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Resumo: Algumas cepas de algas, em especial as cianobactérias, podem produzir toxinas como as
microcistinas, as quais podem ocasionar intoxica¢cdo e morte de seres humanos e de animais. A lite-
ratura reporta a ocorréncia de um acidente em uma clinica de hemodiélise de Caruaru, Pernambuco,
aonde vieram a falecer 60 pacientes que faziam hemodiélise, devido a presenca da toxina microcisti-
na-LR na dgua. Nesse estudo foi desenvolvido e validado um método analitico, para a determinag@do e
quantificacdo da microcistina-LR. A cromatografia liquida de alta performance com detector de UV foi
empregada como técnica analitica para a determinac¢@o de microcistina-LR. Os parametros seleciona-
dos para a valida¢do do método foram: linearidade, curva analitica, precisdo, sensibilidade e ensaios
de recuperag@o. A curva analitica foi construida com sete pontos a partir do padrdo. O método apre-
sentou uma linearidade no intervalo de 0,05 a 5 ug L1, e o coeficiente de correlagéo foi superior a 0,99.
Com base nestes resultados conclui-se que o método ¢ eficiente e pode ser empregado, em futuras
analises, para o monitoramento da microcistina-LR em 4gua utilizada em clinicas de hemodialise.
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Introducao

A agua € de vital importancia para todos os
seres vivos, porém a porcentagem de dgua potavel
ainda existente no Planeta, esta se tornando insignif-
icante comparada ao volume de 4dgua ndo potavel
disponivel. Mesmo assim, o uso irracional da
mesma continua ocorrendo em todo o mundo.

No Brasil nao é diferente, principalmente
porque possui uma vasta bacia hidrografica, o que
da a falsa impressdo de que se pode usé-la indis-
criminadamente, sem risco de nao haver oferta [1].

A qualidade da agua se tornou uma
questdo de interesse para a satide pablica no final
do século XIX e inicio do século XX, sendo ante-
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riormente associada apenas a aspectos estéticos e
sensoriais, tais como a cor, o gosto ¢ o odor [1].
Entretanto na Grécia Antiga utilizavam-se técni-
cas como, a filtragao, a exposi¢ao ao sol e fervu-
ra, para melhorar a qualidade da agua [2].

A contaminagdo das aguas naturais repre-
senta um dos principais riscos a saiide piablica, sen-
do amplamente conhecida a estreita relacio entre a
qualidade de 4gua e inimeras enfermidades que
cometem os seres humanos, especialmente aquelas
ndo atendidas por servicos de saneamento [3].

No Brasil, as péssimas condigdes sanitarias
verificadas em muitas das bacias hidrograficas
densamente e desordenadamente ocupadas, resul-
tam na degradagdo generalizada das aguas e, dos
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recursos hidricos [3]. E realidade comum o langa-
mento de esgotos domésticos in natura, efluentes
industriais ricos em nutrientes, carreamento de fer-
tilizantes utilizados na lavoura e dejetos oriundos
da criagdo de animais domésticos criados nas
mediagdes de cursos de adgua, ou em locais sem
infra-estrutura adequada.

Como conseqiiéncia ocorre a eutrofizagdo,
de aguas e estas se tornam propicias a proliferacéo
excessiva de algas o que vem a comprometer a sua
qualidade e consequientemente, restringindo a sua
utilizag@o para abastecimento pablico [4].

Algumas cepas de algas, em especial as do
grupo cianoficeas ou cianobactérias, podem pro-
duzir toxinas, devido a morte ou lise celular e
podem lesar o figado (hepatoxinas), e o sistema ner-
voso (neurotoxinas), ou somente irritar a pele [5].

As cianobactérias causam gosto e odor
desagradaveis na agua, porém o maior problema
estda no fato de que essas produzem toxinas,
denominadas de microcistinas [6].

Segundo Chen et al., 1996 as microcisti-
nas sdo muito resistentes a altas temperaturas e
mantém a toxicidade mesmo apds a fervura,
podendo levar individuos a uma maior incidéncia
de cancer hepatico, & até mesmo a morte [7}.

