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VALIDATION OF THE ACETONITRILE-FREE ANALYTICAL METHOD FOR MICROCYSTIN ANALYSIS BY HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. Blooms of cyanobacteria represent a public health risk due to their cyanotoxins
such as microcystins. Liquid chromatography techniques to separate and quantify microcystins invariably use acetonitrile as the organic

component of the mobile phase. The price and availability of acetonitrile together with its elevated toxicity encourage the validation of

acetonitrile-free methods of microcystin analysis. In this work, methanol was employed as the organic solvent of the mobile phase and
the validation method was performed with different environmental water samples. The method showed limits of detection between 0.17
and 0.25 pg/L and of quantification between 0.55 and 0.82 ug/L for the microcystin variants: -RR, -YR, -LR, -LA.
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INTRODUCAO

A modifica¢@o de ambientes aqudticos pelo actimulo de nutrientes
produzidos nos diferentes processos antropogénicos € a principal cau-
sa de eutrofiza¢do em rios e lagos em todo o mundo. A eutrofizagdo
¢ apontada como sendo um dos principais fatores responsavel pelo
aumento das flora¢des de cianobactérias. Essas floragdes promovem
a deteriorag@o da qualidade da dgua e constituem um sério risco a
saide publica.'? As cianobactérias produzem metabdlitos téxicos
denominados cianotoxinas que podem ser letais para os animais sel-
vagens, domésticos e seres humanos. As cianotoxinas podem causar
graves irritacoes na pele, além de efeitos neurotdoxicos e hepatdéxicos.>*

As floragdes de cianobactérias nem sempre sdo compostas de espé-
cies toxicas, entretanto 50 a 70% das floracdes apresentam toxicidade.
A ocorréncia de floracdes toxicas ndo € apenas um fendmeno local,
regional ou especifico de um s6 pais, mas de propor¢des globais.’”
As ocorréncias de floragdes e o controle de suas toxinas em dguas de
abastecimento descrevem representantes do género Microcystis e a
cianotoxina microcistina como sendo os mais comuns em floragdes no
Brasil e no mundo.'™!® Portanto, nos estudos com flora¢oes, a micro-
cistina € utilizada como padrio para detectar e quantificar a presenga
de cianotoxinas. Seguindo as recomendag¢des da Organiza¢do Mundial
da Satide (OMS), a legislagdo brasileira estabeleceu o valor de 1,0
ug/L como sendo a concentracdo maxima de microcistina permitida
em dguas destinadas ao abastecimento publico.'*16

As microcistinas sdo peptideos ciclicos compostos por sete
residuos de aminodcidos (Figura 1). A estrutura ciclica proporciona
uma extrema estabilidade em dgua e tolerancia a mudangas radicais
de pH e temperatura, mantendo a toxicidade das microcistinas mes-
mo apos a fervura.® Nas posicdes 2 e 4 da estrutura sdo encontrados
residuos de L-aminodcidos responsdveis pela nomenclatura das
diferentes variantes de microcistinas.!” A separagdo e quantificagido
destas variantes podem ser realizadas por técnicas analiticas de cro-
matografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) baseada na diferente
hidrofobicidade destes residuos de L-aminodacidos. Invariavelmente,
as técnicas cromatograficas de andlises de microcistinas utilizam fase
reversa de separacdo (CLAE-FR) e o solvente acetonitrila (ACN)
como componente organico da fase mével.!$20
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Figura 1. Estrutura geral de microcistinas e as principais variantes detec-
tadas em floragoes toxicas. [X] e [Z] representa residuos de L-aminodcidos
responsdveis pela nomenclatura das diferentes variantes de microcistinas

