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Resumo

As microcistinas (MCT) sao cianotoxinas produzigas cianobactérias, que
permanecem no interior das células até que estas.liAs MCT tém sido repetidamente
detetadas em aguas naturais e responsabilizadas/@atos de toxicidade hepatica em
humanos e animais. A lise induzida por cianéfagasis especificos de cianobactérias,
podera ser um fator relevante na producdo e lit@otade MCT. Estes virus so
recentemente foram isolados, pelo que a sua immatéem eventos de toxicidade
permanece desconhecida.

Como contributo para a compreensao de process@rsutesa presenca de
microcistinas em albufeiras, procedeu-se ao eskmo laboratério da producédo e
libertacdo de microcistinas por duas estirpesMierocystis aeruginosaPCC7820
(estirpe produtora de toxinas) e PCC7005 (estig® produtora de toxinas), antes e
depois da sua infecdo por cianéfagos M&ZQE Ensaiou-se previamente um método da
detecdo de microcistinas LR, RR e YR por LC-ESI-MS/ que foi posteriormente
utilizado na monitorizagéo da infecdo viral. Oufesglos obtidos revelaram a detegao da
variante LR ao longo dos 139 dias de crescimensccdduras de PCC7820 e PCC7005.
Embora a quantidade desta variante detetada em (RGCSeja muito menor que a
detetada em PCC7820, regista-se a sua presencajeangaie esta estirpe é considerada
como sendo uma estirpe dé&. aeruginosanao produtora de toxinas. A detecdo da
producao e libertacdo de MCT-LR nesta cultura &ontiém verificada na presenca de
cianofagos Ma-LEO1, sendo libertada em maiores quantidades do @seian auséncia.
As experiéncias com o cianéfago Ma-LEZ01 em cusiuta PCC7820 sugerem ser este
ciandfago lisogénico ou pseudolisogénico para edtirpe, sem contudo afetar
significativamente a quantidade de MCT_LR produzdbibertada. A analise em LC-
ESI-MS/MS revelou-se uma ferramenta analitica @@l detecdo, identificacdo e
quantificacdo de variantes de microcistinas, podevid a ser aplicada ao estudo de

subprodutos da sua degradacgéo.

Palavras chave: LC-ESI-MS/MS, SPE, cianobactérias, cianofagos, rogistinas,

cianotoxinas
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Abstract

Microcystins (MCT) are cianotoxins produced by aylaacteria, known to be

intracellular and only released upon cell lysis. MBave been repeatedly detected in
natural waters and blamed for liver toxicity evemshumans and animals. Cell lysis
induced by cyanophage infection of cyanobacterighinplay a major role in toxin
production and release. Cyanophages are viruseffisge cyanobacteria, only recently
isolated and their role on toxicity events is stitknown.

In order to contribute to the understanding of peses underlying the
presence of MCT in natural waters, production ael@ase of MCT was studied in
laboratory cultures of two strains of the spedsrocystis aeruginosaNamely cultures
of the MCT producing strain, PCC 7820 and of th@-pooducing strain, PCC 7005,
where monitored before and after their infectioncygnophage Ma-LE)1. This study
started with the implementation of a LC-ESI-MS/M&thod for the detection of the
variants MCT_LR, RR and YR, in order to be usedhi& monitoring of viral infection
impact. The results showed the presence of MCT-L& the 139 days of growth .
aeruginosaPCC 7820 and PCC 7005. Although the amount of M&Tdetected in PCC
7005 is much lower than the registerd for PCC 782Pas noticeable since this strain is
considered as a non-producing strain. The productidMCT-LR in this culture was also
observed in the presence of cyanophages M&ILEbut only the release was enhanced
by phage infection. Results suggest that phage HE@OIL is lysogenic or
pseudolysogenic tM. aeruginosaPCC 7820, without significant influence on the
amount of MCT-LR produced and released. LC-ESI-MS/Mas proven as a useful
analytical tool for the detection, identificationdaquantification of MCT variants, with
the possibility of being used in future studies toe identification of MCT degradation

subproducts.

Keywords: LC-ESI-MS/MS, SPE, cyanobacteria, cyanophage,auy@tins, cyanotoxins
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Lista de abreviaturas

a.a :aminoacidos
ADDA: acido 2S,3S,8S,9S-3-amino9-metoxi2,6,8-trimetidititdecad E,6 E-dienoico

APCI: lonizacdo quimica a pressdo atmosférica (Atmosppeessure chemical
ionization)

C18: Cadeias de alquil silanos

C8: Cadeias de octil silica

CH2CN: Acetonitrilo

CH,0,: Acido férmico

CH30OH: Metanol

CIMA: Centro de Investigacdo Marinha e Ambiental

CRM: Modelo da carga residual (Charged Residual Model

d.c.: Densidade celular

d.o.: Densidade otica

Da: Daltons

DAD: Detetores de matriz de fotodiodos (Diode-Array Dietes)

Dwm: Coeficiente de difusdo na fase movel

DNA: Acido desoxirribonucleico

EFM: Microscopia de epifluorescéncia (Epi-fluoresceltieroscope)
ELISA: Ensaio de imunoadsorcédo enzimaiiazyme_Linked Immunosorbent Assay)
ESI: lonizagdo poelectrospray(Electrospray Source lonization)
FC: Citometria de fluxo_(Flow Cytometry)

FR: Radiofrequéncia

H: Altura equivalente a um prato teorico

HPLC: Cromatografia liquida de alta pressdo (High Peréorce _Liquid
Chromatography)
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HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta pressdo com deted@iodiodos (High
Performance Liquid Chromatography with Diode ArEstector)

HPLC-UV: Cromatografia liquida de alta pressdo com det&ddqHigh Performance
Liquid Chromatography with Ultraviolet)

ICTV: Comité internacional em taxononia de vir@ternational _Committee on
Taxonony of Viruses)

IDM : Modelo de dessorcéo de idesriDesorption Model)
IT: Armadilha de i6es (lon trap)

K'. Fator de capacidade

Kp: Constante de distribuicdo de Nernst

L: Comprimento da coluna

L: Leucina

LC-ESI-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a espetrometriandssa em modo
MS/MS com fonte de ionizag&o pelectrospray

LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a espetrometriamagsa em modo MS/MS
(Liquid Chromatography FandemMass_Spectrometry)

LC-MS: Cromatografia liquida acoplada a espetrometria massa (Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry)

LD: limite de detegao

MALDI: Dessorcao/ionizacdo com laser auxiliada por mgMatrix-Assisted_Laser
Desorption/lonization)

MCT: Microcistinas

MCT-LR: Microcistina LR

MCT-MIX: Mistura das variantes LR, YR e RR de microcistinas
MCT-RR: Microcistina RR

MCT-YR: Microcistina YR

MMPB: acido 2-metil-3-metoxi-4-fenilbutirico (2-Methyl-Blethoxy-4-Phenylbutyric
acid)
MOI: Mutiplicidade de infecao (Multiplicity of infectig

MRM: Monitorizacdo de multiplas reacdes (Multiple ReactMonitoring)
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MS/MS: Espetrometria de massa em modo massa/masske(nMass_Spectrometry)
MS: Espetrometria de massa (Mass Spectrometry)

N: Pratos tedricos

NMR: Ressonancia magnética nuclear (Nuclear Resonangediie)

NRPS: Péptidos sintetases ndo ribossomais (Non-RibosBafide Synthetases)
PCC: Colecao de culturas Pasteur (Pasteure Culture @oigc

PFU: Unidades formadoras de placas (Plaque-Forming Unit

PKS: policetos sintetases (Polyketide Synthases)

PP1: Proteinas fosfatase 1

PP2: Proteinas fosfatase 2

R: Arginina

RP: Fase reversa (Reverse Phase

Rs: Resolucéo

SIM: Monitorizac&o de ido simples (Single lon Monitay);

SPE: Extracdo em fase sélida (Solid Phase Extraction)

T’ r: Tempo de retencéo ajustado

TEM: Microscopia de transmisséao electrénica (TransmisBlectron Microscopy)
TFA: Acido trifluoroacético (Trifluoracetic Acid)

TIC: Corrente total de i6g9 otal lon_Current)

TLC: Cromatografia em camada fina (Thin Layer Chromaiplgy)

Twm: Tempo morto

Tr: Tempo de retencéo

u.m.a: Unidades de massa atomica

Uv: Ultravioleta

Vis: Visivel

VLP: Particulas semelhantes a virus (Virus Like Paicl

W: Largura da banda

vi
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W2 Largura da banda a meia altura

Y: Tirosina

Vii
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Figura 5.6 - Percentagens de recuperagdo (%) obtidas em fudadase estacionéria
cartuchos de SPE testados.

Capitulo VI

Tabela 6.1 —-Dimensodes celulares das estirpes PCC 7820 e P& d&M. aeruginosa
ao longo dos 70 dias de cultivo;

Tabela 6.2 —Taxas especificas de crescimento celular e tempaodugdlicacdo dé.
aeruginosaPCC 7820 calculados com base nos valores dedccoe biovolume;

Tabela 6.3— Cromatogramas e espetros de MS/MS do sobrenadafie aeruginosa
PCC 7820 (1:10, v/v) obtidos ao longo dos 70 dasudtivo;

Tabela 6.4 —Cromatogramas e espetros de MS/MSpétiet de M. aeruginosaPCC
7820 obtidos ao longo dos 70 dias de cultivo;

Tabela 6.5— Cromatogramas e espetros de MS/MS do sobrenadare aeruginosa
PCC 7005 obtidos ao longo dos 70 dias de cultivo.

Tabela 6.6— Cromatogramas e espetros de MS/MSpetiet de M. aeruginosaPCC
7005 obtidos ao longo dos 70 dias de cultivo;

Tabela 6.7— Taxas de crescimento celular e tempos de dupbcdedJ. aeruginosa
PCC 7820 e d&l. aeruginosaPCC 7005 na auséncia e na presenca de cianofagos M
LEZO1,;

Tabela 6.8 — Testet studentde hipoteses aplicado a dados emparelhados celadins
tempos de duplicacéo calculados piraaeruginosaPCC 7820 e parBl. aeruginosa
PCC 7005 na auséncia e na presenca de cianofaghE X4 ;

Tabela 6.9 —Interpolacdo dos valores de d.c.MeaeruginosaPCC 7820 na auséncia e
na presenca de cianofagos MaA0E ao longo da infecéo;

Tabela 6.10— Cromatogramas e espetros de MS/MS do sobrenadaie aeruginosa
PCC 7820 (diluido de 1:10, v/v) antes e 31 dia®idega infecdo viral com cianéfagos.

Tabela 6.11—- Cromatogramas e espetros de MS/MSpdtiet de M. aeruginosaPCC
7820 antes e 31 dias depois da infe¢éo viral camitagos;

Tabela 6.12— Cromatogramas e espetros de MS/MS do sobrenadame aeruginosa
PCC 7005 antes e 31 dias depois da infecdo vinalaanofagos;

Tabela 6.13— Cromatogramas e espetros de MS/MSpdtiet de M. aeruginosaPCC
7005 antes e 31 dias depois da infecéo viral camitagos;

Tabela 6.14— Teste de hipétesesstudentaplicado a quantidade de MCT-LR total
produzida e libertada, no fim da monitorizagéo, loraeruginosaPCC 7820 e poM.
aeruginosaPCC 7005 quer na auséncia quer na presenca addagas Ma-LEZ01.
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Capitulol

Enquadramento geral e objetivos

1.1 Breve descricao da problemética em estudo

Os recursos hidricos sdo um bem essencial a ted&sraas de vida na
Terra, no entanto, tendem a constituir-se como em éscasso. As multiplas atividades
humanas, quer seja a producédo de energia hidioalétr uso industrial, recreativo e
rega, ou até mesmo a producdo de agua de consotraguzem condicionantes na
guantidade de agua disponivel assim como na sualapgm(Sobrino C. et al, 2004,
Codd G., 2000; Rosenberg. D., 2000)

A qualidade das aguas superficiais é condicionamadiversos fatores
ambientais abioticos e biologicos sujeitos a vaoacespacial e temporal.
Nomeadamente, a ocorréncia de processos de eat@dizresulta da aceleracéo
descontrolada do processo natural de producdodiald@esencadeada pelo aumento
dos niveis de nutrientéMur, L., et al1999).Compostos azotados e fosfatados, quer os
drenados por escorréncias difusas a partir dentesragricolas em meio rural, quer os
libertados em descargas de esgotos domésticosustrilais, tém sido identificados
como principais fontes de eutrofizacdo que afetamnadidade das aguas superficiais e
em particular a das albufeiras. Estas, de acordoacalassificagéo prevista na Diretiva
Quadro da Agua, constituem massas de agua fortemedificadas por resultarem do
represamento artificial de aguas fluviéidC 2000/60/CE).A presenca de nutrientes
associados a boas condicbes de luz e tempera@ma,sido relacionadas com a
ocorréncia de florescéncias de cianobactérias bofaitas e escumas a superficie da
agua(Briand, J. et al, 2003)

Na realidade, o desenvolvimento de florescénciasi@l®obactérias nestes
lagos artificiais resulta de desequilibrios nasssc@emunidades fitoplantonicas, que
permitem o rapido crescimento celular de uma ouaoespécie. As espécies de
cianobactérias produtoras de toxinas ou de outedabulitos secundarios ndo parecem

apresentar uma clara vantagem competitiva em elagdespécies nao produtoras,
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ainda que a predacdo de cianobactérias toxicaslapeas de peixes, moluscos e
microcrustaceos possa ser inib{ttzelings, B. & Chorus, 1., 2007)

O predominio de espécies produtoras de toxinas,nmemsas de agua
fortemente modificadas, desencadeia impactos megatio nivel das caracteristicas
organoléticas da agua, das qualidades paisagijstizasiodiversidade aquatica e
terreste, incluindo morte extensiva de peixes, ,avasimais domésticos e
peridomésticos. Estes impactos negativos tém pogtemte repercussdes
significativas em termos agricolas, recreativospnémicos e de forma mais
preocupante em termos de saude pulfltealings, B. & Chorus, 1., 2007)

Tratando-se de endotoxinas, a libertacdo de ciamat® resulta sobretudo
da lise celular durante o processo de senescémciflotescéncia(Chorus, I. &
Bartram, J., 1999) A presenca de cianotoxinas nas massas de agaac@asumo
humano pode causar graves problemas de salde guildo pela ingestdo de agua
contaminada como pelo contacto direto em atividatkescaracter recreativo ou até
mesmo pelo consumo de peixe contamin@dar L. et al 1999).

As cianotoxinas sao quimicamente variaveis, com amemos de
toxicidade muito especificos. De acordo com odafeadversos que provocam, podem
ser classificadas comioritantes ao contactp quando causam irritabilidade cutanea,
neurotoxinas quando afetam o sistema nervoso central e dmpatotoxinasquando
atuam a nivel hepatic(Sivonen K. & Jones G., 1999)Para além destes efeitos
nocivos, as cianotoxinas tém sido reportadas maatiira como responsaveis por
intoxicacBes gastrointestinais, hepatites, promaogéawral e até mesmo morte de varias
pessoas apods tratamentos de hemodidlise com rezurgoas contaminadéSvircev,

Z., et al, 2009; Pouria, S., et al, 1998).

Entre as hepatotoxinas, as microcistinas (MCT)dpzalas por diversos
géneros de cianobactérias, tém sido frequenterasateiadas a graves efeitos na saude
publica como os acima descritos, uma vez que sgodntemente detetadas em massas
de agua fortemente modificad&vonen K. & Jones G., 1999).

A detecdo de microcistinas em massas de agua femtenmodificadas, é
frequentemente efetuada de forma rapida com recarsmétodos imunoldgicos,
nomeadamente por ELISAzime Linked Immunosorbent Agsayiétodos analiticos,
como a cromatografia liquida de alta resolucdo detecdo UV (HPLC-UV) e mais

recentemente a cromatografia liquida acoplada atrespetria de massa em modo
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MS/MS (LC-MS/MS) também tém vindo a ser empreguesua quantificacé@@arco,
M., et al, 2005; Sangolkar L. et al, 2006).

A presenca de microcistinas em albufeiras pareseltee de fendbmenos
complexos e pouco compreendidos e ndo de um sinlesesso artificial de
eutrofizacdo antrOpica dessas massas de @gia, M., 2005).0 enriquecimento em
nutrientes pode condicionar fortemente o desenvauio de florescéncias
fitoplanctonicas favorecendo as cianobactérias, n@ambém foram detetadas
cianotoxinas em sistemas lagunares sem qualquerdip influéncia de atividades
antropicagMez, K. et al, 1997) Desta forma, as florescéncias toxicas de cianébas
parecem ser também condicionadas por outras vaid@eofisioldgicas, ainda mal
compreendidagMesquita, S.et al, 2002; Galvao, H.et al, 2008).Desconhece-se por
exemplo o papel da infec&o por virus especificosiatgbactérias (cianofagos), que ao
lisarem as células poderdo contribuir para a #Hgéid deste tipo de endotoxinas.

De modo a contribuir para a compreensao do papehdaveis bioldgicas
eventualmente condicionantes da presenca de nstras em massas de agua
fortemente modificadas, procedeu-se ao estudo leonaerio da producao e libertacédo
de microcistinas por culturas déicrocystis aeruginosaantes e apos a sua infecao por
cianofagos. Para que este estudo fosse efetuado,ndoessario implementar
primeiramente um método de detecdo de microcistioasLC-ESI-MS/MS, que foi

posteriormente utilizado na monitorizacéo destagad viral.

1.2 Objetivo geral e objetivos especificos

O trabalho experimental conducente a presentertige visa, pois, contribuir
para a compreensdo dos processos subjacentes exvalesnento de florescéncias
toxicas de cianobactérias, através do estudo del plpinfecdo viral de culturas de
Microcystis aeruginosaa producéao e libertacdo de microcistinas.

Para tal foram delineados dois objetivos princip@sEnsaio de um método de
analise de algumas variantes de microcistinas pOfEEI-MS/MS, de modo a
identifica-las em culturas; (i) monitorizacdo daogucdo e da libertacdo de
microcistinas ao longo do crescimento de cultueddaeruginosaantes e depois da
infecdo por cianofagos.
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De forma a atingir estes objetivos estabeleceramsseseguintes objetivos
especificos a alcancgar:

» Otimizar os parametros de aquisicdo MS/MS atraeésjdcdo direta de
concentracdes conhecidas do padréo de MCT_LR;

» Otimizar os parametros de aquisicdo de cromat@ghigfiiida através da
realizacdo de analises cromatograficas de cong@esaconhecidas do
padréo certificado de MCT_LR;

» Otimizar o método de analise por LC-ESI-MS/MS atsade injecbes
on-linede uma mistura de padrdes certificados de MCTodeentracbes
conhecidas, utilizando os parametros anteriormegattados;

» Definir o método de extracdo de microcistinas #tsagta realizacao de
testes preliminares conduncentes a escolha dosngeds e matriz de
extracdo em fase sélida;

* Aplicar o método ao estudo de fatores biolégicogempmalmente
condicionantes da producéo e libertacdo de midmas em cultura,
nomeadamente a infecao por cianéfagos;

» Avaliar quantitivamente o crescimento celulamierocystis aeruginosa
PCC 7820 eMicrocystis aeruginos@®CC 7005, na presenca e auséncia
de cianofagos, através da densidade Otica, daddelescelular e do seu
biovolume;

* Detetar, por LC-ESI-MS/MS, as variantes de MCT pmdas e
libertadas por Microcystis aeruginosaPCC 7820 e Microcystis
aeruginosaPCC 7005 na presenca e auséncia de cianéfagos;

» Estimar a quantidade de MCT produzidas e libertpdaM. aeruginosa
PCC 7820 eM. aeruginosaPCC 7005 na presenca e auséncia de

cianofagos.



Ensaio de um método de analise de microcistinas @eESI-MS/MS

Capitulo Il

Cianobactérias e suas toxinas

A qualidade das aguas superficiais pode ser camdida por fatores
ambientais e bioldgicos que variam de diferentem&s ao longo do tempgMur, L. &
et al 1999) Nestas massas de agua, os compostos azotadsiatados, associados a
boas condi¢cdes de radiacdo e temperatura parecamoyer o desenvolvimento de
florescéncias toxicas de cianobactérias em allagepor vezes com formacdo de
escumas a superficie da agdur, L. & et al 1999; Briand, J. et al 2003) Neste
sentido, o presente capitulo pretende dar a conlasceianobactérias assim como as
microcistinas a fim de se compreender a relacdoaofatores ambientais e biolégicos

que as afetam.

2.1. Cianobactérias

As cianobactérias, vulgarmente conhecidas por algede-azuis, existem
na Terra ha cerca de 3,5 bilibes de anos. Regifieseis evidenciam que
microrganismos procariontes e fotoautotréficos érigos, existentes principalmente
em meios aquaticos, tiveram um papel determinamtevolucdo da atmosfera oxidante
do nosso planetéSchopf, J.,1993; Mur, L. et al, 1999) Durante muito tempo as
cianobactérias foram incluidas na Sistematica eofi@xia Boténica e classificadas
como pertencentes a clagSganophyceaeEsta classificacdo surgiu em virtude deste
grupo de microrganismos apresentar como pigmerdtmsdintéticos clorofilaa, -
caroteno e ficobilinas, nomeadamente c-ficocianialéficocianina e c-ficoeritrina
(Briand, J. et al, 2003; Mehra, S.et al, 2009).Hoje em dia, apesar de se reconhecer
que as cianobactérias sdo bactérias Gram-negatiuss pertencem a classe
Cyanobacteria,os ficologistas e o0s investigadores, por razfedicaga ainda as
identificam com recurso a Sistematica BotariMar, L. et al, 1999).

Durante a fotossintese as cianobactérias liberteagémo através de duas
reagcOes fotoquimicas reguladas pelo fotossiste(R&ll) e pelo fotossistema Il (PSII).
Os pigmentos fotossintéticos, com excec¢do das ificab, estdo localizados nas
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membranas que podem formar, como nos cloroplastoglas e tilacoide@Nolk, C.,
1973).

Em termos morfolégicos, as cianobactérias sdo eltsandiversificadas.
Podem assumir formas unicelulares ou coloniaisilatosas ou nd@riand, J. et al,
2003). Alguns géneros filamentosos de cianobactériassaptem células vegetativas
diferenciadas, os heterocistos. Estes permitem wumagor atividade do enzima
nitrogenase e a fixagdo de azoto molecular. Nanmailas cianobactérias filamentosas
também se observa a presenca de acinetos, essrdeurasisténcia. Estas estruturas sédo
especializadas no armazenamento de reservas amen? formacdo de vesiculas
gasosas - aerétopos — em inclusdes citoplasmdiigadricas, proporciona a regulacao
da flutuacdo de algumas espécies na coluna de(Bbual. et al, 1999).A presenca
de uma substéncia gelatinosa que recobre totalrenparcialmente as cianobactérias,

designada por bainha de mucilagem, evita a dis&eadas célula@Nolk, C., 1973).

2.1.1. Florescéncias de cianobactérias

As cianobactérias sdo consideradas um grupo de ong&TisSMos
cosmopolita, uma vez que a nivel geografico estiio tistribuidas. Desde o polo norte
ao polo sul, expandem-se por diversos tipos deertds aquaticos e terrestres, quer na
forma livre quer em associacédo com fungos, protia®é@u plantagMankiewicz, J. et
al, 2003. Nos meios aquaticos, especialmente nos de agce, @s cianobactérias
pertencem ao fitoplancton, atuando como produtoriesarios(Briand, J. et al, 2003).
Quando estes ecossistemas apresentam temperatineatsee 30 °C, pH compreendido
entre 6 e 9, adequada intensidade de radiacaadizatido, o aumento da densidade
celular de cianobactérias é favorecido. Devido e metabolismo versatil e a sua
capacidade de adaptacado estrutural e enzimatickarazbactérias conseguem estar em
vantagem competitiva e formar florescénciasbtaoms(Fernandes, V.et al, 2009).
Fluxos de agua com elevada turbuléncia podem sderemente desfavoraveis ao
crescimento de cianobactérias, por condicionaresuaaposicdo na coluna de agua e
impedirem a sua concentragdo. Pelo contrario, g@samempestades podem causar a
lixiviagdo dos terrenos com escorréncias supeisic@rregadas de nutrientes que

favorecem a formacéao de florescéncias de cianales{@/HO, 1998).
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (Ods)loomsde
cianobactérias ocorrem normalmente no final doo/end no inicio do outono e séo
mais frequentes em sistemas de aguas eutroficokipmrtréficos (WHO, 1998).
Contudo, nas albufeiras do Algarve dslooms de cianobactérias ocorrem
preferencialmente na estacdo seca ou seja nad@inaidimavera, no verao e no inicio do
outono(Reis, M., 2005; Galvao, H.et al, 2008) Na verdade, o desenvolvimento de
florescéncias de cianobactérias de um género eticydar varia de regido para regiao
por diferencas na composi¢cao quimica dos sisteémicds assim como nas condi¢des
climatéricas. Cianobactérias do géné@yindrospermopsisdo normalmente detetadas
em aguas tropicais, enquanto cianobactérias dosrg@Microcystise Anabaenasao
frequentemente detetadas em regides tempef@dd®, 1998) Em Portugal, ao longo
dos tempos tém sido reportados na literatura ejiséde desenvolvimento de
florescéncias causados pdr aeruginosa, M. wesenbergii, Aphanizomenon fipsaa,

e A. scheremetieWiVasconcelos, V., 1999b; Sobrino, (&t al, 2004; Reis, M., 2005;
Galvao, H.et al, 2008; Galvao, Het al, 2012).Para além destes géneros também tém
sido detetadas algumas espécies de cianobacténas géneros Oscillatoria,
Planktothrix, e Coelosphoriurfvan Apeldoorn, M., et al, 2007, Galvao, H.et al,
2012). A maioria destes géneros de cianobactérias é padute cianotoxinas. De
forma geral 50-70 % dddoomsde cianobactérias detetados bmmspotencialmente
toxicos, nos quais podem estar envolvidos varipsestie variantes de cianotoxinas
(Vasconcelos, V., 1999b)O nivel de toxicidade de umloom de cianobactérias €
imprevisivel, porque depende das espécies que etitmm assim como da
concentracdo das cianotoxinas libertadas ao longoesbaco e do tempoA
imprevisibilidade do grau de toxidade de qualgbkrom de cianobactérias torna-o
potencialmente perigoso e suspeito em todos os mos@VHO, 1998).Para além da
producdo de toxinas, florescéncias de cianobastg@lem formar escumas com
diversas coloragbes consoante o estado de degoaddgd seus pigmentos
fotossintéticos, como aconteceu no inicio de 2082albufeira do Funcho, Portugal,
figura 2.1 (Briand, J. et al, 2003; Reis, M., 2005)Estas florescéncias téxicas de
cianobactérias podem causar graves alteracfesadasas alimentares com morte de
peixes, moluscos e outros animais, comprometerssimaa qualidade da agua quer
para abastecimento publico, quer para fins rem@s{Sivonen, K. & Jones, G, 1999).

A gestdo dos impactos negativos das florescéngiasas de cianobactérias albufeiras

pode passar pela adocéo de medidas de preven@miéighcado, que contribuem para
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a reducdo dos nutrientes disponiveis na agua, eogestdo integrada de toda a bacia
hidrografica(WHO, 1998; Galvao, H. et al, 2012).Em qualquer caso a monitorizacao

do fitoplancton e das suas biotoxinas é essencial.

Figura 2.1 — Formacdo de escumas a superficie da agua na iedbdi® Funcho,
Algarve, Portuga(Reis, M., 2005)

2.1.2. Cianotoxinas

As cianotoxinas sao toxinas que sao libertadasnmassas de agua em
consequéncia da lise celular de alguns géneromdebactériagSivonen, K. & Jones,
G., 1999) Estes metabolitos secundarios classificado@gbitulo 1) de acordo com os
seus alvos biolégicos em hepatotoxinas, neurotexendermatotoxina@viankiewicz,

J., et al, 2003)podem também classificar-se de acordo com a sudwst quimica e 0s
grupos funcionais que os constitu¢givonen, K. & Jones, G., 1999)a que esteséo
indispensaveis a compreensdo dos seus efeitosoliigicos. Nas tabelas 2.1 e 2.2
apresentam-se as cianotoxinas classificadas ddacom o seu efeito bioldgico e de
acordo com a estrutura quimica, respetivamenteteNegbalho abordam-se de forma

mais desenvolvida as microcistinas.
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Tabela 2.1 —Classificacdo das cianotoxinas de acordo com dusi@o e mecanismo

de acéo (adaptado dankiewicz, J., et al, 2003.

Efeitos _ _ Géneros . Mecanismos de
o Cianotoxinas Orgéos alvo o
biologicos produtores toxicidade
Microcystis,
] o Oscillatoria, i Inibicdo da atividade da
Microcistinas _ Figado i
Planktothrix, proteina fosfatase e
. Nostoc, Anabaena hemorragias hepéaticas
Hepatotoxinas _ i _
Nodularinas Nodularia Figado
Figado, Rins,

Cilindrospermopsinas

Cylindrospermopsis,

Baco, Intestino,

Inibicdo da proteina

Umezakia sintetase
Coracgéo, Timo
Anabaena, Bloqueio da
Anatoxinaa Oscillatoria, Sinapse nervosa  despolarizagao pos-
Aphanizomenon sinaptica
Neurotoxinas Bloqueio da

Anatoxina —a (s)

Anabaena

Sinapse nervosa

acetilcolinesterase

Aphanizomenon,

Bloqueio dos canais de

Saxitoxinas Axonios o
Anabaena sodio

_ Ativadores da proteina

Dermatotoxinas ) ) ) ) o
Lingbiatoxinasa Lyngbya Pele guinase C e atividade

e
) inflamatdria
Irritantes ao — _
Todos os Irritacdo cutanea e

contacto

Lipopolissacarideos

14

Todos os género
t

ecidos expostos

alergia
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Tabela 2.2 —Classificacdo de algumas cianotoxinas de acorao @&csua estrutura

quimica(Sivonen, K., & Jones, G., 1999; Rastogi, R Rajeshwar, S., 2009)

Grupo toxico

Cianotoxinas

Estrutura quimica

Peptidos ciclicos

Microcistinas

Nodularinas

Alcalbides

Anatoxina-a

CH,CHy

o 10 °
+ 9
NHy
Anatoxina-a (s)
<>
7 4
NHz
N N
. . o NH,
Saxitoxinas Ho T
HO \ wm " o

Lingbiatoxinas-a

Cilindrospermopsinas

Lipopolissacarideos

Lipopolissacarideos

) O gy ‘m \\ U o
”P’ i NHy
0‘ ’\/ ¥
NH /
UH(, (_! §
Q
e t—n X

C-0

HO
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2.2. Microcistinas

As microcistinas sao cianotoxinas produzidas panabactérias dos
génerosAnabaena, Planktothrix, Anabaenopsis, NostoMicrocystis (Dawson, R.
1998; Rajesh, P.et al 2009) Estes metabolitos secundarios, sdo estruturadment
heptapeptideos de estrutura geral cicl®-Alaninal-X-D-MeAsp4-Z-Adda-D-
GlutamateMdha-), em queX e Z sdo aminoacidos (a.a) altamente variaveis em
configuracad., MeAsp € um acido aspartico metilado em configurdgabldha um a.a
pouco vulgar, o N-metildehidrolanina e ADDA outroaapouco vulgar, o acido
2S,3S,8S,9S-3-amino9-metoxi2,6,8-trimetil10-ferslaéE 6 E-dienoico, como mostra a
figura 2.2(Ferrati, P. et al, 2009).

Figura 2.2 —Estrutura geral de uma microcistina (imagem adksptieFerrati, P. et al,
2009. Ala representa a.a alaninX, e Z a.a de posicao variavel com dois radicais
substituiveis, R1 e R}jeAspacido aspartico metilad®dhaa.a N-metildehidrolanina

e ADDA a.a acido 2S,3S,8S,9S-3-amino9-metoxi2,6,8-tritfenildecadk,6E-

dienoico.

Hoje em dia, conhecem-se mais de 90 variantest@stiside microcistinas,
gue incluem variacdes e modificacdes dglekebri, A. et al, 2009;Genuario, D.,et
al, 2010. Estas variagcdes ocorrem frequentemente nos &apdsicoes X e Z.
Diferentes combina¢des dos a.a leucina (L), arginjR) e tirosina (Y), tornam
MCT_LR, MCT_YR e MCT_RR as variantes mais comibswson, R., 1998) A
variante MCT_LR é claramente a variante mais esfadan termos de abundancia e
toxicidade (Sivonen, K. & Jones, G., 1999)A presenca de um hidrocarboneto

aromatico na estrutura do a.a ADDA que absorve & r#fi, torna o a.a ADDA o
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principal agente de toxicidade das microcisti(d&egand, C. & Pflugmacher, S.,
2005; Svircev, Z.et al, 2010).

As microcistinas sao heptapéptidos cuja massa melativa varia entre
500 e 4000 Daltons (Da), podendo em certas sitgsagé@r@ar entre 900 a 1100 Da&an
Apeldoorn, M., et al 2007). A sua sintese ndo ribossomal ocorre num complexo
enzimatico, tal como a maioria dos outros péptpiagluzidos pelas cianobactérias e
requer a intervencdo de varios enzimas, como pepiidetases ndo ribossomais
(NRPS -Non-Ribosomal Peptide Synthetgsgmoliceto-sintetases (PKSRolyketide
Synthases enzimas NRPS-PKS hibridos e enzimas de mod#&aaadicional
(Kaebernick, M. & Neilan, B., 2001; Welker, M. & von Dohren, H., 2006).Estes
enzimas sao codificados por dois operdes policigtod, de transcricdo bidirecional,
com os genemcy(myc ABCe mycDEFGHIJ. Os genes promotores estao localizados

entre os genes mcyD mycA, como mostra a figura 2.3.

