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’
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Resumo

Resumo

Esta dissertagdo tem como principal objetivo a implementacgéo e validacdo de um método de ensaio
para a analise de cianotoxinas em amostras de aguas de consumo e aguas naturais do sistema de
abastecimento EPAL (Empresa Portuguesa das Aguas Livres, S.A.).

O presente trabalho apresenta uma breve introducéo onde é abordado o tema relativo & ocorréncia
de cianotoxinas no meio ambiente bem como o0s respetivos riscos para a salide humana. Sdo ainda
descritos alguns métodos para a remocao destes compostos dos sistemas de agua, durante o processo de
tratamento. E também apresentada uma breve introducéo relativa 8 EPAL como entidade gestora de
agua de abastecimento publico, bem como o enquadramento legal relacionado com a temaética das
cianotoxinas na agua.

O desenvolvimento do método de ensaio teve como ponto de partida a otimizacdo das melhores
condi¢Oes cromatograficas de forma a permitir a analise das respetivas cianotoxinas, assim como a
defini¢do das condicOes 6timas de detecdo por diode array detection (DAD) e espetrometria de massa
“Tandem” (MS/MS).

Foram efetuados diversos estudos de forma a desenvolver e validar os métodos de ensaio por HPLC-
DAD e UPLC-MS/MS. Este Gltimo permitiu apresentar um melhor desempenho. Assim, o método de
UPLC-MS/MS foi validado para os compostos em estudo, através da aplicacdo de diversos testes
estatisticos, que permitiram definir a gama de trabalho, os limiares analiticos e a preciséo.

O trabalho apresenta o desenvolvimento de varias metodologias analiticas, nomeadamente um
método de injecdo direta em UPLC-MS/MS que permite a analise da cilindrospermopsina,
homoanatoxina-a e da anatoxina-a € um método de UPLC-MS/MS com uma etapa inicial de
concentragao de amostras através de extracdo em fase sélida (SPE) que permite a analise das restantes
cianotoxinas.

Para ambos os métodos desenvolvidos foram efetuados ensaios em branco, estudos de recuperagdo
a diferentes niveis de fortificagdo, a partir dos quais foi avaliado a existéncia de interferéncias e onde
foi avaliado o efeito de matriz na analise de cianotoxinas por SPE-UPLC-MS/MS.

Palavras-chave: agua, cianotoxinas, cromatografia liquida, espetrometria de massa “tandem”, extracdo
em fase sélida.
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Abstract

The main goals of this work are the implementation and validation of a method for the analysis of
cyanotoxins in samples of drinking water and natural waters of the EPAL (Empresa Portuguesa das
Aguas Livres, S.A.) water supply system.

This report presents a brief introduction where the question of the occurrence of cyanotoxins the
environment as well as the respective risks to human health. Some methods are described for the
removal of these compounds from water systems, during the treatment process. It also presented a brief
introduction of EPAL as a public water supply and also legal approach on the issues arising from the
presence of cyanotoxins in drink water.

The optimization of the method had as a starting point the determination of the best chromatographic
conditions to allow the analysis of target compounds as well as the definition of the optimal conditions
of diode array detection (DAD) and tandem mass spectrometry (MS/MS).

Several studies were carried out in order to develop and validate the test methods by HPLC-DAD
and UPLC-MS/MS, which allowed to present a better performance. The method for UPLC-MS/MS was
validated for the compounds under investigation, through the application of several statistical tests in
order to study its linearity, the analytical limits and precision.

This dissertation presents the development of several analytical methods, including method for the
analysis of direct injection in UPLC-MS/MS which allows the analysis of cylindrospermopsin,
homoanatoxin-a and anatoxin-a and a method of solid-phase extraction which allows the analysis of the
remaining cyanotoxins.

For both methods developed, blank tests, recovery studies at different levels of fortification, from
which the existence of interferences were evaluated in the analysis of cyanotoxins by SPE-UPLC-MS/
MS.

Keywords: water, cyanotoxins, liquid chromatography, mass spectrometry, solid-phase
extraction.
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a: ordenada na origem (equagdo da reta y = a + bx)

Adda: acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4E, 6E-diendico

AdP: Aguas de Portugal

ALVT: Aguas de Lisboa e Vale do Tejo

Ala: D-Alanina

APCI: Atmospheric Pressure Chemical lonization, lonizagdo Quimica a Pressdao Atmosférica
APPI: Atmospheric Pressure Photoionization, Fotoionizacao a Pressdo Atmosférica

b: Declive da reta (equacéo da retay = a + bx)

B- Me-Asp: &cido D-eritro- B-metilaspartico

C.: concentragdo do composto na amostra fortificada, determinada experimentalmente (ug/L)

C, - concentragdo esperada do composto na amostra fortificada (pg/L)
C.: Coeficiente de variacao

Cwm: Coeficiente de variagdo do método

Cw: Coeficiente de variagdo de repetibilidade

CAL: Companhia das Aguas de Lisboa

DL: Decreto-Lei

DNA: deoxyribonucleic acid, acido desoxirribonucleico

DAD: Diode Array Detector, Detetor de Arranjo de Diddos

DLso: Dose Letal para 50% dos animais

EPAL: Empresa Portuguesa das Aguas Livres

ESI: Electrospray lonization, lonizacéo por electrospray

ETA: Estacéo de tratamento de 4gua

GC: Gas Chromatography, Cromatografia Gasosa

Glu: Acido D-isoglutamico

HILIC: Hidrophilic Interaction Chromatography

HPLC: High Performance Liquid Chromatography, Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia

HPLC-DAD: High Performance Liquid Chromatography — Diode Array Detector, Cromatografia
Liquida de Elevada Eficiéncia - Detetor de Arranjo de Diddos

ISO: International Standard Normalization — Organizacao Internacional de Normalizagédo

LAB: Direcdo de Laboratérios e Controlo de Qualidade da Agua
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LD: Limite de Detecdo

LLE: Liquid-Liquid Extraction, Extracdo Liquido-Liquido
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Mdha: N-metil-desidroalanina

Mdhb: N-metil-desidrobutirina

MRM: Multiple Reaction Monitoring

MS: Mass spectrometry, espectrometria de massa
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UNICEF: United Nation Children’s Fund
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Capitulo I - A agua

1. Perspetivas Gerais

A &gua constitui um elemento fundamental do ecossistema, nomeadamente a agua potavel, sendo
essencial a sobrevivéncia da biosfera, do Homem e de todas as espécies existentes na terra [1].

O Homem utiliza a 4gua, diariamente, em inimeras situac¢fes, domésticas e industriais, no entanto,
a percentagem de agua potavel existente no planeta é infima, quando comparada ao volume de &gua nédo
potavel disponivel [2], ou seja, dos cerca de 1.3 bilides de quilometros cubicos de agua existentes a
superficie da terra, cerca de 97,5 % encontra-se sob a forma de &gua salgada e apenas 0,01% esta
disponivel na criosfera, em rios e lagos (Figura 1.1) [3].

Glaciares

Atmosfera
1.8% 0,001%
~N “

# N

Lengdis freaticos Rios e lagos
0,63% 0,01%

Figura 1.1: Disponibilidade de 4gua na superficie terrestre (adaptado de [3]).

Segundo a WHO & UNICEF, cerca de 1,1 bilido de pessoas ndo consegue aceder a qualquer tipo de
agua potavel e, frequentemente, populacdes residentes nas proximidades de rios e lagos, utilizam
diretamente a 4gua para consumo sem qualquer tratamento, 0 que aumenta o risco de transmissdo de
doencas por via hidrica [4].

A &gua encontra-se disponivel através de infraestruturas que permitem a sua distribuicdo aos
consumidores através de um sistema de abastecimento publico, no entanto, dependendo da sua origem,
a agua captada destinada ao consumo humano pode ser subterranea ou superficial [1].

Como recurso natural indispensavel a vida, a &gua utilizada pelo Homem deve possuir
caracteristicas de potabilidade, definidas pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como a dgua que
durante o seu consumo ndo apresenta nenhum risco significativo para a sadde [5], ou seja, 0 objetivo do
tratamento de agua potavel é a producdo de agua que é quimica, bioldgica, e esteticamente agradavel
[1].

Nas areas urbanas, uma quantidade significativa da populacdo usufrui de um sistema de
abastecimento de agua municipal, enquanto nas &reas rurais, o abastecimento de agua, geralmente, vem
de pogos privados ou partilhados. A producéo de agua potavel € um processo que requer muita energia,
nomeadamente se a fonte hidrica for pouco limpa [1].

O objetivo principal das entidades gestoras de abastecimento de agua é demonstrar o nivel de
qualidade da agua de acordo com a lei em vigor, manter um controlo operacional que permita identificar
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possiveis anomalias na qualidade da dgua e, desta forma, por em pratica medidas preventivas e eficazes

[6]

2. Ciclo hidrologico

O ciclo hidroldgico descreve as trocas de agua existentes entre 0s oceanos, a atmosfera, a superficie
terrestre, a biosfera, 0s solos e o sistema de aguas subterraneas [7].

Este ciclo consiste numa sequéncia fechada de fendbmenos pelos quais a &gua passa do globo terrestre
para a atmosfera, na fase de vapor, e regressa nas fases liquida e sélida.

A figura 1.2 ilustra os fluxos a escala global, existentes nos varios reservatorios de dgua, expressos
em 10'? m3/ano (trilibes de m3/ano). A evaporacdo e a precipitacdo nos oceanos dominam os fluxos,
dentro do ciclo hidrolégico [7].
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Figura 1.2: Ciclo hidroldgico com os fluxos representados em 102 m¥/ano (adaptado de [7]).

A transferéncia de agua da superficie da terra para a atmosfera, sob a forma de vapor, ocorre por
evaporacao, que consiste na mudanca de fase da &gua, de liquida para vapor, devido principalmente a
energia da radiacdo solar [8].

A dagua condensada da lugar a formacao de nevoeiros e nuvens, surgindo a precipitacdo a partir de
ambos. A &gua que precipita nos continentes pode tomar varios destinos [8].

Uma parte é devolvida diretamente a atmosfera por evaporacéo e a outra parte infiltra-se, ou seja,
penetra no interior do solo formando lengdis aquiferos, que por sua vez surgem a superficie através de
nascentes, de modo a fornecer agua as plantas e a todos os sistemas bioldgicos [8].
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3. Tratamento da agua

O tratamento da agua é feito na ETA e consiste no conjunto de operagdes necessarias para que a
agua se enquadre nos padrdes de potabilidade pré-estabelecidos [8].

O processo de tratamento de agua destinado ao consumo humano tornou-se uma preocupagao por
parte das entidades responsaveis, pois é cada vez mais frequente a contaminagdo de agua potavel, a
partir de fontes antropogénicas, por produtos quimicos e metais pesados [9].

Antes de se iniciar o processo de tratamento de agua na ETA, esta é captada diretamente nos rios e
nas albufeiras (dguas superficiais) ou no subsolo (aguas subterraneas), no entanto, a dgua captada
apresenta varias impurezas como lamas, areias, lixos, micrébios e bactérias [10].

Os processos de tratamento variam consoante a origem e qualidade da agua. Normalmente as aguas
superficiais necessitam de processos de tratamento mais complexos que as aguas subterraneas [10].

O tratamento realizado na EPAL, nomeadamente na dgua captada na albufeira de Castelo do Bode
e tratada na ETA da Asseiceira passa pelas seguintes fases (figura 1.3): pré-oxidagdo com cloro gasoso,
remineralizacdo e correcdo da agressividade, coagulacdo, flotagdo, ozonizagdo, filtracdo, correcdo do

pH e desinfecéo final [11].
Remineralizagéo
ecorrecdoda g Coagulacéo —> Flotacéo
agrassividade
I

rd Desinfecdo final

Pré-oxidacéao

Ozonizacdo Filtracdo mrd Correcéo do pH

Figura 1.3: Esquema-tipo do tratamento de agua realizado na ETA da Asseiceira.

No caso da agua captada em Valada Tejo, o tratamento é efetuado na ETA de Vale da Pedra e inclui
as seguintes fases: preé-oxidagdo com cloro gasoso, coagulagdo/floculagdo, decantacdo, filtragdo,
correcdo de pH e desinfecao final [11] (figura 1.4).

- Coagulacao/ . . .
Pré-oxidacao . 9~ —> Decantacdo g Filtracéo
Floculacédo
I

Correcdo depH g Desinfecéo final

Figura 1.4: Esquema-tipo do tratamento de agua realizado na ETA de Vale da Pedra.
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O tratamento da &gua inclui varias fases, que ja foram mencionadas anteriormente.

A pré-oxidacdo é realizada com cloro gasoso e consiste numa inje¢do de cloro com o objetivo de
reduzir a quantidade de matéria organica presente na dgua captada.

A remineralizacdo corrige o carater doce da &gua, onde é criada uma fina camada de calcario
protetora da corroséo do interior de tubagens de agua.

A coagulacdo/floculagdo é um processo quimico que tem como objetivo a agregacdo de particulas
em suspensdo levando a formacéo de flocos com dimensdes adequadas para a fase de decantagdo ou
flotacéo.

Na fase de decantacdo os flocos de maior dimensdo sdo depositados no fundo de tanques
eliminando-se, assim, a maioria das particulas em suspensdo. A agua decantada segue para a filtracao.

Na fase de flotacdo, os flocos de menor dimensdo agregam-se com microbolhas de ar que facilitam
a sua elevagdo e posterior remogéo.

A fase de 0zonizagdo usa 0 ozono como forte agente oxidante, sendo este utilizado para a eliminacéo
de algas e outra matéria organica, possuindo propriedades antissépticas e bactericidas, com aplicacdo
importante ao nivel do tratamento da agua.

Na etapa de filtracdo a agua passa através de filtros, de areia ou areia e antracite, nos quais ficam
retidas as particulas mais pequenas, sendo possivel remové-las da &gua. A filtracdo clarifica a agua e
aumenta a eficicia da desinfecéo.

Seguidamente ocorre a etapa de correcdo do pH, procedendo-se ao ajuste deste, garantindo que este
parametro se mantém no intervalo de valores definidos na legislacéo.

Por fim ocorre a desinfecdo final onde é adicionado cloro para garantir que ndo se desenvolvem
micro-organismos, mantendo-se um teor residual que garanta a qualidade da agua ao longo da rede de
transporte e distribuicdo até a torneira do cliente [11].

Perante este tipo de tratamento realizado nas aguas, apenas sao removidas baixas percentagens de
toxinas. A remocdo eficaz de cianobactérias dissolvidas em dgua depende da concentragdo dos produtos
quimicos adicionados no processo de tratamento relativamente & concentragdo de cianobactérias
presentes. Depende também da espécie de cianobactéria, do pH da agua e do tempo de contacto da toxina
com a agua [12].
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Capitulo Il — Ocorréncia de cianotoxinas no meio agquatico

1. Eutrofizacéo

A eutrofizacdo consiste na modificagdo de ambientes aquaticos pela acumulagéo de nutrientes [13],
nomeadamente compostos de fosforo e azoto, provocando o crescimento bioldgico em rios, lagos e
reservatérios [14].

A eutrofizacdo pode ser potenciada por processos naturais ou artificiais.

Enquanto processo natural, a eutrofizacdo resulta da deposicdo da matéria mineral ou organica que
aflui a albufeiras e lagos, transportada por aguas drenantes ao longo de centenas ou milhares de anos
[15], provocando o aumento da producdo bioldgica [16].

Ao contrério da eutrofizagdo natural, a eutrofizacdo artificial é desencadeada por diversos processos
antropogeénicos, resultado do crescimento descontrolado da popula¢do humana e do despejo de efluentes
urbanos e industriais ou fertilizantes agricolas no ecossistema aquatico [14], pois 0s agroquimicos e 0s
adubos utilizados de forma excessiva acabam por ser transportados para os rios, através da chuva,
provocando assim 0 aumento de nutrientes na dgua [17].

A eutrofizacdo provoca mudancas na qualidade da agua, nomeadamente a diminuicdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido, a reducdo da biodiversidade aquatica, a perda de caracteristicas
estéticas do ambiente (figura 2.1) e, para além disso, provoca a morte extensiva de peixes e também o
aumento da incidéncia de florages de microalgas e cianobactérias, constituindo um sério risco para a
saude publica [14] e [17].

Figura 2.1: Exemplo de um lago com elevado nivel de eutrofizagdo [18].
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2. Fitoplancton e Cianobactérias

A comunidade fitoplancténica vive em suspensdo na agua e é constituida por algas microscopicas
que suportam a produtividade dos ecossistemas aquaticos. Estas utilizam a luz, o didxido de carbono e
nutrientes organicos e inorgénicos para produzir biomassa, que fornece energia e materiais que estdo na
base da cadeia alimentar [19].

As cianobactérias sdo conhecidas como algas azul-esverdeadas devido a combinacdo de
caracteristicas comuns as bactérias e as algas [2].

As cianobactérias fazem parte do fitoplancton natural de dgua doce, salgada e salobra, essencial
num ecossistema aquatico, e proliferam massivamente em condi¢cdes ambientais favoraveis [20]. Os
principais fatores que proporcionam a ocorréncia de cianobactérias sdo o aumento anormal da
quantidade de compostos azotados e fosfatados na agua; o aumento de matéria organica, que favorece o
aumento de micro-organismos decompositores livres na dgua e nos sedimentos, resultando no consumo
do oxigénio dissolvido na &gua e favorecendo a atividade fotossintética das cianobactérias [2].

Além disso, nos meios anaerdbicos, ocorre 0 aumento da disponibilidade das formas inorganicas de
azoto e fosforo, facilitando grandes proliferacdes de cianobactérias [2].

A fotossintese é o seu principal modo de metabolismo e energia, no entanto, em ambiente natural,
conhecem-se espécies capazes de sobreviver longos periodos na escuriddo [21].

As cianobactérias sdo micro-organismos procariotas, ou seja, Sd0 organismos maioritariamente
unicelulares e ndo apresentam o seu material genético delimitado por uma membrana, no entanto podem
também apresentar-se em formas coloniais e multicelulares filamentosas, podendo estas serem ou ndo
ramificadas e portadoras ou ndo de células especializadas (heterocistos) [2] e [22].

As caracteristicas das cianobactérias tém dificultado a sua classificacdo. Inicialmente foram
classificadas segundo o cddigo de Nomenclatura Internacional de Boténica, devido ao facto de o
principal pigmento fotossintético ser a clorofila-o e de realizarem fotossintese oxigénica. O
aparecimento da microscopia 6tica e os testes bioguimicos acabaram por fazer com que estes organismos
fossem classificados no reino das bactérias, por serem organismos procariotas, passando a ser regidos
pelo Codigo de Nomenclatura Bacterioldgica [20].

3. FloracGes de Cianobactérias

Nos ambientes aquéticos (naturais ou artificiais), em condi¢des apropriadas, as cianobactérias
multiplicam-se em larga escala, denominando-se de flora¢cdes ou blooms [12], dando origem a grandes
populacdes com a capacidade de formar vesiculas gasosas que Ihe permitem flutuar a superficie da agua
em que se encontram [21]. As populacBes de bactérias podem acumular-se na periferia das &guas
utilizadas para fins recreativos (por exemplo nos lagos) ou em tanques de abastecimento de agua para
consumo [12].

Né&o existe um numero de células definido para se poder considerar uma floragdo, no entanto, este
fendmeno ocorre quando existe uma producdo significativa de biomassa, durante um curto periodo de
tempo, correlacionada com uma diminuicédo da diversidade de fitoplancton [23].

Os blooms de cianobactérias nem sempre sdo compostos por espécies tdxicas, no entanto, entre 50
a 70% das floragdes apresentam toxicidade. O aparecimento de floracGes toxicas ndo é apenas um
fendmeno local, regional ou especifico de um determinado pais mas sim de proporc¢des globais [17].

Normalmente, a proliferacdo de floracdes de cianobactérias em ecossistemas aquéticos é regulada
pela combinacdo de trés fatores ambientais. O primeiro corresponde a temperatura da dgua, pois varios
tipos de cianobactérias preferem agua quente (25 °C ou superior). Consequentemente, 0 aquecimento
global pode aumentar a frequéncia e a magnitude das floragdes, favorecendo cianobactérias e outras
espécies de fitoplancton [23].
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O segundo fator ambiental que influencia o aparecimento de blooms de cianobactérias é a exposicao
a luz pois a maioria das espécies precisam de um minimo de disponibilidade de luz para que a
fotossintese ocorra [23]. A pigmentacdo das cianobactérias protege a célula da foto inibicdo e melhora
a absorcdo de luz, em comparagdo com outras espécies de fitoplancton, no entanto, algumas espécies
sdo extremamente flexiveis na resposta a exposi¢do a luz, pois algumas cianobactérias podem persistir
em cavernas durante meses, praticamente sem luz, e sdo capazes de crescer imediatamente ap0s
exposicdo a esta [23].

O terceiro fator ambiental que favorece o aparecimento de blooms é o estado tréfico do meio
aquatico.

Pesquisas apontam que elevadas concentracGes de Fosforo (P) e baixos racios Azoto (N): Fésforo
(P) séo favoraveis ao aparecimento de florescéncias de cianobactérias, concluindo-se que o racio N:P
de 29:1 poderé diferenciar o dominio de cianobactérias (N:P < 29:1) e outras massas de agua que ndo
apresentariam esse dominio (NP > 29:1) [24].

O dominio de cianobactérias a que corresponde um baixo racio Azoto Total (TN): Fésforo Total
(TP) deve-se ao facto das cianobactérias competirem mais eficazmente para o azoto (N) do que outro
fitoplancton, quando este se apresenta em pequenas quantidades [24].

Para além dos trés fatores referidos anteriormente, também a eutrofizacdo a partir de residuos
domeésticos, industriais e agricolas, bem como as alteracGes climaticas, assumem um papel importante
na proliferacdo destas algas nocivas [25].

Na figura 2.2 esta representado um esgquema-resumo dos varios fatores que influenciam o
aparecimento de blooms de cianobactérias bem como da forma como o ser humano esta exposto a estes.

Alteracdes climaticas Eutrofizacéo
Temperatura Luz Nutrientes

\'? Cianobactérias na agua 4/

T
Crescimento de cianobactérias

v
Bloom téxico
(De acordo com a estirpe)
Bioacumulacao de cianotoxinas l Tratamento da agua
Mariscos; Alimentagdo Aguas de recreio Agua de consumo
\ I
an*
Ingestéo 2 Ingest&o

N Intoxicagbes humanas </

* 80% dos seres humanos estdo expostos a cianotoxinas

Figura 2.2: Origem dos blooms de cianobactérias e consequente exposicdo da satide humana (adaptado de [23]).
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4. Cianotoxinas

Durante a fase de floracdo, as cianobactérias produzem metabolitos secundarios designados por
cianotoxinas [12], que apresentam elevada toxicidade para outros organismos e podem causar alteragdes
nas propriedades organoléticas da agua, ou seja, promovem paladar e odor desagradaveis a esta devido
a presenca de dois compostos (geosmina e 2-metilsoborneol) [23].

As cianotoxinas pertencem a trés classes quimicas distintas (péptidos ciclicos, alcaldides e
lipopolissacarideos) e sdo produzidas no interior das células de cianobactérias. A sua libertacdo ocorre
durante a lise celular, no entanto, também pode ocorrer libertacéo ativa da toxina durante o crescimento
celular [12].

A contaminacdo por cianotoxinas em humanos ocorre principalmente por ingestdo de agua
contaminada mas também pode ocorrer por inalagdo, contacto dérmico e por modo intravenoso, como
por exemplo nas unidades de hemodialise [12] e [26].

Os seres humanos estdo potencialmente expostos a estas substancias, através de atividade
recreativas, tais como tomar banho em agua superficial contaminada e através do consumo de agua
potével tratada inadequadamente, produzida a partir de recursos contaminados [23].

Outros sintomas possiveis ap0s o contacto com fontes contaminadas sdo as dores abdominais,
vOmitos, fraqueza, irritacdo da pele e membranas mucosas dos olhos, nariz e garganta, ataques de asma,
tremores musculares, nauseas, visao turva, dor de cabeca, tonturas, febre, paragem cardiorrespiratéria e
até mesmo a morte [12].

O mecanismo de a¢do das cianotoxinas depende essencialmente da sua estrutura quimica, no entanto
também é possivel estabelecer uma classificagdo de acordo com o mecanismo de toxicidade que estas
apresentam.

Dependendo dos 6rgdos-alvo, as cianotoxinas podem classificar-se em hepatotoxinas, que atuam no
figado, neurotoxinas, que atuam no sistema nervoso e dermatoxinas que atuam na pele [23].

De acordo com a sua estrutura quimica, as cianotoxinas podem ser divididas em péptidos ciclicos,
alcaloides e lipopolissacarideos [12].