Na cidade de Caruaru, estado de Pernam-
buco, em 1996 ocorreu uma tragédia, na qual fo-
ram vitimadas mais de 50 pessoas sob tratamento
por meio de hemodialise, na qual foi utilizada
agua contaminada com a microcistina—-LR. A
microcistina encontrada na agua utilizada na
hemodialise possui uma ac¢&o mais potente quan-
do aplicada diretamente na corrente sanguinea,
do que quando ingerida [3].

O Ministério da Satde editou a portaria n°®
518, de 25 de marco de 2004, a qual estabeleceu o
valor maximo de microcistinas permitido na agua
de abastecimento pablico em 1 pg L1, porém para
aguas de abastecimento de hospitais que realizam
hemodialise, esse valor tem que ser igual a zero [8].

Portanto, torna-se necessario o monitora-
mento de microcistinas em agua destinada a pop-
ulacdo e ao uso em servicos de saide piblica,
para evitar todos os riscos potenciais adversos a
satide humana.

Os principais objetivos deste trabalho
foram o de desenvolvimento de metodologia ana-
litica para a determinacdo da microcistina-LR em
dgua destinada aos servicos de salde piiblica e
verificar a qualidade da agua utilizada na Central
de Hemodialise do hospital Escola da Univer-
sidade de Sao Paulo em Ribeirdo Preto-SP.
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Material e métodos
Procedimento
Validagdo do método para a determinacdo da
microcistina-LR

Para assegurar-se da credibilidade dos
dados nas analises quantitativas da microcistina-
LR, deve-se fazer a validagdo do método. No pre-
sente trabalho considerou para a validag@o analitica
do método os fatores, curva analitica e linearidade,
sensibilidade, precisao e fator de recuperag@o.

Selecdo do comprimento de onda utilizado em
HPLC-UV

Foi obtido um espectro de absor¢@o do pa-
drao da microcistina-LR, que compreendeu uma
varredura de 200 a 800 nm. Utilizou-se um
Espectrofotometro de UV/Visivel da marca
Hitachi, modelo U3501.

Condigcoes cromatogrdficas ideais para a deter-
minagdo da microcistina-LR em dgua utilizada
em servigos de satide publica

As determinagdes analiticas da microcistina-
LR foram feitas na Central de Analises Quimicas do
Instituto de Quimica de Sao Carlos-USP empregan-
do um cromatdgrafo com detector de arranjo de dio-
dos, da marca SHIMADZU CBM-10A. Foi utiliza-
da uma coluna de fase reversa de aco inoxidavel
(C,g), da marca Rexchrom S5-100-ODS, de 15 cm
de comprimento, diametro interno de 4,6 mm e o
tamanho de particula de 5 ym. As condigdes cro-
matogréficas ideais para a andlise da microcistina
foram: Detector UV-Vis; Fluxo de 1,0 mL min!;
volume injetado de 20,0 uL; comprimento de onda
a 238 nm; temperatura ambiente, fase mdvel ace-
tonitrila/agua 35-65%, com 0,05% de 4cido trifluor-
acético (TFA), método isocratico.

Preparo da curva analitica e linearidade

ApbOs determinar as condi¢des cromatogra-
ficas ideais para a analise de microcistina-LR con-
struiu-se a curva analitica. Esta foi preparada a par-
tir de um padrao da marca Supelco na concen-
tragao de 10 pug L-! com seis pontos, onde cada
ponto foi feito em triplicada, com as respectivas
concentragdes de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 ug L-
1. Todos os pontos da curva analitica foram
preparados utilizando o solvente metano/agua 80-
20 %. Estas solucoes foram analisadas em ordem
crescente de concentracdo e nas especificacoes
descritas no item condicdes cromatograficas ideais
para a determinacao da microcistina-LR em agua
utilizada em servicos de satide ptblica.
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Precisdo

Para a determinagao da precisao, cada ponto
foi feito em quintuplicata, em trés niveis de concen-
tracdes: 0,3; 2,0 e 4,0 ug L-L. Estes valores foram
selecionados por possuirem concentragdes dentro da
faixa linear utilizada, porém as concentracdes foram
diferentes das utilizadas na curva de calibrag@o.