GG e mia B AT Az Erm e >

Ep K
N N~
\ -

Figura 2.3 — Modelo proposto para a organizagdo do conjunto eleegy da microcistina
sintetase, mMABCDEFGHIJ.Os numeros nos tridngulos indicam a ordem pelaapia.a séo
incorporados de modo a proporcionar o crescimeatacatleia peptidica pelos genesy¢
A,B,C, Ep e Gp Os genesnycAe mycBcontém dois modulos, nomeadamente A1/A2 e B1/B2,
respetivamente, em que o médulo Al também codifiza o dominio N-metiltransferase, e sdo
responsaveis pela incorporacdo dos dois a.a viagique formam as mais variadas variantes de
MCT. O genemycC é responsavel pelo fecho da cadeia peptidicapeafa formar uma
estrutura ciclica. Os numeros nos retangulos defiaeordem pela qual ocorre a formacéo do
a.a ADDA (mcyG, E, D) por acdo de enzimas policetos sintetases. distéer de genes tem
um comprimento de 55 kb (Esquema basead&aebernick, M. & Neilan, B., 2001)
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As microcistinas ingeridas e assimiladas ligam-gefigado as proteinas
fosfatase 1 e 2 (PP1 e PP2A), inibindo-as o que&ogs a hiperfosforilagdo das
proteinas do citoesqueleto, culminando na deformda&strutura dos hepatocitos. Esta
desorganizacao estrutural e funcional dos hepatd@bde desencadear uma falha
hepatica e em ultimo caso a morte. No Brasil, ggoessoas morreram em resultado de
tratamentos de hemodialise que utilizaram &guaactineda com MCT_LR(van
Apeldoorn, M., et d, 2007; Mankiewicz, J.,et al, 2003).De acordo com a OMS, o
valor maximo de MCT permitido em aguas para consbhumano é de 1,0 pg/L.

A importancia bioldgica das microcistinas nos eistssias aquaticos, ainda
nao estd bem compreendi@ecker, S., 201Q)ainda qukurmayer, R. & Juttner, F .
(1999) defendam que estas atuam como fator de defesaracqmedadores.
Considerando que a selecédo € exercida ao nivatdieiduo e ndo da populacao, tal
suposicao nao parece fazer sentido. Além dissacdelo com as analises filogenéticas
realizadas poRantala et al, 2004 os genesnyctém vindo a perder-se ao longo das
linhagens evolutivas das cianobactérias, pelo gsieawtores consideram também
improvavel que as microcistinas sejam um fator ééesh contra a predacdo de
cianobactériagBecker, S., 2010).

Os fatores que afetam produgcdo de MCT, também sfim einda bem
entendidogBecker, S., 2010)Fatores ambientais, como por exemplo a intensidiad
luz, temperatura, pH e disponibilidade de nutrignparecem influenciar a producéo e
libertacdo de microcistinagzan Apeldoorn, M. et al, 2007) assim como o0 estado
fisiologico das populacdes de cianobactéfReis, M. 2005).A presenca de outros
fatores biol6gicos, como por exemplo, actinomicefblee-ji, C., et al 2005)
zooplancton(Becker, S., 2010)k virus(Padan, E.,et al, 1971; Jezberova, J. & J.
Komarkova, 2007) foram também apontados como determinantes na @Eodeg
libertacdo de microcistinas.

Sdo, portanto, necessarios mais estudos cientifigoe permitam
compreender o papel ecolégico das microcistinasimagomo a sua producdo e

libertacdo na presenca de fatores biolégicos, qguon@xemplos ciandfagos.

13



Aplicagdo ao estudo de fatores bioldgicos condicionantes da sua produgcdo em cultura

2.3. Métodos de analise de microcistinas

Na literatura estdo reportados varios métodos dboais usados na analise
de amostras de agua e células de cianobactériasdptecdo de microcistinas. Estes
métodos mostram variacfes em termos de grau ddicagifo e de tipo de informacéo
que transmiten{Harada, K., et al, 1999) Métodos relativamente simples, como por
exemplo a observacdo microscopica, normalmente, asicescolhidos para uma
avaliacdo rgpida do risco potencial das micro@stipor serem mais vantajosos em
termos de custos e tempos de execucao. Métodgsriquem pela sofisticacdo, como o
caso dos métodos analiticos, sdo também utilizad@nalise destas cianotoxinas dado
0 grau de precisao que detém em termos de idewt#itcce quantificacdo. Na verdade, a
escolha do método a seguir, depende sem duvidagéstita envolvente em torno da
aplicabilidade desse métofan Apeldoorn, M., et al 2007) No entanto, € primordial
que essa escolha seja sempre efetuada tendo eencoipb de amostra e o tipo de
informacdo que se pretende obter associados d#ielasie e especificidade do método
de analis¢Harada, K., et al, 1999)

Para que uma analise de amostras biolégicas resalteletecdo de
microcistinas e posteriormente na sua quantificgp@eisa, € necessario que essas
amostras sejam primeiramente preparadas e queitd@sse processo de detecao, a sua
manipulacéo seja conduzida de forma adequada adnsdHarada, K., et al, 1999)

2.3.1. Preparacdo das amostras para detecdo de
microcistinas
2.3.1.1.Extracéo

Dado que as microcistinas sdo endotoxinas de ciamélias, para que
sejam detetadas em células de cianobactérias ostras\ale agua, € necessario que
primeiramente ocorra a sua extracdo. Existem vgiosessos de extracdo fisica e
quimica que por lise da parede celular causam ertditdo destas cianotoxinas
(Msagati, T., et al, 2006) Congelacdo-descongelacdo, centrifugacéo, liaGap,
secagem a 95°C, sonicacdo e homogeneizacdo endoamgida vortice tém sido
processos utilizados para este fim, muitos dossqe@no complemento uns dos outros
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(Meriluoto, J., 1997; Mekebri, A., et al, 2009;Wu, L., et al, 2010;Ferranti, P. et al,
2009; Triantis, T., et al, 2010; Yen, H.et al 2011; Neffling, M.et al, 2010)

Depois da lise celular das microcistinas, o prareds rebentacdo das
células pode ser complementado por extracao ligigdalo por adicdo repetida de um
Unico solvente ou com adicdo de varios solventesbomados. Acido acético a 5%,
metanol, metanol acidificado com &cido trifluordam® (TFA), misturas de &cido
acético/agua, misturas de acetonitrilo/agua acatia com acido férmico a 0,1%
(80:20) ou misturas de metanol/agua, sdo usados agentes de extrac®angolkar,

L. et al, 2006)

O metanol é normalmente o solvente eleito na eXtraguimica de
microcistinas por mostrar boa eficiéncia de exwaed por permitir facilmente a
concentracdo rapida da amostra por evapor@dadagati, T., et al 2006) Contudo, a
escolha do solvente de extracdo devera ser efetaada em conta o tipo de amostra
biolégica e as propriedades fisico-quimicas dagelites variantes de microcistinas que
se esperam detetafHarada, K., et al 1999) Microcistinas hidrofébicas séo
eficazmente extraidas com acido acético a 5% seguod metanol a 100%, enquanto,
as de carater polar sdo extraidas com misturas edenol/agualLawton, L., et al,
1994; Sangolkar, L.et al 2006) De uma forma geral, misturas de metanol/agua
(70:30, v/v) parecem ser adequadas na extracdo idecmtinas mostrando boa
eficiéncia de extrac&tawton, L., et al, 1994; Lawton, L. & Edwards, C., 2001).

2.3.1.2.Concentracéao

Antes da detegéo e quantificagdo das microcistasmamostras deverao ser
previamente limpas, de modo a remover tanto qugmussivel as substancias
interferentes e a concentrar o (s) analitos (¥) mivamostra. O método mais comum de
limpeza e concentracdo de microcistinas € a extragéfase solida (SPEBolid Phase
Extraction), geralmente complementada com evaporacao a 40&ludto. Promove-se,
assim, a reducao do volume da amostra por redugadmldme de solventéMsagati,

T., et al 2006; Lawton, L. & Edwards, C., 2001) No processo de concentracdo de
microcistinas, a fase estacionaria frequentemetitzada € de fase reversa (RP-
reverse phage cuja matriz € de carater ndo polar, como pomgie, RP-18. Esta

extragdo em fase solida inicia-se com o processcoddicionamento do cartucho de
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extracdo. Normalmente, o metanol € o solvente lesimlpara este fim. Uma vez
condicionado, o adsorvente devera ser corretanaintado com um solvente polar,
como por exemplo agua. Apos este procedimento, Gstamné transferida por vacuo
para o cartucho, onde por intera¢des intermoleesilaranalito de interesse adere a fase
estacionaria assim como diversas impuréktsris, D., 2005) Uma vez passada toda
a amostra, os cartuchos sao lavados com um solvemidaixa forca eluente, como por
exemplo a agua em RP, de forma a remover as ingmreosteriormente os cartuchos
sdo secos sob vacuo. Por fim, sdo eluidos os @nalé interesse por adicdo de um
solvente de extracdo com forca eluente suficienmgenéorte para arrastar o analito
(Harris, D., 2005) Todo este procedimento de extracdo em fase s@&ta

esquematizado na figura 2.4.

12 Passo: 22 Passo: 32 Passo: 32 Passo:
Condicionamento Adigdo da amostra Lavagem Eluigdo
C ) =) ) ) ¢ . —
) C—7

-
~y i~

g o 0 T

2R

= 8| B @
=
OF |

Chave do processo:

© Matriz da amostra <> Impurezas -

) o @) < ()
Microcistinas SolventeA SolventeB  Solvente C

Figura 2.4- Esquematizacao da extracdo em fase sélida (imageseada erigma-
Aldrich Co.).

2.3.2. Detecéo e quantificacdo de microcistinas

Nos ultimos tempos, foram reportados na literatunda variedade de
meétodos que foram desenvolvidos e implementadas getecdo de microcistinas. Na
figura 2.5 estdo representados alguns dos métodidigados na detecdo de
microcistinas. Estes métodos podem ser divididogrémgrupos: métodos biolégicos,

meétodos bioquimicos e métodos analiticos.
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2.3.2.1.Métodos bioldgicos

Os métodos biolégicos, nomeadamente, bioensaios ratos, foram os
primeiros métodos utilizados na detecdo de mictioeis. A detecdo destas cianotoxinas
consiste na injecao intraperitoneal de extratosial®obactérias e através de uma curva
dose/resposta determina-se a quantidade minimaadebactérias necessarias para
causar a morte a 50 % de uma populacdo de ratogentdmto, com este método, as
microcistinas ndo sao quantificadas com precis@&@steNsentido, surgiu a necessidade
de desenvolvimento de novos métodos que permitissel@ecdo e quantificacdo de

microcistinas com mais seletividade e sensibilida#esconcelos, V., 1990a)
2.3.2.2.Métodos bioguimicos

Os ensaios de inibicdo das fosfatases e de adietdsterase sdo dois
meétodos bioquimicos utilizados na detecdo de ciximds. NO entanto, 0s ensaios
imunoquimicos como ensaios de imunoabsorcéo enzan@&im inglés ELISAEnzyme
Linked Immunosorbent Asgaysdo mais utilizados na detecdo e quantificagéo d
microcistinas em amostras de ag{ttarada, K., et al 1999) O método ELISA
consiste na ligacao entre microcistinas e anticoligados a um suporte sélifidunes,

G., 2005).Esta ligacdo ocorre pelo reconhecimento do amidod8DDA (Harada,

K., et al, 1999) Depois da remocao das fragdes nédo ligadas, aaido um anticorpo
secundario marcado com um composto corado, queagrrcom as microcistinas,
produz um sinal espetrofotométrico inversamentepgn@onal a quantidade de
microcistinas detetada. Hoje em dia, existem vé&its de testes ELISA comerciais
gue possibilitam uma analise rapida de varias aagséem grandes custos associados,
sendo por isso muito Uteis na monitorizacado deauistinas em aguas de consumo. O
método de ELISA é bastante sensivel, detetandogm@inmas (pg) de microcistinas.
Contudo apresenta algumas limitagbes ao nivel pecéiidade, ja que ndo permite
diferenciar as diversas variantes de microcistidatetadas, podendo gerar falsos
resultados por em determinadas situacdes sobresubastimar a concentracdo de
microcistinagSangolkar, L. et al, 2006; van Apeldoorn, M.et al 2007).
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2.3.2.3.Métodos analiticos

Embora os métodos biolégicos e bioquimicos sejarmais utilizados na
detecdo de microcistinas, ultimamente os métodaltians tém vindo a ganhar mais
enfase por permitirem também a quantificacdo destastoxinas. A cromatografia
liquida de alta eficiéncia, em inglés HPUdigh Performance Liquid Chromatography
com detecao ultravioleta (UV) foi declarada na [8179:2005 como sendo o método
padrdo para identificacdo e quantificacdo de mistioas em amostras de agua para
consumo human@SO 20179:2005) Por este método analitico, as microcistinas, sao
detetadas pela presenca de um pico de absor¢c&3&asn, caracteristico do principal
cromoforo, um dieno, presente no residuo AD[@®angolkar, L. et al 2006)
Posteriormente, a sua identificacdo e quantificag@ore pela comparacédo dos tempos
de retencdo, area dos picos dos cromatogramaseaspesos de absor¢cao das amostras
com os de solucbes padrdo. Embora este métodotpedmitificar varias variantes de
microcistinas em simultdneo, essa identificacd@stringida apenas aquelas para as
quais existe um padrao comercial certificado disgiiSangolkar, L. et al, 2006)

Apesar de HPLC-UV ser o método padrédo de detecamidecistinas, a
cromatografia liquida acoplada a espetrometria dassm (LC-MS - Liquid
Chromatography — Mass Spectromgttgmbém tem sido utilizada com vantagem na
analise qualitativa destas cianotoxinas em aguasgqoasumo, peixes, bivalves e outras
amostras biologicagMekebri, A. et al, 2009) Por este método, as moléculas de
microcistinas sdo convertidas em ides desolvatgdesposteriormente serdo resolvidos
de acordo com a sua massa/carga. Os espetros debittes para as diferentes
variantes de microcistinas podem resultar de difesetipos de ibes precursores, ides
[M+H]* e ides [M+2HT", dependendo do tipo dos aminoacidos varidveis agie
constituem(Sangolkar, L. et al, 2006) Mais recentemente, a cromatografia liquida
acoplada a espetrometria de massa em modo MS/MSM&MS - Liquid
Chromatography — Tandem Mass Spectrometism vindo a ser utilizada na
identificacdo de microcistinas presentes em mistucamplexas. Neste método
analitico, os ibes precursores sao fragmentados @es produto resultantes sao
detetados de acordo com a sua razdo massa/cargadgeespetros de MS/MS. Na

realidade, trata-se de uma analise sequencial dsaftargaSangolkar, L. et al,
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2006), que permite obter resultados bastante crediveda @aboa sensibilidade e
especificidade deste método, LC-MS/MS, figura 2.5.

No capitulo subsequente, explica-se detalhadantedtes estes métodos
analiticos que utilizam a cromatografia liquidadetecdo de microcistinas sob o ponto

de vista tedrico e instrumental.
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Figura 2.5 — Seletividade e sensibilidade de alguns dos métaldosietecdo das
microcistinas (Imagem adaptadaMsagati, T., et al, 2006) (TLC — Cromatografia em
camada fina; NMR — Ressonéncia magnética nucleatpdd MMPB — Método do
acido 2-metil3-metoxi4-fenilbutirico; HPLC UV ou DA - Cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detetor ultravioleta ou det®ado array, LC-MS - Cromatografia
liquida acoplada a espetrometria de massa; ELISzyme Linked Immunosorbent
Assay.
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Capitulolll

Os ciantfagos como fatores bioldgicos
condicionantes da producéo de microcistinas enucallt

Fatores bioldgicos, por exemplo, actinomicetos colteptomyces
neyagawaensifHee-jin, C., et al, 2005) zooplancton com®aphnia magngBecker,
S., 2010) nanoflagelados mixotréficos como espéciesOdbromonagqJezberova, J.
& J. Komarkova, 2007) e cianofagogPadan, E., et al, 1971; Suttle, C., 2000)
parecem estar relacionados com a diminuicdo ddddetescelular de cianobactérias. A
eventual influéncia de cian6fagos na dindmica upohal de cianobactérias, assim
como na sua distribuicdo geografica e sazonal, bemo a sua possivel utilizagdo
como agentes de controlo biologico destas algadeseszuis, reine o consenso de
multiplos investigadore¢Padan, E. & Shilo, M., 1973; Fuhrman & Schwalbach,
2003; Sigee, D.et al 1999; Suttle, C., 2000; Mesquita, St al, 2002).No entanto,
pouco se sabe sobre a influéncia destes fator&gglmios na producdo de cianotoxinas.
Neste sentido, o presente capitulo pretende suanariestado atual do conhecimento
sobre ciandfagos, a fim de contribuir para a coems@o do seu eventual papel na

producao e na libertacdo de microcistinas.

3.1. Ciandfagos

Os cianofagos séo virus especificos de cianobastéfm 1963 Safferman e
Morris isolaram os primeiros agentes virais quesasam a lise de cianobactérias
filamentosas dos génerdsyngbya Plectonemae Phormidium (Safferman, R. &
Morris, M., 1963). Estes agentes virais que inicialmente foram desigs por
ficovirus ou por virus de algas verdes-azuis, s@@lmente conhecidos como
cianofagos. Esta designacédo surgiu por analogiaacdas restantes bacteriéfagos, virus
de bactériagPadan, E. & Shilo, M., 1973; Singh, Pet al, 2012)

A origem dos bacteriofagos é ainda objeto de delssrdo apontadas
varias teorias para a justificar. A teoria mais nondefende que a sua origem se deveu
a uma “fuga” de material genético dos hosped€Bostle C., 2000) Esta fuga genética

parece ser corroborada pela presenca de sequét@itisas as de genes que codificam
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para proteinas essenciais para a fotossintese,adamente de cloroplast@dambly,

E. & Suttle, C., 2009. De tal forma, que cada uma das 3 familias codhscie
cianofagos parece ser monofiléti@uttle C., 2000) Estes factos sustentam, assim, a
ideia que o papel ecologico dos fagos sob as popesa hospedeiras suporta a
transferéncia de material genético, pelo que atobamo vetores de transferéncia de
genegHambly, E. & Suttle, C., 2009.

Desde o seu primeiro isolamer{®afferman, R. & Morris, M., 1963), 0s
cianéfagos tém sido alvo de estudos para caraat@iize compreensdo das suas
interacdes biologicas com os hospedeif®sttle C., 2000) Maioritariamente, estes
estudos tém dado relevancia a compreensdo dose$eitss nas comunidades de
cianobactérias marinhas e de estuarios. Poucdsess@re o papel dos cianéfagos nas
populacdes de cianobactérias de agua qbe#, A, et al 1999; Baker, A.,et al,
2006).

3.1.1. Caracteristicas gerais

Em termos de nomenclatura, os cianéfagos comegaoarser designados
de acordo com o nome do seu hosped@tadan, E. & Shilo, M., 1973).0s
cianéfagos LPP isolados por Safferman e Morris &®31foram assim designados,
porque infetavam cianobactérias dos géndrgsgbya Plectonemae Phormidium
(Safferman, R. & Morris, M., 1963). A esta designacao eram adicionados numeros
arabes a fim de indicar os grupos serolégicos aagueiandfagos pertenciam. Os
ciandfagos designados por LPP podem ser divididonsdeis grupos serolégicos
distintos, nomeadamente LPP-1 e LPP-2. Apesar idenoeram ao mesmo grupo, sé 0s
cianofagos LPP-2 induzem a lisogenia &ectonemaboryanume nao osLPP-1.
Acredita-se que esta nomenclatura pode ser ambigoa,ter pouco significado
taxondmico e evolutivgPadan, E. & Shilo, M., 1973) Hoje em dia, a nomenclatura
utilizada para tipificar novos cianéfagos rege-ska geguinte regrax-YYZaaondeXx
corresponde as iniciais do nome da espécie do tespede onde foi isoladd(Y as
iniciais do local onde foi isolad@ a da familia a que pertenceaa ao numero de
referéncia para o virus isolag8uttle C., 2000) Embora ainda imperfeita, esta nova
nomenclatura é mais informativa por ter em conta pm da informacéao taxonémica

do hospedeiro, o local de origem e a familia apgreence o virugSuttle C., 2000)
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Até ao momento sO se conhecem ciandfagos com DNAocacido
nucleico, pertencendo todos a ordem Caudoviraleta Hclui bacteriofagos com
DNA de cadeia dupla (dsDNA), que tém propriedadesfatdgicas Unicas, como a
constituicdo de caudas. De acordo com a sua mgidlos cianéfagos conhecidos
estdo distribuidos por 3 familias a saber, MyosaeidPodoviridae e Siphoviridae
(ICTV, 2011; Wang, K. & Che, F., 2004) Estas 3 familias diferem entre si na
morfologia da céapside e da caud2e acordo com dnternational Committee on
Taxonony of ViruseglCTV), a familia Myoviridae € constituida por 9 géneros,
incluindo um deles o cianéfago dé. aeruginosaMa-LMMO1, que foi isolado no
verao de 2003 no Lago Mikata (Japéao) Yoshida, T.,et al, 2006durante um bloom.
O nome deCyanomyovirus proposto para este género, ainda nao foi ofigatm
aceite (ICTV, 2011). Este género caracteriza-se por 0s Vvirus apresentaauda
alongada (244 nm x 23nm) ou contrétil até 93 nnbeca icosaédrica (90 nm de
diametro) e terem um genoma que varia entre 37Kb88leste grupo estao inseridos
cianéfagos que foram isolados de ambientes mariahtasmbém de agua doce como,
por exemplo, os cianéfagos que infetam cianobadéfilamentosas do género
AnabaengSuttle C., 2000)

Na familia Podoviridae integram-se 5 ciandfagosie2espécies do género
Phormidium(Ph-WMP3 e Ph-WMP4, sem subfamilia atribuida) eeBgmcentes a
subfamilia Autographvirina que infetanProchlorococcus sp. (P-SSP7), e
Synechococcusp. (P60 e syn5). Estes cianofagos sdo mais pesjgeie os da familia
Myoviridae, com um genoma de aproximadamente 42éido o diametro da cabeca
icosaédrica de aproximado 59 nm e variando o tamdahcauda entre 15 e 30 nm.
Alguns foram isolados de ambientes marinhos e da dgce, mas outros a partir de
lagoas de estabilizacdo de tratamento de aguakiaesiSuttle C., 2000) Por fim, o
ciano6fago incluido na familia Siphoviridae apreaesduda longa e rija de 140 nm de
comprimento, cabega isométrica com 50 nm de di@metras suas dimensdes
genomicas variam entre 40 a 90(Muttle C., 2000)

Para além destas 7 espécies de cianéfagos jaadagsta literatura existem
diversos isolados recolhidos a partir de ambieatpgiticos e que se encontram em
estudo. Concretamente, no Laboratério de Biologierdbiana do CIMA, estdo em
estudo(Mesquita, S.et al, 2009) variantes de virus dd. aeruginosaisolados por
Mesquita, Set al (2009) a partir de situacdes de florescénciaselaq cianobactérias
no Lago Erie (Michigan USA).
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3.1.2. Ciclo de replicacao

Os cianodfagos, tal como os outros virus, ndo passoetabolismo proprio. Para
que ocorra a replicacdo de um cianofago, este siexe®m metabolismo e dos recursos
energéticos dos seus hospedeiros, as cianobact®ieaprocesso de replicacdo dos
bacteriéfagos num ciclo litico reconhecem-se vafeses, homeadamente adsorcao,
penetracdo do material genético na célula hosgedsipresséo e replicacdo dos acidos
nucleicos, formacdo e montagem de novas partisifiais, extrusdo com lise celular,
libertacdo e transmissams novos virugWeinbauer, M., 2004) Este ciclo inicia-se
com a fase da adsorcéo que pode ser dividida emfdses. Na primeira fase ocorre o
reconhecimento da superficie da célula pelo baéted, que é dependente do
reconhecimento de recetores especificos. Na sedasdada absor¢do da-se a ligacdo
irreversivel destes aos seus recetores na supeadfiaiélula. Apos a fase de adsorcéao, a
parede celular da célula hospedeira € perfurade,apgo de enzimas liticas do
bacteriéfago, para que o seu material genéticotsmjaferido para o interior da célula
hospedeira. Ai, 0 seu genoma pode ou ndo ser amlegno genoma da célula
hospedeira, de acordo com o tipo de ciclo de regdic. SO entdo ocorre a expressao
genética, a replicacdo do genoma e consequentemdotenacdo de novas particulas
virais (Weinbauer, M., 2004; Barksdale, L. & Arden, S., 194; Singh, P,et al,
2012) Neste modelo de infegcdo podem-se distinguir faéss o periodo de eclipse, o
periodo latente e o periodo litico. O periodo dse € a fase do periodo de laténcia
antes da formacéo de fagos maduros de tal formaegunéna com a formacao de pelo
menos uma particula viral madura. O periodo lateleteim fago caracteriza-se pela
acumulacdo intracelular de virus maduros, a quakgae a sua libertacdo para o0 meio
extracelular. A duracdo de cada um destes perijoalbs ser variavgWeinbauer, M.,
2004)

Os ciantfagos, como os outros bacteriéfagos, devyaoéer desenvolver 4
tipos de ciclos de replicacéo, a saber o cicledjto ciclo lisogénico, o ciclo crénico e o
ciclo pseudolisogénico, como se ilustra na figurad Baseada erVeinbauer, M.
(2004)

No ciclo litico, os cianofagos recrutam 0 metalmobs energético das
cianobactérias para a formagéo de novas particirkds. Neste tipo de ciclo de vida, as
novas particulas virais causam a lise celular pei® sdo consequentemente libertas

para o exterior. Num ciclo lisogénico os cianéfagés causam de imediato a lise das
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cianobactérias, antes integram o seu genoma nsudashospedeiras, de modo a que a
sua replicacdo ocorra em conjunto com a replicalfA®NA da hospedeira. Assim
permanecem, até que ocorra um evento de ativagdialeigrmine a sua excisao do
cromossoma bacteriano e subsequente desenvolvindmtam ciclo litico com
producdo de novos fagos. Enquanto integrado nongarita hospedeira, 0 genoma do
cianofago designa-se por profago, e os virus capizeesenvolver um ciclo lisogénico
chamam-se fagos temperados. Quando o genoma dddiaperado nao integra o da
hospedeira como préfago, mas se mantém na céloia caolécula de DNA circular
extracromosomal, como um plasmideo, pode ser pepbd parte da descendéncia da
hospedeira portadora. Este ciclo diz-se pseuddisog por poder originar quer um
ciclo litico, quer um lisogénico, quer a segregagéacélulas “curadas”, permitindo a
presenca simultdnea de cianéfagos e de cianolzctéuima cultura e dificultando a
obtencao de lisaddq®aul, J. & Jiang, S., 2001)Quando as novas particulas virais nao
causam a lise celular, mas antes vao sendo eliasnpéla célula a medida que vao
sendo produzidas, o ciclo de vida do bacteriéfagorisiderado como sendo um ciclo
cronico.(Weinbauer, M., 2004)
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A “opcéo” pela lisogenia s6 ocorre apés a infec@tepende da expressado
de proteinas reguladoras codificadas pelo genomag fsem como da sua inibicdo por
proteases da hospedeira. De acordo com os modstiaisekecidos para o fagode
Escherichia colios promotore®, e Pr (veja-se ilustracédo na figura 3.2) sao transcritos
por acdo da RNA polimerase da hospedeira, levandmarescricAo das proteinas
reguladora<ll e ClII.

A proteinaClll inibe proteases especificas para a prot€ihapermitindo
gue esta ative o promot®ry € a consequente transcricdo da proteina repre€sora
Esta reprime a transcricdo dos promotd?es Pr, em virtude da sua afinidade para
OR (1,2 e3) €vitando a transcricdo da proteif@eo. Assim, a protein&l é responsavel
pela manutencdo do ciclo lisogénico por impediramdcricdo da protein@ro que
controla a ativagcdo do ciclo litico. No entanto, situacédo destressque conduza a
desativacao da protei@l, Pry € reprimido e a lise celular é desencadd&itagh, P.
et al, 2012).
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Ciclo lisogénico

: Pay P Transcrigao

Transcrigao
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Figura 3.2 —Esquema explicativo das vias de regulacdo dadisagem bacteridfagos

temperadosP| representa o promotor de transcricdo para a esajugtd promotor de
transcricdo para a direitBgrm 0 promotor de transcricdo da proteina repressar€l a
proteina repressora responsavel pela manutencémcldo lisogénico;Cll e Clll as
proteinas reguladora€ro a proteina que controlaciclo litico eOR (12 ¢ 3) aszonas
de ligacéo da proteir@ (imagem modificada sobre esqueméeSaegh, P.et al, 2012.
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A regulacéo da lisogenia através da expressaordesinasCl e Cro, pode
depender também da multiplicidade de infecdo (M®utiplicity of infectior), da taxa
de crescimento das hospedeiras e das condi¢cdesiondrs (Paul, J. & Jiang, S.,
2001) De acordo com Scanlan, D. & Wilson, H., 1988y microcosmo com ufinloom
de SynechococcuBmitado em fosfatos, quando na presenca de fosfetorganicos,
revela a presenca concomitante de fagos que pnovadese celular das populacdes de
SynechococcusCianéfagos do géner&ynechococcuparecem, entdo, optar pela
lisogenia de acordo com a quantidade de fésforpodisel (Paul, J. & Jiang, S.,
2001) A lisogenia destas populacdes de cianobactéwaerp eventualmente estar
relacionada com a observacdo de elevada abundamessténcia da infe¢cdBaul, J.

& Jiang, S., 2001)

3.2. Considerac¢fes ecoldgicas — Interacdes entre

cianéfagos, cianobactérias e cianotoxinas

A importancia dos virus nos sistemas aquaticosis@tonhecida nos finais
do século passado. O interesse pelo papel dos waugcologia microbiana foi
revitalizado, quando varias micrografias de trasséov eletronica sugeriram que 0S
virus eram muito mais abundantes do que até emtdmelssavalacquet, S.,et al,
2010). A partir dos anos 90 comecou-se a dar mais impaeéens virus aquaticos,
mais precisamente ao seu potencial biogeoquimicaoepapel ecolégico que
desempenham nas cadeias alimentares dos ecossisigoaticogJacquet, S.,et al,
2010) As investigacdes desenvolvidas nos ultimos tentgos sido sobretudo no
sentido de compreender o papel dos virus na rgeiciade nutrientes e da matéria
organica, na transferéncia de material genéticazrascimento celular e na eficiéncia
fotossintética, bem como na estrutura das comuegladicrobianas, na densidade
celular e nas florescéncias de cianobactdédiasquet, S.get al, 2010; Suttle, C., 2000)
Ao longo destas investigacdes, o0s virus tém vindesea reconhecidos como
participantes das teias alimentares, com o dupgbelpde predadores e de aceleradores
da reciclagem de nutrientes. Atuam, assim, com ‘players in the game” sendo os
principais agentes de controlo biologico. O fac® a infecdo viral depender da

densidade do hospedeiro contribui para que os dimognantes em sistemas aquaticos
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sejam os virus das espécies mais abundantes. @loopbpulacional que estes virus
exercem sobre as suas hospedeiras obedece, poisnadelo do tipo “kill the winner”
que contribui para a manutencdo da biodiversidadeimpedir que as hospedeiras
excluam por completo as espécies que com elas ¢em€hingstad, T. & Lignell,

R., 1993; Jacquet, S.et al, 2010) Dai designacdes como “major ecosystem players”,
“rulers of the waves” e “the key to survival in teeas for microorganisms”. A maior
parte destas designacdes foram atribuidas em adsutto estudo de bacteriéfagos
isolados de ambientes de agua salgada. Pouco salsgimapel dos bacteriéfagos nos
sistemas de agua doce, admitindo-se que os fagashos tenham uma gama de
hospedeiros maior do que os de agua dbedf, A. et al 1999; Suttle, C., 2000;
Pollard, P. & Young, L., 2010).

O modelo que explica o impacto de cianofagos emulpgpes de
cianobactérias marinhas, parece explicar o ef@sbed virus em cianobactérias de agua
doce. De acordo com o modelo “Kill the winner”,\dsus restringem a densidade das
populacdes mais abundantes. Este modelo assumeosgueroprios virus sao
beneficiados pelo facto de permitirem a renovagi® mbpulacdes de hospedeiras ao
contribuirem para libertar na agua nutrientes gudasorecem na competicio com
outras(Jacquet, S.et al, 2010)

Assim, cianobactérias com maiores densidades cetuteodem levar a uma
maior abundancia de virus especificos, resultandman taxa de mortalidade
significativa. Tal como num ciclo de predador —sarea consequente limitacdo do
namero de hospedeiras refletir-se-4 numa reducdaxdade replicacdo dos virus. Isto
permite que nao ocorra lise de todas as hospedeirgarante a viabilidade do
cianofago, ja que sem a presenca do seu hospedeii@nofago nao é viavel por muito
tempo(Suttle C., 2000).

