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1 INTRODUCAO

A nodularina € uma ficotoxina produzida pela cianobactéria Nodularia. A
maioria das espécies ocorrem em ambientes marinhos, salobros e estuarinos. A
ocorréncia de uma floracdo dessas espécies em um corpo hidrico promove a perda
da qualidade da agua, tornando-a inapropriada para consumo, recreacdo ou
estacdes de cultivo intensivo.

O presente estudo visa o0 aprimoramento de métodos que permitam identificar
e quantificar a presenca de nodularina a partir de uma amostra de uma floracdo em
aguas de cultivo de camardes da Estacdo Marinha de Aquicultura da FURG.

2 REFERENCIAL TEORICO

A cromatografia liquida de alta performance (HPLC) caracteriza-se pela
utilizacdo da fase moével em alta pressédo, permitindo a utilizacdo de diametros
reduzidos de particulas na fase estacionaria (coluna cromatografica) que resulta em
um aumento significativo da area de adsorcdo promovendo uma eficiente separacao
dos componentes da amostra (Lancgas, 2009).

Para a obtencdo de perfis espectrais a partir de amostras separadas pelo
cromatoégrafo, utiliza-se um detector DAD (diode arrey detectors) ou também referido
como detector PDA-HPLC. Um fotodiodo acoplado faz a deteccdo dos componentes
separados pela fase estacionaria de acordo com o peso molecular, hidrofobicidade
ou carga ionica. Alguns desses detectores abrangem um espectro desde UV 190nm
até proximo a faixa do infravermelho, outros podem apresentar apenas um
comprimento de onda (Shimadzu Corporation, 1997).

O PDA-HPLC tem sido muito utilizado para determinar e quantificar alguns
peptideos toxicos como microcistina e nodularina(Dow et al.1994). Outra forma de
guantificar estes petideos € a partir do imunoensaio, Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA),(Chu et al.1989). Neste principio, anticorpos especificos as
Nodularinas reagem em oposto ao desenvolvimento da cor da amostra. Apds, a
analise € completada pela leitura de absorbancia da amostra em comparacédo a uma
curva de calibracdo providenciada pelo fabricante (Beacon Analitical systems, Inc.
Saco, ME-USA).

3 MATERIAIS E METODOS
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Amostras de agua, contendo a cianobactéria Nodularia foi identificada,
coletada e liofilizada resultando em um po desidratado e unialagal. Uma porcéo de
500mg desse po foi pesado e dissolvido em uma solugédo contendo 8mL de metanol
e 7mL de agua milli-Q. Essa solucéo ficou em agitacao por 24h. Apds esse periodo,
a amostra foi rotoevaporada até alcancar uma fracdo de 6mL. Posteriormente, essa
solugcéo foi ultrassonificada em trés ciclos de 30 segundos. Assim obteve-se a
amostra de nodularina.

A amostra foi analisada utilizando dois cromatografos distintos. Um modelo
mais antigo (SCL-10AVP Shimadzu e detector SPD-10A) e outro mais moderno
(LCMS Solution Shimadzu e detector SPD-20A). No entanto, na fase estacionaria foi
utilizada a mesma coluna C18 5uL (Phenomenex) e na fase movel os mesmos
eluentes constituido de 0,05% Acido Trifluoracético (TFA) em Acetronitrila (eluente
A) e agua milli-Q com 0,05% de TFA (eluente B). O gradiente também foi 0 mesmo
nos dois equipamentos conforme método Carmichael et al.(1988).

Uma amostra de nodularina também foi preparada para analise por
imunoensaio precisando ser diluida em 10.000 vezes para entrar no limite de
deteccdo do método.

4 RESULTADOS e DISCUSSAO

As andlises realizadas no PDA-HPLC apresentam maior confiabilidade
guando comparadas ao imunuensaio, uma vez que apresenta melhor seletividade do
analito e facilidade de identificacdo do mesmo. O equipamento moderno ¢ mais
linear, estavel, preciso e seletivo que o antigo.

A utilizacdo do imunoensaio pode ser uma alternativa mais econdémica e
menos complexa para a quantificacdo de peptideos toxicos, contudo, seu limite de
deteccdo é restrito entre 0,04ugL™ e 1pgL™, o que ndo é verificado no PDA-HPLC.

O PDA-HPLC torna-se mais versatil, pois apresenta alto rendimento com
menor consumo de amostra.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do PDA-HPLC ser indicado para peptideos toxicos, 0 imunoensaio
pode ser uma alternativa viavel quando utilizado em analises rapidas de
monitoramento de potabilidade de agua.
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