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RESUMO

MACHADO, Andrea Ferreira. Ozonizagdao no tratamento da agua para remogao
de microcistina-LR e validacao do método de analise por LC-MS/MS. Porto
Alegre. 2008. Dissertagdo. Programa de Po6s-Graduagdo em Engenharia e
Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO
GRANDE DO SUL.

As microcistinas (MCs) sao toxinas de cianobactérias caracterizadas como
hepatotoxicas, que apresentam uma ac¢ao de intoxicacdo que pode causar a morte
num intervalo de poucas horas a poucos dias. Dentre as MCs cabe destacar a
microcistina-LR (MC-LR) por ser a mais toxica e mais comum. Este trabalho teve
como objetivos avaliar o decréscimo da quantidade da MC-LR em amostras
aquosas sintéticas e reais utilizando tratamento por ozonizagdo, bem como otimizar
e validar o método de determinacdo dessa microcistina por LC-MS/MS. A
linearidade foi obtida através da curva de calibragao (0,05 — 0,5 mg L'1), obtendo-se
bons resultados, r* > 0,99. A repetitividade e a reprodutibilidade foram obtidas
através de fortificacdo de amostras de branco em dias diferentes e tiveram
resultados satisfatérios (CV % < 20). Os Limites de deteccdo (LOD) e de
quantificagdo (LOQ) atenderam o padrdo estabelecido na legislagdo (< 1,0 ug L™). A
analise utilizando LC-MS/MS no modo MRM (monitorando duas fragmentagdes),
comprova a especificidade e seletividade do método. Os resultados obtidos neste
trabalho permitiram concluir que a ozonizagao foi efetiva para remocdo de MC-LR
em niveis mais altos do que os comumente encontrados em aguas de
abastecimento publico, sendo capaz de remover totalmente a toxina da agua até
niveis abaixo do padrédo de potabilidade estabelecido pela legislagdo. O tratamento
com concentragdo constante de ozénio foi capaz de remover 87,7 % da toxina em
60 min de reagcdo. O ensaio com dosagem de solugdo estoque de ozbnio,
necessitou de uma dose de 0,09 mg L " do oxidante para remocao total 0,1 mg L !
de MC-LR, ja a amostra de agua superficial contendo 0,03 mg L' de MC-LR
requereu uma dose de ozdnio de 6,00 mg L. Nesse ensaio foi possivel concluir que
componentes presentes na matriz, como a matéria organica, também reagiram com

ozbnio sendo necessario doses maiores para remocao da MC-LR.

Palavras-Chaves: LC-MS/MS, microcistina-LR, ozonizagao, tratamento da agua.
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ABSTRACT

MACHADO, Andrea Ferreira. Ozonation in the water treatment for removal of
microcystin-LR and method analysis validation by LC-MS/MS.. Porto Alegre.
2008. Master Thesis. Pos-Graduation Program in Materials Engineering and
Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

The microcystins (MCs) are toxins from cyanobacteria characterized as
hepatotoxins, which present an action of poisoning that can cause death in few hours
and few days. Among MCs the microcystin-LR (MC-LR) is known the most toxic and
common. The aim this study was to evaluate the decrease of the concentration of
MC-LR in samples of water by using ozonation and to optimize and to validate the
method for MC-LR determination in water by LC-MS/MS. The linearity was obtained
through the calibration curve (0.05 - 0.5 mg L'1) with good results, *> 0.99. The
repeatability and reproducibility were obtained by spike of blank samples in different
days and had satisfactory results (CV% <20). The detection limit (LOD) and the
quantification limit (LOQ) attended the established by legislation (<1.0 ug L”). The
analysis using LC-MS/MS in MRM mode (monitoring two fragments), demonstrates
the specificity and selectivity of the method, together with the absence of the effect
matrix for drinking water and surface water. The results of this work showed
ozonation was effective for removing MC-LR at levels greater than those likely to be
found in drinking water, and it is able to remove the toxin from water until levels
below established by legislation. The treatment with steady concentration of ozone
was able to remove 87.7% of the toxin in 60 minutes of reaction. A solution of MC-LR
of 0.1 mg L needed a dose of 0.09 mg L™ of stock solution of ozone for total
removal of the toxin, the sample of surface water containing 0.03 mg L™ of MC-LR
requested a dose of ozone of 6.00 mg L. It was possible to conclude that
components present in the matrix, such as organic matter, also reacted with ozone

being required higher doses for removal of MC-LR.
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1. INTRODUCAO

As atividades humanas levam a usos multiplos dos recursos hidricos tais
como: abastecimento publico, irrigagdo, uso industrial, navegacgéo, recreagao e
aquicultura. Embora essas atividades variem de acordo com a populacdo na bacia
de drenagem e com a organizagdo econdmica e social da regido, essas atividades
geram impactos e deterioragdo da qualidade da agua, assim como interferem na

quantidade de agua disponivel (Brasil,2003).

Uma das consequéncias dos impactos antrépicos nos ecossistemas
aquaticos, é a ocorréncia de acelerados processos de eutrofizacdo, causando um
enriquecimento artificial desses ecossistemas pelo aumento das concentracdes de
nutrientes na agua, principalmente compostos nitrogenados e fosfatados, que
resulta num aumento dos processos naturais da produgédo bioldgica em rios, lagos e
reservatorios. As cianobactérias representam um dos grupos fitoplantbnicos que

assimilam estes nutrientes do meio aquatico.

A principal preocupagdo com o aumento da ocorréncia de floragdes de
cianobactérias em mananciais de abastecimento de agua € a capacidade desses
microorganismos produzirem e liberarem para o meio liquido toxinas (cianotoxinas)
que podem afetar a saude humana, tanto pela ingestdo de agua como por contato
em atividades de recreacdo no ambiente, ou ainda pelo consumo de pescado
contaminado. Entretanto, a principal via de intoxicagdo € pelo consumo oral da agua

sem tratamento adequado para remogao dessas toxinas.

O tipo mais comum de intoxicagdo envolvendo cianobactérias é ocasionado
por hepatotoxinas, que apresentam uma acao de intoxicacdo que pode causar a

morte num intervalo de poucas horas e poucos dias (Carmichael, 1994).
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As microcistinas s&o potentes hepatotoxinas produzidas pela espécie
Microcystis Anabaena, a qual ocorre largamente em aguas doces e salinas
causando intermitente envenenamento de animais silvestres e domésticos e de

peixes (Yuan et al., 20006).

Em funcdo do seu potencial risco a saude humana, os tratamentos aplicados
na agua para abastecimento publico devem ser capazes de remover as cianotoxinas
de forma eficiente, sem gerar subprodutos indesejaveis, ou seja, substancias tao

nocivas quanto as préprias toxinas (Brasil,2003).

O ozbnio representa o mais potente agente oxidante para remocgao de
microcistinas da agua, onde doses relativamente baixas podem resultar na remogao
total dessas toxinas (Hall et al., 2000). Um dos ataques do ozbnio na molécula de
microcistina ocorre em um dos aminoacidos Adda (acido 3-amino-9-metéxi-2,6,8-
trimetil-10-fenil-deca-4,6-diendico) da molécula, sugerindo que apds o tratamento
com o0zonio a toxicidade das microcistinas diminui (Onstad et al., 2007), ja que esta
€ a parte da cadeia que contribui para este efeito toxico. O ozbénio também parece
nao contribuir para que a oxidagdo da molécula gere subprodutos de reagéo tao

toxicos quanto as proprias microcistinas (Brooke et al., 2006).

Técnicas analiticas altamente sensiveis e seletivas sdo necessarias na
determinacdo de microcistinas em aguas. A técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC/MS/MS, do inglés Liquid
Chromatography — Tandem Mass Spectrometry) mostra-se altamente confiavel e
capaz de atingir niveis de detecgao baixos suficientes para atender o valor maximo
aceitavel para microcistinas (1 ug L'1), adotado pela Organizagao Mundial da Saude
(OMS) e incorporado no adendo das Normas para Qualidade da Agua tratada
revisado em 2004 (Portaria N° 518, 2004).

Assumindo-se que a qualidade da agua € um dos fatores limitantes para
desenvolvimento social e econdmico do pais, garantir de forma segura e confiavel, a
qualidade da agua em mananciais e nos sistemas de abastecimento publico, & de

grande importancia.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar o decréscimo da concentracdo de microcistina-LR (MC-LR) em
amostras reais (agua superficial) e sintéticas de aguas, utilizando o
tratamento por ozonizagdo. Verificando os percentuais de remogao da MC-LR
no tratamento com 0zdnio gasoso diretamente nas amostras e com dosagem
utilizando solugdo estoque de ozbnio. Serdo também avaliados os
parametros: tempo de reagao, dose do ozonio, influéncia do pH da solugao

ozonizada e de parédmetros de qualidade da agua;

Objetivos especificos:

Otimizar o método de determinacdo da MC-LR por LC-MS/MS para os
parametros: coluna cromatografica, composicdo da fase modvel e aditivo da
fase moével, com o propdsito de obter-se a melhor sensibilidade na analise da

microcistina;

Validar o método de determinagdo da MC-LR segundo a DOQ-CGCRE-008
(INMETRO, 2007) e 2002/657/EC (European Communities, 2002), avaliando
os parametros: especificidade e seletividade, linearidade, repetitividade,
reprodutibilidade, limite de deteccao, limite de quantificagcdo e incerteza da

medicao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Toxinas de cianobactérias

Varios géneros de cianobactérias que formam floragdes produzem toxinas. As
toxinas de cianobactérias, que sdo conhecidas como cianotoxinas, constituem uma
grande fonte de produtos naturais tdéxicos produzidos por esses microorganismos
(Brasil, 2003).

Algumas dessas toxinas, que sdo caracterizadas por sua agdo rapida,
causando a morte de mamiferos por parada respiratoria apdés poucos minutos de
exposicdo, tém sido identificadas como alcaldides ou organofosforados
neurotéxicos. Outras atuam menos rapidamente e sao identificadas como peptideos

ou alcalbides hepatotdxicos.

De acordo com suas estruturas quimicas, as cianotoxinas podem ser
incluidas em trés grandes grupos: os peptideos ciclicos, os alcaldides e os
lipossacarideos. Entretanto, por sua agdo famacologica, as duas principais classes
de cianotoxinas até agora caracterizadas sao: neurotoxinas e hepatotoxinas. Sé&o
conhecidos trés diferentes tipos de neurotoxinas: Anatoxina-a, Anatoxina-a(s) e
Saxitoxinas e trés tipos de hepatoxinas: Nodularinas, Cilindrospermopsina e

Microcistinas.

Sera descrito com maior detalhamento as hepatoxinas, microcistinas, ja que

estas sdo a cianotoxinas estudadas neste trabalho.
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3.1.1. Hepatotoxinas

O tipo mais comum de intoxicagdo envolvendo cianobactérias é ocasionado
por hepatotoxinas, que apresentam uma acdo mais lenta, podendo causar a morte

num intervalo de poucas horas a poucos dias (Carmichael, 1994).

As microcistinas s&o potentes hepatotoxinas produzidas pela espécie
Microcystis Anabaena, a qual ocorre largamente em &guas doces e salinas,
causando intermitente envenenamento de animais silvestres e domésticos e de
peixes (Yuan et al., 2006), incluindo casos de exposicdo humana (Soares et al.,
2006), como ocorrido na cidade de Caruaru, Brasil em 1996. Nessa ocasido ocorreu
a morte de 76 pacientes de dois centros de hemodialises, onde 52 dessas mortes

tiveram como causa comprovada as hepatotoxinas ciclicas, microcistinas.

A estrutura das microcistinas consiste em sete aminoacidos que formam um
peptideo ciclico (Dahlmann et al, 2003). A nomenclatura das microcistinas foi
proposta por Carmichael et al. (1998). Inicialmente apenas as variagcées qualitativas
observadas em seus dois L aminoacidos foram usadas para designar as diferentes
microcistinas, por exemplo: microcistina-LR (leucina-arginina), microcistina-RR
(arginina-arginina), microcistina-YA (tirosina-alanina), microcistina-YR (tirosina-

arginina) e microcistina-LA (leucina-alanina).

A Figura 3.1. apresenta a estrutura geral das microcistinas, onde X e Y s&o
dois L aminoacidos variaveis. As variagoes estruturais destas toxinas sao indicadas
por abreviagdes do tipo: MC-LR contendo Leucina (L) na posi¢céo 2 e Arginina (A)
na posicao 4. Adda, é o acido 3-amino-9-metdxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-
diendico, que esta também presente nas nodularinas e foi determinado como um
dos responsaveis pela atividade biolégica dessas hepatotoxinas. Ja se tem
conhecimento de mais de 80 microcistinas (Dahlmann e Luckas, 2005), mas
diferengas no grau de metilagdo dos aminoacidos, bem como variaveis isoméricas
no aminoacido Adda, passaram também a serem usados na classificacdo destas

hepatotoxinas.
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Baseado em estudos de toxicidade oral em niveis subcronicos, realizados
com camundongos e com porcos, foi estabelecida como ingestdo diaria aceitavel
(“tolerable daily intake” — TDI), para microcistina-LR, o valor de 0,04 ug Kg'1 de peso
corpéreo (Chorus et al., 1999).

D-Me-Asp

Figura 3.1. Estrutura geral de microcistinas. (Dahlmann et al, 2003).

A partir desse valor um limite maximo aceitavel de 1 ug L™ de microcistinas
em agua de consumo humano foi adotado pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) (“Guideline for Drinking Water Quality”, WHO — 1998) e incorporado no
adendo das Normas para Qualidade da Agua Tratada revisado em 2004 (Portaria N°
518, 2004).

3.1.2. Métodos para determinagao de microcistinas

Varias técnicas tém sido desenvolvidas para analise de microcistinas em
cianobactérias e na agua. Esses métodos incluem: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA,
do inglés enzime-linked immunosorbent assay), inibigdo de proteina fosfatase,
cromatografia liquida e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(Yuan et al.,2006).