Neste trabalho foram analisadas varias cianotoxinas tais como as microcistinas, a anatoxina-a, a
homoanatoxina-a, a cilindrospermopsina e a nodularina.
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4.1 Microcistinas

As microcistinas sdo hepatotoxinas de péptidos ciclicos, cuja estrutura se apresenta na figura 2.3.
As microcistinas s&o o tipo de cianotoxinas mais frequentes em agua doce [12].
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Figura 2.3: Estrutura geral das microcistinas, em que as posi¢des X e Y correspondem aos aminodcidos variaveis [27].

Tém um peso molecular entre 900-1100 Daltons [28] e sdo constituidas por trés D-aminoéacidos [D-
alanina (Ala), acido D-eritro-p-metilaspartico (B-Me-Asp), &cido D-isoglutdmico (Glu)], dois L-
aminoacidos variaveis e dois aminoacidos invulgares [N-metil-desidroalanina (Mdha) e &cido 3-amino-
9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4E, 6E-diendico (Adda)] [29].

Nas posi¢es 2 e 4 da estrutura (figura 2.3) sdo encontrados residuos de L-aminoacidos responsaveis
pela nomenclatura das diferentes variantes de microcistinas [17].

As microcistinas sao moléculas anfipaticas contendo func¢des hidrofilicas (grupos carboxilo e grupo
guanidina da arginina) e hidrofébicas (residuo Adda) [29].

A sua estrutura ciclica proporciona uma elevada estabilidade em agua e tolerdncia a mudancas
radicais de pH e temperatura, mantendo a toxicidade das microcistinas, mesmo apds a fervura [17].

Por serem tdo estaveis, resistem ao pH do estdbmago e ndo sofrem a ac¢do das peptidases gastricas,
sendo absorvidas ao nivel do duodeno e tendo como 6rgdo-alvo principal, o figado.

As microcistinas podem atuar como promotores de tumores estimulando a proliferagdo de células
cancerigenas, em animais e seres humanos, através da inibicao das proteinas fosfatases [12].

As microcistinas constituem um dos principais grupos de cianotoxinas devido a ocorréncia mundial
e elevada toxicidade [30], podendo ser produzidas por inimeros géneros como Microcystis, Anabaena,
Planktothrix e em pequenas proporc¢des pelos géneros Nostoc, Hapalosiphon, Anabaenopsis [31].

De entre as variantes de microcistinas ja identificadas, a microcistina-LR destaca-se pela elevada
frequéncia com que é encontrada e pela sua elevada hepatotoxicidade [32].

Na tabela 2.1 podem observar-se os diferentes tipos de microcistinas que irdo ser abordados neste
estudo, bem como os amino&cidos varidveis que Ihe correspondem.
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Tabela 2.1: Diferentes tipos de microcistinas e os respetivos aminoacidos variaveis (adaptado de [33]).

Microcistina Aminoacido variavel 1 Aminoacido variavel 2
Microcistina-LR Leucina Arginina
Microcistina-RR Arginina Arginina
Microcistina-YR Tirosina Arginina
Microcistina-LA Leucina Alanina
Microcistina-LY Leucina Tirosina
Microcistina-LF Leucina Fenilalanina

A DLsp da MC-LR apo6s injegdo intraperitonial, em murganhos, varia entre 25-150 pg/kg, no
entanto, este valor pode variar de acordo com a variante da microcistina, sendo a MC-LR normalmente
usada como referéncia [23].

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) prop6s o valor de referéncia de 1 pug L™ em aguas de
consumo, para a microcistina-LR [34].

4.2 Nodularina

A nodularina é uma espécie de cianobactéria isolada a partir da estirpe Nodularia spumigena [31].

E um pentapéptido (m/z 824 Da), com estrutura ciclica, constituida pelo &cido D-eritro-A-metil
aspartico, pela L-arginina, pelo aminoacido Adda, pelo acido D-glutamico e pela N-metildesidrobutirina
(Mdhb) (figura 2.4) [35].
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Figura 2.4: Estrutura quimica da nodularina [36]

As nodularinas sdo semelhantes as microcistinas hepatotoxicas de péptidos ciclicos, que se julgava
serem produzidas unicamente por estirpes de cianobactérias provenientes de agua salobra ou salgada,
no entanto, recentemente, foi detetada a espécie nodularina em organismos de agua doce [36].

Tal como as microcistinas, também as nodularinas sdo hepatotoxicas, agindo como promotores de
tumores através da inibigdo das proteinas fosfatases, que desempenham um papel fundamental na
regulacdo celular. A aminodcido Adda é, em grande parte, responsavel pela sua toxicidade [36].

A nodularina provoca stress oxidativo nas células, causando hepatotoxicidade e carcinogenicidade
[12].
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Esta espécie de cianotoxinas é sollvel em &gua e a sua estrutura ciclica permite que seja bastante
estavel, tornando a molécula resistente a ebulicdo, a hidrolise quimica e a oxidacdo a um pH préximo
do neutro [12].

Alguns estudos referem que a nodularina se degrada muito lentamente, quando localizadas no
interior de células vivas, no entanto esta toxina pode ser degradada através de radiacdo UV intensa,
ozono e cloro [12].

Os blooms de Nodularia spumigena séo frequentes perante altas concentracdes de fdésforo, baixa
razdo N:P e salinidade moderada. Em resposta a presenga de macronutrientes, incluindo a luz, o azoto e
o fésforo, a maioria dos estudos referem que a concentra¢do de nodularina aumenta sob condigdes que
promovam o crescimento 6timo [37].

Até a data foram identificadas nove variantes desta toxina sendo a NOD-R, com a arginina como
amino&cido variavel, a mais comum [23].

A DLso da nodularina em murganhos, apos injecdo intraperitonial, varia entre 30-70 pg/kg, no
entanto, até a atualidade, ndo foi reportada nenhuma intoxicagdo humana com nodularina [23].

N4o existe nenhum valor limite para esta toxina na 4gua devido a inexisténcia de dados, no entanto,
as autoridades de saiide devem ser avisadas imediatamente se forem detetados blooms de nodularina em
agua potavel [38].

4.3 Cilindrospermopsina

A cilindrospermopsina é uma toxina produzida por uma variedade de cianobactérias incluindo a
Cylindrospermopsin raciborskii (C. raciborskii), Aphanizomenon flos-aquae, Aphanizomenon gracile,
Aphanizomenon ovalisporum, Umezakia natans, Anabaena bergii, Anabaena laponica, Anabaena
planctdnica, Lyngbya wollei, Rhaphidiopsis curvata e Rhaphidiopsis mediterranea [39].

Este composto é um alcaloide triciclico com a formula molecular C1sH2;:NsO7S e com um peso
molecular de 415,43 g/mol, tratando-se de um ido dipolar com cargas positivas e negativas localizadas
[39].

A estrutura da cilindrospermopsina esta representada na figura 2.5.

Figura 2.5: Estrutura quimica da cilindrospermopsina [39].

A cilindrospermopsina é um derivado do uracilo policiclico contendo grupos guanidina e sulfato,
sendo também altamente soltvel na dgua [40].

Este composto € toxico para o tecido do figado e para os rins, inibindo a sintese de proteinas e
alterando covalentemente o DNA e/ou 0 RNA [40].
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Esta substancia é relativamente estdvel no escuro, a temperaturas entre 4°C a 50°C, até cinco
semanas. E também resistente a alteragdes de pH, sendo estavel até 8 semanas a um pH de 4, 7 e 10
[39].

Na auséncia de pigmentos celulares, a cilindrospermopsina tende a ser estavel quando exposta a luz
solar, em aguas superficiais. Esta toxina continua a ser bastante toxica mesmo apos ferver a dgua durante
15 minutos, sendo dificil a sua remogao devido a estabilidade que apresenta [39].

Apos ingestdo desta toxina, verificam-se efeitos principalmente no figado, através da inibigdo
irreversivel da sintese de proteinas, conduzindo a morte das células [23].

Em murganhos, esta toxina apresenta uma DLso de 2100 pg/kg, 24 horas ap6s inje¢do peritoneal
[23] e o valor de referéncia é de 1 pg L em aguas de consumo [34].

4.4 Anatoxina-a e Homoanatoxina-a

A anatoxina-a (figura 2.6-a) e a sua homologa homoanatoxina-a (figura 2.6-b) sdo aminas
secundarias biciclicas, de baixo peso molecular, produzidas exclusivamente por cianobactérias [31]. A
homoanatoxina-a resulta da metilacdo do carbono que se encontra na extremidade da funcdo cetona [23].

o]
NH

CH, fo)

NH, CH,

=

(a) (b)

Figura 2.6: Representacdo estrutural da molécula de anatoxina-a (a) e homoanatoxina-a (b) [31].

A anatoxina-a apresenta um peso molecular de 165,2 g/mol e a homoanatoxina-a apresenta um peso
molecular de 179,2 g/mol.

A anatoxina-a € sintetizada por varias estirpes do género Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermum, Microcystis, Oscillatoria, Planktothrix e Raphidiopsis [31].

A Homoanatoxina-a é sintetizada por algumas espécies correspondentes ao género Oscillatoria,
Anabaena, Raphidiopsis e Phormidium [31].

A anatoxina-a e a homoanatoxina-a sdo agonistas nicotinicos de recetores da acetilcolina [31],
funcionando como agentes pds-sinapticos e blogueadores neuromusculares [41].

Estas toxinas séo alcaléides e podem ser encontradas huma grande variedade de recursos hidricos,
devido ao elevado nimero de cianobactérias responsaveis pela sua produgdo [34].

Fatores como os niveis de nutrientes, o pH, a intensidade da luz e a temperatura influenciam o
crescimento destas cianobactérias e estimulam a producéo de toxinas [42].

Uma vez absorvidas no organismo, inibem a acetilcolinesterase e induzem a paralisia muscular [23],
perca de coordenagdo, convulsdes e morte rapida por paragem respiratoria [43].

Estas cianotoxinas apresentam elevada toxicidade, nomeadamente, um valor de DLsp entre 200-250
ug kg, em murganhos [45].

Embora a OMS ndo tenha determinado um valor guia para as aguas de consumo, esta entidade
recomenda que esse valor seja de 1 pg L, para a anatoxina [12].

Os problemas com blooms de cianobactérias s&o comuns na Nova Zeléndia e, por isso, foram
estipulados valores provisorios para a anatoxina-a (6 pg L) e para a homoanatoxina-a (2 pg L) [46].
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5. Remocao de cianotoxinas

O aumento da frequéncia e da intensidade na proliferagdo de cianobactérias, tendo como
consequéncia 0 aumento do teor de cianotoxinas na agua, tornou-se um problema a nivel global [12].

O primeiro passo no controlo de cianotoxinas é a prevengdo da eutrofizagdo, reduzindo assim o
aparecimento de floragbes de cianobactérias em aguas superficiais utilizadas para consumo humano
[12].

A remocdo de cianotoxinas pode ser feita de trés formas, nomeadamente por remocao fisica, por
inativacdo quimica e por inativacdo bioldgica [12]. A remocdo fisica inclui a adsor¢do com carvao
ativado e a filtracdo por membrana, no entanto, as cianotoxinas séo substancias soliveis em agua, sendo
necessario utilizar procedimentos quimicos para reduzir ou remover completamente estas toxinas [12].

Habitualmente utilizam-se produtos quimicos como o hipoclorito de sédio, 0 permanganato de
potéssio e o sulfato de cobre que inibem a sintese da parede celular, inibem as reagbes enzimaticas e a
fotossintese [12].

Né&o é recomendado o tratamento de cianotoxinas com herbicidas, algicidas ou sulfato de cobre pois,
como consequéncia, serdo libertadas grandes quantidades de produtos quimicos para 0 meio ambiente
gue poderdo produzir substancias cancerigenas e mutagénicas [12].

A remocdo de cianotoxinas pode ser feita por tratamentos de oxidagao convencionais ou tecnologias
avangadas. Os tratamentos convencionais incluem métodos como a coagulacéo, filtracdo, cloracdo e
adsorcdo em carvao ativado. As tecnologias avangadas incluem a ozonizagdo, a fot6lise UV, a oxidagédo
quimica com reagente de Fenton ou a sondlise [12].

Na estrutura das microcistinas, apenas as cadeias laterais de aminoécidos de arginina e tirosina sdo
potencialmente vulneraveis a oxidacéo, por outro lado, na cilindrospermopsina apenas o uracilo pode
ser quimicamente suscetivel & oxidacéo. J& a anatoxina-a tem dois grupos funcionais que podem ser
oxidados, nomeadamente a amina e a cetona -insaturada [12].

O valor de pKa da amina presente na anatoxina é 9,4, o que significa que a anatoxina-a é soltvel na
maioria das dguas naturais e a sua oxidagéo é dependente do pH [12].

Os métodos convencionais para o tratamento de agua apenas eliminam baixas percentagens de
toxinas, no entanto, se se incluir neste procedimento um tratamento com carvao ativado, as toxinas
presentes na dgua sdo removidas na totalidade [12].

A remocdo eficaz de cianobactérias dissolvidas em agua depende da concentragdo dos produtos
quimicos adicionados no processo de tratamento relativamente & concentragdo de cianobactérias
presentes. Depende também da espécie de cianobactéria, do pH da agua e do tempo de contacto da toxina
com a agua [12].
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Capitulo 111 - EPAL - Empresa Portuguesa das Aguas Livres

A EPAL é a sucessora da centenaria CAL — Companhia das Aguas de Lisboa, concessionéria do
abastecimento de &gua na cidade de Lisboa, entre 2 de Abril de 1868 e 30 de Outubro de 1974.
Posteriormente é constituida a EPAL - Empresa Pablica das Aguas de Lisboa, designacdo que mantém
até 1981, quando passa a denominar-se por EPAL — Empresa PUblica das Aguas Livres [47].

Atualmente a EPAL — Empresa Portuguesa das Aguas Livres, S.A., é uma empresa do setor
empresarial do estado, detida a 100% pela AdP — Aguas de Portugal, SGPS, S.A.

Até 1935, a area de intervencdo da EPAL limitava-se ao abastecimento e distribui¢do de agua no
concelho de Lisboa. A partir deste ano, a EPAL passa a abastecer em alta 0os municipios de Oeiras
(1935), Cascais (1941), Azambuja (1945), Vila Franca de Xira (1946), Sintra, Loures e Odivelas (1948),
Alenquer (1950), Alcanena (1955), Santarém (1958), Arruda dos Vinhos e Sobral de Monte Agraco
(1964), Cartaxo (1978), Amadora (1979), Mafra (1981), Torres Vedras (1988), Entroncamento e Torres
Novas, (1993), Ourém (1994), Vila Nova da Barquinha e Tomar (1995), Constancia (1996), Porto de
Mds e Leiria (1998), Batalha (2003) e o Sistema Multimunicipal Aguas do Oeste (2003) que serve 0s
municipios de Alcobaca, Bombarral, Cadaval, Caldas da Rainha, Lourinhd, Obidos, Peniche, Rio Maior
e Nazaré. Os municipios de Sobral de Monte Agraco, Arruda dos Vinhos, Azambuja, Alenquer e Torres
Vedras passaram a ser abastecidos pela Aguas do Oeste. Os municipios de Entroncamento e Vila Nova
da Barquinha passaram a ser servidos pelo Sistema Multimunicipal Aguas do Centro (2010) e o
municipio de Torres Novas passou a ser abastecido pelas Aguas do Ribatejo (2011) [48].

Na figura 3.1 estd representado o sistema de abastecimento da EPAL, para dguas de consumo
humano.

Desde Julho de 2015, que a EPAL é responsavel pela gestdo delegada do sistema multimunicipal de
abastecimento de 4gua e de saneamento de Lisboa e Vale do Tejo (ALVT), pelo decreto-lei n® 94/2015
de 29 de maio, que integra 86 municipios [48].

Atualmente a area servida pela EPAL e ALVT abrange 96 municipios que ocupam uma area
territorial correspondente a 33% do territorio continental portugués e serve 3,8 milhGes de habitantes
(figura 3.1). Esta solugdo, para além da coes&o territorial, tem em vista gerar as eficiéncias necessarias
a sustentabilidade econdmica, social e ambiental destes sistemas [48].

O objetivo social da EPAL consiste no abastecimento publico de 4gua para consumo humano e
outras atividades e servicos interligados com o ciclo urbano da &gua, onde retne competéncias de
qualidade reconhecida [49].

O mercado da EPAL na prestacdo dos servicos de abastecimento de &gua compreende uma &rea de
7095 km?, com 349.151 clientes diretos, 17 clientes municipais e 3 clientes multimunicipais, que
representam, no seu todo, 35 municipios, envolvendo aproximadamente 2,9 milhdes de consumidores
[49].

O sistema de abastecimento da EPAL inclui o sistema de producdo e transporte e o sistema de
distribuicdo. O primeiro é responsavel pela captacdo, tratamento e transporte da agua necessaria aos
clientes da empresa e compreende duas captacGes superficiais, 20 subterraneas, cerca de 710 Km de
adutores e 2 estagBes de tratamento [50].

O abastecimento de agua no que se refere as operagdes de producdo, transporte e distribuicdo de
agua é gerido por um sistema de telegestdo com um elevado grau de automatizacdo que centraliza a
operagdo e o controlo de mais de 170 instalagfes, desde estagdes elevatorias e estacdes de tratamento, a
reservatorios e adutores.
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. Concelhos diretamente abastecidos pela EPAL

Concelhos abastecidos pela EPAL
através da Aguas do Oeste

J Concelhos abastecidos pela EPAL
através da Aguas do Centro

_l Concelho abastecido pela EPAL
através da Aguas do Ribatejo

@ Aqueduto Alviela

@ Adutor Castelo do Bode
@ Adutor Circunvalagao
@ Aqueduto Tejo

@ Adutor Vila Franca
de Xira-Telheiras

Figura 3.1: Sistema de abastecimento da EPAL para dguas de consumo humano [49].
A producao de &gua para consumo humano da EPAL compreende dois tipos de origens distintas:
e Superficial (92% da &gua captada)
- Captacdo da Albufeira de Castelo do Bode
- Captacéo de Valada do Ribatejo
e Subterranea (8% da agua captada)
- Furos das Lezirias;

- Pogos da OTA e Alenquer.

A &gua captada é submetida a um programa de tratamento desde a fase de captagdo até a fase de
distribuicédo [50].

Apos captacao na albufeira de Castelo do Bode, a dgua € transportada para a ETA da Asseiceira,
através de um adutor com cerca de 9 km de comprimento.

Na ETA estdo instaladas duas linhas distintas de tratamento. A linha 1 tem capacidade nominal de
producdo de 500 000 m®/dia e a linha 2 tem capacidade nominal de producéo de 125 000 m®/dia.

A ETA de Vale da Pedra recebe a 4gua proveniente da captacdo superficial do Rio Tejo.
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Nas captagdes subterraneas o tratamento aplicado consiste na desinfecdo por cloro. Nos pogos de
Alenquer, existe ainda uma estacdo de descarbonatacdo que trata parte da agua captada, com vista a
diminuicdo da dureza e alcalinidade da &gua [19].

A rede de distribuicdo é abastecida pelo Aqueduto Tejo, Adutor Vila Franca-de-Xira/Telheiras,
Adutor de Circunvalacdo e Aqueduto Alviela.

A Direco de Controlo da Qualidade da Agua (LAB) é o 6rgéo da EPAL que tem a responsabilidade
de proceder & concecio, implementacio e gestdo do Plano de Controlo da Qualidade da Agua no Sistema
de Abastecimento da EPAL (PCQA) [51].

A Unidade de Apoio Técnico de LAB assegura a prestacdo de servicos de amostragem e de
monitorizacdo da qualidade das dguas em aguas para consumo humano, aguas de piscinas, aguas de
processo e aguas naturais [51].

A evolucéo tecnologica registada no laboratdrio de controlo da qualidade da agua da EPAL esteve
sempre associada a evolucdo do conhecimento dos riscos para a saude do consumidor devidos a
contaminacdo microbioldgica e quimica da agua, investindo-se continuamente em novas tecnologias
quer seja para disponibilizacdo mais rapida de resultados quer seja em funcdo de exigéncias de limites
de quantificacdo e precisdo mais exigentes e ambiciosos [50].

Atualmente, o controlo da qualidade da agua no sistema de abastecimento da EPAL é feito com base
na analise de mais de cerca de 190 parametros, 334 substancias microbioldgicas e fisico-quimicas,
efetuando-se cerca de 221.000 determinag6es por ano [50].

1. Enquadramento do trabalho na empresa

Os parametros de andlise relacionados com a qualidade da agua sdo cada vez mais rigorosos,
tornando-se necesséria a existéncia de métodos que permitam a identificacdo e quantificacdo de varios
compostos em simultaneo, através de uma analise rapida e eficiente.

A execucdo deste trabalho, realizado no Laboratério Central da EPAL, nomeadamente na equipa de
Quimica Organica (figura 3.2), permitiu o desenvolvimento de um método capaz de analisar 10
cianotoxinas atraves de uma técnica rapida e com elevada sensibilidade.

Apesar de no laboratério de Quimica Organica da EPAL, estar implementado um método que
permite a anélise da cilindrospermopsina, da microcistina -RR, -YR e -LR, existia a necessidade de ter
um método de analise mais rapido, sensivel e que permitisse a pesquisa de maior nimero de substancias.

CONSELHO DE
ADMINISTRAGAO (CA)
DIREGAO DE CONTROLO DA
QUALIDADE DA AGUA (LAB)

EQUIPA DE
MICROBIOLOGIA (EMB)

e
INORGANICA (EQI) ) )
L ee=sia..  Figura 3.2: Organograma representativo da
o ; RS ! . R
L, RONSES & estrutura organizacional da Diregdo de
JRELTFTTTEL by Laboratérios e Controlo da Qualidade da Agua

LABORATORIO DE

VALE DA PEDRA (LVP) (LAB) [51]
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Capitulo IV - Legislacéo relativa a qualidade da agua

E cada vez mais evidente a importancia da 4gua para a vida e enquanto componente do ecossistema
global. Trata-se de um recurso que, ndo sé satisfaz as necessidades basicas da populacdo humana como
é fundamental para o desenvolvimento, em particular para a criagdo e manutencgdo de riqueza através da
agricultura, da pesca comercial, da producéo de eletricidade, da industria, dos transportes e do turismo
[52].

Este recurso também ¢é vital para todos os ecossistemas globais, sendo importante criar instrumentos
legislativos eficazes que abordem os problemas de forma clara e ajudem a preservar 0s recursos para as
geracdes futuras [52].

1. Legislacdo Europeia relacionada com a qualidade da agua

A legislacéo europeia relativa a qualidade da agua iniciou-se em 1975, com a criagdo de normas,
pela necessidade de existirem valores padrdo na analise da agua destinada ao consumo humano. O ano
de 1980 culminou com a inclusdo de metas de qualidade para a &gua potavel, onde se inclui legislacdo
da qualidade da 4gua para os peixes, aguas conquicolas, dguas balneares e dguas subterraneas [53].

Em 1988 realizou-se, em Frankfurt, o seminario ministerial, que reviu a legislacdo existente e
identificou algumas melhorias que poderiam ser feitas, o que resultou na segunda fase da legislacdo
sobre a agua (1991) em que as consequéncias foram a adocdo de uma diretiva relativa ao tratamento de
aguas residuais urbanas, uma diretiva relativa aos nitratos, uma nova diretiva para agua potavel e uma
diretiva relativa a poluicdo e controlo integrado da prevengéo [53].

Depois da implementacdo da legislagdo referida anteriormente, os cidaddos de outros paises, bem
como as autoridades e organizagdes, comecaram a ser mais conscientes da importancia da qualidade da
agua e, em 1996, 250 delegados de diferentes paises reuniram-se numa conferéncia sobre a agua para
criar uma gestéo coerente para toda a legislagéo relacionada com a &gua [53].

Ap0s a conferéncia, a comissdo apresentou uma proposta de uma diretiva-estrutura da agua, que
tinha como objetivos:

= A protecdo de todos os tipos de agua, incluindo aguas superficiais e subterraneas
=  Obtencdo de boa qualidade das aguas num prazo estabelecido

= Gestdo da &gua com base em bacias hidrograficas

= Tratamento da &gua com base em normas de qualidade

=  Precos adequados [53].

2. Legislacdo comunitaria relativa a qualidade da agua

A poluicdo quimica das aguas superficiais pode causar toxicidade aguda e cronica nos organismos
aquaticos, acumulacdo no ecossistema e perda de habitats e de biodiversidade, para além de constituir
uma ameaca para a salide humana [54].

A 3 de Novembro de 1998, a Unido Europeia aprovou a diretiva 98/83/EC relativa a qualidade da
agua destinada ao consumo humano, que tem como objetivo proteger a saude humana dos efeitos
nocivos resultantes de qualquer contaminacéo [55]. Esta diretiva vem substituir a diretiva 80/778/EEC,
de 1980 [56].
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A diretiva 98/83/CE aplica-se a todos os sistemas de distribui¢do de 4gua, a &gua engarrafada ou em
recipientes e, aplica-se também, a 4gua utilizada na industria de processamento de alimentos apenas ndo
se aplicando a 4guas minerais naturais (Diretiva 80/777/EEC).