A ACN € um subproduto da produgdo de fibras e resinas de
acrilico, produtos de uso predominante na fabricagio de automdveis,
eletrodomésticos e eletronicos. No final de 2008, a disponibilidade
de ACN diminuiu em todo o mundo por diferentes razdes, princi-
palmente devido a crise econdmica global que reduziu a demanda
por produtos a base destas fibras e resinas. O pre¢o da ACN chegou
a custar cinco vezes mais na Europa, devido uma redugdo de 80%
na sua oferta.”! Embora seja dificil uma nova combinagéo de fato-
res capaz de promover uma alta redugdo no fornecimento de ACN
como ocorreu em 2008, o volume deste solvente € gerado devido a
processos industriais que estio sujeitos a crises e retracdes mundiais.
Além disso, outra preocupacio em relagdo ao uso de ACN € o seu
alto potencial toxicoldgico. A ACN € prontamente absorvida quando
em contato com trato gastrointestinal, pele e pulmdes, espalhando-se
rapidamente por todo corpo. A intoxicacdo por ACN pode causar
graves efeitos sistémicos devido a sua degradagdo em cianeto, um
potente inibidor da cadeia transportadora de elétrons.?

Nas andlises cromatogréficas, diferentes modificadores podem ser
utilizados em alternativa ao uso da ACN. A seletividade da técnica
de CLAE-FR ¢ influenciada pelo tipo de modificador organico da
fase movel, isto porque o mecanismo de retengdo do analito na fase



Vol. 36, No. 8

estaciondria depende do tipo de modificador utilizado.* Além do me-
tanol (MeOH), outros solventes tais como etanol, isopropanol e ace-
tona podem ser utilizados como modificadores organicos. Entretanto
a alta absorcdo na regido UV-VIS e a necessidade de pressdes mais
elevadas dificultam a ampla utilizagéo destes solventes.?* O etanol
merece destaque por se tratar de um solvente muito menos toxico
quando comparado a aqueles mais utilizados tais como metanol e
acetonitrila.”® Porém, o aumento da viscosidade quando dissolvidos
em dgua dificulta a aplicac@o do etanol e metanol, principalmente em
sistemas cromatograficos mais antigos, os quais apresentam sistemas
de bombas mais sensiveis a variagdo de pressdo.?

Nas técnicas de CLAE-FR, o menor carater hidrofébico do MeOH
quando comparado a ACN exige um aumento de sua concentracio na
fase movel. Além disso, a sua menor viscosidade em solucdes aquosas
é responsdvel por um aumento na pressao do sistema. Porém, apesar
de pequenas altera¢des com relac@o a linha de base e no tempo de
reten¢@o dos analitos avaliados, a utilizagdo do MeOH como modi-
ficador organico nas técnicas de CLAE-FR demonstra eficiéncia de
separacdo e seletividade semelhante as técnicas que utilizam ACN.>
O MeOH também apresenta risco potencial para a saide humana,
desenvolvendo efeitos colaterais semelhantes a ACN, porém os niveis
de exposicdo ocupacional e concentracdo letal € cerca de duas vezes
maior (1,5 a 2,0 g/m3 h). Os efeitos cronicos de inalagdo também sdo
menores. O valor limite de exposi¢do ocupacional recomendado para
turnos de 8 horas € 0,26 g/m* de MeOH dissolvido no ar. Este valor é
mais do que trés vezes a concentragdo media de ACN recomendada
para se evitar qualquer efeito t6xico.”

Nas andlises de microcistinas, o MeOH € o principal solvente
utilizado na extragdo da toxina a partir de células de cianobactérias.
O desenvolvimento de técnicas cromatograficas de separagdo de
microcistinas utilizando o MeOH como composto organico da fase
mével, além de reduzir custos e toxicidade em relagdo ao uso de
ACN, ainda diminui o grau de limpeza necessdria para remocio de
possiveis contaminantes presentes na amostra.’! Portanto, o objetivo
deste estudo foi padronizar e validar um método de separagdo e
quantifica¢do de microcistinas utilizando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia e metanol como componente organico da fase mével
em alternativa ao uso da acetonitrila.