O Quadro 3.1. apresenta os principais métodos utilizados para analise de

microcistinas. A técnica de espectrometria de massas mostra-se capaz de atingir
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limites de detecgdo bastante baixos para microcistinas atendendo o limite
estabelecido na Portaria 518 (2004), essa foi uma das razbes para escolha dessa

técnica para o desenvolvimento deste trabalho.

3.2. Espectrometria de massas

3.2.1. Principios da técnica

A espectrometria de massas (MS), dentre todas as ferramentas analiticas
disponiveis, é talvez a de mais ampla aplicabilidade (Skoog et al., 2002), no sentido

que a técnica é capaz de fornecer informacao sobre:

e A composi¢ao elementar de amostras;

e As estruturas de moléculas inorganicas, organicas e bioldgicas;
e A composicao qualitativa e quantitativa de misturas complexas;
e A estrutura e a composicao de superficies solidas;

e As razoes isotdpicas de atomos nas amostras.

A Figura abaixo apresenta um desenho esquematico de um espectrometro de

massas.
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Figura 3.2. Componentes de um espectrdmetro de massas (Skoog et al, 2002).
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HPLC CE Método MMPB ELISA Inibicéo
Fosfatase
Detecgao UV Detecgao DAD Detecgdo MS
Principio da Separagcdo por Separagao por Separagdo por Separagdo por Oxidagao de Determinacao Determinacéao
técnica HPLC com HPLC com HPLC com CE com microcistinas através do grau através do grau
deteccdo UV em deteccao por DAD deteccgao por deteccdo por onde, Adda ¢é de interagdo das de inibicao
240 nm. com espectro UV MS ou MS/MS.  DAD ou UV. convertida a toxinas com enzimatica
dos analitos. MMPB, sendo a anticorpos. (desfosforilacéo
determinagao do substrato).
por GC ou
GC/MS.
0] que é Determinacao Determinacéao Determinacéao Determinacdo D& a soma total Da a soma total Soma total de
medido individual das individual das individual das individual das de microcistinas, de microcistinas, microcistinas.
toxinas através toxinas através de toxinas através toxinas através como como
de padrbes padrbes analiticos. de padrées de padrbes equivalente em equivalente em
analiticos. analiticos. analiticos. microcistina-LR, microcistina-LR,
se o0 padrdo se o padrao
analitico da analitico da
mesma € mesma e
itilizado. itilizado.
Limite de O LOD depende O LOD depende O LOD depende Néao 043 ng de LOD de 0,05 LOD no
detecgéo (LD) do fator de do fator de do fator de determinado. microcistina. ug/L ensaios
concentracdo; E concentragcdo; E concentragdo Para amostras (sem pré- colorimétrico € de
estimado em estimado em podendo chegar de agua o LOD concentragdo da aproximadamente
1 ug/L paracada 1 pug/L para cada a 0,1 ug/L para depende do amostra). 0,3 ug/L
toxina se 1 L de toxina se 1 L de cada toxina com fator de (sem pré-
amostra € amostra € injecéo concentracao. concentracdo da
utilizado. utilizado. cromatografica amostra).
direta da

amostra, em um
sistema MS/MS.

Legenda: HPLC = Cromatografia liquida de alta eficiéncia; UV = Ultravioleta; DAD = Arranjo de Diodos; MS = Espectrometria de massas;

CE = Eletroforese capilar; MMPB = Acido 3-metoxi-2-metil-4-fenil butirico; Adda = &cido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-diendico;

ELISA = Enzime linked immunosorbent assay; GC = cromatografia gasosa. [Fonte:Adaptado de Dahlmann et al., 2005 e Nicholson et al., 2001).
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3.2.2. Fontes de ions

O ponto de partida para uma analise por espectrometria de massas € a
formacao de ions gasosos do analito e a finalidade e a utilidade de um método de
MS séo ditadas pelo processo de ionizagdo. O aparecimento de espectros de massa
de uma certa espécie molecular é altamente dependente do método usado para
formacdo de ions. O Quadro 3.2. lista fontes de ions que tém sido usadas em
espectrometria de massa molecular. Sera descrito detalhadamente o tipo de
ionizagao por eletronebulizagao (ESI), ja que este foi o modo de ionizagao utilizado

no desenvolvimento deste trabalho.

3.2.2.1. lonizagao por eletronebulizacao (ESI, do inglés Electrospray)

A ionizacdo por eletronebulizagdo acontece a pressao e temperatura
atmosféricas em um dispositivo como € mostrado na Figura 3.3. Uma solugéao de
amostra € bombeada através de uma agulha capilar de ago inoxidavel com vazao de
alguns microlitros por minuto. A agulha € mantida em varios quilovolts com relagéo a
um eletrodo cilindrico que circunda a mesma. A nuvem resultante, carregada de
finas goticulas, passa entdo por um capilar de dessolvatagdo, no qual ocorre a
evaporagado do solvente e a ligagdo da carga as moléculas do analito. A medida que
as goticulas ficam menores em consequéncia da evaporagao do solvente, suas
densidades de carga se tornam maiores e ocorre a dessorgao dos ions no gas

ambiente.

ESI é bastante sensivel e aplica-se a moléculas e macromoléculas acidas ou
basicas de ampla faixa de massas. Uma caracteristica importante da ESI é que ela
é facilmente adaptavel para introducdo direta de amostras de colunas de

cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e eletroforese capilar.



Quadro 3.2. Fontes de ions para espectrometria de massas e seus respectivos agentes ionizantes.
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Fonte de ions

Agente ionizante

Impacto de elétrons (IE)

lonizagao quimica (Cl)

lonizagao por campo (FI)

Dessorgao por campo (FD)

lonizagao por eletronebulisagdo (ESI)

lonizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI)

Dessorgaol/ionizacdo com Jaser auxiliada por
matriz (MALDI)

Dessorc¢ao por plasma (PD)

Bombardeio com atomos rapidos (FAB)

Elétrons energéticos

fons gasosos reativos
Eletrodo com alto potencial
Eletrodo com alto potencial
Campo elétrico elevado
fons gasosos reativos

Feixe de laser

Fragmentos de fissdo de 2*°Cf

Feixe atdbmico energético

Fonte: Adaptado de Skoog et al., 2002.
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Figura 3.3. Dispositivo para ionizagao por eletronebulizagdo (Skoog et al, 2002).

3.2.3. Tipos de espectrometro de massas

Varios dispositivos estdo disponiveis para separar ions com razbes massa/carga
(m/z), sdo os analisadores de massas. A seguir sdo apresentados os analisadores
de massa existentes, sera descrito detalhadamente o espectrdbmetro de massas

com quadrupolos, pois foi 0 analisador utilizado no desenvolvimento deste trabalho:

¢ Analisadores com Setor Magnético;
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e Instrumentos de dupla focalizacao;
¢ Analisadores de massa quadripolares;

¢ Analisadores de Massa através de Medidas de Tempo de Vbo (TOF, do

inglés Time of Flight);
e Sistema de aprisionamento de ions;

e Espectrébmetros com Transformada de Fourier (FTMS, do inglés Fourrier

Transform Mass Spectrometry ).

3.2.3.1. Analisadores de massa Quadripolar

E um espectrdmetro mais compacto e mais robusto que outros tipos de
espectrometros de massas, tendo a vantagem de possuir altas velocidades de

varredura.

O coragdo de um instrumento quadripolar (Figura 3.4.) é constituido de
quatro hastes cilindricas paralelas que servem de eletrodos. As hastes opostas
estdo conectadas eletricamente, um par sendo ligado ao lado positivo de uma fonte
de corrente continua (dc) e o outro par ligado ao terminal negativo. Além disso, séo
aplicados a cada par de hastes potenciais de radiofrequéncia (rf) variaveis, que
estdo 180 graus fora de fase. Para obter o espectro de massa com esse dispositivo,
os ions sao acelerados, no espaco entre as hastes, por um potencial de 5 a 10 V.
Enquanto isso, as voltagens rf e dc nas hastes sdo aumentadas simultaneamente
enquanto sua razdo é mantida constante. Em um dado momento, todos os ions,
exceto aqueles tendo um valor determinado de massa/carga (m/z), atingem as
hastes e sdo convertidos em moléculas neutras. Assim, somente os ions que tém

valores de m/z dentro do intervalo limitado atingem o detector.
3.2.4. Espectrometria de massas sequencial (MS/MS)
A técnica de MS/MS vem se destacando devido a sua alta especificidade

analitica quando utilizada em modo de monitoramento de rea¢gées multiplas (MRM,

do inglés Multiple Reaction Monitoring), no qual os analisadores de massas
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quadripolares, Q1 e Q3, selecionam os ions precursores e produto,
respectivamente, definindo uma transicdo de m/z especifica. Neste modo, o
segundo quadrupolo (Q2) funciona como uma cela de colisdo, onde os ions
precursores selecionados de acordo com razées m/z em Q1, sdo fragmentados por
dissociagao induzida por colisdo (CID), apos colisdo com um gas inerte sob energia
especifica. Otimizando o detector para tal experimento (MRM), contendo mais de
uma transi¢gdo para o mesmo precursor, gera-se um metodo confirmatoério (Junior et
al., 2006).

Assim sendo, o emprego desta técnica fornece informagbes referentes a
retencdo do composto na coluna cromatografica, as transi¢cdes monitoradas e ao
sinal proporcional a concentragdo do analito que permitem atingir altos niveis de

confiabilidade e sensibilidade.

A espectrometria de massas sequencial acoplada a cromatografia liquida é
representada da seguinte forma: LC-MS/MS (do inglés, Liquid Chromatography —
Tandem Mass Spectrometry). A Figura 3.5. mostra um esquema do sistema de

espectrometria de massas MS/MS utilizando ESI.

Figura 3.4. Analisador de massas quadripolar (Adriano, 2002).
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Figura 3.5. Esquema do sistema de ESI-MS/MS (Junior, 2006).

3.3. Validagcao de métodos analiticos

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou implementagao
de método conhecido envolve um processo de avaliagcdo que estime sua eficiéncia
na rotina de laboratério. Esse processo costuma ser denominado de validagao
(Brito,2003).

E fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios para
demonstrar, por meio de validacdo, que os métodos de ensaio que executam
conduzem a resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida (DOQ-
CGCRE-008 - INMETRO, 2007).

A validacao do método analitico envolve um procedimento o qual prova que o
método fornece resultados esperados com credibilidade, precisdao e exatidao

adequadas (Langas, 2004).

Em agosto de 2002, a Comunidade Européia desenvolveu um guia para
validacao (EC/657/2002) da desempenho de métodos e interpretagdo de resultados
(Allis et al., 2007). Esse guia foi originalmente estabelecido para a identificacdo e
quantificagdo de residuos orgénicos e contaminantes em carnes, porém tem sido

bastante util na validagcao de outros analitos em diferentes matrizes.
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Embora n&o haja consenso sobre quais parametros devem ser incluidos em
um processo de validacdo de um método analitico, neste trabalho foram utilizados
parametros que constam no “Documento de orientacado sobre validagdo de métodos
de ensaios quimicos — DOQ-CGCRE-008" (INMETRO, 2007) e na EC/657/2002

(European Commision, 2002), s&o eles:

3.3.1. Especificidade e seletividade

O termo especificidade, muitas vezes utilizado como sindnimo seletividade,
define a capacidade do método em detectar o analito de interesse na presenca de
outros componentes da matriz. Ja a seletividade refere-se a capacidade de

detecgao de substancias.

O processo para demonstrar a especificidade e seletividade do método
depende do seu objetivo. Em diversas técnicas analiticas (como nas analises
cromatograficas, por exemplo) esses parametros podem ser estabelecidos pela
comparacédo do resultado obtido com a combinagcdo de varios fatores. Uma das
maneiras de se determinar esses parametros é fazendo-se uma analise do efeito da
matriz através do branco (matriz isenta do analito de interesse), observando-se a
presencga de picos na regiao do tempo de retencédo do analito de interesse (Langas,
2004). A seletividade é muitas vezes comprovada pela analise utilizando técnicas

auto-cofirmatérias, como por exemplo a espectrometria de massas sequencial.

3.3.2. Linearidade

A linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados
que sejam diretamente proporcionais a concentragdo do analito em amostras, em
uma dada faixa de concentracdo. A quantificacdo requer que se conheca a
dependéncia entre resposta medida e a concentracdo do analito. A linearidade é
formulada como expressdo matematica usada para o calculo da concentracdo do

analito a ser determinado na amostra real.

A equacéo da reta que relaciona as duas variaveis é:
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y=ax+b (3.1)

Onde:

y = Concentragao;

a = Coeficiente angular da curva de calibragao;

x = Resposta medida (absorbancia, altura, area cromatografica,etc.);

b = Coeficiente linear da curva de calibragao.

A linearidade pode ser calculada a partir da equacédo de regresséao linear,
determinada pelos minimos quadrados. O coeficiente de regressao linear (r2) e
frequentemente usado para indicar o quanto pode ser considerada adequada a reta
como modelo matematico. Valores de r? iguais ou superiores a 0,99 sao
recomendados pelo INMETRO (2003).

3.3.3. Exatidao

E a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor real. Pode ser
determinado através de comparacido entre laboratérios, através de materiais de
referéncia, por comparacdo de resultados de métodos diferentes, analisando a

recuperacao ou através de ensaios de proficiéncia.
3.3.3.1. Recuperagao

A recuperagao € uma medida de eficiéncia do processo de isolamento do

analito de interesse da matriz na qual se encontra presente.

O estudo de recuperagao consiste na “fortificagdo” da matriz, ou seja, na
adicdo de solugbes com diferentes concentragées do analito de interesse seguida
pela determinagédo da concentracdo do analito adicionado. Calcula-se a quantidade
percentual recuperada pelo processo usando a seguinte Equacao 3.2. (INMETRO,
2007):
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Onde:

R% = Recuperagao percentual;

C4 = Concentracao esperada;

C, = Concentragao obtida através da analise da amostra fortificada;

C3 = Concentracao obtida através da analise da amostra nao fortificada.