Varios métodos de estimacdo de abundancia viralsiio utilizados para
avaliar o papel ecoldgico dos bacteri6fagos, nom@adte: - o0 método de contagem
das unidades formadoras de placas fagicas (PFUaas de Petri com agar-agar; - 0
método do numero mais provavel (MPNs) em tubosiphodét com detecdo dos tubos
positivos para lise das culturas, - a detecdo eonosgopia eletronica de transmisséo
(TEM); - em microscopia de epifluorescéncia (EFM)Mcfluorocromos especificos
para acidos nucleicos ou em citometria de fluxo) ((Suttle, C., 2000).A utilizagéo
destes métodos tem como objetivo principal quaatifi os cianofagos. Esta

quantificacdo passa pela monitorizacdo de partiaufais ao longo do tempo, medicao
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da infetividade viral e pela medicdo da razdo datamo entre cianéfagos e
cianobactérias(Jacquet, S, et al 2010; Suttle, C., 2000) No entanto, a sua
quantificacdo indireta pode ser feita pela deteag@o dos seus efeitos sobre as
populacdes de cianobactérias pela determinacd@@es tde mortalidade através da
quantificacdo da clorofilaa, da densidade celular e da quantidade de ciama®xi
libertadagJacquet, S,et al,2010).Embora pare¢a 6bvio que a presenca de cianofagos
influencie a libertac@o de cianotoxinas, poucosdes cientificos tém sido efetuados no

sentido de uma melhor compreensao deste facto.
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CapituloVv

LC-MS/MS — Estado da arte

Do crescente interesse em se obter analises dadeleyrau de confianca,
surgiu a necessidade de desenvolver novos métodalgtias, mas também de
aprimorar outros ja existentes. A combinacdo denités ortogonais como a
cromatografia liquida com a espetrometria de messenodo MS/MS (LC-MS/MS) foi
bem-sucedida, resultando numa andalise mais sensivekpecifica. Dada a sua
sensibilidade e especificidade, esta técnica ambtfrequentemente utilizada nas mais
diversas aplicagbes, como por exemplo, analiseodesncompostos naturais bioativos,
como metabolitos secundarios de cianobactériasorthecimento de cada uma das
componentes desses equipamentos e 0 modo comorfanctie relacionam entre si, é
imperativo para quem 0s queira utilizar. Apenasndosse compreende tecnicamente o
funcionamento dos equipamentos em que se efetuanédises é possivel fazer uma
avaliacdo correta dos resultados obtidos. Nesté&lsen presente capitulo pretende dar
a conhecer a cromatografia acoplada a espetromédrianassa enquanto técnica

analitica assim como a parte instrumental que atiton

4.1. Cromatografia

A cromatografia foi a primeira técnica a ser desbnga para a analise
separativa de compostos presentes numa misturataDito russo Mikhail Tswett, em
1903, foi o primeiro cientista a utilizar a cronguafia na separagdo de pigmentos
fotossintéticos de extratos de plantas, usando idnedarboneto como solvente e uma
coluna de adsorcao liquida com carbonato de catmimo adsorventéScott, R., 2003;
Harris, D., 2005).A presenca de bandas coloridas nessa coluna outargesignacao
cromatografia (do gregohroma cor, e graphein grafia, designando-se literalmente
por grafia da cor) para esta técnica separd8eatt, R., 2003)

Em termos analiticos, a cromatografia € um métegarsitivo que permite

a separacdo dos componentes de uma mistura erdee fdses, uma fixa, a fase
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estacionaria e a outra que se desloca, a fase rfidaels, D., 2005) Esta separacgéo é
regulada pelo equilibrio de concentracdes dostasdltomponentes da mistura) e pelas
interacdes intermoleculares que estabelecem ca@aseaektacionaria e com a fase mével
(Scott, R., 2003;Harris, D., 2005) Este equilibrio de concentracdes pode ser
quantificado através do coeficiente de distribuicio Nernst, I, também definida

comao:

Concentracao do analito na fase estacionaria

Kp =

(4.1)

Concentracao do analito na fase mével

Quanto maior for a afinidade do analito pela fataaonaria maior sera o
valor de ko, pelo que o tempo de eluicdo do analito serd malarfigura 4.1 esta
representada uma separacdo cromatografica exydicdt processo de separacao de
dois componentes numa mistura. Uma mistura, cofdditpelo componente A e pelo
componente B, é adicionada a uma coluna cromatogrgfie se encontra empacotada
com particulas sdlidas (fase estacionaria). Quansidvente (fase mével) é adicionado
e a torneira a coluna é aberta, ocorre o deslodandess dois componentes ao longo da
coluna devido ao fluxo continuo de solvente. O comemte A € mais retido pela fase
estacionaria que o componente B, de tal forma qgeianovimento ao longo da coluna

€ mais lento, sendo eluido posteriormente ao coemgerB(Harris, D., 2005)

istura

(A+B)
A
—}— Fase
estacionaria
— B

I'I Saida da fase “ I.I I.I

movel —. . . . Saidade B —c D Saida de A—c o

Figura 4.1 — Representacdo esquemética de uma separacdo agodfiaa de dois

componentes, A e B, de uma mistura (imagem adapidarris, D., 2005.
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4.1.1. Classificacdo dos métodos cromatograficos

Os métodos cromatograficos podem classificar-se vdgas formas,
dependendo do critério de classificacdo usado.dleld 4.1 estdo apresentados, de
forma geral, os varios métodos de cromatografiasifiaados de acordo com alguns

critérios de classificacao.

Tabela 4.1 — Classificacdo dos métodos cromatograficos dedaceom critérios
analiticos composta a partir g&rris, D., 2005; Rouessac, F. & Rouessac, A. 2000;
Scott, R., 2003.

Critério de classificacdo Tipo de Cromatografia

Planar
Coluna

Adsorc¢éo
Particdo
Modo de separacao Troca iénica
Exclusédo molecular
Afinidade
Gasosa
Liquida
Supercritica
Isocratica
Gradiente

Frontal
Modo de operacéo Deslocamento
Eluicédo

Tipo de suporte

Natureza da fase movel

Composicédo da fase moével

Preparativa

Objetivo da separacéo Analitica

4.1.2. Cromatograma

Um cromatograma é um diagrama a duas dimensdemgsiea a resposta
do detetor em funcdo do tempo de analise, sendoaaresposta proporcional a
concentracdo do analitos eluidos pela fase moveble a forma de uma curva
Gaussiana, como mostra a figura @Harris, D., 2005; Rouessac, F. & Rouessac, A.,
2000)
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Concentracao
Fase movel 0 do analito

:

\J

Software de aquisicao de dados

Sinal !

Analito

Retido T cromatograma

[ 2 »
L]
Detetor e 0 tr ?rempo

Figura 4.2 —Representacado grafica do sinal do detetor em éudedconcentracdo de
analito detetada ao longo do tempo (adaptadealessac, F. & Rouessac, A., 2000

Um cromatograma permite revelar varias informacgasr relativamente a
amostra quer ao sistema cromatografico. De acadoanumero de picos detetados é
possivel saber o grau de complexidade da amosieaaeordo com a area de cada um é
possivel determinar a concentracdo do analito atkietA eventual sobreposicdo de
picos cromatograficos d4 a indicacdo da baixa wedol do sistema cromatografico e
consequentemente da capacidade de desemfidelger, V., 2004).

4.1.3. Fatores que influenciam a separacao

cromatografica

Considera-se que um cromatograma revela uma boaragdo
cromatografica quando a separacdo € eficiente.élstguando os analitos néo ficam
retidos na coluna cromatografica durante muito tgnsendo facilmente separados de
forma a serem eluidos como bandas estreitas e &jusensobrepéem, como mostra a
figura 4.3(Harris, D., 2005)
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Intensidade Composto A Composto B

do sinal
ter

. - S

W

! T
te

Injecdao da amostra

Figura 4.3 —Representacado gréafica do sinal do detetor em fudodempo de eluicdo
de dois compostos de uma mistura e alguns parégneatromatograficos que
influenciam a separagcdo, nomeadamente, tempo nigfotempo de retencaogjt
tempo de retencdo ajustadq)t’largura do pico (w) e a largura do pico a mdiara

(W21 (esquema montado sobre imagenMigyer, V., 2009.

O tempo de retencéogrjtde um analito define-se como o tempo que esse
analito leva a percorrer a coluna cromatografiéaatingir o detetor. Quanto mais um
analito for retido pela fase estacionaria, maiorase seu tempo de retencdo e

conseguentemente maior sera o fator de capaciklagiéarris, D., 2005)

k! =B (4.2)

tMm

Quanto maior for a diferenca entre os termog’donais afastados estédo os
picos cromatograficos e consequentemente melh@ aeseparagdo. O tempo de
retencdo ajustado corresponde a diferenca eneenpot de retencdo do composto e o
tempo morto, i ao tempo em que 0s componentes nao retidos lev@ratiagir o
detetor (tr= tr- tu) (Meyer, V., 2004)

A largura (w) de um pico cromatografico defineeseno a distancia na
linha de base entre as tangentes de cada um dos ¢as padrdes (cf. figura 4.3).
Quanto mais tempo demora um analito a passar garda@oluna, mais largo se torna o
pico. O alargamento dos picos cromatograficos @oepgor processos cinéticos que

afetam a largura da base dos picos. De acordo camdglo dos pratos teoricos, 0S
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analitos progridem na coluna cromatografica numgué&ecia de passos estaticos,
através da qual estabelecem um equilibrio entesa idvel e a fase estacionaria. A
distancia que cada analito percorre na coluna @& passo é designada por um “prato
tedrico” (N). Admitindo que a banda cromatografiedlete uma curva de Gauss

perfeita, 0 nUmero de pratos tedricos pode seulealo através das seguintes equacoes:

N=16(Z)  (4.3) N = 5,54( 2 )2 (4.4)

w Wiz
De acordo com a equacéo 4.3 é possivel determinamero de pratos tedricos tendo
em conta a largura da banda e o tempo de reterggi@ardhlito. Quanto menor for a
largura da banda, maior sera o nimero de pratosEdedée consequentemente maior
sera a eficiéncia da separacdo cromatografica.uagémp 4.4 mostra outra forma de se
calcular o numero de pratos tedricos através dpudardo pico a meia altura {p)
(Harris, D., 2005; Rouessac, F. & Rouessac, A., 200

A partir da altura equivalente a um prato teériet) ambém é possivel

determinar a eficiéncia da separacdo cromatografecanedida em que esta relacionado
com o comprimento da coluna (L) e com o numero rd¢op tedricos, como mostra a
equacao:

L

H=2 (4.5)

De acordo com a equacao 4.5, quanto menor fouenatuivalente a um prato teérico,
mais estreitas serdo as bandas cromatograficag eejtraduz numa separacdo mais
eficiente dos picos cromatogréafic@sarris, D., 2005).

A teoria dos pratos teoricos explica com suces$orraa gausseana dos
picos cromatograficos. Contudo, esta teoria peeadp considera que existe um estado
de equilibrio entre a fase mével e a fase estagmn@orque na verdade ndo é possivel
estabelecer-se um equilibrio entre uma fase finma outra mével. Neste sentido, esta
teoria tem sido abandonada a favor da teoria ceéti

De acordo com a teoria cinética, a velocidade da fadével € uma das
variaveis experimentais que permite um melhor ajdst eficiéncia da separacdo. Esta
teoria descreve a eficiéncia de uma separacdo tvgrafica com base na equagéao de
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Van Deemter, que relaciona a altura dos pratosctedicom a média da velocidade

linear da fase mével (cm/g), A equacdo de Van Deemter é dada pela expressao:
H=A+ g + (Cs + Coy)pt (4.6)

em que, o termo A surge em virtude do preenchiméatooluna cromatografica ndo ser
regular, de tal forma que as moléculas ao atraxkeyssa fase estacionaria podem seguir
varios percursos, influenciando o seu tempo decéte Este termo é entdo dependente
do empacotamento da coluna e do tamanho das pastique a constituem e
independente da velocidade da fase moével. O termosuBge em virtude do
estabelecimento de gradientes de concentracacedoensam ao longo de toda a coluna
cromatografica. Estes gradientes resultam da difusAgitudinal das moléculas de
zonas de maior concentragao para zonas de mencerdoacdo. A altura de um prato
tedrico, depende diretamente da difusdo na faseeim{,) e inversamente da
velocidade média linear da fase movel (u). Paranatlisso, quanto maior for a
velocidade meédia linear do solvente, menor serafesab longitudinal. O termo
(Cs+Cm) surge em virtude da resisténcia a transfex&de massa entre o soluto e as
fases estacionaria e movel. A medida que um anwaditopercorrendo a coluna, as
concentracdes de analito vao-se alterando, deralaf que as moléculas do analito na
parte inicial da banda estdo em grandes conceesatd fase mével, enquanto na fase
estacionaria ndo. Esta diferenca de concentrag®esta do rapido arrastamento das
moléculas de analito pela fase moével, verificanel@-®posto na parte de tras da pluma
de analito. As moléculas do analito ficam para m@$ase estacionaria devido ao rapido
movimento da fase movel. Desta forma obtém-se pioas dispersao variada)( que
dependem do tempo que demora até ocorrer o eduikbtre a fase movel e a fase
estacionarigHarris, D., 2005 Meyer, V., 2004; Snyder, L.et al,[1997; Rouessac, F.

& Rouessac, A., 2000).

A eficiéncia de separacdo cromatografica € uma aaede relagcdo do
alargamento dos picos cromatograficos com o tengaetencdo. Esta depende de
alguns parametros cromatograficos, como por exenaoensdo da coluna, forma e
tamanho das particulas, volume e massa da amtestrperatura e fluxo da fase movel
(Meyer, V., 2004; Harris, D., 2005; Snyder, L.et a,1997).
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A capacidade que a coluna tem para separar doisoanaevela-se através da
resolucdo. A resolucdo declara se existe ou nacegosicdo de picos e pode ser

definida pela seguinte equacao:

Rs = 2 RB=‘R4 (4.7)
Wa+Wp

Para que ocorra a separacdo de dois picos € necegsé o fator de
resolucao seja superior a um. Para que esta résghussa ser quantificada é necessario
que seja igual ou superior a 1,5, o que correspang® grau de sobreposicdo minimo
de 2%, figura 4.4Rouessac, F. & Rouessac, A., 2000).

vvvvvvvvvvvvvv

|R=0.75 R=15

Grau de sobreposicao 65% Grau de sobreposicao 2%

Figura 4.4 — Fatores de resolucdo em funcdo da sobreposicdo ahelad
cromatograficas. A) Péssimo Rs em virtude da sasiefo total de duas bandas, B)
Bom Rs em virtude da nao sobreposicdo das duasadafwhagem adaptada de
Rouessac, F. & Rouessac, A., 2000

A resolucédo também pode ser definida em funcaatly tle separacdo)( do
fator de retencao k' e do fator que expressa @ahaento das bandas como mostra a

seguinte equacao:

= () () o

4\ «a 1+Kp
Assim, de modo a testar a capacidade de separacéma coluna é uma
boa pratica medir periodicamente o fator de capaedle um padrdo, o numero de

pratos tedricos e a assimetria dos picos cromdtogsdHarris, D., 2005)
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4.2. Cromatografia Liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta presséo, vulgar@eanhecida por HPLC
(High Performance Liquid Chromatographye um método separativo de misturas no
estado liquido sobre alta pressdo. Este métodoiteeanseparacdo de compostos de
tamanho muito reduzid@rouessac, F. & Rouessac, A., 2000§o entanto, para que se
consigam boas separacfes cromatograficas tem guar gobre altas pressodes para que

o caudal da fase movel elua e arraste as molédalasalito(Goncalves, M., 2001)

4.2.1. Esquematizacdo geral de um sistema de
HPLC

Um sistema de HPLC é constituido por um resenatdda fase movel,
bomba, injetor, coluna, detetor e um sistema destege tratamento de dados
(Rouessac, F. & Rouessac, A., 200C(Estes componentes podem estar interligados
através de sistemas modulares. Para além deststtuates, os sistemas de HPLC
mais sofisticados usufruem de um desgaseificadde @m termostato. A figura 4.5

representa um desses sistemas de HPLC.

A [

Solventes

Injector

) |
Coluna com termostato

) |

Detector

Sistema de registo e
tratamento de dados

Figura 4.5 — Representacdo esquematica de um equipamento d€ HiRlagem
adaptada dRouessac, F. & Rouessac, A., 2000; Degani,ek,al, 1998).
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4.2.2. Fase estacionaria

As fases estacionarias sao matrizes sélidas coagpacbm as quais 0s
compostos dissolvidos no solvente podem intef&tgrris, D., 2005) Varios materiais
organicos e inorganicos tém sido usados como reatriie fases estacionarias. As
matrizes mais usadas sao matrizes de silica, qaeeagtam resisténcia a altas pressoes.

A silica é constituida por particulas de formatéérso com diametro
compreendido entre 2 a 10 um e apresentam umaegeaed superficigHarris, D.,
2005; Rouessac, F. & Rouessac, A., 200 constituicdo microporosa da silica
permite que a coluna cromatografica seja compackemreogénea de forma que o
deslocamento da fase mével ocorra sem a formacdoviake preferenciais de
deslocamentqRouessac, F. & Rouessac, A., 2000) capacidade de adsorcdo da
silica resulta dos varios grupos funcionais queomstituem, nomeadamente, grupos
silanol (Si-OH) isolados e geminais e ligacdesxsifm, como mostra a figura 4.6. A
presenca dos grupos silanol isolados, grupos éigeinte acidos, tornam a superficie
hidrofilica proporcionando a retencdo de compost®scaracter basicavigyer, V.,
20049). Estas propriedades quimicas da silica, deseacadea sua frequente utilizacao
na cromatografia de fase normal, pelo que nested# cromatografia requer-se uma
fase movel de caracter menos polar que a fase@saa(Harris, D., 2005)

Contudo, estas caracteristicas dos grupos sitmu#m tornar a superficie
da silica pouco homogénea, de tal forma que os msoas de retencdo podem ser
alterados. Para além disso, podem reagir com anfasel de forma a danificar a fase
estacionaria.

De forma a ultrapassar estes problemas, surgirarasnfases estacionarias
de silica, resultantes da modificacdo da supertfiaissilica. A superficie da silica foi
modificada por introducdo de uma camada organieapgu reacdo com determinados
reagentes formam fases quimicamente ligadas, coonoexemplo, C18 (octadecll
silica) e C8 (octil silica). Estas fases detém poéeretencdo para compostos apolares,
de tal forma que sao frequentemente empreguenmatygrafia de fase reversa. Neste
tipo de cromatografia a fase estacionaria € naar ok fase movel polar, pelo que os

solutos mais polares eluem primeif@(hi, E., et al, 2009.
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Grupossilanolligado  Ligagdes  Grupo silanol isolado

siloxano

Figura 4.6 - Esquematizacdo da estrutura geral quimica de as®& dstaciondria de
matriz siliciosa (imagem adaptadaleuessac, F. & Rouessac, A., 2000

4.2.3. Colunas

As colunas cromatograficas contém no seu interi@sa estacionaria, que
se localiza entre dois discos porosos situados ada wma das extremidades.
Normalmente, sdo colunas de aco inoxidavel cujopconento varia entre 5 a 30 cm e
o diametro interno entre 1 a 5miRouessac, F. & Rouessac, A., 2000; Harris, D.,
2005) Por vezes, este tipo de colunas sao revestidasxamente por um material
inerte, como por exemplo vidf®Rouessac, F. & Rouessac, A., 2000)juitas vezes, as
colunas cromatograficas sao facilmente degradadiaparticulas solidas presentes na
amostra ou até mesmo nos solventes de eluicdo. ®sdo elevado custo, vulgarmente,
a entrada destas colunas € protegida por pré-cstom a mesma fase estacionaria. As
pré-colunas irdo reter eventuais impurezas detald que estas ndo cheguem a coluna
principal, podendo ser substituidas periodicamg@théeris, D., 2005)

A precisdo de uma andlise cromatografica podelsaeatada, se a coluna
estiver inserida num forno termostatizado, o quempe manter a temperatura
controlada. O aquecimento da coluna proporciona diménuicdo da viscosidade dos
solventes, que se traduz na reducdo da pressadimmaiicdo dos tempos de retencao
sem haver altera¢des na resolucdo dos picos crgrdfitms. No entanto, temperaturas
altas (superiores a 45°C), tendem a degradar a déasa&cionaria, diminuindo
consequentemente o tempo de vida da coluna e lgésados picos. Neste sentido, é
recomendado o0 uso de colunas cromatogréaficas a@sgecmas a uma temperatura
contante entre 25°C a 30 ®Roluessac, F. & Rouessac, A., 2000
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4.2.4. Fase movel

A fase movel de um sistema de HPLC sao os solveutegransportam os
solutos através da coluna cromatografica e deveesepre escolhida em fungéo do tipo
de fase estacionéaria que a cons{tarris, D., 2005) Antes da analise cromatografica,
esta devera ser sempre desgaseificada e de elgvadale purezaHiPLC gradeou
qualidade semelhanteMéyer, V., 2009. A utilizacdo deste tipo de solventes é
imperativa para que a eventual presenca de immirézaresulte na degradacao da fase
estacionaria e para que o sinal do detetor naabejado por detecdo de contaminantes
(Harris, D., 2005) Neste sentido, antes de uma analise de HPLC{waisrbolhas de
ar deverédo ser eliminadas dos solventes por s@ucacglo sistema de HPLC por purga
com hélio ou com recurso a um modulo desgaseificalalistribuicdo dos solventes
por todo o sistema cromatografico da-se por um tudro um didmetro interno muito
pequeno e com capacidade de resistir a altas pessadis de 350 bdRouessac, F. &
Rouessac, A., 2000A extremidade do tubo cromatografico que esta emtato com
os solventes devera ter sempre um filtro, que garanretencdo de pequenas particulas

gue possam existir nos recipientes dos solvéhtagis, D., 2005)

4.2.5. Processo de eluicéo

O processo de eluicdo de um soluto depende da fieceluicdo dos
solventes, ndo sendo totalmente dependente dasiguiages fisico-quimicas desse
soluto.

A forca de eluicdo de um solvente caracteriza-da paa energia de
adsorcao a fase estacionaria. Quanto maior forca fluente, maior é a capacidade que
o solvente tem para solubilizar os solutos. Norgntaudo depende também do tipo de
fase estacionaria que se usa. Na cromatografiaase formal, usa-se uma fase
estacionaria polar e uma fase mével menos polér,quee um solvente mais polar tem
uma forca de eluicdo maior. Na cromatografia de fasersa, usa-se um solvente mais
polar, pelo que um solvente menos polar, tem umgafde eluicdo maior sobre uma
fase estacionaria apolar ou fracamente polarabtla 4.ARouessac, F. & Rouessac,
A., 2000, Harris, D., 200%.
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Tabela 4.2— Forca eluente dos solventes usados como fasasioestrias de uma
cromatografia de fase normal ou de fase reverdel@aadaptado dRouessac & F.,
Rouessac, A., 2000)

Forca eluente

Solvente : _
Fase de polaridade normal Fase de polaridade revexs
Hexano Fraca Forte
A
Tolueno

Triclorometano

Diclorometano

Eter
Acetato de etilo
Metanol v
Agua Forte Fraca

hY

Na cromatografia liquida acoplada a espetrometgambssa, LC-MS
(Liquid Chromatography — Mass Spectromgirgluicdes por gradiente sdo decisivas na
resolucdo dos picos cromatograficos. No entantunal cuidados sédo imprescindiveis,
pelo que quando se efetuam varias analises suasssiveequilibrio das duas fases de

modo a que estas retomem a sua concentragdo inégjakrer a passagem de um
volume mais do que 10 vezes o volume m{Rouessac, F. & Rouessac, A., 2000).

4.2.6. Bombas

A presenca de pelo menos uma bomba num sistemaPd€ germite a
retirada dos solventes dos seus reservatérios fluymconstante, evitando pulsdes que
eventualmente resultem de variacbes na composigsieaventes, ou da presenca de
bolhas de afRouessac, F. & Rouessac, A., 200@ fluxo de bombagem pode variar
entre 0,1 mL/min a 10 mL/min, mas para analisepgragivas de HPLC, o fluxo podera
ser 100 mL/min(Scott, R., 2003) A presenca de bombas permite a passagem da fase
movel pelas colunas cromatograficas compactadasoCesultado, ocorre um aumento
da presséao no injetor chegando a atingir cerc®@dar, dependendo da viscosidade da
fase movel e do empacotamento da coluna cromatcg(&ouessac, F. & Rouessac,

A., 2000).
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Os sistemas de HPLC, geralmente, sdo constituidosdpas ou mais
bombas, dependendo do nimero de solventes usadosalhente, estas bombas séo
de 2 pistdes em série que trabalham em oposic@oepéar que haja interrupcdes no
fluxo de eluicdo. Enquanto um pistédo esta a bomloeantro esta a ser preenchido com
solventes de composicao fixa, operando em modoasog, ou de composicao variavel

de modo a criar gradientes de elui(Rouessac, F. & Rouessac, A., 2000)

4.2.7. Injetores

A injecdo da amostra na entrada da coluna cronitogrdeve ser efetuada
de forma rapida e sem perturbar o fluxo estavdaga movel. O volume da amostra a
injetar deve ser fixo, variando entre 2 a 1000 (flarris, D., 2005) A inje¢do da
amostra é efetuada de forma manual ou automatreea de uma valvula de injecao.
A valvula de injecdo pode assumir duas posicOespeadamente a posicdo de
carregamento da amostra e a posicao de injeRa@oegsac, F. & Rouessac, A., 2000).

Na posicdo de carregamento da amostra, apenaacadigntre a bomba e a
coluna cromatografica esta assegurada. A amostralesar sera introduzida com uma
seringa, a uma pressao atmosférica elevada, numa tombular pequendopp). Na
posicdo de injecdo, a amostra € injetada a alss@oepara dentro da coluna apos a
rotacdo da valvula de injecdo a 60°C, ligando cuiiv da amostra ao da fase mével
(Rouessac, F. & Rouessac, A., 2000)

4.2.8. Detetores

Os detetores sao parte integral de um sistema deCHBue apds a
passagem de um analito pela coluna cromatografieeang um sinal que é
posteriormente revelado num computador como umiaesu relacdo a linha de base
(Sadek, P., 2004; Meyer, V., 2004)0 sinal surge em virtude da concentracdo de
analito detetado. Um detetor é considerado um betatar quando € capaz de ser
sensivel a baixas concentracdes de todos os apaé@dornecer uma resposta linear, de
nado causar o alargamento dos picos eluidos e densensivel a alteracbes na

temperatura e na composicao dos solvefitasris, D., 2005).
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Os detetores de HPLC foram desenvolvidos de formdetetarem e
permitirem a quantificacdo de analitos de acordm @s suas propriedades Oticas e
quimicas, nomeadamente, absorcdo UV/vis, fluoresaé@nindice de refracdo e razdo
massa/cargaMeyer, V., 2009. Neste subcapitulo, s6 os detores de UV/vis mg&o

massa/carga serdo descritos, uma vez que foraeta®sl utilizados neste trabalho.

4.2.8.1.Detetores espetrofotométricos

Os detetores mais comuns em HPLC sao os deteteraliravioleta (UV),
porgue existem muitos solutos que absorvem radiattéavioleta. Para além disso,
estes sdo sensiveis, tém uma vasta gama de lmayriddo sdo afetados por eventuais
variacOes de temperatura e podem operar em modigéo por gradient@Rouessac,
F.& Rouessac, A., 2000)

A detecdo dos analitos por este tipo de detetorémséada na lei de
Lambert-BeerAbs =&..c, em queAbsrepresenta a absorvancia da fase mével a medida
que sai da coluna, podendo ser medida a um ouaoaiprimentos de onda do espetro
do visivel ou do UVgrepresenta o coeficiente de extingdo molar dogaohliletetados,

1, 0 comprimento do percurso 6tico na célula awcalitbonde o eluato passa@
representa a concentracdo dos analitos dete(adoss, D., 2005). Com este tipo de
detecdo é importante que os solventes utilizadosoclase movel ndo absorvam de
forma significativa para nao interferirem nos esgpetie detecdo dos analitgsarris,

D., 2005)

Os detetores espetrofotométricos mais comunsartilizomo fonte de luz,
lampadas que emitem luz policromatica, como pomgxe, lampadas de deutério,
xénon ou tungsténi¢Skoog, D.,et al 2001) Os detetores de matriz de fotodiodos
(DAD - Diode-Array Detectors sdo um exemplo destes detetores. Nestes a luz
policromatica UV/Vis ao incidir na célula sera disgada e transmitida, de acordo com
0s constituintes da amostra, para uma matriz deodiaque monitoriza as suas
intensidades de radiacdo efetuando o seu regisi@ soforma de espetro UV. Num
espetro UV, o perfil cromatografico para cada congmbe da amostra varia de acordo
com a absorvancia, tempo de eluicdo e com os comaptos de onda monitorizados,

como mostra a figura 4(Rouessac, F.& Rouessac, A., 2000).
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O facto de ser possivel monitorizar a varios comenitos de onda ao
mesmo tempo e de poder ser utilizado em modo ddiegite de eluicdo torna este

detetor bastante utilizado em analises de r¢Raaiessac, F.& Rouessac, A., 2000)

Absorvéncia

Comprimento
de onda(nm)

Tempo de eluicdo (min)

Figura 4.7 —Exemplificacdo de um espetro de UV 3D, em que &l meomatografico
para cada componente da amostra varia de acorda @sorvancia, tempo de eluicdo
e com os comprimentos de onda monitorizados (imageaptada d&ouessac, F.&
Rouessac, A., 2000

4.2.8.2.Detecéo por espetrometria de massa

Hoje em dia, os sistemas de HPLC para além de reontdetetores de UV,
podem combinar outros detetores analiticos, nonmeewlz, detetores de massas. Os
detetores de massa, na verdade, detetam um adalitacordo com a sua razéo
carga/massa com base nos fundamentos tedricosstfie por detras da espetrometria
de massa.

Uma vez que neste trabalho experimental se utiiambém um detetor de
massas, no subcapitulo seguinte, sera abordadar@esndetalhe a técnica altamente

sensivel e especifica de espetrometria de massas.
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4.3. Espetrometria de Massa

A espetrometria de massa € uma técnica analitica permite a
caraterizagcdo estrutural elementar de amostras legagpatravés da determinacdo da
sua massa atomica e molecular, pelo que permite otfbrmacdes sobre as estruturas
moleculares de compostos inorganicos, organicosodgicos que as constituem
(Rouessac, F. & Rouessac, A., 2000)

A espetrometria de massa, ao longo dos tempos fedo va sofrer
melhorias continuas de tal forma que a tornaramtégraca mais sensivel e versatil de
modo a fornecer informacdes qualitativas e qudivés sobre os compostos em estudo
(Harris, D., 2005) Esta versatilidade faz com que a espetrometrima&sa seja um
método de detecdo utilizado em vérias areas, naneate, bioquimica, quimica
organica, inorganica, clinica e ambierfRbuessac, F. & Rouessac, A., 2000)

4.3.1. Fundamentos tedricos

Para que uma amostra possa ser analisada poroeseeia de massas €
necessario que essa amostra primeiramente sejartidavem fase gasosa. Apds essa
conversao, a amostra sera ionizada e as espéniegadas resultantes serdo submetidas
sob vacuo a acdo de campos magnéticos e/ou eftritmpendendo do tipo de
equipamento. A relacdo das forcas exercidas sabiées permite a determinacédo da
sua razdo massa/carga. De acordo com a abundaaci@azio massa/carga dos ides
formados, estes sdo apresentados por ordem cresigerdzdo massa/carga num grafico

designado por espetros de ma$dauessac, F.& Rouessac, A., 2000)

4.3.2. Esquematizacdo geral de um sistema de
espetrometria de massa associado a cromatografia
liquida

Um espetrometro de massas € constituido por 3 aoenpes principais,
nomeadamente, fonte de ionizacdo, analisadoresadeane detetores, como mostra a
figura 4.8.
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Introducdo da
amostra

face Analisadores de Software de aquisicéo de
Fontes de ides - = ~r  masses Detetor dados

Figura 4.8 —Esquematizacao dos constituintes basicos de uetréspetro de massa

4.3.2.1 Fonte de ionizacéo

A fonte de ionizacdo é um componente primordial respetrometro de
massas. Para que um espetro de massa de determmasiza seja obtido € necessario
gue as moléculas que as constituem sejam translasnem ides, ou seja, sejam
ionizadas. Este processo de ionizacdo ocorre pigd@du remocdo de particulas
carregadas dependendo do tipo de ido que esta forseado (Hoffmann, E. &
Stroobant V., 2007)

Dado que o processo de ionizagdo € fundamentgleiremetria de massa,
véarias fontes de ionizacdo tém sido desenvolvida®rgo dos tempos. Na tabela 4.3
estdo representados todas as fontes de ionizagaaespetivos agentes de ionizagao
gue atualmente séo utilizadas na espetrometriaadsanno entanto, s6 a ionizagao por
elecrospraysera descrita com mais detalhe, uma vez que fopa de ionizacao
utilizado neste trabalho. As abreviaturas sdo eptadas em inglés, pelo que é desta

forma que sao vulgarmente conhecidas.

Tabela 4.3 -Fontes de ionizacdo e o0s respetivos agentes deag@u atualmente
utilizadas em LC-MS (Tabela modificada 8koog, D.,et al200]).

Fontes de ionizagéo Agentes de ionizacao

lonizacdo por eletronebulizacéo (ESI) Campo elkéteievado

lonizag&o quimica a presséo atmosférica (APCI) ~ Vapores de eluente ionizados por efeito de
“corona’

Dessorcao/ionizacdo com laser auxiliada por
matriz (MALDI)

Faixe de laser
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4.3.2.3.1 lonizagao porelectrospray

A ionizacdo porelectrospray (ESI) € uma das principais técnicas de
ionizacdo, sendo frequentemente utilizada na detegéo estrutural de moléculas
bioldgicas de elevado peso molecular e de espéuweganicas e poliméricdskoog,

D., et al 2001) A ionizacao por eletronebulizagdo ocorre a pesdgénosférica num

dispositivo como o apresentado na figura 4.9.

Contador de Cone de
elétrodos amostragem

Amostra
o® 8 Analisador
r -

i 2l de massas
A

Hexapolos

Skimmer

Yy «=———>
Gas nebulizador .
(Azoto) Gas de Baixo vacuo Vacuo intermédio
secagem

@)
Figura 4.9 — Sessao transversal de um dispositivo de ionizggioelectrospray
(imagem adaptada dass, H., 200Y.

