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Resumo

A saxitoxina (STX) e a cilindrospermopsina (CYN) constituem duas
cianotoxinas responsaveis pelo elevado nimero de casos registados de intoxicacbes
humanas a nivel mundial, devido ao seu potencial de toxicidade e bioterrorismo. Neste
trabalho otimizou-se um método analitico de cromatografia liquida de alta presséo
(HPLC) associada & espetrometria de massa (MS?), com fonte de ionizagdo por
electrospray (ESI) nas polaridades positiva e negativa, para separar e detetar estas
cianotoxinas em amostras de agua natural e urina humana. Para a preparagdo das
amostras implementou-se um método de extragcdo em fase solida (SPE) revelado
como eficiente e preciso para extrair apenas a CYN, com eficiéncias de recuperacao
de 89,4 £ 7,3% e de 70,2 £ 2,8% para as concentragcfes mais altas e mais baixas,
respetivamente, em &gua natural. Os limites de quantificacdo (LQ) instrumentais
obtidos em &gua natural a partir da curva de calibragéo e através da razao sinal-ruido
foram de 5,9 e 1,5 ug/L para a STX, enquanto para a CYN foram de 12,9 e 2,4 pg/L
em modo positivo e de 8,5 e 2,8 ug/L em modo negativo, respetivamente, todos acima
do valor recomendado de 1 pg/L pela OMS. No entanto, o LQ do método de 0,036
Hg/L é inferior ao valor recomendado. As cianotoxinas foram separadas numa coluna
C18 com um gradiente de agua/metanol com 0,1% de &cido férmico. Este
procedimento analitico foi aplicado para a analise de amostras reais de agua natural
colhidas em maio de 2013 em varios locais da barragem do Algueva, néo tendo sido
detetada a CYN. Nas amostras de urina ocorreu supressdo total do sinal das
cianotoxinas. Apenas se verificou sinal em ensaios de extracdo de urina diluida com
eficiéncias de recuperacdo da CYN de 30,2 £ 9,0%. Efetuou-se ainda um estudo
complementar para outras cianotoxinas designadas microcistinas (MCT),
particularmente as variantes MCT-LR, MCT-RR e MCT-YR.

Palavras-chave: Saxitoxina; cilindrospermopsina; HPLC/MS? SPE; agua natural;

urina
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Abstract

Saxitoxin (STX) and cylindrospermopsin (CYN) are two cyanotoxins responsible
for numerous reported cases of human poisoning worldwide, because of their toxicity
and bioterrorism potential. In this work it was optimized an analytical method of high
pressure liquid chromatography (HPLC) coupled to mass spectrometry (MS?), with an
electrospray ionization (ESI) source in positive and negative polarities, to separate and
identify these cyanotoxins in natural water and human urine samples. For sample
preparation it was implemented a solid phase extraction (SPE) method revealed as
efficient and accurate to extract only CYN, with recovery efficiencies of 89.4 + 7.3%
and 70.2 + 2.8% for the higher and lower concentrations, respectively, in natural water.
The instrumental limits of quantification (LOQ) obtained in natural water from the
calibration curve and through the signal-to-noise ratio were 5.9 and 1.5 pg/L for STX,
while for CYN were 12.9 and 2.4 pg/L in positive mode and 8.5 and 2.8 pg/L in
negative mode, respectively, all above the recommended value of 1 pg/L by WHO.
However, the method LOQ of 0.036 pg/L is below the recommended value. The
cyanotoxins were separated on a C18 column with a gradient of water/methanol with
0.1% formic acid. This analytical procedure was applied for the analysis of real
samples of natural water collected in May 2013 at several locations in Alqueva
reservoir, in which CYN was not detected. In urine samples there was a full signal
suppression of cyanotoxins. There was only signal in extraction assays of diluted urine
with recovery efficiencies of CYN of 30.2 £ 9.0%. It was also made an additional study
to other cyanotoxins called microcystins (MCT), particularly the MCT-LR, MCT-RR and
MCT-YR variants.

Keywords: Saxitoxin; cylindrospermopsin; HPLC/MS?; SPE; natural water; urine
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1.1. BREVE DESCRICAO DO TEMA EM ESTUDO

As cianobactérias caracterizam-se como seres procariotas fotossintéticos com

uma distribuicdo quase cosmopolita em sistemas aquaticos, sobretudo os de agua
doce e salobra. Estes microrganismos, sob condi¢6es eutréficas, proliferam de forma
exponencial a superficie destes sistemas, contribuindo para a formacao de espumas
secas azuis-esverdeadas ou vermelhas designadas por blooms, cuja intensidade e
duracdo dependem das condi¢des climatéricas verificadas na regido (Falconer and
Humpage, 2005; Martins et al., 2005). Em certos blooms, contudo, as cianobactérias
podem produzir metabolitos secundarios com potencial toxico, referidos como
cianotoxinas, que sdo responsaveis pela ocorréncia de um elevado nimero de casos
de intoxicacdes humanas em todo o mundo, seja por exposicdo direta através da
ingestdo de agua contaminada, seja por consumo de organismos contaminados
(Guzman-Guillén et al., 2012; Merel et al.,, 2013). De momento sdo conhecidas
inUmeras cianotoxinas com diferentes graus e mecanismos de toxicidade, das quais
constituem objeto para o presente estudo a neurotoxina saxitoxina (STX) e a citotoxina
cilindrospermopsina (CYN), uma vez que ja foram identificadas em Portugal e
apresentam potencialidade para o bioterrorismo, para além de poderem ser usadas
como municdes de armas (Anderson, 2012; Valério et al., 2010).

Assim sendo, o papel do toxicologista forense consiste em identificar as
cianotoxinas e/ou espécies produtoras responsaveis pela intoxicacdo fatal de
determinados individuos, e determinar se tal consequéncia tragica se deveu a
condicbes de exposicdo naturais ou induzidas por acdes terroristas. Como em
qualquer area forense, é fundamental que o método de analise escolhido pelo cientista
assegure um alto nivel de confiabilidade e cumpra com os critérios de garantia e de
controlo de qualidade estabelecidos pelos programas de validacdo de modo a atribuir
qualidade e credibilidade a um resultado analitico (Wood et al., 2006). Dos métodos
analiticos aplicados atualmente para a detecdo das cianotoxinas destacam-se 0s
métodos quimicos, nomeadamente a cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC)
associada a espetrometria de massa (MS), devido a sua elevada especificidade,
sensibilidade e viabilidade para a andlise de uma gama muito diversificada de
compostos (Wu and French, 2013).

Tendo em consideragdo o impacto ambiental, social e econémico causado
pelas cianotoxinas, urge assim a necessidade de se implementar programas de
monitorizacdo e até mesmo desenvolver métodos para a descontaminacao de aguas
contaminadas, de forma a diminuir os riscos para a saude e, por conseguinte, prevenir

as intoxicactes (Merel et al., 2013).
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1.2. OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

Neste trabalho o objetivo principal passa entdo por identificar e quantificar as

cianotoxinas referidas (STX e CYN) em amostras reais (amostras de 4gua natural e
urina humana) com recurso a um sistema de HPLC/MS" associado a uma fonte de
ionizagdo por electrospray (ESI). Esta técnica hifenada constitui uma ferramenta
analitica bastante poderosa, pois associa a capacidade separativa da HPLC com as
propriedades de identificacdo e quantificacdo da MS quando usada como mddulo de
detecdo, dai apresentar uma vasta gama de aplicacdes em diversas areas, incluindo a
toxicologia forense (Cusick and Sayler, 2013).

E apresentada uma divisdo do projeto em trés etapas fundamentais com o
intuito de concretizar o objetivo proposto, cada qual com objetivos especificos
definidos:

» Primeira etapa: Ensaio de um método de andlise das cianotoxinas em

estudo por HPLC associada & MS (HPLC/MS?).

e Otimizar as condigbes cromatograficas e espetrométricas que melhor se
ajustam para a separacio e detecdo, respetivamente, da STX e da CYN
através de analises de solugBes com concentragdes conhecidas obtidas a
partir dos padrdes certificados correspondentes.

» Segunda etapa: Implementacdo do método de extracdo em fase sélida

(SPE) mais eficiente para a extracdo das cianotoxinas a partir de solu¢fes

aguosas fortificadas.

¢ Preparar a amostra aquosa fortificada com uma concentracédo conhecida
das solucdes padrao das cianotoxinas pelo método de SPE para posterior
analise cromatografica;

e Determinar as percentagens de recuperagdo e respetivos ensaios de
precisédo para as diferentes cianotoxinas e amostras.

» Terceira etapa: Andlise de alguns parametros de validagéo e aplicacao do

método desenvolvido a amostras reais.

e Analisar a linearidade, a especificidade, a precisdo, a exatiddo e os
limites de detecdo e de quantificacao tanto a nivel instrumental como do
método;

e Aplicar o método analitico otimizado nas duas etapas anteriores a andlise

de amostras reais (amostras de agua natural e urina humana).
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2.1. CIANOBACTERIAS

As cianobactérias sdo dos microrganismos mais antigos que vivem a face da

Terra, cujos registos fosseis datam de ha 3,5 bilhdes de anos atrds (Moreira et al.,
2013). Elas caracterizam-se como seres procariotas gram-negativos com capacidade
fotossintética dada a presenca dos pigmentos de clorofila e ficocianina, caracteristica
que os torna unicos em relacdo a outros procariotas. Dai se considerar que tenham
sido responséaveis pela transicdo da atmosfera da Terra desde o seu estado
anaerdbico inicial até ao estado aerdbico atual. Além disso, também sao capazes de
fixar azoto da atmosfera para formar amédnia, uma das suas fontes nutricionais, e de
controlar a flutuabilidade na agua através de vesiculas gasosas, as quais lhes
conferem uma densidade menor do que a da agua, de modo a explorar a melhor
exposicdo a luz solar para a realizagdo da fotossintese. Todas estas propriedades
proporcionam-lhes vantagem competitiva em relacdo a outros microrganismos no
ambiente aquatico durante periodos de luz pouco intensa e de baixa concentracéo de
nutrientes, resultando num maior predominio da espécie nesse ambiente (Bownik,
2010; Msagati et al., 2006).

Consoante as condi¢gdes ambientais, estes microrganismos sdo responsaveis
pela formacédo de florescéncias (também designadas como blooms), as quais tém
vindo a aumentar tanto em frequéncia como em intensidade e duragcdo nas ultimas
décadas (Martins et al., 2005).

2.1.1. BLOOMS E TOXICIDADE

Esta proliferagdo exponencial das cianobactérias, contribuindo para a formagéo
de blooms, ocorre a superficie de varios recursos hidricos, como os abastecimentos
de 4gua potavel, as areas recreativas e as zonas de aquacultura (Martins et al., 2005),
originando espumas secas. Estas apresentam um odor e sabor desagradaveis e
exibem uma tonalidade azul-esverdeada ou vermelha (figura 2.1.), resultante da
libertacdo do pigmento fotossintético ficocianina. Dai que as cianobactérias também
sejam vulgarmente conhecidas como algas azuis-esverdeadas (Falconer and
Humpage, 2005).

A intensidade e duracdo dos blooms séo influenciadas por diversos fatores
ambientais e fisico-quimicos, entre os quais pH, temperatura, exposicao a luz, corrente
e teor de nutrientes no ambiente aquatico. As cianobactérias crescem favoravelmente
em condicbes neutras ou basicas, onde o valor de pH é igual ou superior a 7.
Temperaturas mais elevadas entre 20 a 25°C também propiciam um melhor

desenvolvimento destes microrganismos em relagdo a outros existentes no
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fitoplancton, como algas verdes e diatomaceas, que preferem temperaturas inferiores,
conferindo-lhes uma outra vantagem competitiva. Assim, verifica-se uma maior
presenca de blooms durante o final do verdo e o inicio do outono, contudo, este
periodo podera alargar tendo em conta 0 aumento da temperatura global resultante
das alteracdes climaticas. Ja4 em relacdo a exposicdo a luz, tem-se constatado que a
sua qualidade, intensidade e duracao séo especificas de cada espécie e que, no geral,
0 aumento destes pardmetros desencadeia a migracdo das cianobactérias para a
superficie da agua, por forma a realizar a fotossintese. Quanto a corrente de agua,
estes seres preferem aguas estagnadas ou com pouca corrente. Por fim, o uso de
fertilizantes agricolas, o escoamento urbano e as descargas de esgoto em conjunto
contribuem para o aumento progressivo dos niveis nutricionais no ambiente aquatico,
num processo designado por eutrofizagdo, o qual também facilita o crescimento das

cianobactérias (Falconer and Humpage, 2005; Merel et al., 2013; Msagati et al., 2006).

Figura 2.1. Exemplos de blooms com espumas de tonalidade azul-
esverdeada (a) e vermelha (b) resultantes da proliferacdo de
cianobactérias (imagem a da autoria de Lake Improvement
Association, 2014, e imagem b de Pucci, 2014).

A situacdo agrava-se quando em determinados blooms as cianobactérias
produzem alguns metabolitos secundarios de carater téxico, os quais tém vindo a
afligir a comunidade nos ultimos tempos dado o seu impacto a nivel ambiental,
econdmico e social. Das mais de 2.000 espécies até hoje identificadas de
cianobactérias, apenas 40 sdo tdxicas, pertencendo a 20 géneros de 3 ordens na
taxonomia filogenética (Guzméan-Guillén et al., 2012). No entanto, a toxicidade ndo se
encontra omnipresente entre estes microrganismos, significando que dentro de uma
espécie considerada tdxica a expressdo podera ser variavel e existirem estirpes que
carecem dessa caracteristica (Hiller et al., 2007). Tudo depende se as cianobactérias
possuem ou hdo 0S genes apropriados para a producdo das cianotoxinas e do
momento da sua expressao, a qual é influenciada pelas condicdes ambientais. Assim,
a toxicidade pode variar tanto entre blooms, como no préprio bloom, ndo bastando
apenas uma identificacdo morfolégica através de microscopia para determinar essa

toxicidade e distinguir espécies toxicas de nao-toxicas (Merel et al., 2013).
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2.1.2. METODOS DE ANALISE

A ocorréncia de blooms com a eventual producdo de cianotoxinas constitui um
sério risco para a saude publica, dado o numero crescente de casos de intoxicagdes.
Além disso, fendmenos como as alteragfes climaticas e o bioterrorismo agravam
consideravelmente este cenario. Assim sendo, urge a necessidade de implementar
métodos de andlise que permitam detetar as cianobactérias, as suas toxinas, ou entao
ambas, de modo a prevenir a populagdo da sua presenca em determinado recurso
hidrico. Por outro lado, e numa perspetiva forense, a identificagdo do composto e/ou
espécie produtora responsaveis pela intoxicacdo fatal de um certo ndmero de
individuos é fundamental na resolucao do(s) caso(s) em questao.

Hoje em dia um método de andlise comum para detetar as cianobactérias
baseia-se na medi¢éo da clorofila, um dos pigmentos necessérios para a realizacao da
fotossintese. No entanto, este pigmento também se encontra presente noutras
espécies de algas, o que limita a interpretagdo dos resultados, ndo sendo de todo uma
técnica discriminatéria. Nao obstante, este problema podera ser ultrapassado com a
medicdo de outro pigmento fotossintético jA mais especifico das cianobactérias, a
ficocianina, de tal modo que a andlise conjunta de ambos os pigmentos permite
relacionar a proporcdo das cianobactérias com a de outras espécies do fitoplancton
(Merel et al., 2013).

A microscopia de fluorescéncia tem-se revelado uma metodologia eficaz na
contagem e na identificacdo das cianobactérias, mesmo até ao nivel da espécie. Para
que tal identificacao seja fiavel, contudo, é necessario um observador experiente com
um elevado nivel de especializacdo taxondémica, para além de que a técnica per se
ndo permite inferir conclusdes acerca da toxicidade das cianobactérias, ndo se
podendo distinguir espécies tdxicas de nao-téxicas (Moreira et al., 2011).

Mais métodos tém sido propostos, sendo os de cariz molecular os mais
fidedignos uma vez que, ao contrario da microscopia de fluorescéncia, permitem
revelar quais das espécies de cianobactérias em estudo sdo téxicas através da

presenca de certos genes com a informacao para a producao dos metabolitos téxicos.

2.2. CIANOTOXINAS

Como ja referido na seccdo 2.1.1., alguns blooms de cianobactérias poderao

revelar toxicidade com a producédo de certos metabolitos secundarios que sao téxicos
para diversos seres vivos, incluindo os humanos, podendo causar impactos a nivel

ambiental, social e econémico.
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A nivel ambiental, a producdo de cianotoxinas pode ser considerada como uma
vantagem evolutiva, pois permite controlar a diversidade de fitoplancton e zooplancton
existente nos sistemas aquaticos com o consequente dominio de determinadas
espécies de cianobactérias, resultando em desequilibrios ecolégicos e na
contaminacdo do meio ambiente (Campos et al., 2013; Valério et al., 2010). A nivel
social, a contaminacdo dos varios recursos hidricos, que inviabiliza o uso de agua
potavel no caso dos abastecimentos municipais e 0s consequentes casos de
intoxicacbes, seja por consumo improprio de organismos contaminados seja por
exposicado direta as cianotoxinas, colocam em risco a saude publica. Ja a vertente
economica é influenciada pela interdicdo das areas recreativas contaminadas, que
prejudica consideravelmente o turismo, e pelos custos associados a manutencéo e
funcionamento de programas de monitorizacdo desses recursos hidricos, as
consequéncias para a saude e aos programas de investigacdo (Merel et al., 2013). Por
outro lado, estes compostos também poderdo suscitar interesse noutros dominios,
nomeadamente a nivel farmacéutico (Martins et al., 2005).

Ha que salientar, contudo, que a grande maioria das cianotoxinas nado é
constantemente excretada para 0 meio ambiente. Elas sdo essencialmente
endotoxinas, libertando-se apenas nas fases de senescéncia ou morte e consequente
lise das cianobactérias quando os blooms ja se encontram envelhecidos ou em
declinio. Certos métodos de tratamento de agua praticados para a erradicacdo das
cianobactérias, como o0 uso de algicidas, também poderdo contribuir para este
processo (Corbel et al., 2014).

Do ponto de vista farmacoldgico e toxicolégico, muitas cianotoxinas sao usadas
como agentes de guerra quimica e em pequenas muni¢cdes de armas de modo a
causar o bioterrorismo. De facto, conhecendo o potencial de toxicidade destes
compostos, e tendo em conta que ndo séo volateis, os terroristas podem utiliza-los
potencialmente como agentes de aerossois, dispersando-os numa area com elevada
densidade populacional, ou entdo em fontes de &gua potavel e de alimentos,
contaminando-as. Estas sdo das préaticas mais perigosas e, por isso, mais recorrentes
(Anderson, 2012; Fang et al., 2004).

Hoje em dia sdo conhecidas varias cianotoxinas, algumas delas possuindo
variantes com diferentes graus de toxicidade. Podem ser classificadas quanto a sua
origem quimica em péptidos, alcaldides, organofosfatos, entre outros, ou quanto ao
sistema fisiolégico onde exercem os seus efeitos, donde se inclui hepatotoxinas,
neurotoxinas, dermatotoxinas e citotoxinas. Contudo, varios outros sistemas de
classificacdo foram propostos, ndo sendo de todo um assunto consensual entre a

comunidade cientifica (Hiller et al., 2007; Valério et al., 2010).
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Até ao momento ainda ndo se encontram disponiveis nem testes de
diagnostico nem antidotos nos estabelecimentos de salde para quaisquer
cianotoxinas. Apesar deste facto, qualquer caso suspeito de intoxicagcdo deve ser
imediatamente comunicado por forma a identificar qual o organismo contaminado (se a
causa da intoxicacao for por ingestdo) e tentar salvar a vida da vitima. Foram ja
relatados varios casos em que uma rapida intervencdo aumenta significativamente a
probabilidade de sobrevivéncia da vitima. O diagndstico € entdo baseado nha
apresentacdo clinica e no histérico de consumo de determinado ser vivo aquatico
contaminado nas Ultimas 24h, enquanto o tratamento é essencialmente de suporte,

podendo incluir ventilagdo artificial (Sobel and Painter, 2005).

2.2.1. SAXITOXINA

2.2.1.1. Estrutura quimica e propriedades

A saxitoxina (STX) consiste numa toxina alcaldide com a férmula quimica
C10H17N;O4 € um peso molecular de 299 g/mol (Zhuo et al., 2013). Através da figura
2.2. verifica-se que estruturalmente € composta por um sistema triciclico de 3,4-
propinoperidropurina com dois grupos guanidino (CHsN3) que Ihe conferem uma
elevada polaridade (Wiese et al., 2010). A pH fisiolégico o grupo 1,2,3-guanidino é
carregado positivamente, ao passo que o grupo 7,8,9-guanidino esta parcialmente

desprotonado, dai ser uma molécula catiénica (Kellmann et al., 2008).

ol

Figura 2.2. Estrutura quimica da STX.

O nome STX teréa sido atribuido em 1957 quando a toxina foi isolada na forma
pura pela primeira vez a partir da améijoa Saxidomus giganteus no Alasca. Desde
entdo j4 cerca de 57 variantes sdo conhecidas, fazendo parte de um conjunto
denominado de toxinas paralisantes através do marisco (PST). A exposicéo a altas
concentracdes destas toxinas poderd resultar em intoxicacdes graves, e até mesmo
fatais, denominadas por envenenamento paralisante através do marisco (PSP) ou

envenenamento com STX através do peixe-baldo (SPFP) (Wiese et al., 2010).
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Estas toxinas encontram-se agrupadas em varias classes consoante o grupo
funcional ligado ao carbono 17, tais como carbamatos (onde se inclui a STX),
decarbamoilos, N-sulfocarbamoilos e desoxicarbamoilos, cada qual com um grau de
toxicidade diferente (Halme et al., 2012). Destes grupos, os carbamatos sdo os que
apresentam maior potencial de toxicidade, sendo a STX o composto mais toxico.
Contudo, com um numero tao elevado de andlogos e com estruturas quimicas téao
semelhantes, torna-se muitas vezes dificil determinar qual ou quais 0os compostos
responsaveis por causar determinada intoxicacdo. Importa entdo relacionar o potencial
téxico de cada analogo com o da STX de forma a determinar a toxicidade cumulativa
numa mistura de PST, numa medida que serd expressa como equivalentes da STX
(STXeq) (Bakke and Horsberg, 2010).

As PST séo estaveis ao calor, ndo apresentando indicios de degradacdo seja
por cozedura de alimentos ou por aquecimento. Porém, dada a sua natureza hidrofila,
as toxinas podem coar para a agua de cozimento que, a ser descartada, diminui o
risco de exposi¢cdo (Campbell et al., 2011; Johnson et al., 2009). De entre todas as
variantes, a STX é a mais estavel em solu¢des acidas com valores de pH entre 3 a 4,
podendo ser armazenada nessas condicfes a uma temperatura de 5°C durante anos
sem perder o seu potencial toxico. Além disso, também foi comprovada a sua
estabilidade a -35°C (Indrasena and Gill, 2000). Ja em condi¢cbes basicas as PST sdo
muito instaveis, oxidando-se facilmente (Alexander et al., 2009).

Como referido anteriormente para as toxinas em geral, a STX constitui, de
facto, uma das toxinas utilizadas para a pratica do bioterrorismo, de tal modo que se
encontra referenciada na Convencdo de Armas Quimicas (CWC). Este acordo
estabelece a proibicdo do desenvolvimento, da producéo, do armazenamento e do uso

de armas quimicas (Fang et al., 2004; Halme et al., 2012).

2.2.1.2. Distribuicao e ocorréncia

As PST apresentam uma ampla distribuicdo em praticamente todos os
sistemas aquaticos, uma vez que sdo produzidas tanto por algumas espécies de
cianobactérias em ambientes de agua doce como por certos dinoflagelados em
ambientes de agua marinha (Halme et al., 2012). Apesar destes microrganismos
integrarem dominios distintos (Prokaryota no caso das cianobactérias e Eukaryota
relativo aos dinoflagelados), a via de biossintese das PST é semelhante entre ambos
(Cusick and Sayler, 2013). Na tabela 8.1. que se encontra em anexo constam as
diversas espécies de cianobactérias produtoras das PST até hoje descritas, incluindo

a(s) localidade(s) onde foram identificadas (quando relatadas).
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2.2.1.3. Impacto na saude humana

2.2.1.3.1. MECANISMO DE TOXICIDADE

Os primeiros sintomas de intoxicagdo com a STX surgem logo apos alguns
minutos quando ingerida por via oral, o que indica uma absorcéo rapida pela mucosa
oral e transporte pela corrente sanguinea para outros 6rgéos (Alexander et al., 2009).
Este mecanismo de acdo é mais provavel de ocorrer uma vez que, devido a sua alta
solubilidade em agua, esta toxina apresenta um baixo coeficiente de particdo lipido-
agua, pelo que terd um baixo grau de absorcao pelo trato gastrointestinal (Bakke et al.,
2010).

A STX é considerada uma neurotoxina, pois exerce 0s seus efeitos por meio da
ligacdo de alta afinidade com alguns canais i6nicos com portdo de voltagem das
células nervosas e musculares, bloqueando completamente os de sédio (Na*) e
parcialmente os de célcio (Ca?"), e prolongando o fluxo de ifes nos de potéssio (K*),
como se pode verificar pela figura 2.3. As relagdes estequiométricas ndo sdo iguais
em todos 0s canais, pois enquanto para cada canal de Na* e de Ca?" apenas se liga
uma molécula da STX, para cada canal de K' sdo necessarias quatro ou mais
moléculas (Cusick and Sayler, 2013). A ligacdo é efetuada entre o grupo 7,8,9-
guanidino de carga positiva da STX e o grupo carboxilo carregado negativamente do
poro do canal (Pomati et al., 2004).

Esta acdo impossibilita a transmisséo dos impulsos nervosos, o que conduz a
quadros clinicos diferentes consoante a dose de toxina ingerida. Poucos minutos apés
a exposicdo, sintomas como parestesia (ou sensacdo de formigueiro) nos labios,
lingua e garganta, chegando a dorméncia total da face, além de transpiragcao, vomitos
e diarreia sdo caracteristicos. Nos casos de intoxicacdo aguda ocorre dorméncia no
pescoco e nas extremidades, assim como ataxia (perda de coordenacdo motora),
podendo o quadro agravar-se para paralisia respiratoria e insuficiéncia cardiovascular
com consequente morte em situacdes mais graves (Carneiro et al., 2013; Kellmann et
al., 2008; Pearson et al., 2010; van Apeldoorn et al., 2007).

As PST sdo metabolizadas nos humanos conforme demonstraram varios
estudos com base em amostras post-mortem de vitimas por intoxicacao (Garcia et al.,
2010; Garcia et al., 2004; Gessner et al., 1997; Llewellyn et al., 2002). Consoante o
anélogo considerado, o seu metabolismo podera resultar em compostos com maior ou
menor potencial téxico. Por exemplo, Garcia et al.,, 2010, a partir de amostras de
tecidos e fluidos corporais de dois pescadores vitimas de PSP nos fiordes da
Patagodnia, no Chile, constataram que a STX oxidava-se num composto menos toxico,

a neosaxitoxina (neoSTX), ao passo que as variantes goniautoxinas (GTX) 2 e 3
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oxidavam-se nas GTX 1 e 4, respetivamente, que sdo relativamente mais toxicas.
Llewellyn et al., 2002, também verificaram que certas variantes presentes na urina de
uma vitima de PSP ndo se encontravam originalmente no caranguejo contaminado
responsavel pela intoxicacdo. Dai que, tendo em conta estas conversées das PST,
seja muitas vezes dificil determinar a toxicidade real da amostra, apresentando-se o
resultado em STXeq (Humpage et al., 2010). Apdés metabolizadas, as PST séo

excretadas essencialmente na urina (Johnson et al., 2009).
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Figura 2.3. Mecanismo de a¢do da STX (adaptado de
Pearson Education, 2014).

2.2.1.3.2. PRINCIPAIS VIAS DE EXPOSICAO

Das vias de exposicao possiveis destacam-se a ingestdo de organismos ou de
adgua contaminados e o contato direto com a 4gua através da préatica de atividades
recreativas, como natacdo, esqui aquatico, canoagem, entre outras, na presenca de
um bloom de cianobactérias. Além disso, a STX pode entrar no corpo a partir de
feridas abertas (Poniedzialek et al., 2012; Rapala et al., 2005).

Os valores de dose letal 50 (LDsgy) para a STX variam muito consoante a
espécie e a via de administracdo. Por exemplo, nos ratinhos verificam-se valores de
LDso de 10 pg/kg por injecédo intraperitoneal, de 3,4 pg/kg por injecédo intravenosa e de
263 ug/kg por via oral (Halme et al., 2012; Johnson et al., 2009). Quanto aos peixes, 0
valor de LDsg, varia entre 400 a 1.000 ug de STXeq/kg por via oral, aumentando

significativamente quando a injecdo da toxina € por via intraperitoneal (Bakke and
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Horsberg, 2010). Considerando estes valores obtidos pode-se inferir que o potencial
de toxicidade da STX difere consoante a via de exposicao.

2.2.1.3.3. CASOS CLINICOS DE INTOXICAGAO

Numerosos casos de intoxicacbes humanas causadas pelas PST foram
relatados um pouco por todo o mundo. Até nos dias de hoje continuam a ser noticia,
surgindo cerca de 2.000 casos por ano com uma taxa de mortalidade de 15%
(Kellmann et al., 2008), sendo as mulheres gravidas e as criangas 0S grupos mais
vulneraveis (Tian et al., 2014). No entanto, importa referir que todos os relatos de
intoxicagcdes humanas ocorreram em ambientes marinhos, ndo sendo até ao momento
conhecidos casos com origem em agua doce (Dittmann et al., 2013).

O primeiro caso registado remonta ainda ao século XVIII quando o capitdo
George Vancouver, navegando no seu veleiro “Discovery” numa area que hoje é
conhecida por British Columbia, apresentou sintomas caracteristicos de PSP apos ter
ingerido marisco, acabando por néo resistir a doenca (Munday and Reeve, 2013).