Existem muitos critérios para a escolha dos niveis de fortificagcdo e numero de
réplicas para cada nivel. O critério adotado neste trabalho baseia-se na
EC/657/2002 (European Communities, 2002) e consiste na analise de um branco de
matriz e seis aliquotas fortificadas na faixa de 0,5; 1 e 1,5 vezes o limite maximo
permitido para o analito ou um valor abaixo do mesmo (nivel de validagdo). Mais
duas aliquotas devem ser fortificadas na faixa de 2 e 5 vezes o limite maximo, cada
uma, totalizando 21 amostras. Este procedimento é repetido em trés dias diferentes
(Experimentos 1, 2 e 3).

Na maioria dos procedimentos analiticos de validagao, recuperagdes dentro
da faixa 70 — 120 % sao aceitas (ICH,1996), a menos que a faixa desejada seja

especificada com outros valores.
3.3.3.2. Repetitividade

E o grau de concordancia entre os resultados de medigbes sucessivas de um
mesmo mensurado, efetuadas sob as mesmas condi¢gdes de medigao, chamadas de
condi¢cdoes de repetitividade: mesmo procedimento de medicdo, mesmo analista,
mesmo instrumento usado sob mesmas condi¢gdes, mesmo local e repeticbes em

curto espaco de tempo.

A repetitividade pode ser expressa através do coeficiente de variancia
(Equagéo 3.3) obtido através das analises das amostras fortificadas para o ensaio

de recuperacao.
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) ot
CV.%=—kmeda 44, (3.3)
Desvio padrao

Onde:
C.V.% = Coeficiente de variancia percentual;

R% = Recuperagao percentual.

Para métodos empregados em determinagcdo ao nivel de ppb (parte por

bilh&do), valores de C.V. de até 23 % sao aceitaveis (Brito, 2003).

3.3.3.3. Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medigées de um mesmo
mensurado, efetuadas sob condi¢cbes variadas de medi¢cdo, como por exemplo, a

variagao do dia de preparacao e analise de amostras fortificadas.

A reprodutibilidade pode ser expressa através do coeficiente de variancia
obtido através das analises das amostras fortificadas para o ensaio de recuperagao

para cada dia experimental. O critério para o C.V. % é o mesmo da repetitividade.

3.3.4. Limite de detecgao do equipamento (LODE)

LODE é definido como a concentracédo do analito que produz um sinal de trés

a cinco vezes a razdo sinal/ruido do equipamento.

3.3.5. Limite de detecgdao do método (LOD)

LOD é definido como a concentracdo minima de uma substancia medida e
declarada com 95% ou 99% de confianga de que a concentragao do analito € maior
que zero. O LOD é determinado por meio de analise completa de uma dada matriz
contendo o analito na concentragcdo proximo ou abaixo do minimo estabelecido em
legislagdes. O LOD para um procedimento analitico pode variar em fungéo do tipo
da amostra. E fundamental assegurar-se de que todas as etapas de processamento

do método analitico sejam incluidas na determinagao desse limite de detecgéao.
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Segundo a EC/657/2007 (European Communities, 2002), para obten¢do do
LOD plota-se o sinal obtido contra a concentragdo adicionada (amostras
fortificadas). A concentragcdo correspondente ao coeficiente linear da reta mais 2,33
vezes o desvio padrao é igual ao LOD, onde 2,33 € o valor-z (teste de estatistica 2)

com um nivel de confianga de 99 %.

3.3.6. Limite de quantificagao (LOQ)

LOQ é a menor concentragado do analito que pode ser determinada com um
nivel aceitavel de extatidao e precisdo. O LOQ € determinado por meio de analise
completa de uma dada matriz contendo o analito de interesse (amostras
fortificadas).

Segundo a EC/657/2007 (European Communities, 2002), para obtencdo do
LOQ plota-se o sinal obtido contra a concentragdo adicionada (amostras
fortificadas). A concentragdo correspondente ao LOD mais 1,64 vezes o desvio
padrao do coeficiente linear da reta é igual ao LOQ, onde 1,64 é o valor-z (teste de

estatistica z) com um nivel de confianca de 95 %.

3.3.7. Incerteza da medigao (U)

E a incerteza associada a todo procedimento analitico, desde a preparacéo
da amostra até sua analise e quantificagcdo. Para estimativa da incerteza podem ser
consideradas as variagdes associadas a reprodutibilidade e ao efeito da matriz

sobre a analise do analito de interesse.

3.4. Remocao de cianotoxinas nas estagoes de tratamento de agua

As cianotoxinas encontram-se predominantemente no interior das células
viaveis (sadias) das cianobactérias toxicas (toxinas intracelulares). Sob condi¢des
normais, apenas uma pequena propor¢cao dessas toxinas é liberada pelas células
viaveis para a agua (toxinas extracelulares). Contudo, quando ocorre o rompimento

da célula (lise), seja pelo decaimento natural ou pela agao de ruptura das células
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exercidas por agentes quimicos, como o sulfato de cobre e oxidantes, a toxina

intracelular é significativamente liberada para coluna d’agua (Yoo et al., 1995).

Um importante aspecto na avaliagdo do processo de tratamento da agua € a
remogao eficiente das toxinas intracelulares e as dissolvidas (Jurczak et al., 2005).
Esse processo deve garantir que ndo haja o rompimento das células em fungao de
fatores quimicos e mecéanicos (Schmidt et al., 2002), fazendo com que as toxinas

sejam liberadas para agua.

A remocgao de cianotoxinas da agua também pode ocorrer de forma natural
através da agao de bactéria ou luz solar (Shephard et al., 1998), dependendo da

concentragao presente na agua.

A Quadro 3.3. apresenta os principais processos de tratamentos, ja

investigados, para remogao de microcistinas da agua.

Combinagdes de métodos de remogao, como O3/H20, e Os/Fenton, também

mostram-se eficientes para remogao de cianotoxinas da agua (Momani et al., 2008).

O ozbnio representa o mais potente agente oxidante para remocgao de
microcistinas da agua, onde doses relativamente baixas podem resultar na remogao
de microcistinas abaixo dos limites de detecg¢ao (Hall et al., 2000). Por este motivo, o

ozobnio foi escolhido para o desenvolvimento deste trabalho.



Quadro 3.3. Principais métodos de remoc¢ao de microcistinas da agua ja investigados.
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Dosagem Referéncia
Método de Tipo de Principio do  Concentragdo de microcistina do gente
remogao processo método de
remogao
Inici1al Final1 .
~ Remocao 3mglL 02mglL 7mglL Hall et al.
EloculagaE), Mecanic de de (2000)
oagulagéo e bi lant
Filtragso iomassa coagulan
algal e (Al
Carvao 0,008 mgL" 0,002mgL”’ Nao Huang et
ativado , informado  al.,(2007)
. As toxinas 4 -1
Argila AdSOrca = 4,8 mgL 09mgL 35mgde Holmes et al.
¢cd séo .
(o] adsorvidas Sed'“?e”‘ (2000)
ao material 0 arglloso
(particular
<2um)
Dioxido de Reacdo 0,00mgL” 0,003mgL” 1mglL” z(nglo ?)t) al.
com
cloro (CIO,) cIO,
Peréxido de Reacao 0,004 mgL"’ 0001mgL" 10mgL" Halletal.
hidrogénio com (2000)
(H202) H20,
Permanganato .. Reagdo 0,004 mgL"' 00006 mgL" 10mgL"' Rodriguez et
de potassio Oxidaga  .om g al. (2007)
(KMnOQOy,) KMnO,
Reacéo 300 uM Nao 15mM e Gajdek et al.
Fenton com H,Oz e detectado 1,5 mM (2001)
Fe* Fe**
Reagao 1mgL” N3o 06 mgL”" Momani et
Ozonizagao com o detectado al. (2008)
0zbnio

Fe®" = Ferro II; Al = Aluminio

3.4.1. Ozonizagao

O ozbnio (O3) € um agente oxidante poderoso (Eo = 2,08 V) quando

comparado a outros agentes oxidantes conhecidos como, por exemplo, o peréxido

de hidrogénio (Eo = 1,78 V) permitindo que reaja com uma numerosa classe de

compostos organicos e inorganicos.

A oxidacao de poluentes ou efluentes pode ocorrer de maneira direta ou

indireta, conforme mostra a Figura 3.6.
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+M
/_—P Moy Reagdo Direta
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N
: ————» M,  Reacko via-radical

R

Figura 3.6. Reatividade do ozbénio em solugdo aquosa (Langlais et al., 1991). Onde M é o

material a ser oxidado e Mgy € o material oxidado.

A aplicagao do ozbnio no tratamento da agua de abastecimento publico é
largamente empregada em diversos paises (Guten, 2003). Similarmente a outros
desinfetantes para o tratamento da agua (exemplo: cloro), o ozénio é instavel em
agua e pode reagir com alguns componentes da matriz, dependendo do tipo e do
teor de matéria organica existente na mesma e da sua alcalinidade (Hoigné, 1994).

Em pH alcalino, o processo de ozonizagao sempre envolve duas reagado do ozénio
com ions hidroxilas (OH) com a formacao de radicais hidroxila ((OH), que sdo mais

poderodos oxidantes que o o proprio ozonio.

A ozonizagdo e o carvao ativado sdo relatados como as melhores opcgdes
para remogao de MC-LR (Rodriguez et al., 2007), ao contrario dos tratamentos

convencionais de floculacéo, filtracao e cloracéao.

A maior parte da biomassa algal € removida na coagulacdo e filtragdo
(Chow et al., 1999), entretanto estudos recentes mediram o transporte de
cinotoxinas através do processo de tratamento da agua (Jurczak et al., 2005) e

verificou-se a presenca de tragos de microcistinas ap6s a coagulagao.

Uma combinacdo das etapas de tratamento convencional, floculacao,
sedimentacéo e filtragdo seguidos de oxidagdo com ozbnio, mostram-se eficientes
para completa remogdo de MC-LR (Brooke et al., 2006) em aguas naturais
fortificadas com 20 ug L™ da toxina. O tempo de contato com oz6nio foi de 5 min e a

dose de Os foi de aproximadamente 1,5 mg L™

Momani et al. (2008) verificaram que concentragdes mais baixas de MC-LR

requerem doses menores de ozdnio em relagcdo a concentragdes mais altas da
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toxina, para se alcangar sua total remogdo. A concentracdo de 5 mg L™ de MC-LR
necessitou de 2,4 mg L™ de ozénio para sua remogao total, enquanto 1 mg L™ de

MC-LR necessitou de 0,6 mg L do oxidante.
3.4.1.1. Acgao do ozbdnio na oxidagdo de microcistinas

Em funcédo das varias duplas ligagdes e dos grupos amino, a MC-LR é
facilmente oxidada pelo ozénio (Guten, 2003). Onstad et al. (2007) propuseram o0s

sitios de taque do 0zb6nio para molécula de MC-LR (Figura 3.7.).

Através da Figura 3.7. é possivel verificar que um dos ataques do ozbnio
ocorre na parte Adda da molécula, sugerindo que apés o tratamento com ozbnio a
toxicidade da MC-LR diminui, ja que esta parte da cadeia contribui para toxicidade
(Onstad et al., 2007).

As estruturas e as propriedades das demais variantes de microcistinas
sugerem que o tratamento com O3 pode também ser eficiente para remogéo dessas
toxinas (Hall et al., 2000), como também sugere-se 0 mesmo para nodularinas,

anatoxina, anatoxina(s) e saxitoxinas (Guten, 2003).

Figura 3.7. Proposta de sitios de ataque do 0z6nio(O3) para a molécula de MC-LR
(Onstad et al., 2007).
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4. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na otimizacdo e validacdo do
meétodo para analise de microcistina-LR por LC-MS/MS e avaliacdo do decréscimo

da microcistina pelo processo de ozonizagao.

Os testes com o0z6nio foram realizados no Laboratério de Quimica Analitica e
Ambiental (LQAMB) da PUCRS. As analise em LC-MS/MS foram realizadas no

laboratério Bioensaios Analises e Consultoria Ambiental Ltda.
4.1. Reagentes e materiais

e Tiossulfato de sédio p.a.(Quimex);

e Acetato de aménio p.a. (Quimex);

e Formiato de amdnio p.a. (Vetec);

e Acido trifluoroacético (TFA) (J.T Backer);

e Acido férmico p.a.(Synth);

e Acido fosférico (Quimex);

e Acetonitrila grau HPLC (J.T Backer);

e Metanol grau HPLC (J.T Backer);

e Baldes volumétricos de diversos volumes (Brand);

e Pipetatores automaticos (Brand);

e Filtro de fibra de vidro (Millipore);

e (Cartuchos de extragdo em fase solida — C18 (500 mg / 3mL)
(Macherey-Nagel);

e Coluna Luna C18 150 x 4,6 mm; 5 um (Phenomenex);

e Coluna Luna C18 50 x 2 mm; 3 um (Phenomenex);

¢ Nitrogénio 5.0 (Air Liquid);

e Oxigénio 5.0 (Air Liquid).
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4.2. Instrumentagao

e Sistema de purificagdo de agua Milli-Q® - resistividade 18,2 MQ cm
MilliPore®;

e Sistema de extracdo em fase solida — Manifold (Varian);

e Bomba de vacuo (Marconi — MA 057/3);

e Bomba de vacuo (Prismatec — 131 B);

e Espectrofotdmetro Micronal, modelo B382;

e Espectrofotdmetro Pré-analise, modelo UV-1600;

e Potencidmetro, Denver;

e Condutivimetro, Digimed;

e Protétipo de ozonizador (OZ-Engenharia);

e Bombas de fluxo LC 10Advp (Shimadzu);

e Auto-amostrador Sil-HTC (Shimadzu);

e Desgaseificador de fase movel DGU-14A (Shimadzu);

e LC-MS/MS 3200 Qtrap (Applied Biosystems).

4.3. Substancia de referéncia

O padrao de referéncia de MC-LR (Lote 017002550001) foi adquirido da
Unidade de Pesquisas em Cianobactérias da Fundacéo Universidade de Rio Grande

(FURG). Foram obtidos 500 ug da substancia de referéncia com pureza declarada
de 100 %.

