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Abstract

The method of reversed-phase high-performance liquid chromatography with fluorescence detection (HPLC- FLD)
and pre-column derivation was validated for the detection and quantification of saxitoxin (STX) and decarbamoil -
saxitoxin (dcSTX) provided from an axenic strain of Cylindrospermopsis raciborskii. The previously mentioned
validation was performed in order to give credibility to analytical method. To that end, it was used parameters,
such as selectivity, linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), accuracy, precision and
robustness to ensure the quality of the method. The results showed good selectivity, demonstrating that the
method had the ability to measure the toxins in an array even in the presence of other components. The linearity
presented a correlation coefficient (r) greater than 0.999 for STX and dc- STX in a working range of 4.5 to 150 mg L*
for STX and 3.0 to 132 mg L to dcSTX, showing that the method has the capacity to deliver results directly
proportional to the concentration of detected analyte. The method's sensitivity was measured by LOD and LOQ,
obtaining satisfactory results for the type of analysis performed. As permitted by the legislation, the method
obtained a good precision and accuracy for the toxins studied at different levels of concentration and also proved
robust, since it was insensitive to small variations that could occur during the analysis.
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Resumo

O método de cromatografia liquida de fase reversa com detector de fluorescéncia (CLAE-FLD) e derivatizacdo pré-
coluna foi validado para detec¢do e quantificagcdo das cianotoxinas saxitoxina (STX) e decarbamoil-saxitoxina (dc-
STX) proveniente do cultivo da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii. Esta validacao foi realizada para dar
credibilidade ao método analitico e utilizou os parametros seletividade, linearidade, limite de detecgdo (LD) e
quantificagdo (LQ), exatiddo, precisdo e robustez para assegurar a qualidade do método. Os resultados obtidos
apresentaram boa seletividade, comprovando que o método possuia capacidade de medir as toxinas em uma
matriz na presenca de outros componentes. A linearidade apresentou um coeficiente de correlagéo (r) maior que
0.99 para STX e dc-STX em uma faixa de trabalho de 4.5 a 150 pg L* para STX e 3.0 a 132 pug L* para dc-STX,
mostrando que o método tem a capacidade de fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo dos
analitos detectados. A sensibilidade do método foi medida através do LD e LQ, obtendo resultados satisfatérios
para o tipo de analises realizadas. O método obteve boa precisdo e exatidao, visto que para STX e dc-STX 0s
diferentes niveis de concentracdo estavam com valores dentro dos intervalos permitidos pela legislagdo, e
apresentou-se robusto, pois foi insensivel a pequenas variagdes possiveis de ocorrer durante a analise.

Palavras chave: CLAE, Saxitoxinas, Validagdo de método analitico.

Introducéo

Ecossistemas ricos em nutrientes (nitrogénio e fésforo), com condigdes ideais de temperatura e
pH, entre outras caracteristicas, favorecem a floracdo de algas e cianobactérias, que atuam
ocasionando sérias alteracbes ambientais, como a modificagdo das suas caracteristicas
organolépticas, aumento da matéria organica e libera¢do de cianotoxinas, devido a lise celular
das cianobactérias. Isso pode implicar em danos a saude publica, como lesar o figado
(hepatoxinas), o sistema nervoso (neurotoxinas), ou irritacdo na pele (dermatotoxinas) (Chaves,
et al., 2009; Ferrdo Filho, et al., 2009)

Neste contexto, as neurotoxinas, mitilotoxina ou saxitoxinas (veneno paralisante de moluscos),
também chamadas de “paralisante” podem causar fortes efeitos no sistema nervoso (Barbieri,
2009). Segundo Wiese (2010) sdo conhecidas cerca de 57 toxinas paralisantes com propriedades
quimicas semelhantes as da saxitoxina (STX), algumas delas mostradas na Tabela 1. As saxitoxinas
podem ser identificadas como causadoras de sintomas de intoxicagdo quando, em humanos,
apresentarem: adormecimento da boca e das extremidades, sensacdo de queimadura na boca e
garganta, vertigem, vomito, sede, fraqueza, perda da coordenagdo motora, paralisia muscular e
respiratoria, além de taquicardia (Cunha, 2004).
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Tabela 1. Estrutura quimica da STX e seus analogos