A diretiva 98/83/CE estabelece as normas de qualidade essenciais a nivel da Unido Europeia, em
que devem ser monitorizados, regularmente, um total de 48 parametros microbioldgicos, quimicos e
indicadores.

Esta diretiva esclarece que os estados-membro devem garantir que a agua potavel ndo contém
qualquer concentragdo de microrganismos parasitas € que cumpre 0s requisitos minimos previstos [57].

Relativamente a legislacdo comunitaria aplicAvel ao meio aquatico, a diretiva n° 2000/60/CE [58],
de 23 de Outubro de 2000, designada Diretiva Quadro da Agua, transposta pela Lei n.° 58/2005, de 29
de dezembro, alterada pelos Decretos-Lei n° 245/2009 de 22 de setembro, 60/2012 de 14 de marco e
130/2012 de 22 de junho e pelo Decreto -Lei n.° 77/2006 de 30 de marco, alterado pelo Decreto -Lei n.°
103/2010 de 24 de setembro, estabelece um quadro de acdo no dominio da politica da &gua e define uma
estratégia de combate a polui¢do da agua que envolve a identificacdo de substancias prioritarias que
constituem um risco significativo para 0 meio aquatico, ou por intermédio deste [54].

A Diretiva Quadro da Agua é o principal instrumento da politica da Uni&o Europeia relativa a agua,
estabelecendo um quadro de agdo comunitaria para a protecdo das aguas de superficie interiores, das
aguas de transicdo, das aguas costeiras e das aguas subterraneas.

A primeira lista de substancias prioritarias no dominio da politica da 4gua foi definida pela Decisao
n.° 2455/2001/CE[59], do Parlamento Europeu e do Conselho, de 20 de novembro de 2001, e adotada
pelo Decreto-Lei n.° 77/2006, de 30 de marco, alterado pelo Decreto -Lei n.° 103/2010, de 24 de
setembro.

Através da diretiva n.° 2008/105/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de
2008, relativa a normas de qualidade ambiental (NQA) no dominio da politica da agua, foram
posteriormente definidas NQA, nos termos da Diretiva n.° 2000/60/CE, do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 23 de outubro de 2000, para as 33 substancias prioritarias identificadas na Decisdo n.°
2455/2001/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 20 de novembro de 2001, e para oito outros
poluentes.

Face a evolucdo do conhecimento técnico e cientifico, a Diretiva n.° 2013/39/UE, do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 12 de agosto de 2013, altera as Diretivas n.° 2000/60/CE, do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 23 de outubro de 2000, e n.° 2008/105/CE, do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 16 de dezembro de 2008, e revé a lista de substancias prioritarias, identifica novas
substancias para agdo prioritaria estabelecendo as correspondentes NQA, procede a atualizagdo das
NQA de determinadas substancias existentes e ainda a definicdo de NQA no biota para substancias
prioritarias existentes e novas.

As especificagOes técnicas para a anélise e monitorizacdo quimicas do estado da agua e os critérios
de desempenho minimo para os métodos analiticos utilizados na monitorizacdo do estado da éagua,
estabelecidos na Diretiva n.° 2009/90/ CE, da Comissdo, de 31 de julho de 2009, transposta pelo
Decreto-Lei n.° 83/2011, de 20 de junho, garantem a obtencdo de dados significativos e relevantes
através de métodos analiticos suficientemente sensiveis para garantir a detecdo e medicao fiaveis dos
valores que excedem as NQA.

O Decreto-Lei n° 218/2015 procede a transposi¢do da Diretiva n.° 2013/39/UE, do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 12 de agosto de 2013, que altera as Diretivas n.° 2000/60/ CE, do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 23 de outubro de 2000 e n.° 2008/105/CE, do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 16 de dezembro de 2008, no que respeita as substancias prioritarias no dominio da politica
da &gua, procedendo & alteracdo do Decreto-Lei n.° 103/2010, de 24 de setembro, alterado pelo Decreto
-Lei n.° 83/2011, de 20 de junho, que estabelece as normas de qualidade ambiental no dominio da
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politica da dgua e procedeu a transposi¢do das Diretivas n.° 2008/105/CE, do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 16 de dezembro de 2008 e n.° 2009/90/CE, da Comisséo, de 31 de julho de 2009.

Face aos desenvolvimentos ocorridos desde a publicacdo do Decreto-Lei n.° 103/2010, de 24 de
setembro, alterado pelo Decreto-Lei n.° 83/2011, de 20 de junho, sdo ainda atualizadas as normas
referentes aos inventarios de emissdes, descargas e perdas, bem como as zonas de misturas [54].

3. Legislacéo nacional relativa a qualidade da agua

Os requisitos da legislacdo comunitéria sdo cada vez mais exigentes relativamente a qualidade da
agua, existindo atualmente a transposicdo da legislacdo comunitéria para a legislacdo nacional, o que
resulta na normalizacdo das regulamentacdes existentes entre todos os Estados Membro.

No ambito da legislagdo nacional respeitante a qualidade da agua para consumo humano ha a referir
trés Decretos-Lei:

v" O Decreto-Lei n° 236/98 de 1 de agosto que estabelece as normas, critérios e objetivos da
qualidade tendo em vista a protecdo do meio aquatico através da melhoria da qualidade das
4guas em func&o dos seus principais usos. E aplicavel a aguas doces superficiais e subterraneas
destinadas a producdo de agua para consumo humano;

v" O Decreto-Lei 103/2010 de 24 de setembro que revoga o Decreto-lei n® 236/98 no que diz
respeito a alguns pardmetros das &guas superficiais, nomeadamente, cadmio, chumbo,
hidrocarbonetos dissolvidos ou emulsionados, hidrocarbonetos aromaticos polinucleares,
mercurio, niquel, pesticidas, bifenilospoliclorados, substancias extraiveis com cloroférmio,
hexaclorociclohexano e clorofendis;

v" O Decreto-Lei n° 306/2007 de 27 de agosto que regula a qualidade da agua para consumo
humano, segundo o qual, o controlo da qualidade da agua deve ser feito em laboratérios
acreditados.

Devido a falta de dados relativamente a outras toxinas, apenas a microcistina-LR consta na
legislacdo, apresentando um valor guia provisério de 1 ug/L [60]. Esse valor foi estabelecido pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e importado para a legislacdo portuguesa através do Decreto-
Lei n° 306/2007, de 27 de Agosto de 2007, que estabelece o regime da qualidade da agua destinada ao
consumo humano, revendo o Decreto-Lei n.° 243/2001, de 5 de Setembro, que transpds para a ordem
juridica interna a Diretiva n.° 98/83/CE, de 3 de Novembro [61].

Este parametro deve ser determinado & saida da estacdo de tratamento de 4gua, quando ha suspeitas
de eutrofizacdo da massa de &gua superficial. Caso seja confirmado um nimero de cianobactérias
potencialmente produtoras de microcistinas superior a 2000 células/ml deve ser aumentada a frequéncia
da amostragem, no &mbito do programa de controlo operacional [61].
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4. A atividade do Laboratorio Central da EPAL

A Empresa Portuguesa das Aguas Livres segue toda a legislacdo relacionada com a qualidade da
agua. O Laboratorio Central da EPAL esta acreditado desde 1999, segundo a norma NP EN ISO/IEC
17025- “Requisitos gerais de competéncia para laboratérios de ensaio e calibragdo”, para as seguintes
atividades:

- Colheita, preservacdo e transporte de amostras de agua (para &guas de consumo humano e aguas
naturais destinadas a producdo de 4guas para consumo humano);

- Anélise de 190 parametros da qualidade da agua (correspondendo a 198 compostos. Alguns
parametros/compostos estdo acreditados para mais de um método de ensaio);

- 135 métodos analiticos para ensaios em aguas;

- Testes a materiais organicos em contacto com agua para consumo humano, correspondendo a 6
métodos/normas (sendo um dos 2 laboratérios a nivel nacional com esta acreditacéo) [62].

A Direcdo de Controlo da Qualidade da Agua da EPAL possui o Certificado de Acreditacio n°
L0242, ao qual estdo associados dois Anexos Técnicos, o L0242-1 relativo ao Laboratério Central,
localizado em Lisboa e 0 L0242-2 relativo ao Laboratorio de Vale da Pedra [62].
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1. Técnica de preparacdo da amostra - Extracdo em Fase Sélida

A monitoriza¢do de compostos presentes em amostras a niveis vestigiais, requer, geralmente, uma
etapa de isolamento e/ou enriquecimento de analitos, pois hormalmente as técnicas analiticas ndo sdo
suficientemente sensiveis na determinacédo direta de compostos em matrizes complexas [63].

A extracdo em fase solida (SPE) é uma técnica de separa¢do liquido-solido bastante utilizada para
extrair analitos semi-volateis e ndo volateis de amostras liquidas mas também pode ser utilizada para
amostras solidas pré-extraidas com solventes [64].

O SPE para amostras liquidas tornou-se uma técnica bastante utilizada em laboratério, em 1970, na
sequéncia da introducdo de cartuchos descartaveis contendo particulas porosas, permitindo assim o
processamento da amostra por sucgéo [65].

Durante a década de 90, um dos fendmenos mais importantes foi a introducdo de discos de extracdo
de membrana, desafiando assim a supremacia dos cartuchos no processamento de amostras off-line [65].
Estas membranas consistem numa matriz homogénea fibrosa de Politetrafluoretileno (PTFE) contendo
cerca de 80% (m/m) ou mais de particulas adsorventes em discos circulares de 0,5 mm de espessura,
com didmetros entre 4-96 mm [65].

Tém surgido também outras variacdes na extracdo em fase sélida, com o objetivo de melhorar o
desempenho, facilitando a automacdo e diminuindo o tempo de analise, permitindo assim uma reducédo
nos custos de analise. Uma dessas variagbes consiste em combinar o cartucho de SPE com o disco,
possibilitando o uso de sistemas de automag&o utilizados para os cartuchos convencionais [64]

A figura 5.1 representa a evolucéao das varias metodologias de SPE, registada ao longo dos anos.
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Figura 5.1: Evolugdo das metodologias de extragdo em SPE que contribuem para a “Quimica Verde” (adaptado de [63]).

A extracdo em fase sélida foi inicialmente concebida com o objetivo de ser um complemento a
extracao liquido-liquido (LLE) [66]. Atualmente, é reconhecida como uma alternativa & LLE [63].

Os principais objetivos do SPE sdo a concentracdo das amostras (Figura 5.2), através da
extracdo/purificacdo das mesmas, a simplificacdo da matriz (clean-up) (Figura 5.3), através da remogéo
de interferentes e o0 isolamento seletivo de analitos (Figura 5.4) [66].
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(b)

Figura 5.2: Cromatograma representativo da presenca de um analito na amostra original (a) e na amostra ap0s a realizagao de
SPE (b) (adaptado de [67]).
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Figura 5.3: Exemplo de um cromatograma resultante da analise de uma amostra em que ndo foi realizado SPE (a) e onde foi
realizado SPE (b) (adaptado de [67]).
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Figura 5.4: Exemplo de um cromatograma onde se verifica o isolamento seletivo de analitos, resultante da analise de uma
amostra em que ndo foi realizado SPE (a) e onde foi realizado SPE (b) (adaptado de [67]).

Se os interferentes ndo forem eliminados poderemos ter resultados falsos positivos pois estes
interferentes podem co-eluir com os compostos de interesse. A remocéo dos interferentes garante ainda
a longevidade das colunas analiticas ou dos capilares, evitando assim limpezas constantes no sistema de
injecdo do UPLC ou HPLC [64].

A otimizacdo de um método de preparagdo de amostra depende da natureza da amostra, da matriz,
das caracteristicas do analito e da técnica analitica a ser utilizada na sua determinacéo [64].
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O SPE proporciona um baixo consumo de solventes, baixos custos intrinsecos, redu¢do no tempo
de processamento e um processo automatizado. Além disso, 0 SPE ndo exige a separacdo de fases,
eliminando assim alguns erros verificados na LLE [63].

A extracdo em fase solida apresenta como desvantagens o tempo elevado de analise, os elevados
custos dos cartuchos e dos manifolds e a dificuldade em selecionar o cartucho adequado para a aplicacéo
desejada [64].

O SPE pode ser realizado nos modos off-line e on-line [64].

Em modo off-line, o processamento das amostras e a separagdo cromatografica sdo conduzidas
separadamente. Ap0s a etapa de pré-tratamento, a amostra é introduzida de modo convencional no
sistema cromatografico. O modo off-line é o mais utilizado em SPE [64].

No sistema on-line, 0 mesmo equipamento incorpora os dispositivos de extrac¢do, clean-up, elui¢do
da amostra e cromatografo, resultando numa operacdo sequencial e automatizada. Os sistemas on-line
sd0 extremamente vantajosos na rotina analitica [64].

1.1 Procedimento de Extragdo em Fase Solida

Geralmente, os procedimentos de extracdo em fase sélida consistem em quatro importantes etapas,
nomeadamente o condicionamento do cartucho, a aplicacdo da amostra, a lavagem da coluna e a eluicéo
do analito [64] (Figura 5.5).
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Figura 5.5: Procedimento realizado na extragdo em fase s6lida (adaptado de [68]).

Inicialmente, o cartucho é condicionado com um solvente para melhorar a reprodutibilidade de
retencdo do analito e para reduzir o transporte de impurezas na fase de eluicéo [65].

O solvente a ser utilizado no condicionamento depende da fase s6lida que se quer ativar e da amostra
a ser tratada, devendo optar-se por um solvente com caracteristicas idénticas ao solvente no qual a
amostra esta dissolvida [64].

Seguidamente ocorre a passagem de um determinado volume de amostra, com uma taxa de fluxo
controlada [65]. Para se obter o volume méaximo de extracdo é necessario determinar o volume de
breakthrough [64] .

Quando a amostra é introduzida na coluna os analitos séo retidos pelo cartucho, até que o volume
da amostra seja superior a capacidade de retencdo deste. Posteriormente, a amostra passara a nao ser
retida pela fase sdlida e, eventualmente, a concentracao de analitos a entrar e a sair da coluna é idéntica.
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O ponto em que uma certa quantidade de amostra é detetada a saida do dispositivo de SPE designa-se
por volume de breakthrough [65].

Depois de a amostra ter sido processada, é adicionado um solvente fraco para remover 0s
interferentes, sem eluir os analitos e, finalmente, os analitos de interesse sao eluidos a partir de um
pequeno volume de solvente forte para posterior determinacao [65]. O eluente deve eluir os analitos de
interesse mas ndo permitir a elui¢do dos interferentes que ndo tenham sido removidos na etapa anterior
[64].

Para melhorar a eluicdo dos analitos, em certos casos, podera realizar-se o passo de secagem do
cartucho, contribuindo assim para a obtencdo de melhores resultados.

Em alguns casos os analitos ndo apresentam nenhuma interacdo com a fase sélida e, contrariamente,
os interferentes apresentam uma interacdo muito forte com a fase sélida e ficam la retidos. Esta pode ser
utilizada apenas como um “filtro” para a amostra [68]. Nessas situacfes, ndo se realiza a etapa de
lavagem e apenas sdo eluidos os analitos (Figura 5.6).
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Figura 5.6: Procedimento realizado na extragdo em fase so6lida, para analitos com baixa interagdo com o cartucho (adaptado
de [68]).

1.2 Mecanismos de retencdo em SPE e respetivas fases solidas

Existem diferentes mecanismos de retencdo e métodos de separacdo na extragdo em fase sélida.

A cromatografia de fase normal é geralmente utilizada para separar compostos organicos neutros,
cuja natureza quimica varia de hidrofébica a moderadamente polar. Para realizar este tipo de
cromatografia é recomendado usar-se um gradiente de solventes ndo-polares e uma fase estacionaria
polar. A retencdo de um analito nestas condigdes ocorre, essencialmente, devido a interacdo entre 0s
grupos polares funcionais da substancia a analisar e os grupos polares da superficie do cartucho, através
de ligagGes de hidrogénio, interagdes m-n, interagdes dipolo-dipolo, entre outras [69].

A cromatografia de fase reversa envolve uma matriz polar ou moderadamente polar e uma fase
estaciondria ndo polar. O analito de interesse apesenta, normalmente, uma polaridade média ou apolar.

A retencdo de analitos organicos polares, nestas condigdes, ocorre devido as ligaces carbono-
hidrogénio do analito. Para eluir o composto adsorvido deve utilizar-se um solvente ndo-polar, de forma
a quebrar as ligagdes entre o analito e a fase s6lida [69].

A cromatografia de troca ionica é utilizada para compostos carregados positiva ou negativamente.
O mecanismo de retencdo baseia-se na interacdo electroestatica do grupo funcional do analito carregado
ao grupo carregado do adsorvente (silica). Para eluir o composto de interesse é utilizada uma solucéo
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com um pH que neutralize um dos grupos funcionais, ou seja, quando um desses grupos funcionais é
neutralizado, a forca electroestatica é interrompida e o composto é eluido [69].

O enchimento da coluna deve ser suficientemente reativo, de modo a facilitar a modificacio da sua
superficie através da reacdo quimica e, também, suficientemente estavel para possibilitar a utilizacéo de
uma ampla variedade de tipos de amostras e solventes [70]. Na selecdo da fase s6lida, o primeiro critério
a ser considerado refere-se a estrutura quimica do analito, as propriedades do adsorvente e a composi¢ao
da matriz da amostra [64].
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2. A cromatografia como técnica analitica

A andlise de cianotoxinas é feita, maioritariamente, por cromatografia liquida, nomeadamente
Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia (HPLC) e Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(UPLC). Neste trabalho foi realizada a técnica de HPLC-DAD e a técnica de UPLC-MS/MS.
Seguidamente irdo ser abordadas ambas as técnicas cromatograficas.

A cromatografia € uma técnica utilizada para a separacdo de componentes presentes em amostras
complexas e considerada um dos procedimentos mais importantes no isolamento e purificacdo de
substancias quimicas, bem como na analise quantitativa destas [71].

Esta técnica atua no mesmo principio da extracdo em fase sélida.

As separacgOes cromatograficas envolvem uma fase mével, que pode ser liquida ou gasosa, € uma
fase estacionaria que é geralmente um liquido viscoso quimicamente ligado ao interior da coluna
cromatogréfica [72].

Os métodos cromatograficos podem ser classificados de acordo com a natureza destas fases. Se a
fase movel for um liquido designa-se por cromatografia liquida (LC), se for um géas designa-se por
cromatografia gasosa (GC) e se for um fluido supercritico designa-se por cromatografia de fluido
supercritico (SFC).

Na compreensdo dos métodos cromatograficos existem alguns conceitos basicos fundamentais.

A resolucdo (R) define-se como o grau ou a magnitude da separagdo, em que a expressdo matematica
dada relaciona a diferenca entre os volumes de elui¢do de dois componentes da amostra (V1 e V2) com
a média da largura do sinal cromatogréafico de ambos (W1 e W>). A resolucéo é dada por [73]:

Va-Vy

m (Equa(;éo 51)
2

O tempo de retencgdo (t;) para cada composto é o tempo que decorre entre a inje¢do da mistura na
coluna e a chegada do composto ao detetor. O volume de retencdo (V) é o volume requerido pela fase
movel para eluir a particula do soluto da coluna.

O tempo morto (tm) é 0 tempo que uma molécula passa exclusivamente na fase mével, sem que fique
retida na coluna [72].

Sendo assim, o tempo de reteng¢do ajustado (t’;) corresponde ao tempo em que as moléculas sao
retidas pela fase estacionéria e é dado por:

t=t,— ty (Equacao 5.2)

A razdo de particdo ou o fator de capacidade (k) representa a afinidade de um componente para a
fase estacionaria do sistema cromatografico, ou seja, é proporcional ao tempo que o soluto permanece
na fase estacionaria relativamente ao tempo que leva a percorrer a fase mével [72]. E dado por:

k= =im (Equacio 5.3)

tm
O fator de capacidade pode ser expresso da seguinte forma:

try

k= (Equacéo 5.4)

tm

Outro fator a considerar € a seletividade do sistema cromatografico, que nos permite saber quando
é que um sinal elui relativamente a outro, estando diretamente relacionado com a capacidade que o
sistema tem em promover a separagdo [73]. Assim, a seletividade (o) e dada por:
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a= = (Equacdo 5.5)

O ndmero de pratos tedricos (N) de um determinado sistema varia consoante 0 comprimento da
coluna cromatogréfica, devendo existir uma relacdo de proporcionalidade. A expressdo que define esta
relagdo € a seguinte:

H= % (Equacdo 5.6)

Onde N se refere ao n° de pratos teoricos, L é o comprimento da coluna cromatografica e H refere-
se a altura equivalente de um prato tedrico [73].

2.1 Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida consiste num método analitico que tem como objetivo a separacdo de
diferentes espécies quimicas presentes numa amostra. A separagdo processa-se através de um
mecanismo de interacdo seletiva entre as moléculas do soluto (amostra) e a fase movel e estacionéria.

A fase estacionaria refere-se a coluna cromatogréafica e a fase mével flui continuamente através do
sistema, arrastando a amostra injetada, até ao detetor.

As substancias presentes na amostra apresentam diferentes graus de afinidade com a fase mével e
estacionaria e, consequentemente, as suas velocidades de migracdo serdo também diferentes, permitindo
assim a separacdo cromatogréafica. Conclui-se entdo que a substancia com maior afinidade com a coluna
é aquela que elui por Gltimo e a que elui primeiro serd a de menor afinidade com esta [73].

Na figura 5.7 esta representado um esquema simplificado dos varios componentes que constituem
um sistema de HPLC.

Sistema de
Coluna .
aquisicdo de dados
—0“
Injetor
Fase i 1
mével Amostra
Bomba Detetor

Residuos

Figura 5.7: Estrutura simplificada de um HPLC (adaptado de [74]).
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2.1.1 Instrumentacdo

O sistema de bombagem é o “coragdo” do cromatdégrafo de liquidos. As caracteristicas que o
definem como um bom sistema de bombagem s&o as seguintes:

v" O fluxo deve ser estavel de forma a minimizar o ruido no detetor;

v" A gama de fluxos deve ser ajustavel aos varios modos de operacdo de HPLC, mas sem ser
muito ampla para permitir uma boa reprodutibilidade;

v/ O volume da cabeca da bomba deve ser constante, de forma a facilitar analises quantitativas
e qualitativas;

v" A bomba deve suportar elevadas pressdes.

Os sistemas de injecdo podem ser de trés tipos, nomeadamente, injecdo direta por seringa, valvula
de injecdo e valvula de injecdo automatica (injetor automatico) [73].

Relativamente aos detetores, atualmente existe uma vasta gama destes, em que a escolha por
qualquer um deles dependera essencialmente das caracteristicas quimicas ou estruturais das espécies a
detetar.

Os detetores podem ser do tipo UV-VIS, de fluorescéncia, de condutividade, de rede de diodos
(DAD), de massas (MS), entre outros [73].

O detetor acoplado ao HPLC, utilizado neste trabalho, foi do tipo DAD (Diode-Array Detector),
gue ira ser abordado de seguida.

Para terminar, € necessario que exista um sistema de tratamento de dados, para a obtencao do registo
grafico do cromatograma obtido [73].

Diode-Array Detector (DAD)

Um detetor DAD possui multiplos agrupamentos de fotodiodos que permitem obter informagao
sobre uma ampla gama de comprimentos de onda, de uma s6 vez [75].

Neste tipo de detetor, a radiacdo policromatica passa através da amostra e é dispersa numa superficie
de difracdo, consoante 0s comprimentos de onda dos varios componentes da amostra, sendo depois
direcionada para a rede de diodos (figura 5.8).

Os detetores do tipo DAD tem a capacidade de registar o espetro completo do composto numa
pequena fracdo de segundos, em que cada diodo recebe um comprimento de onda diferente e todos estes
irdo ser medidos simultaneamente, permitindo a aquisi¢cdo mais rapida do espetro ou de uma razéo sinal -
ruido, ou de ambos [72].

O diode-array detector permite obter espetros em intervalos de 1 segundo, durante a separac¢éo por
HPLC. Se a medicdo for realizada a um comprimento de onda fixo, 0s componentes da amostra séo
identificados atraves dos seus tempos de retengdo [75].

Rede de
Fenda difragdo
Atica — ey

]

-

Feixe luminoso

Rede de diodos
Figura 5.8: Representacdo esquematica de um Diode-Array Detector (DAD) (adaptado de [76]).
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Este tipo de detetor apresenta vantagens tais como o facto de permitir obter o melhor comprimento
de onda para a analise, 0 que se torna importante quando ndo ha informacdo disponivel sobre
absortividades molares a diferentes comprimentos de onda.

Outra vantagem importante é o poder de identificacdo dos sinais, permitindo saber se o sinal
corresponde a um Unico componente da amostra ou a varios, 0 que se torna muito importante em
amostras complexas [77]. Permite também criar bibliotecas de espetros de UV-VIS que podem constituir
uma ferramenta adicional na identificacdo dos analitos.