4.3.1. Preparagao das solugoes

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se baldes volumétricos

calibrados.
4.3.1.1. Solugdes estoque de MC-LR

e Solugdo estoque 1 (50,0 mg L'1): 500 pg da substancia de referéncia foi

dissolvida e avolumada com agua ultrapura em baldo volumétrico de 10 mL;
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Solucéo estoque 2 (5,0 mg L'1): em baldo volumétrico de 5 mL, 500 yL da

solugao estoque 1 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura;

Solugéo estoque 3 (1,0 mg L'1): em baldo volumétrico de 10 mL, 1 mL da

solugao estoque 1 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura.
4.3.1.2. Solugdes de calibracao de MC-LR

Solugdo 1 (0,05 mg L™"): em baldo volumétrico de 1 mL, 10 uL da solugéo

estoque 2 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura;

Solugdo 2 (0,1 mg L"): em baldo volumétrico de 1 mL, 20 uL da solugéo

estoque 2 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura;

Solugdo 3 (0,15 mg L"): em baldo volumétrico de 1 mL, 30 uL da solugéo

estoque 2 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura;

Solucédo 4 (0,2 mg L'1): em baldo volumétrico de 1 mL, 40 yL da solugéo

estoque 2 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura;

Solugdo 5 (0,5 mg L™): em baldo volumétrico de 1 mL, 100 pL da solugéo

estoque 2 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura.
4.3.1.3. Solugdes de MC-LR preparadas para ozonizagao
Solugoes utilizadas nos testes preliminares
Solucéo 1 (0,0002 mg L'1): em proveta de 500 mL, uma aliquota de 100 uL da

solugao estoque 3 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura;

Solugédo 2 (0,002 mg L'1): em proveta de 500 mL, uma aliquota de 1 mL da

solugao estoque 3 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura;
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e Solugado 3 (0,01 mg L'1): em proveta de 500 mL, uma aliquota de 5 mL da

solugéo estoque 3 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura.

Solugoes utilizadas nos ensaios de ozonizagao
e Solugdo de 5,0 mg L™": em baldo volumétrico de 5 mL, 500 ML da solucgéo

estoque 1 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura;

e Solugdo de 0,1 mg L™": em baldo volumétrico de 1 mL, 20 ML da solucao

estoque 2 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura;

e Solugdo de 0,5 mg L™": em baldo volumétrico de 1 mL, 100 ML da solugéo

estoque 2 foram diluidos e avolumados com agua ultrapura.
4.4. Preparacao da amostra

A técnica de preparacdo da amostra baseou-se na técnica desenvolvida por
Chorus, et al (1999), que consiste em extragdo com solvente organico com pré-
concentragdo do extrato em cartuchos de extragdo em fase solida. A Figura 4.1
apresenta um fluxograma completo de todo procedimento de preparagdo das

amostras para analise de MC-LR.

Algumas amostras ndo necessitaram de preparagdo, sendo analisadas

diretamente sem pré-concentragao.
4.5. Analise de MC-LR

As condi¢des analiticas utilizadas foram estabelecidas de acordo com
estudos desenvolvidos por Dahlmann e Luckas, 2005. Primeiramente otimizagdes
para os parametros cromatograficos e do espectrdmetro de massas foram

realizadas até a definicdo do método de analise de MC-LR.
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500 mL de amostra de agua

TN

Adicéo de 0,1 mL de tiossulfato de sodio 1%

Agitagéo e repouso por alguns minutos

Adigo de 5 mL de metanol

Passagem da amostra pelo cartucho

Lavagem do cartucho com solucdes de metanol 10,20 ¢ 30 %

| Acondicionamento de cartucho C-18 com 10 mL de metanol e 10 mL de dgua |~

Eluigo do analito ¢

om 3 mL de metanol

Redugdo do eleuato & secura

em fluxo brando de Nitrogénio

Ressuspensséo do extrato com 1 ml de metanol

Figura 4.1. Fluxograma do procedimento de preparagdo de amostras de aguas para analise

de MC-LR.

4.5.1. Otimizagao do analito

Uma solugédo de 1 mg L' em MC-LR foi preparada em uma mistura de

metanol:agua (1:1) contendo formiato de aménio 5 mM, esta solugéo foi utilizada

para infusdo no espectrbmetro de massas

a uma vazido de 10 pL min™.
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Primeiramente a analise foi realizada no modo scan (Q1 MS) para avaliagédo do
modo de ionizagdo de maior sensibilidade (positivo ou negativo). Apds, a analise foi
feita no modo MS/MS onde foram geradas fragmentagdes da molécula de MC-LR e
as duas transicbes a serem monitoradas foram selecionadas. Os parametros
Potencial de Orificio (DP), Energia de Colisdo (CE) e Potencial de Saida da Cela de
Colisdo (CXP) foram otimizados para as transigdes monitoradas. Um método de

MRM foi entdo criado para quantificacdo e confirmag¢ao de MC-LR.
4.5.2. Parametros da fonte de ions

O espectrdbmetro foi operado no modo MRM com ionizacdo por
eletronebulizagdo, no modo de ions positivos a 450 °C. A voltagem do capilar foi
otimizada a 4500 V. Nitrogénio foi utilizado como gas de colisdo e gas (“CAD Gas”)

de dessolvatacdo (“Curtain Gas™”)

as pressoes respectivas de 4,0 e 12,0 psi. Ar
sintético foi utilizado como gas nebulizante (“GS 1”) e como gas secante aquecido

(“GS 27), ambos a pressao de 45,0 psi.
4.5.3. Otimizagao das condi¢goes cromatograficas
4.5.3.1. Estudo da fase movel

O estudo da fase movel envolveu a comparacao entre metanol e acetonitrila
como componente organico da fase e a comparagao do uso de acido férmico como
aditivo da fase juntamente com acetato de amoénio. Esse aditivo € adicionado a fase
movel para auxiliar na ionizacdo do analito. Foram comparadas a resposta do
instrumento, a resolugdo cromatografica e a eficiéncia na ionizagdo. Os estudos
cromatograficos foram realizados utilizando solugdes padrdo de MC-LR na
concentragao de 0,05 mg L (em agua ultrapura). O gradiente utilizado nas analises

esta apresentado na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Condigbes para o gradiente de eluigao.

Tempo Eluente A: Eluente B:
(min) agua (%) acetonitrila

ou metanol (%)

0 70 30
3 15 85
5 70 30
7 70 30

Os seguintes testes foram aplicados para verificacdo da influéncia do

componente organico e do aditivo na fase moével:

e Teste 1: anadlise em coluna Luna Cis 150 x 4,6 mm - 5 ym, fluxo

0,5 mL min™. Componentes da fase moével: agua e acetonitrila (ambos

com 2 mM de acetato de amébnio);

e Teste 2: analise em coluna Luna Cqg 150 x 4,6 mm - 5 ym, fluxo

0,5 mL min™. Componentes da fase movel: agua e acetonitrila (ambos

com 2 mM de acetato de amoénio e 0,1% de acido férmico);

e Teste 3: analise em coluna Luna Cis 150 x 4,6 mm - 5 ym, fluxo

0,5 mL min™. Componentes da fase mével: agua e metanol (ambos

com 2 mM de acetato de aménio e 0,1% de acido féormico).

4.5.3.2. Coluna cromatografica
Visando a reducdo do tempo de analise, bem como uma melhor resolugéo
cromatografica, novos testes foram realizados onde duas colunas cromatograficas

da marca Phenomenex de diferentes especificagdes foram testadas:

e LunaC43150 x4,6 mm; 5 um;

e LunaCyg50x2 mm; 3 um.

Solugbes padrao de MC-LR nas concentragdes de 0,1 e 0,5 mg L™ foram
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analisadas nas diferentes colunas cromatograficas. Foram comparadas a resposta
do instrumento, e a resolugdo cromatografica para as analises de MC-LR de mesma
concentragdo nas duas colunas. A fase moével utilizada teve em sua composigao
acetonitrila e adgua (ambos com 2mM de acetato de aménio e 0,1 % de &cido
férmico), o gradiente de eluicdo esta descrito na Tabela 4.1. (item 4.5.3.1.) e o fluxo
da fase movel foi de 0,2 mL min™ para coluna de 50 mme 0,5 mL min”’ para coluna
de 150 mm.

4.6. Validagao do método de determinagao de MC-LR

Depois da otimizagdo de alguns parédmetros de analise, foi realizada a
validacdo do método determinagdo de MC-LR em agua. A validagao incluiu a etapa

de preparagao da amostra e analise por LC-MS/MS.

O procedimento de validagdo esta baseado em: DOQ-CGCRE-008 -
INMETRO (2007) e Oficial Journal of the European Communities - Commission
Decision 2002/657/EC (2002). Os parametros contemplados na validagdo do

método serdo descritos a seguir:
4.6.1. Procedimento geral

Primeiramente foi escolhido um nivel de validacdo (NV), o qual estivesse
abaixo do limite maximo estabelecido pela Portaria N° 518 (2004), 1 ug L™". O nivel
escolhido foi de 0,2 g L' a partir desse valor foram estabelecidos mais quatro

niveis para fortificacdo de amostras de agua potavel adotando-se o seguinte critério:

e Nivel 1: 0,5 x NV;
e Nivel 2: NV,

e Nivel 3: 1,5 x NV;
e Nivel 4: 2 x NV;

e Nivel 5: 5 x NV.

Definidos os niveis procedeu-se a fortificagdo das amostras de agua, os
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testes realizados foram divididos em 4 experimentos.

Experimentos 1 a 3: 21 aliquotas de amostra de agua potavel foram
preparadas e analisadas em 3 diferentes dias, onde uma das aliquotas foi utilizada
como branco de amostra e as demais foram fortificadas com padrao analitico de

MC-LR da seguinte maneira:

Nivel 1 (0,1 ug L'1): 50 yL de solugédo padrédo de MC-LR , 1 mg L™, foram

adicionados em 500 mL de amostra;

e Nivel de validagdo (0,2 pg L'1): 100 yL de solugdo padrdo de MC-LR,

1mg L™, foram adicionados em 500 mL de amostra;

e Nivel 3 (0,3 ug L'1): 150 yL de solugdo padrédo de MC-LR , 1 mg L™, foram

adicionados em 500 mL de amostra;

e Nivel 4 (0,4 pg L™"): 200 pL de solugdo padrao de MC-LR , 1 mg L™, foram

adicionados em 500 mL de amostra;

e Nivel 5 (1,0 ug L'1): 500 pL de solugédo padrao de MC-LR , 1 mg L™, foram

adicionados em 500 mL de amostra.

Experimento 4: 15 aliquotas de amostra de agua potavel foram preparadas e
analisadas, onde 10 foram fortificadas na faixa de 0,2 pg L (nivel de validacéao) e
as demais foram utilizadas como branco de amostra. Mais cinco brancos de agua

superficial foram também analisados.
Todas as amostras fortificadas e brancos de amostra foram homogeneizados
e submetidos ao procedimento de extracdo conforme ja descrito na Figura 4.1. do

item 4.5.

4.6.2. Especificidade e seletividade
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A seletividade do método foi avaliada através da analise de brancos de
matriz (Experimento 4). Amostras de agua superficial e de agua potavel foram
preparadas e seus extratos foram analisados para verificagao de picos interferentes

no mesmo tempo de retengao da MC-LR.
4.6.3. Linearidade

Cinco solucbes de diferentes concentracbes foram preparadas com a
substancia de referéncia MC-LR para verificagdo da linearidade. Para cada dia de
analise foi construida uma curva de calibracdo preparando-se solugdes de
calibragdo de 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 e 0,50 mg L (conforme descrito no item

4.3.1.2.). A andlise das solugdes foi realizada com ftriplicata de injegéo.
4.6.4. Limite detecgcao do equipamento (LODE)

Foram analisadas solugdes padrao de MC-LR até a obtencdo de uma relacéo
sinal/ruido (s/r) de 3 a 5. Apos a obtencé&o da relagcdo desejada, a solugao foi
analisada em sete injegbes cromatograficas e a relagao s/r foi determinada para

cada injecgéo.
4.6.5. Limite de detecgcdao do método (LOD)

O limite deteccdo do método (LOD) foi obtido através da analise de amostras
fortificadas em diferentes niveis, descritos no item 4.6.1., plotando-se o sinal obtido
contra a concentragdo adicionada (amostras fortificadas). A obtengéo do valor para

o LOD foi dada através da seguinte equacéao:

LOD=b+233*s 4.1)
Onde:
b = Coeficiente linear das curvas de fortificagcoes obtidas nos Experimentos 1 a 3;
s = Desvio padrao dos coeficientes lineares obtidos nos Experimentos 1 a 3;

“2,33” = valor critico de t de Student para um intervalo de confiangca de 99%.
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4.6.6. Limite de quantificagao (LOQ)

O limite quantificacdo (LOQ) foi obtido através da analise de amostras
fortificadas em diferentes niveis, descritos no item 4.6.1., plotando-se o sinal obtido
contra a concentragdo adicionada (amostras fortificadas). A obtengéo do valor para

o LOQ foi dada através da seguinte equacao:

LOQ=b+233*s+164*s 4.2)
Onde:
b = Coeficiente linear das curvas de fortificagcoes obtidas nos Experimentos 1 a 3;
s = Desvio padrao dos coeficientes lineares obtidos nos Experimentos 1 a 3;
“2,33 e 164” = valores criticos de t de Student para intervalos de confianca de 99 e

95%, respectivamente.

4.6.7. Exatidao

4.6.7.1. Recuperacgao, repetitividade e reprodutibilidade

A recuperacao percentual (R %) nos Experimentos 1 a 3 foi obtida para cada

amostra fortificada através da seguinte equagao:

C1.100
C2

R %=

(4.3)

Onde:
C4 = Concentracao encontrada;

C, = Concentracao esperada.

A recuperagao percentual (R %) no experimento 4 foi obtida para cada

amostra fortificada através da seguinte equagao:

R %:(CZC;C?’)xmo (4.4)
1
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Onde:
C4 = Concentracao esperada;
C, = Concentragao obtida através da analise da amostra fortificada (branco);

C3 = Concentracao obtida através da analise da amostra nao fortificada.