EXPERIMENTAL
Reagentes

O metanol grau CLAE utilizado foi da marca Tedia (Tedia
Company, Fairfield, USA). O 4cido Trifluoracético (TFA) foi adquiri-
do na Merck (Darmstadt, Germany). A dgua foi purificada no sistema
de purificag@o da Millipore (Bedford, USA). Os cartuchos de extracao
em fase s6lida (SPE) da marca Chromabond® C18ec (6 mL, 500 mg)
foram obtidos da Macherey-Nagel (Duren, Germany). As variantes
de microcistinas utilizadas (-RR, -YR, -LR e —-LA) foram padrdes
analiticos para andlises ambientais, da marca Sigma (St.Louis, USA).
Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

Preparo de amostras

A fim de simular a contaminag¢do com microcistinas, amostras
ambientais de dguas foram fortificadas nas concentracdes finais de
0,8; 1,0 e 2,0 ug/L. Estas amostras foram coletadas no lago de Duas
Bocas e nos rios Jucu e Santa Maria, principais mananciais utilizados
na captacdo de dgua para o abastecimento publico da regido metro-
politana de Vitdria-ES. Ap6s a fortificacdo, volumes de 500 mL das
amostras foram submetidos a extra¢do em fase sélida por adsorcdo
em cartuchos C18, conforme a norma ISO 20179:2005. Em seguida,
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o material adsorvido no cartucho foi eluido com 6,0 mL de solucio de
MeOH:H,O:TFA (89,9:10:0,1 v/v) e submetido a evaporagdo a tem-
peratura ambiente. O material foi ent@o ressuspenso com 0,5 mL de
solugdo de MeOH:H,0 (80:20 v/v) para as andlises cromatograficas.

Andlises cromatograficas

A andlise das amostras foi realizada em um sistema de cromato-
grafia da série Shimadzu CBM-20A, equipado com um desgaseifi-
cador de solventes DGU-20AS, uma bomba quaterndria de gradiente
LC-20AT, um injetor automédtico de amostras SIL-20AHT e um
detector de arranjo de diodos SPD-M20A. A coluna cromatografica
utilizada neste estudo foi a coluna analitica Kinetex™ C18 (100 x
2,1 mm, 2,6 um, 100 nm). O comprimento de onda de detecgdo foi
de 238 nm. O volume de injec¢do para as andlises foi de 50 pL da
amostra e a vazio da fase mével foi de 0,250 mL/min. Em todas as
andlises, a coluna permaneceu acondicionada a temperatura constante
de 37 °C utilizando um médulo aquecedor de coluna da Shimadzu.

A solugdo de H,0:MeOH:TFA (69,9:30:0,1 v/v) foi utilizada
como fase mével A, enquanto a fase B foi composta por metanol
100%. O vazio utilizada nas andlises foi de 0,250 mL/min. O perfil
do gradiente iniciou-se com 100% da fase mével A e foi executado
de forma isocrdtica no intervalo de 0 a 1 min. Entre 1 e 3 minutos
aplicou-se um gradiente linear de metanol variando a porcentagem
da fase mdvel B de 0 a 20%. Entre 3 e 8 minutos o gradiente linear
variou de 20 a 40%. Em seguida, o gradiente linear de 40 a 62% foi
aplicado no intervalo de 8 e 25 minutos. Entre 25 e 25,5 minutos, o
gradiente retornou a condi¢do inicial e manteve-se até o re-equilibirio
da coluna. Todas as solugdes preparadas para compor as fases moveis
foram previamente filtradas e desgaseificadas por 15 minutos em
banho de ultrassom (Limpsonic®, Brasil) antes de serem utilizadas.

Valida¢iao do método

As variantes de microcistinas (Mcyst-RR, -YR, -LR e -LA) foram
dissolvidas em solu¢do de MeOH 20% e a solugdo padrdo de 10 pg/
mL foi estocada a -20 °C. A curva analitica foi obtida pela injecio
de solugdes padrdes com concentracdes entre 0,2 e 2,0 ug/mL. Os
dados foram processados utilizando o software LCSolutions (versio
2.1). O coeficiente de correlacdo, a inclinag@o e o intercepto da curva
padrdo, bem como a tabela de andlise de variancia e os respectivos
erros padrdes foram calculados para verificar a validagdo do modelo
linear da equagdo utilizada para padronizar o método de quantifica-
¢do. Os parametros determinados para a validagdo do método foram:
Especificidade, Linearidade, Limite de detec¢do (LOD), Limite de
quantifica¢do (LOQ), Recuperacdo, Precisdo e Robustez. Os para-
metros de desempenho do método foram determinados de acordo
com a Resolugdo n° §99/2003 da ANVISA - Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria.”®

RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes de eluicao foram realizados para definir a melhor condi¢ao
analitica para separagdo e quantifica¢do das diferentes variantes de
microcistina (Mcyst). Na Figura 2 estd representado o cromatogra-
ma referente a separagdo de uma amostra contendo as variantes
Mcyst-RR, -YR, -LR e LA na concentracio final de 1,0 pg/mL. O
método permitiu a elui¢do distinta de cada variante com o tempo
de retencdo variando entre 22 e 30 minutos (Mcyst-RR: 22,3 min;
Mcyst-YR: 24,3 min; Mcyst-LR: 25,7 min e Mcyst-LA: 29,7 min). A
alta defini¢do e elevada intensidade dos picos referentes as variantes
demonstram a eficiéncia e seletividade do método. Apesar do elevado
tempo de andlise, o método mostra-se favordvel, pois com a vazao de
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0,250 mL/min a andlise requer uma baixa quantidade de solvente.
Durante a padronizagdo, tentou-se a reducio do tempo de eluigdo
principalmente nos primeiros 20 minutos, porém o aumento da
vazio provocou a superposiciao dos picos, impedindo a separacio
das variantes. Além disso, nas andlises das amostras foi observada a
eluicdo de interferentes nos primeiros 20 minutos.
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Figura 2. Perfil cromatogrdfico da amostra padrdo contendo as varian-
tes Mcyst-RR (22,3 min), Mcyst-YR (24,3 min), Mcyst-LR (25,7 min) e
Mecyst-LA (29,7 min), na concentragdo final de 1,0 ug/mL. As solugoes de
H,0:MeOH:TFA (69,9:30:0,1 v/v) e MeOH 100% foram utilizadas como
fase movel A e B, respectivamente. A taxa de vazdo foi de 0,250 mL/min e a
detecgdo foi realizada no comprimento de onda de 238 nm

A especificidade de um método € a capacidade de medir exata-
mente um composto em presenga de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradac@o e componentes da matriz.*® Sendo
assim, o teste de especificidade foi realizado comparando-se uma
amostra ambiental de dgua fortificada e ndo fortificada com uma
amostra padrdo contendo as variantes de Mcyst-RR, -YR, -LR e -LA
dissolvidas em solu¢do de H,0:MeOH (80:20 v/v), na concentragdo
final de 1,0 ug/L. A amostra ambiental foi fortificada com o padrdo de
Mcyst-LR na concentragéo final de 1,0 ug/L. Em seguida, as amostras
ambientais foram concentradas e injetadas no cromatégrafo a liquido
e seus perfis de eluicdo foram comparados com o perfil obtido com a
amostra contendo as variantes de Mcyst. A sobreposi¢ao dos perfis
cromatograficos (Figura 3) demonstra a auséncia de interferéncia de
compostos da matriz capaz de prejudicar a determinaco das variantes.
Quando se compara os resultados de separacdo da amostra fortificada
com a amostra do padrdo de Mcyst observa-se a capacidade da técnica
em medir a resposta analitica das variantes de Mcyst na presenca de
impurezas presentes na amostra ambiental de 4gua, demonstrando a
especificidade do método.

A linearidade da resposta de detecco das variantes de Mcyst pela
técnica cromatografica foi avaliada pela relagdo entre a concentracio
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Figura 3. Sobreposigdo dos perfis cromatogrdficos referentes ao padrdo de
Mcyst-LR em solugdo de H,0:MeOH (80:20 v/v), amostra ambiental de dgua
ndo fortificada (AAA-NFort) e fortificada (AAA-Fort) com o padrdo de Mcyst-
-LR. As solugoes de H,O0:MeOH:TFA (69,9:30:0,1 v/v) e MeOH 100% foram
utilizadas como fase movel A e B, respectivamente. A taxa de vazdo foi de
0,250 mL/min e a detecgdo foi realizada no comprimento de onda de 238 nm

injetada e a drea do pico de resposta. A faixa de concentragdo avaliada
foi de 0,20 a 2,0 ug/mL, equivalente a 20 e 200% do valor mdximo
de microcistina (1,0 pg/mL) permitido pela legislac@o brasileira em
amostras de dguas para abastecimento publico. A linearidade foi
avaliada por sete repeti¢des de cada nivel de concentracio e a curva
analitica foi estabelecida para cada variante de Mcyst (Tabela 1).