Os mecanismos envolvidos no processo de ionizagi&ola ndo estao
completamente esclarecidos, no entanto, sédo caldsedois modelos que tentam
explicar este processo, nomeadamente, o modeloesioluo carregado (CRM —
charged-residuenode) e o modelo da dessorcéo de ides (IDMR-desorption model)
(Souza, L., 2008)Estes dois modelos consideram que 0 processmd®a¢ao comeca
com a formacdo de um aerossol, que surgira a plrgionta do capilar em virtude da
formacdo do cone de Taylor. A formacédo deste camilta da exposicdo das
microgotas do solvente a fortes campos elétrifass, H., 200; Souza, L., 20087
medida que o campo elétrico aumenta, 0 cone ingerte um jato é projetado,
formando umsprayde minuUsculas gotas de solvente que contém o @amaljue estdo
carregadas com cargas elétricas positivas ou megatdependendo do modo de
ionizacdo de analise. Estas goticulas de solvposteriormente, serdo evaporadas por
acao de um fluxo de azoto {Naquecido, sendo o0 seu diametro reduzido rapid@men

Com esta reducdo de tamanho, as cargas contidessrgticulas passam a estar mais
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proximas umas das outras causando uma maior repelstiostatica. Quando a forca
de repulséo eletrostatica (ou Coulémbica) € maier g forca de tensdo do solvente
ocorre um colapso e a formacéo de goticulas majegmas de solvente e de analito
(figura 4.10). E a partir deste ponto que estes dwitodos diferem um do outifdass,
H., 2007) De acordo com o modelo CRM as goticulas continaasar evaporadas e a
sofrerem processos de fissdo até que todas asutaséejam dessolvatadas, ocorrendo
desta forma uma transferéncia de cargas entreverdele o analito, produzindo ides
isolados (Figura 4.10 — A). Enquanto o modelo IDbMh(Desorption Modeltonsidera
que depois da evaporacdo, as moléculas de solfieate com o tamanho suficiente
para expulsarem os analitos para fora da gotiar#&rgnsferéncia de carga (Figura 4.10
— B) (Dass, H., 2007)Hoje em dia pensa-se que o meétodo seguido parafdo de
ibes depende do tipo de analito, sendo o CRM o donésgeguido para ionizacdo de
moléculas hidrofilicas, enquanto o IDM para ion@magde moléculas hidrofébicas
(Dass, H., 2007;Souza, L., 2008)

A Evaporagho e

Fissdo /‘ CRM
Microgota Q
Capilar Cone de mubiomageds — mm\/..‘ AN ey r. _—
g - Coubmbics| _—» \/3)/ \dos ions
® O Evaporagéo / + LS
- . -
O—Q . (+0
— .
E—
\"[.0‘ . .‘
Fonte de oM \
ionizacao B \
Formagho
dos lons

Figura 4.10 -Modelo de ionizacdo palectrospray A) Modelo do residuo carregado,
CRM e B) Modelo da dessorcédo de ides, IDM (imageodifitada de Souza, L.,
2008)

Durante o processo de ionizacdo, para além daagizdos analitos pode
haver a ionizacdo das moléculas de solvente ouuttasomoléculas eventualmente
presentes na amostra. A ionizacdo destas molédaetencadeia a formacéo de adutos
que podem interferir com o0 espetro de massa dobtamnaNa tabela 4.4 estéo
representados alguns dos ifes produzidos em vidadenizacdo poelectrospraye do

modo de ionizacdo escolhido.
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Tabela 4.4— 16es tipicos produzidos por ionizagélectrospray(adaptado d&Vaters

Marketing ).
Modo de ionizag&o I6es produzidos Designacgéo
[M+H]* Molécula protonada
Positivo [M+Na]*, [M+K]* Adutos
[M+CHsCN+H]" Molécula protonada com adutos
) [M-H]~ Molécula desprotonada

Negativo

[M-HCOO] Adutos

4.3.2.2 Analisadores de massas

Os analisadores de massas sdo parte integrantendespetrometro de
massa. Estes controlam a trajetéria que os canm@gEe@s e magnéticos impdem aos
ibes apds a sua entrada no espetrometro de massapdb a que depois da sua
separacao de acordo com a razdo massa/carga, aungigancar o detetor. Hoje em
dia, sdo conhecidos varios analisadores de mé&Bsas, H., 2007; Hoffmann, E. &
Stroobant V., 2007) Na tabela 4.5 estdo representados alguns dosad@mks que
atualmente sado utilizadas na espetrometria de maesantanto, s6 o0 analisadon
trap sera descrito com mais detalhe, uma vez que &iatisador de massas utilizado
neste trabalho. As abreviaturas sao apresentadasgém, pelo que é desta forma que

sao vulgarmente conhecidas.
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Tabela 4.5 —Analisadores de massa atualmente utilizados narespeiria de massa
(Tabela adaptada d¢offmann, E. & Stroobant V., 2007).

Tipos de Analisadores de massa Sigla Principio degaracao
Analisadores com setor magnético B Momento magmétic
Analisadores com setor elétrico E ou ESA Energiatza
. o m/z
Analisadores quadrupolar de transmissap Q N o
Estabilidade da trajetoria
Analisadores de massa através do tempojde ) _ )
TOF (Time of Flighy Velocidade
VOO
) » m/z
Analisadores de captura de ibes Idn(trap) o o
Frequéncia de ressonancia
Analisadores com transformada de Fourigr m/z
. Y FT-OT o o
tipo Orbitrag Frequéncia de ressonancia
Analisadores com transformada de Fouriefjde FTICR m/z
ressonancia de ion ciclotron Frequéncia de ressonancia

4.3.2.3.1 Analisadores quadrupolares de captura

de ides Hon trap

Os analisadores de massa quadrupolares de captidasdutilizam campos
elétricos oscilatorios para estabilizarem ou dés&akem seletivamente os ides que
aprisionaram de acordo com a sua razdo massa/€sgdes resultantes do processo de
ionizacdo que foram encaminhados até a estes auh@ies sdo aprisionados, dai o
nome de “armadilha de ides”. Esta armadilha de @esmposta por 3 elétrodos, um
com formato circular e posi¢cdo central e dois coeongetria hiperbdlica mas
localizados nas extremidades, que geram um cangtacel que mantém os ifes
aprisionados e a circular de forma estavel, figufd. Posteriormente, serdo ejetados
para fora do analisador pela aplicacdo de uma fgscente de radiofrequéncia (FR)
gue os destabiliza ejetando-os de acordo com sagéda crescente de massa/carga em
direcédo ao detetqDass, H., 2007)
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@, Entrada de ides
Elétrodo em = gL
hipérbole &
16es
/ aprisionados
3380 o aptesse,
Elétrodo 3 avgr Elétrodo
circular - ‘. & %2 circular
.:... o.. :t.: o; ‘:. s
Elétrodo em
Hipérbole

Saida dos ides para o detetor

Figura 4.11 — Sesséo transversal de um analisddar Trap (imagem adaptada de
March, R., 1997.

4.3.2.3 Detetores

Os detetores sdo o componente final de um espdat@me massa. Estes
sdo responsaveis pela detecdo dos ibes separadoslisador de massas. Os detetores
convertem os ifes, positivos ou negativos em astgue dao origem ao sinal elétrico
gue pode ser amplificado por efeito de cascatacstraduzidos num espetro de massa
(Hoffmann, E. & Stroobant V., 2007) Atualmente, sdo conhecidos alguns detetores
de massa.

Na tabela 4.6 estdo representados alguns desstsréet no entanto sé o
detetor multiplicador de eletrbes sera descrito coais detalhe, uma vez que foi o
detetor de massas utilizado neste trabalho. Asvialges s&o apresentadas em inglés,

pelo que é desta forma que sédo vulgarmente cordsecid

Tabela 4.6 —Detetores de massa atualmente utilizados na espstia de massa
(Tabela adaptada d#offmann, E. & Stroobant V., 2007.

Detetor de Massas Sigla Principio
Faraday cup FC Corrente de carga
- ~ EM o
Multiplicador de electrbes (Electronmultipliers Energia cinética
EOID

Detetor de ides eletro-oticos Energia cinética

(Eletro-optical ion detectojs
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Os detetores de espetrometria de massa podem taddtérminar a forma
como se obtém o cromatograma. Quando um cromategéatracado tendo em conta
todos os componentes eluidos, esse cromatograrbd® or corrente total de ides
(TIC - total ion curren). Quando se seleciona um ido em particular, moeo d
monitorizacdo seletiva (SIM Selective lon Monitorifg obtém-se um cromatograma
seletivo. Embora, este método em alguns casos zaraluma menor sensibilidade que
a dos detetores classicos, para muitos tipos ds@sianomeadamente no contexto dos
estudos ambientais, tornou-se essencial. Quanselesgona alternadamente entre o ido
percursor e o0 ido produto obtém-se um cromatogrmmanodo de monitorizagdo de

multiplas reacdes (MRMMultiple Reaction Monitoring)

4.3.2.3.1 Detetor multiplicador de eletrdoes

Detetores multiplicadores de eletrbes tém sidoetstdres mais utilizados
na espetrometria de massa. Depois de os analisaskpararem os ides de acordo com
a sua massal/carga, estes sao acelerados nedle tigtetor de modo a aumentar a sua
eficiéncia de deteca@offmann, E. & Stroobant V., 2007) Os ides ao entrarem no
detetor vao chocar com elétrodos existentes noipticdtdor, designados por diodos
Existem dois tipos de multiplicadores de eletr@i#edo discreto, constituido por 16 a
20 diodo= os diodosontinuos, que atuam como um elétrodo continuopaowstra a
figura 4.12 (Hoffmann, E. & Stroobant V., 2007) Os ifes ao chocarem vao
removendo eletrbes da superficie interna do detetatado que este processo é um
processo que se repete varias vezes, no finaligadacidente foi amplificado até uma
ordem de grandeza 1(Hoffmann, E. & Stroobant V., 2007).

Convertor de
diodos de es
I negativos

N Eletromutiphicador
com diodos continuos

Q“Ii}"‘ '

Convertor de
diodos de Wes
‘ positivos

> D
\:‘\'v , . ; '}
} 7

Corrente
Ampificada

Figura 4.12 — Representacdo esquematica de diodos contirnagdin adaptada de
Hoffmann, E. & Stroobant V., 2007.
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4.5. Espetrometria por analise MS/MS

Ao longo dos ultimos anos, a espetrometria porisadS/MS, tem vindo a
destacar-se devido a sua alta especificidade ebgsilagle. Esta técnica de detecao
pode ser entendida como uma técnica que opera ein seguencial de detecdo de
massas/cargasn(? (Dass, H., 2007)A detecdo den/z é efetuada em 3 passos. No
primeiro passo, ocorre a selecdo do ido precuesie € o ido de interesse e é assim
chamado porque ira dar origem a outros ides), gorskd passo ocorre a fragmentacéo
deste ido de forma a formar i6es-fragmentados €ipQrno terceiro passo, ocorre a
andlise e detecdo dos ibes-fragmentados pelos osettteriormente descritos. Nos
espetros de detecdo dos ides-fragmentados irdo ssteepresentados 0s picos que
dizem respeito a detecdo da sua ran@me ndo os dos ides percussores, figura 4.13
(Hoffmann, E. & Stroobant V., 2007; Dass, H., 2007)

Espetro dos ides percussores Espetro dos ioes fragmentados

Fragmentagao por produzidos a partir da m/z selecionada

colisao com um gas
inerte

P 7 —
L l L L Selecao da m/z Analise do ido-
" do iao percussor fragmentado po 1
m/z Por MS1 MS2

Figura 4.13 — Esquematizacdo da formacdo de um espetro de MSME8m ido-
fragmentado a partir do seu ido percursor (imagdaptada deHoffmann, E. &
Stroobant V., 2007%.

Um espetrometro de massa em modo MS/MS para al@peatar em modo
SIM pode operar também em modo MRBEss, H., 2007)

Para efetuar analises em modo MS/MS é necess&iogjaquipamentos de
espetrometria de massa estejam equipados parBeakntre 0s equipamentos mais
utilizados, destaca-sn trap, figura 4.14 (Hoffmann, E. & Stroobant V., 2007)
Neste equipamento, os ides resultantes da ionizgg@ser encaminhados parérap
onde serdo por instantes ai acumuladostrlla os ifes de interesse serdo isolados,
enguanto os restantes serdo ejetados. Uma vedasolas ides serdo excitados por acao

de um campo multipolar 3D, de tal forma a colidiremm o gas de coliséo, hélio. Desta
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colisdo, resultam ides fragmentados que irdo pezoancondensados num “poco de
potencial”’, formado anteriormente por inducao demas de frequéncia RF aplicados
ao anel ddrap. Estes ides sob a forma de m/z entram em ressan@micaplicacédo de
um potencial adicional ao elétrodo de topo com d#3frequéncia principal e sdo
ejetados do poco, figura 4.{Bruker Daltonics, 2004)

Fonte de ides

Skimmer

Ion Trap
Capilar Octapolo n,
duplo ’ N 4
Lentes [ |}" g
L] == -
GO | | —
o L .
Detector

Gas de
secagem

Particdo \

Figura 4.14 —Sessao transversal de um espetrémetro de raasamcom analisador
ion trap (imagem adaptada druker Daltonics, 2004
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Figura 4.15 —Esquematizacao da formacao de um ido-fragmentgdotia do seu ido
percursor por unon trap-MS/MS (imagem adaptada &euker Daltonics, 20049.

Uma vez que os produtos da dissociacdo estdo amaze ndrap, um desses
iBes com um determinada/z ao ser selecionado, ird formar i6es fragmentas ema
determinada 1ia. Ao invés de serem logo detetados, se esses ides foovamente

fragmentados, obtém-se novos ides-fragmentados wom terceiram/z. A analise
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destes ides-fragmentados ird assumir a designaeddSIMS/MS ou M$ (Bruker
Daltonics, 2004; Hoffmann, E. & Stroobant V., 2007)Este procedimento pode ser
efetuado até 6 ou 7 vezes sucessfi#sgfmann, E. & Stroobant V., 2007. A medida
gue se aumenta 0 numero de passos para a detegéo diterminado ido, aumenta o
namero de geracbes (n) de ibes analisados, de rodoe a andlise assumira a

designacéo de M$Bruker Daltonics, 2004; Hoffmann, E. & Stroobant V., 2007).

4.5. LC-MS/MS

A cromatografia liquida acoplada a espetrometriantessa em modo
MS/MS (LC-MS/MS) é uma técnica analitica que permite gsesarios componentes
que constituem uma amostra sejam separados, isplatbmtificados e quantificados
com elevado indice de especificidade e seletividRde este facto, o LC-MS/MS tem
vindo a ser utilizado em varias areas da invesdigagomo por exemplo, quimi@&im,
H. & Shin, H., 2011) ambiente(Maragou, N., et al, 2011) e ecologia microbiana
(Dahlmann, J., et al, 2003).Dahimann, J.et al, 2003, quantificaram em simultaneo
por LC-MS/MS, vérias toxinas planctonicas numa $ampcorrida de 30 min. As
biotoxinas detetadas foram saxitoxina, anatoxin&@do domoico, nodularina, acido
ocadaico, dinofisiotoxina-1 e microcistinas. Estaistoxinas foram determinadas
individualmente com um limite de detecédo (LD) igoal inferior a 1ug/L depois de
uma extracdo com metanol-4gua. Ainda neste estudatores isolaram e identificaram
substancias suspeitas de serem “novas” microcsstiquae sao hepatotoxinas produzidas
por cianobactériag-erranti, P.et al 2009, caracterizaram por LC-MS/MS uma nova
variante destas cianotoxinas isolada de hioom de Planktothrix rubescenso lago
Averno, Napoles, Itdlia. Em LC-MS/MS para além dentificar e quantificar, também
€ possivel elucidar as estruturas moleculares desneariantes de microcistinas
presentes em amostras de agua doce, bem comoidetesmrde microcistinas para as
quais ainda ndo existe comercialmente nenhum patisgonivel(Diehnelt, C., et al,
2005; Frias, H.,et al 2006).Para além de amostras de agua, a técnica de LC-BIS/M
também pode ser utilizada para a analise de biwex@m bivalves e peixes. Mekerebi,
A, et al 2009, desenvolveram e validaram um método poEBC—- MS/MS em modo
MRM, para identificar e quantificar 6 microcistin@dC-LA, LF, LR, LW, RR e YR)

em amostras de agua, bivalves e tecidos de p&dsdenites de detecdo e quantificacao
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das microcistinas detetadas foram determinadog én& e 1,0 pg em coluna, sendo
estes valores 2 pg inferiores aos publicados emtiira até entéo.

Dada a sensibilidade e especificidade de LC-MS/Nd&sentam-se no
capitulo seguinte os métodos e procedimentos duizaitdo utlizados a fim de
implementar um método de analise de algumas vasgatd microcistinas por LC-ESI-

MS/MS, bem como os respetivos resultados.
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CapituloV

Ensaio de um método de
analise de microcistinas por LC-ESI-MS/MS

De modo a monitorizar a produgédo e a libertagdomaerocistinas em
culturas deM. aeruginosaantes e depois da infecdo com virus especifiams, f
desenvolvido um método de analise por LC-ESI-MS/¥R&ra tal, foram efetuados
estudos de forma a estabelecer as condicfes crgmrafitas e de espetrometria de
massa para uma separacgao, identificacdo e quagéibcde microcistinas eficiente.
Como uma analise por LC-ESI-MS/MS requer primeinat@eum tratamento das
amostras, foram também efetuados estudos de foasi@laelecer o método de extracao
de microcistinas adequado. Assim, no presente utapfio apresentados todos os
materiais, equipamentos e métodos utilizados pste fan, bem como os respetivos

resultados.
5.1. Materiais
5.1.1. Reagentes e solucdes padrao

Ao longo de todo o trabalho experimental foramiaados os seguintes
reagentes:

« Acido trifluoracético (TFA) Sigma;

» Metanolisocratic ChromatographgradeMerck, LiChrosoly

* Metanolgradient Chromatographgrade Merck, LiChrosoly

» Acetonitrilogradient ChromatographgradeMerck, LiChrosoly

« Acido férmicoMS grade Sigma;

« Agua desionizada purificada por um sistema Millg8implicity™ 185:

» Sulfito de sodio, Sigma.
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Para a otimizacdo dos parametros de espetrometrianassa e das
condi¢cdes cromatogréficas utilizaram-se padrbedgificados de microcistina-LR
(MCT-LR) de 10 pg/L e de 30 mg/L, de microcistinB-RMCT-RR) de 10 ug/L e de
microcistina-YR (MCT-YR) de 10 pg/L. O padrao cieido MCT-LR 30 mg/L foi
gentilmente cedido pela Prof2. Doutora MargaridaaRiTeixeira para a realizacdo dos
ensaios de sele¢cdo e otimizagdo do método de aatdes MCT. Os restantes padrdes
certificados foram adquiridos a LGEandards

51.2. Consumiveis analiticos

Ao longo de todo o trabalho experimental foramiaados os seguintes

consumiveis analiticos:

» Cartuchos de extracdo em fase solida:
= Varian Bond Elut C18, 500 mg 3 mL
= Varian Bond Elut Env, 200 mg 3 mL;
= Chromabond C18 ec, 200 mg 3 mL;
= Chromabond C8, 200 mg 3 mL;
= Chromabond Easy, 200 mg 3 mL.

» Coluna cromatografica Grace smart RP-180n8150 mm x 2,1 mm.

5.2. Equipamentos

Para a preparacdo das amostras antes da analiseiatasistinas foram
utilizados os seguintes equipamentos:

* Sonicador Bandelin Sonorex Super RK255H,;

» Sistema de extracdo vaccum manifold (Macherey €Nag

* Bomba de vacuo S&S.
A andlise de microcistinas foi efetuada no SisteeaHPLC Agilent
Technologies, modelo 1200, com desgaseificadorrmoato incorporados e com

detetor UV/Vis DAD a monitorizar dois comprimentds onda, nomeadamente 238 nm
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e 250 nm. Este sistema de HPLC esteve acopladsmairémetro de massa Bruker
Daltonics HCT ultra, com fonte de ionizacdo ptectrospraye analisadoion trap. O

softwareBruker Daltonics esquire 6.1 foi utilizado paraegisto dos cromatogramas e
dos espetros de massa esaftware DataAnalysi§" Versdo 3.4 foi usado para o

tratamento desses cromatogramas e espetros. Aa figlr mostra uma fotografia do

_HWPLC g
= '€
v

equipamento.

Figura 5.1 - Sistema de HPLCAgilent Technologiesmodelo 1200, acoplado ao
espetrometro de massa Bruker Daltonics HCT ultrdRelservatério dos solventes, 2.
Bomba quartenaria, 3. Injetor, 4. Coluna termaztath, 5. Detetor de UV/Vis DAD, 6.

Fonte de ionizacée 7. Bomba de seringa para injecao direta.

5.3. Métodos

5.3.1. Otimizagcdo de um meétodo de analise de
microcistinas por LC-ESI-MS/MS

Para que a andlise de algumas variantes de mitnasispor LC-ESI-
MS/MS pudesse ser efetuada, primeiro foi necessatimizar as condicbes de
separacao, identificacdo e quantificacdo destamttginas. Para tal, antecederam-se

estudos de otimizacdo dos parametros de espetrangetrmassa assim como dos
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parametros cromatograficos, com solucdes padrédcatialho das variantes LR, YR e

RR de microcistinas preparadas a partir das sodugéerastock
5.3.1.1.Preparacéao das solucdes padréo de trabalho

Para a otimizacdo dos parametros de espetrometrianassa e das
condi¢cdes cromatograficas foram preparadas, emnoletagua (CHOH:H,O, 70:30
viv) e 0,1 % de &cido férmico (GB,), dois tipos de solucdes padrdo de trabalho de
500 pg/L, nomeadamente solucdes padrao individualizaigaMCT-LR, MCT-RR e
MCT-YR e uma solucdo padrdo com a mistura destasvtariantes de microcistinas em
estudo. Esta solugéo € aqui designada por MCT-MIX.

As duas solucdes padrio de trabalho foram adicasnadido formico, de
forma a haver promocao da formacao de ides na ttmienizacéo, pelo que este atua
como agente ionizante. Para evitar a degradacamuimhica as solucbes foram

preparadas emials ambar, que posteriormente foram armazenados @.-20°

5.3.1.2.0timizac&o dos parametros de MS e MS/MS

Os parametros de aquisicdo MS foram otimizadosimecdo direta da
solugéo padrao de trabalho MCT-MIX de 500 pg/L.nfe¢ao direta deste padréo no
espetrometro de massa foi efetuada com recursa@amba de seringa e pretendeu-se
avaliar, especificamente, quais 0s picos correspued a cada uma das variantes de
microcistinas presentes na mistura. Pretendeursbéta escolher o melhor modo de
ilonizagdo, modo positivo ou negativo. A figura mBdstra os espetros de MS obtidos
em modo de varrimento totdu{l scar) entre 50m/ze 2000m/z quando a ionizacéo
das moléculas de MCT-LR, MCT-RR e MCT-YR resultar@aocédo de um protao [M-
H]", modo negativo ou quando resulta na adi¢do deratéigp[M+H]", modo positivo.
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Figura 5.2 —Espetros de MS effull scanda solugéao padrao de trabalho de MCT-MIX
de 500 pg/L obtidos por ionizagdo ESI em modo megé&f) e em modo positivo (B).

Observando a figura acima, € possivel verificar gremodo negativo 0s
espetros enfull scanobtidos mostram exclusivamente a presenca dem@ésculares
desprotonados [M-H] claramente evidenciados por trés picos maiooséade razam/z
aproximada a 994 ([M-HE 994m/2, a 1038 ([M-H] = 1038m/2 e 1044 ([M-H] =
1044m/2. A detecdo destes trés picos corresponde a detec8CT-LR, MCT-RR e
MCT-YR, respetivamente. Estes picos foram idergdims como tal com recurso aos
valores de massa molecular de cada uma das varidasemicrocistinas, expressos em
termos de unidade de massa atomica, 995, 1038 & ul6#a, respetivamente, e com
recurso aos espetros de MS ja reportados na litarf@fuan, M., et al, 1999; Spoof,

L., et al, 2003; Li, C., et al, 2006). Em modo positivo é possivel verificar que é
revelada exclusivamente a presenca de ides molesutmotonados [M+H]para as
variantes LR e YR de microcistinas. Estas variasfes claramente evidenciadas pelos
respetivos picos maioritarios de razédr aproximada a 996 ([M+H]= 996m/2 e a
1046 ([M+H]" = 1046m/2. E presenciado também um pico maioritario de caméz
aproximada a 520, cuja razdo/z € aproximadamente metade do valor da massa
atomica de MCT-RR. A presenca de dois residuoggados de arginina nas cadeias

laterais da molécula de microcistina resultam rang@o de protdes externos, de tal
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forma que esta apresenta-se, entéo, como duplacemegada [M+2H] (Mekebri A.
et al, 2009).

E possivel verificar também que o modo de ionizapdsitivo traduz-se
num sinal mais intenso que o modo negativo, conto@spetro de MS obtido em modo
negativo apresenta um pico bastante definido, pele parece ndo ser sensivel a
eventuais impurezas. De acordo cofoan, M., et al (1999),0 processo de ionizagéo
de microcistinas por ionizac@ectrosprayé um processo complexo pelo facto destas
cianotoxinas terem uma estrutura ciclica. A comgede deste processo parece ser
também influenciada pelo estado de carga dos d@wsatios ser afetado por varios
parametros e por processos de equilibrio das ssucd

De modo a avaliar se o sinal de detecao das trestes em estudo néo foi
sobrevalorizado pela detecdo de contaminantesiealargnte presentes no solvente em
que se preparam as solucfes padrao de traballwowefse uma injecdo direta de uma
mistura CHOH:H,O (70:30, v/v). A figura 5.3 mostra os espetrosMte obtidos em
modo de varrimento totalull scar) em modo negativo e em modo positivo.
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Figura 5.3 —Espetros de MS effall scanda mistura CEDH:H,O (70:30, v/v) obtidos
por ionizagdo ESI em modo negativo (A) e em modstpo (B).
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Averiguando a figura acima é possivel verificar quio foi detetado
nenhum pico de razdo massa/carga coincidente camus @ge cada uma das variantes
de microcistinas em estudo. Assim, a preparacacsdiagdes padrdo numa mistura
CH3OH:H,O (70:30, v/v) parece nao sobrevalorizar o sinaflekecado destas variantes
de microcistina. Observando a figura € possivefivar também que a ionizagcdo em
modo positivo parece revelar eventuais impurezaseotes na mistura GBIH:H,O
(70:30, v/v), uma vez que o espetro de MS apredentzostra ser mais complexo do
gue o obtido em modo negativo.

Uma vez otimizados os parametros de MS e de s¢atangue o solvente
ndo influéncia os picos das microcistinas em estpdocedeu-se a otimizacdo dos
parametros de MS/MS através de estudos de fragg@ent®ara tal, efetuaram-se
injecdes diretas de cada uma das solucdes de padriiabalho individualizadas. Nas
figuras 5.4, 5.5 e 5.6 observa-se, respetivamest&spetros de MS/MS obtidos quer

em modo de ionizag&do negativo quer em positivo.
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Figura 5.4 —Espetros de MS/MS da solucdo padréo de trabalnd@e-LR de 500
Hg/L obtidos por ionizacdo ESI em modo negativogéA&m modo positivo (B).

Observando a figura 5.4 é possivel verificar que modo negativo ao
selecionarmos o ido correspondente a variante BR 92 m/z, para fragmentar, o ido
produto formado tem aproximadamente 976 /22 Em modo positivo é possivel
verificar que fragmentacdo do ido de 996 M2z d4 origema um espetro de

fragmentagcdo com um conjunto complexo de picos dssaicarga. Em termos de

63



Aplicacéo ao estudo de fatores biol6gicos condiaiiaes da sua produgédo em cultura

complexidade, o espetro de MS/MS de MCT-LR, em muelgativo, mostra-se menos

complexo do que em modo positivo.
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Figura 5.5 — Espetros de MS/MS da solugéo padréo de tralm@h@lCT-YR de 500
Hg/L obtidos por ionizagdo ESI em modo negativogA&m modo positivo (B).

Analisando a figura 5.5 € possivel verificar gusemelhanca do espetro de
MS/MS obtido em modo negativo para MCT-LR, o espele MCT-YR obtido neste

modo de ionizagdo mostra um espetro menos compmexque o obtido em modo

positivo. E possivel verificar também que da fragtagio do ido de 1044 +1@/z,

correspondente a variante YR, resultou a formagiaim pico maioritario e bem

definido correspondente ao ido produto formado @26Im/z. Em modo positivo,

verifica-se que o pico correspondente ao ido pmthrmado de 1028 + h/zndo esté

claramente definido.
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Figura 5.6 —Espetros de MS/MS da solugcao padréo de trabalhd@&RR de 500
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Hg/L obtidos por ionizagdo ESI em modo negativogA&m modo positivo (B).
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Observando a figura 5.6 é possivel verificar que reodo negativo ao
selecionarmos o ido correspondente a variante B8 1 2m/z,para fragmentar, o ido
produto formado tem aproximadamente 1019m/2 E possivel verificar também que
em modo positivo de ionizacdo o espetro de MS/MSVIET-RR se revela muito
complexo.

Analisando mais ao pormenor o0s trés espetros deMBSacima
representados é possivel verificar que razdo ntasga/ de cada um dos ides
percursores e a de cada um dos ides produto fosndderem 18 u.m.a. Esta diferenca
pode significar que da fragmentacdo dos ibes pmooes ocorreu a libertacdo de 18
u.m.a, gue possivelmente poderao corresponder anolégula de agua.

Uma vez obtidos os espetros de MS/MS com boa iiciahs e definicao,
estdo entdo otimizados os parametros de MS/MS qaata uma das trés variantes de
microcistina em estudo. Na tabela 5.1 estdo defintddos os parametros otimizados
de MS/MS estabelecidos por inje¢céo direta de selkip@dréo de trabalho de MCT-LR,
MCT-RR e MCT-YR.

Tendo em conta os espetros de MS e MS/MS obtidesgaala uma das trés
variantes de microcistinas em estudo, assim comespetros de MS do solvente,
optou-se, entdo, por escolher o modo negativo cowdo de ionizacdo para a andlise
das microcistinas por LC-ESI-MS/MS.
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Tabela 5.1 —Parametros de MS/MS otimizados para a analisvaléntes LR, RR e
YR de microcistinas por LC-ESI-MS/MS.

Parametros da Fonte de

Parametros do Analisador

ionizacao lon Trap
ESI Variantes ~ MCT-LR  MCT-RR  MCT-YR
Modo de ) )
o Negativo Skimmer -40,0V -40,0V -40,0V
ionizagao
. Capilar de
Gas de Azoto ) -117,8V -117,8V -117,8V
nebulizacéo saida
Presséo do 10 psi Octopolo 1
Si - - -
nebulizador P DC 12,0V 12,0V 12,0V
Gés de Octopolo 2
Azoto -1,70V -1,70V -1,70V
secagem DC
Fluxo do gas 5,0 L/min Octopolo RF . ] ]
de secagem p 117,6 Vpp 117,6 Vpp 117,6 Vpp
Capilar de
T t
emperatura vt 4000 V 4000 V 4000 V
do gas de 300°C alta voltagem
secagem Lentes 1 -50V -50V -50V
Intervalo de
50 a 2000m/z
Scan
Tempo Lentes 2 -60,0V -60,0V -60,0V
maximo de 200 ms
acumulacgéo
Outros parametros de aquisi¢éo
Variantes MCT-LR MCT-RR MCT-YR
Intervalo de massa 2mlz 2m/z 2m/z
I&o percursor 994m/z 1037m/z 1044m/z
&0 produto 976m/z 1019m/z 1026m/z
Amplitude de fragmentacéo 0.42 0.35 0.32
Gas de colisao Hélio Hélio Hélio
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5.3.1.3.0timizac&o das condi¢cdes cromatograficas

Uma vez otimizados os parametros de MS e MS/MScepleu-se a
otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas de modpeafosse possivel efetuar a
analise das microcistinas por LC-ESI-MS/MS. Dade @s microcistinas tém massa
molecular inferior a 2000, e que sao solluveis elvestes organicos polares, escolheu-
se como fase estacionaria uma coluna de fase sewaisinaGrace smarRP-18, 3um
150 mm x 2,1 mm. Selecionou-se para constituicidada movel dois solventes,
nomeadamentégua Milli-Q (A) e acetonitrilo (B), ambos com 0,1 CHO..

Usando a solucdo padrdo de MCT-MIX de 500 pg/L ¢uea-se a
otimizacdo do gradiente de elui¢cdo, por HPLC, ajudb o fluxo, as percentagens dos
solventes selecionados para a composicdo da fasel méa duracdo do gradiente.
Definiu-se um tempo total de corrida de 26 min,apgarantir a estabilizacdo da
composicdo do sistema eluente na coluna cromatograNa tabela 5.2 esta
representado o gradiente de eluicdo eleito para semaracdo eficiente das trés
microcistinas em estudo, usando um fluxo de 0,2%mim_a 30°C e um volume de
injecdo de amostra de 10 pL.

E importante referir que antes de proceder a ofigiia das condicbes
cromatograficas os solventes foram sujeitos a aga@ a fim de eliminar géas
dissolvido. Este procedimento de eliminacdo foi kdm complementado pelo
desgaseificador do sistema de HPLC. Foi necessambéem definir um método de

limpeza do equipamento.

Tabela 5.2 -Gradiente de eluicdo ajustado para a analise de mistura de trés

microcistinas, nomeadamente MCT-LR, YR e RR.

Solventes de eluicdo (%)
Tempo (min) H,O Milli-Q + 0,1% CH ,0, CH.CN +0,1% CH,0,
(A) (B)
0 70 30
70 30
11 15 85
14 15 85
16 70 30
25 70 30
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5.3.1.4.0timizac&o do método de LC-ESI-MS/MS

Utilizando os parametros de MS e de MS/MS e as icOed
cromatograficas anteriormente otimizadas, procesgeae ajuste de alguns parametros
de espetrometria de massa, nomeadamente, da fodaidacdo de forma a otimizar o
método de LC-ESI-MS/MS para a analise de uma naisdias trés microcistinas. Este
ajuste consistiu no ajuste da pressao de nebutizégdzoto para 45 psi, do fluxo de
gas de secagem para 8 L/min e da temperatura dgesacpara 350°C, sendo estes
ajustes efectuados tendo em atencéo o fluxo dotelweomatografico otimizado. Uma
vez ajustados procedeu-se a analiseotlagdo padrdo de MCT-MIX de 500 pggor LC-
ESI-MS/MS, de modo a verificar a ordem de eluicas ttés toxinas em estudo e os
respectivos tempos de retencdo. A figura 5.7 Bueticromatograma obtido para esta
solucéo padréo de trabalho em mddb scane os espetros de MS/MS aplicado as

condicfes cromatograficas e de espetrometria deanaageriormente descritas.
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In(ens,33_ -MS, 3.2-3.8min #(76-97)

§ B 1036.8
E -

0.0, L
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Figura 5.7 —Cromatograma (A) e espetros de MS (B) obtidosipec&oon-line no
sistema de HPLC de 10 pL de solucdo padrao delliabe MCT-MIX de 500 pg/L
em modo de ionizagcdo ESI negativo. Os picos crognaficos assinalados representam
1. Saida do eluente, 2. Saida de impurezas, Z&6luie MCT-RR, 4. Eluicdo de MCT-
YR, 5. Eluicio de MCT-RR, 6. Saida de impurezas. e5dida dos solventes e

contaminantes eventualmente presentes na columatrgrafica.
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Analisando a figura 5.7 € possivel verificar a andie eluicdo de cada uma
das trés microcistinas em estudo, presentes eni. & |solucédo padrao de trabalho de
MCT-MIX de 500 pg/L. A ordem de eluicdo das varemtLR, YR e RR foi
determinada através dos espetros de MS de caddasnariantes. A primeira variante
de microcistina a sair da coluna cromatograficaafeariante RR, depois a variante YR
e por fim a variante LR, pelo que os tempos dengéie de cada variante foram 3.4 min,
8.2 min e 8.8 min, respetivamente. Isto signific@ @m termos de interagéo entre fase
movel e fase estacionaria, a variante RR interdgitorma mais fraca que as variantes
YR e LR, sendo a variante LR a variante com mdioidade para a fase estacionaria.
Tendo em conta os tempos de eluicdo destas trizstesr de microcistinas, é possivel
verificar que as microcistinas nao ficam muito temngtidas na coluna cromatogréfica,
sendo eluidas em menos de metade do tempo deearafite facto, associado ao
aquecimento da coluna cromatografica a 30°C, traduma formacdo de bandas
cromatograficas estreitas e bem resolvidas. Obsdovad cromatograma obtido é
possivel verificar também que os componentes niidosena coluna cromatografica
levam 1.2 minutos até serem detetados, como mogireo cromatografico assinalado
na figura 5.7 A. como numero 1. Verifica-se tambeém presenca de picos
cromatograficos referentes a detecdo de impuremasp o caso dos picos 2 e 6. O
conjunto de picos sobrepostos representados neafigpmo nuimero 7, surgem em
virtude do gradiente de eluicdo e impurezas quetaanente ficaram no sistema de
HPLC e coluna cromatografica. A eluicdo destes araptes é essencial para que em
andlises futuras ndo ocorra co-eluicdo dos picamatograficos das microcistinas com
eventuais impurezas.