A repetitividade e reprodutibilidade foram avaliadas através do coeficiente de
variancia percentual (C.V. %) obtido para os resultados de cada experimento e entre
os experimentos, respectivamente. O C.V. % foi obtido através da seguinte

equagao:

o) o 1 1:
Cy. = Tlmedia 160 (4.5)
Desvio padrdo

4.6.8. Incerteza da medicao (U)

Para determinacao da incerteza da medicdo as seguintes variancias foram
somadas: reprodutibilidade (Experimentos 1 a 3) e o efeito matriz (Experimento 4). A
equacao utilizada para determinacdo da incerteza da medicdo € apresentada a

seqguir:

U:21’SIZQ +Szmatriz (46)
Onde:

sr = Desvio padrao relativo das recuperagdes (reprodutibilidade);

Smatriz = Desvio padréo relativo dos brancos de amostra (experimento 4).
4.7. Tratamento das amostras por ozonizagao

Testes preliminares consistiram na ozonizacdo de cerca de 500 mL de
solugdo de MC-LR em &gua ultrapura, conforme esquema da Figura 4.2. Apés 15
min de reacdo com o ozOnio as amostras foram submetidas ao processo de
extragdo de MC-LR conforme ja descrito no item 4.4.(Figura 4.1.), sendo as

concentragdes de MC-LR esperadas nos extratos finais de 0,1; 1,0 e 5,0 mg L™
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Na Figura 4.2. o ozonizador foi alimentado com ar ambiente previamente
desumificado por passagem em um frasco contendo silica gel. O O3 é formado

através do método da descarga por efeito corona (Lin et al., 1993).

desumificador ozonizador espectrofotimetro
X =
I > i i

frascus Iauadures

‘tQ|J_n
bomba de

vacuo

sol. HI sul. Kl Amostra

Figura 4.2. Sistema de tratamento das amostras (solu¢gées de MC-LR em agua ultrapura) por ozonizagéo

utilizando ar/O;.

O o0zbnio gerado foi monitorado espectrofotometricamente (Kunz et al.,1999).
Uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho o6tico foi adaptada para o sistema em
fluxo, fixando-se os tubos de entrada e saida do gas em uma tampa de teflon
recoberta com silicone. O tubo de entrada, mais longo, foi posicionado de forma a
inserir o fluxo gasoso na parte inferior da cubeta, garantindo seu completo
preenchimento. Todas as conexdes utilizadas foram de silicone ou polietileno,

materiais quimicamente inertes a agao do ozonio.

Dois frascos lavadores, contendo solugao de iodeto de potassio 2 %, foram
posicionados em série apés o frasco com amostra. O segundo frasco atua como um
dispositivo de seguranga, impedindo que o o0zbnio eventualmente liberado no
primeiro seja emitido diretamente no ambiente. O o0zbnio foi conduzido pela
canalizacdo até o interior dos frascos onde entra em contato com a solugdo por
borbulhamento. O fluxo de ar/O3 (~ 1 L min'1) foi mantido por acdo de uma bomba

de vacuo conectada no ultimo frasco lavador.

Dois novos métodos foram testados posteriormente, ambos foram realizados

utilizando concentracbes de MC-LR que ndo requereram extracdo e pré-
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concentragdao da amostra. Fluxo de O3/O, foi utilizado nesses ensaios em fungao da
pureza do oxigénio e pelo fato de que a concentragdo de O3 € maior em presenca

desse gas.

O primeiro método consistiu na ozonizagado direta das solugdes de MC-LR
com fluxo continuo de O3/O, e com uma produgao de 29 mg O3 h™', utilizando-se um
protétipo ozonizador (OZ Engenharia). Este método compreende os Ensaios de 1 a
4 e a concentracdo de ozbdnio nas solugdes, em pH natural, foi constante durante
todo tempo de reagao (0,3 mg L'1). Diferentes tempos de reacdo foram testados

para comparagao com a degradagao da MC-LR.

No segundo método a reagédo de ozbénio com a MC-LR foi dada através da
dosagem de uma solugédo estoque de ozdnio em solugbes de MC-LR. A solugéo
estoque de ozénio foi preparada por dissolugdo do o0zOnio gasoso em agua
ultrapura, sob resfriamento de aproximadamente 4°C (Figura 4.3.), para maximizar a
dissolugdo do ozbnio, com uma produgédo de 1 g O3 h™ e com fluxo continuo de
03/0,. Esse método compreende os Ensaios de 5 a 10. O ozénio gasoso foi gerado
utilizando um protétipo de ozonizador (Trata OZ GHW3). A concentragédo da solugao
estoque ozonizada foi determinada por espectrofotometria, conforme sera descrito
no item 4.7.11. e variou conforme a vazdo utilizada na ozonizagdo da agua

ultrapura.

cilindro de oxigénio
ozonizador
frascos lavadores

FR

sal. KI sal. KI

@e g

Agua ultrapura em
banho de gelo

Figura 4.3. Sistema de ozonizagdo de agua ultrapura utilizando O,/O3, sob resfriamento (em
banho de gelo) a aproximadamente 4 °C.
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4.7.1. Ensaio 1

O primeiro ensaio consistiu no tratamento de 2 mL de solugdes de MC-LR
de5mglL " com um fluxo continuo de O3/O, durante 15 e 60 min. O excesso de O3
foi removido por fluxo brando de nitrogénio durante 5 min. O ensaio foi realizado a

uma temperatura de 25,0 °C.

Uma solugado de 5 mg L 1 de agua ultrapura, ndo ozonizada, foi utilizada

como controle.
4.7.2. Ensaio 2

No segundo ensaio o tratamento com ozbénio foi aplicado em 2 mL de
solugdes de MC-LR. Trés solugdes foram preparadas contendo 0,1 mg L ' de MC-
LR em agua ultrapura. Cada solugao foi ozonizada com um fluxo continuo de O3/O>
durante um periodo de tempo de: 10, 15 e 30 min. O excesso de O3 foi removido
por fluxo brando de nitrogénio durante 5 min. O ensaio foi realizado a uma

temperatura de 27,0 °C.

Uma solugado de 0,1 mg L T de agua ultrapura, ndo ozonizada, foi utilizada

como controle.
4.7.3. Ensaio 3

O terceiro ensaio também consistiu na ozonizagdo em fluxo continuo de
03/0; de trés solugdes de MC-LR (2 mL) na concentragdo de 0,1 mg L™, porém
estas foram ozonizadas por periodos menores de tempo:
3, 6 € 10 min. O excesso de O3 também foi removido por fluxo brando de nitrogénio
durante 5 min e uma solucio controle foi preparada conforme descrito no Ensaio 2.

O ensaio foi realizado a uma temperatura de 22,0 °C.

4.7.4. Ensaio 4
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No quarto ensaio o tratamento com ozdnio foi aplicado em 2 mL de solucdes
contendo 0,1 mg L' e 0,5 mg L' de MC-LR. Cada solugéo foi ozonizada com um
fluxo de O3/O, durante 5 min. O excesso de O3 foi removido por fluxo brando de

nitrogénio por 5 min. O ensaio foi realizado a uma temperatura de 21,9 °C.

Solugdes de 0,1 mg L" e 0,5 mg L' de MC-LR, n3o ozonizadas, foram

preparadas em agua ultrapura, estas foram utilizadas como controle.
4.7.5. Ensaio 5

Cerca de 200 mL de agua ultrapura foram ozonizadas durante 20 min
utilizando fluxo continuo de O3/O, sendo produzida uma solucdo de concentracao
de 0,17 mg L' Os. Primeiramente solugbes de MC-LR na concentracdo de

0,2 mg L™ foram dosadas com a solucao ozonizada da seguinte maneira:

e Solucdo 1: 500 yL de MC-LR, 50 pL de solugcdo ozonizada volume
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico de 1 mL
(0,1 mg L' MC-LR e 0,01 mg L™ O3);

e Solucdo 2: 500 yL de MC-LR, 100 pyL de solugao ozonizada, volume
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico de 1 mL
(0,1 mg L' MC-LR e 0,02 mg L™ O3);

e Solucdo 3: 500 pyL de MC-LR, 500 pyL de solugdo ozonizada, volume
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico de 1 mL
(0,1 mg L' MC-LR e 0,09 mg L™ O3);

Solugdes de MC-LR na concentragédo de 1 mg L também foram dosadas

com a solugao ozonizada da seguinte maneira:

e Solucdo 1: 500 yL de MC-LR, 50 pL de solucdo ozonizada volume
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico de 1 mL
(0,5 mg L' MC-LR e 0,01 mg L™ O3);
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e Solucdo 2: 500 yL de MC-LR, 100 pyL de solugado ozonizada, volume
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico de 1 mL
(0,5 mg L' MC-LR e 0,02 mg L™ O3);

e Solucdo 3: 500 pyL de MC-LR, 500 pL de solugao ozonizada, volume
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico de 1 mL
(0,5 mg L' MC-LR e 0,09 mg L™ O3)

Solugdes de 0,1 e 0,5 mg L' em MC-LR foram preparadas em 4agua

ultrapura, ndo ozonizada, para ser utilizada como controle.

As solugdes ozonizadas permaneceram em reacao durante cerca de 3 horas

até o momento da analise.
4.7.6. Ensaio 6

Cerca de 200 mL de agua ultrapura foram ozonizadas durante 20 min
utilizando fluxo continuo de 0O3/O, sendo produzida uma concentracdo de
3,76 mg L Os. Solugdes de MC-LR na concentragao de 0,5 mg L foram dosadas

com a solugéo ozonizada da seguinte maneira:

e Solucdo 1: 1 mL de MC-LR, 25 uL de solugdo ozonizada, volume
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico 2 mL
(0,25 mg L' MC-LR e 0,05 mg L™ O3);

e Solucdo 2: 1 mL de MC-LR, 50 uL de solugdo ozonizada, volume
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico 2 mL
(0,25 mg L' MC-LR e 0,09 mg L™ O3);

e Solucdo 3: 1 mL de MC-LR, 100 uL de solugcdo ozonizada, volume
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico 2 mL
(0,25 mg L' MC-LR e 0,19 mg L™ O).
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Uma solugao de concentragcéo de 0,25 mg L™ em MC-LR foi preparada em

agua ultrapura, ndo ozonizada, para ser utilizada como controle.

As solugdes ozonizadas permaneceram em reagao durante cerca de 3

horas até o momento da analise.

4.7.7. Ensaio 7

Cerca de 200 mL de agua ultrapura foram ozonizadas durante 20 min

utilizando fluxo continuo de O3/O, sendo produzida uma concentracdo de 8,32 mg L

' 0,. Solugbes de MC-LR na concentragdo de 1,0 mg L™ foram dosadas com a

solucdo ozonizada da seguinte maneira:

e Solucdo 1: 0,5 mL de MC-LR, 25 uL de solugcdo ozonizada,
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico
(0,25 mg L™ MC-LR e 0,10 mg L™ O3);

e Solucédo 2: 0,5 mL de MC-LR, 50 uL de solugcdo ozonizada,
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico
(0,25 mgL" MC-LR € 0,21 mg L 0O3);

e Solucdo 3: 0,5 mL de MC-LR, 100 pL de solugao ozonizada,
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico
(0,25 mg L MC-LR e 0,42 mg L' O3);

e Solucdo 4: 0,5 mL de MC-LR, 200 pyL de solugado ozonizada,
completado com agua ultrapura em baldo volumétrico
(0,25 mgL" MC-LR e 0,83 mg L 0O3).

volume
2 mL

volume
2 mL

volume
2 mL

volume
2 mL

Uma solugdo de concentragao de 0,25 mg L em MC-LR foi preparada em

agua ultrapura, ndo ozonizada, para ser utilizada como controle.
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As solugdes ozonizadas permaneceram em reacao durante cerca de 3 horas

até o momento da analise.
4.7.8. Ensaio 8

Cerca de 200 mL de agua ultrapura foram ozonizadas durante 20 min
utilizando fluxo continuo de 0O3/O, sendo produzida uma concentracdo de
8,32 mg L Os. Uma amostra real (adgua superficial) cuja concentragao de MC-LR foi
previamente determinada (MC-LR 0,06 mg L'1) foi dosada com a solugéo ozonizada

em duas concentracdes:

e Ozonizagdo 1: 4 mL de amostra e 1 mL de solugdo ozonizada
(0,05 mg L' MC-LR e 1,66 mg L™ O3);

e Ozonizagao 2: 2,5 mL de amostra e 2,5 mL de solugdo ozonizada
(0,03 mg L' MC-LR e 4,16 mg L™ O).

Foram preparadas solugdes diluindo-se a amostra em agua ultrapura, de
maneira a obter-se as concentragcées de 0,05 e 0,03 mg L' em MC-LR. Estas

solucdes foram utilizadas como controle.

As solugdes ozonizadas permaneceram em reacao durante cerca de 3 horas

até o momento da analise.
4.7.9. Ensaio 9

Cerca de 200 mL de agua ultrapura foram ozonizadas durante 20 min
utilizando fluxo continuo de O3/O, sendo produzida uma concentragao de 12 mg L
Os. A amostra real contendo MC-LR (MC-LR 0,06 mg L'1) foi novamente dosada

com solug&o ozonizada nas seguintes concentragoes:

e Ozonizagdo 1: 5 mL de amostra e 5 mL de solugdo ozonizada
(0,03 mg L' MC-LR e 6 mgL™" O3);
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e Ozonizagao 2: 1 mL de MC-LR, 7,5 mL de solugdo ozonizada, volume
completado com agua ultrapura a 10 mL (0,006 mg L' MC-LR e
9mg L™ Oy).

Foram preparadas solug¢des diluindo-se a amostra em agua ultrapura, de
maneira a obter-se as concentragdes de 0,03 e 0,006 mg L' em MC-LR. Estas

solucdes foram utilizadas como controle.