Toxinas cabamato Toxinas Toxinas
N sulfocarbamoil decarbamoil
HN o—t : N o—i OH
S
Y Y
R4 R4 R4 R1
STX? GTX° dc-STX® -H
GTX2 C1 dc-GTX2 -H -H -0SO5
GTX3 c2 dc-GTX3 -H -0S0s° -H
NEO GTX6 dc-NEO -OH -H -H
GTX1 C3 dc-GTX1 -OH -H -0SO5
GTX4 C4 dc-GTX4 -OH -0S0s° -H
11a-OH-STX -H -H -OH
11B-OH-STX -H -OH -H

aSTX — saxitoxina; °GTX — goniautoxinas; cdc-STX — decarbamoilsaxitoxinas.

Ha diversos relatos na literatura de intoxica¢fes por cianotoxinas. Em 1996, ocorreu em Caruaru
(PE) um caso chamado de “Sindrome de Caruaru”. Este foi o primeiro caso relatado no Brasil de
intoxicagdo fatal com cianotoxinas. Através da utilizacdo de uma fonte de 4gua contaminada por
microcistina e cilindrospermopsina, 61 pacientes vieram a falecer ap6s terem sido submetidos a
sessOes de hemodidlise (Azevedo, 1996; Jochimsen, et al., 1998).

Este acontecimento contribuiu para a inclusdo das cianotoxinas nos padrdes de potabilidade
brasileiros. Com isso, a Portaria n° 2914/2011 do Ministério da Saude (Brasil, 2004) obriga a
analise de microcistina e saxitoxina em &gua potavel, adotando um limite de concentracdo de
1.0 pg L't de microcistina e 3.0 pg equivalente L™ de saxitoxina.

A cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii tem um alto potencial na produgdo de
saxitoxinas, e, portanto, torna-se necessario o seu monitoramento e controle nos sistemas
aquaticos. Ela tem sido observada em reservatérios de abastecimento publico desde a regido
Nordeste até a regido Sul do pais, além de ter sido relatada sua ocorréncia em diversas partes
do mundo (Barros, 2013; Azevedo e Brandéo, 2003).

Por outro lado, os métodos de determinagédo de toxinas ndo estdo totalmente consolidados na
literatura, sobretudo os métodos cromatograficos. Para dar uma luz nesta lacuna Boucaina et
al.(1998) estudaram trés tipos de meétodos utilizados para a detec¢do e quantificagdo de
toxinas: o método bioldgico, bioquimico e fisico-quimico (cromatografico). Como ha uma
tendéncia na comunidade cientifica de abolir a utilizacdo de mamiferos em teste de toxidade, o
método fisico-quimico usando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) torna-se uma
alternativa para substituir o método de bioensaio (método bioldgico) (Levin, 1992).
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O método fisico-quimico mais comumente utilizado é a cromatrografia liquida de fase reversa
com deteccdo por fluorescéncia (CLAE-FLD). Como as saxitoxinas ndo apresentam absorcao de
UV especifico nem de fluorescéncia necessérias para sua detec¢do, é fundamental a conversdo
oxidativa de saxitoxinas a derivados fluorescentes. As toxinas podem ser derivatizadas em
substancias florescentes antes da separagdo na coluna cromatogréfica — Derivatizagdo pré-
coluna (Lawrence e Niedzwiadek, 2001) ou pés-coluna (Oshima, 1995).

O método de quantificacdo das saxitoxinas utilizando CLAE-FLD com derivatiza¢do pré-coluna é
particularmente atrativo, uma vez que a reacao é simples, requerendo apenas periodato diluido
ou peroxido a pH fracamente bésico. Os reagentes ndo possuem fluorescéncia e, portanto, ndo
interferem na detecgdo dos produtos (Lawrence e Scott, 1995) e a configuracdo instrumental é
facil devido a simplicidade.

Entre os métodos descritos na literatura para a determinagdo de saxitoxinas utilizando CLAE-
FLD, hd o método aprovado como oficial pela Comissdo Européia para a deteccdo e
quantificacdo de véarias saxitoxinas por derivatizacdo pré-coluna (AOAC, 2005). Entretanto, este
método foi validado apenas para extratos de mariscos (Cefas, 2008). No entanto, ndo ha relatos
de validagdo do método para andlise de saxitoxinas por derivatizacdo pré-coluna em amostras
de agua de reservatorios artificiais utilizados para abastecimento publico.

Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo a validacdo da metodologia de
deteccdo e quantificagdo das cianotoxinas saxitoxina (SXT) e decarbamoil-saxitoxina (dc-STX)
por CLAE-FLD com derivatizagdo pré-coluna em uma matriz que simulava uma agua contendo
saxitoxinas apdés o processo de filtracdo em estacBes de tratamento de &gua para
abastecimento publico. Esta matriz foi sintetizada a fim de realizar posteriores estudos de
adsorcdo em carbono ativado, simulando um tratamento real para 4gua para abastecimento
publico.

Metodologia

Toxinas

Neste estudo, a validacgdo do método de deteccdo de toxinas foi desenvolvida para as
cianotoxinas SXT e dc-STX. A cianobactéria utilizada para a producdo destas toxinas foi a espécie
Cylindrospermopsis raciborskii, cepa T3. Ela foi isolada no ano de 1996, na represa de Bilings no
estado S&o Paulo e cedida pela Dra. Sandra Azevedo, da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
para 0 seu cultivo na Secdo Laboratorial de Qualidade de Agua - SELAQUA da Universidade
Federal de Ceara. Os padrdes STX e dc-STX foram adquiridos no Institute for Marine Bioscience,
National Research Council em Halifax, Canada.
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Cultivo de Cylindrospermopsis raciborskii T3 e extracdo do conteddo intracelular

Para o crescimento e acimulo da biomassa da cepa T3, o cultivo ocorreu em um meio ASM-1,
com pH ajustado para 8, temperatura de 24 £ 2°C e luminosidade de aproximadamente 50
n.mol.m?.s para a luz branca de 470 nm. Ao atingir a fase exponencial de crescimento, apés 15
a 18 dias de cultivo aproximadamente, foram realizados repiques da cultura para volumes
maiores. No ultimo repique, a cultura permaneceu em um recipiente de vidro de 2 litros com
aeragdo constante utilizando um compressor de ar, segundo metodologia utilizada por Barros
(2013). Para a concentracdo da biomassa, apos aproximadamente 25 dias do ultimo repique,
dois litros da cultura foram homogeneizados e transferidos para tubos de centrifuga de 15 mL. A
centrifugacdo ocorreu durante 10 minutos a 4000 rpm, em seguida descartou-se o
sobrenadante, acumulando-se aproximadamente 15 mL da biomassa contida nos fundos dos
tubos, sendo doravante denominada de Extrato T3. Ajustou-se o pH do Extrato T3 para 4
utilizando &cido acético 0.1 mol.L™2.

Apos a acidificacdo, o Extrato T3 foi congelado e descongelado por trés vezes consecutivas para
promover a lise das células, ou seja, o0 rompimento da membrana celular, e a solubiluzacao das
toxinas. O Extrato T3 foi entdo filtrado em microfiltro de fibra de vidro (Macherey-Nagel,
porosidade 0.7 um) e armazenado a -20 °C até sua utilizac&o.

Extracdo das toxinas

Para remocao da matéria orgénica e extracdo do analito, o Extrato T3 passou por um sistema de
filtracdo a vacuo utilizando um papel filtro (J Prolab, porosidade 14 um) e, em seguida, por
outro sistema de filtracdo utilizando um microfiltro fibra de vidro (Macherey-Nagel, porosidade
0.7 um) acoplado a uma seringa.

Posteriormente, foi utilizado um cartucho de extracdo SPE C18 de 3mL (Supelco), previamente
condicionado com 6 mL de metanol seguido por 6 mL de &gua. Apds o condicionamento, 1 mL
do Extrato T3 filtrado foi percolado no cartucho através da aspiragdo utilizando um sistema a
vacuo (Prismatec, modelo 131) com pressédo relativa de até 500 mmHg. Apos todo o Extrato T3
ter percolado no cartucho, a toxina retida nele foi eluida e coletada utilizando 2 mL de &gua
deionizada, denominando-se essa amostra de Extrato T3 pds-extragéo.