Extragcdo em fase solida e ensaios de recuperacdo

Os ensaios de recuperacdo foram feitos em
quintuplicata, em trés niveis de concentracdo: 2,0;
4,0 e 5,0 ug L1 Inicialmente fez-se o acondiciona-
mento do adsorvente C 18 com 10 mL de metanol,
seguido de 10 mL de 4gua destilada. Apos o acondi-
cionamento, adicionou-se separadamente em cada
cartucho de C !8 10 mL de cada amostra, con-
trolando-se o fluxo em aproximadamente 1 mL
min-1. Deixou-se o adsorvente secar por 2 h. Os car-
tuchos foram lavados com 10 mL de metanol 10%,
e na fase final eluidos com 10 mL de metanol grau
HPLC. As fracdes obtidas foram concentradas sob
corrente de nitrogénio, e analisadas em um cro-
matografo em fase liquida, utilizando as condigdes
ja pré-estabelecidas no item condigdes cromatogra-
ficas ideais para a determinagao da microcistina-LR
em agua utilizada em servicos de salide ptblica.
Coleta e andlise da amostra de dgua utilizada na
central de hemodidlise do Hospital Universitdrio
da Escola de Medicina de Ribeirdo Preto quanto
a presenga da Microcistina-LR

As amostras de agua foram coletadas e
armazenadas em frascos de vidro Ambar, hermetica-
mente fechados, mantidos em isopor com gelo e
transportadas ao laboratorio de Quimica Ambiental
do Instituto de Quimica de Sao Carlos - USP, onde
foram armazenadas em geladeira a 4 °C. Fez-se a
pré-concentracdo das amostras em 200 vezes, uti-
lizando-se o processo de extracdo em fase solida
(SPE). A extrag@o das amostras foi feita em tripli-
cata, e analisadas em um cromatografo liquido com
detector de arranjo de diodos, da marca SHI-
MADZU CBM-10A

Resultados e discussao

Espectro de UV e cromatograma do padrdo da
microcistina-LR

Obteve-se o espectro de absor¢édo do padrao
da microcistina-LR Figura 1, na regiao de 200 a
800 nm. O comprimento de onda correspondente a
absor¢do maxima do analito em estudo, que foi
selecionado para a determinag@o analitica empre-
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gando-se um cromatdgrafo em fase liquida com
detector de UV-Vis, foi de 245 nm.

Na Figura 2 esta apresentada o cro-
matograma do padrio da microcistina—LR.
Diferentes condi¢des foram testadas para se obter
uma boa separag@o e resolucao do pico referente
a microcistina-LR. A melhor condi¢do foi ace-
tonitrila/agua 35/65 (v/v), e o tempo de retengéo
do solvente e da microcistina-LR foram respecti-
vamente de 1,768 e de 6,663 minutos.

Verifica-se pelo cromatograma que o pico
cromatografico referente a microcistina-LR esta
bem definido.

Linearidade da curva analitica a ser usada para
a determinacdo da microcistina-LR em dgua uti-
lizada em servigos de saiide

A linearidade & a regido do sistema de
deteccdo no qual o sinal do detector é direta-
mente proporcional a concentragdo do analito.

Para determinar a regidao linear como
resposta analitica do detector para a microcistina-
LR estudada, no intervalo de 0,05 a 5,00 ug L-1,
foi construida uma curva analitica, no eixo y area
do pico cromatografico e no eixo X a respectiva
concentracdo da microcistina-LR.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as areas
médias dos picos obtidas em fun¢do daa concen-
tracdo, equagdo de regressdo linear e o coefi-
ciente de correlacao (r) da curva analitica obtida
para a microcistina-LR.

A curva analitica obtida para a microcistina-
LR Fig.(3) foi linear, apresentando coeficiente de
correlag@o (r) superior a 0,99, Tabela 1, sendo que a
Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [9] reco-
menda um coeficiente de correlagéo igual a 0,99 e o
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizag@o e
Qualidade Industrial um valor acima de 0,90 [10].

Este coeficiente de correlacdo foi satis-
fatorio, o que demonstra que a resposta do detec-
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Figura 1. Espectro de UV do padrdo da microcisti-
na-LR.
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Figura 2. Cromatograma do padrao da microcisti-
na-LR.

tor foi linear nos intervalos de concentracdo
empregados nesse estudo [11].

Na Figura 3 estd representada a curva
analitica para a microcistina-LR.