Os resultados demonstraram a capacidade da técnica em correla-
cionar diretamente os valores da concentragdo de Mcyst na amostra
com a drea do pico de resposta para todas as variantes avaliadas. A
resposta linear da técnica foi satisfatdria, apresentando coeficientes de
correlagdo (r) superiores a 0,99. Valores de coeficientes semelhantes
também foram observados em diferentes estudos para determinagio
de Mcyst utilizando técnicas de CLAE com ACN como modificador
orgdnico. Em separacdes associadas ao sistema de detec¢do por
espectrometria de massas tipo MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of Flight) observou-se a linearidade no
intervalo de concentragio de Mcyst-LR de 0,03 a 2,00 ug/mL, com o
coeficiente de correla¢do de 0,9996.%° Estudo de separagéo da variante
Mcyst-LR associada ao sistema de deteccio por espectrofotometria
UV/Visivel apresentou linearidade no intervalo de 0,05 a 5,00 ug/mL,
com valor de (r) igual a 0,9926.% J4 quando a separagdo de cinco va-
riantes de Mcyst (-RR, -LR, -LY, -LW e -LF) foi associada ao sistema
de deteccdo por arranjos de diodos, os valores de (r) variaram entre
0,9630 e 1,000, para o intervalo de linearidade de 0 a 10,00 ug/mL.*
A ANVISA recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99
e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial INMETRO) um valor acima de 0,90.%

Tabela 1. ParAmetros de linearidade da curva analitica (y = ox + ) obtida para as variantes de microcistina

Concentragdo (ug/mL) Area média

Area média

Area média Area média

Mcyst-RR Mcyst-YR Mcyst-LR Mcyst-LA
0,2 141299 57087 56739 49485
0.4 469009 214089 291727 194825
0,8 979914 453304 516492 405162
1,0 1468769 670218 758850 552474
2,0 3136349 1620747 1641211 984799
Intercepto com eixo y (B) 231785 -165041 -111312 -14140
Inclinag@o da reta (o) 1671424 872875 868541 513055
Coeficiente de correlacdo (r) 0,9960 0,9920 0,9950 0,9900
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A robustez de uma técnica analitica € a medida de sua capaci-
dade em resistir a pequenas e aleatdrias variagdes dos parametros
analiticos otimizados. Em CLAE, a robustez pode ser avaliada, por
exemplo, variando-se o pH da fase mével, a temperatura de acon-
dicionamento da coluna ou vazdo da fase mével. Na validacdo da
técnica em questdo, o teste de robustez foi avaliado variando-se as
temperaturas de acondicionamento da coluna e as concentragdes de
acido trifluoracético (TFA) na fase mdvel aquosa. As temperaturas
avaliadas foram de 31, 34 e 37 °C, ja as concentra¢des de TFA adi-
cionadas a fase aquosa foram 0; 0,01; 0,05 e 0,10% (v/v). As demais
condigdes otimizadas foram fixadas (vazdo 0,250 mL/min e a fase
moével organica MeOH 100%).