Derivatizacdo pré-coluna das toxinas STX e dc-STX

A metodologia empregada para derivatizacdo e quantificacdo das toxinas STX e dc-STX foi
baseada na derivatizacao pré-coluna desenvolvida por Lawrence e Niedzwiadek (2001), através
da qual é realizada a oxidag¢do das toxinas por peroxido de hidrogénio (H202) para a deteccao
por fluorescéncia.
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Em um vial de vidro (1.5 mL) adicionou-se 250 pL de NaOH 1 mol L e 25 pL de H202 aquoso 10
% (m/v). Em seguida, 100 L da solu¢do padrdo ou do Extrato T3 poOs-extracdo também foram
adicionados. Misturou-se a solu¢cdo manualmente durante 2 minutos a temperatura ambiente
(24 + 2°C) e, posteriormente, 20 pL de é&cido acético concentrado foram adicionados e
misturados com a solucdo reagente. Desta solucdo, uma aliquota de 20 pL foi analisada por
CLAE.

Condigdes cromatograficas

As condigBes cromatograficas para a quantificagdo das toxinas também foi baseada no método
desenvolvido por Lawrence e Niedzwiadek (2001) com algumas modificagdes. Foram realizadas
analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando um cromatdgrafo Agilent
Technologies modelo 1260 Infinity. O sistema consistia de quatro reservatérios para a fase
movel, uma bomba de alimentacdo da fase mével, um injetor de amostra (loop de 20 pL), uma
coluna de fase reversa (Phenomenex C18, 150 mm x 4.6 mm d.I; 4 um de tamanho de particula.)
a qual foi mantida a 30 °C, um detector de fluorescéncia (Agilent Technologies modelo 1260
Infinity) e um microcomputador ligado a todo o sistema para coleta e processamento dos
dados. A fase movel (A e B) foi constituida de (A) formiato de aménio (0.1M) e (B) formiato de
amonio (0.05 M) com acetonitrila (5 %), tendo como gradiente de elui¢ao inicialmente 100 % da
fase movel A, mudando nos primeiros 7.5 minutos de 0 a 20 % da fase movel B, passando
posteriormente, nos 3.5 minutos seguintes, de 20 a 80 % da fase mdvel B e terminando nos 2
altimos minutos em 100 % da fase mével A. O volume de amostra injetado foi de 20 uL, o fluxo
do eluente foi de 1.5 mL.min, o detector foi ajustado para os comprimentos de onda de 340
nm em excitacdo e 390 nm em emisséo e o tempo total de cada corrida foi de 13 minutos.

Validacdo do método analitico

A validacdo da metodologia foi realizada para a matriz do Extrato T3 pds-extracdo através dos
testes de seletividade, linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificagcdo, preciséo,
exatiddo e robustez. O método foi validado de acordo com critérios estabelecidos pela
Resolugdo RE n° 899, de 29/5/2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003),
pelo documento de referéncia DOQ-CGCRE - 008: Orientacdo sobre validacdo de métodos
analiticos do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO,
2010) e por literatura pertinente (Ribani et al., 2004; Langas, 2009):

Seletividade

Para avaliar a seletividade do método, verificou-se se as curvas analiticas eram paralelas, uma
realizada através do método de adicdo de padrdo (STX ou dc-STX com superposicao da matriz) e
a outra utilizando-se o método de padronizacdo externa (STX ou dc-STX sem superposicao da
matriz). Utilizou-se 0 método de adicdo de padrdo para avaliar a seletividade ja que a matriz,
Extrato T3 pOs-extracdo, ndo era ausente dos analitos em questdo (STX e dc-STX).
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A curva analitica foi construida relacionando a quantidade da toxina adicionada a amostra com
a resposta de detecgdo (area do pico). Elas foram obtidas com cinco pontos de concentragdo. As
amostras foram analizadas em triplicata e cada uma foi injetada duas vezes.

Linearidade

A linearidade foi avaliada pelos valores dos coeficientes de correlagdo das curvas de calibragao,
feitas com 9 concentracGes diferentes para cada toxina, variando a STX de 4.5a150.0 ug L' e
dc-STX de 3.0 a 132.0 pg L, utilizando &gua ultrapura como solvente. Cada amostra foi injetada
duas vezes para uma mesma curva analitica sendo esta realizada em triplicata. A andlise de
correlacgdo linear foi feita utilizando o método dos minimos quadrados, sendo a equacao da reta
obtida.