As solugdes ozonizadas permaneceram em reacao durante cerca de 3 horas

até o momento da analise.
4.7.10. Ensaio 10

Cerca de 200 mL de solugéo tampao fosfato (pH 2) foram ozonizadas durante
20 min utilizando fluxo continuo de O3/O, sendo produzida uma concentracéo de 7,5
mg L"Os. Solugdes de MC-LR na concentragao de 0,5 mg L™ foram dosadas com a

solugéo de ozbnio da seguinte maneira:

e Solucédo 1: 0,5 mL de MC-LR, 25 uL de solugdo ozonizada, volume
completado com a solugdo tampao em baldo volumétrico de 1 mL
(0,25 mg L' MC-LR e 0,19 mg L™ O3);

e Solucdo 2: 0,5 mL de MC-LR, 500 pyL de solugdo ozonizada, volume
completado com a solugdao tampao em baldo volumétrico de 1 mL
(0,25 mg L' MC-LR e 0,38 mg L™ uM O3);

e Solucdo 3: 0,5 mL de MC-LR, 1000 uL de solugdo ozonizada, volume
completado com a solugdo tampao em baldo volumétrico de 1 mL
(0,25 mg L' MC-LR e 0,75 mg L™ O3).

Uma solugao de concentracéo de 0,25 mg L™ em MC-LR foi preparada em

uma solugao tampéo fosfato (pH 2) n&o ozonizada, sendo utilizada como controle.
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As solugdes ozonizadas permaneceram em reacao durante cerca de 3 horas

até o momento da analise.
4.7.10.1. Preparo da solugdo tampéo pH 2

Cerca de 0,85 g (pesado com precisédo de + 0,01 g) de hodrogenofosfato de
potassio foram dissolvidos e avolumados em 1 L de agua ultrapura. Apés, o pH da

solugao foi ajustado a 2,0 com acido fosférico 85 %.

A escolha destes reagentes foi feita em fun¢cdo da escolha de substancias

que nao interferisse na reacao do ozénio com MC-LR.
4.7.11. Determinacao da concentragcao de ozénio nas solugoes

A concentragdo de ozdnio nas solu¢gdes de MC-LR ozonizadas e na agua
ultrapura ozonizada, foi determinada por medida espectrofotométrica, no

comprimento de onda 258 nm, seguindo a seguinte equagao:

ABS
e*p'

Co3 = (4.6)

Onde:

Co3 = Concentragcdo molar de 0z6nio;

ABS = Absorbancia;

e = Absorvidade molar; e = 3000 M'cm™ (Hoigné e Bader, 1981);

b’ = Caminho éptico (b’ =1 cm).

Apds, a concentragdo do ozénio foi convertida a unidade de mg L,

multiplicando-se o valor obtido para Cospela massa molar do gas (48 g mol™).

4.8. Determinagao da cinética da reag¢ao entre MC-LR e o0 ozénio
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A constante cinética (k') para reacdo de MC-LR com ozbnio foi determinada
como de pseudo primeira-ordem (Ensaios de 1 a 4). A escolha para utilizagédo

dessa cinética foi em fungédo de dados da literatura seguindo as equagdes 4.7. e 4.8.

dlLR] _
dt

—K[LR2.[03]° (4.7)
Onde:

k = Constante cinética geral,

[LR] = Concentragao de MC-LR;

[O3] = Concentracéo de Og;

a = ordem da reagao para MC-LR;

b = ordem da reacio para Og;

t = tempo de reacéo.

Como a concentragcdo de ozbnio é constante durante o tempo de reagao a

equacao acima pode ser reduzida para:

dlR] ... o.a
g “KILRI (4.8)

Onde:

K’ = Constante cinética de pseudo primeira-ordem;

Plotando-se o logaritmo natural da concentragdo de MC-LR no tempo “t’
sobre a concentragado da toxina no tempo zero, t = 0, (Equagao 4.9) versus o tempo

de reacgao, obteve-se uma reta, sendo o coeficiente angular igual a k'.
In ([LR]t/[LR]O) (4.9)

O tempo de meia vida da MC-LR em contato com o ozénio (Ensaios 1) foi

determinado através da Equacao 4.10.
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In0,5
kl

t/2= (4.10)

Onde:
t12 = tempo de meia vida;

k’ = constante cinética de pseudo primeira-ordem.

4.9. Determinagao de parametros de qualidade da agua

Ensaios foram realizados com a amostra de agua superficial para
determinacdo de alguns parédmetros de qualidade da agua, com o objetivo de

comparar estes resultados com os obtidos na ozonizacdo da amostra.

4.9.1. pH

O pH foi medido utilizando-se um potencidmetro equipado com eletrodo de
vidro combinado. A leitura foi realizada mergulhando-se o eletrodo na amostra. O

ensaio foi realizado em duplicata a uma temperatura de 20,1 °C.

4.9.2. Condutividade

A condutividade foi medida utilizando-se um condutivimetro equipado com
eletrodo de platina. A leitura foi realizada mergulhando-se o eletrodo na amostra. O

ensaio foi realizado em duplicata a uma temperatura de 20,1 °C.

4.9.3. Absorbéncia de luz ultravioleta em 254 nm (UV 254 nm)

Uma aliquota da amostra de agua superficial foi filtrada e em seguida foi
realizada uma medida espectrofotométrica no comprimento de onde de 254 nm,
utilizando-se cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1 cm. O ensaio foi realizado

em duplicata.
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4.10. Calculos de determinagao da concentragao de MC-LR

Para determinag¢ao da concentragdo de MC-LR nas amostras de agua foram

utilizadas as seguintes equacgoes:
y=ax+b 4.11)

Onde:

y = Concentracao de MC-LR no extrato final de amostra (ug L'1);
a = Coeficiente angular da curva de calibragao;

x = Area cromatografica de MC-LR;

b = Coeficiente linear da curva de calibragao.

c=y'VVf (4.12)

Onde:
C= Concentraco de MC-LR na amostra em ug L™;
V¢ = Volume de extrato final (L);

V = Volume de amostra (L).

Para as amostras que n&o sofreram preparacéo, ou seja, foram analisadas

diretamente sem pré-concentracdo, somente a Equacdo 4.11. foi utilizada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serao aparesentados os resultados obtidos na otimizagao do analito
e de algumas da condigbes cromatograficas (fase mével e coluna cromatografica),
bem como os resultados da validagcdo do método de detrminagdao de MC-LR por LC-
MS/MS.

Também serdo apresentados os resultados do tratamento das amostras por
ozonizagao para os diferentes ensaios realizados, testes com amostra real e

avaliagao da toxicidade.
5.1. Condig¢oes do sistema LC- MS/MS
5.1.1. Otimizacgao do analito

A infusdo da solugdo de MC-LR (1 mg L'1) no espectrdmetro de massas
permitiu a caracterizacdo nos modos de varredura (“Q1 Scan”) e de fragmentacgéo

da molécula (MS/MS), em ionizagao por eletronebulizag&o.

Através da analise em “Q1 Scan” foi possivel definir o modo de ionizacéo de
maior sensibilidade (Figura 5.1.), sendo possivel concluir que a melhor ionizagao
ocorre no modo positivo, ou seja, com a protonagdo da molécula de MC-LR,
[M + H]" = 995.6, j& que esta possui grupos favoraveis a este tipo de ionizacéo,
como por exemplo amino grupos. A analise em MS/MS permitiu obter-se
informacgdes referentes ao padrao de fragmentagao estrutural da molécula de MC-
LR, sendo selecionadas as duas fragmentagdes de maior intensidade, m/z 135 e 70
(Figura 5.2.), a primeira foi utilizada para quantificacdo e a segunda para

confirmagdo. A fragmentagcdo m/z 135 €& a fragmentagcdo caracteristica para
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Figura 5.1. Espectro de massas de MC-LR (1 mg L'1) obtido em modo “Q1 Scan”, com

ionizagao positiva (A) e negativa (B).
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Figura 5.2. Espectro de massas de MC-LR (1 mg L'1) obtido em modo MS/MS, onde é possivel
verificar as fragmentag¢des de maior intensidade (m/z 135 e 70).

A Tabela 5.1. apresenta os parametros otimizados para o Potencial de
Orificio (DP), Energia de Colisdo (CE) e Potencial de Saida da Cela de Colisao

(CXP), para as transigcbes monitoradas em modo MRM.

Tabela 5.1. Parametros otimizados do DP (Potencial de Orificio), CE (Energia de Colisdo) e CXP

(potencial de Saida da Cela de Colisdo), para as transigées monitoradas em modo MRM.

fon Precursor )
(m/2) lon Produto (m/z) DP (V) CE (eV) CXP (V)
m/z

995,6 135,2 116 93 4

995,6 70,1 116 129 2
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5.1.2. Otimizagao das condigoes cromatograficas

5.1.2.1. Estudo da fase moével

Para escolher a fase movel trés combinacdes diferentes de componentes da
fase foram testadas a medida que um aumento na sensibilidade da analise para
MC-LR foi obtido. Inicialmente foram comparadas as analises com acetonitrila como
componente orgéanico variando-se o aditivo, o primeiro teste consistiu no uso de
somente acetato de aménio 2mM, e o segundo na combinacdo do mesmo com
acido férmico 0,1 %.Neste teste foi possivel verificar que na adi¢ao de acido formico
a ionizagao da MC-LR torna-se melhor e com isso ha um aumento de sensibilidade

na analise o que é esperado quando a aquisi¢ao é feita no modo positivo.

Apos a definicao do aditivo, foi realizado um novo teste para comparacao do
uso de acetonitrila e metanol como componente organico da fase mével, onde pode
ser verificada uma melhor resolugdo cromatografica, uma menor retengcéo na coluna
cromatografica, bem como uma maior sensibilidade quando o componente é
acetonitrila. A Figura 5.3. ilustra o efeito das diferentes combinagdes na composi¢céo
da fase movel com relagdo a sensibilidade de MC-LR em LC-MS/MS. A Figura 5.4.
apresenta os cromatogramas referentes aos testes utilizando acetonitrila e metanol,
como componentes organicos da fase, ambos contendo acido formico (0,1 %) e
acetato de amoénio (2mM) como aditivos. Na analise com metanol foram usados
como aditivos somente a mistura de acido formico (0,1 %) e acetato de amdnio
(2mM).
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Figura 5.3. Representacdo grafica da otimizacdo da fase movel utilizando acetonitrila e
metanol como componente organico e acetato de aménio (AcNH4) e acido férmico (AcF)

como aditivos.

5.1.2.2. Coluna cromatografica

Colunas cromatograficas de mesma composicdo (C4) e diferentes
dimensdes: 150 X 4,6 mm e 50 x 2mm foram testadas. Solugbées de MC-LR de
diferentes concentrag¢des (0,1 e 0,5 mg L'1) foram analisadas nas duas colunas onde
foram avaliados a resolugéo do pico cromatografico, a sensibilidade da analise para
MC-LR, bem como o tempo de analise. O fluxo da fase movel também foi ajustado
para cada coluna, sendo utilizado 0,2 mL min”’ para coluna de menor diametro e um
fluxo de 0,5 mL min” para coluna de maior diametro. A resolugdo do pico
cromatografico foi satisfatério nas duas colunas, demonstrando que a composigao

das colunas e o gradiente de fluxo sdo adequados a analise de MC-LR.

Uma melhor sensibilidade foi alcangada para as duas solu¢cées de MC-LR na
coluna de menor diametro, isso se deve ao fato de que o uso de colunas menores
possibilita o uso de fluxos menores. Moléculas de grande massa molecular, como a
MC-LR, possuem uma melhor ionizagdo em baixos fluxos, pois nao existe
competicdo entre a ionizagdo dos componentes da fase mével e o analito de
interesse. Foi observado um aumento de cerca de 30 % na sensibilidade da analise
de MC-LR utilizando fluxo baixo, sendo plenamente satisfatério, a redugao do tempo
de analise utilizando coluna de menor diametro também teve um impacto positivo

para as analises.
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Figura 5.4. Cromatogramas de andlise de MC-LR utilizando-se como componentes da fase movel
acetonitrila (A) e metanol (B) juntamente com agua, ambos com 2mM de acetato de aménio e 0,1 %

acido formico.
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As Figuras 5.5. e 5.6. apresentam, respectivamente, os cromatogramas de

analise das solug¢des de MC-LR de 0,1 mg L' e 0,5 mg L nas duas colunas.

Abaixo estdo apresentadas as condicdes utilizadas neste trabalho para o
sistema de LC-MS/MS para analise de MC-LR:

Para o cromatdégrafo liquido:

Coluna

Fase movel

Gradiente

Fluxo

Volume de injegéo

: Luna C15 50 X 2 mm; 3 um (Phenomenex)

: Agua (A) e Acetonitrila (B); ambos com 2mM

de acetato de amoénio e 0,1 % de acido

férmico
Tempo 0 3 5 7
% B 30 85 30 30
: 0,2 mL min™
: 50 uL

Para o espectrometro de massas:

Interface

Temperatura

Gas de dessolvatagao

Gas de colisao
Gas nebulizante

Gas secante

Voltagem do capilar

Modo de aquisigao

. Eletronebulizagao
: 450 °C

. 12 psi

: 4,0 psi

. 45 psi

: 45 psi

: 4500 V

. Positivo, MRM
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Figura 5.5. Cromatogramas de analise de solugbes de MC-LR na concentragéo de 0,1 mg L’
utilizado coluna de 50 mm x 2 mm (A) e coluna de 150 mm x 4,6 mm (B).
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Figura 5.6. Cromatogramas de analise de solugbes de MC-LR na concentragdo de
0,5mg L™ utilizado coluna de 50 mm x 2 mm (A) e coluna de 150 mm x 4,6 mm (B).
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5.2. Validagao do método de determinagao de MC-LR

5.2.1. Especificidade e seletividade

Através da analise de brancos de matriz (Experimento 4) foi possivel verificar
que nenhum interferente esta presente no tempo de retengdo da MC-LR tanto para
agua potavel (Figura 5.7.) como para agua superficial (Figura 5.8.), para as
fragmentagcdes monitoradas (m/z 135,3 e 70,1). Portanto, o método foi considerado
especifico e seletivo para analise de MC-LR para as fragmentagbes monitoradas na
analise em LC-MS/MS.