Uma vez averiguada a ordem de eluicao e os tengekigtdo de cada uma
das variantes de microcistinas em estudo, procseeu-analise dsolucdo padrdo de
MCT-MIX de 500 pg/L,por LC-ESI-MS/MS, de modo a obter cromatogramaspetros
de MS/MS mais bem definidos. A figura 5.8 ilustr&aromatograma obtido para esta
solucdo padréo de trabalho em modo MRMos espetros de MS/MS aplicado as

condicbes cromatograficas e de espetrometria deanaageriormente descritas.
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Figura 5.8 — Cromatograma modo de detecdo MRM (A) e espetrd184VIS (B)
obtidos por injecédon-lineno sistema de HPLC de 10 pL de solucdo padraataltro
de MCT-MIX de 500 pg/L, com modo de ionizagdo E&jativo.

Observando a figura 5.8 € possivel verificar queselecionar o modo de
detecdo MRM, o cromatograma que se obtém é maislesne mais especifico, pelo
que s6 sdo detetados os ibes precursores e prajiigdsram selecionados. A selecao
desses ides, surgiu em virtude da introducédo de skggmentos de tempo, em que em
cada segmento foram sO analisados os ides preesirselecionados e dos respetivos
i0es de fragmentacgédo. O primeiro segmento defirfmiogntre 0 e 6 min e 0 segundo
entre os 6 e 20 minutos. Durante os primeiros 6utos da analise, foram s
selecionados e fragmentados os ides com razao fcegsaaproximada de 1037 + 2
m/zrelativos a variante RR. Os ides com razdo mams@@proximada de 1044 iz
e de 1026 + 2n/zforam selecionados e fragmentados no segundo ségmie tempo e
dizem respeito as variantes YR e LR, respetivamente

Uma vez obtidos cromatogramas e espetros de MS@viSboa definicéo,
por escolha do modo MRM estdo, entdo, otimizadaodoparametros quer de
cromatografia quer de espetrometria de massa paralise das variantes RR, YR e LR
de microcistina por LC-ESI-MS/MS.
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5.3.2. Selecao e otimizacdo do método de extracao

Uma vez ajustados todos os parametros cromatogsatiale espetrometria
de massa, procedeu-se a selegcdo do método dedexttag microcistinas. Os métodos
Lawton, L. et al (1994), Mekebri, A.et al (2009) e Ferranti, P. et al (2009)foram
testados de forma a selecionar o0 método mais mfficiea extracdo de microcistinas de
culturas deM.aeruginosaEstes métodos de extracdo foram testados atravéssaios
de recuperagdo, em que amostras de agua Milli-@fidadas (spiked) com uma
guantidade de MCT conhecida foram sujeitas a uncgsso de SPE em cartuchos
Varian Bond Elut C18, 500 mg de 3 mL. ApOs estec@sso as amostras foram
analisadas por LC-ESI-MS/MS e a quantidade de #orétuperada foi determinada e
comparada com a quantidade de MCT-LR inicialmenésgnte na amostra de forma a
calcular a percentagem de recuperacao.

Nas figuras 5.9, 5.10 e 5.11 estdo descritos todopassos seguidos em
cada um dos meétodos testados. Todos eles tém emntgrassos de fortificacao
(spiking)da amostra, de extracdo em fase sdlida, de lavadgeemiuicdo, evaporacéo e
de ressolubilizacdo. Com excec¢do do métoddMekebri, A. et al (2009) que nédo
utiliza os passos de evaporacdo e ressolubiliz&stes métodos variam entre eles na
preparacdo da amostra antes da fortificacdo, nolwerdes utilizados no
condicionamento e ativacdo do cartucho de SPEnassno nos solventes utilizados

na eluicdo e resuspensao das microcistinas, queatstente.
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500 mL agua Milli-Q

Adicionar 100 pL de NSO, a 1% m/v

Agitar vigorosamente

Adicionar 5 mL de TFA 10%

Adicionar 5 miL ue UEOH
Condicionamento do cartucho SPE : 10 mL de@Hie 10 mL de KD Milli-Q

Adicionar 75 pL de padrdao MTC-LR de 30 mg/L

Passar a amostra pelo cartucho

Lavar o cartucho com 10 mL de @BH a 10%, 20% e 30%

Secar durante 30 min

Eluir com 3 mL de CEDH acidificado (0,1% de TFA v/v)

Evaporar a secura com fluxo dg 845°C

Resuspender em4 x 100 pL CHOH

Evaporar a secura com fluxo dgd\45°C

Resuspender em 500 pL de {LHH a 70%

Analise LC-ESI-MS/MS

Figura 5.9 —Esquematizacao do procedimento de extracdo decistinas LR a partir

de amostras de aguas efetuado de acordo com oonétetbn, L. et al, 1994
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200 mL agua Milli-Q

Adicionar 200 pL de CkD, e 100 plde TFA

AdicionarZ8 gl loe nadrah A48T L ke DL sp nn

Passar a amostra pelo cartucho SPE

Secar cartucho sob vacuo durante de 5 min

Eluir com™ x"1 ML ‘ga miswura GOH: H,0 acitiificatia cont 4,U5% G€" [ FA"E 0705
de CHO, (90:10,v/v)

Sonicar o eluato durante 5 min

Analise LC-ESI-MS/MS

Figura 5.10 — Esquematizacdo do procedimento de extracdo deoeistinas LR a
partir de amostras de aguas efetuado de acordm coétoddViekebri, A. et al, 2009

200 mL agua Milli-Q

Passar a amostra pelo cartucho SPE
Lavar cartucho com 5 mLJ@ Milli-Q

Secar por vacuo por 30 min

Eluir toxinas com 5 mL de C}®H com TFA 1%

Secar sob fluxo de Jv 40°C

Dissolver em 1 mL de C}®H a 70 %

Sonicar durante 5 min

Analise LC-ESI-MS/MS

Figura 5.11 — Esquematizacdo do procedimento de extracdo deocistinas LR a

partir de amostras de aguas efetuado de acordm ¢coétodd-erranti, P. et al, 2009
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Uma vez analisadas todas as amostras por cada snmmdtodos, as
percentagens de recuperacdo de MCT-LR foram cdlasileom base na area dos picos
cromatograficos obtidos na andlise da amostrafitatia e da solugdo padrdo de
trabalho corrida na mesma andlise, de acordo cequacado 5.1. Na tabela 5.3 estédo as
percertagens de recuperacdo obtidas para cada smmétdos de extracdo de

microcistinas em estudo.

Area do pico do analito na amostra

Recuperacio (%) = X 100% (5.1)

Area do pico do analito no padrio

Tabela 5.3 —Percentagens de recuperacdo (%) obtidas em fudgamétodo de
extracdo de MCT-LR testado.

Percentagem de

Método de extracdo Concentracéo do padréao .
recuperacao (%) = Erro
testado de MCT-LR
padréo (n = 3)
Lawton, L.et al, 1994 500 pg/L 195+84
Mekebri, A.et al, 2009 300 pg/L 95+6,3
Ferranti, Pet al, 2009 600 pg/L 59,4+5,0

Observando as percentagens de recuperacdao de MCieddtadas na
tabela 5.3 é possivel verificar que de forma gasapercentagens obtidas sdo muito
baixas, em comparacdo com as percentagens de rac@ipebtidas pelos autores do
método. As percentagens de recuperacao obtidasapdon, L.et al, 1994 e Ferranti,
P. et al, 2009 para dois niveis dpikingde MCT-LR variam entre 90 e 75% e entre
72,6 e e 96,5%, respetivamente. Com um nivedpeing inferior, Mekebri, A. et al
(2009)obtiveram percentagens de recuperacdo superid@3a.

A diferenca entre estes valores e os resultadaos @gidos podem ser
devidos a utilizacdo de diferentes cartuchos deagkd em fase solida, embora o
cartucho utilizado tenha sido também um de fasersav Outros fatores poderdo ser
apresentados para este facto, nomeadamente umamdigicnamento e uma ativacao

ineficiente do cartucho de forma a que a sua mafiz tenha ficado bem preparada
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para receber a amostra e reter as microcistinasan os passos de evaporacao e
subsequente solubilizacdo também podem ter ocopeddas de toxina que depois se
refletiram nestes valores baixos.

Por ter apresentado, nos estudos preliminareszadak, o maior valor de
eficiéncia de extracdo para MCT-LR, o métodoFamranti, P.et al, 2009 foi o método
escolhido e aplicado a extracdo das outras vasagemicrocistinas em estudo. De
forma a tornar este método de extracdo ainda rfieierge, foram efetuados estudos de
extragdo de microcistinas com recurso a outrosidaos de extracdo em fase sdlida,
com fases estacionarias diferentes. Para tal,stoidado a eficiéncia de extracdo dos
seguintes cartuchos de SPE: Varian Bond Elut Bo®,ni2g 3 mL; Chromabond C18 ec,
200 mg 3 mL; Chromabond C8 , 200 mg 3 mL e Chromdlgasy, 200 mg 3 mL. Na
tabela 5.4 estédo representadas as percentagessupenacao obtidas para cada um dos

cartuchos de SPE testados.

Tabela 5.4 -Percentagens de recuperacéo (%) obtidas em fulefi@mse estacionaria

cartuchos de SPE testados.

Concentracéo do Percentagem de recuperacéo (%) + Erro
Cartucho -
padrdo de MCT- padréo (n=3)
de SPE
MIX MCT-RR MCT-YR MCT-LR

Chromabond C18

500 pg/L
H ec, 200 mg 3 mL 26,2£5,2 331%58 432+25

Chromabond CS8,

500 pg/L . N .
" 200mgamL 6183 544x17.2 57,1+14,9
500 LA/l Chromabond Easy,
+ + +
H 200mgamL  89rLl 436+3,1 475+2,0

Varian Bond Elut

500 ug/L
Ho Env, 200 mg 3 mL 64,2445 66,6 £4,5 82#71,6

Todos os cartuchos de extracdo em fase solidaadds sdo cartuchos de
fase reversa com composi¢des quimicas diferentesa@uchos de SPE Chromabond
C18 ec, sao constituidos por uma matriz de silicalificada por grupos octadecil
(C18), de forma a reter compostos apolares. Osatas Chromabond C8 sdo muito

semelhantes aos C18, pelo que sdo também conssitgiok uma matriz de silica
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modificada, no entanto a modificacdo ocorreu poicéad de grupos octil (C8),
proporcionando a retencdo de compostos moderadanpatdres. As matrizes dos
cartuchos Chromabond Easy e Varian Bond Elut Enwsastituidas por polimeros de
elevada pureza, mais precisamente por poliesticiwmilbenzeno. Observando os
valores de percentagens de recuperacao obtidosgdsaum dos cartuchos em estudo €
possivel verificar que os cartuchos Varian Bond Elov, com particulas esféricas de
125 um de diametro ligadas entre si, mostram serais eficientes na extragéo das trés
variantes em estudo, pelo que revelaram percergatgerecuperacao entre 64,2 £ 4,5 e

82,7 + 1,6 sendo estas, entao, consideradas caria\ais.

5.3.3. Estabelecimento do método de extracao

De forma a monitorizar a producdo e a libertagdonderocistinas em
culturas deM. aeruginosaantes e depois da infecdo com cianofagos, fabekicido o
meétodo de extracdo, que a seguir se descreve, @ndatencdo os varios testes de
otimizagdo anteriormente realizados.

Na extracdo em fase solida o condicionamento dwmaay Varian Bond
Elut Env, foi efetuado com a passagem de metarof@ga da gravidade, para que a
matriz ficasse bem preparada para receber o seldenativacéo, a agua. A passagem
da agua pelo cartucho de extracdo foi realizadavpouo usando um sistema de
extracdo vacumnanifold Se a matriz do cartucho estiver bem preparadeeiest uma
maior quantidade de microcistinas, pelo que estardser sempre bem condicionada. O
fluxo da amostra a passar pelos cartuchos de SPEoftinuo e controlado, ndo
excedendo os 5 mL/min. Apés a lavagem dos carty@sbss foram bem secos durante
30 min. O processo de secagem foi efetuado poradg®omba de vacuo. A eluicdo das
microcistinas com metanol acidificado com 0,1% d&ATfoi efetuada pela acdo da
gravidade, para que o eluente arrastasse todadcescistinas aderidas a matriz do
cartucho. O eluato obtido foi sujeito a evaporgg@oum fluxo de azoto. A evaporacéo
foi efetuada a uma temperatura aproximada de 4¥@nodo a que a evaporacao do
solvente de eluicdo decorresse de forma estakdliza&d residuo seco obtido foi
solubilizado em metanol aquoso (70%) tendo o cuwdBEpassar muito bem as paredes
do tubo de recolha do solvente. Apds a adicao besie, as amostras foram sonicadas
de forma a garantir a total solubilizagéo das nesistmas. Por fim, os extratos obtidos
foram transferidos cuidadosamente pasds escuros (ambar), para evitar a degradacao
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fotoquimica das amostras. O manuseamento das aestios padrdes foi executado
com precau¢do, uma vez que as microcistinas sastésuins hepatotoxicas. Neste
sentido, a transferéncia das microcistinas paraias assim como a preparacao das
solucbes padrao de trabalho analisadas em simalt@me as amostras, foram efetuadas
nahotte estando o analista devidamente protegido comeblatgas. Os extratos obtidos
e as solucdes padrédo de trabalho foram armazemad¥C até ao dia da andlise por
LC-ESI-MS/MS para evitar sua degradacdo. A andbsefetuada no préoprio dia da
extracdo. Quando tal ndo foi possivel as amostrasnf reservadas a -20°C, para que
nao ocorresse degradacao da amostra. Antes daeriéliadicionado acido férmico as
amostras e aos padrdes de trabalho para promof@macéo de ibes na fonte de
ionizagédo, facilitando a detegcdo em modo MS e MS/REo mesmo motivo, a 4gua e
0 acetonitrilo utilizados como eluentes no procedso separacdo cromatografica
continham também acido férmico. Uma vez acidifigd@s solventes foram
primeiramente submetidos a sonicacdo, de formanénelr eventuais bolhas de gés e s6
depois foram utilizados. Antes da analise das ammmst sistema de HPLC foi limpo
através da passagem de solventes de limpeza (rhetgna 70:30, v/v). A passagem de
metanol e de agua Milli-Q pelo sistema permitiu oger todos os solventes e
impurezas que eventualmente tivessem ficado retid@sstema.

As microcistinas em estudo, eventualmente prodsezmdas estirpes PCC
7820 e 7005, foram analisadas por LC-ESI-MS/MS, memmpo total de 26 min, sendo
todas as variantes eluidas nos primeiros 10 miordem de eluicdo esperada sera,
entdo, RR, YR e por fim LR. Os espetros de masstsi@ariantes serdao obtidos em
modo de ionizacdo negativo. Sdo esperados, nos@spe MS/MS, picos maioritarios
de razdo massa/carga 10h%&z,1026 m/zou de 976n/zresultantes da detecdo dos ides
produto da fragmentacéo dos ides percursores de&RRuU de LR, respetivamente. A
quantidade de microcistinas detetadas nas amasragieterminada através da relagédo
entre a area dos picos cromatograficos da amostrare a area do padrdo respetivo
analisado paralelamente.

Estas foram as condicdes estabelecidas para a ampagio, por LC-
MS/MS, da producéo e da libertacdo de microcisterasculturas deéM. aeruginosa,

antes e depois da infecdo com cianéfagos.
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Capitulo V!

Estudo de fatores bioldgicos eventualmente
condicionantes da producéo de microcistinas enucallt

6.1. Introducéo

Como foi referido, ao longo dos ultimos anos térdosefetuados varios
trabalhos experimentais de forma a estudar a imfiaé&de fatores ambientais, incluindo
fatores biologicos, no crescimento de cianobacédasim como na producdo e
libertagdo das suas toxinas em culturas de lab@atds virus, no ambiente parecem
atuar como agentes de controlo biolégico, poderssorair um papel importante na
reducdo da densidade populacional destas populdg@dptanctonicas(Suttle, C.,
2000).

No presente capitulo apresentam-se o0s resultadosexgeriéncias de
monitorizagdo da producéo e libertagdo de microeistao longo do crescimento de

culturas deM. aeruginosantes e depois da infecdo por cianéfagos.

6.2. Materiais e Métodos

6.2.1. Culturas de cianobactérias e cianéfagos

Ao longo deste trabalho experimental utilizarameeas culturas de
cianobactérias adquiridas anteriormente a cole@aulturas de cianobactérias do
Instituto Pasteur (Paris), nomeadameévit@eruginosaPCC 7820 M. aeruginosdCC
7005. M. aeruginosaPCC 7820 foi isolada por R. Stewart, em 1975, ngolLde
Balgavies, EscoOcia e foi caracterizada como senuda estirpe de cianobactérias
produtora de toxinas, nomeadamente microcistihhs.aeruginosaPCC 7005 foi
isolada em 1946 do Lago Mendota, no estado de WsatoUSA, por W. Koch e é

caracterizada como estirpe nao produtora destasagx

78



Ensaio de um método de analise de microcistinas @eESI-MS/MS

Como fator bioldgico, utilizaram-se cianéfagos Me aeruginosa.Estes
cianéfagos foramisolados do Lago Erie no estado de Michigan (USAjoem
designados por Ma-L201 (Mesquita, S.,et al, 2009) O concentrado viral liquido
utilizado ao longo do trabalho experimental foi idbtde acordo com o método

desenvolvido poMesquita, S. (Tese de Doutoramento em preparacéo)

6.2.2.Cultivo e manutencao das culturas

As culturas deM. aeruginosaPCC 7820e M. aeruginosaPCC 7005 foram
cultivadas em triplicados biolégicos no meio dewal BG11, descrito pdstanier, R.
et al, 1971 (Anexol). Por questbes que se prendem com a acétedo crescimento de
M. aeruginosaem situacfes de maior densidade celular (d.cndoessario comecar o
cultivo em volumes pequenos, com progressivo aunrsiescala por repicagem.

Numa fase inicial, inocularam-se 5 mL de culturatdorem 95 mL de meio
BG 11 estéril (1:20 v/v) em baldes Erlenmeyer diFo/de 250 mL. As culturas foram
mantidas num fitoclima com temperatura de 25 + 836tensidade de radiagdo média
de 15 umol.miit durante 16 horas por dia (Figura 6.1). Esta ilugfioafoi obtida
mediante a utilizacdo na proporcao 1:1 de lamp@dat White 36W/20 (OSRAM L) e
Cool Daylight, Energy Sarver 36W 65 (OSRAM L).

Quando as culturas alcangcaram a fase exponenc@edeimento (cerca de
30 dias depois de cultivadas) foram repicadas ploicdo 1:20 (v/v) para balGes
Erlenmeyer de vidro de 1L e posteriormente parsctra de cultura de poliestireno com
tampa ventilada (1L Orange Scientific). A repicag#as culturas para grandes volumes
ocorreu na fase exponencial de modo a que naoessertimitacdo do seu crescimento,
quer por deficit de nutrientes, quer por excesso de metabolitosindacios
eventualmente concentrados nas culturas. As csjtwena vez repicadas, foram

mantidas nas condi¢cdes de temperatura e de indelesae radiacdo acima descritas.

1 Z substitui a familia atualmente ainda desconhecida
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Figura 6.1 — Culturas deM. aeruginosaPCC 7820e M. aeruginosaPCC 7005 em
crescimento em balGes Erlenmeyer de 1 L (A) e astls de cultura de poliestireno de
1L (B) no fitoclima.
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6.2.3. Desenho experimental

6.2.3.1. Monitorizacdo do crescimento e libertacdo de cmaxinas

em cultura

Estudou-se o espetro continuo de absorcdo, ebrard e 800 nm, obtido
para amostras de cada um dos replicados das suttagaduas estirpes, utilizando um
leitor espetrofotométrico de micropladdistek Synergy 4 microplate readgnexo 1).

O crescimento das culturas e aeruginosaPCC 7820 M. aeruginoséPCC 7005 foi
acompanhado por leituras das densidades 6ti¢as680 nmA = 730 nm é. = 750 nm

no espetrofotometro JenWay Genova. Para tal, ig& gbr semana durante 70 dias,
retirou-se, na camara de fluxo laminar, uma amal&ra mL de cada um dos replicados
das culturas em baldes Erlenmeyer de vidro e peacsd a leitura da densidade o6tica
(d.o.).

Em simultdneo, o crescimento das culturadvideaeruginosafoi também
monitorizado por observacdo microscopica, maisigmetente através da contagem e
medicao de células, estimando-se como parametrosedoimento o n° de células por L
e 0 biovolume total (miL). Assim, um dia por semana durante os 70 diasqee
decorreu a experiéncia retirou-se, na camara ae faminar, uma amostra de cada um
dos replicados das culturas e fixou-se com gludefdb a 25% (para microscopia,
Merck) refrigerado, para uma concentracdo finalée (v/v). As amostras uma vez
fixadas, conservaram-se no frio até ao dia da Weg@o microscopica de modo a nao
haver degradacdo das ceélulas. As célulasMleaeruginosaforam observadas,
quantificadas e medidas em microscopia de epifbo@mcia (Microscopio Leitz
DMLB, com oculares HC Plan 12.5x/16 (Leica), cometiba de imersdo Plan Apo
63x/1.32-0.6, camara fotografica digital Leica D@OFX, esoftwarede aquisicdo de
imagem Leica QWin versao 3.2.1) utilizando o flwomo proflavina monoclorada
(Fluka) de acordo com o método ¢HAAS, L., (1982) Para a visualizacdo em
microscopia de epifluorescéncia dos pigmentos filoras intercalou-se um filtro
verde (Leica LP590 N2.1) rfeixe de radiacao ultravioleta de modo a obterictun um
comprimento de onda entre 515 nm e 560 nm capaxdtar a sua autofluorescéncia.
A visualizacdo de outros pigmentos fotossintéticelsy preparagfes coradas com
fluorocromo proflavina, foi facilitada pela utiligdo de um filtro azul (Leica LP515 13)

de modo a obter luz com um comprimento de onda &&® nm e 490 nm.
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Todos estes procedimentos de monitorizacdo dainresto das culturas
encontram-se detalhadamente descritos no anexo 1.

A producéo e libertacdo de cianotoxinas, nomeademamcrocistinas,
foram acompanhadas por LC-ESI-MS/MS. Para tal,5dem 15 dias durante os 70 dias
em que decorreu a experiéncia, retirou-se, na @defluxo laminar, uma amostra de
30 mL de cada um dos replicados das culturas eepomsse no congelador para
posterior analise. Antes da analise por LC-ESI-MS/Ms amostras dé. aeruginosa
foram sujeitas a um conjunto de tratamentos dedanextrair, limpar e concentrar as
suas endotoxinas. O método Miekebri, A., et al (2009)foi o método eleito para
provocar a lise celular e subsequente libertac&tra@@o) das microcistinas. Este
método consistiu em expor as amostras a um ciclcamgelacdo-descongelacéo
agitacao e posteriormente a uma extracao por figgagéo. O sobrenadante resultante
da centrifugacao foi diluido e reservado. O sedimgpelle)) foi sujeito a um ciclo de
extragdo complementar que consistiu na adicdo dealwente de extracao (mistura de
CH3OH:H,0 acidificada com 0,1 % de G8,e 0,05% de TFA 90:10, v/v), sonicacgédo e
centrifugacédo, de forma a garantir que todas asomgtinas deM. aeruginosaossem
devidamente libertadas. [i2lletresultante desta ultima centrifugacéo foi desdartao
sobrenadante diluido e reservado. Depois da lif@otale todas as microcistinas, os
sobrenadantes foram sujeitos a um processo de;@ateam fase soélida, evaporagéo e
ressolubilizacdo, como se indica na figura 6.2e psbcesso de purificacaddan up)e
concentracdo foi baseado no métodoFderanti, P., et al (2009) uma vez que este
mostrou ser o método com maior fiabilidade em terd®percentagens de recuperacgao,
como descrito no capitulo anterior. Uma vez dedosios processos de tratamento e
extracdo, as microcistinas foram entdo analisadas pC-ESI-MS/MS e
subsequentemente identificadas por comparacacedyss de retencéo e do espetro de
MS/MS com os das solu¢des padréo de microcisthgsiantificagdo das microcistinas
detetadas foi efetuada pelo método de calibrac@srexusando uma solucao padrédo de
referéncia com concentracéo conhecida de 50 pg/ld®®00 pg/L (figura 6.2). Todo

este procedimento encontra-se detalhadamente tdescranexo 1.
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M. aeruginosa PCC 7820 e PCC 7005

Cultivo

Monitorizagdo do crescimento Monitorizagao da produgao e libertagao de MCT

Preparacdo das amostras antes da analise

Lise celular

Extragdo

Procedimento de purificagdo

Evaporagao

Ressolubilizagdo

Identificacdo das MCT detetadas
Comparagdo com o padrdo

Quantificacdo das MCT detetadas
Aplicagdo do método de calibragdo externa usando uma
solucdo padrdo de referéncia com concentracdo conhecida

Figura 6.2 — Delineamento experimental para a monitorizagdccrscimento e da

producao e libertacdo de microcistinas de cultdedgl. aeruginosaPCC 7820 e PCC
7005.
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6.2.3.2. Monitorizacdo da producdo e libertacdo de micrmzst
apos infecdo viral com cianéfagos

A producdo e libertacdo das microcistinas, apéscad das culturas dé.
aeruginosaPCC7820 e PCC7005, com um concentrado viral lgguiml monitorizada
por analise LC-ESI-MS/MS dos replicados infetadosd® infetados, no inicio da
infecdo e 31 dias apos a infecdo viral. Para talcdmara de fluxo laminar, infetou-se
trés de seis replicados de 100 mL das culturad.deeruginosga com 8 dias de cultivo
em BG1l1l em frascos de cultura de tecidos (1 L QraBgentific), com 8 mL de
concentrado viral liquido Ma-LB1. Este concentrado viral liquido foi previamente
avaliado de uma forma geral, em termos do niumernpadiiculas semelhantes a virus
(VLP —Virus Like Particley de acordo com o procedimentoleble, R. & Fuhrman,

J. (1998),conforme descrito no Anexo 1. Imediatamente aiseginfecdo, as culturas
foram suavemente homogeneizadas e procedeu-selhargle uma amostra de 30 mL
de cada um dos replicados bem como dos replicanlgsmtrolo negativo. As amostras
e os controlos negativos foram imediatamente coades no congelador para analise
posterior. O crescimento destas culturas tambémédwiitorizado por d.o.. Assim, dois
dias por semana, recolheu-se assepticamente 2 mtadee replicado das culturas
infetadas com cianéfagos e dos respetivos conteolm®mpanhou-se 0 seu crescimento
com leituras de d.o. aos trés comprimentos de endastudo. Decorridos 31 dias ap6s
a infecdo, as culturas apresentavam claros inddi@ateclinio e lise celular, pelo que se
finalizou a experiéncia. Para tanto, recolheu-sea tamostra de 30 mL de cada
replicado das culturas infetadas e dos respetioogralos negativos para posterior
andlise por LC-ESI- MS/MS. Todos estes procedingrassim como, os efectuados na
preparacdo das amostras para analise por LC-ESI/MBIS encontram-se
esquematizados na figura 6.3.

Para além deste, foram realizados outros dois Hesesxperimentais que
envolveriam a monitorizacao da producéo e libedagmicrocistinas pd?CC 7820 e
de PCC 7005, também por LC-ESI-MS/MS, de forma aiava influéncia de uma
infecdo e de uma re-infecdo viral com um concenotradal constituido por 3 PFU
(PFU- Plague-Forming Unit de cianofagos Ma-LE)1. No entanto, a monitorizacao
por LC-ESI-MS/MS néo foi exequivel em tempo Utd)gpque as amostras permanecem
congeladas a fim de serem analisadas. A monit@uwdg crescimento destas culturas

por d.o. e a monitorizacdo do numero de PFU naw épo apresentada.
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M. aeruginosa PCC 7820 e PCC 7005

Cultivo

Infecdo Viral
com um concentrado liquido
de 8 mL de Ma-LEZ01
ao 82 dia de cultivo

Monitorizagdo do crescimento Monitorizagdo da produgao e libertagao de MCT

Preparacdo das amostras antes da analise

Lise celular

Extragdo

Procedimento de limpeza

Evaporagdo

Ressolubilizagdo

Identificacdo das MCT detetadas
Comparagdo com o padrdo

Quantificacdo das MCT detetadas
Aplicagdo do método de calibragdo externa usando uma
solucdo padrdo de referéncia com concentracdo conhecida

Figura 6.3 — Delineamento experimental para a monitorizagdccrescimento e da

producéo e libertacdo de microcistinas de cultdedgl. aeruginosaPCC 7820 e PCC
7005 apos infecdo viral com ciano6fagos MaZDE.
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6.3. Tratamento de dados

O tratamento dos dados obtidos em virtude do ltrabexperimental foi
realizado com recurso asoftware GraphPad Prism Versdo 5.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego California USA, wwaptppad.com)..

6.4. Resultados
6.4.1. Monitorizacdo do crescimento e libertacdo de

microcistinas em cultura

6.4.1.1. Espetros de absorcao

As figuras 6.4. e 6.5 mostram os espetros de asaigs triplicados das
culturas deM. aeruginosaPCC 7820 eM. aeruginosaPCC 7005, respetivamente.
Como referido anteriormente, estes espetros degiwsoontinuos foram tracados para
comprimentos de onda crescentes, a intervalos aen]@ntre os 350 nm e os 800 nm,

incluindo assim a zona do visivel.
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Figura 6.4 — Espetro de absorcao tracado de 10 em 10 nne esnt8B50 nm e os 800
nm, para um dos triplicados biolégicos Me aeruginosaPCC 7820. As setas a preto
indicam os picos referentes a absorcdo de clom@éla seta cinzenta o pico referentes a

detec&o de outro pigmento fotossintético.
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Figura 6.5 — Espetro de absor¢&o continuo tracado de 10 emml@ntre os 350 nm e
0s 800 nm, obtido para um dos triplicados biolégideM. aeruginosaPCC 7005As

setas a preto indicam os picos referentes a alusde;élorofilaa.

Observando as figuras 6.4 e 6.5 pode-se constagaambas as estirpes de
M. aeruginosaapresentam claramente dois picos de absor¢céo rgw Ide todo o
intervalo de trabalho. A presenga de um pico efd@ nm e 450 nm e de outro entre
650 nm e 700 nm (picos devidamente assinaladosgneafcom uma seta a negro)
resultam da absor¢éo do principal pigmento fotéésao das cianobactérias, a clorofila
a. De acordo conBarsanti, L., et al (1990) a clorofilaa no espetro de absor¢éo do
visivel pode absorver a 440 nm, 580 nm e a 680D@enforma pouco evidente, mas
assinalado na figura com uma seta a cinzento, @a@gir sobretudo para PCC 7820
um pico de absorcdo alargado, entre 550 nm e 650qne podera eventualmente
resultar da sobreposicdo de picos de absorcédo tlesopigmentos fotossintéticos
presentes nas cianobactérias, nomeadamente, fic@ei(550 nm) e ficocianina (620
nm) (Barsanti, L., et al, 1990) Como foi referido no capitulo I, as ficocianins&o
responsaveis pela cor azul tdo caracteristicastasreas formadas pelas cianobactérias.
Estes pigmentos fotossintéticos assessorios pana @ absorverem luz no espetro do
visivel na zona do laranja, absorvem também na zmainfravermelho, mais
precisamente a 730 nm. No entanto, nenhum pichsiergdo a 730 nm foi observado

nos espetros tracados para as duas estirgds aleruginoseem estudo.
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Apesar disso, e de acordo com os dados reportadoditeratura
(Kaebernick, M., et al, 2000; Cummings, M., 2002; Pearson, Let al 2004)optou-
se por monitorizar o crescimento das culturasMdeaeruginosapor leitura das suas
densidades oticas’a= 680 nm e\ = 730 nm, utilizando para correcado da turvacdo a
leitura aA = 750 nm(Sangolkar,L. et al, 2008) Esta correcéo € tanto mais relevante
guanto se sabe que apesar de unialgais, as cuR@@s7820 e PCC 7006 ndo sao

axénicas.

6.4.1.2. Monitorizacdo do desenvolvimento Nk aeruginosa

6.4.1.2.1. Densidade o6tica

A monitorizagdo do desenvolvimento das culturasvideaeruginosaPCC
7820 eM. aeruginosaPCC 7005, cultivadas em frascos de vidro, efetpaddeitura da
d.o. a 680 nm e a 730 nm é ilustrada pela figuBa Bstdo representados os valores
médios de d.o. dos triplicados de cada uma dasgrag|tassim como 0s respetivos erros
padrdo. Estes valores médios foram obtidos apa®gim com os valores de d.o.
resultantes da turvacdo da amog8angolkar, L., et al, 2009).
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Figura 6.6 — Monitorizac&o do crescimento Ne aeruginosaPCC 7820 (Al e A2) e de
M. aeruginosaPCC 7005 (B1 e B2) a 680 nm (Al e B1) e a 730 Agth€ B2), com
representacdo dos valores médios (n = 3) e dostiesp erros padrdo. Verifica-se em
algumas situacfes a omisséo dos erros padraoeon $nfimos.
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Observando a figura 6.6 Al € possivel verificar ueaeruginosaPCC
7820 ap6s o inéculo demorou 40 dias a adaptar-sewam meio nutritivo BG11, sem
multiplicac@o celular significativa. Apos os 40 glientrou em fase exponencial de
crescimento, mantendo se assim até ao ultimo diaatatorizacdo, sem que se tenha
verificado uma fase estacionaria ou de declinicunaa de crescimento. E possivel
verificar também que a monitorizagdo do crescimel@sta estirpe a 680 nm revelou
valores de d.o. maiores em relacdo a monitoriza¢&®0 nm. Para a estirpe PCC 7005
de M. aeruginosaa monitorizagdo do seu crescimento também reveklmores valores
de d.o. a 680 nm, no entanto nunca alcancou vatlereso. iguais ou superiores aos da
estirpe PCC 7820. A monitorizacado do crescimentddaeruginosaPCC 7005 por
d.o. revelou que ap6s um periodo inicial de cresotmlento até ao 22° dia, a cultura
deixou de crescer, variando os valores de d.otrdgsreplicados em torno de valores
meédios iguais ou inferiores aos registados no R2°NBo foi, portanto, detetada uma
verdadeira fase exponencial de crescimento, tesdés replicados entrado em total
senescéncia. Observando a figura 6.6 B2 é possaivificar que ha uma dispersao de
dados de tal forma que a monitorizacdo do cresd¢ondaPCC 7005 em termos de

quantidade de ficocianina nao foi possivel.