2.2 Cromatografia Liguida de Ultra Eficiéncia (UPLC)

Durante os ultimos 30 anos, a cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) provou ser a
técnica predominante em laboratérios de todo o mundo. Um fator determinante para esta situacéo foi a
evolugdo dos materiais utilizados na preparacao das fases estacionarias. Desde 1970 até a atualidade,
verificou-se uma diminuicdo do tamanho das particulas utilizadas na preparacdo destas [78].

O tamanho das particulas diminuiu de 10 um até cerca de 3,5 um e, em 1990, alcancou eficiéncias
significativamente maiores que as anteriores, tornando também as anélises mais rapidas [78] [79].

Vérios anos depois surgiram as particulas esféricas porosas de 2,5 um e poucos anos mais tarde
surgiram as particulas de 1,7 um, que permitiram melhores resolucdes e altas eficiéncias [79].

O uso de colunas empacotadas com particulas menores que 2 um em sistemas cromatograficos com
pressdes convencionais (41368543 Pa) tem diminuido bastante o tempo de analise, porém, o maximo
desempenho cromatografico é limitado pela presséo.

Como tal, para contornar esse obstaculo, foram desenvolvidos sistemas capazes de trabalhar a
elevadas pressdes (103421359 Pa), designando-se assim por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
[79].

O principio subjacente a esta evolucdo tem como base a equacéo de Van Deemter, que € uma formula
empirica que descreve a relagéo entre a altura do prato tedrico (H, um), a velocidade linear da fase mével
(1, mm/s) e o tamanho da particula (dp):

cd?
H = Ad, + 222 4 —2b
n Dy

(Equacéo 5.7)
onde Dw se refere ao coeficiente de difusdo do analito e A, B e C séo constantes.

O termo A refere-se ao alargamento dos sinais devido aos diferentes caminhos seguidos pelas
moléculas do analito, o termo B esta relacionado com a difusdo longitudinal ou difusdo do soluto na
fase movel e o termo C descreve a transferéncia de massa do analito entre a fase movel e a fase
estacionaria [79].

O valor minimo da curva de Van Deemter (Figura 5.9) pode ajudar na determinacdo do fluxo 6timo
para se obter a eficiéncia maxima da coluna. As particulas menores tém tendéncia a reduzir a altura do
prato (H), obtendo-se assim colunas mais eficientes [79].
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Figura 5.9: Curva de Van Deemter para particulas de 10, 5,3 e <2 pm [79].

Devido a menor profundidade dos poros, as particulas pequenas permitem trocas de soluto mais
rapidas na fase movel e nos poros das particulas, existindo menos tempo entre a fase mével e a fase
estaciondria, 0 que permite obter sinais mais estreitos [79].

Utilizando particulas mais pequenas na fase estaciondaria, é necessario aumentar a pressao no
sistema. As colunas de HPLC podem atingir uma pressdo méaxima de 60000000 Pa enquanto nos
sistemas de UPLC podem atingir uma pressao de 120000000 Pa [80].

O aumento da pressdo permite atingir maior velocidade de analise e maior eficiéncia na separacao
dos compostos [80].

Visto que a altura do sinal é inversamente proporcional a sua largura pode concluir-se que a
diminuicdo do tamanho das particulas esta relacionada com o aumento da sensibilidade do equipamento
e, por isso, 0 UPLC é mais sensivel que o HPLC [81].

De acordo com a técnica de detecdo (MS), a sensibilidade € maior para 0 UPLC uma vez que a
reducdo da dispersdo cromatografica a baixas velocidades de fluxo, promove a eficiéncia da ionizacdo
e, consequentemente, o aumento de sensibilidade [81].

A transicdo entre a técnica de HPLC e UPLC exigiu também algumas alteracGes, nomeadamente,
desenvolvimento de novas bombas, injetores redesenhados, detetores com elevada taxa de aquisicao,
entre outras [82].

Para concluir, a técnica de UPLC fundamenta-se nos mesmos principios da técnica de HPLC, tendo
como principais diferengas nas colunas cromatograficas (que sdo de dimens@es reduzidas na técnica de
UPLC), o aumento da resolucédo e sensibilidade e a reducdo do tempo de analise [83].

2.2.1 Instrumentacdo

O sistema de UPLC possui um sistema binario de solventes, o sistema de injecdo da amostra, a
coluna cromatogréfica e respetiva fase estacionaria, bomba e detetor.

As bombas individuais, em série, sdo capazes de impulsionar a fase mével, de forma a proporcionar
elevadas pressfes. Nas saidas das bombas, existe um filtro e um misturador para proporcionar um
volume e uma mistura adequada da fase mével [79].

Para proteger a coluna cromatografica de possiveis oscilacBes resultantes das elevadas pressdes
aplicadas, o processo de injecdo da amostra deve ser feito num curto intervalo de tempo e com fluxo
continuo. Sendo assim, a injecdo da amostra é realizada de forma automatica e o amostrador € sujeito a
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um controlo de temperatura, que pode variar entre 4 °C a 40 °C [79]. O volume de injecdo da amostra
deve ser reduzido para evitar o alargamento do sinal cromatogréfico, portanto, os equipamentos de
UPLC possuem uma gama de volume de injecdo entre 0,1 pL a 50 pL [79].

E necessario também um ciclo rapido durante a injecdo da amostra, de forma a obter 0 maximo
rendimento da velocidade proporcionada por este técnica, uma vez que se pretende separar 0 maior
nimero de compostos por unidade de tempo [79].

Relativamente as colunas cromatograficas usadas em UPLC, estas apresentam um didmetro interno
entre 1 mm e 2,1 mm, para particulas com dimensdo menor ou igual a 2 um. Estas dimensdes tém como
objetivo minimizar o efeito de aquecimento dos solventes da fase mével, que sucede quando se utilizam
pressdes elevadas, pois este aquecimento poderia provocar um gradiente de temperatura ao longo do
ensaio, prejudicando a separacdo cromatografica [79]. Neste trabalho foram utilizadas quatro colunas
cromatogréficas diferentes. Na tabela 5.1 podem observar-se algumas das principais caracteristicas.

Tabela 5.1: Colunas cromatograficas utilizadas e respetivas caracteristicas.

_ Fase Tamanho da Dimensao
Fabricante Coluna estacionaria  particula (um)  da coluna
Cl8 2,1 x 50 mm
Acquity UPLC

Waters BEH C8 1,7 pm

2,1 X100
HILIC mm
Acquity UPLC T3 (silica) 1,8 um

HSS

As colunas cromatograficas que utilizam particulas C8 e C18 na sua fase estacionaria contém
cadeias alquilo ligadas a superficie da silica, de forma a proporcionar maior estabilidade. As fases
estacionarias com cadeias C8 sdo menos hidrofdbicas, oferecendo menos retengdo dos compostos [79].

As colunas cromatograficas “HILIC” (Hydrophilic Interaction Chromatography) sdo adequadas
para reter bases muito polares. Os compostos acidos, neutros, e/ou ndo polares terdo reten¢do limitada
[84].

As colunas cromatograficas Acquity UPLC HSS T3 incorporam particulas 100% silica e foram
concebidas para trabalhar a pressoes até 103421359 Pa. Esta coluna tem caracteristicas que Ihe permitem
reter e separar pequenos compostos organicos polares sollveis em agua [85].

Para manter a exatidao e reprodutibilidade no processo de aquisi¢do de dados, os detetores UV-VIS,
DAD ou espetrdmetros de massa, precisam de atuar com elevadas taxas de amostragem, para obter o
namero de pontos necessario para a construcao do sinal cromatografico [79].

Teoricamente, a detetabilidade de um sistema UPLC é aproximadamente 2 a 3 vezes superior a um
sistema de HPLC, dependendo do tipo de detetor usado [79].

2.3 A espetrometria de massa como sistema de detecéo

A cromatografia liquida é, provavelmente, 0 método mais utilizado na separagdo de cianotoxinas
pois permite a adaptabilidade a uma vasta gama de detetores, nomeadamente detetores de UV-VIS, de
fluorescéncia e de espectrometria de massa [23].
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A espectrometria de massa acoplada & cromatografia liquida possibilita a dete¢do de cianotoxinas a
niveis de concentracdo muito baixos. Esta técnica permite obter confianca nos resultados, sensibilidade,
seletividade e informacGes quantitativas e estruturais da analise [31].

A andlise por espectrometria de massa consiste na producdo de ides, com base em compostos
organicos ou inorganicos, através de um método de ionizacdo apropriado. Seguidamente, os ides sdo
separados através da sua razdo massa-carga (m/z), por um analisador de massas e sdo detetados
qualitativamente ou quantitativamente. A magnitude do sinal elétrico em fungdo da razdo m/z é
convertida por um processador de dados, o qual origina o espectro de massas correspondente [86].

Na figura 5.10 é possivel observar as principais etapas existentes num espectrometro de massa.

Introducéo Fonte de Analisador
da amostra ides de massas

Figura 5.10: Diagrama representativo de um espectrometro de massa.

2.3.1 Fonte de 10es

Na fonte de ides, as amostras a analisar sdo ionizadas antes da sua analise no espectrometro de
massa. S8o0 utilizadas diversas técnicas de ionizagdo em espectrometria de massa, em que as
consideracBes mais importantes para a escolha da técnica a utilizar séo a energia interna transferida
durante o processo de ionizacdo e as propriedades fisico-quimicas do analito que iré ser ionizado.

Algumas técnicas de ionizacdo sdo bastante enérgicas e provocam grande fragmentacdo. No entanto,
ha outras técnicas mais moderadas que apenas produzem ides de espécies moleculares [87].

A ionizagdo eletronica, a ionizagdo quimica e a ioniza¢do de campo sdo técnicas adequadas para
ionizacdo em fase gasosa e para compostos suficientemente volateis e termicamente estaveis. No
entanto, a grande maioria dos compostos sdo termicamente instiveis e pouco volateis e por isso as
moléculas destes compostos devem ser extraidas diretamente da fase condensada (liquida ou sélida)
para a fase gasosa [87].

As fontes de ionizacdo direta sdo de dois tipos: fontes de ionizacdo em fase liquida e fontes de
ionizacdo em fase sélida. Nas fontes de ionizacdo em fase liquida, o analito encontra-se em solucéo.
Esta solucéo ¢ introduzida, por nebulizacéo, na fonte onde sdo produzidos os iGes.

A ionizacdo por electrospray (ESI), a ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI) e a
fotoionizacdo a presséo atmosférica (APPI) sdo fontes de ionizagdo em fase liquida [87].

O surgimento da fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) acoplada a cromatografia liquida
proporcionou um método simples para a ionizacdo de substancias ndo-volateis, como as cianotoxinas,
na detecdo por espectrometria de massa [36].
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lonizacdo por electrospray (ESI)

Tendo em conta que as microcistinas sdo facilmente ionizadas por electrospray, em modo positivo,
esta € a técnica mais utilizada [88].

Esta fonte de ionizacdo é produzida através da aplicacdo de um campo elétrico forte, sob pressao
atmosférica, ao eluente que passa através de um tubo capilar com um fluxo reduzido (normalmente entre
1 pL/min a 10 pL/min).

O campo elétrico é obtido pela aplicacdo de uma diferenca de potencial entre 3 kV e 6 kV entre o
capilar e o contra-elétrodo [87].

Em modo positivo, os ides positivos movem-se na direcdo do contra-elétrodo e acumulam-se na
superficie do liquido, na ponta do capilar. Com um valor de campo elétrico critico, 0 menisco na ponta
do capilar deforma-se, designando-se “cone de Taylor”, produzindo gotas, continuamente, enriquecidas
em ides positivos.

Alterando a polaridade da fonte de alimentagéo, formar-se-&o gotas carregadas negativamente [89].
Apos a libertagdo das gotas, ocorre, devido a colisdes com um gas neutro, a evaporagdo do solvente.

A medida que o solvente evapora, a densidade de carga aumenta até ser atingido o limite de
Rayleigh, em que as forcas de repulsdo entre as cargas ultrapassam a tensdo superficial, ocorrendo a
libertacdo de gotas menores, provenientes da gota inicial [89].

Para a Gltima etapa deste processo, foram propostos dois mecanismos diferentes.

O mecanismo de evaporacao de ibes sugere que a desadsor¢do de ides ocorra numa fase intermédia
da gota, em que o campo elétrico na superficie da goticula é suficientemente elevado para que os ides
solvatados sejam emitidos a partir de goticulas carregadas [89].

O mecanismo de carga residual determina a formacéao de gotas cada vez menores até a formagao de
goticulas que contenham apenas um ido e a evaporacdo do solvente fard com que estas gotas se
convertam em ides na fase gasosa [89].

Na figura 5.11 esta representado o esquema que ilustra o processo de ionizagdo por electrospray
(ESI).

Redugéo

Oxidacdo

Capilar
Analisador

Solugio —» — de massas

Eletrdes

Figura 5.11: Processo de ionizagdo por electrospray (adaptado de [90]).
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2.3.2 Analisadores de Massa

Apos a producao de ibes, por electrospray, estes sao separados de acordo com a sua razdo massa-
carga (m/z).

Tendo em conta a grande variedade de fontes de ibes, foram desenvolvidos vérios tipos de
analisadores de massa, nomeadamente, analisadores de setor elétrico e magnético, quadrupolos, ion trap,
time-of-flight, entre outros.

A separacdo de ides de acordo com a sua razdo massa-carga pode ser baseada em principios
diferentes. Todos os analisadores de massa utilizam campos elétricos e magnéticos, estaticos ou
dindmicos, que podem ser isolados ou combinados [87].

Neste trabalho foi utilizado um analisador do tipo quadrupolo (triplo quadrupolo).

O quadrupolo é constituido por quatro cilindros metalicos paralelos (Figura 5.12), aos quais sao
aplicados uma tensdo constante e uma voltagem de radio-frequéncia oscilante [72].

O campo elétrico faz com que os ides sejam desviados em trajetdrias complexas, a medida que
migram desde a cdmara de ionizagao até ao detetor. Apenas os ifes com uma propor¢do m/z especifica
conseguem atingir o detetor. Os outros ides colidem com os cilindros metalicos e sdo perdidos antes de
chegar ao detetor.

O quadrupolo pode adquirir entre 2 a 8 espetros por segundo e desdobrar sinais separados por razdes
massa-carga de 0,3 [72].

I18es com trajetdria Detetor
estavel

I18es com trajetoria
instavel

Figura 5.12: Estrutura simplificada de um quadrupolo (adaptado de [91].

O quadrupolo pode funcionar em dois modos distintos, nomeadamente, no modo full scan ou no
modo SIM (Single lon Monitoring).

O modo full scan permite que sejam detetados todos os ides, de uma determinada gama de massas,
presentes na fonte de ides. Este modo fornece uma visdo completa de todos os compostos ionizados,
acima do limite de detecdo, com um tempo de varrimento de aproximadamente 1 segundo. Este modo
de analise é (til para caracterizacdo de uma amostra, para determinacdo estrutural e analise de
impurezas. E também o ponto de partida para o desenvolvimento de métodos de aquisicio de dados SIM
[92].

Para obter melhor sensibilidade, o quadrupolo funciona no modo SIM. Neste modo, o0 quadrupolo
analisa apenas os sinais dos ides para valores de m/z especificos, ao invés de percorrer todos os valores
m/z de um determinado intervalo de massa. O tempo de varrimento é dividido por um ndmero menor
de ibes, dai 0 aumento de sensibilidade [92].

Enquanto o modo full scan é mais utilizado em anélises qualitativas ou na quantificacdo de analitos
desconhecidos, 0 modo SIM ¢ utilizado na quantificacdo e monitorizacdo de compostos alvo [92].

34



Capitulo V — Metodologia analitica

Espectrometria de massa tandem (MS/MS)

A espetrometria de massa tandem (MS/MS) envolve, pelo menos, duas fases de analise de massas
(figura 5.13), quer em conjunto com um processo de dissociagdo ou com uma reagao quimica que

provoca uma alteragdo na massa ou na carga do ido.
Na espectrometria de massa mais comum, um primeiro analisador é utilizado para isolar um ido

percursor, o qual sofre uma fragmentag&o para produzir ides produto e fragmentos neutros. O segundo
espectrometro de massa analisa os i6es produto [87].

Espetro MS1

Amostra Esbetro MS2

Fragmentacdo

MS1 MS2

Figura 5.13: Esquema simplificado de um espectrémetro de massa tandem (adaptado de [93]).

O espetrdmetro de massa tandem pode funcionar em quatro modos distintos, nomeadamente no
modo Product ion scan, no modo Precursor ion scan, no modo Neutral loss scan e no modo Multiple

reaction monitoring.
O modo Product lon Scan consiste na sele¢do de um ido percursor com uma determinada razdo m/z
e na analise de todos os ides produto resultantes da colisdo desse ido com o gas (Figura 5.14).

Fonte de Gas de
. MS1 - MS2
ides colisdo
'®__@! I S e o | ’
= ') el o o®
| (=) [ - ’ - \': @ OO I o®
@& < | | ® lo@
= Selegio — ¢ > & Varrimento =
do ido
percursor

Figura 5.14: Esquema representativo do modo de aquisi¢cdo Product lon Scan (adaptado de [94]).
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O modo Percursor lon Scan consiste na selecdo de um ido produto e na determinacdo de ides
percursores, em que é necessaria a focalizacdo do segundo espetrometro num determinado ido,

previamente selecionado em modo Full Scan. Assim, todos os iGes percursores que produzem iGes com
uma determinada razdo m/z séo detetados (Figura 5.15).

Fonte de Gas de
iBes MS1 colisdo MS2

'o_e' e - | ’

| e | Io.. e > e e |l og®®

= I= ~ = I

= selegio — > = Varrimento = m/z
do ido
percursor

Figura 5.15: Esquema representativo do modo de aquisi¢do Percursor lon Scan (adaptado de [94]).

O modo Neutral Loss Scan consiste na sele¢cdo de um fragmento neutro e na detecdo de todos os
fragmentos obtidos a partir do primeiro. Este tipo de varrimento requer que ambos 0s quadrupolos sejam

varridos ao mesmo tempo, no modo Full Scan, mas com uma diferenca de massa constante entre os dois
(Figura 5.16).

Fonte de Gas de
i0es MS1 colisdo MS2
) 1 > T ’
= e ® e—-®° | e
@< 1= ® ®o-®°> 1 © .
E———— < Varrimento = ¢ > < Varrimento = Time

Diferenca de massa constante entre os quadrupolos

Figura 5.16: Esquema representativo do modo de aquisi¢do Neutral Loss Scan (adaptado de [94]).

O modo Multiple Reaction Monitoring consiste na sele¢do de reagdes de fragmentagdo especificas,
em que os dois quadrupolos estdo focados em massas selecionadas, ndo existindo varrimento em
nenhum dos quadrupolos. Os ides selecionados no primeiro analisador sé sdo detetados se produzirem
fragmentos especificos. A auséncia de varrimento permite focar os ides percursores e produtos, por
maior periodo de tempo, aumentando assim a sensibilidade e seletividade (Figura 5.17) [87].

Célula de
Q1 colisdo Q3

@ 9% |
oq.\). @ e 0

adog % P MUl s (1] A
9590 - md

time

I8es percursores  Selecdo do ido Fragmentag&o Selecao da Sinal obtido Quantificagio
percursor transigéo

Figura 5.17: Esquema representativo do modo de aquisi¢cdo Multiple Reaction Monitoring (adaptado de [95]).
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O desenvolvimento do método analitico abordado neste trabalho utilizou como técnica a
espectrometria de massa tandem, utilizando como fonte de ionizagdo a técnica de electrospray. Utilizou-
se 0 modo Full Scan para selecionar o ido percursor, seguidamente utilizou-se o0 modo Product lon Scan
para selecionar os ifes produto e por fim o0 modo MRM (Multiple Reaction Monitoring), em que se
otimizou a voltagem de cone e a energia de colisdo. A voltagem de cone foi otimizada para obter melhor
resposta do ido percursor enquanto que a energia de colisdo foi otimizada para obter iGes produto
sensiveis e estaveis.
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3. Validacdo do método analitico

Os métodos desenvolvidos em laboratério necessitam de ser validados para demonstrar a existéncia
de bases cientificas de suporte [96].

A Norma NP EN ISO/IEC 17025:2005 define a validacdo de métodos analiticos como “a
confirmacdo através de exame e apresentacdo de evidéncia objetiva, de que os requisitos especificos
relativos a uma utilizag¢ao pretendida sdo satisfeitos”.

Esta norma refere os requisitos de gestdo e os requisitos técnicos dos métodos de ensaio e respetiva
validacdo, que um laboratério deve implementar com vista a acreditacdo [97].

Os parametros de validacdo de métodos analiticos envolvem a seletividade/especificidade, a gama
de trabalho/linearidade, o limite de detecéo e o limite de quantificacdo, a precisao e a sensibilidade [96].

3.1 Seletividade/Especificidade

A seletividade/especificidade refere-se a capacidade de detetar o analito na presenga de outros
compostos, tais como produtos de degradacdo, interferentes, impurezas, entre outros [80].

Um método de elevada seletividade diz-se especifico.

Para avaliacdo da sua aplicabilidade, 0 método devera ser estudado através de ensaios de
recuperacdo usando varias amostras, desde solucGes padrdo puras a misturas com matrizes mais
complexas, em que deverd ser determinada a influéncia das interferéncias eventualmente presentes,
tendo como base as taxas de recuperacdo obtidas [96].

3.2 Linearidade/Gama de trabalho

A linearidade refere-se a capacidade que o método tem em gerar resultados linearmente
proporcionais a concentragdo do analito [98].

Num método quantitativo é necessario determinar a gama de concentracdes onde 0 método de ensaio
é aplicavel. E conveniente que a gama de trabalho escolhida seja uma zona de linearidade do sistema
cromatogréfico [96].

3.2.1 Curva de calibracéo

Como referéncia para as calibragdes analiticas, em particular para efetuar regressdes lineares pelo
método dos minimos quadrados, deve ser utilizada a norma I1SO 8466/1.

A curva de calibracdo é criada com solucGes padrdo numa gama total que abrange as concentracdes
das amostras, de forma a que os resultados sejam obtidos por interpolacao.

Para a obtengdo da curva de calibracdo devem ser usados pelo menos seis solucBes padrdo com
concentracOes diferentes, preparados por diluicdo de uma solucdo padréo individual ou conjunta. Para a
verificagdo da linearidade do método cromatografico é aconselhavel o uso de 10 solucGes padréo.

A representacdo dos dados obtidos pela curva de calibragdo € feita de forma grafica, em que o eixo
das ordenadas corresponde & area de sinal e 0 eixo das abcissas corresponde & concentragao das solucdes
padrdo.

Apos representacao gréfica, € avaliado o ajuste dos pontos a reta para identificar se existe uma ou
mais zonas de linearidade. Posteriormente, determina-se a funcdo de calibracdo linear (y =mx +b)e o
coeficiente de determinacéo (r?), que deve apresentar um valor igual ou superior a 0,990 [96].
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3.2.2 Gama de trabalho

A gama de trabalho de um procedimento de analise cromatografica é o intervalo entre a
concentracdo mais alta e a mais baixa dos compostos onde o método de ensaio € aplicavel e para a qual
foi demonstrado que o procedimento analitico tem uma preciséo, rigor e linearidade aceitaveis.

A concentragdo mais baixa da gama de trabalho € limitada pelo valor do limite de quantificacdo do
método cromatografico. Na maioria dos casos a concentragdo mais baixa é superior ao limite de
guantificacdo do método e designa-se por limite de quantificacdo instrumental ou do método
cromatogréafico [96].

3.2.3 Linearidade

A linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatistico, de acordo com a norma ISO
8466/1, pelo teste de Mandel (Anexo 5), através da analise de residuos (Anexo 2), pelo teste de RIKILT
(Anexo 4) ou pelo teste de areas normalizadas.

3.2.4 Limite de Detecédo (LD)

O limite de detecdo de um método é definido como a concentragdo minima, a partir da qual é
possivel detetar a presenca de um analito, com uma certeza estatistica razoavel.

Este limiar corresponde a mais pequena quantidade de substancia a analisar que pode ser detetada
numa amostra, mas ndo necessariamente quantificada com valor exato.

Em termos quantitativos, o conceito de limite de detecéo corresponde a concentragdo minima que é
possivel distinguir do branco, isto é, de uma amostra que contém a mesma matriz, mas nao contém o
analito.

O limite de dete¢do pode ser calculado por trés formas distintas, nomeadamente através da avaliacéo
do nivel de ruido em sistemas cromatograficos (razdo sinal-ruido), através de um ensaio de
repetibilidade com o primeiro padrdo da gama de linearidade, e com base no desvio padrdo residual da
curva de calibragdo.

O nivel de ruido é determinado através da comparacao entre a medicdo dos sinais de amostra com
uma concentracéo baixa e conhecida e um branco da amostra.

Se o limite de detecdo for determinado através de um ensaio de repetibilidade, o valor é dado por:

LD =3 X Sxo (Equacéo 5.8)
¢

Onde Sxo € 0 desvio padrdo correspondente a vérias leituras da solugdo com concentragcdo mais
baixa da gama de linearidade.