Mais recentemente, em 1977, na Baia de Fundy, Canada, dois irmdos de 50 e
54 anos, apés terem comido mexilhdes, tiveram de ser imediatamente transportados
para um hospital local devido a queixas de parestesia gradual e rapida, seguido de
fraqueza muscular e vomitos. A situacdo era de tal modo critica que se teve de
recorrer a entubacgéo, ventilacdo artificial, terapia intravenosa com 0,9% de cloreto de
sbédio (NaCl) e hemodialise. Felizmente, a assisténcia imediata permitiu que os dois
homens recuperassem totalmente passados alguns dias. Isto porque analises
posteriores das amostras dos mexilhdes ingeridos revelaram uma concentragéo de 43
mg de STXeq por cada 100 g de amostra, um valor bastante elevado considerando
gue a dose letal por via oral nos humanos varia entre 1 a 4 mg de STXeq. Além disso,
o consumo de alcool antes da refeicdo por parte dos pacientes parece ter contribuido
para o agravamento da intoxicacao (Acres and Gray, 1978).

Em Portugal, os primeiros casos de intoxicagdo associados as PST surgiram
em 1946, na Lagoa de Obidos, quando seis pessoas morreram apés o consumo de

bivalves contaminados (Bownik, 2010; Vale and Taleb, 2005).

2.2.1.4. Regulamentos

Foi demonstrado que, conforme o género e condicdo fisiolégica de cada
individuo, uma dose entre 1 a 4 mg de STXeq seria fatal quando administrada
oralmente (Kwong et al., 2006). Tendo em conta este potencial de toxicidade da STX e

seus analogos, a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA)
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estabeleceu que a quantidade méxima deste grupo de toxinas num alimento
consumido no decurso de um dia ou numa unica refeicdo sem risco apreciavel para a
saude humana, definida como dose aguda de referéncia (ARfD), é de 0,5 pug de
STXeg/kg de peso corporal no humano. Além disso, também foi definido que a
gquantidade méaxima das PST em marisco a partir do qual é considerado impréprio para
consumo humano (i.e. o nivel de quarentena) é de 800 ug de STXeqg/kg de marisco
(Paredes et al., 2011). Quanto ao consumo aceitavel de agua potavel, estipulou-se
uma concentra¢cdo maxima de 3 pg/L (Fitzgerald et al., 1999).

A partir do gréfico da figura 2.4. pode-se visualizar a correlagdo entre os limites
delineados pela EFSA em funcdo do peso corporal de cada pessoa. Considere-se
entdo um exemplo de um individuo adulto com um peso corporal de 60 Kg,
estabelecido como o valor médio da populacdo. Partindo da ARfD de 0,5 pg de
STXeqg/kg de peso corporal, significa que qualquer alimento que este individuo ingira
ndo deve conter uma quantidade superior de 30 ug de STXeq, sob pena de expor a
sua salde a um sério risco. Ao extrapolar este Ultimo valor para o marisco em
particular, conclui-se que o individuo em questdo ndo pode ingerir mais do que 37,5 g
de marisco tendo em conta o nivel de quarentena de 800 ug de STXeg/kg de marisco.
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Figura 2.4. Relacdo entre a quantidade das PST (em pg de STXeq) que
um determinado alimento pode conter (ARfD) e a quantidade de marisco
(em g) que pode ser consumivel tendo em conta o nivel de quarentena,
ambas em fung¢&o do peso corporal do ser humano (em kg).

2.2.2. CILINDROSPERMOPSINA

2.2.2.1. Estrutura quimica e propriedades

A cilindrospermopsina (CYN) consiste numa cianotoxina alcaldide com a
férmula quimica CisH2:NsO;S e um peso molecular de 415 g/mol. Estruturalmente é
composta por um grupo guanidino triciclico (anéis A, B e C) ligado a um anel de uracilo

(anel D) através de uma ponte hidroxilo na posicdo C-7 (Moreira et al., 2013; Zegura et
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al., 2011), como se pode constatar pela figura 2.5. Varios estudos sugerem que o
grupo de uracilo define a expresséo de toxicidade da CYN.

Figura 2.5. Estrutura quimica da CYN.

O grupo sulfato carregado negativamente ligado ao carbono 12 e o grupo
guanidino carregado positivamente atribuem a molécula uma natureza zwiteriénica, o
que a torna bastante solivel em agua. Além desta, a CYN possui ainda outras
caracteristicas que lhe conferem um elevado potencial de toxicidade, entre as quais a
sua estabilidade (sem indicios de degradacdo ou inativacao) a valores extremos de
temperatura e pH quando se encontra em solucdo, como foi comprovado por Moreira
et al., 2013, e Poniedzialek et al., 2012, através de ensaios de ebulicdo repetida da
agua e de exposicao a variaces de pH entre 4 a 10 durante 2 meses. Contudo, em
meio de cultura e exposta a radiacao solar, ela degrada-se rapidamente (Klitzke and
Fastner, 2012; Moreira et al., 2013).

Até ao momento foram apenas caracterizados dois analogos da CYN, a 7-
epicilindrospermopsina (epi-CYN), um epimero na ponte hidroxilo ligada ao carbono 7,
e a 7-desoxicilindrospermopsina (do-CYN), que carece do 4&tomo de oxigénio ligado ao
mesmo carbono (Poniedzialek et al.,, 2012). Ainda assim, todos estes compostos

apresentam graus de toxicidade distintos, sendo a CYN o mais toxico.

2.2.2.2. Distribuicédo e ocorréncia

A distribuicdo da CYN em sistemas aquaticos € quase cosmopolita,
principalmente em regifes temperadas (Straser et al., 2013). Um facto que é
consistente com a distribuicdo das espécies de cianobactérias que a produzem (tabela
8.2. em anexo).

Ao contrério de outras cianotoxinas, a CYN existe predominantemente sob a
forma extracelular (podendo atingir até 90% do total da CYN). Tal predominio podera
dever-se a uma maior libertagdo da cianotoxina por parte das cianobactérias durante o
periodo normal de crescimento e a uma longa persisténcia aquando dissolvida em
agua, devido a j& referida degradacgédo limitada (Corbel et al., 2014; Wormer et al.,
20009).
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2.2.2.3. Impacto na saude humana

2.2.2.3.1. MECANISMO DE TOXICIDADE

Apos ser ingerida, a CYN é absorvida no intestino com alguma dificuldade uma
vez que, em conformidade com o anteriormente referido para a STX, é hidrossoluvel e,
portanto, apresenta um baixo coeficiente de particao lipido-agua. De seguida, entra na
circulacdo sistémica e dirige-se aos érgaos-alvo para exercer 0s seus efeitos toxicos
(Young et al., 2008). Inicialmente considerava-se esta cianotoxina como uma
hepatotoxina, afetando as células do figado, contudo, estudos recentes demonstraram
a sua afinidade com outros 6rgaos, entre 0s quais baco, coragdo, estbmago, glandulas
adrenais, intestinos, pulmdes, rins e timo, além dos sistemas vascular e linfatico
(Falconer and Humpage, 2006; Kokocinski et al., 2013). Na verdade, um melhor termo
para classificar a sua acdo no organismo seria a de citotoxina, pois exerce 0S seus
efeitos a nivel celular, independentemente do érgéo afetado.

Embora o grupo sulfato na posi¢cédo C-12 ndo seja necessario para a entrada na
célula, como veio a ser comprovado por Runnegar et al., 2002, o carater hidréfilo da
CYN torna-a pouco provavel em atravessar a membrana celular. Tendo em
consideracao a figura 2.6., a difusdo, seja ela passiva ou facilitada, através de um poro
ou transportador, parece ser o mecanismo de transicAo mais plausivel, dado o
pequeno peso molecular da molécula (Kinnear, 2010; Smith et al., 2008).

Uma vez no interior da célula, a toxicidade da CYN ocorre por meio de dois
mecanismos, um mais rapido do que o outro, conforme se verifique ou nao
metabolismo. Na via mais rapida a CYN é bioativada pelo complexo enzimatico do
citocromo P450 (CYP450), sobretudo através das isoformas CYP1Al e CYP1A2
(Gutiérrez-Praena et al., 2013; Poniedzialek et al., 2012). Ja o método mais lento nao
envolve metabolismo.

A CYN atua em vérias frentes (figura 2.6.). Por um lado ocorre a inibicao
irreversivel da sintese proteica ao nivel do ribossoma, durante a etapa de
alongamento da cadeia peptidica, e a fragmentacdo do DNA ao nivel do nucleo,
podendo induzir mutagfes e até mesmo cancro. Em ambos os casos o grupo uracilo
da CYN liga-se ao grupo adenina tanto do mRNA como do DNA, bloqueando as suas
acoes. Por outro lado, a sintese da glutationa também é inibida, deixando de haver
defesa contra as espécies reativas de oxigénio. Como resultado, o stresse oxidativo
aumenta e, por conseguinte, a genotoxicidade (Kokocinski et al., 2013; Zegura et al.,
2011). Por fim, seja qual for o mecanismo, a CYN é excretada pela urina (Guzman-
Guillén et al., 2013).
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Também se sabe que a CYN afeta a distribuicdo de lipidos, aumenta a
concentracao plasmatica de colesterol e causa desregulagédo enddcrina in vivo (Young
et al., 2008). Além disso, varios estudos ainda terdo de ser realizados para demonstrar

a sua eventual capacidade neurotédxica e dermatotoxica (Poniedzialek et al., 2012).

2.2.2.3.2. PRINCIPAIS VIAS DE EXPOSICAO

No que respeita aos seres humanos, tendo em conta que a CYN predomina no
meio extracelular, a via oral constitui a principal via de exposicdo atraves da ingestao
de agua contaminada (Guzman-Guillén et al., 2013). Além desta via, € como acontece
com a STX e outras cianotoxinas, 0 consumo de organismos contaminados e a pratica
de atividades recreativas também integram a lista de potenciais vias de exposi¢do
(Poniedzialek et al., 2012).

A CYN é a variante mais toxica das trés até hoje identificadas, apresentando
um valor de LDsy, de 2,1 mg/kg (em 24h) e de 0,2 mg/kg (em 72h) por injecédo
intraperitoneal, e de 6 mg/kg (em 5 dias) por via oral em ratinhos (Gutiérrez-Praena et
al., 2013; McGregor et al., 2011). Tal como se verifica com a STX, estes valores
distintos de LDs, levam a concluir que o potencial de toxicidade da CYN difere
consoante a via de exposicdo. Relativamente aos peixes, apesar da sua elevada
exposicdo a esta cianotoxina, ainda ndo existe informacdo suficiente dos poucos
estudos toxicoldgicos efetuados para o célculo dos valores de LDsg (Guzman-Guillén
et al., 2013).
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2.2.2.3.3. CASOS CLINICOS DE INTOXICACAO

Em 1979, em Palm Island, no norte de Queensland, Australia, um surto de
gastroenterite, hepatomegalia e insuficiéncia renal afetou 138 criancas e 10 adultos.
Tal tragédia deveu-se a aplicacado de sulfato de cobre, um tipo de algicida popular, nos
abastecimentos de agua potavel dessa regido na tentativa de erradicar um bloom
denso contendo cianobactérias da espécie Cylindrospermopsis raciborskKii
(Poniedzialek et al., 2012). Como consequéncia do tratamento ocorreu lise dessas
cianobactérias e uma grande quantidade de cianotoxinas foi libertada, expondo as
pessoas que estavam na agua que acabaram por ser internadas no hospital local com
sintomas de mal-estar, vomitos, anorexia, cefaleia e dor abdominal (Bownik, 2010).
Felizmente, todos os pacientes recuperaram totalmente num periodo de 26 dias com
tratamento de suporte de desidratacéo e choque hipovolémico (Kokocinski et al., 2013;
Merel et al., 2010; Poniedzialek et al., 2012). S6 mais tarde, em 1992, é que se veio a
confirmar que tal cianotoxina era, de facto, a CYN, atribuindo-se entdo o nome da
espécie original de cianobactéria que a produziu (Straser et al., 2011).

Outro caso de intoxicacdo humana causada pela CYN surgiu no centro de
dialise em Caruaru, Brasil, em 1996. Neste caso, a interdicdo de osmose inversa no
sistema de filtragdo conduziu & presenca da CYN e de outro grupo de cianotoxinas do
género microcistina (MCT) no abastecimento de agua potavel. Cerca de 76 pacientes
ficaram expostos, apresentando de seguida um quadro clinico de insuficiéncia
hepatica aguda com sintomas de hepatomegalia, ictericia e diatese hemorragica que,
infelizmente, acabou por ser fatal (Poniedzialek et al., 2012; Zegura et al., 2011).

Apesar de até ao momento ter sido confirmada a toxicidade da CYN em
apenas dois casos epidémicos, na verdade, o0 niumero de intoxicagdes humanas pode
ser maior. Esta escassez de casos relatados pode dever-se a procedimentos de
detecdo da CYN complicados ou ao reduzido conhecimento acerca desta cianotoxina
(Poniedzialek et al., 2012).

2.2.2.4. Regulamentos

Dado o seu potencial de toxicidade foi definido pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) que até a uma concentragdo maxima de 1 pg/L da CYN na agua potavel
seria aceitavel para o seu consumo (WHO, 1998). Para a estimativa deste valor foi
considerado como peso corporal médio de um humano adulto de 60 kg, como valor
médio de consumo de agua de 2 L por dia e como valor a partir do qual ndo se
observam efeitos adversos de 30 pg da CYN/kg de peso corporal por dia (Moreira et

al., 2013; Young et al., 2008). No entanto, este valor de referéncia ndo é consensual
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em todos o0s paises, estando estabelecido uma concentragdo maxima de 0,1 pg/L na
Alemanha, 0,3 pg/L na Franca e 15 pg/L no Brasil (Merel et al., 2013; Poniedzialek et
al., 2012).

2.2.3. METODOS DE ANALISE

Um método de analise especifico, sensivel e robusto revela-se de extrema
importancia para que o cientista forense possa identificar de forma precisa e
inequivoca qual ou quais as cianotoxinas responsaveis pela morte de determinada
vitima. Por vezes, consoante a natureza das amostras a analisar, podera ser
necessaria uma etapa de extracdo de modo a limpar a amostra e concentrar a

quantidade da cianotoxina disponivel.

2.2.3.1. Procedimentos de extragao/concentragcao

As amostras post-mortem de tecidos e/ou fluidos corporais que séo sujeitas a
andlise toxicolégica podem ndo apresentar uma quantidade da cianotoxina
considerada exata, devido a presenca de certos compostos da matriz que interferem
nos resultados da andlise, conduzindo incorretamente a falsos negativos ou falsos
positivos. Dai que uma etapa de extracdo/concentracdo seja crucial para limpar e
concentrar a amostra, removendo eventuais interferentes (Msagati et al., 2006). Além
disso, este passo de purificacdo também melhora a sensibilidade dos métodos
analiticos, permitindo atingir valores mais baixos de limites de detecao (Merel et al.,
2013).

Das diversas técnicas de extracdo implementadas, a extragdo em fase solida
(SPE) é a mais vulgarmente utilizada. Resumidamente, esta é uma técnica multifasica
em gue a amostra em solugéo passa por um dispositivo (cartucho ou disco) contendo
um adsorvente préprio, o qual retém as cianotoxinas por adsorgéo que serdo eluidas a
posteriori com recurso a solventes especificos. A escolha do dispositivo, do
adsorvente e dos solventes € fundamental para uma extracdo eficiente das
cianotoxinas (Msagati et al., 2006). O procedimento de SPE serd descrito mais

detalhadamente no proximo capitulo.

2.2.3.2. Procedimentos de detecédo/determinacéo

Atualmente diversos métodos de detecdo sdo aplicados na andlise das
cianotoxinas, nomeadamente os métodos quimicos, os métodos in vivo em animais e
0os meétodos biomoleculares, que incluem o0s ensaios baseados em recetores, 0S

ensaios imunoldgicos e 0s ensaios citotoxicos. Todos diferem nos principios de
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detecéo, no tipo de informacé&o fornecida, na seletividade e na sensibilidade, pelo que
a selecdo da técnica constitui uma etapa crucial em qualquer estudo analitico,
consoante o0 seu objetivo e o tipo de resultados que se pretende obter (Msagati et al.,
2006). As vantagens e as desvantagens dos métodos considerados estdo descritas na
tabela 8.3. presente em anexo.

Considerando os métodos quimicos em particular, a cromatografia liquida de
alta pressdo (HPLC) associada a espetrometria de massa (MS) é dos mais
vulgarmente utilizados, pois € bastante especifico e sensivel, permitindo analisar as
cianotoxinas mesmo em niveis residuais (Dell'Aversano et al., 2004), o que acontece
muitas vezes nas amostras post-mortem que sao sujeitas a analise toxicoldgica. Esta
técnica hifenada constitui uma ferramenta poderosa que associa a capacidade
separativa da HPLC com as propriedades de identificacdo, elucidacdo estrutural e
quantificagdo da MS quando usada como mdédulo de detecédo (Dorr et al., 2008). A
HPLC permite a separagdo dos analitos presentes na amostra consoante a sua
afinidade com a fase estacionaria contida na coluna cromatogréfica relativamente a
afinidade com a fase mével. Quando associada com a MS, os analitos sao detetados,
resultando em espetros de massa especificos de cada composto, correspondendo
como que a uma “impressao digital” do mesmo. No entanto, algumas limitacGes
subjacentes a aplicacdo dos métodos cromatograficos incluem a necessidade de
pessoal qualificado, o custo relativamente mais dispendioso do equipamento e a falta
de padrdes certificados para algumas variantes das cianotoxinas (Humpage et al.,
2010). Nao obstante, esta técnica é adequada para compostos polares e nao-volateis,
como é o caso da STX e da CYN (Fang et al., 2004). No préximo capitulo este método
sera descrito em maior pormenor.

Além da MS, outro modulo de dete¢do associado a HPLC que tem sido
amplamente utilizado para a identificagdo da STX e seus analogos baseia-se na
espetroscopia de fluorescéncia, contudo, requer um passo prévio de derivatizagdo por
meio de oxidacdo. Essa oxidacdo pode ser pré ou poés-coluna, consoante se as
cianotoxinas séo oxidadas antes ou ap0s a separacdo cromatogréafica, respetivamente
(Alexander et al., 2009). Todavia, existe sempre o risco de que outros compostos
fluorescentes possam estar presentes na amostra e interfiram com a identificacdo da
cianotoxina-alvo (Etheridge, 2010). No caso da CYN, o detetor baseado no arranjo de
fotodiodos (DAD) é também usado, no qual a molécula apresenta um pico
cromatogréafico para um comprimento de onda de 262 nm. Embora proporcione uma
informacdo quantitativa do composto, € um método menos especifico do que a MS
(Guzman-Guillén et al., 2012).
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3.1. PROCEDIMENTO DE EXTRACAO EM FASE SOLIDA

A natureza da amostra ndo permite muitas vezes a sua analise direta nos

métodos de detecdo devido a eventuais contaminantes presentes na matriz que
interferem na identificacdo do(s) analito(s) de interesse. Além disso, e como acontece
na maioria das situagdes, a concentracdo destes analitos pode revelar-se tdo baixa ao
ponto de ndo serem detetaveis pelo método de analise considerado, conduzindo
erradamente a falsos negativos. Uma forma de solucionar estes problemas passa por
uma preparacao prévia da amostra com a aplicacdo de técnicas de extracdo que
permitem ndo s6 remover 0s contaminantes contidos na amostra, purificando-a, como
também concentrar os analitos de modo a que uma maior quantidade dos mesmos
esteja disponivel para a andlise. Este procedimento permite, assim, diminuir os limites
de detecéo, melhorando a sensibilidade dos métodos de analise (Almeida et al., 2004).

Das varias técnicas atualmente implementadas na preparacdo da amostra, a
extracdo em fase sdlida (SPE) tem sido a mais vulgarmente utilizada pela sua
versatilidade, especificidade e sensibilidade. Este método surgiu pela primeira vez em
meados dos anos 70 (Pico et al., 2007) e a sua particularidade advém da utilizagéo de
dispositivos com diversas formas que contém um material de empacotamento sélido
designado por adsorvente, o qual permite a retencdo dos analitos por meio de
adsorcao durante a passagem da amostra em solucdo. Com recurso a um solvente de
eluicdo apropriado, estes analitos podem ser colhidos e analisados pelos métodos de
detecdo (Almeida et al., 2004; Poole, 2003).

3.1.1. ETAPAS DO METODO DE SPE

Um método tipico de SPE envolve quatro etapas fundamentais que se
encontram representadas na figura 3.1. Inicialmente o adsorvente contido no
dispositivo deve ser condicionado, ou seja, estar recetivo para a interacdo com a
amostra através da aplicacdo de um ou mais solventes adequados. Esta etapa
também permite a remocao de eventuais impurezas contidas no adsorvente e do ar
presente no dispositivo (Novakova and VI¢kova, 2009).

Segue-se a percolacdo de um volume variavel de amostra para que os analitos
sejam retidos/concentrados no adsorvente. Nesta fase é importante regular a taxa de
fluxo a um nivel que proporcione uma retencao eficiente dos analitos e ao mesmo
tempo ndo seja demorosa, podendo variar entre 0,5 a 5 mL/min. O valor de pH da
amostra tem enorme influéncia na eficiéncia de retencdo, dependendo do tipo de

adsorvente considerado. Entre estas duas primeiras etapas o adsorvente deve estar
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sempre humido sob o risco de ocorrer uma fraca retengdo dos analitos, resultando a
posteriori em baixas recuperagoes.

A terceira etapa baseia-se na lavagem do adsorvente com recurso a um
solvente com baixa forca de eluicdo. Este passo, embora opcional, permite eliminar
alguns compostos indesejaveis da matriz que ficam retidos no material sélido sem
remover 0s analitos de interesse. Quando se processam amostras aquosas podera
seguir-se um periodo de secagem para retirar vestigios de agua do adsorvente, 0s
guais interferem na concentracéo e consequente analise dos analitos.

Por fim, na dltima etapa do método de SPE ocorre a eluicdo dos analitos de
interesse com um solvente apropriado, cujo volume deve ser menor do que o volume
de amostra inicial para uma concentracdo significativa dos mesmos. O poder de
eluicdo do solvente varia consoante o grau de retencdo dos analitos no adsorvente,
sendo necesséario um poder de eluicdo maior quando a retencao é mais forte. Tal
como na etapa da percolacdo da amostra, um ajuste adequado da taxa de fluxo e um
valor de pH apropriado do solvente de eluicdo sd0 essenciais para uma recuperacao
eficiente dos analitos (Almeida et al., 2004; Camel, 2003; Lucci et al., 2012).

[Ativagéo] [Amostra] [ Lavagem ] [ EIuigéo]

> 6 &

R

&

[Analito: » Interferentes: s o :]

Figura 3.1. Principais etapas envolvidas na
técnica de SPE (adaptado de Lucci et al., 2012).

Este método de extracdo descrito baseia-se num procedimento manual, no
qual a aplicacdo tanto dos solventes como da amostra no dispositivo pode ser
efetuada com recurso a gravidade ou aspiracao por vacuo, consoante a natureza dos
solventes utilizados e do adsorvente. No entanto, jA é possivel automatizar esta
técnica associando-a on-line com as técnicas analiticas, nomeadamente a
cromatografia liqguida. Uma metodologia que € ainda mais vantajosa no que respeita a

reducdo a nivel do consumo e exposicao a solventes e da duracdo experimental. Além
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do mais, o0 pouco manuseamento da amostra permite diminuir o risco de contaminacao

tanto para o operador como para 0 meio de trabalho envolvente (Camel, 2003).

3.1.2. TIPOS DE ADSORVENTE E SUAS INTERACOES

Tendo em conta o tipo e volume de amostra, assim como as caracteristicas
do(s) analito(s) que se pretende(m) analisar, a escolha do formato do dispositivo e do
material de empacotamento mais adequados revela-se de extrema importancia para
que se obtenham recuperacdes eficientes e reprodutiveis. Existem disponiveis
comercialmente uma vasta gama de adsorventes com diferentes grupos funcionais,
empacotados em variadas formas de dispositivos de SPE, incluindo cartuchos e
discos. Toda esta variedade traduz-se na elevada seletividade da técnica de SPE,
uma vez que contribui para o processamento de uma gama muito diversificada de
amostras (Camel, 2003; Poole, 2003).

O formato em cartucho (figura 3.1.) tem sido o dispositivo mais frequentemente
utilizado. Apresenta a forma de uma coluna feita a base de polipropileno ou polietileno
gue termina numa ponta de Luer macho. Este tipo de material suporta uma quantidade
de volume relativamente reduzida (entre 1 a 25 mL) e é descartavel, o que previne o
risco de contaminagdo cruzada. Possui um adsorvente soélido no seu interior,
empacotado entre duas seccdes de polipropileno ou de vidro com 20 pm de
espessura, com o peso a variar entre 50 mg a 10 g. O principio de funcionalidade nos
discos é semelhante ao do cartucho, diferindo apenas na sua capacidade de suportar
maior volume de amostra (Camel, 2003).

Os adsorventes podem ser classificados consoante o tipo de material em que
séo fabricados, quer sejam a base de silica, a base de carbono grafitizado, poliméricos
e de troca i6nica. Os adsorventes baseados em silica, com grupos funcionais como
octadecilo (C18), octacilo (C8), cianopropilo (CN), entre outros, sdo caracterizados
pela sua estabilidade do ponto de vista mecénico, térmico e quimico sob variadas
condi¢cbes, sendo limitados ao nivel do pH, onde apenas sdo estaveis numa gama
estreita. Ja nos adsorventes de carbono grafitizado a situagdo inverte-se, sendo
estaveis em todo o intervalo de pH, para além de apresentarem areas de superficie
elevadas que proporcionam uma maior retencdo dos analitos. Existe, contudo, a
possibilidade de uma retencdo irreversivel e estdo associados a uma fraca
estabilidade mecéanica. Os adsorventes poliméricos, contendo grupos funcionais como
0 poliestireno-divenilbenzeno (PS-DVB), podem ser aplicados a uma gama mais larga
de polaridade dos solutos. Quanto aos adsorventes de troca idnica, apresentam uma

retencdo baseada na interagdo idnica entre os grupos funcionais do adsorvente de
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uma determinada carga com os grupos funcionais do(s) analito(s) de interesse de
carga oposta. Para que tal interacdo ocorra € necessario que o pH da matriz da
amostra seja estritamente regulado de modo a que esses grupos funcionais estejam
na forma ionizada. O oposto deste mecanismo também é fundamental particularmente
na etapa de eluicdo do método de SPE. Neste caso, o pH é regulado para neutralizar
0s grupos funcionais do analito, do adsorvente ou de ambos, fazendo com que a
interacdo ionica seja quebrada e, por conseguinte, permita que a eluicdo ocorra
(Camel, 2003; Fontanals et al., 2007; Poole, 2003).

No que respeita ao modo como retém os analitos, estes adsorventes podem
ser agrupados em fase normal, fase reversa ou de troca idnica, e a estrutura quimica
dos seus grupos funcionais determina o mecanismo de interacdo entre ambos, que
deve ser da mesma natureza. Portanto, para a retengdo de analitos polares é
aconselhavel a utlizacdo de materiais sélidos de fase normal contendo grupos
funcionais polares a base de silica quimicamente modificada, como CN, que
estabelecem interacdes do tipo hidrofilico incluindo dipolos permanentes e pontes de
hidrogénio. Para reter analitos menos polares sédo necesséarios adsorventes de fase
reversa com grupos hidrofébicos, de que sdo exemplos os grupos C18 e C8 e os
poliméricos, que interagem por meio de forgcas van der Waals (Almeida et al., 2004). Ja
0s adsorventes de troca i6nica sdo Uteis para a retencdo de analitos com grupos
carregados, seja de forma positiva (catibnicos) ou negativa (aniénicos), através de
atracdes eletrostaticas (Fontanals et al., 2007).

Apesar do disposto acima, uma ligeira modificagdo na composicao quimica dos
grupos funcionais presentes nos adsorventes permite alterar ndo sé a sua area de
superficie como também o mecanismo de interagdo com os analitos, desde que essa
alteracdo induzida mantenha o material estavel. Isto realga o poder especifico da
técnica de SPE e pode, em certos casos, proporcionar percentagens de recuperagao

mais elevadas (Fontanals et al., 2007).

3.2. SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

3.2.1. PRINCIPIO E EFICIENCIA DA SEPARACAO CROMATOGRAFICA

Em 1906, o botanico russo Mikhail Tswett criou uma técnica que permitia
separar 0s pigmentos fotossintéticos de extratos de plantas através de uma coluna de
adsorcao liquida, verificando varias bandas de cores diferentes separadas. Este
processo veio a designar-se mais tarde por cromatografia (do grego “chrom” que
significa cor e “graphie” correspondente a grafia), cujo principio de separagao se

baseia no equilibrio de concentracdes dos componentes de uma mistura (amostra) e
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nas interagbes que estabelecem entre duas fases imisciveis, uma movel e outra
estacionéria. Atualmente a grande variedade de fases méveis e de fases estacionérias
permite multiplas combinag6es entre ambas, o que torna a cromatografia numa técnica
bastante versétil e de vasta aplicacdo (Degani et al., 1998; Scott, 2003).

A fase movel permite a deslocacdo da amostra ao longo da fase estacionaria
gue se encontra fixa. Quanto maior for a afinidade dos analitos que integram a
amostra com a fase estacionaria relativamente a fase mével, maior sera o periodo de
tempo do percurso até atingirem o detetor, uma vez que ficam mais tempo retidos
nessa fase (Harris, 2005). Este periodo, designado por tempo de retencdo, pode ser
visualizado através de um cromatograma, o qual consiste hum diagrama que revela a
resposta do detetor em fungéo do tempo de analise. A resposta € representada por um
ou mais picos cromatogréaficos, conforme a complexidade da amostra, que possuem
geralmente a forma de uma curva gaussiana e cuja area permite determinar a
concentracdo dos analitos eluidos numa relagdo diretamente proporcional (Meyer,
2004). O célculo da area é feito através da integracao dos picos por software, podendo
ser em modo automatico ou manual, recorrendo-se a este Ultimo para casos de picos
parcialmente resolvidos (Novakova, 2013).

Uma boa separacdo cromatografica ocorre quando o0s picos estdo bem
definidos e separados uns dos outros com uma resolucdo aceitavel, permitindo a
identificacdo inequivoca e a quantificacdo dos analitos. Pode acontecer, por vezes,
gue os analitos ndo sejam separados completamente e eluam com tempos de
retencdo muito préximos. Isto resulta na sobreposicdo dos picos, o que indica uma
fraca resolucdo do sistema cromatografico e impossibilita a quantificagdo correta dos

analitos (Meyer, 2004; Rouessac and Rouessac, 2007).

