Eluigéo
Isocratica
CLAE- Extrato C18 (15 25 ACN: H0, - 40 1 Pichardo e
DAD concentrad cm x ambos Pflugmache
o de 3.9 mm acidificados r (2011)
cianobacté d. i, com TFA
rias 5um) 0,1%

CLAE Bioldgica C18 10 0,05% Acido 0,2 40 6 Lietal.,
(detector de  (plasma e (100 x F6rmico em (2014)
Espectromet bile de 2,1 mm Acetonitrila e

ria de peixe) d.i.) 0,05% Acido
Massas lon Férmico em

Trap) Agua

Ultrapura
(Eluigao
Gradiente)
CLAE - Meio C18 (25 20 MeOH: H.0, 0,9 45 200 Pinho
DAD reacional cm X ambos (2015)
de AOP 4.6 mm acidificados
d. i, com TFA
5um) 0,1%

Fonte: Autor, 2019. Legenda: (-). Ndo informado; F.E: Fase estacionaria; F.M: Fase movel; (£)
Comprimento de onda; (d.i): Didmetro interno; LD: Limite de deteccéo.

Validagdo do método analitico para a determinacd@o da microcistina-LR

A validagdo é realizada para garantir que a metodologia analitica seja exata, reprodutivel

e flexivel numa faixa especifica, em conformidade com as exigéncias legais ou com o fim

proposto pelo método analitico. No Brasil, o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e
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Qualidade Industrial, INMETRO e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA,

disponibilizam guias para o procedimento de valida¢do de métodos analiticos, respectivamente.
A resolucdo da ANVISA é o guia mais adequado para a validacéo de técnicas cromatograficas
ligadas aos estudos de cianotoxinas, pois descreve uma metodologia que se aplica as técnicas
analiticas diretamente associadas as politicas de protecdo de saude publica (RIBANI et al.,
2004).

A primeira etapa da validacdo é a definicdo de uma condi¢do analitica proveniente de
uma revisdo da literatura e de um desenvolvimento pratico. Em relacdo aos metodos
cromatograficos, esta padronizacdo deve considerar a influéncia da variacdo causada pelo uso
de diferentes lotes e/ou fabricantes de colunas, da variacdo da temperatura, da composicao da
fase movel e do pH da fase movel (INMETRO, 2016). Os testes de validacdo envolvem a
avaliacdo de diferentes parametros de desempenho do método, conhecidos como parametros de
validacdo que sdo: especificidade ou seletividade, linearidade, intervalo, precisdo,
repetitividade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, exatiddo, robustez, recuperacédo e
incerteza de medicdo (RIBANI et al., 2004; ALBUQUERQUE JUNIOR, 2007).

Especificidade e Seletividade

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas com o evento da deteccdo. A
especificidade refere-se a um método especifico a um Unico analito, enquanto a seletividade
atribui a um método utilizado para vérios analitos com capacidade de distincdo entre eles
(FIGUEIREDO, 2012). Na técnica de CLAE para analises de microcistinas, por exemplo, a
variacdo da fase movel permite a eluicdo de diferentes variantes de microcistinas em diferentes
tempos de retencdo, permitindo a seletividade de cada variante (RAPALA et al., 2002;
MCELHINEY E LAWTON, 2005).

Linearidade

A metodologia tem que provar que a resposta do analito é linearmente proporcional a
concentracdo do mesmo na amostra, dentro de um intervalo especificado. De acordo com
LEITE (2008), a linearidade é determinada por meio de curvas de respostas, para isso faz-se
necessario a construcdo de um grafico de resposta do equipamento em funcdo de varias

concentragcBes do analito em estudo. A equacdo da reta obtida que relaciona as duas variaveis,

utiliza a equacdo 1 abaixo:
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y =ax + b 1

No qual: y: resposta medida (area do pico); x: concentracdo; a: coeficiente angular -
expressa a inclinacdo da curva em relacdo aos eixos; b: coeficiente linear - expressa a

interseccao da curva com oS eixos.

Precisédo

Este parametro determina o erro de uma medicdo analitica e sdo critérios primarios para
se avaliar a eficiéncia da técnica analitica. Pode ser determinada em condi¢des de repetibilidade
ou em condicdes de reprodutibilidade. CondigOes de repetibilidade sdo aquelas em que
resultados independentes sdo obtidos usando 0 mesmo método, para a mesma amostra, no
mesmo instrumento, pelo mesmo analista, no mesmo local e repeticdes em curto espago de
tempo. Condicdes de reprodutibilidade séo aquelas em que os resultados sdo obtidos usando o
mesmo método, para a mesma amostra, em diferentes equipamentos, diferentes locais e por
diferentes analistas (RIBANI et al. 2004).