Se 0 método analitico envolver a utilizacdo de uma calibracéo linear, o limite de detecdo pode ser
calculado através do desvio padrao residual da curva de calibracéo:

_ |3%Sy/x|
b

LD (Equacdo 5.9)
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Onde:

Sy/x € 0 desvio padrdo residual da curva de calibragdo
b é o declive da curva de calibracéo [96].

3.2.5 Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo corresponde a mais pequena concentracdo medida a partir da qual é
possivel a quantificacdo do analito, com uma determinada exatiddo e precisdo, ou seja, o limite de
quantificacdo corresponde ao inicio da gama de trabalho em que o coeficiente de variagdo do sinal se
reduziu a valores razoaveis (normalmente 10 %) para se poder efetuar uma analise quantitativa.

O limite de quantificacdo pode ser calculado pelos mesmos métodos referidos para o limite de
detecdo, mas com algumas alteracdes.

O valor obtido pelo célculo do limite de quantificacdo através da avaliacdo sinal-ruido devera ser
multiplicado por 10 e convertido em concentragdo.

O limite de quantificacdo calculado através de ensaios de repetibilidade é dado por:

LQ =10 X Sy (Equacdo 5.10)

Se 0 método analitico envolver a utilizagdo de uma calibragdo linear, o limite de quantificacdo pode
ser calculado através do desvio padrdo residual da curva de calibracéo [96]:

LQ = M (Equagéo 5.11)

3.3 Precisdo

A precisdo € um termo geral que pretende avaliar, para 0 mesmo método de ensaio, a disperséo de
resultados entre ensaios independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrbes, em condicOes definidas.

Esta dispersdo pode ser avaliada de trés formas, nomeadamente, ensaios de repetibilidade,
reprodutibilidade ou precisdo intermédia. A validacdo de um método de ensaio em laboratério envolve
estudos de repetibilidade e de precisao intermédia.

Os fatores que podem contribuir para a variabilidade dos resultados hum método analitico sdo o
operador, 0 equipamento utilizado, a calibracdo do equipamento, o ambiente (temperatura, humidade,
poluicéo do ar, entre outros), reagentes e tempo entre medicdes [96].

A precisdo de medigdo é geralmente expressa numericamente por caracteristicas como a disperséo,
0 desvio-padréo, a variancia ou o coeficiente de variagéo, sob condi¢bes de medicdo especificas [99].

3.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisdo de um método de ensaio efetuado em condicBes idénticas, pelo
mesmo analista, utilizando 0 mesmo equipamento, 0 mesmo tipo de reagentes, sobre a mesma amostra,
num curto intervalo de tempo.

A precisdo em condicdes de repetibilidade €, normalmente, expressa em termos de desvio padrao
ou desvio padréo relativo. O desvio padrdo de repetibilidade (S;) para cada nivel de concentracéo (j) é

dado por:
2
Sy = /Z(’;l% (Equacéo 5.12)
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Onde:
X : média aritmética do nimero de medicdes
xi: valor individual de uma medicéo

n: nimero de medi¢des

O coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV,) para cada nivel de concentracdo, expresso sob a
forma de percentagem do valor médio obtido, é dado por:

CV (%) = % x 100 (Equacéo 5.13)

Onde,
Syj representa o desvio padrdo obtido nos ensaios de repetibilidade

X representa a média aritmética do nimero de medicdes [96] [100].

3.3.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade expressa a precis@o de um método em determinadas condic@es, utilizando o
mesmo método de ensaio, sobre uma mesma amostra ou amostras idénticas mas variando as condi¢des
de medicdo, ou seja, em diferentes laboratérios, com diferentes analistas, utilizando equipamentos
diferentes [100].

3.3.3 Precisdo intermédia

A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada, sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou
padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratorio, mas definindo exatamente quais as
condicBes a variar (uma ou mais), ou seja: diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes
épocas.

Esta medida de precisdo € reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados
num laboratorio e, como tal, a mais recomendada [96].

3.4 Sensibilidade

A sensibilidade mede a capacidade de um método para distinguir pequenas diferencas de
concentracao do analito em estudo ou para detetar pequenas concentra¢es do analito na amostra.

Este parametro é dado pelo quociente entre a variagdo do sinal analitico (Ay) e a variagdo da
concentracdo (AC) correspondente e pode exprimir-se da seguinte forma [96]:

A ~
S = ﬁ (Equacéo 5.14)
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3.5 Exatidao

A exatiddo consiste num método de validacdo por avaliacdo direta e este parametro indica o grau de
concordancia entre o resultado do ensaio e o valor de referéncia aceite convencionalmente como
verdadeiro.

Existem varios processos que podem ser usados para avaliar a exatiddo de um método de ensaio,
nomeadamente materiais de referéncia certificados, ensaios interlaboratoriais e testes comparativos [96].

3.6 Ensaios de recuperacao

Os ensaios de recuperagdo representam um parametro de validagéo analitica importante na avaliacéo
da exatiddo e precisdo, ja que permitem estudar o efeito da matriz (presenca de interferentes) e podem
ser utilizados caso ndo se encontre disponivel um material de referéncia certificado [100].

Os ensaios de recuperacdo permitem comparar a quantidade de analito que é recuperada apés
aplicacdo do método analitico a matriz que o contém, com a quantidade que estava efetivamente presente
na amostra [101].

A percentagem de recuperacdo obtida para os diferentes niveis de concentragdo é dada por:

~ Canali _ ; ; «
% ,recuperagao —_ analito na amostra C(znallto nativo na amostra X 100 (Equa(;aO 515)
t
Onde,
Canalito na amostra - Concentracdo do composto na amostra fortificada, determinada

experimentalmente (ug/L)
Canalito nativo na amostra - CONCENtracdo do composto existente na amostra (Ug/L)

C, - Concentragdo esperada do composto na amostra fortificada (ug/L)
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Capitulo VI — Parte experimental

1. Equipamento

- Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia, modelo Agilent/HP 1100 series, equipado com:
- Software ChemStation B.04.03

- Coluna cromtografica WATERS Atlantis dC18 (2,1 x 150 mm, 5 pm)
- Desgaseificador

- Bomba quaternéria

- Injetor automatico

- Compartimento termostatizado para coluna

- Detetor de Diodos (DAD)

- Cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia, modelo Waters UPLC Acquity System, equipado com:
- Software Masslynx versdo 4.1 SCN714, Micromass Ltd
- Coluna cromatogréafica Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 50 mm; 1,7 um), Waters
- Coluna cromatografica Acquity UPLC BEH HILIC (2,1 x 100 mm; 1,7 um), Waters
- Coluna cromatografica Acquity UPLC BEH C8 (2,1 x 100 mm; 1,7 um), Waters
- Coluna cromatografica Acquity UPLC HSS T3 (2,1 x 100 mm; 1,8 um), Waters
- Desgaseificador
- Bomba binaria
- Injetor automatico
- Compartimento termostatizado para coluna
- Espetrémetro de massa (MS/MS), Mass Spectrometer Acquity TQ, Waters, equipado com:
- Sonda de ionizacao por electrospray (ESI)
- Analisador de triplo quadrupolo
- Fotomultiplicador
- Balanca analitica, modelo XS204, Metler Toledo
- Vortex, modelo IKA MS3 digital
- Sistema de obtencdo de &gua ultrapura, modelo Milli-Q, Millipore
- Banho ultra-sons P Selecta
- Sistema de extracdo em fase solida — SPE Dionex Autotrace 280, versdo 1.00.00

- Sistema de evaporacao sob fluxo de azoto, Turbovap I, Zymark.
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2. Material

Nesta secgdo descreve-se apenas 0 material especifico utilizado na aplicacéo das respetivas técnicas
e ndo o material de uso corrente de laboratério.

- Membranas de filtro de Nylon, 0,2 um, 47 mm, Life Sciences
- Membranas de filtro de Nylon, 0,45 um, 47 mm, Waters
- Vials de vidro, &mbar, 12 x 32 mm, Teknokroma
- Vials de vidro, ambar, 9 mm, Supelco
- Microseringas de vidro de 10 uL, 25 uL, 50 uL, 100 uL, 250 uL, 500 uL, Agilent Technologies
- Seringas automaticas de 50 uL e 500 uL, SGE Analytical Science
- Cartuchos para SPE:
- Bond Elut-ENV, 6 mL, 200 mg, Agilent Technologies
- ENVI-Carb, 6 mL, 250 mg, Supelco
- C18 Isolute, 6 mL, 1 g, Biotage
- Oasis HLB, 6 mL, 500 mg, Waters

3. Reagentes

3.1 Reagentes Gerais

- Acetato de amonio, (CH;COONH4), 98%, Merck

- Acetonitrilo, (CH3CN), 99,9%, Carlo Erba Reagents

- Acido férmico, (HCOOH), 99%, Carlo Erba Reagents
- Acido sulfdrico, (H.SO4), 97%, Merck

- Acido trifluoroacético, (C2HF302), 99,8%, Merck

- Agua ultrapura (Millipore)

- Metanol, (CH3OH), 99,9%, Carlo Erba Reagents

- Tiossulfato de sodio, (Na2S,03), 99,5%, Merck

3.2 Padroes primarios

- Anatoxina-a, (C10H1sNO), 98%, n"Tox

- Cilindrospermopsina, (C1sH21Ns0+S), 95%, Sigma-Aldrich
- Homoanatoxina-a, (C1:H1sNO), n"Tox

- Microcistina LA, (CssHes7N7012), 95%, n"Tox

- Microcistina LF, (Cs2H7:N7O12), 95%, n"Tox

- Microcistina LR, (C49H74N10012), 95%, n"Tox
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- Microcistina LY, (Cs2H71N7O13), 95%, n" Tox
- Microcistina RR, (C49H75N13012), 95%, n"Tox
- Microcistina YR, (C52H72N10013), 95%, n"Tox

- Nodularina, (C41HeoNgO10), 95%, n"Tox
4. Preparacéao de solugoes

4.1 Solugdes Gerais

Mistura de agua:metanol (9:1). Adicionar 100 mL de metanol a 900 mL de agua.

4.2 Fase Movel

A tabela 6.1 apresenta as cinco fases moveis utilizadas na otimizacdo das condicGes
cromatogréficas.

Tabela 6.1: Fases mdveis testadas para otimizacao das condi¢Bes cromatograficas.

Fase mével Solvente A Solvente B
_ . _—
| Agua + 0,1% de acido Metanol
formico
1 Agua + 0,1% de acido Acetonitrilo + 0,1% de acido
férmico férmico
1 Agua + 0,1% de TFA Acetonitrilo + 0,1% de TFA
- Fase movel I:

Adicionar 999 mL de &gua ultrapura filtrada e 1 mL de acido férmico, num baldo de 1000 mL
(solvente A). Para preparar o solvente B, adicionar 1000 mL de metanol filtrado num bal&o volumétrico.

- Fase movel I1:

Para um baldo volumétrico de 1000 mL, adicionar 1 mL de &cido férmico e perfazer com agua
ultrapura filtrada (solvente A). Para preparar o solvente B, adicionar 1 mL de acido férmico e perfazer
com acetonitrilo, num bal&o de 1000 mL.

- Fase movel 111:

Para um baldo volumétrico de 1000 mL, adicionar 1 mL de TFA e perfazer com &gua ultrapura
filtrada (solvente A). Para preparar o solvente B, adicionar 1 mL de TFA e perfazer com acetonitrilo,
num baldo de 1000 mL.

A fase movel selecionada para a analise de cianotoxina em aguas por UPLC-MS/MS foi a fase
movel Il e a fase movel utilizada na anélise por HPLC-DAD foi a fase movel 111, presente na tabela 6.1.
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4.3 Solucbes Padrao utilizadas na anélise por HPLC
4.3.1 Solucgbes padrao individuais para injecdo cromatografica

Para cada composto, pipetar 10 pL de cada padrao comercial individual (10 pg/mL) para um vial e
200 pL de solvente A:B (7:3), utilizado na fase movel IlI.

4.4 Solucbes Padrao utilizadas na analise por UPLC
4.4.1 Solugbes padrdo individuais para infusdo no espectrometro de massa

Para cada composto, pipetar 200 uL do padrdo comercial (10 pg/mL) para um vial e adicionar 800
KL da solucéo, descrita no ponto 4.1 (solucdes gerais).

4.4.2 Solugbes padrao individuais para injecdo cromatografica

Para cada composto, pipetar 20 pL de cada padrdo comercial individual (10 pg/mL) para um vial e
250 uL de solvente A:B (9:1), utilizado na fase movel 1.

4.4.3 Solugdo padréo conjunta para injecdo cromatogréafica
Adicionar, num vial, 30 pL de cada solu¢do padrdo individual (descrita em 4.4.2)

4.4.4 Solucdo padrédo conjunta para o estudo da linearidade

Adicionar 40 pL de cada padrdo comercial (10 pg/ mL) para um volume final de 1 mL, perfazendo
esse volume com o solvente agua:metanol (9:1).

4.4.5 SolugGes padréo para o estudo da linearidade

A partir da solucdo padréo conjunta (4.4.4), preparar treze solugdes padrdo com concentracdes entre
0,8 pg/L e 114,28 ug/L, como descrito na tabela 6.2, utilizando como solvente dgua:metanol (9:1).

46



Capitulo VI — Parte experimental

Tabela 6.2: Preparacéo de solugdes padrdo de calibragéo.

Solugdo Padréo Volurr_le de solucgéo Volum(Ne final de Cor?centra(;éo
conjunta (pL) padréo (uL) aproximada (ug/L)

P1 10 5010 0,80

P2 10 2010 2,00

P3 10 1010 3,96

P4 20 1020 7,84

P5 40 1040 15,38
P6 60 1060 22,64
P7 80 1080 29,60
P8 60 560 42,85
P9 80 580 55,17
P10 100 600 66,66
P11 120 570 84,20
P12 125 500 100,00
P13 150 525 114,28

4.5 Solugdes Padréo para o estudo das recuperacgdes por injecao direta
45.1 Solugdo padréao conjunta para o estudo das recuperacoes

Adicionar 20 pL de cada padrao comercial (10 pug/ mL) para um volume final de 500 uL, perfazendo
esse volume com o solvente 4gua:metanol (9:1).

4.5.2 Solugbes padrao de calibragdo para o estudo das recuperacoes

A partir da solucdo padréo conjunta (4.5.1), preparar onze soluc6es padrdo com concentracfes entre
0,4 ug/L e 8 ug/L, como descrito na tabela 6.3, utilizando como solvente 4gua:metanol (9:1).
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Tabela 6.3: Preparacdo de soluc6es padrdo de calibracdo, para o estudo das recuperagdes por injecao direta.

Solugdo Padréo Volurr_le de solucgéo Volum(Ne final de Cor?centra(;éo
conjunta (pL) padréo (uL) aproximada (ug/L)
P1 20 20020 0,40
P2 30 20030 0,60
P3 20 10020 0,80
P4 30 10030 1,20
P5 40 10040 1,60
P6 25 5025 2,00
pP7 38 5038 3,04
P8 50 5050 4,00
P9 62 5062 4,96
P10 30 2030 6,00
P11 40 2040 8,00

4.6 Solugdes Padréao para o estudo das recuperacges através da técnica de
SPE

4.6.1 Solucdo padréao conjunta para o estudo das recuperacoes

Adicionar 40 pL de cada padrdo comercial (10 pg/ mL) para um volume final de 1 mL, perfazendo
esse volume com o solvente 4gua:metanol (9:1).

4.6.2 Solucbes padrao de calibragdo para o estudo das recuperacoes

A partir da solugdo padrdo conjunta (4.6.1), preparar nove solucGes padrdo com concentracfes entre
15,38 ug/L e 114,28 ug/L, como descrito na tabela 6.4, utilizando como solvente dgua:metanol (9:1).
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Tabela 6.4: Preparacéao de solucdes padrao de calibragéao.

Solugdo Padréo Volurr_le de solucgéo Volum(Ne final de Cor?centragéo
conjunta (pL) padréo (uL) aproximada (ug/L)
P1 40 1040 15,38
P2 60 1060 22,64
P3 80 1080 29,60
P4 60 560 42,85
P5 80 580 55,17
P6 100 600 66,66
P7 120 570 84,20
P8 125 500 100,00
P9 150 525 114,28

4.6.3 Solugbes padrao de calibragdo para o estudo das recuperacdes em matriz
ajustada

A partir da solucdo padrdo conjunta (4.6.1), preparar seis solu¢es padrdo com concentrac@es entre
30,8 pg/L e 229,0 pg/L (tabela 6.5).

A partir de cada um dos padrdes j& preparados (30,8-229,0 pg/L), retirar 100 puL de cada um e
adicionar 100 pL de branco de matriz, de forma a tentar eliminar os efeitos associados a fendmenos de
matriz (supressao ou enriquecimento ionico).

O branco de matriz efetua-se em simultaneo com as amostras, integrando todo o processo analitico.

Tabela 6.5: Preparacéo de solucdes padréo de calibragéo, para o estudo das recuperagdes.

Solucéo Volume de Volume final de  Concentragdo  Volume a retirar Concentracao
Padrao solucéo conjunta padréo (ul) aproximada do padréo final (pg/L)
(uL) (ng/L) anterior (uL)

P1 40 1040 ——» 30,8 100 — 154
P2 60 1060 —» 45,3 100 —> 226
P3 60 560 ——» 85,7 100 —> 423
P4 100 600 ——» 133,3 100 — 66,7
P5 120 495 —> 193,5 100 — 100,0
P6 150 525 —» 229,0 100 —> 1143
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5. Analise de cianotoxinas por HPLC-DAD

Para a analise de cianotoxinas por HPLC-DAD, realizaram analises de solugdes individuais e de
mistura destes mesmos compostos, como descrito em 4.3.

Para tal, seguiu-se o procedimento ja implementado no laboratério EPAL [102], em que é utilizada
uma coluna cromatografica Waters Atlantis dC18, 2,1 x 150 mm, 5 um, com uma temperatura de forno
de 35°C.

Séo injetados 20 pL de amostra em cada inje¢do cromatografica.

Foi utilizada a fase mével 111, descrita no ponto 4.2. As condicbes cromatogréaficas estdo descritas
na tabela 6.6.

Tabela 6.6: Condi¢des cromatogréficas utilizadas na técnica de HPLC-DAD.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0,00 70 30
10,00 50 50
12,00 0,800 0 100
20,00 0 100
21,00 70 30
28,00 70 30

6. Otimizagdo do método analitico UPLC-MS/MS

As condigOes de operacdo sdo otimizadas em duas etapas principais, nomeadamente MS/MS e
UPLC-ESI-MS/MS.

A primeira fase tem por objetivo a obtengdo do ido precursor, resultante da ionizagdo do analito, e
a obtencdo dos iGes produto. Nesta fase vao ser otimizados 0s seguintes parametros:

— Modo de ionizagéo
— Voltagem de cone
— Energia de coliséo

Numa segunda fase é avaliado o comportamento dos compostos no sistema completo UPLC-ESI-
MS/MS e definidos os parametros cromatograficos.

6.1 Condic¢oes do triplo quadrupolo

O ido precursor, é obtido através da ionizacdo do composto, por electrospray, sendo utilizado o
azoto como gas de nebulizagdo, dessolvatacdo e de cone e por aplicagdo de voltagem na fonte de
ionizacdo (tensdo do capilar) e no cone de extracdo (voltagem de cone). A voltagem do capilar foi
mantida constante a 3,5 kV.

Para otimizar as condi¢Ges operacionais de obtencdo do ido precursor, sdo analisados isoladamente
cada um dos compostos em estudo, injetando as solugdes padréo individuais para infusdo, com uma
concentracdo na ordem dos 2 pg/mL.
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A otimizacéo baseia-se essencialmente na selecdo do modo de ionizagéo (negativo ou positivo) e da
voltagem de cone.

A injecdo € realizada por infusdo direta no espectrémetro de massa em modo de aquisi¢do full scan
para o primeiro quadrupolo. Nesta fase como ndo é aplicada nenhuma energia de colisdo, ndo ha
fragmentacéo e o terceiro quadrupolo néo é utilizado.

A voltagem de cone foi testada, em modo de ionizacdo positivo e negativo, entre 5 e 100 V. Este
ensaio permite selecionar o modo de ionizacdo e a voltagem de cone em que 0 ido percursor de cada
composto apresenta sinal de maior intensidade, com o menor ruido da linha de base.

Uma vez definidas as condi¢des para o primeiro quadrupolo, é avaliado o efeito da energia de colisdo
fazendo-a variar entre 5 e 80 eV. A avaliacdo dos espectros de massa obtidos obedece a varios requisitos,
nomeadamente:

v Os ides produto com melhor resultado em termos de intensidade de sinal que resultem da
fragmentacéo do ido precursor.

v Quando os ides produto sdo selecionados deve haver a presenca do ido percursor.

Esta fase é realizada em modo de aquisicdo Product lon Scan, ou seja, modo SIM (Selected lon
Monitoring) para o primeiro quadrupolo e modo full scan para o terceiro quadrupolo. Desta forma é
garantida a passagem apenas do ido precursor no primeiro quadrupolo e a obteng&o do espectro completo
de iBes produto resultante da fragmentacdo do ido precursor.

6.2 Condicbes cromatograficas

6.2.1 Selecdo da coluna cromatogréafica

Para a selecdo da coluna cromatogréfica adequada a separacdo dos compostos, foi utilizado um
método em que a fase mdvel A era constituida por dgua + 0,1% de éacido férmico e fase mével B era
constituida por acetonitrilo + 0,1% de acido formico (fase movel I, tabela 6.1)

As colunas C18, C8 e HILIC foram testadas com o método descrito na tabela 6.7 e a coluna HSS
T3 foi testada com o método descrito na tabela 6.8.

Tabela 6.7: Gradiente utilizado nas fases mdveis, para selecdo da coluna cromatogréafica.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 98 2
0,8 98 2
9,0 0,450 30 70
10,0 20 80
10,20 20 80
11,0 0,050 20 80
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6.2.2 Método cromatografico

Mediante a analise dos resultados é estabelecida a constituicdo da fase mével que permite uma
melhor separagdo cromatogréfica e melhor defini¢do dos sinais cromatograficos. Na tabela 6.8 esta
representado o gradiente utilizado na fase mével, ap6s otimizagdo do método. A fase movel em que se
obtiveram melhores resultados e, por conseguinte, a utilizada neste trabalho foi a fase movel constituida
por agua + 0,1% de acido férmico (A) e acetonitrilo + 0,1% de acido férmico (B).

Tabela 6.8: Gradiente utilizado na fase mdvel.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Solvente A (%) Solvente B (%)

0 98 2

0,8 98 2

3,5 10 90

6,0 0,450 10 90

6,2 98 2

75 98 2

7,6 98 2

7,8 0 100

9,0 0,020 0 100

Apos a escolha do gradiente adequado, estdo reunidos os dados necessarios para definir, no software
do equipamento, os métodos para a analise das cianotoxinas (tabela 6.9).

O método de andlise tem de definir, para cada composto, 0 modo de ionizacdo, a janela
correspondente ao intervalo dos tempos de retengdo, 0 i&o percursor e 0s respetivos ides produto, a
voltagem de cone e a energia de colisdo (para as duas transic@es selecionadas).
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MS/MS.
Cianotoxinas _Mo_do qe Janelade  Voltagem de Transicéo Energl? de
ionizagdo  tempos de cone (V) MRM coliséo
retencdo 140 percursor eVv)
(min) — 140 Produto
MRM1 35
Cilindrospermopsina ES+ 0-1,3 40 416,2—194,2
MRM2 22
416,2—336,1
MRM1 20
Anatoxina-a ES+ 0,7-1,4 30 166,1—131,1
MRM2 10
166,1—149,1
MRM1 20
Homoanatoxina-a ES+ 0,8-2,5 30 180,1—57,1
MRM2 10
180,1—163,1
MRM1 70
Nodularina ES+ 2,5-4,0 70 825,6—107,2
MRM2 50
825,6—135,2
MRM1 70
Microcistina YR ES+ 3,0-4,0 65 1045,6—107,2
MRM2 70
1045,6—134,9
MRM1 40
Microcistina RR ES+ 3,0-4,0 40 521—103.0
MRM2 30
521—135.0
MRM1 50
Microcistina LR ES+ 3,0-4,1 60 995,6—87,2
MRM2 60
995,6—135,3
MRM1 70
Microcistina LY ES+ 3,5-4,5 50 1002,7—135,2
MRM2 50
1002,7—265,3
MRM1 60
Microcistina LA ES+ 3,5-4,5 40 910,7—135,2
MRM2 50
910,7—213,0
MRM1 50
Microcistina LF ES+ 3,5-7,0 40 986,7—213,1
MRM2 30
986,7—375,2
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6.3 Validacdo do método de UPLC-MS/MS

A validacdo do método UPLC-ESI-MS/MS implicou a realizacdo de varios testes com o objetivo
de avaliar o intervalo de linearidade e gama de trabalho, os limiares analiticos instrumentais e a precisao
instrumental em condicGes de repetibilidade.