3.2.2. SISTEMAS DE CLASSIFICACAO

Atualmente a técnica cromatografica pode ser classificada de diversas formas
consoante o critério usado. Assim, quanto ao tipo de suporte da fase estacionaria a
cromatografia pode ser planar ou em coluna. Considerando o modo de separacdo dos
analitos presentes na amostra, o qual depende da sua interagdo com ambas as fases
envolvidas, as separacfes cromatogréficas podem ser efetuadas por adsorcao,
particdo, troca idnica, exclusdo molecular, afinidade ou mistura destes mecanismos.
Por fim, a nivel do estado fisico da fase mdvel pode-se distinguir a cromatografia como
liquida (LC), gasosa (GC) ou de fluido supercritico (SFC), caso a fase mével seja um
liquido, um gés ou um fluido supercritico, respetivamente (Harris, 2005; Scott, 2003). A

LC ainda pode ser subdividida em cromatografia liquida gravitacional (GLC), onde a
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fase movel € movida por agdo da forca gravitica, e cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC), na qual a eluicdo da fase mdével é auxiliada com recurso a uma
bomba de alta pressdo e permite separar analitos de peso molecular bastante
reduzido (Degani et al., 1998; Rouessac and Rouessac, 2007).

Relativamente a este ultimo critério de classificacdo, a escolha adequada do
tipo de cromatografia é determinada pela natureza dos analitos. Enquanto em GC
apenas se analisam compostos volateis, termicamente estaveis e/ou com baixo peso
molecular, requerendo para outro tipo de compostos um demoroso passo de
derivatizacdo na preparacdo da amostra, em LC ndo € necessario executar esse
passo, permitindo a andlise de uma gama mais ampla de analitos, incluindo nao-
volateis, termolabeis e/ou com elevado peso molecular (Wu and French, 2013).
Admitindo as caracteristicas das duas cianotoxinas mencionadas no capitulo anterior,
para o presente estudo optou-se pela HPLC como método analitico.

Um sistema tipico de HPLC é composto por véarias unidades que podem estar
interligadas por meio de médulos (figura 3.2.).

./J l\ /‘J l'\.

Reservatorio
de solventes

| Desgaseificador |

Bomba
analitica

Injetor

Coluna
cromatografica

Sistema de registo
e tratamento

Detetor de dados

Figura 3.2. Esquema de um equipamento
de HPLC modular (adaptado de Degani et
al., 1998, e Rouessac and Rouessac, 2007).

Destas unidades importa destacar o reservatério de solventes que constituem a
fase mével; o desgaseificador para remover bolhas de gas eventualmente presentes
nos solventes ou mistura de solventes; a bomba analitica que retira os solventes do
reservatorio em direcdo a coluna a uma taxa de fluxo constante; o injetor que injeta um
volume fixo e estipulado de amostra a uma taxa de fluxo também constante; a coluna
cromatogréfica que separa os analitos que integram a amostra, podendo a separacao

ser feita a temperatura ambiente ou, na presenca de um termostato, a uma
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temperatura regulada; o detetor que assinala os analitos que eluem da coluna; e o
sistema de processamento de dados que permite registar o sinal obtido através de um
desvio em relacdo a linha de base, tanto maior quanto mais elevada for a massa de

analito injetado (Rouessac and Rouessac, 2007).

3.2.3. PROPRIEDADES DAS FASES E DAS COLUNAS

Para qualquer método analitico, o conhecimento das particularidades, a
escolha criteriosa e o tratamento correto e rigoroso tanto das fases movel e
estacionaria como das colunas cromatogréaficas sdo fundamentais para uma boa
eficiéncia do método aplicado, permitindo a obtencédo de resultados crediveis e validos
para o cumprimento dos objetivos propostos.

3.2.3.1. Fase movel

No caso particular da HPLC, a fase mdvel é constituida por um Unico solvente
ou por uma mistura de solventes aquosos e organicos, sendo destes o metanol
(MeOH) e o acetonitrilo (ACN) os mais utilizados, cujo grau de pureza deve ser
elevado sob o risco de degradar a fase estaciondria e alterar o sinal obtido no detetor
(Harris, 2005; Meyer, 2004). A sua escolha deve ser a mais adequada possivel de
modo a conduzir a uma boa resolucao dos analitos (Msagati et al., 2006). Além disso,
independentemente da escolha efetuada, quando se analisam analitos com grupos
funcionais ionizaveis é fundamental que o0s solventes contenham uma pequena
quantidade de tampéo, por exemplo acido férmico/ido formiato, acido acético/ido
acetato, entre outros, para regular o nivel de pH e auxiliar no processo de ionizagdo
desses analitos quando entram no detetor, o qual merecera destaque mais adiante.
Relativamente aos compostos neutros ja ndo é necessario adicionar-se tampao. E
também aconselhavel uma renovacao regular dos solventes, sobretudo 0s aquosos,
de modo a prevenir o crescimento microbiano (Vogeser and Seger, 2008).

Por forma a também n&do comprometer a integridade da fase estacionaria, um
dos primeiros passos a realizar antes das andlises cromatograficas passa pela
remocdo de eventuais bolhas de gas que estejam presentes nos solventes. Neste
sentido, € importante a sonicagdo dos solventes com o auxilio de ultrassons e, j& no
sistema de HPLC, a aplicacdo de purga com hélio ou com recurso a um
desgaseificador. Além disso, a distribuicdo do(s) solvente(s) é feita através de um tubo
com um didmetro interno muito pequeno, cuja extremidade em contato com o0s
solventes apresenta um filtro que permite reter particulas em suspensao que possam

ocasionalmente existir (Harris, 2005; Rouessac and Rouessac, 2007).
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A eluicdo da fase mével pode ser realizada tanto em modo isocratico, em que
as condi¢Bes cromatograficas se mantém constantes durante o tempo de analise, ou
em gradiente, quando num ou mais periodos de tempo estabelecidos se modificam as
proporcBes dos solventes utilizados. Este Ultimo modo permite, por exemplo, minimizar
a retencdo de compostos que advieram da Ultima injecao e, por conseguinte, prevenir

gue estes interfiram na andlise seguinte (Van Eeckhaut et al., 2009).

3.2.3.2. Coluna cromatografica e fase estacionaria

As colunas analiticas sdo constituidas geralmente por aco inoxidavel cujo
comprimento varia entre 50 a 300 mm e o didmetro interno entre 1 a 5 mm.
Internamente encontram-se revestidas pela fase estacionaria e por um material inerte,
como o vidro. Quando utilizadas com muita frequéncia ao longo do tempo, as colunas
podem ser degradadas por substancias presentes nas matrizes mais complexas e/ou
nos solventes de eluicdo e comprometer a precisdo e reprodutibilidade das andlises.
De modo a prevenir esta situagéo e prolongar o seu tempo de vida, as colunas podem
ser protegidas com pré-colunas, as quais apresentam o mesmo tipo de fase
estacionaria e retém as eventuais impurezas, para além de serem menos
dispendiosas, podendo ser substituidas regularmente (Harris, 2005; Rouessac and
Rouessac, 2007).

Outro parametro a ter em conta para um desempenho mais eficiente da coluna
€ a temperatura, que pode ser regulada pelo termostato. Um aumento da temperatura
provoca a diminui¢do da viscosidade dos solventes de eluicdo que passam na coluna,
0 que se traduz numa menor pressdo e em tempos de retencdo mais curtos dos
analitos sem interferir na resolugdo dos picos cromatograficos correspondentes. No
entanto, temperaturas muito altas (superiores a 45°C) podem acelerar a degradacao
da fase estacionaria e, por conseguinte, reduzir o tempo de vida da coluna, resultando
nas mesmas consequéncias mencionadas a priori. Neste sentido, colunas ligeiramente
aguecidas a uma temperatura constante entre 25 a 30°C sdo recomendadas
(Rouessac and Rouessac, 2007).

As fases estacionarias constituem matrizes sélidas que estdo empacotadas no
interior das colunas cromatograficas entre dois discos porosos, cada um numa
extremidade (Harris, 2005). Existe uma grande variedade deste tipo de fases, sendo
as particulas porosas as mais usuais para HPLC, nomeadamente as baseadas em
silica, devido ao seu tamanho bastante reduzido (valores tipo entre 3 a 5 um). Esta
caracteristica confere uma elevada estabilidade mecéanica e térmica, uma maior

permeabilidade da coluna e resisténcia a altas pressdes que se verificam em HPLC,
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resultando em separagBes cromatograficas mais eficientes. Contudo, as fases
estacionarias baseadas em silica apenas sdo estaveis a uma gama restrita de pH
(entre 1 a 8) (Meyer, 2004).

Na figura 3.3. encontra-se representada a estrutura quimica da silica, sendo
constituida por atomos de silicio (Si) ligados a atomos de oxigénio (O) através de
pontes tridimensionais. A sua estrutura é bastante heterogénea, apresentando varios
grupos funcionais com propriedades distintas:

a) Silandis livres: grupos ligeiramente acidos, onde 0os compostos basicos vao

adsorver preferencialmente;

b) Siloxanos: resultantes da condensacao de silanois associados;

¢) Silandis geminais: grupos ndo acidicos;

d) Silandis associados: grupos também néo acidicos, onde os compostos com

grupos hidroxilo (OH) tendem a adsorver;

e) Silandis proximos de catiGes metalicos (Me"): grupos fortemente acidos que

podem afetar de forma grave a separagdo de compostos basicos.
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Figura 3.3. Estrutura quimica da silica (adaptado de Meyer, 2004).

Além disso, estes grupos funcionais a base de silica podem ser modificados
gquimicamente de modo a alterar as suas propriedades e, por conseguinte, aumentar a
especificidade da fase estacionaria. Destes grupos destacam-se os C18, que séo
bastante apolares, permitindo trabalhar em cromatografia de fase reversa (RP). Neste
tipo de cromatografia usa-se uma fase estacionaria apolar ou fracamente polar,
enquanto na cromatografia de fase normal (NP) a fase estacionaria € mais polar que a

fase movel (Meyer, 2004; Rouessac and Rouessac, 2007).

3.3. DETECAO POR ESPETROMETRIA DE MASSA

identificarem e

Varios detetores analiticos foram desenvolvidos para
guantificarem os analitos presentes na amostra de acordo com as suas propriedades
Oticas e quimicas (Meyer, 2004). Para este estudo sera utilizado o detetor por

espetrometria de massa (MS), o qual permite caracterizar a estrutura atémica e

Pagina | 33



Setembro de 2015

molecular de variados analitos desde orgéanicos, inorganicos e biol6gicos,
proporcionando dados tanto qualitativos como quantitativos. A constante evolugédo ao
longo dos anos tornou esta técnica mais sensivel e versatil, tendo uma ampla
aplicacdo em diversas areas, incluindo a toxicologia forense (Harris, 2005; Rouessac
and Rouessac, 2007). Um sistema tipico de MS é composto por trés modulos,
nomeadamente a fonte de ionizacdo que trabalha a pressao atmosférica, o analisador
de massas e o detetor, ambos funcionando a alto vacuo (figura 3.4.). Cada mdédulo

sera descrito de seguida.

l____

Fonte de Analisador
— S W= | Detetor
Amostra ionizagao 1 de massas
1
Pressao atmosférica ! Alto vacuo
1

Figura 3.4. Espetrémetro de massa tipico composto por trés médulos.

3.3.1. FONTES DE IONIZACAO:. ELECTROSPRAY

Um requisito para a analise por MS é que a amostra seja convertida em fase
gasosa e posteriormente ionizada através de técnicas de ionizacdo a pressao
atmosférica (API). Estes processos, descritos pela primeira vez em 1958 por
Knewstubb e Sugden (Marquet and Lachéatre, 1999), constituem elos de ligacéo entre
os sistemas de cromatografia e de MS na medida em que preparam os analitos
oriundos do cromatdgrafo para a sua posterior analise pelo espetrémetro. O processo
de API mais adequado é determinado pelo tipo de analito presente na amostra. Assim,
para analitos menos polares e com baixo peso molecular é recomendado o uso de
ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI), enquanto para analitos mais polares
e com pesos moleculares maiores recorre-se a ioniza¢ao por electrospray (ESI) (Cech
and Enke, 2001). Ser4 dado maior foco a esta Ultima técnica que se encontra
representada esquematicamente na figura 3.5. para a polaridade positiva.

A técnica de ESI é répida, sensivel e exata e todo o processo ocorre numa
camara de evaporagdo a pressao atmosférica. Apés sair do cromatografo, a amostra
em solucdo é bombeada através de uma agulha de electrospray a uma taxa de fluxo
constante e baixa, geralmente entre 0,1 a 10 pL/min. Nessa agulha é aplicado uma
alta voltagem que tanto pode ser positiva como negativa consoante a estrutura
quimica dos analitos em estudo e o seu modo de fragmentacdo mais favoravel. A
voltagem aplicada gera um campo elétrico na superficie da solucdo através da
atribuicdo de carga aos analitos (originando ibes), fazendo com que a solucdo saia da

agulha numa forma conhecida como “cone de Taylor”. Além disso, o campo elétrico
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favorece a evaporacéo do solvente contido na solucdo, o que aumenta a densidade de
carga e, por conseguinte, a tensdo na sua superficie. A tensao torna-se tao elevada
gue ocorre fissdo em goticulas (em modo de spray) através das for¢as de repulséo de
Coulomb e estas, por sua vez, dividem-se em goticulas cada vez mais pequenas num
processo continuo até a formacao de ides individuais em fase gasosa que se dirigem
para o analisador de massas. Ao momento em que a repulsdo de Coulomb da carga
de superficie iguala a tensdo superficial da solucdo da-se o nome de limite de
Rayleigh. Se necessario, este processo pode ser assistido pneumaticamente através
da utilizacdo de um gas neutro que favoreca a formacéo de goticulas (Cech and Enke,
2001; Marquet and Lachatre, 1999).

Agulha de
electrospray™>
N, N,

B +\ '+  Gasde
++ : nebulizagao
Cone de
Taylor

. Gasde
secagem _

Camara de evaporagao N,
-

(Pressao atmosférica) Analisador de

massas

) @ ® @
; N & @ @
Evaporagao o Flssao d
do solvente Q Coulomb/ @
Particula parental Particulas carregadas |16es de analitos
carregada no limite de Rayleigh em fase gasosa

Figura 3.5. Esquema de todo o processo de ionizacdo em modo
positivo por electrospray (adaptado de Lamond Laboratory, 2014).

Para além de ibes, outras espécies de compostos podem ser formadas durante
a técnica de ESI, nomeadamente moléculas neutras (sem carga) e aductos. Em
particular, os aductos resultam da ligacdo entre os analitos e certos ides oriundos de
varias fontes, seja dos tampdes utilizados na separacdo cromatografica, dos solventes
que constituem a solucdo da amostra e/ou da matriz da amostra, hum processo
dependente da polaridade com que a ESI esteja a funcionar. Assim, na ionizacdo em
modo negativo formam-se aductos com ides de carga negativa (anides), sendo os ibes

cloreto (CI) os mais frequentes. Ja em modo positivo verificam-se aductos de analitos
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ligados a ibes carregados positivamente (catiGes) como sédio (Na*), potassio (K*), litio
(Li"), aménio (NH,"), entre outros (Cech and Enke, 2001).

Quanto ao tipo de polaridade, a analise por ionizagdo em modo positivo
apresenta maior interferéncia a nivel de ruido no espetro de massa em relacdo a
analise por modo negativo, uma vez que na natureza a grande maioria das moléculas
tem maior suscetibilidade de fragmentar no primeiro modo do que no segundo,
incluindo eventuais contaminantes presentes nas fontes mencionadas anteriormente.
Logo, o0 modo negativo revela-se mais especifico do que o modo positivo (Novakova,
2013).

Existem situagBes em que a analise por ESI pode ndo ser adequada ao ponto
de resultar numa baixa resposta no detetor. Isto acontece sobretudo com analitos que
sejam instaveis, que possuam uma eficiéncia baixa de ionizagdo, que tenham
dificuldade em fragmentar-se ou cuja identidade ndo seja conhecida, sendo este Ultimo
caso bastante frequente no contexto forense. Assim, uma etapa prévia de
derivatizagdo desses analitos torna-se essencial a fim de melhorar a sua resposta, a
qual pode passar pela introducdo de grupos funcionais que sejam facilmente
carregaveis (Cech and Enke, 2001; van den Ouweland and Kema, 2012).

3.3.2. ANALISADORES DE MASSAS

Os analisadores de massas sdo modulos bastante sofisticados onde os
analitos ionizados sédo separados, e possivelmente fragmentados, de acordo com a
sua razdo massa/carga (m/z), conforme o tipo de andlise e os objetivos do estudo. Os
ides resultantes dirigem-se, por fim, ao detetor numa trajetéria controlada pelo
analisador por meio de campos elétricos e magnéticos (Rouessac and Rouessac,
2007). Estédo atualmente disponiveis varios analisadores para a MS, merecendo maior

destaque a armadilha de ides e o triplo quadrupolo que serdo utilizados neste estudo.

3.3.2.1. Armadilha de ides

A armadilha de ides (em inglés “lon Trap” (IT), como & mais vulgarmente
conhecida) caracteriza-se por um analisador de massa versétil e sensivel que, tal
como o proprio nome indica, aprisiona a corrente gasosa de ides oriundos da fonte de
ionizagdo durante um certo periodo de tempo. Hoje em dia estdo disponiveis
comercialmente dois tipos de configuracdo da IT, a forma linear e a forma quadrupolar,
merecendo esta Ultima maior foco para o presente estudo.

A IT quadrupolo, representada esquematicamente na figura 3.6., consiste em

trés elétrodos com geometria hiperboloidal, dois dos quais estdo dispostos
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simetricamente (elétrodos extremos) e assemelham-se a pequenos discos invertidos,
enquanto o terceiro elétrodo em forma de anel passa por entre os outros dois (elétrodo
central). Um dos elétrodos extremos apresenta uma Unica abertura central de onde
surgem os ides a partir da fonte de ionizacdo, ao passo que o outro elétrodo contém
varias aberturas dispostas também no centro através dos quais os ibes seguem

caminho para o detetor (March, 1997).

Elétrodo central

Elétrodo extremo

.Fopte d~e
ionizagao

;; | ®®® ) Detetor

[ lao de analito: ® Atomo de gas inerte: @ ]

Figura 3.6. Esquema estrutural da lon Trap e o seu principio
de acao (adaptado de Bruker Daltonics, 2006).

Os compostos, ap6és ionizados, entram na IT e colidem com os atomos de um
gas inerte, normalmente o hélio (He). Estas colisBes resultam na perda da energia
cinética dos ides, levando ao seu “arrefecimento” e consequente aprisionamento no
centro da IT. De salientar que, mesmo com baixa energia cinética, os ibes
permanecem em movimento devido as forcas de repulsdo de Coulomb que afastam os
idbes com a mesma carga (Kaplan et al., 2008). Pode-se pensar neste fendmeno de
aprisionamento numa perspetiva de um “poco”, em que os ides estdo armadilhados
numa cavidade e sé com recurso a um potencial de radiofrequéncia (rf) aplicado ao
elétrodo central é que se libertam dessa cavidade, sendo excitados e ejetados em
direcdo ao detetor. O valor do potencial de rf aplicado e o tamanho do ido variam de
forma proporcional na medida em que um aumento gradual da amplitude deste
potencial implica a ejecdo de ibes com razao m/z cada vez maior. A saida dos i6es por
ordem crescente de razdo m/z ao longo do tempo é detetada por meio de sinais que
indicam a sua intensidade ou abundancia relativa por meio de um gréfico, designado
por espetro de massa (March, 1997), o qual é caracteristico de cada analito, como se
de uma “impressao digital” se tratasse.

Equipamentos com a configuracdo de IT permitem obter dados do(s) analito(s)
de interesse através de dois tipos de analises, os quais conferem elevada
sensibilidade e especificidade. A analise em modo full scan permite, a partir de um

intervalo amplo de valores m/z estipulado a priori, obter o sinal do i&o-molecular do
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analito-alvo com um peso molecular conhecido. A intensidade do sinal pode aumentar
através da otimizacdo de varios parametros do sistema 6tico da IT, melhorando assim
a sensibilidade da resposta ao analito em questéo (Liu et al., 2002).

Identificado o analito, é possivel entdo definir a sua estrutura quimica através
de uma outra andlise conhecida como espetrometria de massa em tandem (MS", em
que “n” indica o numero de fases de fragmentacao), na qual os ides sao fragmentados
no interior do po¢co uma ou varias vezes através de dissocia¢ao induzida por colisdo
(CID) com os ja mencionados atomos de gas inerte. Tendo em conta o0 esquema da
figura 3.7., apds a acumulacéo dos ides no centro da IT (passo 1), € possivel isolar o
analito de interesse quando se seleciona o valor m/z correspondente, eliminando-se os
restantes ies com diferentes valores m/z (passo 2); esta seria a fase MS*. Na fase
MS? este composto isolado, designado como ido-parental, é excitado (passo 3) e
fragmentado (passo 4) em varios i6es-filho com valores m/z especificos, mantendo-se
concentrados no centro da IT (passo 5). A partir daqui pode-se isolar um dos
fragmentos do ido-parental e fragmenta-lo novamente, originando outros ides-filho,
numa fase equivalente a MS®. O processo poderia continuar mais algumas vezes. Por
fim, os iBes-filho séo ejetados (passo 6) pela aplicacdo do potencial de rf e dirigem-se

ao detetor.

(@) Excitagdo

(® Acumulagao
de fragmentos Detegao
(®) Ejecdo

Figura 3.7. Principio de fragmentacao na lon Trap (adaptado
de Bruker Daltonics, 2006).

z

Esta capacidade de MS" é util para andlises qualitativas, permitindo elucidar a
estrutura quimica dos compostos, assim como as vias de fragmentacdo mais
provaveis (Ingendoh et al., 1997; March, 1997). Existe, contudo, uma desvantagem na
execucao deste processo. Em cada fase de fragmentacdo ndo se observam ides-filho
até 20-30% da massa do ido-parental, pois ndo sdo aprisionados de forma eficiente.
Logo, no sentido de cobrir toda massa dos fragmentos do analito de interesse, varias

etapas de MS" terdo de ser realizadas necessariamente (Ingendoh et al., 1997).
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3.3.2.2. Triplo Quadrupolo

Um triplo quadrupolo (TQ) (figura 3.8.) é composto por trés modulos em série,
dos quais dois (Q1 e Q3) apresentam um conjunto de quatro barras magnéticas (dai a
designacéao de quadrupolo) dispostas no espaco pelo seu eixo longitudinal sob a forma
de um quadrado, separados por uma camara de colisdo (Q2). Neste tipo de analisador
€ comum efetuarem-se dois tipos de analises: monitorizacdo de um ido selecionado
(SIM ou SIR) e monitorizacdo de uma reacéo selecionada (SRM) ou multipla (MRM)
(Novékové, 2013).

.Fopte d_e ; 1 P> Detetor
ionizagao ———— | t_ | [
Camarade
b coliso (Q2) Q3

Figura 3.8. Esquema estrutural do triplo quadrupolo (adaptado de Waters Corporation, 2002).

No modo SIM pretende-se que o0 equipamento, dentre varios ibes formados,
selecione e identifiqgue apenas um ido em particular com um determinado valor de m/z
previamente estipulado, obtendo-se somente um sinal relativo a esse ido. No modo
MRM um ido com um determinado valor m/z, designado como ido-precursor, €
selecionado no médulo Q1, fragmentado na camara de colisdo através da colisdo
(CID) com moléculas de gas inerte e um ou mais dos fragmentos produzidos séo
selecionados no médulo Q3 consoante o0 seu valor m/z. A este processo de selegéo de
um ido-precursor com um dos seus fragmentos caracteristicos designa-se por
transicdo, e a monitorizacdo de varias transicdes torna o método analitico mais
especifico (van den Ouweland and Kema, 2012). Estas analises dependem dos pesos
moleculares dos ifes em estudo e da configuracdo de certos parametros, como
energia de colisdo e tempo de permanéncia de ifes (Seger, 2012), e conferem uma
elevada especificidade analitica. Dai que o TQ seja bastante utilizado em analises
gquantitativas de matrizes complexas contendo quantidades vestigiais de analitos.
Também € possivel executar estas andlises na IT, residindo a diferenga no modo
como os ides sdo separados (enquanto na IT a separagado ocorre no tempo, no TQ a
separacao é feita no espaco) (Novakova, 2013).

Ao contrario da IT, o TQ ndo permite efetuar varias etapas de fragmentacao.
Em vez disso, para se poder detetar e identificar as estruturas dos analitos seriam
necessarias varias corridas em que a informacdo de uma seria usada para definir a

seguinte, para além de que o espetro de massa obtido revela sinais de certos ibes
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fragmentados que ndo correspondem aos de primeira geragcdo. Assim sendo, o TQ
ndo € adequado para a investigacdo de vias de fragmentacdo para a elucidagéo
estrutural de um determinado analito (Liu et al., 2002).

3.3.3. DETETORES

Na ultima fase da andlise por MS, o detetor, como o proprio nome indica,
deteta os ibes positivos ou negativos separados pelo analisador. S&o conhecidos
varios detetores, sendo 0 mais comumente utilizado, inclusive neste estudo, o
multiplicador de eletres representado esquematicamente na figura 3.9. Antes de
entrarem neste detetor, os ides oriundos do analisador séo acelerados e chocam com
dois elétrodos designados por dinodos de conversdo, onde sao convertidos em
eletrdes. De seguida, estes eletrbes entram numa estrutura afunilada que constitui um
dinodo continuo e colidem com a parede interna inUmeras vezes, o que resulta na sua
amplificacdo num efeito de cascata. Este processo cria uma corrente elétrica
proporcional & abundéancia dos ides, originando um sinal que é traduzido num espetro

de massa (de Hoffmann and Stroobant, 2007).

Dinodo
R continuo
Analisador —> -—)

Dinodo de
conversao

Amplificagao dos eletrées
(efeito de cascata)

|

Corrente
amplificada

Figura 3.9. Esquema de um detetor multiplicador de eletrbes
(adaptado de de Hoffmann and Stroobant, 2007).

3.4. HPLC HIFENADA A MS: UM CASAMENTO (QUASE)
PERFEITO

A identificac@o da substancia responsavel por determinada intoxica¢ao constitui

um dos principais desafios que os toxicologistas forenses enfrentam dia-a-dia, mesmo
quando ndo existem pistas ou provas que orientem na investigacdo do caso. Além
disso, o volume de amostras disponibilizado, sendo o sangue e a urina as mais
frequentes, € geralmente baixo e a substancia em causa pode estar presente nessas

amostras em concentragfes vestigiais. Tendo em conta o nivel de sensibilidade e de
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especificidade que as técnicas cromatogréficas e espetrométricas conferem, a sua
associacao pode revelar uma preciosa ajuda para estes cientistas na resolugédo deste
tipo de problemas (Marquet and Lachéatre, 1999).

De facto, um grande avanco surgiu com o acoplamento de GC com MS na
década de 60 (Maurer, 2006), a qual permitia a identificacdo e quantificacdo de certos
grupos de compostos, como pesticidas, drogas de abuso, farmacos, entre outros, e
manteve-se como o método “padrao” ou “classico” durante varios anos. No entanto, e
como ja referido anteriormente, apenas pode analisar uma gama restrita de
substancias, desde que sejam volateis, termicamente estiveis e tenham baixo peso
molecular, sendo necessario para outros compostos uma etapa prévia de
derivatizacdo na preparacdo da amostra, a qual se tornava demorosa e perdia
especificidade. Este dilema foi entdo ultrapassado com a hifenagdo da HPLC com a
MS no final dos anos 80 por Fenn (Seger, 2012), uma técnica quase perfeita, pois é
muito especifica, flexivel, robusta e, ao contrario de GC/MS, ndo esté limitada pela
volatilidade e peso molecular dos compostos, podendo analisar uma gama mais ampla
de forma viavel (Wu and French, 2013). Neste caso particular, a HPLC/MS tem
provado ser uma técnica analitica poderosa na analise das cianotoxinas, mesmo em
niveis residuais (Dell'Aversano et al., 2004). Em contrapartida, diz-se quase perfeita
devido aos custos elevados tanto na aquisicdo como na manutencdo deste sistema,
ao tempo de vida estimado de cerca de dez anos e a necessidade de pessoal
especializado para o seu manuseamento (Vogeser and Seger, 2008).

As amostras de cariz biolégico constituem uma grande adversidade na andlise
tanto qualitativa como quantitativa durante a aplicacdo de um método cromatografico
em HPLC/MS. Para além da sua elevada complexidade, os variados compostos que
integram a matriz, incluindo sais, fosfolipidos e proteinas, podem co-eluir com o(s)
analito(s) de interesse, o que resulta na presenca de picos sobrepostos no
cromatograma e na interferéncia do processo de ioniza¢do no espetrometro de massa,
suprimindo ou amplificando o sinal obtido no espetro (Novakova, 2013). Estes efeitos
da matriz, descritos por Kebarle e Tang pela primeira vez em 1993, alteram
claramente a resposta de um determinado composto quando comparada com a de
uma solugdo padrdo, comprometendo significativamente a exatiddo do método e
conduzindo, no pior dos casos, a falsos negativos ou falsos positivos (Peters, 2011).
Deste modo, uma preparacao prévia da amostra (por exemplo, através de SPE) antes
de ser sujeita a analise torna-se necessaria para minimizar os efeitos e, assim, nao
comprometer significativamente a integridade do método analitico. Além disso, outras
medidas também podem ser adotadas com o intuito de diminuir, ou até mesmo

eliminar, os efeitos da matriz. A injecdo de volumes menores de amostra e/ou a sua
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diluicdo (desde que tal ndo influencie a sensibilidade do sistema analitico), a
otimizacdo de parametros cromatogréaficos e espetrométricos, a aplicacdo de taxas de
fluxo mais reduzidas e o uso de um padréo interno constituem alguns exemplos (Van
Eeckhaut et al., 2009).

3.5. VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO

Os cientistas forenses tém sempre a tarefa ardua de explicar com o minimo

detalhe todos os métodos utilizados para a resolugcdo de um determinado caso,
fundamentando a sua escolha e dando conclusdes imparciais que podem ter influéncia
direta no destino de um ou mais individuos envolvidos nesse caso. Por isso, é de
extrema importancia que tais métodos aplicados em laboratdrios forenses assegurem
um elevado nivel de confiabilidade e atendam aos critérios rigorosos de garantia e de
controlo de qualidade estabelecidos pelos programas de validacéo, de forma a atribuir
gualidade e credibilidade a um resultado (Nafez et al., 2013; Wood et al., 2006).
Apesar de ser um processo demoroso, a validagdo assegura que determinado método
seja apropriado para os fins a que se propde e que o resultado obtido se adeque as
necessidades da problemética em estudo e seja aceite pela comunidade. Caso
contrario, e parafraseando J. Mark Green, “a consequéncia de ndo fazé-lo é, com
certeza, um desperdicio de tempo, dinheiro e recursos” (Chasin et al., 1998).