Intervalo

Dependente da aplicacdo pretendida do método, a intervalo normalmente é derivado do
estudo de linearidade, sendo estabelecido pela confirmacéo de que o método apresenta exatidéo,
precisdo e linearidade adequadas quando aplicados a amostras entre a menor e maior
concentracdo de analito, na amostra para o qual se demonstrou o procedimento dentro do
intervalo especificado (ICH, 2005).

Repetitividade

As condig0es de repetitividade incluem o mesmo procedimento de medicdo, 0 mesmo
observador, 0 mesmo instrumento de medicao, utilizado nas mesmas condic¢des, mesmo local e
repeticbes em curto periodo de tempo. Na repetitividade do método é verificada por, no minimo,
9 (nove) determinagfes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés)
concentracOes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. A precisdo pode ser expressa

como o desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%), segundo a formula 2:
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DPR = 2% 100%
T Ma

Na qual: DP: é o desvio padrdo e CMD: a concentracdo média determinada

Limite de Deteccéo (LD)

Este parametro é estabelecido por meio da analise de solucBes de concentracdes
conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel (ICH, 2005; NATA, 2013).
No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absor¢do atdbmica), a estimativa do limite de
deteccdo pode ser feita com base na relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base. E pode ser

determinado pela equacéo 3:

_ DPu

LD = ——x3 3
IC

Em que: DPa: € o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas
de calibracdo construidas contendo concentrac¢des proximas ao suposto limite de quantificacao.

IC: e a inclinacédo da curva de calibracao.

Limite de Quantificacéo (LQ)

E a menor quantidade do analito na amostra que pode ser quantitativamente determinada
com precisdo e exatiddo aceitaveis. E um pardmetro determinado principalmente, para ensaios
quantitativos de impurezas, produtos de degradacédo e é expresso como concentragdo do analito
na amostra (ICH, 2005). O limite de quantificacdo é estabelecido por meio da analise de
solucdes contendo concentracdes decrescentes do analito até o menor nivel determinavel com

precisdo e exatidao aceitaveis. Pode ser expresso pela equagéo 4:

DP x 10
LQ =—¢

Em que: DP: € o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas
de calibragdo construidas contendo concentrac@es do analito préximas ao suposto limite de

quantificacdo. IC: é a inclinacdo da curva de calibracéo.
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Recuperacao e Incerteza de medicéo

O estudo da recuperacdo consiste na "fortificacdo™ da amostra, ou seja, na adicdo de
solugdes com diferentes concentragcdes do analito de interesse seguida pela determinagéo da
concentracdo do analito adicionado. Neste método, sdo realizados testes de significancia,
utilizando o teste "t" de Student de acordo com a seguinte férmula 6:

_ (Rec —100)

SRec
Vn—1

Na qual: Rec: a média das recuperacdes obtidas para n repeti¢des; 100: a recuperagdo

percentual desejada; n: numero de determinagdes; SRec: desvio padrdo das recuperacgdes.

Exatidao

Definida como a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o estimado pelo
processo analitico (AMARANTE, 2001), a exatiddo constitui a chave para o propoésito da
validacao. Os quatros métodos principais, propostos para o estudo da exatiddo, sdo baseados no
uso de material de referéncia certificado (MRC), na comparacdo do método proposto com um

método de referéncia, no uso de ensaios de recupera¢do na matriz e em estudos colaborativos.

Robustez

A medida da capacidade de o método néo sofrer alteracGes devido a pequenas variagdes
que podem ocorrer nos parametros durante as analises, € o que chamamos de robustez. Os testes
de robustez sdo importantes para que o analista saiba quais fatores devem ser controlados
durante a execucdo de um método. Varios fatores devem ser avaliados: pH, forca ibnica,
concentracdo da fase movel, temperatura da coluna, vazdo da fase mdvel, diferentes colunas
procedimentos envolvidos no preparo das amostras, etc. Na avaliacdo da robustez de um
método, sdo aplicados experimentos estatisticos conforme o tipo de influéncia de cada uma das

variacdes na resposta do metodo estudado (INMETRO, 2016).

CONSIDERACOES FINAIS
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Os testes cromatograficos sdo eficientes na separacdo e quantificacdo de toxinas em
amostras de aguas. Por se tratar de um método analitico, estes testes necessitam ser validados
para serem aprovados e registrados na Secretaria de Vigilancia da Saude.

A validagdo é imprescindivel para definir se métodos desenvolvidos estdo
completamente adequados aos objetivos a que se destinam, a fim de se obter resultados
confidveis que possam ser satisfatoriamente interpretados. Dependendo do proposito do
método, alguns dos parametros apresentados podem deixar de ser avaliados. Todavia, a
exatiddo e a precisdo do método constituem parametros indispensaveis, independente do seu
propdsito, exceto para métodos com objetivo apenas qualitativo. O método pode ser
considerado validado, mesmo que alguns parametros ndo se enquadrem nos limites
estabelecidos na literatura, mas que sejam criteriosamente conhecidos e, portanto, adequados

aos objetivos do estudo a ser realizado.
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