Os resultados demonstraram robustez da técnica no intervalo de
temperatura avaliada (Figura 4). Em relag¢@o a variagdo da temperatura
de acondicionamento das colunas, as resolucdes cromatograficas entre
as variantes de Mcyst ndo apresentaram diferengas, apenas pequenas
variagdes no tempo de reteng@o. A temperatura de 37 °C apresentou
o menor tempo de retencdo e foi utilizada para o acondicionamento
da coluna nas demais andlises de validagdo. Além do menor tempo
de retencio, a temperatura de 37 °C permitiu a execucdo das andlises
com menor pressao no sistema cromatografico, ja que a viscosidade
da fase mével decresce exponencialmente em fungdo da temperatura.’!
Os resultados dos testes de variacdo do pH da fase movel aquosa
demonstraram a robustez do técnica com concentragdes de TFA de
0,01 a 0,10% (Figura 4). A resolugdo cromatografica obtida com a
fase mével contendo TFA 0,10% foi definida como condic@o 6tima
para os demais ensaios cromatograficos.
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Figura 4. Perfis cromatogrdficos referentes ao padrdo de Mcyst-RR, Mcyst-YR,
Mcyst-LR e Mcyst-LA em solugdo de H,O:MeOH (80:20 v/v), na concentragdo
de 1,0 ug/mL. (A) Andlises realizadas com diferentes temperaturas de acon-
dicionamento da coluna (31, 34 e 37 °C). (B) Andlises realizadas diferentes
concentragoes de dcido trifluoracético adicionado a fase movel aquosa (0;
0,01; 0,05 e 0,10% v/v)

A capacidade do método de detectar pequenas concentragdes ¢é
expressa pelo Limite de deteccio (LOD) e Limite de Quantificagio
(LOQ). O método € considerado sensivel quando pequenas variacdes
nas concentragdes expressam respostas analiticas significativas. Para
a determinac@o de LOD e LOQ do método, solugdes foram prepa-
radas com concentragdes de 0,80; 1,0; 1,5 e 2,0 pg/L das variantes
de Mcyst-RR, -YR, -LR e -LA. O LOD e LOQ foram calculados a
partir dos valores de desvio padrdo, do intercepto com o €ixo y € o
valor médio da inclinagdo da curva analitica. Estes valores foram
calculados utilizando as curvas analiticas obtidas com trés repeticdes
para cada nivel de concentragdo. De acordo com os resultados obtidos,
o método € capaz de detectar com eficiéncia as variantes avaliadas a
partir da concentragdo de 0,17 ug/L (LOD), valor de LOD observado
para Mcyst-RR. Os limites de quantificacdo (LOQ) variaram entre
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0,55 (Mcyst-RR) e 0,82 pg/L (Mcyst-YR) (Tabela 2). Sistemas de
separagdo de Mcyst utilizando técnicas de CLAE-FR e ACN como
modificador orginico, quando associado ao sistema de detec¢do por
espectrometria de massas tipo MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of Flight), apresentaram valores de LOD
e LOQ de 0,05 e 0,15 ug/mL, para Mcyst-LR.? Quando o sistema
de detecgio foi do tipo ESI-MS (Electrospray lonization Mass spec-
trometry), a capacidade de deteccio foi ainda maior, com o LOD de
0,002 pg/mL.*2 Embora as técnicas de CLAE-FR utilizando ACN
demonstrem menores valores de LOD e LOQ, a técnica utilizando
o metanol, aqui validada, mostra-se satisfatdria, pois os valores
encontrados para LOD e LOQ do método sdo menores que o valor
méximo permitido pela legislacdo brasileira para detec¢ao de Mcyst
em amostras de dguas para abastecimento publico.

Tabela 2. Limite de detec¢do (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) na
determinacdo das variantes de Mcyst-RR, Mcyst-YR, Mcyst-LR e Mcyst-LA,
empregando CLAE-FR associado ao detector tipo PDA (Photo Diodo Array)

Detector PDA
LOD (ug/L) LOQ (ug/L)
Mcyst-RR 0,17 0,55
Mcyst-YR 0,25 0,82
Mcyst-LR 0,21 0,70
Mcyst-LA 0,22 0,75