Existem diversas entidades reguladoras, incluindo a Conferéncia Internacional
sobre a Harmonizacgéo (ICH), a Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA), a
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), a Organizacao Internacional
de Normalizagdo (ISO), entre outras, e em Portugal a Associacdo de Laboratérios
Acreditados de Portugal (RELACRE) e o Instituto Portugués da Qualidade (IPQ) que
estabeleceram protocolos onde definem normas de validacdo consoante o tipo de
andlise e os objetivos a cumprir, pelo que é importante especificar qual o protocolo a
ser seguido (Novakov4, 2013; Ribani et al., 2004).

Considerando em particular o método analitico, qualquer etapa envolvida na
colheita e preparacdo de amostras, separagdo cromatogréfica, ionizacdo e detegéo
por MS deve ser verificada e otimizada através da validacdo de diversos parametros,
fazendo-se de seguida referéncia a apenas alguns que serdo aplicados no presente

estudo.
3.5.1. LINEARIDADE

Para quantificar os analitos-alvo presentes numa amostra recorrem-se a curvas

de calibracdo baseadas em modelos mateméticos que estabelecem uma relacao
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diretamente proporcional entre a resposta do equipamento (a nivel de area do pico
cromatogréfico) e a concentragdo desses analitos dentro de um determinado intervalo
dindmico de aplicagdo (Ribani et al.,, 2004). Para cada analito em estudo deve-se
elaborar uma curva de calibracdo correspondente através da analise de pelo menos
seis solu¢cdes com concentracdes conhecidas do mesmo (designadas como padrées
de calibracdo) adicionadas, ou ndo, na matriz a partir da qual sera aplicado o método
analitico, e também da amostra branco. Estas concentracdes devem ser estabelecidas
num intervalo desde o limite de quantificacdo até 120% da concentracdo maxima que
se pretende analisar (Cassiano et al., 2009).

Para a construcdo da curva existem alguns métodos de padronizagdo que
podem ser selecionados (padronizagdo externa, interna ou por adicdo de padréo)
consoante o tipo de analise e de tratamento da amostra. Seja qual for o método
escolhido, este deve conferir uma elevada precisao e exatiddo. Para o presente estudo
opta-se pelo método de padronizagédo externa, dado que as amostras ndo necessitam
de um pré-tratamento extensivo. Neste caso, os padrfes de calibracdo sdo preparados
com concentragdes conhecidas do analito de interesse num solvente idéntico ao do
extrato. Seguidamente as amostras e os padrdes sdo analisados e as areas dos picos
cromatograficos obtidos sédo comparadas (Cassiano et al., 2009).

Obtidas as curvas de calibracdo, devem-se entdo criar modelos de regressdo
linear através de um conjunto de pontos que apresentem uma tendéncia regular e que
podem ser representados graficamente por uma funcdo matematica ajustada por um
processo conhecido como método dos minimos quadrados. Assim sendo, a variagdo
da &rea do pico cromatogréfico (variavel dependente y) em funcdo da concentragdo do
analito (variavel independente x) pode ser expressa pela equacdo y = m.x + b, em
gue m corresponde ao declive ou coeficiente angular da reta e b a ordenada na origem
(ponto de intersecdo com o eixo yy). Pela fungdo, para cada valor de x pode-se
estimar um valor de y (y.s:), cada qual, segundo o método dos minimos quadrados,
deve ser calculado de modo a que a sua diferenca com o conjunto de dados
experimentais (y;) seja o minimo possivel, através da equacido SQr = Y.(V; — Vest)?,
onde SQr equivale a soma dos quadrados dos niveis residuais obtidos entre os dados
experimentais e os valores estimados. E possivel ainda determinar o coeficiente de
determinaco (r?), i.e. o nivel de erro em relacdo aos sinais obtidos no detetor de cada
analito de interesse e a qualidade de ajuste da equacao a respetiva curva. Para que
uma linearidade tenha qualidade, estima-se que o valor de r? seja no minimo 0,995
(RELACRE, 2013). No entanto, este valor é apenas indicativo, estando dependente
dos critérios internos do laboratério assim como do préprio método analitico (Cassiano
et al., 2009; Ribani et al., 2004).
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3.5.2. ESPECIFICIDADE

A especificidade baseia-se na resposta que um determinado método analitico
confere a um analito de interesse quando em conjunto com outras substancias que
integram a amostra, sejam estas derivadas da matriz (podendo ocorrer os chamados
efeitos de matriz j4 referenciados) ou de outra fonte. A otimizacéo deste parametro €
de extrema importancia, tanto a nivel do método como do equipamento, pois assegura
que o pico cromatografico obtido seja exclusivo desse analito e que a sua
quantificagdo nao seja influenciada por essas substancias, para além de néo
comprometer outros parametros, como a linearidade, a precisdo e a exatidao
(Cassiano et al., 2009; Ribani et al., 2004).

Segundo Cassiano et al., 2009, a avaliacdo da especificidade € feita através da
analise de seis amostras branco (sem o analito de interesse) da mesma matriz de
diferentes origens. Eventuais picos cromatograficos obtidos de interferentes nao
devem coincidir com o tempo de retencdo da substancia em estudo; caso contrario, 0s

mesmos ndo devem ser maiores que 20% do limite de quantificagéo.

3.5.3. PRECISAO

Tanto a precisdo como a exatidao (que se falara mais adiante) sédo parametros
fundamentais no processo de validacdo na medida em que revelam o nivel de
confiabilidade e de qualidade de um determinado método analitico. A precisao
caracteriza-se pela medicdo de erros aleatdrios efetuados entre varias andlises
repetidas e independentes de uma mesma amostra, representando a dispersdo dos
resultados obtidos. Esta dispersédo pode ser expressa pelo desvio-padrao absoluto (s),

0 qual é determinado pela seguinte férmula:

em que x; corresponde ao valor da area do pico cromatografico individual de uma
andlise, x a média aritmética de todas as andlises e n ao numero de analises
efetuadas. Além disso, a precisdo também pode ser expressa pelo desvio-padrédo
relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variacdo (CV), através da

expressao:

RSD ou CV (%) = — x 100

Ri| «
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Para um método analitico ser preciso, os resultados obtidos de todas as
andlises devem ser préximos entre si, considerando-se um valor aceitavel de RSD
entre 1 a 2% quando se lidam com amostras com elevado teor de analito, ou até 20%
no caso de quantidades vestigiais. De qualquer modo, este valor pode ser melhorado
aumentando o numero de replicados (Cassiano et al., 2009; Ribani et al., 2004).

Existem trés formas de avaliar a precisdo do método, entre as quais se
destacam a repetibilidade (precisao intra-dia), a precisao intermediaria (precisao inter-
dias) e a reprodutibilidade (precisao inter-laboratorial). Para o presente estudo importa
considerar a repetibilidade, a qual define a concordancia entre os resultados de varias
analises sucessivas efetuadas num curto periodo de tempo e sempre nas mesmas
condi¢bes, ou seja, 0 mesmo método, 0 mesmo operador, 0 mesmo equipamento sem
alteracdo de quaisquer parametros e no mesmo laboratério (Cassiano et al., 2009).
Este tipo de precisdo envolve véarias medicbes de varias solucdes preparadas da
mesma forma a partir de uma Unica amostra, o que difere da precisdo instrumental,
que avalia as medicdes de injecbes repetitivas de uma Unica solucao (Ribani et al.,
2004).

3.5.4. EXATIDAO

A exatiddo associa-se a erros sistematicos, ao contrario da preciséo, e define o
grau de concordancia entre os resultados obtidos pelo método analitico e o valor
esperado, referido como verdadeiro. Este pardmetro € determinado pela seguinte

expressao:

X — X
Exatidio (%) = ( lx ) x 100

onde x; € o valor de concentracdo individual obtida de uma analise e x o valor de
concentracdo esperada. Importa realcar que a exatiddo é obtida por meio de
aproximacao de resultados uma vez que, dada a impossibilidade de se trabalhar com
amostras certificadas do analito na matriz-alvo, as amostras padrdo obtém-se através

da adicdo desse analito na amostra branco (Cassiano et al., 2009; Chasin et al., 1998).

3.5.5. LIMITES DE DETECAO E DE QUANTIFICACAO

Os limites de detecédo (LD) e de quantificacdo (LQ) sdo expressos pela menor
concentracdo de um determinado analito-alvo presente numa amostra que € possivel
ser detetada e quantificada, respetivamente, e podem ser associados tanto ao

instrumento como ao método.
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O LD a nivel instrumental pode ser definido por dois processos distintos: um a
partir dos dados do cromatograma, correspondente a concentracdo de um dado
analito que produza um sinal superior a trés vezes a amplitude do ruido da linha de
base; e outro a partir da equacdo da reta de regressao linear obtida pelas curvas de
calibracdo, determinado pela razdo entre trés vezes o desvio-padrdo absoluto dos
niveis residuais (S,) do sinal produzido pelo analito e o declive (m) da reta. Ja o LD do
método é definido pelo sinal produzido pela menor concentracdo do analito em
amostras fortificadas quando submetido a todo o processo analitico, tendo em
consideracdo o LD instrumental, a percentagem de recuperacdo e o fator de
concentracdo (Cassiano et al., 2009; Chasin et al., 1998).

O LQ, seja instrumental ou do método, é determinado segundo 0s mesmos
critérios que o LD, diferindo somente na razao entre o sinal produzido pelo analito-alvo
e o ruido, que deve ser superior a dez vezes com valores de precisdo e exatidao

aceitaveis (Ribani et al., 2004).

3.5.6. RECUPERACAO (EFICIENCIA DE EXTRACAO)

Como ja foi descrito, 0s componentes que integram a matriz interferem muitas
vezes na identificacdo do(s) analito(s) de interesse, podendo suprimir ou amplificar o
sinal obtido no detetor. Portanto, um passo prévio de preparacdo de amostra torna-se
necessario recorrendo-se, por exemplo, a aplicacdo de técnicas de extracdo como a
SPE. De modo a avaliar a eficiéncia da extracao, relacionando a quantidade de analito
que se obtém antes e apOs o tratamento da amostra, utiliza-se o parametro da
recuperacao. Este valor, expresso em percentagem, é determinado pela razao entre a
resposta (area do pico cromatografico) obtida para o analito adicionado na matriz e
extraido e a resposta obtida para a solu¢do padréo utilizada para a fortificacdo das
amostras, a qual corresponde a 100% (Cassiano et al., 2009).

Além disso, qualquer procedimento de extracdo estd sujeito a erros por
precisdo, pelo que a cada valor obtido da percentagem de recuperacdo deve-se
associar a variacao relativa. Esta € calculada através da realizagdo de pelo menos
cinco ensaios paralelos de forma a determinar a repetibilidade do método, expressa
pelo RSD ou CV. Pretende-se que as percentagens de recuperagdo sejam superiores
a 70% e que os respetivos valores de RSD sejam inferiores a 10% para uma boa
eficiéncia e precisdo do método (Ribani et al., 2004). Apesar destas percentagens
estipuladas serem desejaveis, é também essencial que a recuperacdo seja consistente

e reprodutiva (Cassiano et al., 2009).
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4.1. MATERIAIS

Dos diversos materiais utilizados para a realizagdo do trabalho experimental

destacam-se essencialmente os cartuchos para as metodologias de SPE, as colunas
cromatogréficas para a separacdo das cianotoxinas, 0s solventes aquosos e organicos
tanto para as extracdes referidas como para a constituicdo da fase moével em
HPLC/MS, as solu¢bBes necessarias para o ajuste do pH e no processo de ionizagédo
na fonte e os padrdes certificados das cianotoxinas em estudo para a preparacdo de

novas solugdes padréo de trabalho, assim como para a fortificacdo das amostras.

4.1.1. CARTUCHOS

Os cartuchos Bond Elut Carbon (6 mL/500 mg) e Bond Elut Env (3 mL/200 mg)
foram adquiridos a partir da Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EUA), os
cartuchos Chromabond C18 (3 mL/200 mg) e Chromabond Easy (3 mL/200 mg) a
partir da Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diren, Alemanha) e os cartuchos
GracePure C18-Ag (3 mL/500 mg) a partir da Grace-Alltech (Columbia, EUA). Um

exemplar de cada cartucho encontra-se representado na figura 4.1.

Figura 4.1. Cartuchos utilizados para os métodos de SPE. (a)
Chromabond Easy (3 mL/200 mg); (b) Chromabond C18 (3
mL/200 mg); (c) GracePure C18-Aq (3 mL/500 mg); (d) Bond Elut
Env (3 mL/200 mg); (e) Bond Elut Carbon (6 mL/500 mg).

4.1.2. COLUNA CROMATOGRAFICA

Neste projeto utilizou-se a coluna GraceSmart Reverse Phase (RP)-18 (figura
4.2.) adquirida a partir da Grace-Alltech (Columbia, EUA), com um comprimento de

150 mm, um diametro interno de 2,1 mm e um diametro de particula de 3 um.
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Figura 4.2. Coluna GraceSmart RP-18 (150 x 2,1 mm; 3 um) utilizada em
HPLC/MS para efeitos de separagdo cromatografica.

4.1.3. SOLVENTES

No trabalho experimental foi utilizada agua desionizada purificada por um
sistema Millipore Simplicity™ 185. O metanol (MeOH) e o acetonitrilo (ACN), tanto
gradient grade como isocratic grade LiChrosolv® para LC, foram adquiridos a partir da
Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). O diclorometano (DCM) Chromasolv® foi
adquirido a partir da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e o acido cloridrico (HCI) a 37% a
partir da Pronalab, José M. Vaz Pereira, S.A. (Lisboa, Portugal). O acido férmico
(CH,0,, pureza ~98%) e o acetato de amoénio (C,H;NO,, pureza >99,0%) foram
adquiridos a partir da Fluka Analytical, Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O acido acético
(CH3;COOH, puriss. p.a.) foi adquirido a partir da Fluka-Garantie.

4.1.4. PADROES CERTIFICADOS

Dois padrdes certificados da CYN foram adquiridos a partir da Potencial Zero —
Instrumentacdo Cientifica, Lda. (Lisboa, Portugal), ambos com uma concentracdo de
10 pg/mL em MeOH (1 mL) e uma pureza superior a 95% HPLC. Dos padrbes
certificados da STX, um deles foi adquirido também a Potencial Zero, apresentando
uma concentracéo de 10 pg/mL em 3 mM HCI etandlico (1 mL) e uma pureza superior
a 95% HPLC, e o outro a partir da National Research Council Canada (Ontario,
Canada), apresentando uma concentracao de 66,3 uM em 3 mM HCI aquoso e filtrado
(0,5 mL). Os padrdes certificados das trés variantes das microcistinas (MCT-LR, MCT-
RR e MCT-YR), cada um com uma concentracdo de 10 pg/mL em MeOH (1 mL) e
uma pureza superior a 95% HPLC, foram adquiridos a partir da Cyano Biotech GmbH

(Berlim, Alemanha).

4.2. EQUIPAMENTOS DE HPLC/MS

Para a identificacdo e quantificacdo das cianotoxinas em estudo foram

utilizados dois equipamentos de HPLC/MS distintos, que podem ser visualizados na
figura 4.3. Na imagem a encontra-se um sistema de HPLC da Waters Alliance 2695
associada a um detetor da Quattro micro API, com fonte de ionizag&o por electrospray

(ESI) e um analisador triplo quadrupolo, sediado no Centro Interdisciplinar de
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Investigacdo Marinha e Ambiental (CIIMAR) no Porto. O software MassLynx 4.1 foi
utilizado para o registo e tratamento dos cromatogramas e espetros de massa obtidos.
Na imagem b observa-se um sistema de HPLC da Agilent Technologies 1200 Series
associada a um detetor da Bruker Daltonics HCT Ultra, apresentando também fonte de
ESI e analisador de massas por armadilha de ides (“ion trap”), localizado no
Departamento de Quimica e Farmacia da Faculdade de Ciéncias e Tecnhologia da
Universidade do Algarve. Neste equipamento foram necessarios dois softwares: o
Bruker Daltonics Esquire 6.1 para a aquisicdo e registo dos cromatogramas e dos

espetros e o DataAnalysis™ vers&o 3.4 para o seu tratamento.

Figura 4.3. Equipamentos de HPLC/MS. (a) HPLC da Waters Alliance 2695 associada a um
detetor da Quattro micro API; (b) HPLC da Agilent Technologies 1200 Series associada a um
detetor da Bruker Daltonics HCT Ultra.

4.3. METODOS
4.3.1. ANALISE POR HPLC/MS?

Num estudo preliminar para a andlise das cianotoxinas no equipamento de

HPLC da Waters Alliance 2695 associada ao detetor da Quattro micro API utilizaram-
se 0s parametros descritos na tabela 4.1. adaptados de Pinheiro et al., 2013. As
condicdes cromatograficas tabeladas foram aplicadas para a separacdo das
cianotoxinas na coluna GraceSmart RP-18 (150 x 2,1 mm; 3 um), enquanto as

condicdes espetrométricas permitiram identifica-las.
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Tabela 4.1. Parametros cromatograficos e espetrométricos utilizados para a analise das
cianotoxinas em estudo no equipamento de HPLC da Waters Alliance 2695 associada ao
detetor da Quattro micro API (adaptado de Pinheiro et al., 2013).

STX

\ CYN \

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Fase movel

A: MeOH com 0,1% de acido férmico
B: Agua Milli-Q com 0,1% de &cido férmico

Modo de elui¢cao

Isocrético (2% A durante 10 min)

Fluxo da fase moével

0,25 mL/min

Temperatura na coluna

30°C

Pressao na coluna

1450-1480 psi (100-102 bar)

PARAMETROS ESPETROMETRICOS

Polaridade Positiva Positiva
Voltagem do capilar 3000 V 3000 V
Voltagem do cone 40V 40V

Voltagem do extrator 3V 3V
Voltagem das lentes 1V 1V
Temperatura na fonte 120°C 120°C
Temperatura de secagem 300°C 300°C
Fluxo do gés de secagem 10,80 L/min 10,80 L/min
Energia de colisé@o 30 eV 30 eV
Tempo de permanéncia dos ides 0,50 s 0,50 s
Raz&do m/z do ido-parental 300 416
Razao m/z dos ibes-filho 137, 204, 221, 240, 282 | 176, 194, 274, 318, 336

Tendo como base os parametros da tabela anterior otimizou-se o método
analitico no equipamento de HPLC da Agilent Technologies 1200 Series acoplada ao

detetor da Bruker Daltonics HCT Ultra, ajustando-se as condigbes cromatograficas e

espetrométricas para a separacdo e detecdo das cianotoxinas nas diferentes

polaridades (tabela 4.2.).

Tabela 4.2. Parametros cromatograficos e espetrométricos otimizados para a STX
em modo positivo e para a CYN em ambos os modos no equipamento de HPLC
da Agilent Technologies 1200 Series acoplada ao detetor da Bruker Daltonics HCT

Ultra.

STX \

CYN

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Fase movel

A: Agua Milli-Q com 0,1% de acido férmico
B: MeOH com 0,1% de acido férmico

Modo de eluicéo

Gradiente (0-3 min 2% B, 6-8 min 40% B, 12-
20 min 2% B)

Fluxo da fase mével

0,20 mL/min

Temperatura na coluna

30°C

Pressao inicial na coluna

79-80 bar (1146-1160 psi)

PARAMETROS ESPETROMETRICOS — MODO FULL SCAN

Polaridade Positiva Positiva Negativa
Voltagem do capilar -4000 V -4000 V 3000 V
Pressdo no nebulizador 45 psi 45 psi 45 psi
Fluxo do géas de secagem 10,00 L/min 10,00 L/min 10,00 L/min
Temperatura de secagem 360°C 360°C 360°C
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Voltagem do skimmer 15,00 V 37,70V -43,30 V
Voltagem a saida do capilar 175,00 V 187,50 V -208,30 V
Voltagem do octopolo 1 DC 12,00V 9,52V -8,00 V
Voltagem do octopolo 2 DC 1,87V 2,80V -2,27V

Trap Drive 37,40 49,50 50,20
Amplitude de rf do octopolo | 237,50 Vpp 154,20 Vpp 175,00 Vpp
Voltagem das lentes 1 -3,30 V -3,80 V 3,30V

Voltagem das lentes 2 -53,50 V -62,50 V 64,00 V

PARAMETROS ESPETROMETRICOS — MODO MS*
Raz&do m/z do ido-parental 300 416 414
Intervalo m/z 2 2 2
Amplitude de fragmentacéo 0,50 V 0,31V 0,90V
Razio m/z dos ides-filho 204, 221, 176, 194, 274, 272, 302,
266, 282 318, 336 371

Adicionalmente foi realizado um estudo complementar com as microcistinas
(MCT), particularmente as variantes MCT-LR, MCT-RR e MCT-YR, tendo sido
analisadas pelo equipamento anterior segundo os parametros mencionados na tabela

4.3., adaptados de Rodrigues et al.,

2013.

Tabela 4.3. Parametros cromatograficos e espetrométricos utilizados para a
analise de trés variantes das microcistinas (MCT-LR, MCT-RR e MCT-YR) em
modo negativo no equipamento de HPLC da Agilent Technologies 1200 Series
acoplada ao detetor da Bruker Daltonics HCT Ultra (adaptado de Rodrigues et al.,

2013).

MCT-LR

‘ MCT-RR ‘ MCT-YR ‘

PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Fase movel

A: Agua Milli-Q com 0,1% de acido férmico
B: MeOH com 0,1% de acido férmico

Modo de eluicéo

Gradiente (0-1 min 2% B, 7-10 min 60% B,

12-20 min 2% B)

Fluxo da fase moével

0,20 mL/min

Temperatura na coluna

30°C

Pressao inicial na coluna

79-80 bar (1146-1160 psi)

PARAMETROS ESPETROMETRICOS — MODO FULL SCAN

Polaridade Negativa Negativa Negativa
Voltagem do capilar 4000 V 4000 V 4000 V
Presséo no nebulizador 45 psi 45 psi 45 psi
Fluxo do gas de secagem 10,00 L/min 10,00 L/min | 10,00 L/min
Temperatura de secagem 360°C 360°C 360°C
Voltagem do skimmer -26,30 V -26,30 V -26,30 V
Voltagem a saida do capilar -264,00 V -264,00 V -264,00 V
Voltagem do octopolo 1 DC -20,00 V -20,00 V -20,00 V
Voltagem do octopolo 2 DC -2,75V -2,75V -2,75V
Trap Drive 99,40 99,40 99,40
Amplitude de rf do octopolo 204,20 Vpp 204,20 Vpp 204,20 Vpp
Voltagem das lentes 1 7,00 V 7,00 V 7,00 V
Voltagem das lentes 2 89,50 V 89,50 V 89,50 V
PARAMETROS ESPETROMETRICOS — MODO MRM
Raz&o m/z do ido-parental 994 1037 1044
Intervalo m/z 2 2 2
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Amplitude de fragmentacao
Razao m/z dos ides-filho

0,52V
976

0,52V
1019

0,52V
1026

4.3.2. EXTRACAO DE AMOSTRAS PELO METODO DE SPE

Na tabela 4.4. estdo descritos os protocolos de alguns métodos de SPE
aplicados neste projeto, denominados por diclorometano-metanol (“DCM-MeOH”),
acetonitrilo (“ACN”) e metanol-acido cloridrico (“MeOH-HCI"), para avaliar a eficiéncia
de extracdo das cianotoxinas nos cartuchos utilizados. O método implementado para a

extracdo de amostras encontra-se na tabela 4.5.

Tabela 4.4. Metodologias de SPE aplicadas em vérios cartuchos para a avaliacdo da eficiéncia de
extracao.

METODO “DCM-MeOH”Y

METODO “ACN”?

METODO “MEOH-HCL”P

. Ativacao

» 5mLDCM

» 5 mL MeOH

» 5 mL agua Milli-Q

. Introducdo da amostra

. Eluicdo: 5 mL DCM:MeOH
(1:4) com 1% de acido
férmico

. Evaporagdo a secura com
azoto

. Ressolubilizacdo com 50%
MeOH aquoso com 0,1%

. Ativacéo

» 5mL 10% ACN com 0,1% de
acido formico

» 5 mL 90% ACN com 0,1% de
acido formico

. Introducdo da amostra
. Lavagem

> 2,5 mL 90% ACN com 0,1%
de acido férmico

> 2,5 mL 80% ACN com 0,1%
de acido férmico

. Eluicdo: 2,5 mL 10% ACN com

0,1% de acido formico

. Evaporagéo a secura com azoto

. Ativagéo

» 2 mL MeOH
» 2mL0,1MHCI

. Introducéo da amostra
. Eluicdo: 2 mL &gua Milli-Q

com 0,1% de acido formico

de acido férmico

6. Ressolubilizacdo com 50% MeOH
aquoso com 0,1% de éacido
férmico

"I Adaptado de Wormer et al
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Tabela 4.5. Metodologia de SPE
implementada para a extracdo de amostras.

METODO “DCM-MEOH B”™

1. Ativagéo
» 5mLDCM
» 5 mL MeOH
» 5 mL agua Milli-Q
2. Introducdo da amostra
3. Eluicdo: 5 mL DCM:MeOH (1:4) com
0,05% de acido acético
. Evaporagéo a secura com azoto
. Ressolubilizagdo com agua Milli-Q
com 0,05% de 4cido acético

™ Adaptado de Wormer et al., 2009
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4.3.3. PREPARACAO DAS CURVAS DE CALIBRACAO

Para o estudo da linearidade em agua pura prepararam-se oito padrbes de
calibracdo (200; 100; 50; 25; 12,5; 5; 3; 1,5 pg/L) nessa matriz acidificada com 0,05%
de acido acético, incluindo uma amostra branco, os quais foram analisados a posteriori
por HPLC/MS? segundo os parametros otimizados da tabela 4.2.

Também foi estudada a linearidade em agua natural filtrada ndo contaminada
da barragem do Beliche, preparando-se para esse efeito nove padrées de calibracdo
(200; 100; 50; 25; 12,5; 7,5; 5; 3; 1,5 pg/L) nessa matriz acidificada com 0,05% de
acido acético, incluindo uma amostra branco, e analisando-se por HPLC/MS?. Os
padrbes de 100 e 7,5 pg/L em particular foram preparados em cinco replicados
independentes para avaliar a gama de trabalho através do teste da homogeneidade de

variancias.

4.3.4. PREPARACAO DE AMOSTRAS REAIS

As amostras de agua natural oriundas das barragens do Beliche e do Alqueva
foram descongeladas e filtradas com filtros de membrana de celulose regenerada (RC
55), possuindo poros com 0,45 um de diametro, seguido do processo de extracao
implementado (tabela 4.5.).

Varias amostras de urina colhidas a partir do proprio autor foram armazenadas
a -20°C tendo sido, sempre que necessario, descongeladas e submetidas ao processo
analitico. Numa situagdo em particular a urina foi sujeita a um tratamento de
precipitacdo de proteinas, adaptando-se um protocolo praticado por Foss and Aubel,
2013. A uma solugéo de 10 mL de urina foi adicionado 0,1 M de NaOH até atingir pH
10, essencial para precipitar as proteinas, seguido de centrifugacdo a 1250 rpm
durante 15 minutos a temperatura ambiente. As proteinas precipitadas foram
descartadas e ao sobrenadante colhido adicionou-se 0,1 M de HCI para neutralizar o
pH para um valor aproximado de 7. Noutra situacdo, para avaliar a eficiéncia de
extracdo em urina diluida, prepararam-se trés replicados de 5 mL de urina nao
precipitada, os quais foram acidificados com 0,05% de acido acético, fortificados com
a CYN com a concentracdo de 5 pg/L e diluidos dez vezes.

Antes das andlises por HPLC/MS? os extratos de urina foram filtrados com
filtros de membrana a base de fluoreto de polivinilideno (PVDF), possuindo poros com
0,45 um de diametro, uma vez que se encontravam turvos contendo particulas sélidas

em suspensao, uma condi¢do impropria para este tipo de analises.
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5.1. IMPLEMENTACAO DO METODO ANALITICO

5.1.1. HPLC/MS cOM TRIPLO QUADRUPOLO

A primeira fase deste projeto teve como propdsito otimizar as condicbes
cromatogréficas que melhor se ajustam para a separa¢do das cianotoxinas em estudo,
nomeadamente a STX e a CYN, assim como otimizar as condi¢cdes de andlise para a
detecdo dessas cianotoxinas por espetrometria de massa. Para esse efeito foi
realizado um estudo preliminar na HPLC da Waters Alliance 2695 associada ao
detetor da Quattro micro API. Este detetor apresenta o triplo quadrupolo como
analisador de massas que, como ja referido na secgdo 3.3.2.2., é preferencialmente
usado para a quantificacdo de analitos presentes em quantidades vestigiais nas
matrizes complexas. Esse tipo de andlises requer uma elevada especificidade analitica
que pode ser conferida pela funcdo MRM, pois permite analisar especificamente um
ou varios analitos através da selecdo de determinados valores de razdo m/z do ido-
parental e de um ido-filho caracteristico. No entanto, antes de se proceder a analise
pelo modo MRM, alguns passos tiveram de ser efetuados para determinar ndao s6 o
tempo de retencdo das cianotoxinas como também o valor de razdo m/z do ido-filho
mais relevante.

Para efeitos de separacdo cromatogréafica foi sempre utilizada neste trabalho a
coluna GraceSmart RP-18 (150 x 2,1 mm; 3 um), que pode ser visualizada na figura
4.2. Esta coluna apresenta uma fase estacionaria a base de silica quimicamente
modificada contendo grupos funcionais C18 que lhe conferem propriedades apolares,
permitindo trabalhar em cromatografia de fase reversa. Assim sendo, a fase moével
deve ser mais polar do que a fase estacionaria, tendo-se adaptado um sistema de
Pinheiro et al., 2013, que consiste numa mistura de agua Milli-Q com 2% de metanol,
ambos acidificados com 0,1% de &cido férmico. Relativamente ao diametro de
particula, um valor baixo de 3 um implica a aplicacdo de altas pressfes que sao
comuns em HPLC. Além disso, a coluna é endcapped, o que minimiza o numero de
grupos silanol livres na matriz de silica. Esta caracteristica impede que ocorram
interacBes secundarias com grupos polares dos analitos, nao interferindo na eficiéncia
de retencdo dos mesmos.