6.4.1.2.2. Densidade celular e biovolume

A monitorizacdo do crescimento das estirpes PC® 82PCC 7005 foi
também realizada através da densidade celular ¢oudee células/L) e da biomassa,
mais precisamente através do célculo do biovolumé/d aeruginosa(mnt/L). A
figura 6.7 ilustra as médias e os respetivos gueabdo do numero de células e

aeruginosd. e biovolume, calculados para cada uma das asteim estudo.
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M. aeruginosa PCC 7820 M. aeruginosa PCC 7005
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Figura 6.7 — Evolucdo da densidade celular (nmero de célylas/do biovolume
(mm*/L) das culturasM. aeruginosaPCC 7820 (A) e PCC 7005 (B) ao longo de 70
dias, com representacdo dos valores médios (n=@dserespetivos erros padrao.

Verifica-se em algumas situacdes a omissao dos paardo, por serem infimos.

Observando a figura 6.7 € possivel verificar queimero de células/L de
PCC 7820 aumentou ao longo do tempo de cultivaando entre 1,1x1e 5,1 x16,
méaximo relativo atingido ao 70° dia. Ndo se considelevante a ligeira inflexao
registrada ao 45° dia, dado o elevado erro padséacedo a média dos valores para
esse dia. Em termos de biovolume, é possivel varifgue esta estirpe dd.
aeruginosaaumentou ao longo do tempo, variando entre 13&104x16 mnt/L. A
ligeira diminui¢gdo no biovolume de PCC 7820 45° diareflete o sucedido com a d.c.
estimada, que esta na base do calculo deste paramietomparacao entre estas duas
curvas ilustra o aumento do biovolume celular méat® ao 60°, aumento que foi
particularmente acentuado, atingindo os 15%, até78dia da experiéncia (cf. tabela
6.1). Verificou-se que este aumento relativo dasedsdes celulares com o tempo foi
significativo (P () < 6,3x10°%.

Em relacdo ao nimero de célulasMieaeruginosaPCC 7005/L de cultura
€ possivel verificar que este aumentou até aoid5¥ealcultivo, decaindo drasticamente
até ao ultimo dia da experiéncia no qual atingiuvator minimo de 1,3xT0células/L.
Assim, o n° de células/L desta estirpe ao longtedwpo variou entre 1,1xi@ 1,3x18
células/L. Em termos de biovolume esta estirpe atmoeclaramente até ao 32° dia,
sucedendo-se um ligeiro aumento até ao 45°diaterpaente um decaimento até ao
Gltimo dia de cultivo, variando entdo entre 1,7&06,2x10 mn?/L. A comparacéo

entre a curva do numero de células e a do biovqlilostra o aumento do biovolume
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celular médio até ao 60° dia de cultivo, aumente fqi particularmente acentuado,
atingindo os 13%, entre o 17°dia e o 32° dia geeméncia (cf. tabela 6.1). Verificou-se
gque este aumento relativo das dimensdes celularedempo foi significativo (Ry§)

< 1,6x10%).

Comparando as densidades celulares das duas gsimpestudo € possivel
constatar que, ao longo do tempo em que decorexperiéncia, a cultura da estirpe
PCC 7005 nédo atinge a d.c. de PCC 7820, sendo gumsaktasos inferior em uma
ordem de grandeza. Esta relacdo de inferioridadenéequentemente registrada no
biovolume, dado que o numero de células estd na thascalculo deste parametro
bioldgico de crescimento.

Durante o processo de contagem do numero de cé&uties medicdo das
células para o calculo do biovolume foram tiradgsiraas fotografias das culturas de
M. aeruginosaem estudo. A figura 6.8 apresenta céluladdeeruginosaPCC 7820 e
de M. aeruginosaPCC 7005 recolhidas ao 7° dia (A) e ao 70° djaéBcultivo, onde é
observada lise celular das células de PCC 70050aalida de cultivo (B2), referida
anteriormente. Estas células foram captadas comnu@wgaina fotografica diretamente
incorporada no microscopio de epifluorescéncia @ot@rcalacdo de um filtro verde

para visualizacao da autofluorescéncia de pigmebosfilinos.

Tabela 6.1 -Dimensdes celulares das estirpes PCC 7820 e PG&CdéM. aeruginosa
ao longo dos 70 dias de cultivo.

Tempo Dimensées celulares (ui (Média, n=3 * Erro padréo)
(Dias) M. aeruginosaPCC 7820 M. aeruginosaPCC 7005
7 5,45 + 0,03 5,53+ 0,02
17 6,25+ 0,03 5,83+0,08
32 6,58 £ 0,06 6,56 + 0,04
45 6,83 +0,10 6,83+ 0,10
59 6,96 + 0,04 6,96 + 0,04
70 6,40 + 0,06 6,78 £ 0,09
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M. aeruginosaPCC 7820 M. aeruginosaPCC 7005

M. aeruginosePCC 7820 M. aeruginosePCC 7005

Figura 6.8 — Fotografias em microscopia de epifluorescénciaan®stras deM.
aeruginosaPCC 7820 e dM. aeruginosaPCC 7005, recolhidas ao 7° dia (A) e ao 70°
dia (B) de cultivo, observadas com uma ampliacad@8¥#5x e visualizadas com filtro

verde.

6.4.1.2.3Taxas especificas de crescimento celular e tempdsiglicacdo

A taxa especifica de crescimento celular € o tempo de duplicacatd)
séo dois parametros bioldgicos indicadores da e#@olalo crescimento de uma cultura
microbiana. SO foi possivel calcular estes parédmagiara os replicados das culturas de
PCC7820, uma vez que os da estirpe PCC7005 naarcime@ entrar em crescimento
equilibrado. Na tabela 6.2 apresentam-se as médias erros padrdo destes dois
parametros de crescimento dos trés replicadosdionl® de PCC7820. O calculo destes
parametros foi executado com base nas d.o. lidi)am entre o 45° e o 70° dia de

cultivo. Este intervalo também foi usado para dsutds baseados quer na d.c., quer no
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biovolume, por corresponder aos declives maximaoslad para as tangentes as curvas
de biovolume. Para o célculo destes parametros lcase no biovolume nédo se
utilizaram os valores de um dos replicados, parsanegativos. As equagodes 1.5 e 1.6,

apresentadas no anexo 1, foram as aplicadas pareaésulo.

Tabela 6.2 —Taxas especificas de crescimento celular e tempatuplicacdo dé/.
aeruginosaPCC 7820 calculados com base nos valores deddcog biovolume.

Parametro bioldgico ~ Taxa especifica de crescimento (did¥ Tempo de duplicacdo (dias)
de crescimento (Média, n=3 +* Erro padrao) (Média, n=3 + Erro padrao)
D.o. a 680 nm 0,03 + 0,00 21+1
D.c (células/L) 0,04 £ 0,02 20+8
Biovolume (mnv¥/L) 0,05+0,01 16 +2

As diminutas diferencas entre as taxas especifieasescimento e entre 0s
tempos de duplicacdo registradas na tabela 6.3, gmmesmos intervalos de tempo,
sugerem presenca de correlacdo entre os valordsodaom os valores de d.c. Com
efeito, foi possivel obter regressdes lineares ifgigtivas entre as medicdes de
crescimento pelos diferentes métodos utilizadodlizihdo os dados relativos aos
replicados que se mantiveram em crescimento etpdidbem todos os pontos em que
se avaliou a d.c, foi possivel obter elevadas ssées lineares entre a d.o. e a d’e. (r
0,93, com uma probabilidade de 92%). A regress@matientre d.o. e o biovoluméxr
0,35), ndo sugere uma forte correlacédo entre asesbe d.o e os de biovolume, como

ilustra a figura 6.9.

8.0x10%q

y = 2.4E+05x - 2,2E+04 4.0x10%q Y =6,01E+06x-1,13E+05
r? =0,9328 r? = 0,3495
.
o 6.0x10%4 ~  3.0x10° o
@ o e
3 £ -
@ 4.0x10%4 £ 20x10%  ceemee=" -
o ~
[0} () L]
OU E 1.0x1064 /
Z  2.0x10%4 2 ————
8 O entTTTTTTEe.
o 0 T P T 1
o 0.100 »*° 0.200 0.300 0.400
) ) ) 1
0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 -1.0x10° D.o. a 680 nm

D.o. a 680 nm

Figura 6.9 — Regresséo linear obtida entre os valores de dde @.c (A) e entre 0s
valores de d.o. e biovolume (B) obtidos pitaaeruginosaPCC 7820 quando esta se

encontrava em crescimento equilibrado.
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6.4.1.3. Producao e libertacdo de microcistinas

A produgéo e libertagdo de microcistinas pelagpestiPCC 7820 e PCC
7005 deM. aeruginosdoram monitorizadas ao longo de 70 dias de culpmoLC-ESI-
MS/MS. De modo a averiguar a intensidade do sieslultante da detecdo da
guantidade de microcistinas presentes nas amosa@s,uma das estirpes em estudo foi
submetida a uma analise preliminar dos dois sodesnias resultantes do processo de
extracdo das amostras relativas ao 7° dia de culfwrante esta analise foram
analisados padrées de MCT de 50 pg/L e de 500 fdg/forma a estimar os dados
obtidos. Foi também analisada uma amostra de mistar CHOH:H,O 70:30 v/v
(branco) de forma a avaliar se o solvente inflig&macintensidade do sinal e também de
forma a efetuar uma limpeza do sistema cromatagré&intre cada andlise das culturas.
Para simplificar e proporcionar uma melhor percegdobrenadante obtido a partir do
extrato bruto das culturas sera designado por sablemte e o sobrenadante obtido pelo
processo de extracdo complementar com@HHH,O acidificada serd designado por
pellet Na figura 6.10 e 6.11 estao representados asidie do sinal das microcistinas
detectadas no sobrenadante epetiet de M. aeruginosaPCC 7820 éVl. aeruginosa

PCC 7005, respetivamente, assim como nas soluadedq

Inteﬂs.—_ 001-0301.D: TIC -All MSn

zooo_i ||

x107 _] 002-0401.D: TIC -All MSn

MCT-LR

0.6
0.4 H
0.2 H

MCT-LR 005-0801.D: TIC -All MSn

1.5 - C
1.0 H
0.5 4
XJC.)OQ': 008-0201.D: TIC -All MSn
g1 p MCT-LR
6]
4 MCT-YR
] MCT-RR
5]
xlo%_- 009-1302.D: TIC -All MSn
1 E MCT-LR

B MCT-RR MCT-YR
14 K
o E T T T T . T T T T

io0 1‘5 2‘0 j j j 25 Tlme[min]

Figura 6.10- Intensidade do sinal do branco da amostra (Apade variante de MCT
detetada no sobrenadante (B) e mellet (C) de um replicado biologico ddl.
aeruginosaPCC 7820 ao 7° dia de cultivo e dos padrbes de-MCT, 50 pg/L (D) e
de 500 pg/L (E).
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Observando a figura acima é possivel verificar gueLC_ESI_MS/MS so6
foi detetada no sobrenadante de PCC 7820 a predengaa variante de microcistinas,
nomeadamente, a variante LR. A detecdo desta ownat foi confirmada por
comparacdo com o padrdo de 500 pg/L, mais precidamaravés do tempo de
retencdo e dos espetros de MS/MS de MCT-LR apdesntna tabela 6.3. Verifica-se
também que a intensidade do sinal obtida paravesiante € superior a do padrédo de
MCT de maior concentragcdo conhecida (500 pg/L)eermio esta sobrevalorizada pela
intensidade de sinal do branco da amostra. Nesi@lge optou-se por efetuar uma
diluicdo de 1:10 (v/v) de cada sobrenadanteMdeaeruginosaPCC 7820 com uma
mistura de CHOH:H,O 70:30, v/v. A semelhanca do sobrenadante, é\msadrificar
gue nopellet desta estirpe de cianobactéria também sé se oletaanicrocistina LR,
tendo sido a sua confirmacao efectuada por com@@@gm o tempo de retencdo e com
o espetro de MS/MS do padrdo de MCT de 50 ug/Lempados na tabela 6.4. Em
termos de intensidade os valores obtidos estaaa@bas valores obtidos para o padrao
de MCT de 50 pg/L.

Intens. { I 001-0301.D: TIC -All MSn

1 A

e ZWMM%

XlO% 002-0401.D: TIC -All MSn

1.0—5
o.s—f
i A~ A e\

X?Og E 005-0801.D: TIC -All MSn

2.04 C
1 sd MCT-LR
1.0
0.54
X?O%_g D 008-0202.D: TIC -All MSn
2.0 3 MCT-LR
1.5 3 MCT-RR
2‘; 3 MCT-YR
0.Q 3
x10° 7 009-1601.D: TIC -All MSn
34 E

E MCT-LR
2

E MCT-RR MCT—YM
NE

T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 Time [min]

Figura 6.11- Intensidade do sinal do branco da amostra (Apade variante de MCT
detetada no sobrenadante (B) e mallet (C) de um replicado biol6gico dMl.
aeruginosaPCC 7005 ao 7° dia de cultivo e dos padrbes de-MCT, 50 pg/L (D) e
de 500 pg/L (E).
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Observando a figura acima verifica-se que, embaracromatograma
referente ao sobrenadante d& aeruginosaPCC 7005 tenha sido detetado um
composto com 0 mesmo tempo de retencdo que a taridd, ndo foi detetada
nenhuma das variantes de microcistinas em estuskte. facto € comprovado pelo
espetro de MS/MS seguidamente apresentado na tbelbo entanto, a variante LR
foi detetada n@ellet desta estirpe, sendo a sua detecdo confirmadaopoparacao
com o tempo de retencdo e espectro de MS/MS apaelesnna tabela 6.6. Em termos
de intensidade do sinal, verifica-se que quer asdobrenadante quer a dmellet
encontram-se abaixo dos limites de intensidaderdo sbtidos para o padrao de MCT
de 50 pg/L. A semelhanca dd. aeruginosaPCC 7820, a intensidade do sinal
registrada para o branco da amostra parece nacemafar a intensidade do sinal
registrada quer para o sobrenadante quer paetleidesta estirpe.

As tabelas 6.3 e 6.4 mostram os cromatogramagspesro de MS/MS das
variantes de microcistinas detetadas no sobremademtn uma diluigdo de 1:10, v/v) e
no pellet de M. aeruginosaPCC 7820 ao longo dos 70 dias de cultivo. Os
cromatogramas e os espetros de MS/MS do sobreradalupelletde M. aeruginosa
PCC 7005 obtidos ao longo do tempo de cultivo estficesentados nas tabelas 6.5 e
6.6. Nas quatro tabelas estédo representados ostogmramas e os espetros de MS/MS
para um sO replicado. Apresentando o0s restantebcagps resultados muito
semelhantes ndo se considerou necessario inclusews cromatogramas e espetros
MS/MS.
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Tabela 6.3— Cromatogramas e espetros de MS/MS do sobrenadaiMe aeruginosa
PCC 7820 (1:10, v/v) obtidos ao longo dos 70 dasudtivo.

Tempo de cultivo

(Dias) Cromatograma Espetro de MS/MS das variantes de MCTetetadas
Dias
'men%_- | [p11-1201.D: TIC -All MSn 'menss_: -MS2(994.0), 9.1min #135
X107 MCT-LR x10%3 MCT-LR
1.5 | ' 43
3 | | 3] 975.5
N | | 23
- | | 14
0.0'....,.A...1,0....1,5....2,0...Ti.m,e.[n.]i;1] o:, ———
200 400 600 800 1000 1200 m/z
Intens. | [p05-0801.D: TIC -All MSn] | Intens. ] -MS2(994.0), 9.1min #135
x106] x1054 MCT-LR
1 | | ] 975.7
- 3__
17 1.0 | ! 23
] MCT-LR ;
0.5 | | 13
] | 0- T T T T T T T T by I| T T T T T
0.0 = e T 200 400 600 800 1000 1200 m/z
10 15 20 Time [min]
Intens. | [p05-0801.D: TIC -All MSn] | Intens. -MS2(994.0), 9.1min #135
x106 7 x10°3  MCT-LR
1.5 | | 3 975.8
] | ]
32 1.0 | 27
] MCT-LR ]
05 | I 1
E | | 0 T T T T T T T T r ‘| T T T T T
0.0 200 400 600 800 1000 1200 m/z
10 15 20 Time [min]
Intens._— | p11-1301.DZ TIC -All MSn Intens. -MS2(994.0), 9.0min #135
X10°3 x10%9  McT-LR 075 5
3 | | 0.8 :
] | 1
. 0.6
45 ] N 0
13 | ! 0.2 1
] | | 0.0 T T T T T T T T r "| T T T T T
L e e e e e ey L 200 400 600 800 1000 1200 m/z
5 10 15 20 Time [min]
Intens. K . _
x1073 | [005-0901.D: TIC -All MSn Intens. ] -MS2(994.0), 9.0min #135
3 6]
] | | 07 meTR 975.8
1.00 3 . .
7 | ! 24
0.75 3 . ]
59 E MCT-LR ]
0s0f | . ¥
0.25 3 | .
€101 G e — 0 '2(')0'4(')0'6(')0'8(')0"1'0'00'12'00",'
5 10 15 20 Time [min] m/z
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Intens. | [05-0801.D: TIC -All MSn Intens. MS2(994.0), 9.1min #141
X107 X103 \eTir
6 | | ] - 975.8
70 44 | MCT-LR 1'0':
i | | 0.5
2 b
i | | 0.0 T T T T T T T T r T T T T T T
0t 200 400 600 800 1000 1200 m/z
5 10 20 Time [min]
'nteng‘; -MS2(1037.0), 3.8min #58
Xx10° 3 o
3 MCT-RR 1018.8
1.5
1.0 3
0.5
0.0 T T T T T T T T T Lf‘ T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 m/z
Intens. | | Intens. -MS2(1044.0), 8.8min #135
x106 3 X103 MCT-YR
] | MCT-LR | 504 1025.8
Padréo 153 E
. B T| | 1.5—:
MCT-MIX 1.0 Mc |'YR | 1.0
500ug/L N 053
E | | 0'0 = 1 | 1 | 1 | 1 | 1 . |‘ 1 | 1 | 1
0.0 -——thr—v"r- R rr—r—rrrrrrr— 200 400 600 800 1000 1200 m/z
10 20 Time [min
[min] 'meng- -MS2(994.0), 9.2min #142
x10° | ~
MCT-LR 9758
4_
2 -
0 T T T T T T T T r '| T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 m/z

Observando a tabela acima verifica-se que desdenteip tempo de

monitorizagdo (t = 7 dias) até ao ultimo tempo (fG=dias) foi sempre detetada no

sobrenadante dbl. aeruginosaPCC 7820 a presenca sO da variante LR. A detecdo

desta variante de microcistinas foi confirmada pemparacdo dos seus tempos de

retencdo e dos espetros de MS/MS com os do padr&00ug/L. Em termos de

intensidade do sinal detetado, € possivel verifiter este aumentou de forma gradual

ao longo do tempo, atingindo o seu maximo de index® no Ultimo dia de

monitorizagao.
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Tabela 6.4 —Cromatogramas e espetros de MS/MSpdtiet de M. aeruginosaPCC

7820 obtidos ao longo dos 70 dias de cultivo.

Tempo de cultivo

) Cromatograma Espetro de MS/MS das variantes de MCtetetadas
(Dias)
lnteni: | [005-0801.D: TIC -All MSn Intens. -MS2(994.0), 9.1min #135
x10 1
. 1 MCT-LR
] | | ] 975.6
] 1000
1.0 | I N
7 ] MCT-LR ]
0.5 | [ 5007
] | | 0 ] [ Ll 1 .I. (I
0.0 e T T T T TR U UL UL UL B RSN
20 Time [min] 200 400 600 800 1000 1200 m/z
Intens. | P02-0401.D: TIC -All MSn Intens. | -MS2(994.0), 9.1min #135
x10° x104
| | 1 MCT-LR 975.7
15 | , 47
17 MCT-LR ]
1.0 | 2
|
0.5 T
| | 0 T T T T T T T T bt T T T T T T
0.0 LI e S B s et s e B e e e B B e e 200 400 600 800 1000 1200 m/z
5 10 15 20 Time [min]
'nten%- | P02-0401.D: TIC -All MSn Intens. 7 -MS2(994.0), 9.2min #137
X%)(.)a . | | ] MCT-LR 975.7
0.6 1 | | 10007
32 ] MCT-LR .
0.4—_ | | 500 .
0.2 ]
4 | | 0 ] bt il | ] ol
T | T | T | T | T | T | T | T
0.0 L2f——  ILILALIL [RNLENNLENL N N N N N B B I N N B N I B B B 200 400 600 800 1000 1200 m/z
10 15 20 Time [min]
Intens. | | P11-1201.D: TIC -All MSn Intens. -MS2(994.0), 9.1min #135
X109 X105 ycT-r
b | | 153 975.7
6 - ]
4 | ! 1 0_:
45 4- MCT-LR 3
y | | 051
2 ]
1 | | 0.0 T T 1 T 1 T 1 T % T T 1 T 1
LG B A A e B e B o B S A 200 400 600 800 1000 1200 m/z
5 10 15 20 Time [min]
Intig%: | [005-0801.D: TIC -All MSn Intens. -MS2(994.0), 9.2min #137
X ] 53 T
31 x10
15 | | 41 WMCT-LR 975.7
] | 33
59 1.0 | MCT-LR 5 3
0.5 | | 13
] | | 0- T T T T T T T T LI | T T T T T
OO e e e | | INNLNL A N [ N A Y N N B B B N (N B B 200 400 600 800 1000 1200 m/z

20 Time [min]
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Intens. | 002-0301.D: TIC -All MSn| | Intens. § “MS2(994.0), 9.3min #139
x10 x1059 MCT-LR
2.5 | | ] 975.7
2.0 | | 1.0_:
15 ]
70 MCT-LR .
1.0 | . 0.5
0.5 ]
| | 0.0 T T 1 T 1 T 1 T T 1 T 1 T 1
0.0 e e e 200 400 600 800 1000 1200  m/z
10 15 20 Time [min]
Intens. g N i
e MS2(1037.0), 3.6min #54
2.0 1018.8
1.5
1.0
0.5
0.04— T 1 T 1 T 1 T 1 l|J T T 1 T 1
200 400 600 800 1000 1200  miz
Intens. | MCT-LR | Intens. 4 -MS2(1044.0), 8.8min #132
x105 ] x1043 MCT-YR '
N 1.5 | | 2.0 1025.7
Padrao . E
] 1.5
MCT-MIX 103 wersr | | E
] M(]‘,T—YR | 1.0
50ug/L 0.5 05
E | | 0.0 T T 1 T 1 T 1 T 1 |J T T 1 T 1
ol —r 7+ 200 400 600 800 1000 1200  miz
5 10 15 20 Time[min] | intens. “MS2(994.0), 9.3min #139
x1043 MCT-LR
43 975.7
33
23
13
01— T 1 T 1 T 1 T T 1 T 1 T 1
200 400 600 800 1000 1200  m/z

Analisando a tabela 6.4 verifica-se que a anal@el )l ESI_MS/MS do

pelletdeM. aeruginosaPCC 7820 desde o primeiro tempo de monitorizacad (dias)

até ao ultimo tempo (t = 70 dias) revelou sempoet@¢do da microcistina LR. Em

termos de intensidade do sinal detetado, é possieeficar que, no inicio da

monitorizagao (t = 7 dias) a baixa intensidadeidal $raduziu-se num espetro de massa

com picos interferentes, como mostra o espetro 8W8. No entanto ao longo do

tempo, esta aumentou de forma gradual atingindeuarsaximo de intensidade no 70°

dia de cultivo.

Comparando as intensidades do sinal registradascmosatogramas da

tabela 6.3 com os da tabela 6.4 é possivel afiquara intensidade do sinal resultante

da detecdo de MCT-LR no sobrenadante € superiorsindl da detecdo desta mesma

cianotoxina ngellet
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Tabela 6.5— Cromatogramas e espetros de MS/MS do sobrenadaiMe aeruginosa
PCC 7005 obtidos ao longo dos 70 dias de cultivo.

Tempo de cultivo

(Dias) Cromatograma Espetro de MS/MS das variantes de MCtetetadas
Dias
Intens. 7 | | Intens. -MS2(994.0), 9.1min #135
x105 ] x1043
107 | | 1.00 3 956.4
0.8 E
i | | 0.75 3
7 007 0.50 3
] | | 0'255
0.2 | [\ N 668.3
0.0 -}‘L‘T‘- T !‘- L B s s e e e B LI e 0.00 A= T T 1 by |I T |
5 10 15 20 Time [min] 200 400 600 800 1000 1200  m/z
Intens.—|
x105 | | Intens. -MS2(994.0), 9.1min #135
0.8 4 | | X104:
1 1.00 955.7
0.6 1 ]
- 1 |
0.4+ | | 0.50 3
0.2 | | 0.25 3
0.0 M.ﬁ..'r#..%....A..'.\~.—....... 0.00 7 T T T T
5 10 15 20 Time [min] 200 400 600 800 1000 1200  m/z
Intens. | | Intens. -MS2(994.0), 8.8min #131
x104 3 x1047
] | | 157 949.5
43 =
33 | | 1.0
32 ] ]
2 | | 0.5
13 3
7 | | 0.0 T T 1 T 1 T 1 T 1 ‘| T T 1 T
0 A e e 200 400 600 800 1000 1200  m/z
5 10 20 Time [min]
Intens. | | Intens. -MS2(994.0), 9.1min #135
x104 3 1 McTLR
E | | 3000 975.7
1.004 ]
45 0.75 | MCT-LR 2000
0.50 3 | | 1000 3
0.25 3 3 L
7 0 T T 1 T 1 T 1 T 7 T T 1 T 1
0.00 BG4 RRRe 200 400 600 800 1000 1200  m/z
5 10 15 20 Time [min]
Intens. 4 | | Intens. ‘MS2(994.0), 8.9min #132
x104 7 _
3 | | 6000 - 949.5
1.5 ]
59 3 | | 4000 -
1.0 ]
] | | 2000 -
0.5 1 823.5
E 0 T T T T T T T |I T T T T T T T
00t e 200 400 600 800 1000 1200  miz
20 Time [min]
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Intens. - | | Intens. -MS2(994.0), 9.2min #137
x104 | x1044  MCT-LR
] 975.8
6 | | 1.5
_ | MCT-LR 1.0
" 4 | | :
] 0.5
2 E
T | | 0'0 . [ | [ | [ | [ | I.I | 1 | 1 | 1
O s S 200 400 600 800 1000 1200  m/z
5 10 15 20 Time [min]
Intens. 4 -MS2(1037.0), 3.8min #56
X104_' MCT-RR
] 1018.8
1.5
1.0 3
0.5
0.0 4= T 1 T 1 T 1 I lf T T 1 T 1
Intens. | | 200 400 600 800 1000 1200  m/z
5 MCT-LR
X103 Intens. | MS2(1044.0), 8.8min #132
> | | x1047]
. ] 1  MCT-YR 1025.7
Padréo ] .
10y  mcT-RR | 1.0
MCT-MIX . | MCT-YR | ]
0.5 0.5
50 pg/L ] | | ]
0.0_....,....,....,....,...‘.|.._. ()_o'lllllllll..lmIIIII
5 10 15 20 Time [min] 200 400 600 800 1000 1200 m/z
Intens. -MS2(994.0), 9.2min #137
x1044 MCT-LR
] 975.8
3
24
13
0= T 1 T 1 T 1 L T 1 T 1
200 400 600 800 1000 1200  m/z

Analisando a tabela 6.5 € possivel verificar pomgaracdo com o0s
cromatogramas e com os espetros de MS/MS do pddr&6 ug/L, que de forma geral
nao se observa a presenca de nenhuma variantedeistinas no sobrenadante e
aeruginosaPCC 7005, nem mesmo a variante LR. Registou-seg@b de MCT-LR,

embora vestigial, ao 45° dia e ao 70° dia de aultiv
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Tabela 6.6— Cromatogramas e espetros de MS/MSpdtiet de M. aeruginosaPCC

7005 obtidos ao longo dos 70 dias de cultivo.

Tempo de cultivo

. Cromatograma Espetro de MS/MS das variantes de MCtetetadas
(Dias)
'm‘i”(‘)ﬁf | | Intens. -MS2(994.0), 9.1min #135
x10% 3 1 MCT-LR
159 | | ] 975.5
] 1500 3
7 1.0 | MCT—LRl 1000 3
] | | 3 823.2
0.5 500
] | | 03 N B A
] T T T T T 1 T T T T T T T T
0.0 LA L e B L B B 200 400 600 800 1000 1200 m/z
5 10 15
'n)t(igii | | Intens. 4 -MS2(994.0), 9.1min #135
] 3 wmcT-R
15 ] | | 1000 ] 975.6
] MCT-LR 750
1.0 | | ]
17 ] | | 500 3
0.5 250 3 823.4
] | | 0- T T T T T 1 T I| s '| T T T T T
0.0 L L L e S B 200 400 600 800 1000 1200 m/z
5 10 15
Intens. J | | Intens. "MS2(994.0), 9.1min #135
X105 x104 | MCT-LR
3 | | 975.7
1.5 | | 44
32 1.0 | MCT—LR| 5
0.5 ]
E | | 0 T T T T T T T T r '| T T T T T
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Ao observar a figura 6.6 é possivel verificar goecantrario da analise do
sobrenadante d&l. aeruginosaPCC 7005, a analise duoellet desta cianobactéria
revelou sempre a detecao da microcistina LR. Eméstiaanos dois primeiros tempos se
tenha observado em quantidades vestigiais, ao i@9%al cultivo foi detetada com
grande intensidade (1,30X)0Em termos de intensidade do sinal detetado, édo
possivel estabelecer uma relacéo clara em funcé&ngmo de cultivo.

Comparando as intensidades do sinal registradascmoosatogramas da
tabela 6.5 com os da tabela 6.6 € possivel dizelagatensidade do sinal resultante da
detecdo de MCT-LR npelletde M. aeruginosaPCC 7005 € de modo geral superior a
do sinal da detecéo desta mesma cianotoxina nersadgnte.

Analisando estes resultados e comparando-os comesodtados obtidos
para a estirpe PCC 7820 constata-se que embora tsido sempre a mesma

cianotoxina a ser detetada, a sua intensidadendb\ariou. No sobrenadante da estirpe
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PCC 7005 a intensidade do sinal detetada mostranfsgor a dopellet enquanto para
a para a estirpe PCC 7820 se verificou o contrario.

No decorrer da monitorizacdo da producéo e lib@aale microcistinas ao
longo dos 70 dias de cultivo, foram sempre anabsasm conjunto com as amostras
dois padrdes de trabalho de MCT-MIX de 50 pg/L é&@de pg/L. Para além de estes
serem um ponto de referéncia para a identificac@oiamtificacdo das microcistinas
produzidas pelas duas estirpesMeaeruginosaem estudo, serviram também como
meio de avaliar a linearidade e a estabilidadeedpasta do sistema LC-ESI-MS/MS ao
longo de toda a monitorizacdo. A figura 6.12, come@resentacdo da intensidade do
sinal do sistema em fung&o da concentracdo dewadalas variantes de microcistinas
detetadas na analise de um padréo de MCT-MIX degdl0 e um de 500 pg/L, ilustra a
a ja referida linearidade e a estabilidade de stapip sistema LC-ESI-MS/MS.

A B.
MCT_MIX 50 pg/L MCT_MIX 500 pg/L
4,0x10%+ 6 —e— MCT_RR
-~ MCT_RR 3.010 -
3.5x10° . -= MCT_YR
-= MCT_YR - .
- oeioe _ 3 2.5x10 MCT_LR
2 5%10°4 MCT_LR é) 2.0x106-
2.0x1054 L 15x10°4
1.5x1054 3
s B 10x10° '\'wl
1oxa0] By g
5.0x10*4 E 50x10°%
0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (Dias) Tempo (Dias)

Figura 6.12 —Estabilidade do sistema de LC-ESI-MS/MS ao long@udalise de todas
as amostras, determinada através da intensidadgndb registrada em funcédo da
concentracdo de cada uma das variantes de mianasistletetadas numa solugdo
padrdo de MCT-MIX de 50 pg/L (A) e de MCT-MIX de®Qg/L (B) ao longo dos seis
pontos de amostragem. Estado representados os s/aiw@eios (n=3) e 0s respetivos
erros padrao, verificando-se em algumas situacé®saasonegacao por estes serem

infimos.
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Analisando a figura 6.12 € possivel verificar quesistema de LC-ESI-
MS/MS na detecao das variantes RR e YR, quer nd@pate MCT-MIX 50 pug/L quer
no padrdo de MCT-MIX de 500 pg/L, gerou sempreltadas dentro da mesma faixa
analitica. Ja a detecdo da variante LR dos doigdpacem estudo, variou numa faixa
analitica maior, no entanto, esta variagdo mostémuser relevante.

Uma vez identificada a variante LR como sendo aamte produzida e
libertada ao longo dos 70 dias de cultivo das cadtudeM. aeruginosaem estudo,
procedeu-se a sua quantificacdo. Para tal relacisapde acordo com a equacéo 6.1, a
area do seu pico cromatografico com a area dogoanatografico do seu padrdo assim

como com a concentragao deste.

A a
[MCT gl = AI;C# X [MCTyixlp (6.1)

CTLRP

Em que, [MCT,g], representa a concentracdo de MCT-LR estimada rastean
Apcry, oo @ area do pico cromatografico referente a detégalCT-LR na amostra,
Aycr, p» @ @rea do pico cromatografico referente a detelgablCT-LR no padrao e

[MCT yx]p, @ concentracao do padrao analisado paralelamemte @mostra.