A precisdo e a acurdcia determina o erro de uma medi¢ao analitica
e sao critérios primdrios para se avaliar a eficiéncia da técnica analiti-
ca. A precisdo define a repetibilidade da técnica e determina o desvio
da anélise em relagdo ao resultado obtido. Os testes de repetibilidade
do método foram expressos por meio da estimativa do desvio padrio
relativos (DPR) de sete replicatas de amostras de diferentes corpos
d’dgua da regido metropolitana de Vitdria-ES (Tabela 3). Volumes
de 500 mL da amostra de dgua foram coletados e fortificados com
Mcyst-LR, na concentracdo final de 1,0 pg/L. Em seguida, foram
concentrados em cartuchos de extragdo tipo SPE e analisados no
sistema de cromatografia liquida. Para técnicas analiticas de sepa-
racdo e quantificacdo em amostras com pequenas concentracdes de
impurezas, o DPR de até 20% ¢ aceitdvel.” No entanto, o guia de
validacdo da ANVISA nao permite que valores de DPR sejam su-
periores a 5%.% O valor de DPR igual a 3,2% encontrado ¢ inferior
aos valores aceitos, indicando a precisdo do método.

Neste trabalho, a precisdo do método também foi avaliada por
experimentos de recuperacio. Isto porque para separar e quantificar
variantes de Mcyst em amostras ambientais de dgua, pela técnica
cromatogréfica, € necessario uma preparacio previa das amostras.
Esta preparagdo visa clarificar e concentrar a amostra antes de ser
injetada no cromatdgrafo.’* Devido a presencga desta etapa prévia
para o processo de validagao, passa a ser necessdrio calcular o fator
de recuperagdo para diferentes concentracdes de Mcyst. O teste de
recuperagdo foi realizado pela adicdo da variante de Mcyst-LR em
sete amostras de dgua. As concentragdes utilizadas foram de 0,80;
1,0 e 2,0 ug/L. Estes valores representam, respectivamente, o0 ponto
médio da curva analitica, o valor maximo permitido pela legislacio
brasileira e o limite superior da curva. A percentagem de recuperagao
foi observada entre 98,18 e 106,13% (Tabela 4).

A precisdo de técnicas analiticas que utilizam tratamento prévio
das amostras deve ser avaliada pela percentagem de recuperacio,
através de ensaios com amostras fortificadas. Embora seja desejavel
atingir niveis de recuperagdo proximos de 100%, maximizando a
sensibilidade da técnica, € provavel que niveis de recuperacéo acima
de 70% nao comprometam a integridade da técnica. Um intervalo
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Tabela 3. Valores de recuperacao, média e coeficiente de variagdo (CV) para diferentes amostras de dgua fortificadas com microcistina-LR na concentracao

final de 1,0 pg/L

Repeticio Amostra Mcyst-LR (ug/L) Recuperagio (%) Média (%) DPR (%)
1° Lago Duas Bocas 1,0 90,0
2° Lago Duas Bocas 1,0 90,2
3° Rio Jucu 1,0 93,6
4° Rio Jucu 1,0 94,2 94,0 3,2
5° Rio Santa Maria 1,0 95,2
6° Rio Santa Maria 1,0 96,6
7° Rio Santa Maria 1,0 98,0

Tabela 4. Valores de recuperacio, tempo de retencio, média e coeficiente de variacdo (CV) para amostras de dgua do Rio Jucu fortificadas com diferentes

concentracoes de microcistina-LR (0,8; 1,0 e 2,0 pg/L)

Recuperagdo (%) Tempo de Retengdo (min)
Mcyst-LR (ug/L)
0,8 1,0 2,0 0,8 1,0 2,0
Repeticdo 01 98,2 99,5 99,2 25,754 25,802 25,879
Repeticao 02 99,2 101,3 99,6 25,734 25,799 25,881
Repeticio 03 98,6 101,9 104,7 25,714 25,788 25,866
Repeticdo 04 98,5 102,2 104,8 25,698 25,724 25,769
Repeticao 05 98,7 103,2 105,1 25,698 25,810 25,952
Repeticdo 06 99,1 104,3 105,3 25,787 25,850 25,924
Repeticao 07 99,2 104,9 106,1 25,770 25,829 25,920
Média 98,8 102,5 103,5 25,736 25,800 25,884
DPR 0.4 1,8 2,8 0,14 0,15 0,23
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