Uma solugcédo padrdo com ambas as cianotoxinas com a concentracdo de 500
ug/L (ou ppb — partes por bilido) em agua Milli-Q com 0,05% de acido acético foi
preparada a partir dos padrdes certificados adquiridos e analisada nas condiges
mencionadas na tabela 4.1. A andlise foi primeiramente realizada em modo SIM com
polaridade positiva para apurar o tempo de retengdo das cianotoxinas, tendo sido

estipulado a priori um valor de [M+H]" = 300 m/z para a massa do ido-parental da STX
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e de [M+H]" = 416 m/z para a CYN. Como se pode verificar pela figura 5.1., a STX
apresentou um tempo de retencdo de 1,41 minutos, enquanto a CYN eluiu ao fim de
5,53 minutos. Significa que a STX interage pouco com a fase estacionéaria contida na
coluna cromatografica, ao passo que a CYN apresenta uma maior interacdo com a
mesma.
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Figura 5.1. Cromatogramas em modo SIM com polaridade positiva de ambas as cianotoxinas
em estudo.

Tendo em consideracdo os tempos de retencdo referidos procedeu-se a
diminuicdo da janela de tempo para a detecdo das cianotoxinas, definindo-se um
periodo de 1 a 2 minutos para a STX e de 5 a 6 minutos para a CYN. De seguida
efetuou-se uma nova analise da solugéo padré&o de 500 pg/L no modo Daughters para,
a partir do cromatograma obtido (figura 5.2.), se adquirirem os espetros de massa de
fragmentagdo caracteristicos de cada cianotoxina (figura 5.3.). Esta funcdo permite
que o ido-parental seja fragmentado nos seus ides-filho correspondentes, cuja
intensidade do sinal depende do valor estabelecido para a energia de colisdo (Waters
Corporation, 2002).

Stx+Cyn500ppbAcetico Daughters of 300,416ES+

TIC
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Figura 5.2. Cromatograma em modo Daughters com polaridade positiva das cianotoxinas. O
primeiro pico cromatogréafico corresponde a STX, enquanto o segundo é referente a CYN.
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Figura 5.3. Espetros MS? com polaridade positiva das cianotoxinas.

O pico cromatografico correspondente & STX apresentou um sinal elevado,
mas com uma ligeira curvatura no lado direito do pico resultante dos diferentes
estados de protonacdo da cianotoxina. O pico referente a CYN apresentou um sinal
baixo e mal definido, podendo haver interferentes de natureza desconhecida a co-eluir
com esta cianotoxina. Pelos espetros da figura 5.3. verificou-se que os ides-filho com
massas 204 e 336 m/z obtiveram o sinal mais elevado para a STX e a CYN,
respetivamente.

Com estes dados foi possivel estabelecer as transicdes para a analise em
modo positivo de cada cianotoxina na funcdo MRM, sendo de 300 > 204 para a STX e
de 416 > 336 para a CYN. Na figura 5.4. encontra-se o cromatograma obtido apds

analise neste modo.

Stx+Cyn500ppbAcetico MRM of 2 Channels ES+
TIC
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1 Area: 160 fl Area: 1.019
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Figura 5.4. Cromatograma em modo MRM com polaridade positiva das cianotoxinas,
correspondendo o primeiro pico cromatografico a STX com a transicdo 300 > 204, enquanto o
segundo é referente a CYN com a transicao 416 > 336.

Pagina | 61



Setembro de 2015

Conclui-se que as duas cianotoxinas, nestas condi¢fes estabelecidas, podem
ser separadas com boa resolugéo, apresentando a STX um tempo de retencdo de
1,41 minutos e a CYN de 5,52 minutos. Nao obstante, e tal como verificado pelo
cromatograma obtido pela fungdo Daughters, os picos representados das cianotoxinas
nao se encontram “puros”. O desdobramento do pico da STX deve-se a estados de
protonacao distintos da cianotoxina, enquanto no caso da CYN co-eluem outras
substancias de natureza desconhecida que interferem no seu sinal.

Otimizadas as condicdes para a detecdo das cianotoxinas, foram analisados
varios extratos resultantes da extracdo de amostras de agua Milli-Q fortificadas por
trés métodos de SPE em quatro cartuchos distintos. Este procedimento serviu para
avaliar a eficiéncia de extracdo, determinando qual o melhor método e o melhor
cartucho que permitissem a extragdo simultdnea de ambas as cianotoxinas com boas
percentagens de recuperacdo, sendo descrito com maior detalhne mais adiante. A
andlise referida foi efetuada em modo SIM com polaridade positiva, contudo, os
cromatogramas obtidos ndo se revelaram conclusivos. Com a repeticdo desta analise
noutro equipamento constatou-se que no tempo de retencdo da STX eluiram outras
substancias que nao a cianotoxina em questdo. Além disso, no modo SIM obtém-se
informag&o sobre o ido-molecular de interesse, mas nédo das suas transigcbes de
fragmentagdo, ndo sendo possivel definir com clareza a identidade dos picos
cromatograficos. Os resultados obtidos com este equipamento ndao permitiram entédo

avaliar a eficiéncia dos métodos de SPE aplicados.

5.1.2. HPLC/MS cOM ION TRAP

Tendo como base o estudo preliminar realizado no equipamento anterior foram
ajustadas as condicdes cromatograficas e espetrométricas para a identificagcdo da STX
e da CYN na HPLC da Agilent Technologies 1200 Series acoplada ao detetor da
Bruker Daltonics HCT Ultra. Para esse efeito foi preparada uma solucdo padrdo com
ambas as cianotoxinas com a concentracdo de 500 pg/L em agua Milli-Q com 0,05%
de acido acético a partir dos padrbes certificados. Desta vez a solucao foi injetada
diretamente no espetrometro de massa e analisada em modo full scan e MS?. Na
tentativa de se obter o melhor sinal possivel foram otimizados todos os parametros do
sistema 6tico do espetrémetro de massa tanto em polaridade positiva como negativa,
estando descritos na tabela 4.2. Com este procedimento conclui-se que a STX apenas
ioniza em modo positivo (figura 5.5.), ao invés da CYN que pode ionizar tanto em
modo positivo como em modo negativo (figuras 5.6. e 5.7., respetivamente). Além

disso, o ruido diminui significativamente em modo negativo, o que significa que
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existem menos compostos a ionizar nesta polaridade, conferindo maior especificidade

do que em modo positivo.
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Figura 5.5. Espetros em modo full scan (a) e MS? (b) da STX com polaridade positiva ap6s
infusdo direta de uma solugcdo padrdo de 500 pg/L em é&gua Milli-Q com 0,05% de &cido

acético.
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Figura 5.6. Espetros em modo full scan (a) e MS? (b) da CYN com polaridade positiva apds
infusdo direta de uma solucdo padrdo de 500 pg/L em éagua Milli-Q com 0,05% de acido

acético.
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Figura 5.7. Espetros em modo full scan (a) e MS? (b) da CYN com polaridade negativa apos
infusdo direta de uma solugcdo padrdo de 500 pg/L em éagua Milli-Q com 0,05% de &cido
aceético.

De seguida procedeu-se & analise por HPLC/MS? de uma solucdo padréo com
100 ug/L usando-se a mesma coluna GraceSmart RP-18 (150 x 2,1 mm; 3 um), a fim
de avaliar o sinal em modo positivo da STX e da CYN pelo cromatograma, e em modo
negativo apenas para a CYN. Cada cianotoxina foi analisada por um método analitico
distinto para uma determinada polaridade, considerando o0s parametros
espetrométricos tabelados (tabela 4.2.). Nestas anélises por MS? o sinal obtido advém
da corrente total de ides (TIC) resultantes da fragmentacdo do ido-molecular
selecionado. Pode por vezes ser necessario complementar esta informacdo com um
cromatograma de ibes extraidos (EIC), em que do total conjunto de ides se extraem
apenas 0s que correspondem ao ido-molecular e seus fragmentos caracteristicos das
cianotoxinas em estudo. Esta funcdo permite, assim, obter cromatogramas mais
“limpos” e mais especificos, sendo til por exemplo na analise de amostras complexas
gue apresentam muitos analitos, alguns podendo co-eluir com as substancias de
interesse (Bruker Daltonics, 2006).

Nas andlises por HPLC foram aplicadas as condicbes cromatograficas
indicadas na tabela 4.2., semelhantes as utilizadas com o equipamento anterior. No
entanto, optou-se pela andlise em sistema de gradiente ao invés do modo isocratico
para minimizar a retencao sucessiva de substancias com menor polaridade na coluna
cromatogréfica.

Através dos cromatogramas da STX e da CYN com polaridade positiva

presentes nas figuras 5.8. e 5.9., respetivamente, verificou-se que as duas
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cianotoxinas eluiram em tempos ligeiramente diferentes dos obtidos pelo equipamento
anterior (2,10 minutos no caso da STX e 4,30 minutos em relacdo a CYN), resultado
da alteragéo do sistema de eluicdo. Mais uma vez verificou-se uma ligeira curvatura na
forma do pico cromatogréafico correspondente a STX, derivado dos diferentes estados
de protonacdo da cianotoxina. No que s6 a CYN diz respeito, 0 pico presente no
cromatograma obtido em modo negativo (figura 5.10.) apresentou uma area bastante
inferior em relacdo ao modo positivo, contudo, o ruido da linha de base diminuiu
significativamente, o que quer dizer que, como referido a priori, existem menos
compostos a ionizar com polaridade negativa. Por conseguinte ocorrem menos
interferéncias, conferindo maior especificidade.

Dada a boa resolucdo entre os picos cromatograficos das duas cianotoxinas,
para as analises posteriores por HPLC/MS? foram definidos dois segmentos de analise
em periodos de tempo distintos, um para a detecdo da STX nos primeiros 3 minutos e
outro para a detecdo da CYN desde esse periodo até ao final da corrida
cromatogréfica. Cada segmento esta programado para detetar a substéncia de
interesse com 0s parametros espetrométricos correspondentes otimizados
anteriormente (tabela 4.2.).
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Figura 5.8. Cromatograma em modo TIC (a) e espetro MS?® caracteristico (b) da STX com
polaridade positiva.
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Figura 5.9. Cromatograma em modo TIC (a) e espetro MS? caracteristico (b) da CYN com
polaridade positiva.
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Figura 5.10. Cromatograma em modo TIC (a) e espetro MS? caracteristico (b) da CYN com
polaridade negativa.
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5.1.3. CARACTERIZACAO QUANTITATIVA DO METODO ANALITICO

5.1.3.1. Curvas de calibracao e sua linearidade

Para o estudo da linearidade foram analisados por HPLC/MS? nas polaridades
positiva e negativa trés replicados de oito padrfes de calibracdo (200; 100; 50; 25;
12,5; 5; 3; 1,5 pg/L) em agua Milli-Q acidificada com 0,05% de &cido acético, incluindo
uma amostra branco, obtendo-se as curvas de calibracdo presentes em anexo (figuras
8.1. e 8.2.). Para a construcdo destas curvas foi considerada a média dos pontos
experimentais obtidos em modo EIC. Por um lado, a média revela a tendéncia central
do sinal obtido a partir do conjunto de andlises efetuadas para cada padrdo de
calibracdo, conferindo menor desvio-padrdo dos niveis residuais do que se
considerasse cada ponto individualmente. Por outro lado, o modo EIC é mais
especifico do que o modo TIC, obtendo-se informacdo somente dos ifes
caracteristicos das cianotoxinas. Na tabela 8.4. que consta em anexo estao indicados
os dados relativos aos coeficientes de determinagéo (r’) e aos limites de detec&o (LD)
e de quantificacdo (LQ) instrumentais calculados de duas formas distintas, como ja
referenciado na seccao 3.5.5., obtidos em modo EIC.

A STX néo apresentou linearidade para a gama de trabalho considerada, visto
que o valor tabelado de r* de 0,9780 encontra-se abaixo do limite minimo estipulado
de 0,995 para que a linearidade de uma curva de calibracdo tenha qualidade
(RELACRE, 2013). Pelo grafico da figura 8.1. em anexo verificou-se que o sinal
apresenta uma forma logaritmica, ao invés de uma fungao polinomial tipica do primeiro
grau. Significa que para as concentracdes mais elevadas da STX o sinal é inferior ao
esperado. Foram entdo retirados alguns pontos experimentais correspondentes aos
padrdes de calibragdo com maior concentracdo (200; 100 e 50 pg/L), obtendo-se a
curva a azul da figura 5.11. Com esta modificacdo o valor de r® subiu
substancialmente, enquanto ambos os limites instrumentais desceram (tabela 5.1.).

A CYN foi linear para o mesmo intervalo de concentragbes em qualquer
polaridade com valores de r? acima de 0,995. Procedeu-se, contudo, a remocao do
padréo de calibragdo com menor concentracdo (1,5 pg/L) para a linearidade em modo
negativo, uma vez que o sinal obtido foi inferior a dez vezes a amplitude do ruido da
linha de base (tabela 8.4. em anexo), ndo sendo viavel para quantificar. Obtiveram-se
assim as curvas a vermelho das figuras 5.11. e 5.12. para os modos positivo e
negativo, respetivamente, considerando a gama de trabalho entre 1,5 a 200 ug/L para
0 primeiro caso e entre 3 a 200 pg/L para o segundo caso, incluindo a amostra branco.

Os valores dos limites e do r?> constam na tabela 5.1.
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Curvas de calibragao em agua pura
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Figura 5.11. Linearidade em modo EIC com polaridade positiva para ambas as cianotoxinas
em agua Milli-Q acidificada. Foi considerada a média dos pontos obtidos para os padrdes de
calibracdo de 1,5 a 25 pg/L para a STX e de 1,5 a 200 pg/L para a CYN, incluindo a amostra
branco.
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Figura 5.12. Linearidade em modo EIC com polaridade negativa para a CYN em agua Milli-Q
acidificada. Foi considerada a média dos pontos obtidos para os padrées de calibragdo de 3 a
200 ug/L, incluindo a amostra branco.
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Tabela 5.1. Limites instrumentais e coeficientes de determinacéo corrigidos obtidos
em modo EIC para as duas cianotoxinas para diferentes polaridades em agua pura.

D 0 O 0
Polaridade
STX Positiva 2,2 0,3 7,4 1,0 0,9952
CYN Positiva 10,3 0,4 34,5 1,3 0,9977
Negativa 12,4 0,6 41,2 2,4 0,9970

S, — Desvio-padrédo absoluto dos niveis residuais; m — Declive da reta

Conclui-se pela tabela acima que os limites na agua pura sédo inferiores para a
STX em comparagdo com a CYN, sendo que para esta cianotoxina em particular
atingem-se limites mais baixos em modo positivo do que em modo negativo. Além
disso, verifica-se uma grande discrepancia entre os limites calculados a partir da curva
de calibragéo e os obtidos através da razado sinal-ruido, sobretudo para a CYN, devido
a disperséo dos pontos experimentais considerados em relacdo a reta de calibragéo.

De modo semelhante foi estudada a linearidade das cianotoxinas em agua
natural filtrada ndo contaminada da barragem do Beliche. Para esse efeito
prepararam-se nove padrdes de calibragéo (200; 100; 50; 25; 12,5; 7,5; 5; 3; 1,5 pg/L)
nesta matriz acidificada com 0,05% de acido acético, incluindo uma amostra branco, e
analisaram-se por HPLC/MS? nas duas polaridades. As curvas obtidas em modo EIC
ap6s andlise em duplicado de cada padrdo encontram-se em anexo (figuras 8.3. e
8.4.), assim como os dados respeitantes aos limites instrumentais e ao r? (tabela 8.5.).

As duas cianotoxinas apresentaram linearidade na gama de trabalho estipulada
com valores de r* muito préximos de 1. Neste caso retirou-se 0 ponto experimental
com a concentracdo de 1,5 pg/L para ambas as cianotoxinas pois, pela tabela 8.5.
presente em anexo, verificou-se que o sinal obtido foi igual ou inferior a dez vezes a
amplitude do ruido da linha de base. Nas figuras 5.13. e 5.14. obtiveram-se as novas
curvas para as polaridades positiva e negativa, respetivamente. Os valores de r?
praticamente mantiveram-se. Quanto aos limites, em modo positivo subiram
ligeiramente, enquanto em modo negativo o LD manteve-se e o LQ desceu (tabela
5.2.).
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Curvas de calibragao em agua natural
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Figura 5.13. Linearidade em modo EIC com polaridade positiva para ambas as cianotoxinas
em 4gua natural filtrada e acidificada. Foi considerada a média dos pontos obtidos para os

padrdes de calibracdo de 3 a 200 pg/L, incluindo a amostra branco.
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Figura 5.14. Linearidade em modo EIC com polaridade negativa para a CYN em agua natural
filtrada e acidificada. Foi considerada a média dos pontos obtidos para os padrdes de
calibracdo de 3 a 200 pg/L, incluindo a amostra branco.
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Tabela 5.2. Limites instrumentais e coeficientes de determinacéo corrigidos obtidos
em modo EIC para as duas cianotoxinas para diferentes polaridades em agua natural.

D, 0 Q 0
Polaridade
STX Positiva 1,8 0,4 5,9 15 0,9999
CYN Positiva 3,9 0,5 12,9 2,4 0,9997
Negativa 2,6 0,8 8,5 2,8 0,9999

S, — Desvio-padréo absoluto dos niveis residuais; m — Declive da reta

Constata-se que a STX apresenta limites inferiores aos obtidos para a CYN em
agua natural. Relativamente a CYN, apenas se observam limites mais baixos para a
polaridade positiva quando calculados pela razdo sinal-ruido, sendo superiores a
polaridade negativa quando determinados a partir da curva de calibragdo, uma
situacdo diferente a verificada em agua pura. A discrepancia entre os limites
calculados nas duas formas é menor quando comparada a da agua pura, o que se
traduz num maior ajuste, i.e. numa maior colinearidade, entre 0s pontos experimentais

em relacdo a reta de calibracéo.

5.1.3.1.1. TESTE DE HOMOGENEIDADE DE VARIANCIAS

Para averiguar se a gama de trabalho encontra-se bem ajustada, efetuou-se
um teste de homogeneidade de variancias através da anélise por HPLC/MS?, nas
diferentes polaridades, de cinco replicados dos padrdes de calibracdo de 100 e 7,5
Hg/L em &gua natural acidificada com 0,05% de &cido acético. O calculo das médias e

das variancias para estes padrbes encontram-se na tabela 5.3.

Tabela 5.3. Teste de homogeneidade de variancias.

STX CYN
F100 2.628.294,4 4.129.1458 563.037,0
F1s 217.224,6 271.148,0 30.925,2
S100” 6.821.770.303,3 | 254.915.813,7 | 19.583.866,0
S;s° 15.345.395,8 24.641.709,5 5.194.857,2

Si007! S75° 444.6 10,3 38

Para a STX a razao entre as variancias foi de 444,6, um valor muito elevado

quando comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher para
quatro graus de liberdade com 99% de confianca, correspondente a 16,0 (tabela 8.6.
em anexo). Quer dizer que as diferengas de variancias séo significativas, devendo a
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gama de trabalho ser modificada. Ja para a CYN os valores obtidos foram inferiores a
16,0 para qualquer polaridade, o que define uma gama de trabalho bem ajustada, pois
as diferencas de varidncias ndo sao significativas. No entanto, estes resultados séo
meramente indicativos, uma vez que as normas de validacdo estabelecidas pela
RELACRE recomendam a realizacdo deste teste com dez replicados dos padrdes de
calibracdo e, neste caso, apenas foram preparados cinco replicados (RELACRE,
2013).

5.1.3.2. Especificidade

Amostras ndo fortificadas de agua pura, agua natural filtrada ndo contaminada
da barragem do Beliche e urina filtrada tanto precipitada como nao precipitada, antes e
apos extracao pelo método de SPE, foram analisadas pelo método analitico otimizado
para avaliar as interferéncias de cada matriz e se 0s picos respetivos ndo coincidiam
com o tempo de retencdo das cianotoxinas em estudo. As analises foram efetuadas
em polaridades distintas tanto no modo TIC como no modo EIC, obtendo-se os
cromatogramas das figuras 8.5. a 8.8. presentes em anexo.

Constata-se que o método é especifico para ambas as cianotoxinas nas
matrizes de 4gua pura e agua natural em qualquer situagdo. Quanto a urina verifica-se
um pico cromatografico no tempo de retengcdo correspondente & CYN em
determinadas andlises, embora o sinal obtido n&o inviabilize a quantificacdo de

amostras reais.

5.1.3.3. Precisao

Foram preparadas duas solu¢des padrdo de 50 pg/L tanto em agua Milli-Q
como em agua natural filtrada, ambas acidificadas com 0,05% de acido acético, para
testar a preciséo instrumental através de trés injecfes sucessivas de cada padrédo. Os
cromatogramas em modo TIC e EIC com os desvios-padréo relativos (RSD) tabelados
afiguram-se em anexo (figuras 8.9. a 8.12.).

Os RSDs calculados variaram entre 0,1 a 2,0% para o modo TIC e entre 1,0 a
3,9% em modo EIC (tabela 5.4.). Apesar de revelarem preciséo, estes valores sdo
apenas indicativos, pois deveriam ser efetuadas dez andlises da mesma solugcdo em
vez de trés (RELACRE, 2013).
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Tabela 5.4. Ensaio de precisdo instrumental para diferentes polaridades nas
matrizes de dgua pura e agua natural.

STX Positiva 1,3% 0,6% 3,9% 2,3%
CYN Positiva 1.2% 0,1% 2,1% 1,7%
Negativa 1,3% 2,0% 2,2% 1,0%

5.1.3.4. Exatidao

As curvas de calibracdo em agua natural foram testadas a fim de avaliar o erro
por exatiddo. Para esse efeito prepararam-se duas amostras de 100 mL de agua
natural filtrada, sendo acidificadas com 0,05% de &cido acético e extraidas segundo o
método de SPE adotado (tabela 4.5.). Os extratos foram ressolubilizados com 500 pL
de agua Milli-Q com 0,05% de &cido acético e fortificados para concentracdes
diferentes das cianotoxinas a partir de uma solugéo padréo de 200 pg/L previamente
preparada. A concentracdo efetiva do extrato com menor quantidade da cianotoxina foi
de 9,5 yg/L, enquanto o de maior quantidade foi de 66,7 pg/L (os calculos efetuados
encontram-se na tabela 8.7. em anexo). Os cromatogramas resultantes da analise dos
extratos por HPLC/MS? em modo EIC nas polaridades positiva e negativa podem ser
visualizados nas figuras 8.13. e 8.14. em anexo, respetivamente.

A partir das areas dos picos cromatograficos obtidos para cada cianotoxina
calcularam-se as concentragfes respetivas atraves das equacdes das retas de
calibracdo respetivas e determinaram-se 0s erros por exatiddo para ambas as
polaridades (tabela 5.5.). Constata-se pelos valores tabelados que os erros obtidos
para a STX em qualquer concentragdo encontram-se acima do valor maximo de 10%
definido pelas normas da RELACRE, enquanto para a CYN 0s erros encontram-se
proximos desse valor (RELACRE, 2013).

Tabela 5.5. Ensaio de exatiddo em agua natural para duas concentragdes distintas.

STX CYN
Concentracdo  Erro Concentracéo Erro Concentracéo Erro
calculada (pg/L) (%) calculada (pg/L) (%) calculada (ug/L) (%)
Extrato 9,5 pg/L 7,8 17,7 10,0 4,9 10,8 13,7
Extrato 66,7 pg/L 52,0 22,0 60,5 9,3 69,7 4,5
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5.2. IMPLEMENTACAO DO METODO DE SPE

5.2.1. ESCOLHA DO METODO E DO CARTUCHO MAIS EFICIENTES

A segunda fase do projeto consistiu em determinar o cartucho mais apropriado
e 0 método de SPE mais eficiente e preciso que permitisse extrair simultaneamente as
cianotoxinas em estudo com uma elevada percentagem de recuperacao. Para esse
fim foram preparados trés conjuntos de amostras de 200 mL de agua Milli-Q
acidificadas com 0,1% de acido férmico (registando-se um valor de pH de 2,17), sendo
fortificadas com ambas as cianotoxinas com a concentracdo de 0,25 pg/L e extraidas
segundo as metodologias de SPE descritas na tabela 4.4.

Num primeiro ensaio foram testados quatro cartuchos distintos para cada
método de SPE, estando um exemplar de cada um representado na figura 4.1. O
cartucho Bond Elut Env (3 mL/200 mg) apresenta uma matriz polimérica de PS-DVB,
conferindo-lhe propriedades hidrofobicas (Agilent Technologies, 2015b). O cartucho
Chromabond C18 (3 mL/200 mg), endcapped, € também apolar, sendo constituido por
silica quimicamente modificada por grupos funcionais C18 (Macherey-Nagel, 2015a).
O cartucho Chromabond Easy (3 mL/200 mg), a semelhanca do Bond Elut Env,
apresenta uma matriz de PS-DVB, com a diferenca de esta ser modificada
guimicamente de modo a conferir propriedades de trocador aniénico fraco (Macherey-
Nagel, 2015b). O cartucho GracePure C18-Aqg (3 mL/500 mg), endcapped, é composto
por uma matriz a base de silica contendo grupos C18 modificados ao ponto de
apresentarem propriedades polares, permitindo estabelecer interagfes hidrofilicas
(Altmann Analytik, 2015).

Os extratos, com a concentracdo final das cianotoxinas de 100 pg/L, foram
analisados por HPLC/MS? na polaridade positiva com as condi¢cBes otimizadas que
constam na tabela 4.2., apresentando-se apenas 0s cromatogramas em modo EIC
obtidos para o método “DCM-MeOH” na figura 5.15. (os cromatogramas em modo TIC
encontram-se na figura 8.15. em anexo). Neste capitulo todos os cromatogramas e
dados obtidos relativos as extracdes de amostras sdo apresentados em modo EIC,
podendo-se visualizar em modo TIC nos anexos, salvo algumas excecdes que serdo
referenciadas.

O cartucho Chromabond Easy foi o Unico a revelar resultados neste primeiro
ensaio, extraindo apenas a CYN com o método “DCM-MeOH” com uma percentagem
de recuperacao de cerca de 65,1%, um resultado proximo do minimo estipulado de
70% para que um método de SPE seja eficiente (Ribani et al.,, 2004). Apesar de
possuir uma matriz polimérica de PS-DVB convencionalmente apolar, a polaridade

deste cartucho foi modificada de modo a interagir com substancias moleculares com
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carga. O pico do padrdo analisado, contudo, ndo se apresenta “puro”, derivado do
efeito de solvente do extrato (50% MeOH aquoso com 0,1% de &cido férmico), o que

se traduz numa interacdo menos eficiente com a fase estacionéria.
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Figura 5.15. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos a eficiéncia de
extracdo do método de SPE “DCM-MeOH”.

Considerando ainda este método, tanto a CYN como a STX nao foram
extraidas pelos cartuchos Bond Elut Env e Chromabond C18, um resultado previsivel
uma vez que estes cartuchos possuem propriedades hidrofébicas, ndo estabelecendo
interagbes com substancias ionizadas, como € o caso destas cianotoxinas com
diferentes estados de ionizagédo, dependendo do pH do meio. O mesmo se verificou
para o cartucho GracePure C18-Aq, apesar de ser expectavel a interacdo das
cianotoxinas com o adsorvente possuindo propriedades polares.

Os restantes métodos de SPE aplicados ndo foram eficientes na extracdo de
ambas as cianotoxinas em qualquer cartucho (figura 8.16. em anexo para 0s
cromatogramas respeitantes ao método “ACN”), sendo alguns resultados relativos a
STX contraditérios aos obtidos por Vale, 2010, e Vale and Taleb, 2005. Para esta
cianotoxina em particular seria entdo necessario avaliar a eficiéncia de extracdo de
cartuchos contendo fases estaciondrias de outras classes, nomeadamente as de troca
catibnica, dada a sua natureza cationica. Os picos que se observam no tempo de
eluicdo da STX nos cromatogramas em modo TIC (figuras 8.15. e 8.16a. em anexo)
sao referentes a substancias néo retidas na coluna, ndo correspondendo efetivamente

a cianotoxina em questao.
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Partindo deste conjunto de resultados optou-se por modificar ligeiramente o
método “DCM-MeOH”, utilizando-se como solvente de eluicdo a mistura DCM:MeOH
(1:4) acidificada com 0,05% de acido acético e como solvente de ressolubilizagéo a
agua Milli-Q também acidificada com 0,05% de acido acético (tabela 4.5.). Este
método adaptado, denominado de “DCM-MeOH B”, foi comparado com o anterior
através de uma nova extracdo de ambas as cianotoxinas nas mesmas condicbes
apenas com o cartucho Chromabond Easy, analisando-se os extratos por HPLC/MS?
com polaridade positiva. Os cromatogramas em modo EIC encontram-se na figura

5.16., enquanto os obtidos em modo TIC afiguram-se em anexo (figura 8.17.).
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Figura 5.16. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos a eficiéncia de
extragdo dos métodos de SPE “DCM-MeOH” e “DCM-MeOH B” aplicados no cartucho
Chromabond Easy.

A CYN eluiu no mesmo tempo para qualquer método, aos 4,40 minutos,
diferindo somente na area dos picos cromatograficos, sendo maior quando aplicado o
método “DCM-MeOH B”, o que resultou numa percentagem de recuperagao de 76,4%.
Para o método “DCM-MeOH” foi recuperada 72,0% da cianotoxina. JA a STX
continuou a ndo ser extraida, confirmando os resultados do conjunto de extracfes
anterior. Assim sendo, o método “DCM-MeOH B” é o mais eficiente para a extragéo da
CYN quando aplicado no cartucho Chromabond Easy, ficando por determinar o
método de SPE que seja eficaz para extrair a STX.

Ainda foi feito um segundo ensaio aplicando este novo método no cartucho
Bond Elut Carbon (6 mL/500 mg) (estando também representado na figura 4.1.),
empacotado com particulas de carbono grafitizado ultra puras (Agilent Technologies,
2015a). Os resultados ndo foram satisfatorios, pois apenas foi recuperada cerca de

5,7% da CYN, um valor bastante mais baixo ao obtido por Wormer et al., 2009, ao
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passo que a STX também néo foi extraida nesta classe de cartuchos (figura 8.18. em

anexo).