Neste sentido, a figura 6.13 revela a quantidaidé de MCT-LR produzida
e libertada respetivamente pelas estirpes PCC &820C 7005, ao longo de seis pontos
de amostragem durante os 70 dias de cultivo. Astglaales de MCT-LR descritas nas
figuras resultam da média dos trés triplicadosdgjicbs tanto para os sobrenadantes
como para opellets Para comparacdo, apresentam-se também o numesubies/L
obtidos ao longo do tempo de cultivo. Os erros gadassociados estdo também

representados, verificando-se em algumas situacéea sonegacao por serem infimos.
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M. aeruginosaPCC 7820

Al.
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= 6.0 g ¢ 6.0 0.015 \5
] o 3 =
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Figura 6.13 —Quantidade de MCT-LR total produzida e libertada ldo aeruginosa
PCC 7820 (A) e poM. aeruginosaPCC 7005 (B) ao longo de 70 dias de cultivo. e
Quantidade de MCT-LR determinada no sobrenadante pellet (A1 e B1l) Para
comparacao, apresenta-se também a d.c. estimddagmdos 70 dias de cultiv@s
valores representado correspondem aos valores sn@t@) com 0s respetivos erros
padréo, verificando-se em algumas situacdes a amidss erros padréo, visto serem

infimos.

Observando a figura acima € possivel verificar gupiantidade de MCT-
LR total estimada parnsl. aeruginosaPCC 7820 aumenta ao longo do tempo de cultivo
variando entre 0,09 mg/L e 7,17 mg/L. Estes valdeeMCT-LR resultam da soma das
guantidades de MCT-LR do sobrenadante epdilet No entanto, € claro que a
quantidade de MCT-LR é fundamentalmente devida antiade presente no

sobrenadante, por esta representar mais de 99%udatidpde total estimada.
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Relativamente &l. aeruginosaPCC 7005, a quantidade de MCT-LR total estimada
também aumenta ao longo do tempo de cultivo, vdoiantre 0,90 ug/L e 3,6 ug/L.
Estes valores resultam sobretudo da quantidadeadet@opellet uma vez que no

sobrenadante nao foi detetado qualquer quantidadéCT-LR.

6.4.2. Monitorizacdao da producdo e libertacao de
microcistinas apos infecdo viral com ciandfagos

A produgéo e libertagdo de microcistinas pelagpestiPCC 7820 e PCC
7005 deM. aeruginosainfetadas com cian6fagos Ma-EZ&L foram monitorizadas por
LC-ESI-MS/MS antes da infecao viral e 31 dias depta infecéo viral. De notar que
no sentido de facilitar a propagacdo dos virustantes nas culturas se iniciou a
experiéncia com uma elevada d.c., obtida por rgpitadas culturas da experiéncia

anterior, iniciando-se a infegao e respetiva moizigao ao 8° dia deste novo cultivo.

6.4.2.1. Monitorizacao do desenvolvimento Nk aeruginosa

O desenvolvimento das duas estirpedidaeruginosanantidas nos frascos
de poliestireno foi também monitorizado por d.omAnitorizagéo foi efetuada através
da leitura da d.o. de cada cultura a 680 nm, 73Gran750 nm. Apresentam-se aqui
apenas os resultados para a monitorizacdo a 686ommcorrecdo, uma vez que, tal
como sucedeu para a figura 6.6 A2 e B2, a monégéa da d.o. a 730 nm apresenta
maior variabilidade entre os replicados bioldgicos.

A figura que se segue (6.14) ilustra, pois, a nooiziagdo a 680 nm do
desenvolvimento de culturas e aeruginosaPCC 7820 eéM. aeruginosaPCC 7005
com e sem infecdo viral por cian6fagos MaZDE. Como ja se referiu, sdo
apresentados os valores médios dos triplicadosdke wma das culturas e os respetivos

erros padrao.
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A. M. aeruginosa PCC 7820 B. M. aeruginosa PCC 7005
—— iand

—~ 3.000q Sem c!anc’)fagos —~ 3.000 —* Sem ciantfagos
E Com ciancfagos E Com ciano6fagos
3 2.5004 I g 25004 g
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Figura 6.14— Monitorizacao do crescimento a 680 nmileaeruginosaPCC 7820 (A)
e M. aeruginosaPCC 7005 (B) na presenca e na auséncia de ciasdfdg-LEZ01.
Estdo representados os valores médios (n = 3) aleedos respetivos erros padréo.

Verifica-se em algumas situacdes a omissao dos paadrdo, visto serem infimos.

A monitorizagdo do crescimento d& aeruginosaPCC 7820 revelou que
na auséncia dos cianofagos MaA#, esta estirpe cresceu gradualmente até ao29° di
de cultivo, ainda que limitada, mas que na presel@sies virus 0 seu crescimento
terminou 5 dias antes, como verificado no gréafieo fdura 6.16 A). As culturas
infetadas so6 revelaram efeitos de lise acentuadia 2p dias decorridos desde a infecédo
viral, como pode ser observado através da dimiouigd valores de d.o. medidos a 680
nm.

Ao observar a figura 6.14 B) é possivel tambémfieari que, quer na
auséncia quer na presenca de cianéfagos, a eB@Per005 cresceu lentamente até ao
29° dia de cultivo. A semelhanca do que se sucpdea a estirpe PCC 7820, este
crescimento pareceu estar limitado, registanddé&ealguns momentos de estagnacao.
Os efeitos de lise celular também so se verifica2andias apds a infe¢do viral (ao 29°
dia de cultivo), sendo registados menores valoees.al a 680 nm para as culturas sem
cianofagos.

Na tabela 6.7 indicam-se as médias e os respsa@ivos padrao das taxas
de crescimento e dos tempos de duplicacdo calculeoim base nos valores de d.o.
medidos a 680 nm para cada uma das culturdel.dageruginosaem estudo. Para a
estirpe PCC 7820, estes parametros bioldgicos faraltulados entre o 18° dia de
cultivo (10 dias depois da infecdo) e o 25° diaulévo (17 dias depois da infecdo) e
para a estirpe PCC 7005 entre 8° dia de cultivdi¢léle infecdo) e o 15° dia de cultivo

(8 dias depois da infecao).
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Tabela 6.7— Taxas de crescimento celular e tempos de dupbcded. aeruginosa
PCC 7820 e d&l. aeruginosaPCC 7005 na auséncia e na presenca de cianofagos M
LEZO1.

Taxa especifica de
Estirpe crescimento celular (diag)

(Média, n=3 * Erro padrdo) (Média, n=3 + Erro padrao)

Tempo de duplicacdo (dias)

M. aeruginosa Sem cian6fagos 0,10+£0,02 70+20
PCC 7820 Com cianofagos 0,08 + 0,04 12,0+ 4,0
M. aeruginosa Sem cianofagos 0,11+0,01 70+1,0
PCC 7005 Com cianofagos 0,18 + 0,05 40+1,0

7

Observando a tabela € possivel verificar que aepgaes de cianofagos
parece influénciar negativamente o crescimentostigpe PCC 7820, visto que esta na
presenca destes virus revela quase o dobro do téendaplicacdo. Situacéo esta, que
nao se confirma para a estirpe PCC 7009Videaeruginosa No entanto, o teste de
hip6teset student aplicado aos dados emparelhados das curvas signeemto com e
sem cianofagos, revela que ndo sao significativeendiferentes entre si, visto que
testatistico(Stat t) mostra ser inferior d@itico uni-caudal COMO € possivel verificar na tabela
6.8.

Tabela 6.8 — Testet studentde hipoteses aplicado a dados emparelhados celatins
tempos de duplicacéo calculados plekaaeruginosaPCC 7820 e parhl. aeruginosa

PCC 7005 na auséncia e na presenca de cianofaghE R4 .

M. aeruginosaPCC 7820 M. aeruginosaPCC 7005
Estirpe Sem Com Sem Com
cianofagos cianofagos cianofagos cianofagos
Média 7,0279 11,64424 6,4591 4,4362
Variancia 8,4695 41,37106 2,2254 2,9094
Observacdes 3 3 3 3
Correlacéo de Pearson 0,5970 0,349184
Hipdtese de diferenca de média 0 0
gl 2 2
Stat t -1,5250 1,9121
P(T<=t) uni-caudal 0,1334 0,0980
t critico uni-caudal 2,9200 2,9200
P(T<=t) bi-caudal 0,2668 0,1960
t critico bi-caudal 4,3027 4,3027
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Dado que paraM. aeruginosaPCC 7820 foi possivel anteriormente
estabelecer uma correlacao forte entre os val@esal medidos a 680 nm e os de d.c.,
interpolou-se o seu nimero de células/L de acandoa funcéo y = 2,4xER- 2,2x1d.
Tornou-se necessaria esta aproximacao de valaadsa, al morosidade do processo de
contagem do numero de células em microscopia dtu@gscéncia. Na tabela 6.9
apresentam-se, entdo os valores interpolados delelMd. aeruginosaPCC 7820 na

auséncia e na presenca de cianofagos MébBLEao longo da infecéo.

Tabela 6.9 -Interpolacéao dos valores de d.c.MeaeruginosaPCC 7820 na auséncia e

na presenca de cian6fagos Mad0B ao longo da infecao.

M. aeruginosaPCC 7820

Sem cian6fagos

Com cianofagos

Tempo depois

D.o. a 680 nm

Extrapolacédo do N°

D.o. a 680 nm

Extrapolacao do N° de

da(g‘ifaes‘iao (Médigégfa%)i Erro de Células/L (Médigégr:;; Erro Células/L
8 0,244 %0009  1,33E+06 - 1,44E+06 0,245 + 0,013 3ED6 - 1,44E+06
11 0,361+0,016  1,97E+06 - 2,08E+06 0,461 + 0,010 1B4®6 - 2,72E+06
15 0488+0012  2,72E+06 - 2,83E+06 0,819 + 0,025 SE06 - 4,86E+06
18 0,608+ 0,065  347E+06 - 3,57E+06 1,079 + 0,074 6B6 - 6,46E+06
25 129340095  7,64E+06 - 7,75E+06 2,011 + 0,426 OE4D7 - 1,20E+07
29 1884+0098  1,12E+07 - 1,13E407 1,647 + 0,221 8B06 - 9,88E+06
39 1,296 +0201  7,64E+06 - 7,75E+06 0,634 + 0,342 8B4®6 - 3,79E+06

6.4.2.2. Producéo e libertacado de microcistinas

A producdao e a libertagdo de microcistinas pelésireis deM. aeruginosa
com e sem infecdo por cianofagos MaZDE foram monitorizadas por LC-ESI-
MS/MS. Nas tabelas 6.0 e 6.11 estdo representalomatogramas e 0s espetros de
MS/MS das variantes de microcistinas detetada®besadante (com uma diluicdo de
1:10, v/v) e nopellet de M. aeruginosaPCC 7820 no inicio da infecdo viral (ao 8° dia
de cultivo) e 31 dias apds da infecao viral (ao d@8°de cultivo). Pardl. aeruginosa
PCC 7005 estes tipos de dados estdo representaddabelas 6.12 e 6.13. Todos 0s
cromatogramas e espetros de MS/MS apresentadoefedientes a um so replicado,
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visto que o0s restantes apresentaram resultadoso na@imelhantes, tornando-se
redundante a sua apresentagao.

Observando as tabelas abaixo descritas, € pos&inBtar que a variante
LR das microcistinas foi sempre detetada nas @dtl@CC 7820 e PCC 7005 ke
aeruginosaquer na auséncia quer na presenca de cianofagd€ED1, com excecao
do sobrenadante dd. aeruginosaPCC 7005 no incio da infeg&o viral. Este facto foi
comprovado por comparacdo do espetro MS/MS olatiaho 0 padrdo de MCT-MIX
50 pug/L. Uma vez que sO se detetou a variante bRstata-se, entdo, que a infecéo
viral com cian6fagos Ma-LB)1 ndo desencadeou a producdo de outras variamtes d
microcistinas.

Uma vez identificada a variante LR como sendo aamte produzida e
libertada pelas culturad. aeruginosaPCC 7820 eéM. aeruginosaPCC 7005 antes da
infecdo viral e 31 dias depois da infecdo viragcpdeu-se a sua quantificacdo. As
figuras 6.15 e 6.16 revelam a quantidade total @INIR produzida e libertada pelas
estirpes PCC 7820 e PCC 7005Meaeruginosana auséncia e na presenca de infecao
viral. As quantidades de MCT-LR descritas nas fguresultam da meédia dos
triplicados bioldgicos tanto para os sobrenadareso para opellets Os erros padrdo
associados estdo também representados, sempre tueaam apreciaveis.
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Tabela 6.10- Cromatogramas e espetros de MS/MS do sobrenadeMeaeruginosa
PCC 7820 (diluido de 1:10, v/v) antes e 31 dia®idega infecdo viral com cianéfagos.

Tempo
depois da Cromatograma Espetro de MS/MS das variantes de MCTetetadas
infecéo (Dias)
Intens. 4 | | 'nteﬂsé- -MS2(994.0), 9.1min #135
x1063 x10 MCT-LR 975.8
2.0 3 | | ' '
0 | | ]
1.0 | MCT-LRl , 1
0.5 ]
0.05......l~........'............. 0- 881.8
. . T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 Time [min] 200 400 600 800 1000 1200 __mlz
Intens. J | | Intens. -MS2(994.0), 9.0min #137
x1073 X%087 1 M 975.7
31 3 | | o '
3 0.6 1
Sem 2 : i
; | MCT LR| 0.4
Ciandfagos 13 | | 02
0 = T T 7T I‘ T T T 7T ! T T 7T T T T 7T T T 7T 1 N N
5 10 15 20 Time [min] 0.0 p— T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 m/z
Intens, J | | Intens “MS2(994.0), 9.0min #135
x107 3 x1069  MCT-LR 0757
] 6 .
” EI | _
] . 4
Com E | MCT-LR | 1
Cianofagos | | 24
0 LI B B B | T | L |' LA SR L B T 881.7
5 10 15 20 Time [min] 0 — r e T B
200 400 600 800 1000 1200 miz
Intens. | -MS2(1037.0), 3.5min #53
x1051 MCT-RR
. 1018.7
2
14
0 ] Llle
| ! | | | ! | ! | ! | !
200 400 600 800 1000 1200 m/z
Intens. | | 'melgsé-; -MS2(1044.0), 8.4min #130
63 : x10°3  MCT-YR
. x10°3 MCT-LR 3 1025.7
Padrédo E | | E
15_: MCT-RR : 1
MCT-MIX E 1J | 1.0
1.0 MCT-YR ]
500 ug/L 054 | | 0.5
0.0 1 —+tr+1+~ LA e e e e 0.0 — | —
5 10 15 20 Time [min] 200 400 600 800 1000 1200 m/z
Intens. “MS2(994.0), 9.0min #139
x10°3 MCT-LR
23 975.7
33
23
13
3 881.7
0 T 1 T T
200 400 600 800 1000 1200 miz
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Tabela 6.11- Cromatogramas e espetros de MS/MSpdlbet de M. aeruginosaPCC
7820 antes e 31 dias depois da infe¢éo viral camiagos.

Tempo depois
da infecéo Cromatograma Espetro de MS/MS das variantes de MCTetetadas
(Dias)
Intens. | | | Intens. I 1cToLR -MS2(994.0), 9.6min #143
x105 | ] 975.7
] | | 1000 -
0 ] | | ]
2 | MCT-LR | 2007
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Tabela 6.12— Cromatogramas e espetros de MS/MS do sobrenadeMeaeruginosa

PCC 7005 antes e 31 dias depois da infe¢do vimalaanéfagos.
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Tabela 6.13— Cromatogramas e espetros de MS/MSpdlbet de M. aeruginosaPCC

7005 antes e 31 dias depois da infe¢éo viral camiagos.

Tempo
depois da Cromatograma Espetro de MS/MS das variantes de MCtetetadas
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Intens. 1 | | Intens. -MS2(994.0), 9.4min #139
e J MCT-LR
x10 : | MCT-LR | 2000 ] 975.7
1.5 ]
] 2000
0 1.0 3 | | 3
05 | I 1000
0.0 3 LI | e T T 1T |I T T T [ T T T T 11T 0 T T T T T T T T i T T T t T T
5 10 15 20  Time [min] 200 400 600 800 1000 1200 m/z
Intens. - | | Intens. -MS2(994.0), 9.0min #133
x104 MCT-LR 30004 MCTLR 975.7
31 - | | ;
4- 2000
Sem - | | ]
o 2 1000 J
Cianéfagos ] | | f s |
0 LI | T T T T T |i LI L L L B R B R R 0 T T T T T T I': '| T T T T T T T
5 10 15 20  Time [min] 200 400 600 800 1000 1200 m/z
Intens. 4 | | Intens. -MS2(994.0), 9.1min #135
5 ] MCT-LR x104] MCT-LR
x10°] 3 975.7
31 ] | | 3—_
1.0 3
Com : | | 2]
Ciano6fagos 053 | | 13
] E 881.7
0.0 I e e e T or—r——t~rt T
5 15 20 Time [min] 200 400 600 800 1000 1200 m/z
Intens. N i
1047 MCTRR MS2(1044.0), 8.6min #129
2.0 1025.7
1.5
1.0
053
e 931.6
0.0 T T T T T T T T =t |I T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 m/z
'nteni-_ -MS2(1037.0), 3.7min #55
x10%4 MCT-YR
Intens. | | 1 1018.7
. X105 MCT-LR 2
Padrdo ] | | ]
2 ]
MCT-MIX 1 MCT-RR | 14
1 MET-YR 1
50 ug/L ] ]
ug 1 | | 0 1 [N
b T T T T T T T T T ] T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 m/z
5 10 15 20 Time [min] .
Intens. -MS2(994.0), 9.1min #136
x1044 MCT-LR
| 975.7
4_
2_
i 881.7
0 T T T T T T T T Ay '| T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 miz

116




Ensaio de um método de analise de microcistinag feESI-MS/MS

M. aeruginosa PCC 7820

4.0x10%q7 E= Sobrenadante
Pellet 2,90x10°
=  3.0x10%
=]
3
S 1,99x10°
EI 2.0x10°-
|_
O
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Sem Com
cian6fagos cianéfagos

Tempo depois da infe¢do (Dias)

Figura 6.15 —Quantidade de MCT-LR presente no sobrenadante pehet de M.
aeruginosaPCC 7820 na auséncia e na presenca de cianofagosecéo viral foi
monitorizada antes da infecdo e 31 dias depoisnfégdo. Estdo representados os
valores médios (n=3) e os respetivos erros padréficando-se em algumas situacdes

a sonegacao dos erros padrao, visto serem infimos.

M. aeruginosa PCC 7005

40+
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0 31
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Tempo depois da infe¢do (Dias)

Figura 6.16 —Quantidade de MCT-LR presente no sobrenadante pehet de M.
aeruginosaPCC 7005 na auséncia e na presenca de cianofagosecéo viral foi
monitorizada antes da infecdo e 31 dias depoisnfigdo. Estdo representados os
valores médios (n=3) e os respetivos erros padeidicando-se em algumas situacdes
a sonegacao dos erros padréo, visto serem infimos.
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Observando a figura 6.15 verifica-se que a quamtéidde MCT-LR
produzida e libertada padvl. aeruginosaPCC 7820 na auséncia de ciané6fagos Ma-
LEZO1 aumentou ao longo do tempo. Sendo que nadoirda monitorizacdo, a
quantidade desta variante detetada no sobrenddad&250 pug/L e 4,7 ug/L nuellet
registando-se no fim da monitorizagdo um aumenstadequantidades em cerca de 12
vezes para o sobrenadante e de 20 vezes paeded Na presenca de cianéfagos, a
quantidade de MCT-LR produzida e libertada por est&rpe, também aumentou ao
longo do tempo, contudo, no fim da monitorizacamuantidade determinada no
sobrenadante foi de 2000 pg/L e de 7,0 pg/lpeket revelando entdo ser inferior a
determinada na auséncia de cianéfagos.

Ao observar a figura 6.16 verifica-se que na auaéde cianofagos, a
variante LR s6 foi quantificada ngellet da estirpe PCC 7005, n&o tendo sido entdo
detetada no sobrenadante. No inicio da monitorizagé&quantidade de MCT-LR no
pelletera aproximadamente de 0,09 pg/L, quadruplicawdinal da monitoriagdo para
uma concentracdo de 0,37 pug/L. Este aumento gérieou nos replicados referentes
ao pellet ndo tendo o sobrenadante e o aumento do tempoultigo qualquer
influéncia consideravel na producéo e libertacaM@d-LR por PCC 7005 na auséncia
de ciandéfagos. Na presenca destes, no fim da nnizait¢do, detetou-se producdo e
libertacdo de MCT-LR por PCC 7005. Este facto wi-se quer ngellet quer no
sobrenadante desta estirpe, no entanto, no solamgeaderificou-se um aumento mais
nitido do que ngellet pois detetou-se MCT-LR em dois replicados engquane no
pellet s6 se detectou no replicado em que ndo se detquguer quantidade desta
variante no seu sobrenadante, justificando asstamm@nho da barra do erro padréo
apresentada na figura 6.180 contrario do que se constatou com as culturaMde
aeruginosaPCC 7820, a producao e libertacdo de MCT-LR pgo€ 7005, de um
modo geral, foi afetada pela introducédo de ciaragaga-LEZ01, verificando-se um
aumento em trés ordens de grandeza na concentigdBICT-LR detetada no
sobrenadante e de uma ordem de grandeza meiéed

Contudo, um teste de hipotedestudentpara amostras emparelhadas por
médias aplicado a quantidade total de MCT-LR estanao fim da monitorizacao,
revela que destatisiico(Stat ) mostra ser inferior atitico uni-caudaimostra ser inferior ao
teritico uni-caudal PEIO que € possivel dizer que estes ndo sadisigiviamente diferentes

entre si. Assim, ha indicios que a quantidade delMR produzida e libertada pelas
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culturas deM.aeruginosaem estudo ndo sao influenciados pela presenceiaudfagos
Ma-LEZ01, como é possivel constatar na tabela 6.14.

Tabela 6.14— Teste de hipotesdsstudentaplicado a quantidade de MCT-LR total
produzida e libertada, no fim da monitorizacéo, [omeruginosaPCC 7820 e po¥.
aeruginosaPCC 7005 quer na auséncia quer na presenca addagas Ma-LEZ01.

M. aeruginosaPCC 7820 M. aeruginosaPCC 7005
Estirpe Sem Com Sem Com
cianofagos cianofagos cianofagos cianofagos
Média 2039,6 2064,1 0,3687 10,2
Variancia 3170211,7 10722,8 0,0488 243,8
Observacbes 3 3 3 3
Correlagéo de Pearson 0,9486 0,4629
Hipdtese de diferenca de média 0 0
gl 2 2
Stat t -0,0252 -1,1004
P(T<=t) uni-caudal 0,4911 0,1930
t critico uni-caudal 2,9200 2,9200
P(T<=t) bi-caudal 0,9822 0,3859
t critico bi-caudal 4,3027 4,3027

6.5. Discussao

6.5.1. Monitorizacdo do crescimento das culturas de
PCC7820 e PCC7005

Numa cultura de cianobactérias inoculada num meso ctescimento
nutritivo e mantida sob condi¢cdes ambientais idemsscélulas viaveis aumentam de
dimensé&o, acabando por se dividir para dar origamvas células. Em situacdes de
elevada densidade celular, a viabilidade de umtureulcianobacteriana pode ficar
condicionada, em resultado da aceleracdo do segimento celular e esgotamento
nutricional do meio de cultivo. Além disso, as uwdls de cianobactérias sao
particularmente fastidiosas por o seu crescimemo dependente da densidade,
tornando-se necessario o cultivo primeiramente egu@nos volumes, com progressivo

aumento de escala, o que foi feito por repicagecessiva numa porporcdo de 1:20,
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v/v. Como se pbde verificar neste trabalho expemaieas culturas de laboratério da
espéciaVl. aeruginosando fogem a esta regra.

A monitorizacao inicial do crescimento das estip€&C 7820 e PCC 7005
de M. aeruginosadecorreu durante 70 dias, ndo tendo este sid@motesuficiente para
gue se revelassem todas as fases caracteristicagedomento de uma cultura
microbiana.M. aeruginosaPCC 7820 permaneceu nas fases de laténcia e géelera
durante 40 dias, entrando depois em fase expomheani@de permaneceu até ao ultimo
dia da monitorizagcédo, sem que se tenha verificada fase estacionaria ou de declinio
na curva de crescimento. ContrariameMe aeruginosaPCC 7005, parece néo ter-se
adaptado ao meio BG11 e as condi¢des de tempermtotansidade de radiacdo a que
foi exposta, nunca alcancando a fase exponencad eestantes fases da curva de
crescimento, ainda que se tenha verificado senescéelular. O envelhecimento desta
cultura de cianobactérias ditou o fim da monitayf@ado crescimento das culturas de
M. aeruginosaem estudo ap0s 70 dias de cultivo. Estes resudltsuigeriram desde logo
diferencas significativas entre as estirpeddaeruginosaem estudo. Coloca-se ainda
a questao de saber se prolongando a experiénommigorizacdo do crescimento e
aeruginosa PCC 7820 durante mais tempo, se verificariam agtamées fases
caracteristicas de uma curva de crescimento cel@lam efeito o prolongamento
durante 139 dias do cultivo destas estipres, ppicagem para a realizacdo das
experiéncias com infecdo por cianéfagos, reveloansenecessarios mais de 90 dias
para que se revelassem todas as fases caracasridticcrescimento de uma cultura
microbiana.

O elevado numero de dias que foram necessariogjparas culturas dd.
aeruginosaPCC 7820 entrassem em fase exponencial de credoimewvela que,
embora permanecessem fisiologicamente ativas, ra&ramam multiplicacdo celular
relevante, estando o seu metabolismo energétigddircertamente para a sintese de
novas proteinas e enzimas fundamentais ao seuvidserento. De facto, foi possivel
detetar um aumento substancial de 15% nas suasighe® celulares ao longo deste
periodo de adaptacdo. Embora se tenha detetadaummento de 13% nas dimensdes
celulares deM. aeruginosaPCC 7005, o fraco crescimento destas parece mdica
algo no sistema de cultivo estava a limitar o sesa@mento, impossibilitanto a entrada
em fase exponencial de crescimento. Poderiam expdiste comportamento diversas
condicionantes, desde: (i) a presenca de uma eeyaahtidade de células ndo-viaveis

no indculo, (ii) a auséncia de nutrientes essenciaio rapido esgotamento de qualquer
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um dos nutrientes fornecidos pelo meio de cultigilB, (iii) a hipétese de PCC 7005
ser auxotréfica para algum percursor organico, cq@mo exemplo, aminodacidos,
vitaminas, acucares ou lipidos, que em consoraio @airas estirpes Ihe seja fornecido,
mas que em cultura quase axeénica esteja apenasnidisp na mucilagem que
acompanha o inéculo, (iv) pressdao competitiva pelasrientes disponiveis com
bactérias constituintes da microbiota acompanhamte, vez que embora unialgais, as
culturas em estudo ndo estavam axénicas, (v) atualedeplecdo em dioxido de
carbono, (vi) flutuacdes acidentais nas condic@sechperatura e/ou intensidade de
radiacéo, (vii) proximidade relativamente a fontiesstemperatura e/ou de radiagéo.
Estas conjecturas poderiam ter sido investigadwsexyxemplo, pela adicdo em separado
de pequenas quantidades das solusfesk que constituem o meio BG11, ou cultivo
desta estirpe em meio 553 (Meio BG11 complementado NaNQ e NaHCQ), meio
de cultivo sugerido pela PCC. No entanto, estedgensaio, ndo teria sido possivel de
efectuar em tempo util.

Considera-se, no entanto, como explicacdo maieitea possibilidade de
a estirpe PCC 7005 ser portadora de uma infegab aridnica ou pseudolisogénica,
uma vez que deixadas a incubar por mais de umramesmas condi¢cdes e sem
qualquer repicagem ou renovacdo do meio, as csltdea PCC 7005 atingiram
periodicamente grandes densidades, para tornarentrar em senescéncia, da qual
recuperaram de novo.

A monitorizagdo dos cultivos foi registrada de farnapida por leitura da
d.o. a 680 nm, que revelou claramente valores aenthiores que os da monitorizagao
do crescimento a 730 nm, confirmando a importanegktiva dos pigmentos
fotossintéticos assim detetados. Com efeito, agksas ficocianinas serem pigmentos
fotossintéticos exclusivos das cianobactérias, t&tonhecidamente apenas um papel
acessorio na fotossintese. Um aumento relativo.@laad730 nm comparativamente a
d.o. a 680 nm poderia indicar limitagcdes do fatar para o crescimento, o que néo se
verificou para qualquer das culturas. Como refaeglic acima, as culturas dd.
aeruginosautilizadas neste estudo, apesar de unialgaisestawam axeénicas, facto este
que poderia contribuir para que a presenca desitfastancias com absorvancia a 680
nm, p. ex. as ligagbes peptidicas, provocassembeesorizacdo do valor de d.o.
registado. Esta preocupacdo motivou a correcaceslastlores com os obtidos por
leitura da d.o. a 750nm, minimizando o impacto waacao gerada pelo crescimento

celular de outras bactérias.
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A monitorizagdo do crescimento de uma cultura nbiemoa por d.o., é
frequentemente utilizada dada a rapidez de obtededcesultados, contudo é um
meétodo de avaliacdo indireto. A impossibilidadediincdo entre células viaveis e
células mortas, inerente a este método suscitourgumtorizacdo do crescimento das
culturas de cianobactérias em estudo fosse tambgtomada por determinagdo da d.c.
em microscopia de epifluorescéncia. Neste métodondeitorizagdo de crescimento
celular, a utilizacdo de um fluorocromo como a laroha, constitui sem davida uma
vantagem sobre os método da d.o., uma vez quéllestecromo ao intercalar-se com o
DNA cianobacteriano emite fluorescéncia e denuasiaélulas vivas. Para além disso,
tratando-se de culturas unialgais com capacidagritidluorescéncia, a monitorizagcéo
do crescimento destas estirpes por este métoatafaimente facilitada.

A monitorizacdo do crescimento e aeruginosaPCC 7820 por densidade
celular revelou sempre, ao longo do tempo, um atongo nimero de células/L e do
seu biovolume, com uma ligeira inflexdo ao 45° diacultivo. Este facto pode ser
fundamentado por uma eventual homogeneizacao etaodos replicados das culturas
aquando o processo de recolha da amostra paegdidty visto que por d.o ao 45 dia de
cultivo, esta estirpe se encontrava em fase expalete crescimento. Nao se coloca
aqui a questdo de que a quantidade de proflavingioadda para visualizacdo
microscopica de epifluorescéncia tivesse sido iosumte, de forma a néo corar todas as
células presentes na preparacdo, pois este argumént é plausivel, dado que as
cianobactérias autofluorescem podendo ser visbegisqualquer fluorocromo.

Em conformidade com os resultados obtidos por dciogontagem do
namero de células dd. aeruginosaPCC 7005 e o calculo do seu biovolume revelaram
que esta estirpe esteve limitada em termos de icresw, registando-se uma
diminuicdo do namero de células e do seu biovolanpartir do 32° dia de cultivo,
embora tenham permanecido fisiologicamente acto@sp comprovado pelo aumento
das suas dimensdes celulares registradas ao longongo.

A taxa especifica de crescimento celular e o tedgduplicacdo sdo dois
parametros biologicos indicadores da evolucdo descomento de uma cultura
microbiana, de acordo com as condigbes ambientgiseaessas foram sujeitas, assim
como, de eventuais alteragbes que tenham ocoredimrdha a modificar o meio de
cultura. De facto, os extensos tempos de duplicag@a@os nos trés métodos de
monitorizacdo do crescimento de PCC 7820 parecettain que as condicdes de

cultivo ndo foram as ideais para esta estirpe, uezagque em ensaios anteriores no
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laboratério, foi possivel obter tempos de duplicagie 4,5 dias. De resto, como
indicado na Tabela 6.7 em experiéncias posteriosetempos de duplicagcdo variaram
entre 4 e 12 dias.

Embora os valores de d.o. e d.c ditem tempos @écdgao extensos, as
regressoes lineares efetuadas revelam que exidee dorrelagéo entre eles, quando
estes traduzem um crescimento de PCC 7820 em Xas@encial. De facto, a quase
perfeita correlacdo entre os valores de d.o. ddogge a densidade celular na fase de
crescimento equilibrado permitiu a substituicaoramitoriacdo da d.c. em microscopia
de epifluorescéncia pela monitorizacdo da d.o. exgeeriéncias seguintes, ja que o
processo de contagem do numero de células e da@@ldas suas dimensdes ao

microscopio se torna moroso e extenuante.

6.5.2. Monitorizacao da producao de microcistinas em

cultura

A monitorizacdo da producao e libertacdo de misto@s pelas estirpes
PCC 7820 e PCC 7005 dé. aeruginosaem LC-ESI-MS/MS revelou que das trés
variantes de microcistinas em estudo, s0 a varlaRt®i detetada ao longo dos 70 dias
de cultivo.

A variante MCT-LR foi sempre detetada no sobrentelamopellet de M.
aeruginosaPCC 7820 desde o primeiro tempo de monitorizag®o a@ ultimo,
registando-se um aumento gradual da quantidadeéadateem virtude do aumento
temporal da concentragdo de MCT-LR presente nataad@dsdetecdo desta variante no
pelletde PCC 7820, sugere assim a ideia que a efici@uijarocesso de lise celular
durante a extracéo para esta estirpe nao foi d#10Q0processo de lise celular de PCC
7005 parece também nao ter sido eficaz, uma veZojuetetado MCT-LR ngellet
desta estirpe, sendo esta variante detetada comelgwada intensidade de sinal
(1,30x10) ao 59° dia de cultivo. No sobrenadante de PC(5,7@6ta variante de
microcistina ndo foi detetada ao longo dos 70 diasque decorreu a monitorizagao,
com excecao do 45° dia e do 70° dia de cultivo ged#etetou quantidades vestigiais de
MCT-LR. Este facto pode ser justificado se se tigar conta que nos tempos de
monitorizagdo antecedentes, houve declinio dosreslde d.o. registados, o que
significa que podera ter ocorrido morte celular ditmartacdo de microcistinas.
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A detecgédo desta variante no sobrenadantepelet de M. aeruginosaPCC
7005 foi surpreendente, uma vez que esta esticpenércializada como uma estirpe de
cianobactérias ndo produtora de microcistinas. riesti de M. aeruginosa nao
produtoras de microcistinas sdo caracterizadasgusi@ncia do germacyG  Este gene
uma vez ausente ndo permite a formacdo do hidrocarb aromatico que confere
toxicidade ao grupo ADDA. Assim, a auséncia do gemmyG nas culturas déd.
aeruginosaPCC 7005 parece nao se verificar, visto ter sidtetdda por LC-ESI-
MS/MS a variante LR, embrora em quantidades vessigA auséncia de producéo de
MCT-LR dever-se-ia entdo a alguma inibicdo desteegéibicdo que nao tera sido
100% eficaz. A detecdo destas pequenas quantidautbsria também resultar de
alguma incorporacdo genomica de um ciclo viralgéoco ou pseudolisogénico. A
sensibilidade e a especificidade do método analititizado nas culturas desta estirpe
parece ter contribuido na detecdo de MCT-LR nasiad deM. aeruginosaPCC 7005,
pois os métodos de detecdo e quantificacdo usséélenid@o para a detecdo de eventuais
cianotoxinas produzidas por esta estirpe caraaterize pela sua menor sensibilidade.