Sensibilidade da técnica analitica para a determi-
nagdo da microcistina-LR presente em amostras de
dgua utilizadas em servicos de saiide.

Da equacdo da reta, pdde-se estimar a sen-
sibilidade da técnica, definida como dy/dx, que
apresentou valor de 32888,77913, que ¢ consid-
erado como de sensibilidade alta.

Do ponto de vista pratico, a sensibilidade é
o coeficiente angular da curva analitica. Segundo
Ribani [11] uma técnica sensivel &€ aguela que uma
pequena diferenca de concentrac@o do analito causa
uma grande variac@o no valor do sinal analitico.

Precisdo do método

A precisdo em validacio de métodos analiti-
cos & considerada em tré€s niveis diferentes: repeti-
bilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

Neste estudo a precisdo do método foi
avaliada referente ao nivel de repetibilidade. A
repetibilidade apresenta a concordancia entre os
resultados de medidas sucessivas de um mesmo
método, efetuadas sob as mesmas condi¢des que
sao chamadas condicdes de repetibidade: mesmo
procedimento; mesmo analista; mesmo instrumen-
to usado sob as mesmas condi¢des; mesmo local;
repeticdes em curto intervalo de tempo [11].

A International Conference on Harmoni-
zation [12] e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sa-
nitaria [9], sugerem que a repetibilidade seja verifi-
cada a partir de um minimo de nove determinagdes
cobrindo o limite especificado no procedimento
empregado, trés niveis, trés repeticdes para cada
um, ou a partir de um minimo de seis determinagdes
a uma concentragéo similar ao valor esperado [11].

A precisdo foi avaliada através do coefi-
ciente de variacdo (CV) dos resultados obtidos
(n=5), ao nivel de repetibilidade, sendo portanto,
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Figura 3. Curva analitica para a microcistina-LR.

Tabela 1. Concentragdes da microcistina — LR empregadas, area média, equag@o de regresséo linear

e coeficiente de correlag@o (r) .

Concentragio Coeficiente
da microcistina | Aréa média Equacio de regressio linear de correlacao
(gL ()

0,05 2662,00

0,10 6021,00

0,25 13959,67

0,50 24329,33 Y=6910,83041 + 32888,77913 X r=0,99563

1,00 49755,67

2,50 93538,00

5,00 167264,67
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Tabela 2. Resultados do estudo da precisio do método para a determinagdo da

microcistina-LR.

Concentracéio Concentragio
Composto adicionada média obtida CV (%)
(ng L™ (ngL™)
. L. 0,30 0,33 8.96
Microcistina-LR
2,00 2.41 4,74
4,00 3.98 0,71

feita em um curto intervalo de tempo. Na Tabela 2
encontra-se apresentado os resultados da precis@o.

Para o estudo da precisdo, os intervalos dos
coeficientes de variagdo sao considerados adequa-
dos até + 20%, dependendo da complexidade da
amostra. Para este método os coeficientes de vari-
acdo variaram de 0,71 a 8,96% (Tabela 2), e foram
inferiores aos valores apresentados por Ribani et al,
(2004), sendo portanto, considerado preciso, e den-
tro da faixa aceitavel para a validacdo de métodos
analiticos [11]. Para aumentar a precisdo do méto-
do deve-se aumentar o nimero de replicatas.

Ensaios de Recuperacdo

A Tabela 3 apresenta a porcentagem de
recuperac@o da microcistina-LR em agua, para os
trés niveis de fortificagdo estudados: 0,3; 2,0 e
4,0 mg L1, Os ensaios de recuperacao foram
feitos em quintuplicata.

Analisando-se a Tabela 3, observa-se que
houve uma recuperacdo boa, isso indica que o
método empregado & apropriado para a anélise da
microcistina-LR presente em agua utilizada em
hemodialise, pois o valor esta dentro dos limites
aceitaveis de recuperac@o para a analise de resi-
duos que & de 70 a 120% [13]. Porém dependen-
do da complexidade da amostra, a faixa de recu-
perac@o pode ser de 50 a 120% [13].

As porcentagens de recuperacdo obtidas
evidenciaram que o método pode ser considerado
exato e preciso. A precisdo foi avaliada através
do coeficiente de variacao (CV) dos resultados
obtidos (n=5), apresentando valores de 0,34 a
4,21%, inferiores a 20% para este método, sendo
considerado preciso [11].