5.2.2. AVALIACAO DO METODO DE SPE IMPLEMENTADO

5.2.2.1. Agua pura

Apurado o método de SPE mais eficaz para a extracdo da CYN, torna-se
necessario testa-lo a nivel da precisdo dos resultados para concentracdes diferentes
da cianotoxina, avaliando se as percentagens de recuperacdo sdo semelhantes
sempre que o método for aplicado. Além disso, 0 ensaio com concentragcdes mais
baixas serve também para determinar o LQ do método, tendo como base o LQ
instrumental determinado a priori.

Com esse proposito foram preparadas nove amostras de 200 mL de agua Milli-
Q acidificadas com 0,05% de acido acético (pH 3,30), sendo quatro fortificadas com a
CYN com a concentragdo de 0,25 pg/L e as restantes cinco com a concentragdo de
0,0125 pg/L. Apds a extragdo as amostras foram concentradas 400 vezes, contendo
uma concentracao final da CYN de 100 e 5 pg/L para as que continham maior e menor
quantidade da cianotoxina, respetivamente, e analisadas por HPLC/MS? com
polaridade positiva. Os cromatogramas resultantes desta analise afiguram-se em
anexo (figuras 8.19. e 8.20.), estando tabelados os dados relativos ao modo EIC
(tabela 5.6.).

Tabela 5.6. Ensaio de precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua Milli-Q acidificadas
e fortificadas com concentragdes mais altas (0,25 pg/L) e mais baixas (0,0125 ug/L) da CYN.

Agua Milli-Q (100 pg/L)

Agua Milli-Q (5 pg/L)

Replicado 1 | 24.813.272 | 4,50 81,1 1.418.377 | 4,50 101,1
Replicado 2 | 24.435.051 | 4,50 79,9 575.378 4,60 41,0
Replicado 3 | 22.949.685 | 4,60 75,0 1.061.712 | 4,50 75,7
Replicado 4 | 22.172.227 | 4,60 72,5 623.354 4,50 44,4
Replicado 5 --- --- --- 1.389.979 | 4,50 99,1
Média 23.592.558,8 | 4,55 77,1 1.013.760,0 | 4,52 72,3
DP 1.242.385,2 0,1 4,1 403.779,3 0,1 28,8
CV (%) 5,3 1,3 53 39,9 1,0 39,9
Padréo 30.593.132 | 4,60 --- 1.402.844 | 4,70 ---

TR — Tempo de retencéo; DP — Desvio-padréo; CV — Coeficiente de variacéo

Com este ensaio obtiveram-se eficiéncias de recuperacdo de cerca de 77,1 +

5,3% para a concentracdo mais elevada da CYN, correspondendo este ultimo valor &
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percentagem do CV ou RSD a 68% de confianga. Estes valores s&o indicativos de que
o método de SPE adotado tanto é eficiente, com eficiéncias de recuperacdo acima de
70%, como preciso, com erros relativos inferiores a 10% (Ribani et al., 2004). Para as
concentracdes mais baixas da cianotoxina as percentagens de recuperacao rondaram
0s 72,3 £ 39,9%, sendo 0 método eficiente mas com um erro bastante superior a 10%.
Significa que para esta concentracdo a precisdo do método fica comprometida, néo
sendo viavel definir o LQ.

Repetiu-se este Ultimo ensaio para uma concentra¢cdo da CYN um pouco mais
elevada (0,025 ug/L), contendo os extratos uma concentracao final de 10 ug/L depois
de ressolubilizados. Ap6s analise por HPLC/MS? (figura 8.21. em anexo) obtiveram-se
percentagens de recuperacdo de 73,2 + 5,8%, um erro bem mais baixo e aceitavel
gquando comparado com 0 ensaio anterior, 0 que revela que o método tanto é eficiente
COMO preciso para esta concentragao.

Em suma, o método “DCM-MeOH B” é eficiente e preciso para as
concentracdes da CYN de 0,25 e de 0,025 pg/L em agua pura, podendo-se
estabelecer um valor de 0,034 pg/L para o LQ, considerando a eficiéncia de
recuperacao e o fator de concentracdo das amostras.

5.2.2.2. Agua natural

A precisdo do método de SPE “DCM-MeOH B” foi também testada para
concentracdes distintas da CYN em &gua natural ndo contaminada da barragem do
Beliche, situada no concelho de Castro Marim do distrito de Faro (figura 5.17.), tendo
sido analisadas algumas amostras colhidas em maio de 2013, armazenadas

entretanto a -20°C.
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Figura 5.17. Locais de amostragem de agua natural nas
barragens do Beliche e do Alqueva em maio de 2013
(adaptado de Rodrigues et al., 2013).
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Antes do ensaio da precisdo efetuou-se um conjunto de extragcbes com dois
volumes iniciais de amostra distintos (100 e 200 mL) para avaliar o sinal adquirido.
Constatou-se pelos cromatogramas e pelos dados obtidos (figura 8.23. em anexo) que
ndo ocorreram variacfes significativas do sinal, optando-se nas proximas extracfes
por um volume inicial menor de amostra.

Posteriormente prepararam-se nove amostras de modo semelhante as do
ensaio anterior com a agua pura, sendo quatro fortificadas com a CYN com a
concentracdo de 0,25 pg/L e outras tantas com a concentracdo de 0,025 pg/L,
servindo apenas uma amostra como branco. A concentracao final da CYN nos extratos
foi de 50 e de 10 ug/L para os que continham maior e menor quantidade da
cianotoxina, respetivamente. Seguiu-se anélise por HPLC/MS? dos extratos em ambas
as polaridades, estando somente representados na tabela 5.7. os dados relativos ao
modo EIC com polaridade positiva (0s cromatogramas obtidos encontram-se nas
figuras 8.24. a 8.27. em anexo).

Tabela 5.7. Ensaio de precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua natural filtradas,
acidificadas e fortificadas com concentragbes mais altas (0,25 pg/L) e mais baixas (0,025 pg/L) da
CYN.

Agua natural (50 pg/L) Agua natural (10 pg/L)

Replicado 1 | 10.569.648 | 4,90 82,4 1.629.574 | 4,90 67,5
Replicado 2 | 11.000.571 | 4,80 85,8 1.690.257 | 4,90 70,1
Replicado 3 | 12.382.985 | 4,90 96,6 1.738.610 | 4,80 72,1
Replicado 4 | 11.923.973 | 4,90 93,0 1.718.023 | 4,80 71,2
Média 11.469.294,2 | 4,88 89,4 1.694.116,0 | 4,85 70,2
DP 830.788,5 | 0,1 6,5 473703 | 01 2,0
CV (%) 7,3 1,1 7.3 2,8 1,2 2,8
Padr&o 12.822.029 | 4,60 2.412.621 | 4,60

TR — Tempo de retencéo; DP — Desvio-padréo; CV — Coeficiente de variacéo

As eficiéncias de recuperacdo em modo positivo para as concentracfes mais
altas da CYN foram de 89,4 + 7,3%, enquanto para as concentracdes mais baixas
rondaram os 70,2 + 2,8%, significando que para qualquer caso o método de SPE
aplicado é eficiente e preciso na agua natural com um LQ de 0,036 pg/L, muito
semelhante ao obtido em &gua pura. Este limite é bastante inferior ao valor de 1 pg/L
recomendado pela OMS (WHO, 1998). As percentagens de recuperacdo obtidas em
modo negativo para as concentragbes mais altas foram de 80,0 + 3,7%, revelando

eficiéncia e precisdo, ao passo que para as concentracdes mais baixas rondaram o0s
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63,0 £ 7,7%, sendo menos eficiente, mas preciso. Neste caso calculou-se um LQ de
0,040 pg/L, mantendo-se abaixo do valor indicado pela OMS.

Pelos cromatogramas respeitantes as analises em agua natural (figuras 8.24. a
8.27. em anexo) verificou-se que a linha de base subiu comparativamente as analises
em agua pura (figuras 8.19. a 8.21. em anexo), 0 que se deve a extracdo de uma
maior quantidade de compostos conjuntamente com as cianotoxinas que também
apresentam ionizacao favoravel em modo positivo. Além da eficiéncia de extracédo e da
precisdo, comprovou-se a especificidade do método em agua natural a partir da
analise do branco (figuras 8.24a. e 8.25a. em anexo), visto ndo ter revelado a

presenca de qualquer pico no tempo de eluicdo da CYN.

5.3. ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

Com as condicbes cromatograficas e espetrométricas otimizadas para a

detecdo das cianotoxinas por HPLC/MS? e com o método de SPE implementado como
0 mais eficiente para extrair apenas a CYN procedeu-se para a Ultima fase deste

projeto, caracterizada pela analise de amostras reais de agua natural e urina humana.

5.3.1. AGUA NATURAL

Para além da agua natural da barragem do Beliche, também no mesmo
periodo de maio de 2013 foram colhidas amostras de diversas localidades da
barragem do Alqueva, que se situa no Alentejo interior e é considerada a maior
barragem nao sé de Portugal como da Europa Ocidental. Na figura 5.17. encontram-se
destacados os locais de amostragem, entre os quais Senhora da Ajuda, Alamos,
Lucefécit e Mourao.

Prepararam-se conjuntos de 100 mL de amostras acidificadas com 0,05% de
acido acético (pH 3,70), cada qual respeitante a um local de amostragem. Por cada
conjunto uma das amostras foi fortificada com a CYN com a concentragdo de 0,25
Mg/L para servir como controlo de eficiéncia de extracdo. No final do processo a
concentracdo adicional da CYN nos controlos foi de 50 pg/L. Os extratos resultantes
foram analisados por HPLC/MS? em ambas as polaridades, estando representados na
figura 5.18. apenas os cromatogramas e o0s espetros MS? relativos aos controlos
obtidos em modo EIC com polaridade positiva. Em anexo estdo presentes o0s
cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva (figura 8.29.) e nos modos TIC

e EIC com polaridade negativa (figura 8.30.).
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Figura 5.18. Cromatogramas em modo EIC e espetros MS® com polaridade positiva relativos &
andlise pelo método analitico otimizado de amostras de agua natural oriundas de diferentes
localidades da barragem do Alqueva. Para cada conjunto de duas amostras respeitante a um
local de amostragem, uma foi fortificada com 0,25 pg da CYN, servindo como controlo de
eficiéncia de extracéo.
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N&o foi detetada a CYN nas amostras colhidas nos locais de amostragem
considerados da barragem do Alqueva. Além disso, foi possivel confirmar a presenca
desta cianotoxina nos controlos, apesar de surgir um pico com uma razao m/z de 399
em modo positivo que ndo se verificou no padrdo. Para a média dos controlos
obtiveram-se percentagens de recuperacao de 90 + 23% em modo positivo e de 94 +
20% em modo negativo, 0 que indica uma boa eficiéncia de extracdo, mas uma ma
precisdo, devido eventualmente ao efeito da matriz. No entanto, ndo se pode afirmar
nada quanto a veracidade dos valores obtidos, pois apenas foi feito um replicado para
cada controlo, ndo sendo possivel calcular o erro relativo para cada local de

amostragem.

5.3.2. URINA

A toxicidade das cianotoxinas constitui um grande fator de risco para a saude
publica, dai ser fundamental que os cientistas forenses detetem e quantifiquem de
forma rigorosa e fidvel estas substancias em matrizes complexas, como a urina, para
se determinar corretamente a causa de morte de determinado cadaver vitimado por
intoxicagdo. A urina € uma matriz estéril bastante requerida nos laboratorios forenses
dada a sua facilidade de colheita de modo néo invasivo (Dinis-Oliveira et al., 2010).

Dada a impossibilidade de obtencdo de amostras de urina post-mortem, por
razdes de indole burocratica, foi analisada a urina do proprio autor, o que alterou
forcosamente os objetivos do projeto. Assim, ao invés de se analisar 0 metabolismo
das cianotoxinas até a sua excre¢do pela urina, avaliou-se o efeito que esta matriz
poderia exercer sobre elas.

Inicialmente avaliou-se a eficiéncia do método de SPE adotado em extrair a
CYN da urina para averiguar o sinal obtido. Prepararam-se quatro amostras de urina
acidificadas com 0,05% de acido acético com um volume inicial de apenas 10 mL,
inferior ao limite maximo estabelecido (30 mL) para a colheita de amostras ante-
mortem e/ou post-mortem desta matriz com interesse forense (Dinis-Oliveira et al.,
2010). Fortificaram-se trés destas amostras com a CYN com a concentracdo de 0,5
Hg/L, servindo uma como branco. No final do processo os extratos foram concentrados
20 vezes, contendo uma concentracdo final da CYN de 10 pg/L, e filtrados. Os
cromatogramas em modo EIC e os espetros MS? relativos aos picos obtidos ap6s
anélise por HPLC/MS? com polaridade positiva podem ser visualizados nas figuras
5.19a. e b., respetivamente (os cromatogramas em modo TIC estdo representados na

figura 8.31. em anexo).
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Figura 5.19a. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva de extratos de urina
acidificada, fortificados com 0,5 pug da CYN. Os espetros dos picos cromatograficos numerados
encontram-se na figura 5.19b.
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Figura 5.19b. Espetros MS? com polaridade positiva dos picos numerados.

Apesar de surgirem picos cromatograficos no tempo de retencdo da CYN, os
seus espetros permitem aferir que nao correspondem efetivamente a cianotoxina. Os
espetros das amostras apenas apresentam em comum com o do padrdo os picos com
valores m/z de 336 e 416, os quais per se ndo permitem confirmar a identidade da
CYN, podendo tratar-se de uma outra substancia. Significa que a CYN ndo foi extraida
da urina por este método de SPE, podendo esta matriz exercer algum efeito sobre a

cianotoxina, causando uma supresséo do seu sinal.
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Para avaliar de que modo a urina suprime o sinal da CYN recorreu-se a um
tratamento de precipitacdo das proteinas constituintes desta matriz. A partir da urina
precipitada prepararam-se duas amostras de 5 mL acidificadas com 0,05% de acido
acético, uma das quais fortificada com a CYN com a concentracao de 1 pg/L, sendo
extraidas e filtradas. Os extratos resultantes, com a concentracao final da CYN de 10
ug/L, foram analisados por HPLC/MS? em ambas as polaridades, obtendo-se os

cromatogramas em modo TIC e os espetros MS? respetivos nas figuras 5.20a. e b.,
respetivamente.
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Figura 5.20a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva (a e b) e negativa (c e d)
de amostras de urina acidificadas, uma delas fortificada com 1 ug da CYN. Os espetros dos
picos cromatograficos numerados encontram-se na figura 5.20b.
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Figura 5.20b. Espetros MS? com polaridade positiva (1) e negativa (2) dos picos numerados.
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Com esta experiéncia também né&o se identificou a CYN, visto que os espetros
obtidos ndo se associam aos dos padrées em modo positivo (figura 5.6.) e em modo
negativo (figura 5.7.). Este resultado indica que o tratamento efetuado & urina ndo
surte efeito, continuando a verificar-se uma supressao de sinal da CYN, se bem que o
ruido da linha de base diminui, resultante do menor nimero de interferentes.

Ainda se efetuou um teste variando o pH da solucdo, pois poderia ocorrer a
hipétese da CYN néo estar estavel ao valor de pH convencional da urina (cerca de
5,28). Nesse caso foram preparadas duas amostras de 5 mL de urina ndo precipitada,
uma acidificada com 0,05% de &cido acético como normalmente (ficando com um
valor de pH de 5,12), e outra adicionando-se acido acético até atingir um valor de pH
de 3,68, semelhante ao verificado para as amostras reais de agua natural acidificadas.
Ambas as amostras foram fortificadas com a CYN com a concentracdo de 1 pg/L,
extraidas, filtradas e analisadas por HPLC/MS? (a concentracdo final da CYN nos
extratos foi de 10 pg/L). Pelos cromatogramas presentes em anexo (figura 8.32.)
constatou-se que a resposta ao sinal obtido é semelhante, para além de se continuar a
ndo verificar sinal da CYN para qualquer valor de pH considerado. Significa que a
acidez da amostra ndo foi determinante nos resultados anteriores.

Optou-se por analisar diretamente no espetrémetro de massa em modo full
scan algumas solu¢des de urina tanto na forma precipitada como natural, diluidas
duas vezes com agua Milli-Q, filtradas e fortificadas com a STX e a CYN com a
concentragao final de 500 pg/L para verificar a intensidade do sinal do i&o-parental das
cianotoxinas. Registaram-se espetros com polaridade positiva para ambas as
cianotoxinas (figura 5.21.) e com polaridade negativa somente para a CYN (figura
5.22.).

Em nenhuma situagdo se verificou sinal do ido-parental de qualquer
cianotoxina, ocorrendo supresséo total de ambas. Outras solugbes a base de urina
ndo precipitada foram também analisadas variando-se 0 agente ionizante e a sua
concentracdo, mas em nada alterou a conclusé&o inferida anteriormente (figuras 8.33. a

8.35. em anexo).

Pagina | 85



Setembro de 2015

1443

1522

1383
™ L

sk L

170.2181.1 1971
"

2131
L

2293

413

A

2
b

2873

252

1443
1382 1
s PR |

gsq 1811 1970

2131

I P

293

2413

[N

2804

2052

s

bl

1442

3092
3252
1
HE w2 2812
e 40‘12 4292 45124832 4893
Urina precipitada e diluida 2x_STX 500 ppb_pasitivo: +MS
3093
3252
3412
#s2 812
4072
L a7 4332 4512 4851 4893

Urina nac precipitada e diluida 2x_STX 500 ppb_pasitivo: +MS

Urina nao precipitada e diluida 2x_CYN 800 ppb_pasitivo: +MS

4892

. Urnl ipldl odlluda zx_c 0 pbmvo cM

4251

4872

Figura 5.21. Espetros full scan com polaridade positiva de solu¢des diluidas de urina tanto
precipitada como natural, filtradas e fortificadas com ambas as cianotoxinas com a
concentracdo de 500 pg/L. Os espetros a e b dizem respeito a STX, enquanto 0s espetros ¢ e

d sao referentes a CYN.

'"“": Urina nao precipitada e diluids 2x_CYN 500 ppb_negativo: -MS
x10
254
2831
2.04
4853
1.54
1870 a2
107 167.0 152 12
4451 .
3929
2870
h 145.0 2120 3411 7.1 405.1
05 o 178.0 | 1350 Hat 89 | gy 5
AN T ]
0.01d LW W1 T T A Luuq,hulhh.lhmmimmﬂj ) J‘HM\I ] ML.H ! MM\LJ
x10' Urina precipitada e diluida 2x_CYN 500 ppb_negative: -MS
254
204
26809
1.54
4853
210
1.04
3852
189 1509 e 229 29 @i aro 4808 |
057 69 1 250 .
o 1450 89 | 19502970 g | 2508 3109 ! LL m ‘lu M
4.0 A Lodw W LI L LA MBI 1A ll. Lyt (1 .‘Hll.J__\Jv.LJlLJI.L.”JJL;u.J.uiJ EM.I}LJM‘\ JJJU.LLm mduﬁ uﬂmmlhw
00
100 150 200 250 300 350 400 450 mz

Figura 5.22. Espetros full scan com polaridade negativa de solugfes diluidas de urina tanto
precipitada como natural, filtradas e fortificadas com ambas as cianotoxinas com a
concentracao de 500 ug/L. Os dois espetros séo relativos apenas a CYN.
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Todo este conjunto de resultados indica claramente que a urina influencia o
sinal das cianotoxinas, suprimindo-o independentemente do estado (natural ou
precipitado), agente ionizante (acido acético, acido férmico ou acetato de aménio) e
sua concentracao. Assim sendo, preparou-se uma sucessao de diluicbes de urina ndo
precipitada (1:50, 1:25, 1:10, 1:5, 1:2) em agua Milli-Q, cada uma acidificada com
0,05% de &cido acético, filtrada e fortificada com a CYN com a concentracdo de 50
Mg/L, para testar se o0 sinal da cianotoxina diminui com o aumento da quantidade de
urina. Estas solucdes foram analisadas por HPLC/MS? em modo TIC na polaridade
negativa conjuntamente com uma solucéo padrdo de 50 pg/L da CYN em agua Milli-Q

com 0,05% de acido acético (figura 5.23.).
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Figura 5.23. Cromatogramas em modo TIC com polaridade negativa de um ensaio de diluicbes
de urina n&o precipitada, acidificada, filtrada e fortificada com 50 pg da CYN.

Constatou-se que para qualquer fator de diluicAo considerado obteve-se
sempre sinal da CYN. Além disso, o ruido da linha de base foi aumentando quanto
maior a quantidade de urina, 0 que seria expectavel devido a um maior nimero de
interferentes envolvidos. Tendo em conta este resultado realizou-se um outro conjunto
de extracdes envolvendo urina diluida num fator de 1:10 para averiguar se 0s extratos
obtidos também apresentam sinal. Os extratos, com a concentracao final da CYN de
50 pg/L, foram analisados por HPLC/MS? na polaridade positiva, registando-se os
dados da tabela 5.8. (na figura 8.36. em anexo encontram-se 0S cromatogramas
obtidos).
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Tabela 5.8. Ensaio de eficiéncia de extracdo e precisdo do método de SPE
adotado em amostras de urina ndo precipitada, diluidas dez vezes e
fortificadas com 5 pg da CYN.

Urina (50 ug/L)

Replicado 1 | 427.590 4,90 27,8
Replicado 2 | 508.549 5,00 33,1
Replicado 3 | 453.918 4,90 29,6
Média 463.352,3 4,93 30,2
DP 41.295,9 0,1 2,7

CV (%) 9,0 1,2 9,0
Padréo 1.535.802 5,20

TR — Tempo de retencdo; DP — Desvio-padrdo; CV — Coeficiente de
variacao

De facto comprovou-se os resultados do ensaio das diluicdes, pois obteve-se
sinal da CYN nos extratos em urina diluida dez vezes. No entanto, o sinal foi baixo
relativamente ao padréo, tendo-se recuperado apenas 30,2 + 9,0% da cianotoxina.
Portanto, apesar do método de SPE “DCM-MeOH B” ndo ser eficiente na extracao da

CYN em urina diluida, revela ainda assim precisdo com um erro relativo inferior a 10%.

5.4. ESTUDO COMPLEMENTAR COM OUTRAS
CIANOTOXINAS

5.4.1. IMPLEMENTACAO DO METODO ANALITICO

Adicionalmente aos objetivos do projeto foi feito um estudo complementar com
um outro grupo de cianotoxinas designadas por microcistinas (MCT). As MCT séo
produzidas por algumas espécies de cianobactérias, nomeadamente a Anabaena, a
Microcystis e a Planktothrix, e sdo consideradas como hepatotoxinas, pois exercem a
sua acao somente nas células do figado, inibindo as fosfatases proteicas. As mdltiplas
combinacbes dos aminoacidos presentes na sua constituicdo ja resultaram na
identificacdo de cerca de 90 variantes deste género de cianotoxinas com pesos
moleculares entre 900 a 1.100 g/mol, sendo as MCT-LR, MCT-RR e MCT-YR as mais
comuns. A sua importancia para o presente estudo resultou da sua distribuicdo quase
cosmopolita nos sistemas aquaticos, inclusive em Portugal, sendo responsavel pela
maioria das intoxicagbes humanas relatadas até ao momento (Campos and
Vasconcelos, 2010; Rodrigues et al., 2013).

Uma solucédo de 50 pg/L com a CYN e as variantes MCT-LR, MCT-RR e MCT-
YR em é&gua Milli-Q com 0,05% de &cido acético foi preparada a partir dos padrdes

certificados adquiridos e analisada por HPLC/MS?, com o intuito de avaliar o sinal
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obtido pelas cianotoxinas em modo negativo, por ser mais especifico e sensivel na
andlise das MCT, segundo Rodrigues et al., 2013. Para as solu¢des contendo MCT
recorreu-se a andlise com a fungdo MRM dada a semelhanca da estrutura molecular
entre as variantes, o que se traduz especificamente na co-eluicdo das variantes MCT-
LR e MCT-YR com tempos de retencdo bastante proximos. Com esta funcdo foram
analisados e fragmentados  paralelamente  diferentes ibes-moleculares
correspondentes as diferentes espécies das cianotoxinas. Os parametros utilizados
para analisar as MCT estéo descritos na tabela 4.3.

Para a andlise do padrdo de 50 pg/L criaram-se dois segmentos distintos, um
desde o instante inicial até aos 7 minutos com os parametros de detecdo da CYN
(tabela 4.2.), e outro desde esse periodo até ao final da corrida cromatogréafica com os
parametros de detecdo das MCT. Na figura 5.24. esta representado o cromatograma
obtido em modo TIC com as &reas e os tempos de retencao das cianotoxinas e na
figura 5.25. os espetros MS? respetivos.

Com este novo método os dois grupos de cianotoxinas sdo claramente
separados pela coluna cromatografica, eluindo a CYN aos 5,30 minutos e as variantes
MCT-RR, MCT-YR e MCT-LR ao fim de 15,20, 16,00 e 16,40 minutos, respetivamente.
Estas duas ultimas variantes praticamente co-eluem, dai a utilidade da fungdo MRM

para o calculo das areas dos picos correspondentes.
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Figura 5.24. Cromatograma em modo TIC da CYN e das trés variantes das MCT com
polaridade negativa (a) com a determinac@o das areas e dos tempos de retencdo respetivos

(b).
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Figura 5.25. Espetros MS? caracteristicos da CYN (a) e das trés variantes das MCT (b, c e d)
com polaridade negativa.

5.4.2. AVALIACAO DA EFICIENCIA DE EXTRACAO

Implementado o sistema analitico para a analise da CYN e das trés variantes
das MCT em modo negativo, avaliou-se a eficiéncia e a precisdo do método de SPE
“‘“DCM-MeOH B” em extrair estas cianotoxinas tanto em agua pura como em agua
natural filtrada ndo contaminada. Com esse propdsito prepararam-se algumas
amostras de 100 mL nas duas matrizes, acidificadas com 0,05% de &cido acético e
fortificadas com as cianotoxinas com a concentracdo de 0,25 pg/L. Depois de
ressolubilizados a concentracdo das cianotoxinas nos extratos foi de 50 pg/L. Apés
anélise por HPLC/MS? obtiveram-se os cromatogramas em modo MS? com polaridade
negativa presentes nas figuras 5.26. e 5.27. relativos aos extratos em agua pura e em
agua natural, respetivamente. Os cromatogramas em modo TIC afiguram-se em anexo
(figuras 8.22. e 8.28.).

Apenas a CYN foi extraida em agua pura com uma percentagem de
recuperacao de 70,3 £ 3,2%, o0 que demonstra a eficiéncia e a precisdo do método de
SPE para esta cianotoxina. Para as variantes das MCT n&o se verificou sinal nesta
matriz, resultado contraditério ao de Rodrigues et al., 2013, que obtiveram
recuperacodes entre 64,2 a 82,7% com um erro relativo entre 1,6 a 4,5% usando um
método diferente. No outro ensaio foi possivel extrair ambos os grupos de cianotoxinas

na agua natural, obtendo-se as eficiéncias de recuperacéo da tabela 5.9.
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Figura 5.26. Cromatogramas em modo MS? com polaridade negativa relativos & avaliagdo da
eficiéncia de extrac@o e precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua Milli-Q
acidificadas contendo 0,25 pg da CYN, MCT-LR, MCT-RR e MCT-YR.
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Figura 5.27. Cromatogramas em modo MS® com polaridade negativa relativos & avaliacéo da
eficiéncia de extragdo e precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua natural
filtradas e acidificadas contendo 0,25 pg da CYN, MCT-LR, MCT-RR e MCT-YR.
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Tabela 5.9. Eficiéncias de recuperacdo das cianotoxinas em
agua natural.

Tempo médio de Eficiéncia de

0,

retencao (min) recuperacao (%) AED )
CYN 4,90 85,6 1,1
MCT-RR 15,17 21,3 3,8
MCT-YR 16,03 134,9 11,2
MCT-LR 16,43 138,0 12,4

Significa que das quatro cianotoxinas testadas o método de SPE adotado
apenas € eficiente e preciso na extracdo da CYN em agua natural, com valores de
recuperacao acima dos 70% e o erro associado inferior a 10% (Ribani et al., 2004).
Quanto as MCT, embora seja preciso, 0 método nédo € eficiente em extrair a MCT-RR,
dada a quantidade diminuta recuperada da cianotoxina. Para as restantes variantes
verifica-se 0 oposto, pois o método é bastante eficiente, com um sinal instrumental
excessivamente elevado, mas pouco preciso.

Em suma, o método analitico implementado apresenta potencialidade para
extrair, separar e detetar a CYN e as MCT, mas deveria ser otimizado a nivel dos

ensaios de extracdo e da aquisicdo do sinal experimental.
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6.1. CONCLUSOES

Neste projeto foi otimizado um método analitico de HPLC/MS? ion trap para

separar e detetar a STX e a CYN na polaridade positiva, com os ides de fragmentacdo
204, 221, 266 e 282 m/z para a primeira cianotoxina, e os ides 176, 194, 274, 318 e
336 m/z para a segunda cianotoxina, e apenas a CYN na polaridade negativa, com os
ides-filho 272, 302 e 371 m/z. O método revelou especificidade e precisao tanto em
adgua pura como em agua natural, e exatiddo apenas para a CYN em agua natural.

Na polaridade positiva obtiveram-se LQ instrumentais para a STX de 5,9 ug/L
obtido a partir da curva de calibracdo e de 1,5 pg/L estipulado através da razéo sinal-
ruido, enquanto para a CYN os LQ obtidos foram de 12,9 e de 2,4 ug/L,
respetivamente. Relativamente ao modo negativo atingiram-se LQ instrumentais de
8,5 e de 2,8 pg/L para a CYN. Todos estes valores obtidos em &agua natural
encontram-se acima do limite de 1 ug/L recomendado pela OMS considerado aceitavel
para a agua potavel (WHO, 1998).

Implementou-se um método de SPE para a extragdo da CYN no cartucho
Chromabond Easy (3 mL/200 mg), sendo eficiente e preciso para concentracdes
distintas desta cianotoxina em agua natural, com eficiéncias de recuperacgéo de 89,4 +
7,3% para as concentracfes mais altas e de 70,2 + 2,8% para as concentracfes mais
baixas na polaridade positiva. O LQ obtido de 0,036 ug/L é bastante inferior ao valor
recomendado pela OMS.