Limites de deteccao e quantificagdo

Quanto ao limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), foram analisadas amostras com
baixa concentracdo do analito, preparadas através do método de padroniza¢do externa. O
método utilizado para determinar o LD e LQ envolveu a relagdo sinal-ruido, onde, para o LD, 0
sinal da menor concentracdo do analito foi 3 vezes maior do que o ruido (N) do sistema, ou seja,
LD = 3xN. Para o LQ, o sinal da menor concentracdo do analito foi 10 vezes maior do que o ruido
(N) do sistema, ou seja, LQ = 10xN.

Precisdo

A precisdo do método foi determinada em condigdes de repetitividade e precisao intermediaria.
Os testes foram realisados conforme a ANVISA (2003), onde os resultados partiram de nove
determinacdes, com trés niveis de concentracfes e trés repeti¢des para cada nivel, sendo as
concentracdes variando para STX de 4.48 a 13.44 ug L e para dc-STX de 3.96 a 11.89 ug L.
Cada amostra foi injetada duas vezes, sendo posteriormente utilizada sua média.

Exatiddo
No parametro de exatidédo, foi utilizado o teste por adi¢cdo de padrdo, devido ao branco da
matriz utilizada (Extrato T3 pds-extracdo) ndo ser ausente de STX e dc-STX. As concentragdes
dos padrdes externos utilizadas na adicdo de padrdo tinham 5 diferentes niveis, variando de
11.95 a 35.85 ug L para STX e 10.57 a 31.70 ug L* para dc-STX, e o teste foi realizado em
triplicata.

Robustez

A robustez do método foi analisada através do teste de Youden e Steiner (1975), método
recomendado pelo Inmetro (2010). Foram escolhidos sete parametros analiticos e induzidas
pequenas variagdes nas condicbes nominais do método. Posteriormente, oito andlises foram
realizadas com o objetivo de determinar a influéncia de cada parametro no resultado final. A
Tabela 2 apresenta 0s sete pardmetros analiticos utilizados, assim como as variagdes
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introduzidas. As condi¢des nominais das variaveis sao representadas por letras maidsculas (A, B,
C, D, E, F e G) e as condigdes com as variacOes alternativas sdo representadas por letras
minusculas (a, b, ¢, d, e, fe g).

Os sete parametros e suas respectivas variacbes foram combinados em oito corridas

cromatograficas, realizadas em uma ordem aleatdria e os resultados das andlises foram
apresentados por letras de s a z.

Tabela 2. Parametros analiticos selecionados para a analise de robustez e suas respectivas variagdes

Variavel Condig¢bes nominais Condigdes alternativas
A/a - Concentracdo da fase mével A-0.10M a-012M
B/b - Estabilidade da solugédo de b - Oxidar a amostra apds 30

B - Oxidar a amostra ap0s diluicao

trabalho minutos da diluicdo
C/c - Temperatura da coluna C-30°C c-33°C
D/d — Agitacdo D — Manual d — Vortex

S E - Injetar a amostra apdés e - Injetar a amostra ap6s 15
E/e - Tempo de inje¢do N . .

oxidagdo minutos de ter oxidado

F/f - Tamanho da amostra F-100 pL f-110 pL
G/g - Tempo de oxidacdo G - 2 minutos g - 2:30 minutos

O teste Youden e Steiner (1975) foi realizado em triplicada sendo as concentragbes das
amostras analisadas para STX e dc-STX de 11.95 e 10.57 pg L respectivamente. Os resultados
avaliados em cada combinagdo foram a area do pico e o tempo de retencédo (TR).

Resultados

Validacdo do método

Seletividade

Conforme observado na Figura 1, pode-se afirmar que o método implementado para a anélise
de STX e dc-STX é seletivo, pois as curvas analiticas apresentaram-se paralelas, e, segundo
Ribani (2004), quando as duas curvas analiticas forem paralelas, pode-se dizer que ndo ha
interferéncia da matriz provocada por substancias co-extraidas na determinacao dos analitos.