Andlise da dgua utilizada na Central de Hemo-
didlise do Hospital Escola de Ribeirdo Preto-SP

Antes da andlise das amostras, as mesmas
foram pré-concentradas em colunas de extracdo
em fase solida C 18 em 200 vezes. Este procedi-
mento foi feito em triplicata.

Na Figura 4 encontra-se o cromatograma
referente a amostra de dgua do Hospital Escola
de Ribeirdao Preto-SP.

Analisando-se o cromatograma observa-
se apenas os picos referentes aos solventes no
tempo de retencao 3,111 e 3, 2971, e ndo & obser-
vado nenhum pico na regidao de 5,8 min que é o
tempo de retenc¢do da microcistina-LR. Isso indi-
ca que a microcistina-LR nao estd presente na
amostra de 4gua coletada na Central de anélise do
Hospital Escola de Ribeirdo Preto-SP.

nAbs
20

23Enm
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o
E—sﬁ 3,2971

l["_,
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0 5 10 15

Figura 4. Cromatograma da 4gua coletada na Central de

Hemodialise do Hospital Escola de Ribeirdo Preto-SP.

Tabela 3. Porcentagens de rcuperagdo da microcistina-LR em amostras de agua
coletadas na Central de Hemodialise do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto-SP.

Nivel de fortificacao (mg L’l) Recuperacio (%)* CV (%)
0.3 91 (89 —94) 0,34
2.0 80 (78 — 81) 1,26
4,0 93 (90 — 98) 4,21

Ecl. Quim., Sao Paulo, 32(4): 43-48, 2007
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Conclusoes

Atualmente hd uma crescente preocupago
com a presenga da toxina microcistina-LR em agua,
e seus possiveis impactos a saide, visto que esta
pode ocasionar a intoxicagdo e morte de pessoas.
Fato este ocorrido. em uma clinica de hemodialise
de Caruaru, Pernambuco, aonde vieram a falecer 60
pacientes que faziam hemodiélise. Portanto, torna-
se necessario o desenvolvimento e validacdo de
métodos para 0 monitoramento desta toxina.

O método desenvolvido e empregado
mostrou-se eficiente estando de acordo com as
normas estabelecidas pelos orgéos fiscalizadores
(ANVISA, INMETRO e ICH). Cabe ressaltar
que durante o desenvolvimento e avaliacdo de
um método, os procedimentos analiticos devem
ser submetidos a validacdo estatistica com o

objetivo de conhecer suas limitagdes e confiabil-
idade dos resultados obtidos para a aplicagdo do
método para amostras que se deseja analisar.

A 4gua utilizada para a dilui¢do dos sais
utilizada na Central de Hemodialise do Hospital
Escola de Ribeirdo Preto encontra-se livre sencga
da microcistina-LR, indicando que o sistema uti-
lizando para o tratamento da agua, antes de sua
deionizacao mostrou-se eficiente.
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S. M. Sanches, E.M. Vieira E. L. Prado F. Benetti A. M. M. Takayanagui -Study of the presence

of the microcystin-LR toxin in water utilized ha’emodialysi’s clinic and validation of an analytical method.

Abstract: Some strairs of seaweed, especially of the cyanobacterial type, can produce toxins as such
microcystins, which are responsible for the intoxication and death of animals and humans. Literature
report on the occurrence of accidents at a haemodialysis clinic in Caruaru, Pernambuco, Brazil, 60
haemodialysis patients died due to the presence of this toxin in the water. This study developed and val-
idated of an analytical method, to quantified micrcocystin-LR using the Hight-Performance Liquid chro-
matography with detector UV. The following parameters were chosen: linearity, calibration curve, preci-
sion, sensibility and assays of recovery. The calibration curve, obtained with seven points, and the corre-
lation coefficients in the were higher than 0.99. The method obtained an linearity in the interval between
0.05 to 5 ug L1, and the correlation coefficients more than 0.99. Based or these results, the method is
considered efficient and can used to monitor microcystins in water. utilized in clinics of haemodialysis.

Keywords: water; validation; microcystin-LR.
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