Todo este procedimento analitico foi aplicado para a andlise de amostras reais
de &gua natural colhidas em maio de 2013 em diversas localidades da barragem do
Algueva, nomeadamente Senhora da Ajuda, Alamos, Lucefécit e Mour&o, com o intuito
de avaliar a ocorréncia da CYN. As amostras ndo apresentaram sinal para esta
cianotoxina.

A urina, quer seja natural ou precipitada, suprimiu totalmente o sinal das
cianotoxinas independentemente do agente ionizante utilizado, da sua concentragéo e
da acidez da amostra. Apenas verificou-se sinal num ensaio de extracbes em
amostras de urina diluida, obtendo-se eficiéncias de recuperacdo de cerca de 30,2 +
9,0%, sendo o método pouco eficiente, embora preciso.

Implementou-se ainda um método analitico para a separacdo e detecdo da
CYN e de algumas variantes das MCT na polaridade negativa. Em agua pura verificou-
se sinal apenas da CYN, enquanto todas as cianotoxinas foram extraidas em &agua
natural. No entanto, as eficiéncias de recuperacdo em agua natural diferiram bastante
entre as variantes das MCT, sendo baixas para a MCT-RR (21,3 + 3,8%) e
excessivamente elevadas para as MCT-YR (134,9 £+ 11,2%) e MCT-LR (138,0 %
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12,4%), o que sugere interferéncia de matriz ou erro no processo analitico que carece

ser futuramente estudado para avaliagdo comparativa.

6.2. PERSPETIVAS FUTURAS

Deveriam ser testados cartuchos com adsorventes de troca cationica para

avaliar a eficiéncia de extragdo da STX com o método de SPE implementado, uma vez
que para outras classes de fases estacionarias ndo surtiu efeito.

No que respeita a urina, deveria ser realizado um novo ensaio de extracbes
para testar os resultados obtidos em urina diluida. Além disso, seria interessante
examinar de que forma esta matriz suprime o sinal das cianotoxinas. A partir deste
estudo poder-se-ia analisar a posteriori amostras reais provenientes de vitimados por
intoxicagao.

Quanto ao estudo das MCT, o método analitico implementado deveria ser

otimizado a nivel dos ensaios de extragéo e da aquisi¢do do sinal experimental.
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8.1. ESPECIES DE CIANOBACTERIAS PRODUTORAS DAS

CIANOTOXINAS EM ESTUDO

Tabela 8.1. Espécies de cianobactérias produtoras das PST.

Espécies Localidade REEIEHMES

Australia

(Rapala et al., 2005)

A. circinalis
Anabaena A. lemmermannii | Dinamarca; Finlandia
Canadg; Coreia do ;
A. flos-aquae Sul; EUA; Grécia; (Gkelis and Zaoutsos,
_ Portugal 2014; Jung et al., 2003;
Aphanizomenon . Kellmann et al., 2008;
A. gracile Alemanha Rapala et al., 2005;
A. issatschenkoi N.R. Wiese et al., 2010)
A. ovalisporum N.R.
(Carneiro et al., 2013;
' ) Brasil Grécia: Gkelis and Zaoutsos,
Cylindrospermopsis C. raciborskii Po'rtugal ' 2014; Kellmann et al.,
2008; Rapala et al.,
2005)
Lyngbia L. wollei EUA (Rapala et al., 2005)
Planktothrix Planktothrix spp. Italia (Rapala et al., 2005)
Raphidiopsis R. brookii N.R. (Murray et al., 2011)

N.R. — Nao relatado

Tabela 8.2. Espécies de cianobactérias produtoras da CYN.

REEENES

Géneros Espécies Localidade
A. bergl Australia (Kokocifiski et al.,
Anabaena A. laponica Finlandia 2013)
A. planctonica Franca
A. flos-aquae Alem:fmr_]a; AR
Republica Checa (Blahova et al., 2009;
A. gracile Alemanha; Polénia; | Kokocirski et al., 2013;
Republica Checa Moreira et al., 2013;
N.R. Poniedzialek et al.,

Aphanizomenon

A. issatschenkoi

2012; Smith et al.,

A. klebahnii

Republica Checa

2008)

A. ovalisporum

Austrélia; Espanha;
EUA; Israel; ltalia
Austrdlia; Austria;

(Blahova et al., 2009;

Brasil; Eslovaquia;
Espanha; EUA;
Franca; Grécia,
Hungria; Japéo;

Brient et al., 2009;
Hoff-Risseti et al.,
2013; Kokocinski et al.,
2013; Poniedzialek et

Cylindrospermopsis C. raciborskii
NQV‘?‘ Zelandla; ) al., 2012; Saker et al.,
Polénia; Portugal, T
- ! 2003; Torokneé et al.,
Republica Checa;
A 2004)
Tailandia
. - (Kokocinski et al.,
Lyngbya L. wollei Australia 2013)
R. brookii Brasil (Kokocinski et al.,
Raphidiopsis R. curvata China 2013; Soto-Liebe et al.,
R. mediterranea Austrélia 2010)
. . (Kokocinski et al.,
Umezakia U. natans Japao 2013)

N.R. — N&o relatado
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8.2. RELACAO ENTRE OS METODOS ANALITICOS

Tabela 8.3. Vantagens e desvantagens dos métodos analiticos atualmente aplicados para a
detecdo das cianotoxinas (Alexander et al., 2009; Cusick and Sayler, 2013; Etheridge, 2010;

Humpage et al., 2010).

VANTAGENS \
METODOS QUIMICOS

DESVANTAGENS

HPLC/MS

Muito especifico, sensivel,
robusto e flexivel,

Permite a analise de uma
ampla gama de compostos,
nao requerendo uma etapa
prévia de derivatizagdo;
Fornece informacdes sobre o
perfil das cianotoxinas;

Pode ser automatizado.

ESNES|

[

Equipamento dispendioso tanto
na aquisicéo como na
manutencao;

Requer pessoal especializado;
Tempo de vida relativamente
curto (cerca de dez anos);
Procedimentos de  extracdo
podem ser necessarios para
melhorar a sensibilidade.

METODOS IN VIVO EM ANIMAIS

Bioensaios em
ratinhos

X [ € [

Muito rapidos;

A toxicidade total pode ser
determinada com base na
resposta biolégica dos
ratinhos para as
cianotoxinas;

N&o requerem equipamento
analitico complexo.

[

Pouco especificos e sensiveis;
N&o podem ser automatizados;
Requerem pessoal especializado;
Exigem instalagBes apropriadas
para os ratinhos;

Os resultados variam entre o0s
laboratérios devido, por exemplo,
a caracteristicas especificas dos
ratinhos;

Propensos a interferéncias que
conduzem a subestimacdo da
toxicidade;

Indesejaveis por razbes éticas.

METODOS BIOMOLECULARES

Ensaios baseados
em recetores

Muito especificos;
Adequados para analises de
elevado rendimento.

Necessitam de usar
radioativos;

N&o fornecem informacdes sobre
o perfil das cianotoxinas.

isétopos

Ensaios
imunologicos

Réapidos e sensiveis;

Facil manuseio;

Geralmente aplicados para
analises de confirmacao.

Ndo sdo seletivos devido a
reatividade cruzada;

N&do aplicados para analises
quantitativas;

N&o fornecem informacdes sobre
o perfil das cianotoxinas.

Ensaios citotoxicos

[x]
[x]

Rapidos e sensiveis.
3]

Instalacbes necessérias para a
manutengdo e o0 manuseio de
culturas de células;

N&o fornecem informacdes sobre
o perfil das cianotoxinas.
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8.3. CARACTERIZACAO QUANTITATIVA DO METODO

ANALITICO

8.3.1. CURVAS DE CALIBRACAO

Area do pico cromatografico

Curvas de calibragao em agua pura

80.000.000
70.000.000 1 y=(363 x 10 + 49 x 10*)x+ (3,0 x 10° + 3,8 x 10) /.-/"/
60.000.000 1 7% =09780
50.000.000 -
Ly STX

40.000.000 | e -

_— *CYN
30.000.000 "

a - ’/,/
20.000.000 - o
m "y =(1981x10° £ 86 x 10%)x + (44 x 10° £ 66 x 10°)
10.000.000 { _ - __® 2 = 09977
/. /”/
0 ‘r T T T T
0 50 100 150 200 250
Concentracao (ug/L)

Figura 8.1. Linearidade em modo EIC com polaridade positiva para ambas as cianotoxinas em
agua Milli-Q acidificada. Foi considerada a média dos pontos obtidos para os padrdes de
calibracdo de 1,5 a 200 pg/L, incluindo a amostra branco.

Area do pico cromatografico

8.000.000

7.000.000 -
6.000.000 -
5.000.000 -

4.000.000
3.000.000

2.000.000

1.000.000

Curva de calibragao em agua pura

ot

y=(351x10°+18x10°)x+ (10 x 10°+ 1,4 x 10°) -
7 =09969 o
/ CYN
0 / : : : :
8] 50 100 150 200 250
Concentracao (ug/L)

Figura 8.2. Linearidade em modo EIC com polaridade negativa para a CYN em agua Milli-Q
acidificada. Foi considerada a média dos pontos obtidos para os padrdes de calibracdo de 1,5
a 200 pg/L, incluindo a amostra branco.
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Tabela 8.4. Limites instrumentais e coeficientes de determinagédo obtidos em modo
EIC para as duas cianotoxinas para diferentes polaridades em agua pura.

D, 0 Q 0
Polaridade
STX Positiva 32,2 0,3 107,3 1,0 0,9780
CYN Positiva 10,3 0,4 34,5 1,3 0,9977
Negativa 11,9 0,6 39,8 2,4 0,9969

S, — Desvio-padréo absoluto dos niveis residuais; m — Declive da reta

Curvas de calibragao em agua natural
10.000.000
o 9.000.000 -
€ 8.000.000 e
‘P e | y=(a296x10? +65x10?)x— (48x10* +47 x 10%) -
g 7.000.000 | 2 =09997
£  6.000.000 1 e
6 STX
5 5.000.000 - e . -
8 4.000.000 s _— *CYN
o / =
g 3.000.000 | / _/
E 2.000.000 1 /l/‘ = (2603 x 107 + 18 x 10?)x+ (12 x 10* £ 1.3 x 10%)
< 1000000 { o — 7 =0,9999
0 T T T T
0 50 100 150 200 250
Concentragao (pug/L)

Figura 8.3. Linearidade em modo EIC com polaridade positiva para ambas as cianotoxinas em
agua natural filtrada e acidificada. Foi considerada a média dos pontos obtidos para os padroes
de calibragéo de 1,5 a 200 pg/L, incluindo a amostra branco.
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Curva de calibragao em agua natural
1.200.000

A

1.000.000 { y=(5671x10'+59x10')x— (75 x 10° +43 x 10%)

% =10,9998
800.000 - //

600.000 - // *CYN

400.000 - /

200.000 -

Area do pico cromatografico

0 50 100 150 200 250
Concentragao (ug/L)

Figura 8.4. Linearidade em modo EIC com polaridade negativa para a CYN em &gua natural
filtrada e acidificada. Foi considerada a média dos pontos obtidos para os padrdes de
calibracdo de 1,5 a 200 pg/L, incluindo a amostra branco.

Tabela 8.5. Limites instrumentais e coeficientes de determinagédo obtidos em modo
EIC para as duas cianotoxinas para diferentes polaridades em agua natural.

STX Positiva 1,7 0,3 5,6 1,0 0,9999
CYN Positiva 3,7 0,4 12,4 1,3 0,9997
Negativa 2,6 0,6 8,6 2,4 0,9998

S, — Desvio-padrédo absoluto dos niveis residuais; m — Declive da reta
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Tabela 8.6. Valores percentuais a 99% de confianca (nivel de significancia 0,01) para a
distribuicao F.

0>

1 4052 | 5000 | 5403 | 5625 | 5764 | 5859 | 5928 | 5982 | 6022 | 6056
2 98,50 | 99,00 | 99,17 | 99,25 | 99,30 | 99,33 | 99,36 | 99,37 | 99,39 | 99,40
3 34,12 | 30,82 | 29,46 | 28,71 | 28,24 | 27,91 | 27,67 | 27,49 | 27,35 | 27,23
4 21,20 | 18,00 | 16,69 | 15,98 | 15,52 | 15,21 | 14,98 | 14,80 | 14,66 | 14,55
5 16,26 | 13,27 | 12,06 | 11,39 | 10,97 | 10,67 | 10,46 | 10,29 | 10,16 | 10,05
6 13,75 10,92 | 9,78 | 9,15 | 8,75 | 8,47 | 8,26 | 8,10 | 7,98 | 7,87
7 12,25 | 955 | 845 | 785 | 7,46 | 7,19 | 6,99 | 6,84 | 6,72 | 6,62
8 11,26 | 865 | 759 | 7,01 | 6,63 | 6,37 | 6,18 | 6,03 | 591 | 581
9 10,56 | 8,02 | 6,99 | 6,42 | 6,06 | 580 | 561 | 547 | 535 | 5,26
10 10,04 | 756 | 6,55 | 599 | 564 | 539 | 520 | 506 | 4,94 | 4,85
11 965 | 7,21 | 6,22 | 567 | 532 | 507 | 489 | 4,74 | 4,63 | 4,54
12 933 | 693 | 595 | 541 | 506 | 482 | 464 | 450 | 439 | 4,30
13 9,07 | 6,70 | 5,74 | 521 | 486 | 4,62 | 444 | 430 | 419 | 4,10
14 886 | 6,51 | 556 | 504 | 469 | 446 | 428 | 4,14 | 403 | 3,94
15 868 | 6,36 | 542 | 489 | 456 | 432 | 414 | 4,00 | 3,89 | 3,80
16 853 | 6,23 | 529 | 4,77 | 4,44 | 420 | 4,03 | 3,89 | 3,78 | 3,69
17 840 | 6,11 | 518 | 4,67 | 434 | 410 | 3,93 | 3,79 | 3,68 | 3,59
18 829 | 6,01 | 509 | 458 | 425 | 401 | 3,84 | 3,71 | 3,60 | 3,51
19 8,18 | 593 | 501 | 450 | 4,17 | 3,94 | 3,77 | 3,63 | 3,52 | 3,43
20 810 | 585 | 494 | 443 | 4,10 | 3,87 | 3,70 | 3,56 | 3,46 | 3,37
21 802 | 578 | 487 | 437 | 404 | 3,81 | 364 | 351 | 3,40 | 3,31
22 795 | 572 | 482 | 431 | 399 | 3,76 | 3,59 | 3,45 | 3,35 | 3,26
23 788 | 566 | 476 | 426 | 394 | 3,71 | 3,54 | 3,41 | 3,30 | 3,21
24 782 | 561 | 472 | 422 | 390 | 3,67 | 3,50 | 3,36 | 3,26 | 3,17
25 7,77 | 557 | 468 | 4,18 | 385 | 3,63 | 3,46 | 3,32 | 3,22 | 3,13
26 7,72 | 553 | 464 | 414 | 382 | 359 | 3,42 | 3,29 | 3,18 | 3,09
27 768 | 549 | 460 | 4,11 | 3,78 | 3,56 | 3,39 | 3,26 | 3,15 | 3,06
28 764 | 545 | 457 | 407 | 3,75 | 3,53 | 3,36 | 3,23 | 3,12 | 3,03
29 760 | 542 | 454 | 404 | 3,73 | 3,50 | 3,33 | 3,20 | 3,09 | 3,00
30 756 | 539 | 451 | 402 | 3,70 | 3,47 | 3,30 | 3,17 | 3,07 | 2,98
40 731 | 518 | 431 | 3,83 | 351 | 3,29 | 3,12 | 2,99 | 2,89 | 2,80
60 7,08 | 498 | 413 | 3,65 | 3,34 | 3,12 | 295 | 2,82 | 2,72 | 2,63
120 6,85 | 4,79 | 3,95 | 3,48 | 3,17 | 2,96 | 2,79 | 2,66 | 2,56 | 2,47
oo 663 | 461 | 3,78 | 3,32 | 3,02 | 2,80 | 2,64 | 251 | 2,41 | 2,32

v, — Graus de liberdade no numerador; v, — Graus de liberdade no denominador
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8.3.2. ESPECIFICIDADE

Intenss_ i Agua Milli-Q antes da extracao_pasitivo: TIC +All MSn
x10
23 |
13 |
|
8 1 — = —
x10' | Extrato de agua Milli-Q nao fortificado_pesitivo: TIC +All MSn
2
|
19 |
|
——]
x108 | Agus natural antes da extracao_positivo: TIC +All MSn
24
|
14 |
|
]
x108 | Extrato de agua natural nso fortificado_positivo: TIC +All MSn
2
|
|
14
|
yANSSY 4 —
x1 025 | Extrato de urina nao precipitada e filtrada_positivo: TIC +All MSn
] |
] |
2 ﬂ\ fﬂl
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E |
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0 T T ? T T i T T T
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Figura 8.5. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos ao estudo da
especificidade nas varias matrizes testadas.
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4 5 [ 7 [ 9 Time [min]

B S

0.0 T T
0 1 2

Figura 8.6. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos ao estudo da
especificidade nas varias matrizes testadas. O sinal da STX encontra-se a azul, enquanto o
sinal da CYN esta representado a vermelho.
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Intens. |
x104
LB

2 /\.\HWMWMMW

Agua Milli-Q antes da extracao_negativo: TIC -All MSn

z-w

Extrato de agua Milli-Q nao fortificado_negativo: TIC -All MSn

Agua natural antes da extracao_negativo: TIC -All MSn

Extrato de agua natural nao fortificado_negativo: TIC -All MSn

0 T

Extrato de urina precipitada e filtrada_negativo: TIC -All Mn |

T
0 1 2 3

Y
4 5 8 7 8 9 Time [min]

Figura 8.7. Cromatogramas em modo TIC com polaridade negativa relativos ao estudo da
especificidade nas varias matrizes testadas.

Intens. §
x104
34

24
14

Agus Milli-Q antes ds extracao_negativo: EIC 27240.3; 30240.3; 3710.3; 41420.3 -All MSn

1(10lh
3_

24

14

it
Extrato de agua Milli-Q nao fortificado_negativo: EIC 272¢0.3; 302+0.3; 1‘5‘1:'0.3.; 41420.3 -All MSn

me
3_

24

19

Agua natural antes da extracao_negativo: EIC 27240.3; 202£0.3; 37110.3; 41420.3 -All MSn

] /\

Extrato de agua natural nao fortificado_negativo: EIC 272£0.3; 302:0.3; 371:0.3; 41420.3 -All MSn

Extrato de urina precipitads e filtrada_negativo: EIC 27240.3; 30240.3; 3710.3; 414:0.3 -All MSn

Time [min)

Figura 8.8. Cromatogramas em modo EIC com polaridade negativa relativos ao estudo da
especificidade nas varias matrizes testadas. O sinal da CYN esta representado a vermelho.
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8.3.3. PRECISAO

|Mﬁ% | Padrao 50 ppb_Agua Milli-Q_positive: TIC +All MSn
x10' |
|
|
|
|
] |
|
|
|
|
: Injegédo 1 49.675.226 2,20 12.794.127 4,90
2 : Injegéo 2 50.523.830 2,20 12.773.206 4,90
| Injegéo 3 50.932.500 2,20 13.043.072 4,90
|
| Média 50.377.185,3 2,20 12.870.135,0 4,90
: DP 641.336,9 0,0 150.132,7 0,0
: CV (%) 1,3 0,0 1,2 0,0
14 | TR — Tempo de reten¢do; DP — Desvio-padrdo; CV — Coeficiente de variac&o
|
|
|
|
|
|
l e P,
0 T Y F ' 7 7 T T T T
0 2 4 (] 3 10 12 14 16 8 Time [min]

Figura 8.9a. Cromatogramas sobrepostos em modo TIC com polaridade positiva relativos ao
estudo da precisdo instrumental em 4gua Milli-Q acidificada. A média dos resultados e o erro
associado encontram-se tabelados.

|Memo | Padrao 50 ppb_Agus Milli-Q_pasitive: EIC +All MSn
x10
|
|
|
|
|
15 :
i
|
|
: Injegéao 1 25.379.229 2,20 11.030.184 4,90
: Injegéo 2 24 895.764 2,20 10.878.424 4,90
10 =
| Injegéo 3 26.795.621 2,20 11.326.697 4,90
|
| Média 25.690.204,7 2,20 11.078.435,0 4,90
: DP 987.367,0 0,0 227.998,5 0,0
: CV (%) 3,9 0,0 2,1 0,0
054 | TR — Tempo de retengéo; DP — Desvio-padréo; CV — Coeficiente de variagdo
|
|
|
|
|
|
|
00 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 138 Time [min]

Figura 8.9b. Cromatogramas sobrepostos em modo EIC com polaridade positiva relativos ao
estudo da precisdo instrumental em agua Milli-Q acidificada. A média dos resultados e o erro
associado encontram-se tabelados.
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Intens.
x105

20

0.5

2

4

I Padrao 50 ppb_Agua Milli-Q_negativo: TIC -All MSn
|
|
|
|
: CYN
|
: Injegéo 1 2.821.322 4,90
| Injegéo 2 2.881.765 4,80
: Injegédo 3 2.819.169 4,80
: Média 2.840.752,0 4,83
: DP 35.534,7 0,1
| CV (%) 1,3 1,2
: TR — Tempo de retencdo; DP — Desvio-padrdo; CV — Coeficiente de variagdo
|
|
|
|
|
|

e d Ny — "

T
16 18

T
Time [min]

Figura 8.10a. Cromatogramas sobrepostos em modo TIC com polaridade negativa relativos ao
estudo da precisdo instrumental em 4gua Milli-Q acidificada. A média dos resultados e o erro
associado encontram-se tabelados.

Intens.
x10%

204

Padrao 50 ppb_Agua Milli-Q_negativo: EIC -All MSn

CYN
Injegéo 1 2.342.467 4,90
Injegéo 2 2.441.465 4,80
Injecédo 3 2.366.495 4,80
Meédia 2.383.4757 4,83
DP 51.8637,3 0,1
CV (%) 2,2 1,2

TR — Tempo de reten¢@o; DP — Desvio-padréo; CV — Coeficiente de variagéo

2

4

8

T
16 18

T
Time [min]

Figura 8.10b. Cromatogramas sobrepostos em modo EIC com polaridade negativa relativos ao
estudo da preciséo instrumental em agua Milli-Q acidificada. A média dos resultados e o erro
associado encontram-se tabelados.
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IM&% I Padrao 50 ppb_Agua naturs|_pasitivo: TIC +All MSn
x10
|
|
|
|
3- |
:
|
|
: Injegédo 1 2.490.754 2,20 2.386.320 4,90
| Injegédo 2 2.516.540 2,20 2.382.837 4,80
| o
21 | Injecéo 3 2.506.485 2,20 2.381.975 4,80
: Média 2.504.593,0 2,20 2.383.710,7 4,83
: DP 12.996,7 0,0 2.300,5 0,1
| CV (%) 0,6 0,0 0,1 1,2
|
N | TR —Tempo de retencdo; DP — Desvio-padréo; CV — Coeficiente de variagéo
|
|
|
|
|
|
| J M
0 T 4 T T T T T T T T T
0 2 4 [} 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.11a. Cromatogramas sobrepostos em modo TIC com polaridade positiva relativos ao
estudo da precisédo instrumental em agua natural filtrada e acidificada. A média dos resultados
e o erro associado encontram-se tabelados.

|Mﬁﬂ; | Padrao 50 ppb_Agua natural_positive: EIC +All MSn
x10
|
|
|
|
|
15 |
|
|
|
|
: Injegéo 1 1.301.108 2,20 2.105.454 4,90
: Injegéo 2 1.357.891 2,20 2.041.688 4,80
104
| Injegdo 3 1.349.512 2,20 2.053.317 4,80
| .
| Média 1.336.170,3 2,20 2.066.819,7 4,83
: DP 30.652,6 0,0 33.959.,8 0.1
: CV (%) 2,3 0,0 1,7 1,2
05 | TR — Tempo de retenc@o; DP — Desvio-padréo; CV — Coeficiente de variacdo
|
|
|
|
|
|
|
00 ' | et r . . . . e .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.11b. Cromatogramas sobrepostos em modo EIC com polaridade positiva relativos ao
estudo da precisdo instrumental em agua natural filtrada e acidificada. A média dos resultados
e o erro associado encontram-se tabelados.
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Intens.
x1044

204

0.5

e,
0.0

renad

-

Padrao 50 ppb_Agua natural_negativo: TIC -All MSn|

CYN

Injegédo 1 319.341 4,90
Injegéo 2 307.152 4,80
Injegédo 3 310.878 4,80
Meédia 312.457,0 4,83
DP 6.246,1 0.1
CV (%) 2,0 1,2

TR —Tempo de retencdo; DP — Desvio-padrdo; CV — Coeficiente de variacdo

m

2

4

8

10

12

14

16

T
18

T
Time [min]

Figura 8.12a. Cromatogramas sobrepostos em modo TIC com polaridade negativa relativos ao
estudo da precisédo instrumental em agua natural filtrada e acidificada. A média dos resultados
e o erro associado encontram-se tabelados.

Intens.
a0t

204

0.54

{

Padrao 50 ppb_Agua natural_negativo: EIC -All MSn

CYN

Injecéo 1 275.714 4,90
Injegéo 2 270.346 4,80
Injegéo 3 272.581 4,80
Média 272.880,3 4,83
DP 2.696,5 0,1
CV (%) 1,0 1,2

TR — Tempo de retencdo; DP — Desvio-padrdo; CV — Coeficiente de variagdo

2

N

8

10

16

T
18

T
Time [min]

Figura 8.12b. Cromatogramas sobrepostos em modo EIC com polaridade negativa relativos ao
estudo da precisdo instrumental em agua natural filtrada e acidificada. A média dos resultados
e o erro associado encontram-se tabelados.
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Tabela 8.7. Calculo das concentracdes efetivas nos extratos.

8.3.4. EXATIDAO

ato 0 ug ato 00 ug
Volume inicial (pL) 500 500
Volume adicionado (uL)* 25 250
Volume total (uL) 525 750
Fator de diluic&o 525/25=21 750/250=3
Concentracéao efetiva (ug/L) 200/21=95 200/ 3 =66,7

*A partir da solugdo padrdo de 200 ug/L, para que as cianotoxinas
estejam a concentracdo de 10 e de 100 pg/L nos extratos.

Intens Extrato 10 ppb_pesitivo: EIC +All MSn

|
x10% |
|
|
1.54 |
|
|
|
1.0
|
|
|
054 | .
Area: 216 688 | Area: 375.740
TR: 2,20 min | TR: 4,80 min
' o M
0.0 < =
Extrato 100 ppb_positivo: EIC +All MSn|
x10%

.

”‘!> P

4 Area: 1.366.202 Area: 2.499 659
TR: 2,20 min TR: 4,80 min
0.5+
e e
0.0 ¥ T T T T T Y T T
0 4 [ 8 10 12 14 1 18 Time [min]

Figura 8.13. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva dos extratos fortificados de
agua natural filtrada.

Intens. Extrato 10 ppb_negativo: EIC -All MSn|

I
x10% |
254 |
|
|
204
|
|
1.5 |
|
|
1.0 4 |
I Area: 53.171
051 ! ™ 490m
| ,90 min
I A
00 ' A S ‘
| Extrato 100 ppb_negativo: EIC -All MSn|
x104
254 |
|
|
20 |
|
| .
157 | Area: 387 140
I TR: 4,90 min
1.0 |
|
|
0.54 |
|
0.0 % T ! ? T T T ; 7 : T T
0 2 4 ] 8 10 12 14 18 18 Time [min]

Figura 8.14. Cromatogramas em modo EIC com polaridade negativa dos extratos fortificados
de agua natural filtrada.
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8.4. AVALIACAO DA EFICIENCIA DE EXTRACAO

U v Bond Elut Env DCM_MeOH: TIC +All MSn

Chromabond C18 DCM_MeOH: TIC +All MSn

Chromabond Easy DCM_MeOH: TIC +All Msn|
Area: 8.864.262
TR: 4,50 min

Intens.
x108

GracePure C18-Aq DCM_MeOH: TIC +All MSn

% —
x10°] Area 33 060 613 Padrac DCM_MeOH: TIC +All MSn

TR: 2,00 min
2 7 .
Area: 12.875.724
14 TR: 4,50 min
N A
0 T T T T 7 T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 13 Time [min]

Figura 8.15. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos a eficiéncia de
extracdo do método de SPE “DCM-MeOH”.

Intens.

Bond Elut Env ACN: TIC +AIl MSn
X108

Chromsbond C18 ACN: TIC +All MSn

Chromabond Easy ACN: TIC +All MSn

GracePure C18-Aq ACN: TIC +All MSn

Padrao ACN: TIC +All MSn

F
Area: 36.585.852
JTR 2,00min

Area: 20.585.200

TR: 4,50 min //,/\A‘\-\\
M . R
;
4

T
6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.16a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos a eficiéncia de
extracdo do método de SPE “ACN”.
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'me"ss i Bond Elut Env ACN: EIC 17620.3; 19410.3; 27410.3; 21810.3; 33640.3; 41610.3 +All MSn
x10
44 |
|
2 |
|
a J Y N ot
x10% | Chromabond C18 ACN: EIC 17€40.3; 194£0.3; 274£0.3; 31810.3; 33610.3; 416:0.3 +All MSn
4
|
|
24 |
|
o N | TR N VU P PO S
x10¥ | Chromabond Easy ACN: EIC 176£0.3; 194£0.3; 274£0.3; 3180.3; 3280.3; 416+0.3 +All MSn
4 |
|
5 |
|
i ¥ | w5 i o
x10° I GracePure C18-Aq ACN: EIC 17€0.3; 194£0.3; 274£0.3; 2180.3; 33840.3; 41840.3 +All MSn
4
|
|
2 |
|
@ PN ' A L -
x10° i Padrao ACN: EIC 1760.3: 194£0.3; 274£0.3; 31810.3; 33640.3; 416£0.3 +All MSn
44
| Area: 17.721.782
| TR: 4,40 min
2 |
|
0 e ]
LS T L T T T T T T
0 2 4 L] 8 10 12 14 16 13 Time [min]

Figura 8.16b. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos a eficiéncia de
extracdo do método de SPE “ACN”.

lmense i Chromabond Essy DCM_MeOH: TIC +All MSn
x10
|
64
|
|
4 |
| Area” 31,529 726
N : TR 4,40 min
|
. 7\ |
x109 | Chromabond Easy DCM_MeOH B: TIC +All MSn
|
64 |
|
|
47 |
| Area: 35.042.444
2 | TR: 4,40 min
|
AN
Qo —c
x10° i Padrso 100 ppb: TIC +All MSn
Lh Arear 82 925 562 :
TR: 2,00 min |
| .
| Area: 47.410.217
| TR: 4,50 min
|
|
|
T T ? T T

T
4 5 ] 7 8 9 Time [min]

Figura 8.17. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos a eficiéncia de
extracdo dos métodos de SPE “DCM-MeOH” e “DCM-MeOH B” aplicados no cartucho
Chromabond Easy.
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Intens.