Poder-se-ia conjeturar-se que 0 composto com razassa/carga 976
detetado por LC-ESI-MS/MS correspondia de facto &TMLR, no entanto, esta
hipotese néo é valida dada a sensibilidade e dmdmile deste método. A combinagéo
da cromatografia liquida com a espetrometria desmam detecdo massa/massa
permite distinguir claramente compostos uns dososuimesmo que estes absorvam
radiacdo no mesmo comprimento de onda e eventutdrpessuam o mesmo tempo de
retencdo, ja que dificilmente terdo a mesma razassaicarga e 0 mesmo padrao de
fragmentacao.

De forma a ultrapassar a ja referida baixa efic&mo processo de lise
celular das estirpes PCC 7820 e PCC 7009Mdeaeruginosa os processos de lise
celular definidos no método déekebri, A., et al (2009)poderédo ser complementados
com um processo antecedente de filtracdo por vammo alguns autores procedem.
Coloca-se, entdo, a questdo se o processo deelisiarc assim como o de extracédo
destas cianotoxinas fosse outro que revelasse meéiméncia, se a quantidade de

microcistina_LR detetada ndo seria maior.
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6.5.3. Monitorizacdo do Iimpacto da infecdo por

ciant6fagos na producéo e libertacdo de microcistas

A producdo e a libertacdo de microcistinas aposcad viral deM.
aeruginosaPCC 7820 e dil. aeruginosdPCC 7005 com cian6fagos Ma-E&1, foram
monitorizadas em culturas em frascos de poliesticmm tampa ventilada. A escolha
de frascos de cultura de tecidos com tampa veatisargiu da necessidade de
estabelecimento e manutencao das condi¢ces deocakénicas. O estabelecimento e a
manutengcdo destas condicbes mostraram ser immEatporque se objetivava
compreender a influéncia de ciandfagos na prodedéwertacdo de microcistinas sem
gue o seu efeito fosse eventualmente mascaradwfros fatores bioldgicos.

A presenca de uma membrana microporosa com cdstict&s hidrofobicas
nas tampas dos frascos permitiu que essas condagsEsn otimizadas e preservadas.
Estas membranas hidrofébicas permitiram trocassgasestéreis entre as culturadvide
aeruginosae o exterior, sem risco de contaminagcdo para ggripsdculturas assim
como para o ambiente em redor no fitoclima. Altasisténcias e capacidade de
transferéncia de luminosidade com distorcdo minide luz, também foram
caracteristicas preponderantes na escolha dosd$ralec cultura como reservatério de
cultivo das estipes PCC 7820 e PCC 7005Mleaeruginosa.Estas caracteristicas
associadas a uma area superficial retangular aget@ermitiu certamente uma melhor
distribuicdo de luz pelas culturas do que em baBdenmeyrs, isto porque estes
apresentam pouca area superficial e formato couiificultando a passagem de luz,
podendo ter contribuido para as extensas fasesté@ecia e de aceleracdo na primeira
experiéncia de monitorizacdo do crescimento. D facsimples alteracdo dos frascos
de cultivo permitiu diminuir para metade ou menotgempo de duplicagdo registado
(compare-se valores entre as tabelas 6.2 e 6.7yefle, a utilizacdo de frascos de
poliestireno no cultivo e manuseamento de amostmas microcistinas tém sido
recomendados pdtodd, G. & Bell, G., 1996 desde que se verificou uma associagao
entre MCT-LR e superficies de policloreto de vif#VC - polyvinyl chloridg. Estes
autores também recomendam a utilizacdo de recgsiete vidro. No entanto, ndo se
utilizou este tipo de recipientes na monitorizagd® producdo e libertacdo de

microcistinas apos infecao viral, uma vez que senkece existir adsorcdo ao vidro
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borosilicatado de outros bacteriéfago o que dificia o processo de infecdo viral
(Rossi, P., 1999).

As culturas deM. aeruginosaPCC 7820, na auséncia de cian6fagos Ma-
LEZO01, revelaram crescimento gradual até ao 29° diacuBvo, registando-se
posteriormente efeitos de lise celular acentudafi€amente, sdo observadas as fases
de laténcia, aceleracdo, exponencial e de dectiaktar caracteristicas de uma curva
de crescimento microbiano. Na presenca destes, estas fases sdo também reveladas
para PCC 7820, sendo a fase de declineo celularaksta a partir 21° dia de culivo.
Em termos gréficos, estes dados revelam que angpeesde ciandfagos Ma-lAB1
parece proporcionar a lise celular, o que foi w&do pela recuperagdo de unidades
formadoras de placas fagicas (PFU) em ensaioe®gdb dos ciandéfagos (dados de
Mesquita S., tese de doutoramento em preparac8ty. dfeito, verificou-se também
guando as culturas de PCC 7005 foram infetadas MarhEZO1. Embora, se tenha
detetado a fase de declineo celular, a fase declatde ambas as culturas de PCC 7005
foi pouco evidente, sendo o crescimento destapestimitado, especialmente, o das
culturas sem infecéo viral. Facto este que sugeeeagnfecédo viral de PCC 7005 por
cianofagos Ma-LEO1 influénciou positivamente o crescimento destapes o qual
pode ser confirmado com a reducdo dos seus tengpdaplicacéo obtidos. Os tempos
de duplicacéo obtidos para PCC 7820 na presencegi@agos mostram-se superiores
aos obtidos na auséncia destes virus, contrariandocedido para PCC 7005. No
entanto, o tratamento estatistico efectuado atrdaéealizacdo de testes de hipotese
studentrevela que estas diferencas nos tempos de dujticam resultado da presenca
de cianofagos Ma-LFED1 ndo séo estatisticamente significativas.

Independentemente do impacto da presenca de aipsofeas culturas de
cianobactérias em estudo ndo se revelar estatsditt@ significativo, colocou-se a
questdo de saber se um aumento da multiplicidadefdedo (MOI- Mutiplicity of
infection) dos cian6fagos inoculados poderia gerar diferergignificativas entre o
crescimento das culturas na auséncia e presengaatdagos. Dai terem-se realizado
mais 2 conjuntos de experiéncias, um em que serdawagea MOI e outro em que se
transferiu sobrenadante de uma cultura nédo infetadsstirpe produra PCC 7820 para a
estirpe «nédo produtora» PCC 7005. Nestes ensamosendetetaram PFU nos controles,
mas deteram-se PFU em todos os replicados infetadtvansfetados.

A densidade celular extrapolada pMaaeruginosaPCC 7820 revela que,

quer na auséncia quer na presenca de cianofagasEleEt, o nimero de células desta
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estirpe por litro aumentou ao longo do tempo, eaifdo-se graficamente uma ligeira
superioridade no numero de células nas culturataidés em relacdo ao niamero de
células de PCC 7820 na auséncia destes virus. if&®mtas ndo sdo, no entanto,
estatisticamente significativas. A detecdo de PFphamir das culturas infetadas e a
auséncia de recuperacéo das mesmas a partir dassgdem Ma-LEO1 confirmam as
diferencas em termos de presenca e auséncia défagas, apesar das d.o.
corresponderem a d.c. da mesma ordem de grand&jalévantando a questdo de se
investigar se Ma-LEQ1 é para PCC7820 um fago lisogénico ou pseud@isog.

A semelhanca do que se verificou na monitorizacéo pdoducdo e
libertacdo de microcistinas ao longo de 70 diasulvo, os resultados desta infegao,
mostram que sO a variante LR foi produzida e ldm&atem funcao da lise celular ide
aeruginosaPCC 7820 e dbl. aeruginosaPCC 7005 desencadeada por cianofagos Ma-
LEZO1.

A representacao gréfica da quantidade total de MRTestimada pard/.
aeruginosa PCC 7820 na presenca de ciant6fagos, sugere qes eB8us nao
influenciam a producéo e libertacdo de microcistiaa PCC7820. Assim, mesmo que
Ma-LEZ01 seja pseudolisogénico para PCC7820, a sua edémtegracdo no genoma
desta estirpe nao tera alterado a transcricdo elmssgque codificam para a MCT-LR.
N&o se confirmou o desenvolvimento de um ciclolnoeate litico emM. aeruginosa
PCC 7820, uma vez que as 6 culturas entraram girastaneamente em declinio.

A representacao gréafica da quantidade total de MRTproduzida poM.
aeruginosaPCC 7005 na presenca de ciandfagos MZ@IErevela claramente a
influéncia destes virus na libertacdo de micrawésti A infecdo viral das culturas desta
estirpe, desencadeou a libertacdo das microcigbai@so exterior, que antes da infecéao
haviam sido detetadas pellet,ou seja, no interior das células. Neste sentidesypne-
se que os cianéfagos provocaram alguma lise comafgio de novas particulas virais e
consequente libertagdo de microcistinas para eealante.

No entanto, o tratamento estatistico com um testdipgoteses student
aplicado a estes dados, revela que as difereng&sasnquantidades totais de MCT-LR
estimadas para cada uma das estirpes no inicio fannda monitorizagdo, ndo séo
significativamente diferentes, impedindo que setacea infuéncia da presenca dos

cianofagos Ma-LEO1 na producao de MCT-LR.
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Capitulo Vil

Consideracoes finais e perspetivas futuras

O trabalho experimental conducente a presente rtig8e propds-se
contribuir para a compreensao de alguns procesdgpacentes ao desenvolvimento de
florescéncias toxicas de cianobactérias, atravésstalo do papel da infecao viral de
culturas deM. aeruginosana producdo e libertacdo de microcistinas. Pdrdota
otimizado o método analitico de andlise destasotiaimas por LC-ESI-MS/MS. Uma
vez otimizado, aplicou-se a monitorizacdo da préadug libertacdo de microcistinas ao
longo de 70 dias de crescimento das estirpes PQC &P CC 7005 del. aeruginosa
antes e depois da infecdo por ciandfagos MZAIE Os resultados obtidos por LC-ESI-
MS/MS, revelaram a detecao de apenas uma das tegrid@ microcistina em estudo, a
variante LR. A detegao desta variante verificomsdongo dos 70 dias de crescimento
das culturas de PCC 7820 e BEC 7005. Embora, a quantidade de microcistina LR
detetada para PCC 7005 seja muito menor que adatpara PCC 7820, a detecéo de
qualquer variante de microcistinas ndo era esperagen vez que esta estirpe é
conhecida e comercializada como sendo uma estrpe deruginosando produtora de
toxinas. A detecdo da producéo e libertacdo demtiante na cultura de PCC 7005
também foi verificada na presenca dos cianofagod BED1. A presenca destes virus
reverteu-se numa quantificacdo de MCT_LR no sollama superior a sua
quantificacdo na auséncia destes cianéfagos. Etwagoresenca destes cian6fagos na
cultura M. aeruginosaPCC 7820 revelou efeito pouco significativo natuna, sem
diferencas significativas ao nivel da quantidadeMieT LR detetada mostra ser
inferior a da detetada na auséncia de ciandfagos.

Os resultados parecem sugerir a possibilidade d€7B@5 produzir
MCT_LR. No entanto, a sua producédo parece estaimriela e a sua libertacdo ser
facilitada pela lise celular provocada pelos virBem infecdo viral a toxina so foi
detetada no pellet constituido pelos restos ceslaéo lisados.

Os resultados ndo sugerem qualquer interferénci@ahdfago Ma-LEZ01
na transcricdo dos genes que determinam a formdeamicrocistina, ainda que

indiciem a possibilidade de este fago ser lisogéaic pseudolisogénico para PCC7820.
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A conclusédo das experiéncias realizadas pela anéiis LC-ESI-MS/MS
das amostras recolhidas das experiéncias de r@émtetgransfecao podera vir a elucidar
estas questdes.

Estes resultados propiciam certamente novos desexperimentais, cujos
objetivos serdo possibilitar uma melhor compreen$d® processos subjacentes ao
desenvolvimento de florescéncias de cianobactégasde eventuais fatores
condicionantes da producdo de microcistinas.

Como perspetivas futuras, pretende-se completar caitonizagcdo da
producdao e libertacdo de microcistinas ndo s6 mastaas ja obtidas mas também nas a
obter em culturas isoladas de albufeiras do AlgdPeelera ainda ser estendida a analise
a detecao de outras variantes de microcistinasnjecidas.

O LC-ESI-MS/MS podera ser também uma ferramentditemaabastante
atil na detecao, identificacdo e quantificacdo @was variantes de microcistinas,
eventualmente presentes em amostras de agua saseado para iSso necessario a
introduc@o de outras técnicas analiticas como sonésicia magnética nuclear (RMN).
A monitorizagdo da producéo e libertacdo de misto@s por LC-ESI-MS/MS podera
ser complementada com outros métodos de andlisep gmr exemplo métodos de
biologia molecular, para detecdo da presenca desgespecificos.

Para além disto, decerto serdo importantes tamlagangomonitorizacao do
crescimento das cianobactérias e na analise dasidisde e estrutura da microbiota
acompanhante. Esta parece ter um papel prepomelarandesenvolvimento de uma
cultura de cianobactérias, que permanece pouco reemgido. Em termos de
investigacao cientifica futura, a realizacdo de astudo mais pormenorizado sobre a
relacdo existente entre cianobactérias, microbém@mpanhante e cianofagos, seria
bastante interessante permitindo avancar mais ussopara compreensdo do
desenvolvimento de florescéncias toxicas de ciastébas. Seria também bastante
estimulante estender este tipo de estudo a oudtiages de cianobactérias produtoras de
MCT, nomeadamente a estirpes isoladas em albuféoasul de Portugal, e a outros
cianéfagos. Este estudo poderd ser complementatiodamdo outras condi¢cdes de
infecdo, como por exemplo volume de infecdo, terdpoinfecdo e condicdes de
manutencao das culturas de cianobactérias infetadas

Estudos deste tipo poderdo também contribuir dacédar o modo como as
microcistinas sado degradadas. No ambiente, as cstras sao frequentemente
degradadas por reacbOes fotoquimicas resultanteexgasicdo a radiacdo solar
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(Woérmer, L., et al, 2010)ou por acao bacteriar(amanishi, S. et al, 2005; Manage,

P.,et al2009; Manage, P.et al, 2010).Sabe-se que a presenca de algumas espécies de
bactérias em ambientes aquéticos parece resulthiodagradacdo das microcistinas
(Park, H., et al, 2001;0u. D, et al, 2005; Manage, P.et al 2009; Manage, P.gt al,

2010) O estudo da microbiota acompanhante e a moratgg@em LC-ESI-MS/MS de
variantes e subprodutos de microcistinas poderatribom para uma melhor
compreensao das vias envolvidas na degradacaoribaatelas microcistinas. Esta
ocorre através da desagregacdo do sistema diermanddda, pelo que acdo de
hidrolases quebram a ligacdo peptidica Arg-Addar@qgrcionam a abertura da

estrutura circular das microcistindsanishi, S.et al, 2005).
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Anexo

Protocolos experimentais

Preparacao do meio nutritivo BG11STANIER et al, 1971)
1. Preparar solugbestockde nutrientes de acordo com a seguinte tabela I:

Tabela I.1: Preparacao das solu¢c@sckde nutrientes que constituem o meio BG11.

Nutrientes Solucédostock(g/mL)
1. NaNG; 759 em 500 mL de @ destilada
2. KoHPO, 3g em 500 mL de } destilada
3. MgSQG,.7H,0 7,59 em 500 mL de @ destilada
4. CaChL.2H,0 3,69 em 500 mL de 4@ destilada
5. NaCO, 2g em 500 mL de 0 destilada
6. Acido citrico 0,69 em 500 mL de,B destilada
7. Citrato de ferro 11l 0,69 em 500 mL de®l destilada
8. EDTA 0,1g em 500 mL de @ destilada

9. Solucdo de metais trago:

H;BO; 0,286g em 100 mL de B destilada
MnCl,.4H,0 0,181g em 100 mL de,B destilada
ZnSQ.7H,0 0,0222g em 100 mL de,8 destilada
NaMo,.5H,0 0,0390g em 100 mL de,8 destilada
CuSQ.5H,0 0,0079g em 100 mL de,8 destilada
Co (NG;),.6H,0 0,0049g em 100 mL de,B8 destilada

2. Esterilizar a 120°C durante 20 minutos cada umasohs;oesstock, exceto as

solucdes stock 5 e 7 e deixar arrefecer;
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3. Na camara de fluxo laminar vertical, adicionar oalamente as solucost®cka 1L

de agua destilada estéril de acordo com a tahela Il

Tabela 1.2: Lista de ordem de adi¢cdo dos nutrientes que caastito meio BG11 e

0s respetivos volumes a adicionar.

Nutrientes Volume de solucastock(mL/L)
1. NaNG; 10
2. K,HPO, 1
3. MgSO,.7H,0 1
4. CaCh.2H,0 1
5. NaCOosz* 1
6. Acido citrico 1
7. Citrato de ferro IlI* 1
8. EDTA 1
9. Solucdo de metais trago 1

*As solugdes stock n° 5 e 7, antes de serem adidas) devem ser filtradas por

um acrodisc de 0,2 um de poro (Whatman).

4. Acertar pHentre 7,0 e 7,2;
5. Armazenar o meio BG11 a temperatura ambiente elagdesstocka 4°C.

Tracado do espetro de absorcéao

1. Na camara de fluxo laminar vertical, retirar 300 gidmeio BG11 estéril e colocar
em triplicado numa placa de 96 pocos (Sarstedt)mdeo a obter o controlo
negativo do espetro de absorcgéo;

2. Em triplicado, colocar na placa 300 pL de cada as réplicados das culturas em
estudo. As culturas devem ser previamente homaozpgmiees em movimentos
circulares de forma a nédo provocar a destruicaacélagas e a semelhanca do meio

BG11 devem ser retiradas na camara de fluxo lamievdical;
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3. Colocar na placa, em triplicado, uma amostra de80de cada um dos replicados
das culturas diluidos com meio BG11 estéril de 1:2;
4. Proceder de imediato a leitura espetrofotométrioa teplicados, tracando um

espetro de absorcédo entre 350 nm e 800 nm.

Tracado das curvas de crescimento

1. Na camara de fluxo laminar vertical, retirar 2 m& mheio BG11 estéril e colocar
numa cuvete.

2. Retirar, na camara de fluxo laminar vertical, 2 d&.cada um dos replicados das
culturas em estudo e colocar numa cuvete devidanmeentificada;

3. Proceder de imediato a leitura da densidade 6dazada um dos replicados contra o
branco de meio BG11 estéril, aos comprimentos da de\ = 680 nmA = 730 nm
e = 750 nm. Antes de efetuar a leitura das densgdéatieas, homogeneizar bem as
cuvetes com ajuda de parafilm M (Parafilm, Pechirelympar as faces das mesmas

de modo a evitar resultados erroneos;

Preparacao das culturas deM. aeruginosapara contagem do
numero de células e do biovolumgaas, L., 1982)

1. Com o auxilio de uma pinca estéril, colocar uma brama de suporte no kitasato de
filtracdo. A membrana devera ser humedecida comsugotas de agua destilada
estéril e fixada a base da torre de filtragdo asido a bomba de vacuo;

2. Sobre a membrana de suporte, colocar com auxilipimga uma membrana de
policarbonato corada de negro Irgaldo de 0,4 pmafvan) e fixar a torre;

3. Adicionar 200 pL da amostra em estudo fixada cooteghldeido a 25% (para
Microscopia, Merck), previamente descongelada edgammeizada, e perfazer com
agua destilada estéril até um volume de 1 mL;

4. Adicionar 10 pL de proflavina (Fluka) e deixar emntacto no escuro durante

10min;
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5. Filtrar a amostra até a membrana de policarbonatr 6eca, de modo a que a
presséao de filtracdo ndo ultrapasse os 50 mmHgodi® @ prevenir a destruicdo das
células;

6. Com a pinga, colocar a membrana seca sobre umadgotdeo de imersdo néo
fluorescente especifico para epifluorescéncia (@largtipo A), numa lamina
devidamente identificada;

7. Colocar uma gota de 6leo de imersdo sobre a membraabrir com uma lamela;

8. Com recurso a papel absorvente estéril, pressguaremente a preparacao de modo
a retirar o excedente de 0leo;

9. Proceder de imediato a observacéo da preparagioeservar no frio a -4°C.

Nota: Entre cada filtracdo dos replicados das rastua torre de filtragdo devera ser

bem lavada com agua destilada estéril.

Contagem do numero de células dil.aeruginosa

A estratégia adotada para a contagem do numeracétidas de M.
aeruginosafoi a contagem por reticulo (quadricula) sob iéoma de luz verde no

microscoépio de epifluorescéncia. Esta estratégiagiste:

1. Contar células dél. aeruginosaaté completar um total de 500 unidades, contanto
pelo menos 20 campos. A escolha dos campos a awweara ser aleatoria;
2. Contar apenas as células que estdo no interioreticulo instalado numa das

ocularese as que cruzems linhasde cima e da direita, como mostra a figura I.1:

Legenda:

O Células contaveis

o ..
i s Células n3o contaveis
...‘

Figura 1.1 - Exemplo de uma estratégia de contagem de céldmsirculos a cheio

representam as células contaveis e 0s a tracejau@ioacontaveis.
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Posteriormente, o nimero total de célulasvideaeruginosasera calculado

de acordo com a seguinte expressao:

x.A.d (1.1)
a.n.\

NT (cél./mL)=

NT representa o numero total de células por volumandestrax nimero de células
contadas por camp#, a area da chaminé de filtracdo (Aynd o fato de diluicdo ou de
concentracdo da amostra, se aplicagelq, se 1x diluidogd = 0,5 selx concentradop

a area do campo de contagem (im o nimero de campos contadosg @ volume da

amostra filtrado (mL).
Calculo do biovolume deM. aeruginosa

A estratégia adotada para o célculo do biovolumddaeruginosafoi a
medicdo das dimensdes das cianobactérias porlegtsmb incidéncia de luz verde no

microscopio de epifluorescéncia. Esta estrategiaiste:

1. Com a objetiva de 63x medir as dimensdes lineage®0dcélulas de cianobactérias
em campos diferentes;

2. Calcular o volume de cada célula recorrendo a flamgeomeétrica da esfera:

V= %nr3 (1.2)

3. Determinar o volume médio das células;
4. Multiplicar o volume médio pela densidade de cé&uaM. aeruginosade acordo

com a seguinte formula:

Biovolume (mm3 /L) = Volume médio (mm3) x Namero de células/L

(1.3)
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Parametros biolégicos indicadores da evolugcdo do
crescimento

A taxa especifica de crescimento celular de umaulpgfo de células
microbianas, em crescimento exponencial, € dada pglacdo 1.4 resultante da

variacdo do numero de células em funcao do tempoedeimento.

_ In Nt—lnNO

T (1.4)

N; representa a concentracdo de células no temlgg d, concentracdo de células no

inicio do crescimento celularTeo tempo de crescimento.

A taxa especifica de crescimento e o tempo de chgdb estdo
inversamente ligados entre si. A partir da taxeeei$iga de crescimento dada pela
equacao 1.4 é possivel determinar o tempo que algpgid microbiana demora a
duplicar o seu numero de células, ou seja, o tegqueodemora a formar duas células a

partir de uma. O tempo duplicacdo pode ser caloudidves das equacdes 1.5 e 1.6.

T XIn2
td = ————
InNt-InNo

__In2

(.5) td === (16)

Estimativa do numero de particulas semelhantes a ruis

(VLP) através da coloracdo por SyBR GreenNoble, R. &
Fuhrman, J., 1998)

» Preparacéo da solucdo mae de SyBR Green a 10%:

1. Retirar 10 pL da solugéstock de SyBr Green (10,000x conc. Molecular Probes
Eugen Oregon) e colocar num eppendorf estéril slenl;

2. Diluir a amostra de solucastockem 990 uL de bD estéril filtrada a vacuo em
membrana de fibra de vidro (Whatman Anodisc) cod2 @,m de poro;

3. Homogeneizar a solu¢gdo mae no vortex;

4. Embrulhar em papel de aluminio e reservar no cadgela -20°C.
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Nota: Todo este procedimento devera ser efetuadhoibae as escuras, uma vez que 0

SyBR green é sensivel a luz.

* Preparacéao da solucao de trabalho de SyBR Green:

1. Preparar uma solucéo de trabalho de SyBr Grees;aldo com 0 que esta descrito
na seguinte tabela 1.3;

2. Homogeneizar a solugéo de trabalho no vortex;
Embrulhar em papel de aluminio e reservar no cexigela -20°C.

Tabela 1.3: Preparacdo da solugcdo de trabalho de SyBR Greetatdo com o

numero de amostras a analisar.

) Volume de solucacstockde Volume de H,0O estéril
NUmero de amostras _ )
SyBr Green a 10% (uL) * filtrada a vacuo (uL) *
6 18 683
12 33 1268
20 53 2048
40 103 3998
60 163 5948

*A relagd@o entre nimero de amostras e volume de&ohiockde SyBR Green e de 30 estéril a

adicionar foi estabelecida de acordo com trabadixpgrimentais anteriormente realizados.

Nota: A semelhanca do procedimento acima deseitie, devera ser também efetuado

nahottee as escuras.

* Preparacdo da solucao mae de p-fenilenodiamina a %0e da

mistura tampao fosfato/glicerol (50/50,v/v):

1. Pesar 0,1 g p-fenilenodiamina dihidrocloreto (Sighidrich, P-6001) e colocar
num eppendorf estéril de 2 mL;

2. Diluir em 1 mL HO estéril filtrada a vacuo em membrana de fibravidieo
(Whatman Anodisc) com 0,02 um de poro;
Homogeneizar a solucao p-fenilenodiamina dihidnattma 10% no vortex;

Embrulhar em papel de aluminio e reservar no tégasterior utilizagao;
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5. Retirar 5 mL de glicerol e colocar nuaiconestéril de 15 mL;
6. Adicionar 5 mL de solugao tampéao fosfato, PBS (Sigtdrich, Ref. PBS1);

7. Homogeneizar a mistura no vortex e reservar ncabégposterior utilizacao.

* Preparacéao da solucao de trabalho de anti-fade:

1. Preparar uma solucédo de trabalho de anti-fade,cdel@ como esta descrito na
seguinte tabela 1.4;

2. Homogeneizar a solugéo de trabalho no vortex;

Tabela 1.4 - Preparacdo da solucdo de trabalho de anti-fadeacdrdo com o

numero de amostras a analisar.

Volume de solucacstockde Volume de mistura
NUmero de amostras p-fenilenodiamina a 10% PBS/Glicerol
(uL) * (50/50, v/v, pL) *
6 10 990
12 10 990
20 10 990
40 13 1218
60 19 1812

*A relagdo entre nimero de amostras e volume de€@waiockde p-fenilenodiamina e de mistura de

PBS/Glicerol a adicionar foi estabelecida de acomon trabalhos experimentais anteriormente

realizados.

Nota: A solucéo de trabalho de anti-fade deverdbggatoriamente preparada no dia

da contagem do numero de VLP.

* Preparacédo do lisado celular bruto de cianéfagos:

1. Retirar uma amostra de 200 pL do lisado celulatobde cian6fagos Ma-L#1 e
colocar num eppendorf estéril de 1,5 mL;
Diluir a amostra de 1:5 em,B estéril filtrada a vacuo por 0,02 um de poro;

3. Homogeneizar a amostra no vortex e centrifuga0@dg (5.939 rpm) durante 20

minutos com curva de descida no minimo;
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10.

11.

12.
13.

14.

Recolher o sobrenadante noutro eppendorf estéti|selL e centrifugar mais uma
vez nas condi¢gbes acima descritas, exceto a cwwdescida que devera ser no
mMAaximo;

Descartar ellete reservar o sobrenadante;

Colocar uma membrana de suporte (Millipore) noskta de filtragdo, com o
auxilio de uma pinga estéril e humedecer com 4sgd¢éaagua estéril filtrada por
0,02 um;

Colocar uma membrana Anodisc de 0,02 um de ponesomembrana de suporte
e fixar as duas membranas a base da torre dedittracionando a bomba de vacuo;
Filtrar 100 pL do sobrenadante;

Retirar a membrana Anodisc para uma caixa de &s&#rtil e deixar a secar durante
10 min em pedacos de papel absorvente, previarastaglizados por Uv;

Colocar a membrana devidamente seca numa caix&tde BEstéril revestida por
papel de aluminio, adicionar 100 pL de solucdordbatho de SyBR Green e
incubar num local seco e escuro durante 15 minutos;

Retirar a membrana para uma caixa de Petri estédixar a secar durante 5 min
em pedacos de papel absorvente estéril;

Colocar a membrana sobre uma lamina devidamentéfidada,;

Colocar 30 pL de solugéo de trabalho de anti-fadbeesa membrana e cobrir com
uma lamela;

Proceder a visualizagcdo microscopica e estimaigrdea geral, o nimero de VLP.

Estimativa do nimero de VLP -Coloracéo rapida por
SyBR Green

Na camara de fluxo laminar vertical, retirar umaoatra de 10 pL de amostra de
lisado celular bruto de cian6fagos Mad(®. diluida de 1:5 em # estéril filtrada
por 0,02 um de poro e colocar sobre uma laminaddewente identificada;

Adicionar 5 pL de solucéo de trabalho de SyBR Gokmtamente sobre a amostra;
Colocar a lamina numa caixa de Petrie estéril éddevente envolvida em aluminio

e incubar num local seco e escuro durante 15 nsnuto
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4. Colocar a lamela sobre a amostra, observar rapitena® microscopio e estimar o

numero de VLP.

Nota: A visualizacdo microscépica e a estimativandmnero de VLP da amostra
deverao ser efetuadas de forma rapida, uma vemajaaséncia da solucao fixante anti-

fade a iluminacdo da preparacdo provoca um dectm@pido da fluorescéncia.

Infecdo viral das células de M. aeruginosa com
ciandfagos Ma-LEZ01

1. Na céamara de fluxo laminar vertical, retirar umaoatra de 50 mL do concentrado
viral bruto e colocar nurfalconestéril de 50 mL;

2. Centrifugar a amostra a 8.000g (5.939 rpm) dur&tteminutos com curva de
descida no minimo;

3. Recolher o sobrenadante noutatcon estéril de 50 mL e centrifugar mais uma vez
nas condicdes acima descritas, exceto a curvasteddegque devera ser no maximo;

4. Descartar @ellete reservar o sobrenadante;

5. Colocar 8 mL do sobrenadante do concentrado viralcada replicado das duas
culturas deM. aeruginosaepicadas para os frascos de cultura;

6. Homogeneizar vigorosamente as culturas com movisaitculares;

7. Manter as culturas no fitoclima a temperatura d&C2& intensidade de radiacdo

média de 15pmol.mihdurante 16 horas/dia.
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Extracdo das microcistinas

9.

Descongelar a amostra em estudo a temperatura rmieidhomogeneizar no voértex
durante 5 min;

Transferir a amostra para tubos especificos deitgy@cdo e centrifugar a 15.000g
(11.136 rpm) durante 15 minutos a 24°C. A centa@#p devera iniciar com
aceleracdo maxima e terminar lentamente;

Recolher o sobrenadante num baldo volumétrico @b e perfazer com agua
Milli-Q.

Transferir, cuidadosamente, o sobrenadante pardrasno de vidro ambar com
rosca e reservar no frio a 4°C até a extracéo sens@dlida;

Ao pellet, adicionar 30 mL de uma mistura de metanol/agidifi@ada com 0,1% de
acido formico e 0,05% acido trifluoracético (TFA90:10 v/v, homogeneizar
vigorosamente durante 5min e sonicar durante 10homim banho de ultrassons;
Centrifugar o sonicado a 12.000g (8.908 rpm) deral minutos a 24°C. A
semelhanca da primeira centrifugacdo, a centrifigadevera comecar com uma
aceleragdo maxima e terminar lentamente;

Descartar gellete transferir o sobrenadante para um baldo de fredtndo de 100
mL;

Evaporar o sobrenadante a 50°C num evaporadoivm#dé um volume aproximado
de 5 mL;

Cuidadosamente, transferir o sobrenadante paraatfo tsolumétrico de 100 mL;

10.Lavar o baldo de fundo redondo com 50 mL agua i@Jlide modo a arrastar todas

as cianotoxinas que eventualmente tenham ficadudadeao baléo;

11.Verter a dgua de lavagem para o baldo volumétnmo apntém o sobrenadante e

perfazer com agua Milli-Q até um volume de 100 mL;

12. Transferir, cuidadosamente, o sobrenadante pardrasno de vidro ambar com

rosca e reservar no frio a 4°C até a extracéo sensi@dlida,;

[-11



Aplicacéo ao estudo de cian6fagos como condiciesada sua produgdo em cultura

Clean updas microcistinas

1. Condicionar os cartuchos de extragdo em fase salioia sistema de extracdo a
vacuo com 5 mL de metanol e com 5 mL de agua Kill©® condicionamento com
metanol devera efetuar-se obrigatoriamente sob dg&gravidade enquanto o com
agua Milli-Q por vacuo;

2. Passar a amostra pelos cartuchos de extracadosattevabos de politetrafluoretileno
(PTFE) a uma pressao inferior a 20 mmHg de modacaexceder um fluxo de 10
mL/min;

3. Sob vacuo, lavar os cartuchos com 5mL de agua-iki deixar secar durante 30
minutos a uma pressao de 70 mmHg;

4. Eluir as cianotoxinas, sob acdo da gravidade, comi. 8e CHOH com 1% de TFA,
recolhendo o eluato em tubos de ensaio de vidro;

5. Secar o0 eluato sob um fluxo de azoto a 40°C. Osstebm o eluato devem estar
devidamente cobertos por papel de aluminio a firmdater a temperatura e evitar
possiveis contaminacgdes;

6. Ressuspender o eluato seco em 1 mL deOEHa 70%, tendo o cuidado de passar o
solvente pelas paredes do tubo de modo a arrasfias tas cianotoxinas que
eventualmente tenham ficado aderidas ao tubo;

7. Sonicar durante 10 min e transferir a amostra patale vidro ambar de 2 mL;

8. Reservar a amostra no frio a -20°C até a analise@dSI-MS/MS.

Nota: Para cada replicado das culturas em estutiapu-se um cartucho de extracao

em fase solida.
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