6.3.1 Estudo da linearidade

Para a determinacdo do intervalo de linearidade, foram analisadas varias solugdes padréo.

O estudo da linearidade foi dividido em duas partes, nomeadamente em gama baixa e gama alta. A
gama baixa inclui padrdes com concentragdes entre 0,4 ug/L e 4 pg/L e a gama alta inclui padrdes que
variam entre 15,38 pg/L e 114,28 pg/L.

Os resultados obtidos foram tratados através da realizagdo de uma regresséo linear pelo método dos
minimos quadrados, de acordo com a norma ISO 8466-1 (Anexo 1), obtendo-se uma reta de calibracéo
(&rea vs concentragéo).

A estes resultados foram aplicados varios testes, nomeadamente, o teste da analise de residuos
(Anexo 2), o teste de Mandel (Anexo 5), o teste de RIKILT (Anexo 4) e o teste das areas normalizadas
(Anexo 3).

Os critérios de aceitacdo internos foram:

- Coeficiente de determinacéo (r?) > 0,990

- Coeficiente de variacdo do método (CVm) < 10%

- Teste de andlise de residuos + 15%

- Teste das areas normalizadas >85% e <115%

- Teste de RIKILT >90% e <110%

- Teste de Mandel VT <F

- O limite de quantificacdo calculado devera ser inferior ao ponto correspondente ao limite inferior
da reta de calibracéo.

6.3.2 Limiares analiticos e precisdo instrumental

Os limites de detecdo e de quantificacdo instrumentais foram calculados em condigdes de
repetibilidade, considerando os dados da equagdo da reta obtida apds o estudo do intervalo de
linearidade.

A precisdo instrumental foi estudada em condigdes de repetibilidade. Para a avaliacdo da mesma, as
solucdes conjuntas correspondentes ao limite inferior e superior da gama de trabalho foram analisadas
10 vezes durante a mesma série.
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7. Meétodo de injecdo direta na analise de cianotoxinas

Apos validacdo do método de andlise de cianotoxinas por UPLC-MS/MS, implementou-se um
método de injecdo direta para trés compostos diferentes (cilindrospermopsina, anatoxina e
homoanatoxina), pois estes apresentam um limite de quantificagéo inferior ao limite recomendado pela
OMS, para a Microcistina-LR, considerando-se este valor como referéncia para todas as cianotoxinas.

Para a realizacdo da injecdo direta de amostras, filtraram-se 200 mL de cada uma das diferentes
matrizes (4gua de consumo humano, superficial e subterranea), em filtros de Nylon de 0,45 um. O
volume de filtrado foi utilizado na preparacéo dos varios niveis de fortificacdo, como descrito na tabela
6.10.

Para a injecdo direta de amostras, utilizou-se a curva de calibracdo descrita no ponto 4.5.2.

Na preparacdo dos ensaios de recuperacdo através de injecdo direta de amostras de diferentes
matrizes, preparou-se um padrdo primario com 28 uL de cada padrdo comercial (10 pg/mL) para um
volume final de 700 pL. Para perfazer o volume final de 700 pL utilizou-se a matriz em estudo para
cada caso, nomeadamente agua de consumo humano, superficial ou subterranea.

Para o estudo das recuperagdes em matriz real, por injecdo direta, fortificaram-se as amostras a
quatro niveis diferentes, para cada matriz, com cinco replicados por cada nivel de fortificacdo (tabela
12).

Para cada matriz adicionou-se um determinado volume de padréo primario (V) para um volume
final (Vr) que é perfeito com a matriz desejada para analise.

Tabela 6.10: Preparagao dos niveis de fortificagdo nos ensaios de recuperacao

Nivel de

fortificacio

0,6 po/L 0,8 po/L 2 ug/L 4 pg/L

Matriz/volumes Vp Vs Vp \Z Vp Vi Vp Vi

Agua de consumo

humano

Aguasuperficial ~ SOMb 20mL - 20pL 10mL - 25uL  5mL S0uL  5SmL

Agua subterranea
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8. Otimizacao da técnica analitica de SPE

Para 0s compostos que apresentam um limite de quantificacdo superior ao limite legal, é necessario
realizar um tratamento prévio da amostra, de forma a que sejam detetados por UPLC-MS/MS, a um
nivel igual ou inferior ao nivel permitido na legislacéo.

Para a obtengdo de melhores resultados pela técnica de extracdo em fase sélida (SPE) podem ser
avaliadas e otimizadas vérias condigdes. Neste trabalho procedeu-se ao estudo da eficiéncia de alguns
tipos de cartuchos nos valores das recuperacdes.

As condicBes previamente estabelecidas em SPE, que foram posteriormente utilizadas nos varios
estudos estdo representadas na tabela 6.11.

Tabela 6.11: Condic6es utilizadas nos estudos de recuperacdes.

Condicionamento do cartucho Metanol + 0,1% TFA (1); Metanol (2); Agua
ultrapura (3)
Fluxo do condicionamento do cartucho 5 mL/min
Volume de amostra 110 mL
Lavagem do cartucho 2 mL de &gua ultrapura
Secagem do cartucho 15 minutos com azoto
Eluicdo das amostras FracOes de 4 mL com metanol + 0,1% TFA
Turbovap (temperatura/pressao) 35°C/34473 Pa

8.1 Selecdo do cartucho de SPE

Neste estudo foram testados os cartuchos Oasis HLB, Isolute C18, BondEIut-ENV e Envi-Carb, nas
condicdes descritas na tabela 6.11.

Inicialmente, para cada um dos cartuchos, testaram-se trés diferentes tipos de matriz mais simples,
nomeadamente agua ultrapura, dgua ultrapura com tiossulfato de sodio e 4gua ultrapura acidificada com
HSO..

Ap0s verificar a resposta dada por cada um dos tipos de cartuchos as diferentes matrizes, selecionou-
se a que conduziu a melhores percentagens de recuperacdo (agua com tiossulfato de sédio) e analisaram-
se posteriormente matrizes reais (aguas de consumo humano, superficiais e subterrdneas) contendo
tiossulfato de sadio.

Apos a analise das matrizes reais foi possivel selecionar qual o melhor cartucho a utilizar.

8.2 Fortificacdo das amostras

Este tdpico é referente ao capitulo V, nomeadamente ao ponto 3.6 (Ensaios de recuperacéo).
Apos a selecdo do melhor cartucho a utilizar, fortificaram-se as trés matrizes de dguas, com dois
niveis de fortificacdo diferentes para cada matriz, de forma a verificar quais as recuperagdes obtidas.
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A cada 750 mL de agua a analisar, sdo adicionados 0,15 g de tiossulfato de sédio e posteriormente
a quantidade de padrdo necessaria de forma a obter a concentracdo pretendida.

Para a preparacao do padrdo primario utilizado para a fortificacdo adicionaram-se 120 uL de cada
padrdo comercial (10 pg/ mL) para um volume final de 3 mL. Para perfazer o volume final utilizou-se
a matriz em estudo, para cada caso. Por exemplo, se se pretendesse analisar agua de consumo humano,
o volume final do padréo primario era perfeito com essa mesma matriz e assim sucessivamente para as
restantes matrizes.

Para o nivel de fortificacdo de 0,48 pg/L, adicionaram-se 900 pL do padrdo primério descrito
anteriormente para um volume final de 750 mL.

Para o nivel de fortificacdo de 0,96 pg/L, adicionaram-se 1800 pL do padrdo primario descrito
anteriormente para um volume final de 750 mL.

O valor de 0,48 pg/L tem como objetivo fortificar as amostras com uma concentragdo de
aproximadamente metade do permitido na legislacdo (1 pg/L) e o valor de 0,96 ug/L j& se aproxima
mais do valor legislado, situando-se ambos os valores no intervalo da gama de trabalho (15,4 pg/L-
114,3 pg/L), assumindo um fator de concentra¢do de 100 vezes.

Apos a realizagdo do SPE, as amostras foram concentradas no TurboVap, onde evaporaram até cerca
de 0,25 mL e, seguidamente, foi adicionado solvente até 1 mL, permitindo assim a concentragdo das
amostras.

Sendo assim, as amostras de 0,48 pg/L, apés SPE, apresentam teoricamente uma concentracdo de
48 pg/L e as amostras de 0,96 pg/L uma concentracdo de 96 ug/L, podendo, deste modo, serem
interpoladas na curva de calibracdo descrita no ponto 4.6.2, tabela 6.4.

Ap0s a realizacdo do SPE, a analise por UPLC-MS/MS decorreu com 0s parametros ja otimizados,
presentes nas tabelas 6.8 e 6.9.

A percentagem de recuperacao obtida para os diferentes niveis de concentracdo é dada por:

Canalito na amostra—Canalito nativo na amostra
X 100

% recuperacao = .
t

(Equacdo 6.1)
Onde,
Canalito na amostra - Concentracdo do composto na amostra fortificada, determinada
experimentalmente (ug/L)
Canalito nativo na amostra - cOncentracdo do composto existente na amostra (g/L)
C; - concentracdo esperada do composto na amostra fortificada (ug/L)

8.3 Efeitos de matriz

Uma vez que foram observados efeitos de matriz significativos, para as trés matrizes testadas,
realizaram-se estudos de recuperacdo em matriz ajustada utilizando os padrdes de calibracdo descritos
no ponto 4.6.3 (tabela 6.5).

Os padrdes utilizados tém uma concentracdo variavel entre 15,4 pg/L e 114,3 pg/L.

As amostras foram fortificadas a 0,48 pg/L e a 0,96 pg/L. Apds o processo de extracdo em fase
solida, estas sdo concentradas até concentracdes tedricas aproximadas de 48 ug/L e 96 ug/L, como
descrito no ponto anterior.

Apo6s a concentracdo das amostras, estas sdo diluidas de 1:2, ou seja, a cada 100 pL da amostra
fortificada sdo adicionados 100 pL de solvente dgua:metanol (9:1), de forma a tentar eliminar o efeito
de matriz. Sendo assim, as amostras fortificadas tém uma concentragcdo de 24 pg/L e 48 pg/L, sendo
interpoladas na curva de calibracdo que varia entre 15,4 pg/L e 114,3 pg/L.
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Capitulo VII — Resultados e discusséo

O desenvolvimento de um método analitico para analise de compostos em aguas implica a realizacao
de varios estudos com vista a sua validacdo, posterior implementacdo em rotina e eventual acreditacdo
segundo a Norma ISO/IEC 17025. Todos os compostos foram analisados por HPLC-DAD e por UPLC-
MS/MS.

1. Andlise de cianotoxinas por HPLC-DAD

Para compreender qual o método mais vantajoso na analise de cianotoxinas, procedeu-se a analise
de solucbes individuais dos varios compostos em estudo, pela técnica de HPLC-DAD.

A andlise destes compostos foi baseada num método existente, no laboratério da EPAL, para
microcistinas, como referido no ponto 5 do procedimento experimental.

Os resultados estdo expressos na tabela 7.1.

Tabela 7.1: Resultados obtidos para as cianotoxinas, pela técnica de HPLC-DAD.

Composto Tempo(?neir:)etengéo Intensidad(emd:S)bsorvéncia

Cilindrospermopsina 1,070 212
Anatoxina-a 1,070 212
Homoanatoxina-a 1,073 212
Nodularina 1,073 212
Microcistina RR 3,262 212
Microcistina YR 4,561 212
Microcistina LR 5,130 214
Microcistina LA 7,626 217
Microcistina LY 8,322 219
Microcistina LF 10,882 220

Através da analise de resultados verifica-se que quatro compostos tém tempos de retencdo muito
préximos, 0 que ira resultar numa co-eluicdo cromatogréafica que compromete a identificacdo e
guantificacdo individual destes quatro compostos. Apenas as microcistinas tém tempos de retencéo
distintos. No entanto, estes resultados revelam que seriam necessarias varias otimizagdes para que estes
compostos fossem separados com tempos de retencdo diferentes. Os tempos de retencdo apresentados
pelas microcistinas, apesar de distintos, sdo superiores aos tempos de retencdo obtidos por UPLC-
MS/MS, como iremos ver mais a frente.
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Um dos objetivos deste trabalho é a implementagdo de um método de andlise de cianotoxinas mais
rapido, seguindo-se assim a otimizacdo das condi¢6es por UPLC-MS/MS.

2. Otimizacéo das condi¢cdes UPLC-MS/MS
2.1 Otimizacéao do espectrometro de massa

A anélise de cianotoxinas em amostras de agua requer o desenvolvimento de um método analitico
gue permita a detecdo e quantificacdo dos compostos alvo em concentragdes iguais ou inferiores a 1
ug/L [34] pelo que a otimizacédo das condices de operagdo do sistema UPLC-MS/MS é de extrema
importancia.

Desta forma, este trabalho teve como ponto de partida a otimizagdo de diversos pardmetros
relacionados com o espectrdmetro de massa. Esta otimizacdo teve como objetivo definir as melhores
condigdes de monitorizacdo, de forma a alcancar o0 méximo de seletividade e sensibilidade para cada
composto alvo.

Tendo em conta que se utilizou uma fonte de ionizagdo por electrospray e um triplo quadrupolo,
foram otimizados os pardmetros relacionados com a formacéo do ido precursor na fonte de ionizacéo,
nomeadamente, modo de ionizagdo e voltagem de cone e, com a formacéo dos iGes produto no segundo
guadrupolo, nomeadamente, a energia de colisdo aplicada na célula de colisdo.

2.1.1 CondicGes da fonte de ionizac¢do-ido percursor

De forma a otimizar as condigdes da fonte de ionizagdo, foi realizada a infusdo de cada um dos
padrdes, individualmente, estudando-se assim o efeito da variacdo da voltagem de cone na intensidade
do i&o percursor formado, como descrito no ponto 6.1 do procedimento experimental.

A ionizacdo dos compostos foi realizada no modo de electrospray positivo devido a maior
intensidade de sinal observada neste modo, uma vez que estes compostos sdo constituidos por aminas
(NH) e a presenca do dtomo de azoto nestas estruturas proporciona um sinal mais elevado no modo
positivo [103].

Devido a presenca do grupo NH nestes compostos, estes apresentam propriedades basicas pelo que
0 ido percursor usualmente formado para este tipo de analitos, corresponde ao ido protonado (M-H*).

Ap0s a infusdo dos compostos no espetrémetro de massa, verificou-se a existéncia de uma voltagem
de cone 6tima para cada composto, o que corresponde a um maximo de intensidade do ido percursor.

Na figura 7.1 esta representada a variacdo da intensidade de sinal do ido percursor, com 0 aumento
da voltagem de cone, para a anatoxina-a.

59



Capitulo VII — Resultados e discussao

Efeito da Voltagem de Cone
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Figura 7.1: Efeito da voltagem de cone para a anatoxina-a.

Para os restantes compostos procedeu-se da mesma forma. Os iGes percursores e as respetivas
voltagens de cone encontram-se representadas na tabela 7.2.

De uma forma geral, verificou-se que a massa do ido percursor corresponde & massa molecular do
composto, somada a massa de um atomo de hidrogénio.

2.1.2 Condigdes do triplo quadrupolo-ido produto

Apos estabelecidas as condigdes Otimas de ionizagdo de cada analito, é necessario otimizar e
estabelecer as condi¢des de operacdo do analisador de massas. De forma a atingir a seletividade e
sensibilidade necessarias a este tipo de analise vestigial, 0 modo de operacédo do triplo quadrupolo que
sera utilizado em rotina é 0 modo MRM (Multiple Reaction Monitoring), sendo utilizadas duas
transicBes ido precursor-ido produto, uma transicdo MRM1 para quantificacdo dos compostos e uma
transicdo MRM2 de qualificacdo, que permita a confirmacgdo dos compostos alvo.

O critério de confirmagdo é baseado na razdo entre a intensidade do sinal da transicdo MRM1 e a
intensidade do sinal da transicdo MRM2, a qual devera ser constante para cada composto. Desta forma,
é necessario escolher dois ides produto que permitam a definigdo das transicbes MRM1 e MRM2, bem
como otimizar os parametros que conduzam a uma maior intensidade dos iGes produto selecionados,
nomeadamente, otimizacdo da energia de colisdo. Esta etapa é realizada com o triplo quadrupolo a
funcionar em modo Product lon Scan.

A figura 7.2 apresenta como exemplo o efeito da varia¢do da energia de colisdo na fragmentacdo do
ido percursor da anatoxina-a.
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Efeito da energia de colisao
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Figura 7.2: Efeito da energia de colisdo para a anatoxina-a.

A medida que a energia de colisdo aumenta, observa-se uma diminuigdo da intensidade do %o
percursor, pois este fragmenta-se.

Com a fragmentacdo do ido percursor e com o aumento da energia de colisdo, surgem varios ides
produtos resultantes da dissociacdo direta do ido percursor. Existem dois que se destacam representando
0s potenciais fragmentos 6timos para a definicdo das duas transi¢des.

A energia de colisdo 6tima correspondente a anatoxina é de 10 eV para 0 ido produto 149,1 m/z e
de 20 eV para 0 ido produto 131,1 m/z, uma vez que estas energias permitem obter a intensidade maxima
na formag&o dos dois ifes produto.

Na figura 7.3 a) esta representado o espectro de massa do ido percursor da anatoxina-a no modo de
ionizagdo positivo e na figura 7.3 b) esté representado o espetro de massa resultante da fragmentacéo do
ido percursor, em que se obtém dois iGes produto.
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Figura 7.3: a) Espectro de massa do ido percursor da anatoxina-a no modo de ionizagdo positivo, com uma voltagem de cone
de 30 V. b) Espectro de massa resultante da fragmentacdo do ido percursor obtido.
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A obtencéo do i&o percursor e dos ibes produto realizou-se da mesma forma para todos os compostos
em estudo, apresentando-se assim, na tabela 7.2, as informac6es obtidas para cada composto.

A microcistina-RR apresenta uma massa molecular de 1038,20 g/mol e um ido percursor a 521 m/z.
Este é um caso particular e trata-se de um ido [M+2H]?".

Tabela 7.2: Condigdes 6timas para a obtencéo do ido percursor e dos ides produto.

ES+
Cianotoxinas Massa 180 Voltagem EU) Energia
molecular percursor  decone (v) Produto  de colisao
(9/mol) (m/z) (m/z) (eV)

Nodularina-R 824,96 825,6 70 135,2 50
107,2 70
Anatoxina-a 165,23 166,1 30 149,1 10
1311 20
Cilindrospermopsina 415,1 416,2 40 194,2 35
336,1 22
Homoanatoxina-a 179.26 180 1 30 57,1 20
163,1 10
Microcistina-LA 910,06 910,7 40 135,2 60
213 50
Microcistina-LF 986,2 986,7 40 375,2 30
2131 50
Microcistina-LY 1002,2 1002,7 50 135,2 70
265,3 50
Microcistina-YR 1045,18 1045,6 65 134,9 70
107,2 70
Microcistina-RR 1038,2 521,0 40 103 40
135 30
Microcistina-LR 994,6 995,6 60 135,3 60
87,2 50
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2.2 Condi¢bes cromatograficas

Estabelecidas as condi¢des de monitorizacdo de cada analito, procedeu-se a injecao de cada solucéo
padrdo individual e da mistura no sistema UPLC-MS/MS utilizando as condic6es de operacdo aplicadas
para o espectrometro de massa (tabela 6.9), para o sistema cromatografico (tabela 6.8) e a fase movel 11
(tabela 6.1), de forma a avaliar o perfil cromatogréfico, a resolu¢éo cromatogréafica e determinar o tempo
de retencdo de cada composto (T,) e avaliar a existéncia de algum tipo de interferéncia.

2.2.1 Selecdo da coluna cromatografica

Foram realizados alguns estudos com o objetivo de selecionar a coluna cromatografica que
permitisse analisar todas as cianotoxinas em simultaneo. As colunas C18, C8 e HILIC foram testadas
com o0 método descrito na tabela 6.7 e a coluna HSS T3 foi testada com o método descrito na tabela 6.8.

As colunas C8 e C18 apresentam uma fase estacionaria que contém cadeias alquilo ligadas a
superficie da silica, de forma a oferecer melhor estabilidade hidrolitica. As fases estacionarias com
cadeias C8 sdo menos hidrofdbicas, proporcionando menor reten¢do dos compostos na coluna [79].

Com a coluna cromatografica C18, conseguiram separar-se todos 0S compostos, exceto a
cilindrospermopsina, que ndo foi retida. Esta coluna tem a capacidade de reter todos 0s compostos. No
entanto, a cilindrospermopsina apresenta um tempo de retencdo muito baixo, devido a fraca interacdo
com a fase estacionaria.

A coluna HILIC apenas conseguiu reter a anatoxina-a, a homoanatoxina-a e a cilindrospermopsina,
embora com tempos de retencdo muito baixos, inferiores a 1 minuto, pois estas colunas séo adequadas
para reter bases muito polares e 0s compostos acidos, neutros, e/ou ndo polares terdo retencédo limitada,
como é o caso [84].

A coluna cromatografica HSS T3 tem caracteristicas que lhe permitem reter e separar pequenos
compostos organicos polares sollveis em &gua, conseguido, deste modo, a separacdo de todos os
compostos pretendidos com uma intensidade de sinal elevada.

A elevada sensibilidade obtida com a coluna HSS T3 pode dever-se ao facto de se observar uma
maior retencdo dos analitos, conduzindo a uma maior eficiéncia de ionizagéo no espectrometro
de massa com o aumento da percentagem de solvente organico na fase movel, o que faz com
que todos os analitos apresentem um tempo de retengdo igual ou inferior a quatro minutos, de
acordo com o método cromatogréfico aplicado [85].

Na tabela 7.3 estdo representadas as varias colunas utilizadas bem como os respetivos tempos de

retencdo e intensidades de sinal obtidas.
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Tabela 7.3: Resumo dos tempos de retencdo e das intensidades de sinal obtidas para as varias colunas cromatograficas.

BEH C18 BEH C8 BEH HILIC HSS T3
Compgs;lousgglpo de Te(rjnpo Intensidade Te(;npo Intensidade Te(rjnpo Intensidade Te(rjnpo Intensidade
€ . do sinal € . do sinal € . do sinal ¢ 3 do sinal
retencédo retencédo retencédo retencédo

Cilindrospermopsina - - 0,660 1,62 x 10* - - 1,850 1,59 x 108
Anatoxina-a 2,590 1,90 x 10° 3,930 1,57 x 10° 2,590 1,90 x 10° 1,940 5,62 x 108
Homoanatoxina-a 2,990 3,41 x 10° 4,350 3,10 x 10° 2,990 3,41 x 10° 2,100 9,34 x 108
Nodularina-R 5,730 2,10 x 104 6,940 2,16 x 10* 5,730 2,10 x 10* 2,820 1,93 x 108

Microcistina-LA 6,760 3,83x 10* 7,950 4,29 x 104 6,760 3,83 x 10* 3,410 6,34 x 10°

Microcistina-LF 7,620 5,99 x 103 8,750 1,06 x 104 7,620 5,99 x 108 3,720 3,34 x 10°

Microcistina-LY 6,930 2,47 x 10® 8,050 5,18 x 10® 6,930 2,47 x 103 3,430 2,31 x10°

Microcistina-RR 5,570 1,01 x 104 6,690 9,69 x 10° 5570 1,01 x10* 2,670 5,62 x 10°

Microcistina-LR 6,080 6,23 x 10° 7,230 4,60 x 10° 6,080 6,23 x 10° 2,890 2,41 x 10°

Microcistina-YR 5,920 1,88 x 10* 7,090 1,34 x 10* 5920 1,88 x 10* 2,870 4,51 x 10°

Tendo em conta os resultados obtidos, concluiu-se que a coluna que permitiu alcancar melhores
resultados foi a coluna HSS T3, devido a reten¢do cromatogréfica, pois esta foi a que permite que 0s
compostos fossem eluidos em menor periodo de tempo.

Com esta coluna cromatografica verifica-se melhor resolucdo e sensibilidade na anélise, na medida
em que é possivel obter sinais com um formato mais bem definido e com intensidades mais elevadas,
respetivamente.

2.2.2 Estudo do efeito da temperatura da coluna

Apos a selecdo da coluna, realizou-se um estudo sobre o efeito da temperatura desta, no processo
cromatogréafico.

Foram testadas trés temperaturas diferentes, nomeadamente 30 °C, 35 °C e 40 °C.

Na figura 7.4 estdo representados os trés cromatograma obtidos para um dos compostos em estudo,
a cilindrospermopsina.

64



Capitulo VII — Resultados e discussao
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Figura 7.4: Cromatogramas representativos do efeito da temperatura da coluna no tempo de retencéo e intensidade dos picos
obtidos. a) 30 °C, b) 35, ¢) 40 °C.

Através dos resultados obtidos pode afirmar-se que o tempo de retencéo e a intensidade de sinal
diminuem com o aumento da temperatura da coluna. Verifica-se também que a area correspondente ao
sinal foi alargada e o pico se torna mais largo com o aumento desta.