Para confirmar a seletividade do método, utilizou-se a distribui¢do t de Student comparando os
coeficientes lineares das curvas analiticas de cada toxina. Este teste avaliou a hipétese de que
ndo existia diferenca significativa entre as médias dos coeficientes lineares das curvas (hiptese
nula), ou seja, as médias dos coeficientes lineares eram iguais, considerando o nivel de
confianga de 95% (a = 0.05). Os resultados novamente confirmaram a seletividade do método,
pois, para as duas toxinas, o teste t apresentou valor de p acima de 0.05 e a hipétese nula foi
aceita.
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STX dc-STX
5.0 .
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Concentracao (ug L)

0.00 2.50 5.00 7.50 10.00
Concentracao (ug L)
Figura 1. Curvas analiticas obtidas para STX e dc-STX por padronizacdo externa sem superposi¢do da matriz e
padronizagio externa com superposi¢do da matriz

Linearidade
Como o teste de seletividade mostrou que ndo havia efeito da matriz ou de possiveis

interferentes na deteccdo das toxinas, ndo houve a necessidade do uso do método de
superposicdo de matriz para quantificagdo das toxinas. Logo, foi escolhida a padronizacdo
externa sem superposicdo de matriz para fazer os demais testes de validagdo do método,
devido este método ser menos trabalhoso do que o método por adicdo de padréo.

Quanto a linearidade do método, conforme a ANVISA (2003), as toxinas apresentaram uma

Otima capacidade de fornecer resultados diretamente proporcionais as suas concentragoes,
com coeficiente de correlagdo maior que 0.999 para as duas toxinas (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados para seletividade e linearidade

Seletividade Linearidade
Toxina i i
Valor P Faixa da_(iurva Eq. dareta Coeﬂmen}e de
(ug L+ correlagéo (r)
STX 0.81 4.5 a150 y =0.0331x - 0.0982 0.9997
dc-STX 0.17 3.0a132 y =0.0938x — 0.1405 0.9999
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Limites de deteccao e quantificagdo

Levando-se em consideracdo que as amostras foram diluidas no processo de oxidacgéo, as areas
dos picos presentes no cromatograma indicavam o limite de detec¢do e de quantificacdo do
instrumento (LD, e LQi). Os valores de limite de deteccdo e de quantificacdo do método (LDwm e
LQwm) foram obtidos ap6s considerar a dilui¢do sofrida pelas amostras.

O limite de detecc¢do e o limite de quantificagdo foram determinados através do método sinal-
ruido. Este método mostrou-se funcional e os analitos apresentaram boa detectabilidade com
LDmde 2.53 ug Lt e LQm de 3.45 ug L para STX e LDm de 1.83 e ug L e LQm de 2.24 pg L™ para
dc-STX.

A Tabela 4 compara o presente trabalho com estudos que também avaliaram o limite de

deteccdo e quantificacdo da STX e dc-STX, porém utilizando diferentes instrumentos, métodos
de oxidacéo ou tipos de matrizes.

Tabela 4. Estudos de LD e LQ para a determinagdo de STX e dc-STX

Referéncia Autor Freitas (2007) Cefas (2008) Helme et al. (2011)
Técnica/Deteccdo HPLC-FLD HPLC-FLD HPLC-FLD HILIC-MS/MS
Método de oxidagdo  Pré-coluna Pos-coluna Pré-coluna *
Tipo de matriz Extrato T3 pds- Agua deionizada Extrato de Matriz de algas
extracdo. com toxinaapds molusco
lise celular da
cepaT3
LD (ug LY STX-2.53 STX-3 STX-18 STX-3
dc-STX - 1,83 dc-STX -3 dc-STX -7 dc-STX - ***
LQ (g LY STX-3.45 fal STX-40 STX-11
dc-STX—2.24 dc-STX - 10 dc-STX - ***

HILIC-MS/MS - Cromatografia liquida com interacéo hidrofilica acoplado a um espectrometro de massa (HILIC-MS/MS).
* Nao necessitou oxidar a amostra devido a utilizacdo de um espectrometro de massa.

** Nao apresentou o dado de LQ.

*** O trabalho analisou apenas STX.

Observa-se que os dados de limite de deteccdo e de quantificacdo obtidos neste trabalho foram
inferiores que os obtidos por outros autores. Concluindo assim que 0s testes apresentaram
resultados satisfatdrios para a analise destas toxinas na matriz estudada.
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Precisdo

A precisdo foi calculada através da estimativa do desvio padrdo relativo (DPR), também
conhecido como coeficiente de variagdo (CV). Para o teste de repetitividade o CV variou entre
0.23 e 7.50 % para a area do pico (analise quantitativa) e entre 0.08 e 4.79 % para o tempo de
retencdo (andlise qualitativa). Para o teste de precisdo intermediaria o CV variou entre 0.12 e
2.36 % para a resposta de deteccdo e entre 0.03 e 2.04 % para o tempo de retengéo.