5.2.2. Linearidade

A linearidade foi obtida através da construcdo de curvas analiticas com cinco
niveis de concentragao: 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 e 0,5 mg L", na qual cada ponto foi
injetado em triplicata. A Figura 5.9. mostra o cromatograma de analise do primeiro
nivel de calibragdo, onde é indicada a fragmentacéo utilizada para quantificagao
(m/z 135,3). A Tabela 5.2. apresenta os coeficientes de correlagéo (rz), angulares (a)
e lineares (b), obtidos através da regresséao linear das curvas analiticas para cada

experimento de validagdo (Experimentos 1 a 4).

Analisando as equacgdes das curvas analiticas, pode-se concluir que o
método apresenta boa linearidade para MC-LR, ou seja, um ¥ > 0,99, o que
demonstra que o método fornece resultados diretamente proporcionais a

concentracao do analito, dentro da faixa trabalhada.

Tabela 5.2. Valores da equacao da reta obtidos através da regresséo linear para os 4 experimentos

de validagéo.
Equagdodareta:y=ax+b
a b r
Experimento 1 37373 -494.2 0,9985
Experimento 2 27937 -402,8 0,9986
Experimento 3 31810 -611,0 0,9980

Experimento 4 29767 - 1209,8 0,9965




76

LETEE (2 pairs) 995 6/135.3 amu fram Sample 1 (br (198) of 25344 4362 6895 99 401 4095ET1 wif Turbo Spr... Max. 26.7 epe.
1%
%!
.M B
Q 1T
%; 15
g 1
E 5 416
5’ lll “ MH Iy ii | e W \H
i”:.il..\n \'u.'||,|.'|||t|mn\| i u||| " i 1 l| .'.'ln'm'thl il W|||mh'|‘h" “nl“'h hlmulilnl.ﬂ.l.';lhllm .'.".M lﬂmﬂh l.“l“l‘ll M il M] LN
‘ 40 45 60
T|me fmin
W00 of +MRM 2 pa@m Sample 1 (br 038) of 26344 4862 68 95 99 401 4095ET1 wiff (Turbo Spr... Max. 26.7 cps.
17
2
2 179
2 112
é; 15
- 69
£ 03 10k 3B 4%
5 M M w t 2% 3 A3 | AMED (584 | | 6 B
; nmn ‘Illlmlh‘hh‘ mmnnlln mmu hn] l U DL L |IM iiLf Al
05 10 15 50 5f 55
T|me i
W00 of 4MRM 2 pa@ Sample 1 (br 035 of 25344 4862 B8 95 99401 AM9SET wiff (Turho Spra... Max. 26.7 epe.
12443
51 180
2 1] {1] 145
2 0.
é; 154
£ ] 38, | 355 381 457 644
E 1.23. 04905 22 N 4525.16.5.26 . b7
i l lHl HHMH
D i “dui | Mmulimll A Mlnmhﬂm LAY
5 10 15 2
T|me fmin

Figura 5.7. Cromatograma de analise do branco de matriz, 4gua potavel indicando as duas

fragmentagdes monitoradas (135,3 e 70,1).
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Figura 5.8. Cromatograma de analise do branco de matriz, agua superficial indicando as duas

fragmentag¢des monitoradas (135,3 e 70,1).
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Figura 5.9: Cromatograma de padrédo de MC-LR, equivalente ao primeiro nivel de calibragcédo

(0,05 mg L'1), onde é verificada a fragmentacao de quantificagao (m/z 135,3).

5.2.3. Limite de detecgao do equipamento (LODE)

Uma solugao de 0,7 pg L™ em MC-LR foi analisada, em sete injecdes, e
resultou em uma relagéo sinal/ruido (s/r) de 4,0 para (Tabela 5.3.), de acordo com
este valor o LODE foi considerado 0,7 ug L para MC-LR em LC-MS/MS.

O valor obtido para LODE nao considerou a etapa de preparag¢ao da amostra,
portanto por ndo haver pré-concentracdo seu valor é superior ao LOD e LOQ, que

envolvem a etapa de preparacido da amostra.
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Tabela 5.3: Resultados da relagéo sina/ruido (s/r) para MC-LR, 0,7 ug L', em LC-MS/MS.

Réplica sir
1 3,8
2 3,6
3 3,8
4 4.1
5 3,7
6 4.1
7 5,1
Média 4,0

5.2.4. Limite de detecgdao do método (LOD) e de quantificagado (LOQ)

A Tabela 5.4. apresenta os resultados para o LOD e LOQ de MC-LR nos

Experimentos 1 a 3 e os valores médios.

A técnica analitica apresentou boa sensibilidade para a transicdo de
quantificacdo m/z 995.6>135 e o método apresentou limites de deteccdo e de
quantificacdo muito abaixo do limite maximo estabelecido na Portaria de
potabilidade da agua (Portaria N° 518, 2004), 1 ug L™

Tabela 5.4: Resultados para os Limites de detecgéo (LOD) e quantificagdo (LOQ) para MC-LR.

Experimentos LOD (ug L™ LOQ (ug L™)
Experimento 1 0,02 0,03
Experimento 2 0,02 0,03
Experimento 3 0,03 0,04
Média 0,02 0,04

5.2.5. Exatidao
5.2.5.1. Recuperacgao, repetitividade e reprodutibilidade

A recuperacao do método foi estudada em cinco niveis de fortificacao: 0,1;
0,2; 0,25; 0,4 e 1,0 ug L, obtendo-se valores entre 81,4 e 105,6 %, com
C.V. % menor que 20 %. Comparando-se os resultados obtidos com os critérios
estabelecidos pela Comunidade Européia (EC/657/2002) para analise de residuos,

R% 70 — 120 e C.V. % < 20, os resultados obtidos para os Experimentos 1 a 3 séo
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satisfatérios. A Tabela 5.5. apresenta os resultados para recuperacao, repetitividade
e reprodutibilidade do método para amostras de agua. A Figura 5.10. apresenta os

cromatogramas de analise das amostras do primeiro e ultimo nivel de fortificagéo.
5.2.6. Incerteza da medigao (U)

Para determinagcdo da incerteza da medigdo foram consideradas como
variancias a reprodutibilidade e o efeito matriz (obtido através do Experimento 4),
considerando-se 95 % de confianga. A Tabela 5.6. apresenta os dados obtidos para

Experimento 4. A Tabela 5.7. apresenta os resultados para a incerteza de medicao.

Nao foi observado um feito das matrizes (agua potavel e superficial)
estudadas na analise de MC-LR em LC-MS/MS. O valor obtido para a incerteza da
medicao foi satisfatério, pois € um valor que ndo causa grandes impactos no
resultado final, quando é levado em consideragao o LOD e o LOQ, ou seja, mesmo
levando-se em consideragao a incerteza os valores permanecem dentro do maximo
aceitavel de 1 ug L™, segundo a Portaria N° 518 (2004).

e LOD:0,02%0,04pglL;
e LOQ: 0,04 +0,04 ugL.
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Figura 5.10. Cromatogramas de anadlise do primeiro nivel de fortificagdo com MC-LR

(0,1 ug L'1) (A) e do ultimo nivel de fortificagédo (1,0 ug L'1) (B).



Tabela 5.5. Dados de Recuperacao (%) e Repetitividade (C.V.%) para os Experimentos 1 a 3.

Nivel de validagdo Recuperagao (%)

(ug L'1) Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
0 - - -
0,1 86,8 105,3 91,4
0,1 106,1 102,4 83,0
0,1 91,6 98,3 99,8
0,1 132,6 100,0 84,9
0,1 105,8 83,1 98,1
0,1 110,9 93,6 97,2

Média 100,6 104,9 105,4
DP (%) 16,1 8,4 10,9
C.V. (%) 15,3 8,0 10,4
0,2 102,1 87,2 79,5
0,2 106,8 90,4 79,7
0,2 94,6 93,5 85,8
0,2 97,5 92,8 84,0
0,2 116.,4 91,3 79,6
0,2 111,8 95,1 80,2
Média 97,1 91,7 98,5
DP (%) 7,9 2,7 15,6
C.V. (%) 8,1 3,0 15,8
0,3 91,4 79,5 92,2
0,3 83,0 79,7 73,2
0,3 99,8 85,8 84,0
0,3 84,9 84,0 88,7
0,3 98,1 79,6 74,5
0,3 97,2 80,2 75,7
Média 92,4 81,5 81,4
DP (%) 7,2 2,7 8,0
C.V. (%) 7,8 3,4 9,9
0,4 99,6 81,7 77,9
1,0 101,1 94,9 78,1

DP = Desvio Padrao; C.V. = Coeficiente de Variancia.
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Tabela 5.6. Dados obtidos para o Experimento 4, com Recuperacéo (%), C.V. % e avaliagcéo do efeito
matriz (brancos).

Nivel de validagéao
Recuperagao (%)

(ng L)
0 -
0 -
0 -
0 -
0 -
0 -
0 -
0 -
0 -
0,2 93,2
0,2 96,6
0,2 74,7
0,2 84,2
0,2 92,9
0,2 78,6
0,2 88,7
0,2 79,8
0,2 71,9
0,2 70,7
Média 83,1
DP 9,4
C.V. (%) 11,3

Tabela 5.7. Resultados para Incerteza da medigao (U).

DP?
Reprodutibilidade
Efeito matriz
Total DP?
Incerteza da medicao (U) 0,04

DP? = Desvio Padr3o.
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A Tabela abaixo apresenta o resumo dos resultados obtidos na validagao do

método de determinag¢ao de MC-LR.

Tabela 5.8: Resumo dos resultados de validagao.

Parametro Resultado

Especificidade e seletividade O método especifico e seletivo para analise de
MC-LR em agua.

Linearidade r = 0,9965 a 0,9986
e Faixa linear de trabalho 0,05-05mgL”

LODE* 0,7ug L™

LOD 0,02 ug L™

LOQ 0,04 ug L™

Exatidao
* Recuperacao R (%) =81,4-105,6
* Repetitividade e Reprodutibilidade C.V.(%)=2,7-16,1

Incerteza da medigdo (para 95 % de |U=0,04

confianga)

* Nao envolveu a etapa de preparagao das amostras.

5.3. Tratamento das amostras por ozonizagao

Os testes preliminares de tratamento por ozonizagdo (com fluxo de
ar/Osz)foram realizados utilizando-se grandes volumes de amostra (500 mL)
requerendo posteriormente extragdo e pré-concentracdo para se chegar a
concentragdes detectaveis de MC-LR. O teste mostrou-se eficiente na remocao da
microcistina da agua, ndo sendo detectada MC-LR em nenhuma das amostras
testadas, cujas concentragdes esperadas no extrato final eram de: 0,1; 1,0 e 5,0 mg
L"eo tempo de reagao foi de 15 min para cada amostra. A concentragado de 0zonio
de 3 mg L aplicada foi suficiente para a remocao total da microcistina visto que, a

dose do oxidante foi constante durante todo tempo de reagéao.
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Com base nos resultados dos testes preliminares a condug¢ao do estudo foi
realizada utilizando-se doses menores de 0z6nio nas amostras e as quantidades de
amostras testadas também foram modificadas. Os volumes de amostras foram
reduzidos com o intuito de eliminar a etapa de pré-concentragcao, fazendo-se com

que o manuseio das mesmas fosse o menor possivel e o tempo de ensaio reduzido.

Os ensaios passaram a ser conduzidos com fluxo de O,/O3;. O volume de
solucdes de MC-LR foi de 2 mL para os novos ensaios e as doses de ozdnio foram
de 0,3 mg L". As concentragdes de MC-LR testadas foram de 0,1; 0,5 € 5,0 mg L’
1. A seguir segue um detalhamento dos resultados obtidos para estes ensaios

(Ensaio 1 a 4).

No primeiro ensaio foram utilizadas concentragdes e de MC-LR de 5 mg L', o
ozbnio gasoso foi borbulhado diretamente na solugdo. A dose constante de ozdnio
foi suficiente para reduzir a quantidade de toxina na agua em 48,8 % em apenas 15
min e 87,7 % em 60 min. A Figura 5.11. ilustra o decréscimo da concentragcéo de

MC-LR para os dois tempos de reagao.

6,0

50
4,01+

3,0

[LR] (mg/L)

2,0

1,0 4

0,0

0 20 40 60 80

tempo (min)

Figura 5.11. Decréscimo da concentracdo de MC-LR através da reagdo com ozbnio
(0,3mg L"), durante 15 e 60 min.

A partir dos resultados do Ensaio 4 uma cinética quimica foi proposta para a

reacdo do ozbénio com MC-LR, sob fluxo de O,/O;. Uma constante de pseudo
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primeira-ordem (k') de 0,0337 min™ foi encontrada para MC-LR, como é mostrado

na Figura abaixo:

0 <\( T T T
N 20 40 60 80
~
0,5 - S
S
S SN
g
= ~
4 -15 <
E
2 1|y =-0,0337x - 0,0529 \\‘o
R? = 0,9964
2,5
tempo (min)

Figura 5.12. Cinética quimica para determinagéo da constante de primeira-ordem (coeficiente

angular) para reagdo de MC-LR com ozbnio.

Apds a obtencdo da equagdo de regressao linear além de k', obtida do
coeficiente angular da reta, o tempo de meia vida (t12) para MC-LR em contato com
0 ozébnio foi também determinado obtendo-se: t1, = 20,66 min. O valor encontrado
indica um tempo de meia vida bastante curto para reagées de MC-LR com ozénio,

visto a alta concentracdo testada, 5 mg L™

Depois de determinada a cinética quimica da reagdo novos testes foram
realizados (Ensaios 2 a 4), onde as concentragées de MC-LR testadas estiveram
mais proximas das concentracdes estudas em outros trabalhos de ozonizacdo. Para
estes ensaios trabalhou-se com solu¢gées de MC-LR de 0,1 e 0,5 mg L", nestas
solucdes nao foi detectado MC-LR apds 3, 6, 10, 15 e 30 min de reacao direta com
o0 ozbnio. Estes resultados podem ser comparados com os testes realizados por
Harada et al. (1995), onde 5 min foi o tempo suficiente para remover 100 % MC-LR
0,12 mg L' em 2 mL de solug&o, a ozonizagao também foi realizada de forma direta
sob fluxo de O,/Os;.