A seletividade e a eficiéncia cromatografica sdo dois parametros influenciados pela temperatura.
Com o aumento da temperatura, a viscosidade € reduzida e a velocidade de difusdo aumenta fazendo
com que a velocidade de transferéncia de massa entre a fase estacionaria e a fase movel aumente,
aumentando também a eficiéncia, tornando possivel diminuir substancialmente o tempo de analise
[104].

Ap0s a analise dos resultados obtidos para as trés temperaturas concluiu-se que a temperatura de
trabalho ideal seria 35 °C. Foi rejeitada a temperatura de 30 °C por ser a que apresenta tempos de retencéo
ligeiramente mais elevados.
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A temperatura de 40 °C foi excluida pois temperaturas elevadas reduzem o tempo de vida dtil da
coluna, uma vez que o uso de agua na fase mdvel associado a temperaturas elevadas favorece a
ocorréncia de hidrolise e, consequentemente, perda da fase estacionaria (silica) [104].

3. Validacdo do método UPLC-MS/MS
3.1 Estudo da linearidade

Na validagdo de um método, a fase inicial consiste no estudo de linearidade. Para proceder a esse
estudo foram analisadas solugdes conjuntas de diferentes concentragdes, preparadas por diluicdes de
padrdes comerciais (de acordo com a descricdo em 4.4.5).

O estudo da linearidade foi dividido em duas partes, nomeadamente em gama baixa e gama alta. A
gama baixa inclui padrdes com concentracdes entre 0,4 pug/L e 8 pg/L e a gama alta inclui padrdes que
variam entre 15,4 ug/L e 114,3 pg/L.

A linearidade pode ser analisada recorrendo a um conjunto de testes estatisticos. Compreende a
analise com base em retas de calibracdo, relacionando o sinal obtido experimentalmente, ou seja, a area
do pico em fungdo da concentracdo do padrdo. O intervalo de linearidade para cada um dos compostos
foi definido recorrendo ao seguinte conjunto de testes estatisticos: 0 método dos minimos quadrados
(Anexo 1), a andlise de residuos (Anexo 2), o teste das areas normalizadas (Anexo 3), o teste de RIKILT
(Anexo 4) e o teste de Mandel (Anexo 5).

Os resultados iniciais dos testes estatisticos aplicados para o estudo da linearidade encontram-se na
tabela 7.4, que esta dividida em duas gamas diferentes, nomeadamente gama alta e gama baixa.

O critério interno de aceitacdo para o valor de coeficiente de determinacdo é de r?> > 0,990,
representativo da relacdo entre a concentracdo e o sinal. Com base apenas neste critério de aceitacdo a
gama de concentracdes estudada cumpre o valor limite estipulado para a maioria dos compostos, exceto
para a cilindrospermopsina que apresenta baixa linearidade em gama alta, no entanto, os critérios de
aceitacdo dos restantes testes estatisticos ndo foram inicialmente satisfeitos.

De forma a cumprir os critérios de aceitacdo estabelecidos, para os testes estatisticos aplicados €
necessario o ajuste do intervalo de concentra¢fes da gama de trabalho.

O ajuste da gama de trabalho e os respetivos resultados obtidos para cada teste estatistico estdo
representados na tabela 7.5.
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Tabela 7.4: Resultados do estudo inicial da linearidade e respetiva aplicacao dos testes estatisticos.

Gama de Coeficiente Andlise de Teste de Teste de Teés;cgac'isas
Composto trabalho R? de variacdo  Residuos (%) Rikilt Mandel (VT<F) -
normalizadas
(Mg/L) (%) (90-110) 8
o (85-115)
(0]

Cilindrospermopsina ~ 0,4-80  0,9994 2,16 -128—33 88104 VT=4,15 97,7 — 116,3
F=5,32

Anatoxina 0,4-80  0,9989 2,07 114 —32  91-108  yT=614x107 90,0 — 102,3
F=5,32

Homoanatoxina 0,4-80  0,9997 1,57 2,7—10,5  83—107 VT=9,50 100,0 — 129,1
F=5,32

Cilindrospermopsina  15,4-114,3  0,8657 24,99 374 —22,6  68—117  yT=805x10" 98,5 — 168,9
F=5,99

Anatoxina 15,4-114,3  0,9988 2,24 -74—-35  81—134 VT= 6,45 66,6 — 114,0
F=5,99

Homoanatoxina 15,4-114,3  0,9984 2,55 -5,6— 2,0 86—124 VT=3,21 70,1 — 101,1
F=5,99

Nodularina 15,4-114,3  0,9999 0,73 -1,7-09  98-103 VT= 5,34 75,4 — 100,0
F=5,99

Microcistina LA 15,4-114,3  0,9996 1,22 22-2]1 96—103  \T=229x105 94,6 — 102,0
F=5,99

Microcistina LF 15,4-114,3  0,9929 5,35 174 —81 79126 VT=5,14 100,0 — 160,3
F=5,99

Microcistina LR 15,4-114,3  0,9986 2,38 -35-359 94106 yT=146x102 88,3 — 100,0
F=5,99

Microcistina RR 15,4-114,3  0,9994 1,56 -3.8—44  83—-107  yT=235x102 99,4 — 128,9
F=5,99

Microcistina YR 15,4-114,3  0,9987 2,30 28—3,0  84—109  yT=172x101 77,1 - 100,0
F=5,99

Microcistina LY 15,4-114,3  0,9914 5,90 132 > 12,3 85—123 VT=1,11 73,9 — 110,3
F=5,99
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Tabela 7.5: Resultados obtidos no estudo da linearidade apds ajuste dos testes estatisticos aplicados.

Teste das areas

Gama baixa

Composto Gama de R? Coeficiente  Analisede  Teste de Teste de )
P trabalho de variagdo  Residuos Rikilt Mandel normalizadas
(Mg/L) (%) (%) (90-110) (VT<F) (85-115)
%

Cilindrospermopsina 0,80-4,00 0,9997 1,19 -2,5—3,1 97-101 VT=4,47x10" 994 — 103,3
F=10,13

Anatoxina 0,40-4,00 0,9993 2,07 5539 94106 y1=348x107 90,0 — 100,0
F=6,61

Homoanatoxina 0,60-400  0,9988 2,50 2580 94107 yT=688 92.4 — 1047
F=7,71

- Cilindrospermopsina ~ 15,4-55,27  0,9993 1,43 2,522 97102 VT=7,24 98,5 — 104,1
F=18,51

Anatoxina 22,6-114,3  0,9989 1,83 3,135 94=108  yT1=177 88.4 — 101,9
F=6,61

Homoanatoxina 29,0-100,0  0,9963 2,81 2,627 90-=110  yT=160 882 — 111,7
F=10,13

Nodularina 15,4-114,3 0,9999 0,73 -1,7—0,9 98—103 VT= 5,34 95,2 — 100.4
F=5,99

Microcistina LA 15,4-114,3 0,9996 1,22 22521 96103 yT=220x10° 94,6 — 102,0
F=5,99

Microcistina LF 42,9-114,3 0,9984 1,58 -1,7—- 1,5 94-110 VT=1,53x10" 91,5 — 107,1

1

F=10,13

Microcistina LR 15,4-114,3  0,9986 2,38 59—-35 94106 yT=146x102 883 — 100,0
F=5,99

Microcistina RR 22,6-114,3 0,9992 1,54 3941 92-105 yT=877x10%2 994 — 114,1
F=6,61

Microcistina YR 22,6-114,3 0,9983 2,28 22830 90—107  yT=203x10% 89,2 — 106,4
F=6,61

Microcistina LY 42,9-114,3 0,9984 1,57 -1,6 > 1,4 95—108 VT=6,12x102  100,0 — 114,5
F=10,13

A cilindrospermopsina, a anatoxina-a e a homoanatoxina-a apresentaram linearidade em gama
baixa. O primeiro padrdo da gama de linearidade para estes trés compostos é inferior a 1 pg/L,
cumprindo o valor recomendado pela OMS.

Assim sendo, foi possivel analisar estes trés compostos através de um método de injecdo direta, que

sera abordado mais a frente.

O limite de quantificacdo corresponde ao inicio da gama de trabalho em que o coeficiente de
variacao do sinal se reduziu a valores razoaveis (normalmente 10 %) para se poder efetuar uma analise
guantitativa. Verificou-se que todas as cianotoxinas apresentaram um valor inferior a este.

De acordo com a andlise de residuos, estes apresentam um desvio inferior a 15%, cumprindo assim
0s critérios para a existéncia de linearidade, o que também se verifica na aplicacdo do teste de Rikilt,
observando-se uma variagédo entre 90% e 110%.
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Relativamente ao teste de Mandel, verifica-se, para todos os compostos, que VT<F, logo a funcéo
de calibracdo polinomial é linear e conduz a um bom ajuste dos pontos experimentais.

Para admitir a existéncia de linearidade para uma determinada gama de concentragdo, definiu-se
gue os valores normalizados ndo podem ter um desvio superior a 15%, devendo estar compreendidos
entre 85 e 115%, 0 que se verifica para todas as cianotoxinas.

A titulo de exemplo, a figura 7.5 ilustra a aplicacdo dos testes estatisticos, utilizados no estudo inicial
da linearidade para uma das cianotoxinas em estudo, a microcistina YR, com um intervalo de
concentracOes entre 15,4 ug/L a 114,3 ug/L e a figura 7.6 apresenta a sequéncia dos testes aplicados a
microcistina YR ap6s ajuste do intervalo de concentragdes, cumprindo os respetivos critérios de
aceitacdo.
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Figura 7.5: Resultados iniciais da gama total de concentracfes estudada para a microcistina YR: a) aplicacdo do

método dos minimos quadrados, b) analise de residuos, c) Teste de RIKILT, d) Teste das areas normalizadas e e)
Teste de Mandel.
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Figura 7.6: Resultados finais obtidos para a microcistina YR apds ajuste dos testes estatisticos: a) aplicagdo do

método dos minimos quadrados, b) andlise de residuos, ¢) Teste de RIKILT, d) Teste das &reas normalizadas e €)
Teste de Mandel.
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3.2 Limiares analiticos instrumentais

O estudo dos limiares analiticos consiste na determinacdo do limite de detecdo (LD) e do limite de
guantificacdo (LQ). Os mesmos foram determinados para cada uma das cianotoxinas em estudo com
base no desvio padrdo residual da curva de calibracdo e com base em estudos de precisdo obtidos em
condicdes de repetibilidade (tabela 7.6).

Os limites de quantificacdo determinados a partir dos diferentes métodos séo iguais ou inferiores ao
primeiro ponto da curva de calibracdo, cumprindo o requisito de que a concentracdo do primeiro padrdo
do intervalo de linearidade seja igual ou superior ao LQ, confirmando que a gama de trabalho esta bem
ajustada. No entanto, os LQ inferiores ao primeiro ponto da curva de calibracdo sdo meramente tedricos,
uma vez que a quantificacdo s6 pode ser realizada na gama de concentrac¢des do intervalo de linearidade,
de forma a garantir valores exatos.

Tabela 7.6: Limiares analiticos do método UPLC-MS/MS, determinados com base no desvio padréo residual da reta de
calibracdo e em condi¢des de repetibilidade.

Gama de Reta de calibracéo Repetibilidade (n=5)
Composto linearidade (ug/lL) LD LO LD  LO (ug/l)
(g/L) (g/L) (g/L)

Cilindrospermopsina 0,80-4,00 0,10 0,30 0,20 0,70
Anatoxina 0,40-4,00 0,10 0,40 0,10 0,20
Homoanatoxina 0,60-4,00 0,10 0,50 0,10 0,30
Cilindrospermopsina 15,4-55,3 1.4 4.8 1,3 43
Anatoxina 22,6-114,3 3,5 11,8 1,3 4.4
Homoanatoxina 29,0-100,0 5,3 17,7 1,8 6,2
Nodularina 15,4-114,3 1,3 43 2,4 7,2
Microcistina LA 15,4-114,3 2,2 7,2 1,0 3,4
Microcistina LF 42.9-114,3 3,7 12,2 6,8 22,7
Microcistina LR 15,4-114,3 4,2 14,0 3,8 12,6
Microcistina RR 22,6-114,3 3,0 9,9 1,8 6,0
Microcistina YR 22,6-114,3 4,4 14,7 19 6,5
Microcistina LY 42.9-114,3 3,6 12,1 6,8 22,6

Através da andlise da tabela 7.6 verifica-se que os limites de detecdo e quantificacdo mais elevados
pertencem a microcistina LR e YR, quando estes sdo determinados com base no desvio padréo residual
da curva de calibracdo, enquanto que em condi¢des de repetibilidade, as microcistinas LF e LY s8o as
gue apresentam valores mais elevados.

No entanto, os valores estipulados de acordo com o Decreto-Lei n® 306/2007, de 27 de Agosto, para
a microcistina-LR sdo bastante inferiores, nomeadamente na ordem de 1 pg/L. Posto isto, é de extrema
importancia realizar o método de preparacdo como etapa de concentracdo prévia a andlise
cromatogréafica, para 0s compostos com LQ superior a 1 pug/L, de forma a aumentar significativamente
a sensibilidade do método.
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Apenas existe valor definido na legislagdo para a microcistina-LR. Assim, para 0s restantes
compostos, considerou-se esse valor como referéncia.

3.3 Razdo MRM1/MRM2

A identificacdo de cianotoxinas em amostras de agua é efetuada com base na comparacao de tempos
de retencdo e na razdo entre o sinal da transicdo MRML e o sinal da transicgdo MRM2. Contudo este
critério s6 pode ser utilizado caso se verifique que a razdo entre 0s sinais provenientes das duas
transicdes é estavel ao longo da gama de linearidade definida. Desta forma, estudou-se para cada
composto e ao longo do intervalo de linearidade, a variabilidade da razdo MRM1/MRM2 (tabela 7.7).

A microcistina-LR € a cianotoxina que apresenta uma variabilidade de razdio MRM1/MRM2 maior,
com um coeficiente de variacdo de 16,6%. Para todos os outros compostos a variagdo da razdo
MRM1/MRM2 ao longo da gama de trabalho é inferior a 10%, resultando em coeficientes de variagdo
entre 0,5% e 7,9%.

Tabela 7.7: Variabilidade da razio MRM1/MRM2 ao longo do intervalo de linearidade para cada um dos compostos.

compso N el wes o ove
(Lg/L) MRM1/MRM2

Cilindrospermopsina 6 0,8-4,0 2,7 7,6
Anatoxina 8 0,4-4,0 2,2 7,0
Homoanatoxina 7 0,6-4,0 7,5 79
Cilindrospermopsina 5 15,4-55,2 2,8 2,3
Anatoxina 8 22,6-114,3 1,7 1,3
Homoanatoxina 6 29,0-100,0 6,3 0,8
Nodularina 9 15,4-114,3 2,3 2,8
Microcistina LA 9 15,4-114/4 1,7 14
Microcistina LF 6 42,9-114,3 1,3 0,5
Microcistina LR 9 15,4-114,4 15,1 16,6
Microcistina RR 8 22,6-114,3 1,9 2,3
Microcistina YR 8 22,6-114,3 3,0 2,4
Microcistina LY 6 42,9-114,3 2,8 2,9
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3.4 Precisao

A precisdo instrumental foi avaliada em condicOes de repetibilidade (n=5). Por analise dos valores
obtidos para a precisédo instrumental, referidos na Tabela 7.8, conclui-se que o método cromatografico
apresenta uma boa repetibilidade, admitindo 3,92% como coeficiente de variagdo mais elevado na gama
de concentracdo mais baixa e 7,33% como coeficiente de variagdo mais elevado na gama de
concentragdo mais alta. De uma forma geral, para valores de concentracéo inferiores da gama de trabalho
associam-se valores de coeficientes de variacdo superiores, como previsto.

Tabela 7.8: Estudo da precisdo instrumental do método, em termos de repetibilidade, na gama de trabalho (n=5).

Concentracgéo Concentracéo
Composto inferior da CV (%) superior da gama CV (%)
gama (ug/L) (g/L)
Cilindrospermopsina 0,8 3,51 4,0 1,67
Anatoxina 0,4 3,26 4,0 0,75
Homoanatoxina 0,6 3,92 4,0 1,73
Cilindrospermopsina 15,4 3,26 55,3 2,84
Anatoxina 22,6 2,17 114,3 1,99
Homoanatoxina 29,0 1,65 100,0 1,06
Nodularina 15,4 2,24 114,3 1,17
Microcistina LA 15,4 0,75 114,3 0,55
Microcistina LF 429 1,65 114,3 0,94
Microcistina LR 15,4 7,33 114,3 3,79
Microcistina RR 22,6 3,36 114,3 1,1
Microcistina YR 22,6 3,99 114,3 2,38
Microcistina LY 429 0,44 114,3 2,38
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4. Estudos de recuperacao

4.1 Método de injecéo direta na anélise de cianotoxinas

Foram avaliadas as taxas de recuperagdo em matrizes reais para trés compostos, através de um
método de injecdo direta.

Para a realizacdo deste método, seguiu-se o procedimento descrito no ponto 7 do capitulo VI, onde
se prepararam quatro niveis de fortificagdo, como descrito na tabela 6.10.

Como referido anteriormente, foi possivel conceber um método direto para a cilindrospermopsina,
para a homoanatoxina-a e para a anatoxina, uma vez que estes trés compostos apresentam limites de
detecdo e quantificacdo inferiores ao limite recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude, que é de
1 pg/L.

De acordo com a analise da figura 7.7, verifica-se que para os trés compostos analisados e para as
trés matrizes diferentes se obtém percentagens de recuperagdo entre 65% e 100%, aproximadamente,
representando valores bastante aceitaveis para poder analisar estas cianotoxinas por injecdo direta,

rentabilizando assim esta analise, uma vez que ndo é necessario qualquer tipo de extracdo prévia da
amostra.
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Figura 7.7: Percentagens de recuperacdo obtidas para os trés compostos analisados por injecdo direta, para trés matrizes
diferentes.
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Os ensaios de recuperacao foram realizados em condi¢des de precisdo intermédia, para as diferentes
matrizes. Na tabela 7.9 estdo representados os coeficientes de variacdo (Cy) obtidos para os diferentes
compostos, em diferentes matrizes.

Tabela 7. 9: Coeficientes de variagdo (%) obtidos para os compostos nas diferentes matrizes, através da andlise por inje¢do
direta.

Coeficiente de variacdo (%)

Matriz Agua de consumo humano Agua superficial Agua subterranea

0,6 0,8 2 4 0,6 0,8 2 4 0,6 0,8 2 4

Analito/Nivel de
Ho/L  wg/L  wg/L  pg/L  pg/L pg/L pg/L pg/L pg/L pg/L pg/l pg/l

concentragao
Cilindrospermopsina - 7,36 499 343 - 20,40 12,62 11,44 - 6,36 6,22 4,28
Anatoxina-a 10,96 14,21 11,66 11,80 11,34 10,10 1519 16,10 11,88 16,02 4,25 4,79
Homoanatoxina-a 55 68 670 758 7,77 480 574 6,26 10,03 10,31 10,14 8,63

Os coeficientes de variacdo mais elevados, como por exemplo os Cv superiores a 20% estdo
relacionados com a variacdo global do método, desde a preparacdo das solucGes, heterogeneidade das
amostras, efeitos de matriz e analise instrumental, nomeadamente o passo de ionizagao.

4.2 Otimizacédo do método de extracdo em fase sélida

Para otimizacdo da técnica de SPE, seguiu-se o protocolo de analise descrito no ponto 8 do capitulo
VL.

Para a realizacdo da técnica de SPE procedeu-se & otimizagao de algumas condices, tais como o
cartucho a utilizar bem como o solvente de eluicdo que permite obter melhores recuperaces.

4.2.1 Selecédo do cartucho

Para a selecdo do cartucho que proporcionasse melhor eficiéncia na extracdo foram testados os
seguintes: Bond Elut-ENV, ENVI-Carb, C18 Isolute e Oasis HLB. Testaram-se também varias
condigdes instrumentais de forma a otimizar o método para alcangar melhor recuperagdo dos compostos
em estudo.

Os ensaios foram realizados de acordo com o ponto 8.1, descrito no capitulo do procedimento
experimental, onde os cartuchos foram estudados com a matriz 4gua ultra-pura, agua acidificada com
H>SO, e 4gua com tiossulfato de sodio, para concluir quais as condi¢des que permitem obter melhores
resultados.

Na figura 7.8 estdo representados os graficos obtidos para os diferentes cartuchos testados.

Através da analise desses mesmos graficos, verifica-se que os cartuchos Bond EIut-ENV retém a
maioria dos compostos, exceto a cilindrospermopsina, enquanto que os cartuchos ENVI-Carb apenas
apresentam recuperagdes razoaveis para a cilindrospermopsina, para a anatoxina e para a
homoanatoxina.

Tanto os cartuchos C18 como o Oasis HLB apresentam boas taxas de recuperagdo para a maioria
dos compostos, exceto para a cilindrospermopsina.

76



Capitulo VII — Resultados e discussao
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Figura 7.8: Recuperacdes obtidas para os diferentes cartuchos, utilizando agua ultrapura acidificada, agua ultrapura com
tiossulfato de sodio e agua ultrapura.
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De acordo com os resultados obtidos, o cartucho selecionado para prosseguir este estudo foi o
cartucho C18 Isolute, utilizando amostras de &gua contendo tiossulfato de sddio, pois este cartucho
apresenta taxas de recuperacdo razodveis bem como valores de coeficiente de variacdo aceitaveis. Este
composto é utilizado na analise de aguas potaveis, com o intuito de inibir a acdo do cloro presente,
evitando assim o efeito oxidante deste composto.

O cartucho Bond Elut-ENV, que também apresenta boas recuperacoes, foi rejeitado pois apresentou
um elevado coeficiente de variagdo nos resultados obtidos e o cartucho Oasis HLB foi rejeitado pois
verificaram-se recuperacdes superiores a 120%, para alguns compostos.

Na tabela 7.10 é possivel observar os diversos coeficientes de variagdo obtidos para os diferentes
compostos, com os diferentes solventes de eluicdo, nomeadamente agua ultra-pura acidificada (H20 +
H,S0,), gua ultra-pura com tiossulfato de sodio (H-O + Na;S;03) e agua ultra-pura (H.O UP).

Tabela 7.10: Coeficientes de variagdo (%) obtidos para 0s compostos nas diferentes matrizes e com diferentes cartuchos.

Coeficiente de variacio (%)

Tipo de cartucho Bond Elut-ENV ENVI-Carb C18 Isolute OASISHLB
Analito/Solvente de Hio HerO H20 HerO Hio H20 HerO Hio H20 HerO Hio H20
eluicao HoSOs | NazoOs | °F | HaSOs | Naos:0s | % | HiSOs | Nao$:0s | O | HaSOs | NaoS:0s | OF
Cilindrospermopsina 32,7 11,4 22,7 17,2 0,9 9,9 39,8 113,9 71,3 3,0 6,9 2,4
Anatoxina-a n/a 7,3 14,3 n/a 6,4 69,5 n/a 7,3 7,1 n/a 6,0 3,2
Homoanatoxina-a 13,1 59 15,3 11,7 11 6,7 53 59 10,5 0,7 29 0,8
Nodularina 12,0 5,1 2,9 23,4 4255 11,2 8,0 51 2,0 2,1 33 2,5
Microcistina-YR 4.4 6,7 3,8 0,2 0,3 0,5 12,9 3,6 5,6 4,44 4,1 34
Microcistina-LR 12 57 5,0 9,3 0,9 3,8 12,6 4,0 2,6 34 2,2 4,5
Microcistina-RR 11,8 7,1 7,7 68,3 n/a 17,5 4,0 54 7,0 51 2,4 3,0
Microcistina-LA 17,5 10,4 43,2 n/a n/a n/a 8,8 3,6 12,1 8,2 4,7 34
Microcistina-LF 32,0 12,1 44,6 n/a n/a n/a 15,8 16,4 26,1 9,2 9,9 6,7
Microcistina-LY 20,7 8,4 40,4 n/a n/a n/a 13,9 8,9 17,0 8,6 4.4 3,9
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4.3 Analise de diferentes matrizes de agua com realizacdo de etapa de SPE

Apos proceder a escolha do cartucho adequado, foram analisadas diferentes matrizes de agua, em
que se realizou uma etapa de concentragdo da amostra através da técnica de extracdo em fase solida.

As condigdes utilizadas nos estudos das recuperacdes estdo descritas na tabela 6.11 do capitulo VI
e os niveis de fortificacdo realizados estdo descritos mais detalhadamente no ponto 8.2, do capitulo V1.

O método de SPE otimizado foi aplicado a amostras representativas das diferentes matrizes de agua
gue constituem o sistema de abastecimento da EPAL, nomeadamente, 4gua para consumo humano, agua
superficial e agua subterranea

De acordo com a andlise de resultados registados na figura 7.9, confirma-se que a
cilindrospermopsina néo € retida, como referido anteriormente para a matriz “agua ultrapura”.

A anatoxina e a homoanatoxina apenas apresentam valores de taxas de recuperagdo superiores a
60% para a matriz “agua superficial”. Para as outras matrizes verificam-se valores muito baixos.