Baseado na concentracdo do analito presente na amostra € que se define o valor méximo
permitido do CV para os testes de precisdo (Brasil, 2011). Como as concentra¢fes das toxinas
utilizadas para este teste ficaram entre 3.96 e 13.44 ug L, os valores de CV alcangados no
método ndo ultrapassaram o valor maximo permitido de 6.70 %, demonstrando, portanto, que
0 método é preciso.

Exatidéo

Para cada nivel de concentracdo calculou-se a exatidao (%) conforme a Equacdo 1. A Figura 2
apresenta os cromatogramas obtidos no teste de seletividade que também foram utilizados
para calcular o valor de exatiddo, neste caso, estdo presentes 0s cromatogramas do 3° nivel de
concentracdo (ponto 3) das curvas analiticas com a concentracdo do padrdo de 23.9 ug L de
STX e 21.13 pg L* de dc-STX, sendo (a) branco da matriz (Extrato T3 pds-extracdo), (b)
padronizacdo externa sem superposi¢cdo da matriz, ou seja, concentracdo do analito apenas no
padréo e (c) padronizacdo externa com superposi¢cdo da matriz (quantidade do analito presente
na matriz ap6s adicdo do padrdo). Observa-se nos cromatogramas que 0s analitos presentes
estdo bem separados, com tempos de retencdo para STX de 12.54 + 0,03 min e para dc-STX de
7.21 £ 0.04 min, e que a linha de base ndo apresentou sinais de interferentes provenientes de
possiveis substancias co-extraidas.

Exatidao (%) = \% x100 Equag&o (1)

\

Onde:

Vt - Valor do analito presente na matriz ap6s adi¢ao do padréo;
Vs — Valor do analito no branco da matriz;

Vv — Valor do analito no padréo.

Na tabela 5 pode-se observar que o método alcancou uma boa exatiddo devido os resultados
estarem dentro do intervalo permitido, de 80 a 110 %, conforme estabelecido pela ANVISA
(2003).
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6
Tabela 5. Resultados para o limite de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo
Limite de detecgdo e quantificagdo (ug L) Precisdo — CV (%)* Exatid&o (%)**
. . Precisdo .
Toxina 3
LD, LQ LDw LQw Repetitividade |+ mediaria Adfgr%ge
Area TR Area TR P
STX 0.58 0.76 2.53 3.45 1.28  0.02 0.64 0.14 108.36
dc-STX 0.46 0.57 1.83 2.24 2.78  0.27 2.31 0.44 100.64

* Coeficiente de variagao (CV) das areas dos picos e dos tempos de retencao das toxinas obtidos a partir da concentra
ug Lt de STX e 7.92 ug L* de dc-STX.

** Valor de exatiddo do teste de adi¢do de padrao realizado com a concentracdo do padréo de 23.9 ug L de STX e 21
1 de dc-STX (3° nivel de concentragao).
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Figura 2. Cromatogramas obtidos pelo CLAE-FLD das amostras com as toxinas presente (a) no branco da matriz, (b)

no padrdo externo e (c) na matriz apds adi¢do do padrdo para calcular o valor de exatiddo da STX e dc-STX
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Robustez

Os resultados das 8 andlises realizadas representados por letras de s a z no ensaio de robustez
foram utilizados para avaliar o efeito de cada variavel (diferenca entre a média dos resultados
das 4 analises com letra maiuscula e a média dos resultados das 4 andlises com letra minuscula),
bem como o desvio padrdo entre os 8 resultados. Por exemplo, para avaliar o efeito da
temperatura da coluna no resultado final da anélise, empregou-se a seguinte equacao:

S+tu+w+y t4+v+x+z
4 4

Efeito da temperatura (C /c) = Equacéo (2)

Se o valor de efeito da variavel for maior do que o critério (desvio padrdo dos 8 resultados (s)
multiplicado pela raiz quadrada de dois - sv2), a varidvel analisada é considerada significante
(Youden e Steiner, 1975) e, portanto, altera a resposta analitica. Analisando a area do pico
(andlise quantitativa), o resultado para o critério (sv2) para STX foi igual a 0.0379 e para a dc-
STX foi igual a 0.1679. A tabela 6 apresenta os valores de efeitos das variaveis e, de acordo com
esta tabela, para todas as variaveis nenhum efeito foi maior do que o critério sv2, ou seja,
nenhum fator testado influencia significativamente na resposta analitica quantitativa (area do
pico).