Novos testes foram realizados utilizando o tratamento por ozonizagao através
de dosagem de solugdes de MC-LR com uma solugdo estoque de 0zbnio gasoso

em agua ultrapura. O objetivo dos novos ensaios (Ensaio 5, 6, 7 e 10) foi reduzir as
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doses de o0zOnio nas solugdes para que fosse possivel uma melhor avaliagcdo do
decréscimo da concentracdo de MC-LR, em diferentes concentragdes da toxina e
em diferentes doses de 0z0Onio, variando-se também o pH. O tempo de reagdo em

todos ensaios foi de 3 horas.

Foi realizada uma comparacido entre o comportamento da remog¢ao de MC-
LR em diferentes concentragdes (0,1; 0,25 e 0,5 mg L'1) para uma mesma dose de
ozénio (0,09 mg L'1). Foi verificada que o percentual de remocdo de MC-LR
aumenta com a diminuicdo da concentragéo, chegando a 100 % na concentragao de
0,1 mg L (Figura 5.13.). Sendo necessarias doses maiores de ozbnio para
remogao total de MC-LR em concentragdes de 0,25 mg L. A representacao grafica
da Figura 5.14. mostra que um aumento de quase 50 % na dose de ozbnio é

necessario para remogao da MC-LR 0,25 mg L ™' em relagdo a MC-LR 0,1 mg L™

120
100 - * Dose 03 = 0,09 mg/L
80 - .

60
40 |
20 -

L 4

% Remocao MC-LR

0 0,2 0,4 0,6
Concentragao MC-LR (mg/L)

Figura 5.13. Percentual de remogao de MC-LR em diferentes concentragées para mesma
dose de 0z6nio (0,09 mg L™).
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Figura 5.14. Percentual de remogao de MC-LR nas concentragdes de 0,1 e 0,25 mg L para
diferentes doses de ozbnio.

Uma avaliacdo do efeito do pH na reagcao de MC-LR com ozénio foi avaliada
através da dosagem de solugdes de MC-LR 0,25 mg L™ com solugdes estoque de
ozbnio em agua ultrapura em pH natural (pH 5) e tampao fosfato (pH 2). Foi
verificado que em pH 2 a dose de 0zdnio necessaria para remocao de quase 100 %
de MC-LR foi cerca de quatro vezes maior que em pH natural. Embora ambos os pH
estejam na faixa considerada acida, no pH 5 a quantidade de ions OH & maior que

em pH 2, portanto esse fato pode ter favorecido a remocédo da MC-LR, através da

formacao de radicais OH’, que sdo mais reativos que o proprio ozénio. A Figura

5.15. ilustra a remoc¢ao de MC-LR nos dois pH.
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Figura 5.15.Percentual de remogédo de MC-LR (0,25 mg L™1) utilizando-se solugbes ozonizadas em pH
natural (pH 5) e pH 2 para diferentes doses de ozdénio.

As Tabelas 5.9. e 5.10. apresentam um resumo dos resultados obtidos para
as solugdbes de MC-LR ozonizadas, por reagdo direta do o0zbnio gasoso
(concentragao de O3 constante) e dosagem de uma solugdo estoque ozonizada,
respectivamente. Nesse ultimo teste a concentracdo de ozbénio decaiu no decorrer
da reacdo com a MC-LR. Nos dois tipos de tratamento com ozénio foi verificado que
a eficiéncia da remocdo de MC-LR é maior nas concentragbes mais baixas da
toxina, requerendo tempo e dose de o0zbnio menores nestas concentracbes. Os
ensaios onde a reacado foi direta do 0zbnio, 5 min de reagdo com 0zbnio gasoso
(0,3 mg L '1) foram suficientes para remogao total da MC-LR 0,5 mg L. Para os
ensaios com a solugédo ozonizada uma dosagem de 0,19 mg L™ foi suficiente para
remogao total de MC-LR 0,25 mg L™

E importante ressaltar que nos ensaios onde ha reagdo com 0z6nio gasoso o
contato da toxina com o oxidante ocorre de forma continua e n&o diminui com o
decréscimo da concentracdo da MC-LR, portanto para estes ensaios é esperado
que tempos menores de reacdo com o ozdnio seja suficiente para remocgédo da

toxina, como foi comprovado através da comparagao entre os Ensaios 4 e 6.
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Tabela 5.9. Resumo dos resultados do tratamento das solugbes de MC-LR com ozbnio gasoso na

concentracéo constante de 0,3 mg L.

) I Tempo
Ensaio [ IMC-LRmgL
(min)
Inicial Final
2,56 15
1 5
0,61 60
10
2 0,1 ND 15
30
3
3 0,1 ND 6
10
4 0,5 ND 5

ND = N&o Detectado.

Tabela 5.10. Resumo dos resultados do tratamento das solugdes de MC-LR com solugdo estoque de

ozbnio (diferentes doses) em agua ultrapura.

) 4 Dose O3
Ensaio [ IMC-LRmgL 4

mg L

Inicial Final

0,08 0,01

0,1 0,07 0,02

ND 0,09

5

0,24 0,01

0,5 0,23 0,02

0,30 0,09

0,08 0,05

6 0,25 0,05 0,09

ND 0,19

ND = Nao detectado.
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5.4. Testes com amostra real

Uma amostra de agua superficial cuja concentracdo de MC-LR foi
determinada na concentragdo de 0,06 mg L™ foi dosada com solucdes estoque de
0z6nio gasoso em agua ultrapura (Ensaios 8 e 9). O tempo de reagdo empregado

em todos os ensaios foi de 3 horas.

Diferentes doses de MC-LR na agua superficial foram empregadas, através
de diluicdo da amostra, na reacdo com ozdnio utilizando-se diferentes doses do

mesmo, conforme tabela abaixo:

Tabela 5.11. Resumo dos resultados do tratamento com ozbnio de amostra de agua superficial
contendo MC-LR.

[ JMC-LRmg L Dose O3 mg L™
Inicial* Final
0,05 0,003 1,66
0,03 0,0004 4,16
0,03 ND 6,00

ND = Nao Detectado. *Concentragao considerando a diluicdo da amostra na solugéo de ozdnio.

A exemplo dos demais ensaios a remocao total de MC-LR foi verificada em
concentragdes mais baixas, sendo necessario uma 6,00 mg L " de oz6nio para
remogao de 0,05 mg L ' de MC-LR em 100 %.

Comparando-se 0s ensaios de ozonizagdao da amostra de agua superficial
com as amostras sintéticas, mesmo as solugdes de MC-LR de altas concentragdes
requerem doses mais baixas de 0z6nio quando comparado com a amostra de agua
superficial. O ensaio onde uma solugado de MC-LR de 0,1 mg L™ necessitou de uma
dose de 0,09 mg L de ozénio pra remogao total da toxina, ja a amostra de agua
superficial contendo 0,03 mg L de MC-LR requereu uma dose de ozbnio de

6,00 mg L™, sendo necessario quase 10 vezes mais de ozbnio.

A explicagao para esses resultados pode estar vinculado ao fato de que o
ozbnio, pode reagir com componentes da matriz (Hoigné, 1994). O teste de UV 254

nm € uma alternativa rapida do conteudo de matéria organica de amostras de agua
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(Penitsky, 2003), para a amostra de agua superficial UV 254 nm teve uma
absorbancia de 0,354, levando-se a concluir que a amostra possui uma carga

relativamente grande de matéria orgénica e esta pode competir com MC-LR na
reagao com ozonio.

Outro fato importante € que a condutividade obtida para a amostra foi de
11,6 ms cm™, indicando um alto contetido de ions dissolvidos, sabe-se que em

presenca de ions dissolvidos, como cloretos, o o0zbnio é bastante consumido
(Paprocki, 2008).

A Figura 5.16. mostra a comparagdo da ozonizagdo na amostra sintética,
solugao de 0,1 mg L' de MC-LR, e da amostra de agua superficial (0,03 mg L'1).

100 ®
i [
—~ 80
> i
o
S 60 & Amostra sintética
S - < ® Amostra real
@ 40
O
o i
£
$ 20 <
0Oe ‘ ‘
0,01 0,10 1,00 10,00
Dose de O3 (mg/L)

Figura 5.16.Percentual de remogdo de MC-LR (0,03 mg L'1) em amostra real e amostra

sintética (0,1 mg L'1) para diferentes doses de ozénio.

Como é mostrado na Figura 5.17. as doses de 0zonio de 4,16 e 6 mg L
foram as doses suficientes para que a concentragdao de MC-LR (0,03 mg L'1)
estivesse abaixo do limite maximo estabelecido para MC-LR, 1 ug L™, pela Portaria
518,2004 (Portaria de potabilidade da agua).
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Figura 5.17.Resultados do tratamento da amostra de agua superficial com ozénio com destaque para

o valor de referéncia (1 ug L '1) estabelecido pela legislagéo.

A Figura 5.18 apresenta os cromatogramas de analise da amostra real antes

e depois do tratamento por ozonizagao.

5.4.1. Avaliagao da toxicidade

Testes de toxicidade de bioensaio em comundogo foram realizados pelo
Laboratorio Bioensaios Analises e Consultoria Ambiental Ltda. Os testes foram
aplicados na amostra de agua superficial antes e depois de passar pelo tratamento
com ozoOnio. A amostra ozonizada utilizada para o teste foi a amostra onde nao foi

detectada a presenca de MC-LR apds o tratamento com Os.

O peso normal do figado de camundongos ndo contaminados é de até 6% da
massa corporal total. Se a relagdo peso do figado/massa corporal dos camundongos
contaminados for maior que 6%, a alga € considerada hepatotéxica. Para a amostra
de agua superficial antes da ozonizacgédo, a relacéo foi de 6,5 % e apds a remogéo
total da MC-LR a relagao foi de 6,0%. Além de comprovar a remocao total de MC-LR
na amostra apds ozonizagao o teste de toxicidade indicou que os subprodutos da
toxina ozonizada nao pareceram inibir a proteina fosfatase, ndo sendo toxicos para

camundongos, confirmando os ensaios realizados Brooke et al. (2006).
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Figura 5.18.Cromatogramas de analises da amostra de agua superficial contendo MC-LR

(0,03 mg L™), sem ozonizacao (A), ozonizada com 1,66 mg L™ de O; (B) e 4,16 mg L™ de O; (C).



95

6. CONCLUSOES
e Ozonizagao

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que a ozonizacéao foi
efetiva para remogao de microcistina-LR mesmo em niveis mais altos do que os

comumente encontrados em aguas de abastecimento publico.

O tratamento com ozbnio gasoso, em concentragao constante de 0,3 mg L,
das solugdes de MC-LR foi capaz de remover 87,7 % da toxina em 60 min de
reagcdo. O tempo de meia vida (t12) determinado para MC-LR em contato com
ozbnio foi de 20,66 min e a constante cinética de pseudo primeira-ordem da reagao
foi K’=0,0337 min™.

O tratamento por dosagem com solugao estoque de ozénio, permitiu concluir
que concentracbes mais altas de MC-LR requerem doses maiores do oxidante,
quando comparadas a concentragcdes mais baixais da toxina. Em pH 5 uma dose

menor de ozénio foi requerida para remog¢ao de MC-LR, quando comparado ao pH
2, concluindo-se que no pH 5 os radicais hidroxilas (OH’) ja formados auxiliaram na

oxidagao.

Nos ensaios com amostra real (agua superficial) contendo MC-LR foi possivel
verificar que maiores doses de ozbdnio sdo requeridas para remocao total de
microcistinas quando comparados a amostra sintética, isso se deve a componentes
presentes na matriz, como a matéria organica que também reagem com o0zénio,
havendo uma competicdo. O alto valor medido para condutividade na amostra,
também € um indicativo de que outras substancias, ions dissolvidos, possam ter

reagido com o ozénio além da MC-LR. A dose de 0z6nio aplicada foi suficiente para
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que a remocao total de MC-LR ocorresse, atendo assim o valor maximo aceitavel
para microcistinas (1 ug L'1) adotado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e
incorporado no adendo das Normas para Qualidade da Agua tratada revisado em
2004 (Portaria N° 518, 2004).

Com a remocgédo total da MC-LR da amostra de agua superficial houve
também a remocgéo da sua toxicidade e os subprodutos da reacdo entre MC-LR e o

ozbnio ndo apresentaram efeitos toxicos.
e Otimizacao

Na otimizacdo do método de analise de MC-LR por LC-MS/MS, foi possivel
concluir que colunas de menores didmetros (50 mm) permitem obter-se uma melhor
sensibilidade na analise, visto que, essas colunas permitem o uso de fluxos mais
baixos. Isso € observado principalmente para moléculas de grande tamanho, como
€ o caso da MC-LR. Uma melhor ionizagéo € obtida quando o componente organico
da fase movel € acetonitrila e quando o aditivo da fase é uma combinagdo de

acetato de amoénio 2 mM e acido féormico 0,1 %.
e Validagao

Os parametros avaliados durante a etapa de validacdo foram considerados
satisfatorios, pois estiveram dentro dos valores sugeridos na literatura (INMETRO,
2007 e Comunidade Européia, 2002). Obteve-se linearidade para MC-LR na faixa de
0,05 a 0,5 mg L™ (r2 > 0,99). Os ensaios de recuperagao estiveram dentro dos
critérios estabelecidos para faixa trabalhada (0,1 a 1,0 ug L'1), pois apresentaram
valores de recuperagéo entre 70 e 120%. O meétodo também apresentou boa
repetitividade e reprodutibilidade, com C.V. (%) < 20.

Nao foi observado efeito das matrizes, agua potavel e agua superficial, na
analise de MC-LR em LC-MS/MS, mostrando que essa técnica é especifica e
seletiva para esta analise. A técnica de LC-MS/MS também se mostrou bastante
sensivel para deteccdo e quantificacdo de MC-LR, obtendo-se LOD e LOQ muito

abaixo o limite maximo estabelecido na legislagdo (<1 pg L™).
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