Para os restantes compostos, nomeadamente para a microcistina YR, LR, LA, LF e LY obtiveram-
se valores de taxas de recuperagéo, para algumas matrizes, muito superiores a 120%.

Tanto os valores muito baixos como os valores muito elevadas de taxas de recuperagdo podem ter
sido provocados por efeitos de matriz.

Os efeitos de matriz podem ser provocados pelo facto de se utilizar um processo de ionizacgéo por
electrospray (ESI). Estes efeitos de matriz estdo relacionados com compostos presentes na amostra que
poderdo suprimir ou aumentar o sinal dos compostos-alvo, podendo ser responsaveis por dados pouco
reprodutiveis ou exatos.

Embora ndo se conhegcam exatamente 0s mecanismos responsaveis pelos efeitos de matriz, é
geralmente aceite que 0s compostos presentes na matriz co-eluem com os compostos alvo, podendo
influenciar a intensidade do sinal devido a sua participagdo no processo de ionizacdo [105].

Agua consumo humano (0,48 ug/L)
® Agua consumo humano (0,96 ug/L)
Agua superficial (0,48 ug/L)
m Agua superficial (0,96 ug/L)
m Agua subterranea (0,48 ug/L)
m Agua subterranea (0,96 ug/L)
‘@é

o
$ 3 & &

Taxas de recuperacio para diferentes matrizes

& & & & & F ~
\o*‘} & & & «°

Figura 7.9: Taxas de recuperacdo obtidas para as cianotoxinas, em diferentes matrizes de agua.
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4.4 Efeitos de matriz

De forma a comprovar se as taxas de recuperacdo obtidas tinham como principal justificagdo os
efeitos de matriz derivados do processo de ionizagdo, a calibracdo foi realizada com padrdes preparados
em matriz ajustada no extrato das diferentes matrizes. Os padrdes utilizados foram preparados de acordo
com o ponto 4.6.3, capitulo VI e as amostras fortificadas estdo descritas no ponto 8.3 desse mesmo
capitulo.

Os resultados obtidos para as cianotoxinas, em matriz ajustada, estdo representados na figura 7.10.

Taxas de recuperacio em matriz ajustada

120 Agua consumo humano (0,24 ug/L)
E’;_‘ 100 lAgua consumo humano (0,48 ug/L)
E 80 Agua superficial (0,24 ug/L)
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60 :
E" = Agua subterranea (0,24 ug/L)
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Figura 7.10: Taxas de recuperacao obtidas para as cianotoxinas, quantificadas em matriz ajustada.

Por observacéo da figura 7.10, verifica-se que aplicando esta metodologia, é possivel obter taxas de
recuperacao superiores a 60 % para todas as matrizes, tanto para o nivel de concentracdo de 0,24 ug/L
como para o nivel de 0,48 pg/L. Estas taxas de recuperagao nao ultrapassam os 125%, 0 que comprova
gue os resultados obtidos anteriormente (sem curva de calibracdo em matriz ajustada) foram
influenciados por efeitos de matriz.

Verifica-se que a dgua de consumo humano é a matriz que apresenta taxas de recuperagdes mais
elevadas, para a maioria dos compostos.

Desta forma, pode considerar-se que o método de preparacdo da amostra otimizado permite a
extracdo simultanea de 9 compostos nas matrizes estudadas. Embora a homoanatoxina-a néo tenha sido
testada no método em matriz ajudada devido a rutura de stock do padrdo comercial, pelos resultados
obtidos para as restantes cianotoxinas, conclui-se que este metodo também seria possivel de aplicar a
este composto.

Este estudo permite também concluir que a quantificacdo dos compostos alvo ndo podera ser
realizada unicamente por calibracdo instrumental com padrdes preparados em solvente, o que iria
originar a obtencdo de resultados pouco exatos, devido a efeitos de matriz.

No caso em que as cianotoxinas sofrem supressdo ionica, a sua quantificacdo seria por defeito e
haveria uma maior probabilidade de falsos negativos. No caso de enriquecimento ionico, a quantificacdo
seria por excesso, podendo existir falsos positivos.
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Seguranca e Ambiente

As instalacdes e condigcBes ambientais existentes nos laboratorios da EPAL visam assegurar as
condicOes necessarias a um bom funcionamento dos laboratérios de ensaio, proporcionando seguranga
e bem-estar aos profissionais e tentando minimizar a possibilidade de acidente.

Os locais de trabalho estdo providos de condigdes de arejamento/ventilagdo, de iluminacgdo e de
limpeza adequadas. O ambiente nos laboratorios estd termostatizado, permitindo um controlo da
temperatura ambiente.

Para a manipulacdo de produtos que produzem vapores toxicos e/ou inflamaveis estdo disponiveis
hottes para a seu manuseamento. Na preparacdo das solucbes utilizadas no desenvolvimento deste
trabalho foi necessario trabalhar sempre em hottes, devido a toxicidade e irritabilidade dos padrdes,
podendo a exposicdo repetida a estes compostos altamente tdxicos provocar, a longo prazo, efeitos na
salde dos profissionais. Foi também utilizado material corrente de laboratério tal como, luvas, bata e
6culos de prote¢do, uma vez que 0s produtos eram extremamente perigosos em contacto com a pele.

Como é sabido, em caso de acidente é necessario ter em conta determinadas medidas de socorro,
nomeadamente, se houver contacto do produto com os olhos deve-se lavar imediatamente os olhos com
agua corrente; em caso de contacto direto com a pele, por exemplo nas maos, deve-se proceder a lavagem
de imediato com agua corrente e caso a irritacdo persista, é necessario procurar um médico. Se o reagente
cair sobre a roupa, é necessario retirad-la o mais rapidamente possivel. Em caso de inalacdo e ingestéo
deve procurar-se um médico. Em caso de acidente existe um manual de primeiros socorros em cada
laboratorio de ensaio.

Encontra-se também instalado no laboratdrio um sistema de alarme e dete¢do de incéndios, com
vista a diminuir os efeitos causados por um eventual acidente, para além dos extintores distribuidos
pelas diversas areas laboratoriais. O laboratorio possui ainda um sistema automatico de dete¢do de gases,
garantindo a seguranca em caso de fuga.

A EPAL possui um sistema integrado de desenvolvimento organizacional de recolha de residuos
laboratoriais. Promove o0s valores e as preocupaces ambientais com o objetivo de contribuir ativa e
responsavelmente para um futuro ambientalmente sustentado prevenindo a poluicdo e acidentes
ambientais graves.

Todos os residuos resultantes das atividades laboratoriais sdo classificados e enviados
posteriormente para reciclagem, usando para o efeito recipientes adequados existentes nas instalacdes.

O presente trabalho teve como principais residuos solidos vials, pipetas de Pasteur e frascos de
reagentes. Para a recolha destes residuos solidos existem recipientes apropriados nos diferentes
laboratérios. Para os residuos liquidos existem recipientes de plastico nos laboratdrios (Jerricans), uns
para o0s solventes halogenados e outros para os ndao halogenados.

Os residuos sdo armazenados provisoriamente no ECOLAB (armazém especifico de residuos),
sendo posteriormente reencaminhados para tratamento por uma empresa licenciada para o efeito.
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Custos associados

Os custos envolvidos nos ensaios realizados sdo elevados e o0s resultados obtidos neste trabalho
devem ser rentabilizados. Na tabela 7.24 estdo descriminados esses custos, sem incluir material
consumivel de laboratorio, entre outras despesas.

Uma analise de cianotoxinas custara ao cliente aproximadamente 50€.

Tabela 7.11: Custos associados ao trabalho desenvolvido.

Produto Quantidade Preco (€)
Padrdo de anatoxina 10 mL 450
Padréo de cilindrospermopsina 630
Padréo de nodularina 870
Padréo de homoanatoxina 1110
Padrdo de microcistina-RR 1250
Padr&o de microcistina-YR S5mL 1750
Padré&o de microcistina-LR 1775
Padré&o de microcistina-LA 1900
Padréo de microcistina-LF 2060
Padré&o de microcistina-LY 2060
Coluna Acquity UPLC HSS T3 1 unidade 755
Cartuchos SPE Bond Elut 220
Cartuchos SPE ENVI-Carb 2 unidades 246
Cartuchos SPE Oasis HLB 366
Acetato de amonio 100 g 25
Acetonitrilo 6L 810
Acido formico 1L 43
Acido trifluoroacético 5mL 18
Metanol 6L 131
Tiossulfato de sodio 2509 47
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O objetivo deste trabalho consistiu na analise de cianotoxinas em diferentes matrizes de agua, por
UPLC-MS/MS. Saliento a existéncia de um método validado para microcistinas no laboratério da
EPAL, por HPLC-DAD. Como tal, as cianotoxinas em estudo foram analisadas pelo método referido
anteriormente (HPLC-DAD), utilizando as condi¢fes cromatogréaficas desse mesmo método, ja
implementado anteriormente pela empresa [102].

Os resultados obtidos pela técnica de HPLC-DAD permitem concluir que este € um método que
requer mais tempo de andlise e consequentemente maior gasto de solventes para conseguir separar todos
0s compostos, apresentando também menor sensibilidade e seletividade uma vez que existem alguns
compostos que apresentam co-eluicdo cromatogréafica e, em caso de suspeita de presenca de um dos
analitos em amostras, 0 DAD ndo permite a sua identifica¢do “inequivoca”.

A anélise por UPLC apresenta um melhor relacdo custo-beneficio, a médio ou longo prazo e
minimiza o impacto ambiental decorrente do uso de solventes e outras substancias.

Sendo assim, apds a analise destes resultados, prosseguiu-se com a otimiza¢do do método por
UPLC-MS/MS.

A otimizacdo das condi¢cBes do sistema UPLC-MS/MS permitiu desenvolver um método
cromatografico em que todas as cianotoxinas apresentam um comportamento cromatogréafico aceitavel,
guer pelo método de injecdo direta, quer pelo método com concentra¢do da amostra.

Para tal, foi utilizada a coluna cromatografica HSS T3 que permite reter e separar compostos
organicos polares soltveis em agua, com uma intensidade de sinal elevada.

Os resultados dos ensaios de validagdo das cianotoxinas indicam que o método cromatogréfico é
linear na gama de concentracGes de 0,4-8,0 pg/L para a gama baixa e entre 15,4-114,3 pug/L para a gama
alta. A existéncia do método cromatogréfico em gama baixa permite a quantificacdo da
cilindrospermopsina, da homoanatoxina-a e da anatoxina, através de um método rapido, que néo requer
concentragcdo da amostra, uma vez que estes trés compostos apresentam limites de quantificagdo
inferiores ao limite recomendado pela Organizacdo Mundial de Salde, que € de 1 pg/L.

O método de quantificacdo na gama baixa permite alcancar curvas de calibracdo com um coeficiente
de determinacdo (r?) superior a 0,9988 e um coeficiente de variacdo do método (Cv) inferior a 2,5%,
enguanto que o método em gama alta apresenta um coeficiente de determinagéo (r?) superior a 0,9963 e
um coeficiente de variagdo do método (Cv) inferior a 2,8%.

Os limites de detecdo (LD) e quantificacdo (LQ) instrumentais, calculados com base no desvio
padréo residual da reta de calibracdo variaram entre 0,10 pg/L e 0,50 pg/L para a gama baixa e entre 1,3
pg/L e 17,7 pg/L para a gama alta. Esses mesmos limites, calculados em condicGes de repetibilidade
variaram entre 0,10 pg/L e 0,70 pg/L para a gama baixa e entre 1,0 e 22,7 ug/L para a gama alta.

A razdo MRM1/MRM2 mostrou ser estavel ao longo do intervalo de linearidade, apresentando
coeficientes de variacdo entre 0,5% e 7,9% para todos os compostos alvo, a excecdo da Microcistina-
LR (16,6%).

Em termos cromatograficos o método desenvolvido apresenta bons resultados de precisdo em
condicOes de repetibilidade, com desvios padrao relativos inferiores a 3,9 %, no extremo inferior da
gama de trabalho, para a homoanatoxina em gama baixa. Apresenta também desvios padrdo relativos
inferiores a 7,3 % para a microcistina-LR em gama alta.

Como ja foi referido anteriormente, o método de andlise direta por UPLC-MS/MS otimizado apenas
apresenta, para trés compostos, limites de quantificacdo inferiores aos valores paramétricos estipulados
pela legislagdo em vigor.

Para esses compostos, realizaram-se varias analises através de um método de injecdo direta, o que
permitiu a obtencdo de taxas de recuperacdo varidveis entre 65% e 100%, aproximadamente,
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representando valores bastante aceitveis para poder analisar estas cianotoxinas por injecdo direta,
rentabilizando assim esta andlise, uma vez que ndo é necessario qualquer tipo de extracdo prévia da
amostra.

De forma a ser possivel aumentar a sensibilidade do método de ensaio para a analise dos restantes
compostos, recorreu-se ao método de extracdo em fase sélida (SPE), para a concentracdo da amostra.

Para tal, selecionou-se o cartucho C18 lIsolute, pois permitiu obter melhores taxas de recuperacéo
em amostras de agua contendo tiossulfato de sodio. Este reagente é normalmente adicionado a amostras
de 4gua tratada uma vez que inibe a agdo do cloro presente, evitando assim o efeito oxidante do cloro.

A cilindrospermopsina foi testada no método de gama alta, no entanto, o cartucho escolhido para a
extracdo, ndo apresenta caracteristicas que possibilitem a retencdo deste composto. A sua analise efetuou
-se apenas pelo método de injecdo direta.

Os ensaios de recuperacdo realizados permitiram concluir que os resultados séo influenciados por
efeitos de matriz, visto que se obtiveram valores de taxas de recuperacdo muito baixos ou muito
elevados, nomeadamente inferiores a 7,8% para algumas matrizes ou superiores a 194,7% para outras
matrizes.

Os efeitos de matriz ocorrem devido a co-eluicdo dos compostos presentes na matriz com 0s
compostos alvo, podendo influenciar a intensidade do sinal devido a sua participagdo no processo de
ionizacéo.

Para eliminar esses efeitos, procedeu-se a realizagdo de uma curva de calibracdo em matriz ajustada,
gue permitiu determinar taxas de recuperacao aceitaveis, nomeadamente entre 60%-120%.

Embora uma maior diluicdo do extrato pudesse resolver os efeitos de matriz e por conseguinte tornar
possivel utilizar as retas preparadas em solvente, o efeito no aumento dos limiares analiticos do método
global poderia ser muito significativo, diminuindo a sensibilidade do método. Para tal, futuramente,
deveriam preparar-se as devidas dilui¢cbes das amostras fortificadas, na tentativa de perceber qual seria
o efeito nos valores dos limiares analiticos.

Caso se comprove que as retas em matriz ajustada sdo a melhor hipotese para a realizagdo deste
método, seria conveniente fazer a validagdo do mesmo, através do célculo dos intervalos de linearidade,
dos limiares analiticos, da preciséo e exatiddo, entre outros pardmetros necessarios a validacdo de um
método analitico.

Apesar de ndo ter sido possivel, seria interessante no futuro, proceder a ensaios para determinar a
exatiddo, através de ensaios interlaboratoriais. Seria também indispensavel fazer ensaios de precisdo
intermédia e o calculo da incerteza associada para ambos 0s métodos, que é uma etapa importante antes
de proceder a acreditacéo.

Apos participacdo do laboratério com bom desempenho num ensaio interlaboratorial, considera-se
que 0 método de ensaio estara apto para que se possa solicitar a extensao da acreditacdo junto do Instituto
Portugués da Acreditagdo (IPAC).

Como perspetiva futura, poderia verificar-se a existéncia de outros métodos para a analise de aguas
(IST ou IPMA) e avaliar a importancia gue o procedimento podera ter, por exemplo, em zonas costeiras,
na anélise de bivalves.
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Anexo 1: Método dos Minimos Quadrados

O método dos minimos quadrados pressupde o célculo de pardmetros de calibragdo, tendo como
base a equagéo da reta de regressdo, dada por:

y=a+ bx (Equacéo 1)

Em que a representa a ordenada na origem, b representa o declive da reta e x 0s valores individuais

de concentragdo conhecida na solugéo padréo.
Esta reta é formada por um conjunto de pares ordenados independentes (x1, y1); (x2, y2); ...;

(xn,yn) onde n se refere ao numero de pontos da reta. A média dos valores de x (concentracdo dos
padrdes utilizados) representa-se por x e a média dos valores de y (sinal instrumental) representa-se por
y.

O célculo do coeficiente de correlagdo, R, pode ser usado como um dos pardmetros para avaliar uma
calibrag&o analitica [100]:

R = — Zin((i-®.0i-9))
JEt 02 g 092

(Equacéo 2)

As curvas de calibracdo devem apresentar valores de coeficiente de correlacdo superiores a 0,995,
no entanto, quanto mais préximo do valor de 1 (correlacdo positiva) ou de -1 (correlagdo negativa)
estiver este coeficiente maior serd a qualidade dos resultados.

Para o calculo do coeficiente de correlagdo é necessario ter em conta algumas precaucdes para que
ndo se cometam erros de interpretacdo, pois um bom coeficiente de correlagdo ndo é sinénimo da
existéncia de uma relacéo linear.

O coeficiente de determinacéo da reta (R?) é dado pelo quadrado do coeficiente de correlacao.

Neste método demonstra-se que os coeficientes a e b da reta de regresséo de y em x, sdo dados por:

p = 2GR @i=Y)]
Z?’:1(xi__)2

(Equacdo 3)

a=y—bx (Equacdo 4)
Onde:
x se refere aos valores individuais de concentragdo conhecida na solucdo padrdo
y se refere a valores individuais do sinal instrumental
x se refere a média dos valores individuais do sinal instrumental (concentracdo dos padrdes utilizados)

y se refere @ média dos valores de y (sinal instrumental)
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Os coeficientes a e b ddo uma estimativa verdadeira da fungdo que € limitada pela disperséo
inevitavel do método. A precisdo da estimativa é quantificada pelo desvio padrdo residual (Syix) da reta

de regressdo:
/z’ii [yi=(a+bx)]? 5
Sy/x = 1T (Equacdo 5)

Este desvio padrdo exprime a disperséo dos valores do sinal em torno da curva de calibragdo. Os
desvios padrdo de declive, Sy e da ordenada na origem, S,, sdo dados por:

S, = —2x (Equacio 6)

’Zﬁl(xi—f)z
Tita Xi? .
Sa = Sy/xwfm (Equacio 7)

e podem ser usados para calcular os limites de confianca de a e b:
bt tS, (Equacdo 8)
atts, (Equacdo 9)

Sendo t o valor da variavel de Student para o nivel de confianca desejado de (n-2) graus de liberdade
[101].

Calculo da concentracado

Apos determinar o declive e a ordenada na origem de uma reta de regressdo, pode-se calcular o valor
de x correspondente a um alor médio de y. A concentracdo de uma amostra por interpolagdo da curva
de calibragdo € calculada da seguinte forma:

(Equacédo 10)
Desvio Padrdo do método (Sm)

Este parametro permite ao operador verificar a qualidade do seu trabalho, com a seguinte formula:

Sm = sy% (Equacéo 11)

Coeficiente de variacdo do método

Este parametro permite comparar diferentes calibracbes e métodos analiticos e é expresso pela
seguinte equacao:

CVy = S?m x 100 (Equagéo 12)
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Anexo 2: Analise de Residuos

A andlise de residuos é um bom indicador de linearidade, tendo em conta que se baseia na avaliacdo
da distancia entre os valores de y experimentais e os valores de y’ ideais da reta de calibragdo. A
determinacdo dos residuos implica a representacao gréfica destes valore em fungdo das concentracdes,
dando origem a um conjunto de pontos que se dispdem aleatoriamente em torno do eixo dos X.

Para admitir a existéncia de linearidade, numa determinada gama de concentragdo, os valores devem
apresentar um desvio igual ou inferior a 15%, ou seja, devem estar compreendidos entre -15 e 15%.
Sempre que existam residuos que apresentam um desvio superior a 15%, devem ser excluidos, reduzindo
a gama de concentracdes e aplicando novamente o teste até que estes requisitos sejam satisfeitos.

O sinal instrumental estimado (y’) € calculado com base na equagdo da reta obtida para o composto
em estudo:

Y’ =a+bx (Equacdo 13)
Onde:
a representa a ordenada na origem (correspondente a reta de calibracdo para o analito)
b representa o declive da reta
X representa os valores individuais de concentragdo conhecida na solucéo-padrdo.

O residuo representa 0 quociente entre os valores experimentais e 0s valores estimados a partir da
reta de calibracdo, em percentagem.

Apo0s o calculo destes valores, é tracado um gréfico de residuos (%) versus concentracao (ug/L)
[100].
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Anexo 3: Teste das areas normalizadas

A distribuicdo dos valores normalizados tem como objetivo a avaliacdo da dispersdo dos valores
obtidos na calibracdo em relagdo aos valores 6timos, de forma a que ndo seja superior a um intervalo
previamente estabelecido.

A partir da equacdo da reta obtida na regressdo linear, estimam-se as &reas de pico, para as
concentragdes usadas.

Para cada uma destas areas, é calculada a razdo entre o valor da area obtida experimentalmente e o
valor da area estimada através da regressdo linear.

A concentracdo para a qual esta razdo se aproxima mais de 1, designa-se por Cig, OU Seja, € a
concentracdo correspondente ao ponto experimental com melhor correlacdo, aplicando-se assim a
seguinte formula:

A.
(C—;)X(looxcmo)

Area normalizada = (Equacédo 14)

A100
Onde:
A, se refere a area do pico correspondente a uma determinada concentracao
Ci se refere a concentragdo correspondente a area A;

Auoo se refere a area do pico correspondente ao ponto experimental com melhor correlagéo
Ci00 se refere a concentracéo correspondente ao ponto experimental com melhor correlagdo

Apobs o célculo destes valores, é tracado um grafico de valores normalizados vs concentracdo
(Hg/L).

Para admitir a existéncia de linearidade para uma determinada gama de concentracdo, definiu-se
gue os valores normalizados ndo podem ter um desvio superior a 15%, devendo estar compreendidos
entre 85 e 115% [100].
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Anexo 4: Teste de RIKILT

O teste de RIKILT permite a analise da linearidade em cada ponto da reta de calibracéo. Para tal,
deve-se tracar um gréfico de linearidade de modo a avaliar o seu comportamento linear em que para
cada concentragdo x e para cada sinal instrumental y, se determina a razéo y/x.

Apo0s o calculo da razdo y/x, é calculada a média de todas essas razdes para todos os pontos de
calibrag&o (x).

A percentagem de cada valor y/x em relacdo ao valor médio é calculada da seguinte forma:

y/x(%) =100 x % (Equacéo 15)
No eixo das abcissas é colocado o valor das concentragfes e no eixo das ordenadas coloca-se o
valor, em percentagem, da razdo y/x.
Para uma linearidade perfeita, cada ponto de calibracdo, deveria corresponder a um valor de 100%,
no entanto, para admitir linearidade numa gama de trabalho, definiu-se que a raz&o percentual de y/x
ndo deve apresentar um valor de desvio superior a 10%, ou seja, os valores devem estar compreendidos
entre 90 e 110% [101].
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Anexo 5: Teste de Mandel ou Teste de Fisher-Snedcor

A linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatistico, de acordo com a norma I1SO
8466/1, pelo teste de Fisher-Snedecor ou teste de Mandel.

A partir de um conjunto de pares ordenados (sinal vs concentracao), calcula-se a funcéo de
calibracdo linear (1SO 8466-1) e a funcéo de calibragdo ndo-linear (1SO 8466-2), bem como os
respetivos desvios-padrdes residuais, Sy, x € S,,,, do seguinte modo:

L i=V? «
Sy/x= T (Equacéo 16)

N Y. )2
Sy = /% (Equacdo 17)

Em que:

N: nimero de padr@es de calibracdo

y;: Sinal obtido por um padrdo de determinada concentracéo

y; . Sinal estimado pela fun¢do de calibracdo linear para um padrdo da mesma concentracdo

¥;, - Sinal estimado pela funcdo de calibracao polinomial do segundo grau para um padrdo da mesma
concentracéo

Calcula-se a diferenca de variancias (DS?) através da seguinte equag&o:
DS?=(N —2) x S5;x — (N —3) x Sf, (Equacdo 18)

Por fim calcula-se o valor de teste (PG ou VT)

VT = D—fz (Equacéo 19)
Sy2

Apobs obter o valor teste, este € comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de
Snedcor/Fisher, de acordo com o nimero de graus de liberdade em causa. A decisdo é tomada de acordo
com o resultado desta comparago:

= Se VT <F: afungdo de calibragdo polinomial é linear e conduz a um bom ajuste dos pontos

experimentais;

= Se VT > F: a funcdo de calibracdo € ndo linear e por isso a gama de trabalho deve ser

reduzida tanto quanto possivel de forma a cumprir a primeira alternativa. Caso ndo seja
possivel deverd ser utilizada uma funcdo de calibragdo ndo-linear [96] [100].
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