Tabela 6. Valores de efeitos obtidos a partir dos resultados do tempo de retencdo de acordo com o teste de
Youden e Steine (1975)

Valores efetivos para area Valores efetivos para
Variavel do pico tempo de retencgéo

STX dc-STX STX dc-STX

Concentracdo da fase movel -0.0098 0.0059 -0.0213 -0.0297
Estabilidade da solucdo de trabalho -0.0026 0.0406 0.0383 0.0858
Temperatura da coluna -0.0087 0.0223 0.4135 0.4939
Agitacdo durante a oxidagdo 0.0018 0.0417 0.0050 0.0073
Tempo de injecdo ap6s oxidagédo 0.0072 -0.0006 0.0088 0.0458
Tamanho da amostra -0.0231 -0.0623 0.0075 0.0336
Tempo de oxidacdo 0.0154 -0.0256 0.0022 0.0207

Quanto ao tempo de retencdo (TR), andlise qualitativa do método, o critério sv2 para a STX foi
de 0.3145 e para a dc-STX foi de 0.3824. Ao calcular os valores efetivos para cada uma das sete
variaveis, todas tiveram resultados menores do que o critério sv2, exceto para a variavel
temperatura da coluna (variavel C/c). Este resultado pode ser comprovado observando 0s
cromatogramas apresentados na Figura 3. Observa-se que para 0s ensaios com temperatura da
coluna de 30 °C (variavel C), o TR para STX foi igual a 12.66 = 0.03 min e para dc-STX foi igual a
7.30 + 0.05 min. Entretanto, para 0s ensaios com temperatura da coluna de 33 °C (variavel c) os
cromatogramas apresentaram um valor menor, obtendo um TR para a STX igual a 12.23 £ 0.03
min e para a dc-STX igual a 6.74 £ 0.04 min.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos no teste de robustez, sendo (a) analise combinatoria com variavel C (temperatura
da colunaigual a 30 °C) e (b) analise combinatéria com varidvel ¢ (temperatura da coluna igual a 33 °C).

Com isso, conclui-se que para o tempo de retengdo, dos sete fatores testados, apenas a
temperatura da coluna apresentou uma alteracdo significativa na resposta de detecgdo para
andlise de STX e dc-STX, ou seja, quando ha um aumento na temperatura da coluna, o tempo de
retencdo tende a diminuir.

Conclusdes

O método mostrou-se seletivo, uma vez que as curvas analiticas (padronizagdo externa com e
sem superposicdo da matriz) apresentaram-se paralelas, sendo este teste comprovado pelo
teste de hipdtese t de Student, com probabilidade maior que 0.05. Verificou-se, também, que o
método é linear na faixa de concentracdo para STX de 4.5 a 150.0 pg L e para dc-STX de 3.0 a
132.0 ug L pois os coeficientes de correlagdo foram superiores a 0.999.

O LD, LQi e LDm apresentaram-se satisfatorios, ou seja, com concentragbes menores que 0S
limites maximos permitidos pela legislacdo (Brasil, 2011). Apenas o LQw para a STX (3.45 ug LY)
apresentou valor um pouco acima do limite maximo exigido por Brasil (2011) (3.0 pg L) e,
portanto seria necessario novos testes para aperfeicoar este parametro.
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Os resultados para a analise de exatidao e de precisdo foram satisfatorios, visto que para as
duas toxinas, os diferentes niveis de concentra¢do estavam com valores dentro do intervalo
permitido pela ANVISA (2011).

Para o parametro de robustez, o método apresentou-se insensivel a pequenas variagdes
possiveis de ocorrer durante a anélise. Com excecdo da sensibilidade com o aumento da
temperatura (+3 °C) para a andlise qualitativa do método.

Portanto, 0 método empregado para anélise de STX e dc-STX, utilizando a cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia e derivatizacdo pré-coluna, além de répido e
préatico, é confiavel, eficiente, exato e preciso, uma vez que os parametros analisados para a
validagéo tiveram resultados em conformidade aos valores aceitos nas normas brasileiras.
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