Bond Elut Carbon DCM_MeCH B: TIC +All MSn

|
x108 |
|
|
8- I
l
|
|
4 |
|
|
|
|
2 |
I N
| Area: 2.260.012
! TR 450 mn
n WM
x10° | Padrao DCM_MeQH B: TIC +All MSn
Area; 87.076.286 |
TR: 2,00 min :
8- |
:
|
|
44 |
|
' .
| Area: 47.946.144
' TR 450 min
24 |
:
|
I i e
0 T T 7 T 7 T T v T ¥
0 2 4 ] 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.18a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos a eficiéncia de
extracdo do método de SPE “DCM-MeOH B” aplicado no cartucho Bond Elut Carbon.

'"‘9“56 | Bond Elut Carbon DCM_MeOH B: EIC 176£0.3; 194:0.3; 274£0.3; 3180.3; 33820.3; 416£0.3 +All MSn
x10! |
34 |
|
|
|
|
|
24 |
|
|
|
|
|
! I
|
: Area: 2.085.562
| TR: 4,50 min
[ | /\ m
x10° | Padrac DCM_MeOH B: EIC 176£0.3; 194:0.3; 2740.3; 31810 3; 33820.3; 4160.3 +All MSn
|
34 |
|
|
|
|
|
Ly I .
| Area: 36.348.968
| TR: 4,40 min
|
|
14 |
|
|
|
|
; !
v T T T T ; ¥ ¥ u Y
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.18b. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos a eficiéncia de
extracdo do método de SPE “DCM-MeOH B” aplicado no cartucho Bond Elut Carbon.
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8.5. ENSAIOS DE_ PRECISAO DO METODO DE_SPE
IMPLEMENTADO

8.5.1. AGUA PURA

lmensf | Agua Milli-Q 100 ppb_1: TIC +All MSn
x10 |
1.0 |
053 | Area: 29.670.238
: | TR 450 min
' N
o
)A]D‘7 i Agusa Milli-Q 100 ppb_2: TIC +All MSn
1.0
|
| ]
0.5 Area: 28.736.568
|
I TR: 4,50 min
o I
X?O" | Agua Milli-Q 100 ppb_3: TIC +All MSn
1.04
|
| ]
054 | Area: 27.211.225
| TR: 4,60 min
o |
S | Agua Milli-Q 100 ppb_4: TIC +All MSn
1.0
|
|
0.59 : Area 25 666.986
TR: 4,60 min
R | A MM\_ _
x?ﬂ‘f | Padrao 100 ppb: TIC +All MSn
109 Area: 108.202.357 |
TR: 2,20 min |
0.57 : Area: 35.734.831
| /\ TR: 4,60 min
_‘__'__/n./“\._
u u L T T T U T T T T
0 2 4 L] 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.19a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos ao ensaio de
precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua Milli-Q acidificadas contendo 0,25
pg da CYN.

Intens. Agua Milli-Q 100 ppb_1: EIC 17640.3; 19420.3; 27410 3; 31810 3; 33610.3; 41640.3 +All MSn

x108
27 .
Area: 24 813.272
1] TR: 4,50 min
% e b
x10° Agua Milli-Q 100 ppb_2: EIC 17610.3; 194£0.3; 27410.3; 31810.3; 33610.3; 41610.2 +All MSn
24 i
Area: 24 435.001
1] TR: 4,50 min
B
x1 0% Agua Milli-Q 100 ppb_3: EIC 17€10.3; 194£0.3; 274£0.3; 31810.3; 33610.3; 41€40.3 +All MSn
2_

Area: 22.949.685
TR: 4,60 min

Agua Milli-Q 100 ppb_4: EIC 17640.3; 19420.3; 27410.3, 31810.3; 33610.3; 41620.3 +All MSn

?

24
Area: 22.172.227
14 TR: 4,60 min
x1 ﬂ% Padrac 100 ppb: EIC 17610.3; 19430.3; 274:0.3; 318+0.3; 3380.3; 41640.3 +All MSn
2 .
Area: 30.593.132
1 TR: 4,60 min
0 A
T T T T 1 T 1 T T
0 2 4 i} 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.19b. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos ao ensaio de
precisédo do método de SPE adotado em amostras de agua Milli-Q acidificadas contendo 0,25
png da CYN.
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Imenss I N Agua Milli-Q 5 ppb}g: TIC +All MSn
x1077
6 | Area: 1.509.696
4d | TR: 4,50 min
24 M..\N_A/\zl st
a | _ _
x109 | Agua Milli-Q 5 pPy_2: TIC +All MSn
e -
4 : Area 584 010
f\ TR: 4,50 min
2 (ORI,
a | _ _
x10° ] U ‘Agua Milli-QTappb_3: TIC +All MSn
64 ]
: Area 1187 479
47 “ TR: 4,50 min
2 -
2 | VAN
x109 l ‘Agua Milli"g, & ppb_é: TIC +All MSn
Ly |
4] | Area: 723.129
TR: 4,50 min
2+
x10° I \J W Agua MillkQ 5 ppb_5: TIC +All MSn
LE |
4] | Area: 1.498.893
| TR: 4,50 min
2 -
o .
x10° ! Padrao 5 ppb: TIC +All MSn
6 Area: 5.26.605 | !
4] TR:220min | Area: 1346 922
| TR 4,70 min
T T T T “—' T T T T
4 8 g 10 12 14 18 12 Time [min]

Figura 8.20a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos ao ensaio de
preciséo e de limite de quantificagcdo do método de SPE adotado em amostras de agua Milli-Q
acidificadas contendo 0,0125 pg da CYN.

Imms" I Agus Milli-Q 5 ppb_1: EIC 17620.3; 194:0.3; 27410.3; 31840 3; 33840.3; 416£0.3 +All MSn
x10
109 | Area: 1418377
| TR: 4,50 min
| M|
04 | Ny ,. A — VLA VMt o
x10 | Agua Milli-Q 5 ppb_2: EIC 17640.3; 194:p{127420.3; 31840.3; 33640.3; 416+0.3 +All MSn
1.04 R
: Area: 575.378 |
05 | TR: 4,60 min
I\
0%— o e e’ s S Bebbeka'ih Btk ol s |
x10 | Agua Milli-Q 5 ppb_3: EIC 17620.3; 194:Q03) 27410.3; 218:0.3; 32620.3; 416£0.3 +All MSn
103 : Area: 1.061.712
053 | TR: 4,50 min
U.% o | Mt Ar A A Y AT L ALY WEN
x10 | Agua Milli-Q 5 ppb_4: EIC 17640.3; 194: 27440 3; 31840 3; 33640.3; 41640.3 +All MSn
3 | .
10 | Area: 623354
05 | TR: 4,50 min
u.% Mﬂ!
x10 ! Agua Milli-Q 5 ppb_5: EIC 17620.3; 194£03; 274£0.3; 218:0.3; 32810.3; 416+0.3 +All MSn
| .
1.0 | Arear 1389979
053 | TR: 4,50 min
|
0.%— 2
x10 | Padrao 5 ppb: EIC 17640.3; 194£0.3; 27420.3; 21840.3; 33640.3; 4160.3 +All MSn
3 | Arear 1402 844
053 | TR: 4,70 min
|
0.0 4 ¥ =
0 2 4 [} 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.20b. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos ao ensaio de
precisdo e de limite de quantificagdo do método de SPE adotado em amostras de agua Milli-Q
acidificadas contendo 0,0125 pg da CYN.
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Imens‘_ | Agua Milli-Q 10 ppb_1: TIC +All MSn
x105
8 |
4] | Area: 1.772.859
| TR: 4,80 min
4] M
|
@ 2 -
x10°] | ua Milli-Q 10 ppb_2: TIC +All MSn
] |
4 | Area: 1.685.797
TR: 4,90 min
e | y
.
X109 T ua Milli-Q 10 ppb_3: TIC +All MSn
|
&7 |
44 | Arear 1873791
| TR: 4,80 min
S A VLY AN
¥10°] i ua Milli-Q 10 ppb_4: TIC +All MSn
] |
4] | Area: 1655726
A e N S
x5 I Padrao 10 ppb: TIC +All MSn
Area: 8140.323
e TR 220min |
| Area- 2 816 662
I /\_ TR: 4,60 min
|
0 T F T T T T T T T

T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.21a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos a repeticdo do
ensaio de precisdo do método de SPE adotado para concentragdes mais baixas da CYN (0,025
Hg em amostras de agua Milli-Q acidificadas).

"““"é i Agua Milli-Q 10 ppb_1: EIC 17620.3; 194:0.3; 27410 3: 31820 3; 33820.3: 41620.3 +All MSn
x10
2] | )
| Area: 1.792.091
13 | TR: 4,80 min
|
a [N M
x10° | Agua Milli-Q 10 ppb_2: EIC 17640.3; 194£0.3; 27410, 31810 3; 33640.3; 416+0.3 +All MSn
z -
|
| Area: 1.748.997
1 | TR: 4,90 min
|
|
x1 0% | Agua Milli-Q 10 ppb_3: EIC 17640.3; 194£0.3; 27410 131810 3; 33840.3; 416£0.3 +All MSn
27 |
| Area 1.885 862
1] | TR: 4,90 min
|
|
x1 {Jqs : Agua Milli-Q 10 ppb_4: EIC 17640.3; 194£0.2; 27410 3, 31840 .3; 33640.3; 416£0.2 +All MSn
2 -
| Area: 1.630.553
1] | TR 4,80 min
| J\
% o Jli\—\—ﬂ'-A— A
x10 i Padrao 10 ppb: EIC 17640.3; 194:0.3; 27410.3; 21840.3; 33620.3; 41640.3 +All MSn
z -
: Area: 2.412 621
1] | TR: 4,60 min
|
0 |
T T T T T T T T T
0 2 4 [} 8 10 12 14 18 18 Time [min]

Figura 821b. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos a repeticdo do
ensaio de precisao do método de SPE adotado para concentragdes mais baixas da CYN (0,025
Hg em amostras de agua Milli-Q acidificadas).
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'"‘*":- | Agus Milli-Q 50 ppb_1: TIC -All MSn
x10'
: |
29 |
|
19 |
_/\ |
ot ] ‘Agus Milli-Q 50 ppb_2: TIC -All MSn
39 |
|
29 |
|
1 4]\ |
|
g |
x10 | Agua Milli-Q 50 ppb_3: TIC -All MSn
4 |
|
2' |
|
" |
]L I U S
x1 ﬂQ | Padrao 50 ppb: TIC -All MSn
3] |
|
2] |
|
1 |
|
0 ; . ——] . : ; : ; ;
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.22. Cromatogramas em modo TIC com polaridade negativa relativos a avaliagdo da
eficiéncia de extrac@o e precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua Milli-Q

acidificadas contendo 0,25 pg da CYN, MCT-LR, MCT-RR e MCT-YR.

8.5.2. AGUA NATURAL

Intens. | T natural 50 ppb_1: TIC +All MSn
x108 |
4+ | Area: 23.927.715
2] I TR: 4,60 min
a /\___rﬂ_‘_]\
x10° i Agus fiyjural 50 ppb_2: TIC +AIl MSn
o
I Area: 16.563.652
21 TR: 4,60 min
! A
[ Fa |
x10% i Agua ndiyral 50 ppb_3: TIC +All MSn
44
I Area: 17,676,812
24 TR: 4,60 min
| N
[ VaSap—
x10° | \//” ‘Agus n3g! 50 ppb_2: TIC +All MSn
4
| Area: 18.163.753
24 | TR: 460 min
N
a ey
x10° | "Agua natural 50 ppb_5: TIC +All MSn
44
I Area: 18.312.043
2 | TR: 4,60 min
AN /\\- —
%1081 Avea 50030515 | Padrac 50 ppb: TIC +All MSn
41 TR 2,00 min | )
| Area: 24.967.335
24 | A TR: 4,50 min
o T T T T T T T T T
0 2 4 [ 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.23a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos a avaliacdo do
sinal para volumes iniciais distintos de amostras de agua natural filtradas e acidificadas
contendo 0,25 pg da CYN. As amostras 1 a 4 foram preparadas com um volume inicial de 200
mL, enquanto a amostra 5 foi preparada a partir de 100 mL.
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""!"*s i Agus natural 50 ppo_1: EIC 17640.3; 19480.3; 27410.3; 31820.3; 33840.3; 416£0.3 4AIl MSn
x10
1] | Area: 20.212.828
| TR: 4,60 min
|
| doanr e ittt
Xt o* i Agua natural 50 ppb_2: EIC 17620.3; 194:0.3; 274£0.3; 31820 3; 33840.3; 4160.3 +All MSn
1 | Area: 13.175.724
I TR: 4,60 min
o L
x109 i Agua natural 50 ppb_3: EIC 17620.3; 194£0.3; 274£0.3; 318£0.3; 33640.3; 416£0.3 +All MSn
1] | Area: 13.800.017
I TR 4,60 min
0 L
x10° | Agua natural 50 ppb_4: EIC 17640.3; 194:0.3; 274%0.3; 31820.3; 23840.3; 41620.3 +All MSn
' | Area: 15.611.564
| TR: 460 min
|
|
xib | Agus natural 50 ppb_5: EIC 176£0.3; 19420.3; 274£0.3; 31820.3; 33840.3; 4160.3 +All MSn
1] I Area: 15.665.023
| TR: 4,60 min
a ! —
X109 | Padrao 50 ppb: EIC 17620.3; 194£0.3; 274£0.3; 31820 3; 32620.2; 41620.3 +All MSn
1] I Area: 20.658.583
| TR: 4,50 min
0 |
¥ T T T T T L L) T
0 2 4 8 8 10 12 % 8 18 Time [min]

Figura 8.23b. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos a avaliagdo do
sinal para volumes iniciais distintos de amostras de agua natural filtradas e acidificadas
contendo 0,25 pg da CYN. As amostras 1 a 4 foram preparadas com um volume inicial de 200
mL, enquanto a amostra 5 foi preparada a partir de 100 mL.

Intens. ]

Agua natursl ngo fortificada: TIC +All MSn

x108 |
4 |
|
] |
a i
x10° | "Agus natursl 50 ppb_1: TIC +AIl MSn
4 |
2 | Area: 12.548.403
| TR: 4,90 min
R l NN
x108 | Agua natural 50 ppb_2: TIC +All MSn
4+ |
] ' Avea 13.153 518
| TR 4,80 min
| ISR e AN
x1 0% | Agua natural 50 ppb_3: TIC +All MSn
4 |
' Area: 14.544.361
24 : TR: 4,90 min TN
Qo e ———
x10° I Agua natural 50 ppb_4: TIC +All MSn
o |
: Area 14214133
24 | TR: 4,90 min _,..A_J\H_.f\_
x108] ! Padrao 50 ppb: TIC +All MSn
Area: 62.414.79 |
49 TR 2,20 min | i
| Area: 15344 107
24 | TR: 4,60 min
0 f + T T T T T T T T
0 2 4 ] 8 10 12 1* 18 18 Time [min]

Figura 8.24a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos ao ensaio de
precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua natural filtradas e acidificadas
contendo 0,25 pg da CYN.
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Imense I Agua natural 50 ppb_1: EIC 17640.3; 194:0.3; 2740.3; 31820.3; 33820.3; 416£0.3 +All MSn
x10
104 | i
| Area’ 10.569 648
059 | TR: 4,90 min
|
(' l b e
I | Agua natural 50 ppb_2: EIC 17640.3; 194:0.3; 2740.3; 318:0.3; 33820.3; 416£0.3 +All MSn
1.0 |
| Area 11.000.571
0.5 | TR: 4,80 min
|
|
0. B vy e ST = _—
x1 ua natursl 50 ppb_3: .3, . 27440 3, 3 .3.4 + n
o% | Ag 1 50 ppb_3: EIC 17640.3; 19480.3; 2740 3; 31820.3; 33820.3; 416£0.3 +All MS:
1.0 |
| Area: 12.382.985
05 : TR: 4,90 min
o | e,
x1 0$ : Agus natural 50 ppb_4: EIC 17620.3; 194£0.3; 27410.3; 21820.3; 32620.3; 416£0.3 +All MSn
1.0
: Area 11923973
0.5 | TR: 4,90 min
|
0% : —Ce - el “-“'“—- - " - —
x10! Padrao 50 ppb: EIC 17640.3; 194+0.3; 274+0. 3, 31840 3; 33640.3; 41640.3 +AIl MSn
104 :
| Area: 12.822.029
0.5+ | TR: 4,60 min
|
00 T l T T T T T L L L
0 2 4 [ 8 10 12 14 18 18 Time [min]

Figura 8.24b. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos ao ensaio de
precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua natural filtradas e acidificadas
contendo 0,25 pg da CYN.

Intens. | Agua natural nao fortificads: TIC -All MSn
x10°4
|
23 |
14 |
|
it
x10% | Agua natural 50 ppb_1: TIC -All MSn
3_
l Area 2 868 704
29 |
| /\ TR: 4,90 min
14
P o |
x1 ﬂ: | Agua natural 50 ppb_2: TIC -All MSn
l Area: 2.773.382
23 |
| [& TR: 4,90 min
14
0 Wit ¥ |
x1 0;5 | Agua natural 50 ppb_3: TIC -All MSn
| Area: 2.942.804
23 I kmz 490 min
149
|
.
x1 U: | Agua natural 50 ppb_4: TIC -All MSn
E | )
23 | Area: 2.546.030
TR: 5,00 min
19 | ’
| /\
o T Padrac 50 ppb. TIC -All MSn |
34
2] I [\ Area: 3.662.930
TR: 4,90 min
14 |
0 T l T T T T T T T T
0 2 4 L] 8 10 12 14 18 18 Time [min]

Figura 8.25a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade negativa relativos ao ensaio de
precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua natural filtradas e acidificadas
contendo 0,25 pg da CYN.
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Intens. Agua natural 50 ppb_1: EIC 27240.3; 30240.3; 37120.3; 414£0.3 -All MSn

x10% I
2 e
| Area: 2.353.516
13 I TR 490 min
§ |
x10° | Agua natural 50 ppb_2: EIC 27240.3; 202£0.3; 3710.3; 414£0.3 -All MSn
H |
| Area 2316 524
b | TR 4,90 min
|
(! |
x10 | Agua natural 50 ppb_3: EIC 272+0.3; 302:0.3; 371:0.3; 414£0.3 -All MSn
3 |
| Area 2.403 049
14 | TR 4,90 min
|
| e e
x1 0% | Agua natural 50 ppb_4: EIC 27210.3: 302£0.3: 371£0.3; 414£0.3 -All MSn
3 |
| Area: 2.202.065
14 | TR 5,00 min
|
|
x1 0% | Padrao 50 ppb: EIC 27210.3; 30210.3; 371£0.3; 41410.3 -All MSn
2] |
| Area: 2.899.467
14 | TR: 4,90 min
|
0 — ; . . . : . :
0 2 4 [} 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.25b. Cromatogramas em modo EIC com polaridade negativa relativos ao ensaio de
precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua natural filtradas e acidificadas
contendo 0,25 pg da CYN.

Im:gss_ I v V us natural 10 ppb_1: TIC +AIl MSn
X
8 | )
| Area: 1.608.269
44 | TR: 4,80 min

v ua natural 10 ppb_2: TIC +All MSn
o] Area: 1.786.903 U
| TR 4,90 min
2 -W_J\/\}W
A | _
x10%] | 8 natural 10 ppb_3: TIC +AIl MSn
|
87 | Area: 1.740.848

4
x109] I 8 natural 10 ppb_4: TIC +All MSn
|
8- | )
| Area: 1.946.340
47 TR: 4,80 min
2 / \ " 4-;,,\_,”,_,,/\\\
i/
a
x109] Padrac 10 ppb: TIC +All MSn
Area: 8.140.323
e -

Area” 2 816 662

}\ A ____“’___N—AMM

T
4 ] 8 10 12 14 16 18 Time [min]

X
+
|

TR 2,20 min |
|
|

Figura 8.26a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos ao ensaio de
precisédo e de limite de quantificagdo do método de SPE adotado em amostras de agua natural
filtradas e acidificadas contendo 0,025 pg da CYN.
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Intens. Agua natural 10 ppb_1: EIC 17620.3; 1940.3; 274£0.3; 318£0.3; 33620.3; 416:0.3 +All MSn

x108
2_
Area: 1.629.574
14 TR: 4,90 min
. - I o
x10° Agua natural 10 ppb_2: EIC 17640.3; 194£0.3; 274£0Y; 318:0.3; 338£0.3; 41620.3 +All MSn
2+
Area: 1.690.257
1 \ TR 490 min
x1 0% B Agus natursl 10 ppb_3: EIC 17€40.3; 194£0.3; 27440 B{31810 3 33840.3; 416£0.3 +All MSn
2_

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

| Area 1.738.610

1] | TR: 4,80 min

|
|
T
|
|
|
|
|
.
+
|
|
|
|
|
|

Agus natural 10 ppb_4: EIC 17620.3; 194£0.3; 27410 % 21820.3; 32640.3; 416£0.3 +All MSn

Area 1718023
TR: 4,80 min

== —
x1 0% Padrao 10 ppb: EIC 17640.3; 194£0.3; 274+0.3; 31840 3; 33840.3; 418+0.3 +All MSn
2_
Area: 2.412.621
1] TR: 4,60 min
0 T T T T T T T T T
[] 2 4 L] 8 10 12 14 16 13 Time [min]

Figura 8.26b. Cromatogramas em modo EIC com polaridade positiva relativos ao ensaio de
precisé@o e de limite de quantificagcdo do método de SPE adotado em amostras de 4gua natural
filtradas e acidificadas contendo 0,025 pug da CYN.

'"‘tﬂi. i ‘Agua nstural 10 ppb_1: TIC -All MSn
x10' .
& | Area: 385.108
TR 4,90 min
4 |
4] W_/\/\Jl
x1 ﬂQ i Agua natural 10 ppb_2: TIC -All MSn
] | Area: 419.319
44 | TR: 4,90 min
2 - |
I A Vo
x10% i ‘Agua natural 10 ppb_3: TIC -All MSn
61 I Area: 270601
o TR 4,90 min
|
24 |
MA_/\\/\J
1 00‘ i Agus natural 10 ppb_4: TIC -All MSn |
LR Area: 324022
| TR 490 min
47 |
24 |
\__M_.,_/\\/\J
x1 uQ i Padrao 10 ppb: TIC -All MSn
ﬁ -
| Area: 589.897
4 | TR: 4,80 min
|
2 -
4\—/\»—«”\.../‘/\/'»1'
T } T T T T r T T

T
0 2 4 L] 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.27a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade negativa relativos ao ensaio de
precisdo e de limite de quantificagdo do método de SPE adotado em amostras de agua natural
filtradas e acidificadas contendo 0,025 pg da CYN.
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Intens, Agua natural 10 ppb_1: EIC 27240.3; 30220.3; 371£0.3; 41420.3 -All MSn

x104 l
4 |
| Arear 234717
24 : TR: 4,90 min
Q A
x10 | Agua natural 10 ppb_2: EIC 272:0.3; 202£0.3; 37110.3; 4140.3 -All MSn
“ |
| Area 253,678
21 | TR: 4,90 min
|
o |
x107 | Agua natursl 10 ppb_3: EIC 27240.3; 302:0.3; 371£0.3; 414£0.3 -All MSn
41 |
| Arear 282 062
24 | TR 4,90 min
| A/\‘
Q | — W
x10 ] Agua natural 10 ppb_4: EIC 27210.3; 30210.3; 37140.3; 41410.3 -All MSn
4 |
| Area: 264 907
24 | TR 4,90 min
|
|
it | Padrao 10 ppb: EIC 27240.3; 30240.3; 371£0.3; 41420.3 -All MSn
4] |
| Area: 411.109
24 | TR: 4,80 min
|
0 —h—e ; . ; . i : .
0 2 4 [ 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.27b. Cromatogramas em modo EIC com polaridade negativa relativos ao ensaio de
precisé@o e de limite de quantificagdo do método de SPE adotado em amostras de 4gua natural
filtradas e acidificadas contendo 0,025 pug da CYN.

Intens.
x1043
43

Agua natural 50 ppb_1: TIC -All MSn

i

ua natural 50 ppb_2: TIC -All MSn

Agua natural 50 ppb_3: TIC -All MSn

e

Padrao 50 ppb: TIC -All MSn

. IJ\_TL/]AA :
14 16 18

Figura 8.28. Cromatogramas em modo TIC com polaridade negativa relativos a avaliacdo da
eficiéncia de extragdo e precisdo do método de SPE adotado em amostras de agua natural
filtradas e acidificadas contendo 0,25 pg da CYN, MCT-LR, MCT-RR e MCT-YR.

T
0 2 4 6 8 10 12 Time [min]
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8.6. ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

8.6.1. AGUA NATURAL

Inl:gsé : Senhora da Ajuda: TIC +All MSn
X
24 |
|
14 |
|
" FAVEY, et e
xe° i Senhora da Ajuds_controlo: TIC +All MSn
24 |
: Area: 10.952.125
11 | NR: 490 min
N AR
e [ Alsmos TIC +All MSn
] |
|
g |
0 A.r‘“\l{
P | Alamos_controlo: TIC Al MSn
: |
| Area: 20.035.517
14 | TR 4,90 min
x10 : Lucefecit: TIC +All MSn
27 |
|
11 |
|
§ I\ A iy —
x10 | Lucefecit_controlo: TIC +All MSn
24 |
: Area: 15.43.712
1] TR 490 min
|
P WAVEY
Pl | Mourao: TIC +All MSn
5 |
|
g |
0 l"'\.,-v{
P [ Mourao_centrolo: TIC +All MSn
: |
| Area: 16.809.870
13 | TR 490 min
% /\’-.rl —= - =
x1099 . I Padrao 50 ppb: TIC +All MSn
Area: 31.607.546 |
24 TR 2.20min |
1] : Area: 17.652.002
| TR: 4,90 min
u M T T T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T M T T T M
0 2 4 6 8 10 12 14 18 8 Time [min]

Figura 8.29. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva relativos a andlise pelo
meétodo analitico otimizado de amostras de agua natural oriundas de diferentes localidades da
barragem do Alqueva. Para cada conjunto de duas amostras respeitante a um local de
amostragem, uma foi fortificada com 0,25 ug da CYN, servindo como controlo de eficiéncia de
extracao.
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Intens. i Senhora da Ajuda: TIC -All MSn
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| Area: 3.072.941
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1 3 | M
N S ittt fmrns
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Ly | )
| Area: 3.038.066
29 | TR: 490 min
14 | M
. Mol ~ _
X109 | Padiao 50 ppb: TIC -All MSn
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1] |
o
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Figura 8.30a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade negativa relativos a analise pelo
método analitico otimizado de amostras de agua natural oriundas de diferentes localidades da
barragem do Alqueva. Para cada conjunto de duas amostras respeitante a um local de
amostragem, uma foi fortificada com 0,25 pg da CYN, servindo como controlo de eficiéncia de

extracao.
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Figura 8.30b. Cromatogramas em modo EIC e espetros MS? com polaridade negativa relativos
a analise pelo método analitico otimizado de amostras de 4gua natural oriundas de diferentes
localidades da barragem do Alqueva. Para cada conjunto de duas amostras respeitante a um
local de amostragem, uma foi fortificada com 0,25 pg da CYN, servindo como controlo de
eficiéncia de extracéo.
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8.6.2. URINA

T L VT
TS AT
Fa A SGTWIAT X
et WA TR

Padrao 10 ppb: TIC +All MSn

109 Area: 10.397.413
TR: 2,20 min

Area: 2.743.817

TR: 4,70 min
J\_ M

T
4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Figura 8.31. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva de quatro extratos de urina
acidificada, trés dos quais fortificados com 0,5 pg da CYN.

Intens, i Uring nao precigitada 10 ppb (pH 5,12): TIC +All MSn

x108
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T T
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Figura 8.32a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva de duas amostras de
urina ndo precipitada, acidificadas a valores de pH distintos e fortificadas com 1 pg da CYN.
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Intens.
x104
44

34

Urina nao precipitada 10 ppb (pH 5,12): EIC 17620.3; 19420.3; 2744).3; 318+0.3; 23640.3; 41640.3 +All MSn

24100 A 1mnati)

04

Uring ngo precipitada 10 ppb (pH 3,68): EIC 17620 3; 194£0.3; 27D 3; 31840 3; 23620.3; 4160.3 +All MSn

AR24100) Al a1

&

18 1|8 Time [min]I

Figura 8.32b. Cromatogramas em modo EIC e espetros MS? com polaridade positiva de duas
amostras de urina néo precipitada, acidificadas a valores de pH distintos e fortificadas com 1 g

da CYN.
|'“!"!g_ Urina nao precipitads e diluida 2x + 0,05% acido acetico aquoso_STX 500 ppb_positivo: +MS
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Figura 8.33. Espetros full scan com polaridade positiva de solu¢ges diluidas de urina néo
precipitada, filtradas e fortificadas com a STX com a concentracdo de 500 pg/L, testando o
sinal obtido do i&o-parental variando o agente ionizante e a sua concentracao.
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Figura 8.34. Espetros full scan com polaridade positiva de solu¢Bes diluidas de urina néo
precipitada, filtradas e fortificadas com a CYN com a concentragdo de 500 pg/L, testando o
sinal obtido do i&o-parental variando o agente ionizante e a sua concentracao.
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Figura 8.35. Espetros full scan com polaridade negativa de solucdes diluidas de urina nao
precipitada, filtradas e fortificadas com a CYN com a concentragdo de 500 pg/L, testando o
sinal obtido do i&o-parental variando o agente ionizante e a sua concentracao.
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Figura 8.36a. Cromatogramas em modo TIC com polaridade positiva de amostras de urina ndo
precipitada, diluidas de 1:10 e fortificadas com 5 pug da CYN.
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Figura 8.36b. Cromatogramas em modo EIC e espetros MS? com polaridade positiva de
amostras de urina ndo precipitada, diluidas de 1:10 e fortificadas com 5 pg da CYN.
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