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RESUMO 

CARVALHO, F. G. Desenvolvimento de método analítico para o monitoramento 

ambiental de peptídeos de cianobactérias em amostras de água. 2022. Dissertação 

(Mestrado em Fisiopatologia e Toxicologia) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022, 90f. 

 

Cianobactérias são organismos fotossintetizantes que habitam diferentes ecossistemas. 

No ambiente de água doce, especialmente em represas, lagos e lagoas, podem crescer de 

forma acelerada (floração) e causar problemas de toxicidade e contaminação da água. 

Elas produzem diversos metabólitos que podem ser tóxicos, como microcistinas e 

nodularinas, mais amplamente conhecidas e estudadas. No entanto, a riqueza de 

compostos produzidos é alta e ainda muito pouco se conhece em relação à sua estrutura 

química e sua toxicidade. Sabe-se, entretanto, que boa parte destes compostos são de 

origem peptídica, geralmente polipeptídeos necessários para sua sobrevivência. Desta 

forma, esse estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia analítica 

por meio de cromatografia líquida de alta eficiência (em inglês, High-Performance Liquid 

Chromatography, HPLC ou LC) acoplada a espectrometria de massas (em inglês, mass 

spectrometry, MS) para a determinação quantitativa e simultânea dos cianopeptídeos 

namalídeos e espumiginas. Ambos compostos foram recém descobertos, e analisados 

neste estudo a partir da cianobactéria Sphaerospermopsis torques-reginae (cepa ITEP-

024). Foram testados diversos métodos de extração, purificação e separação com sua 

biomassa seca. Todos com vantagens e desvantagens, no entanto, a melhor opção foi uma 

extração direta. Outro ponto avaliado foram os padrões internos (PI), na qual foram 

testados diversos compostos quimicamente similares aos do estudo, e alguns se 

mostraram promissores para o estudo, como o HHL (N-Hippuryl-His-Leu-hydratade) e 

GPA (Z-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilida acetate salt). O método cromatográfico foi otimizado 

para as análises. 

  

Palavras-chave: cianopeptídeos, cromatografia, espectrometria de massas, espumiginas, 

namalídeos.
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ABSTRACT 

CARVALHO, F. G. Developing a bioanalytical method for environmental 

monitoring cyanobacterial peptide metabolites in water samples. 2022. Dissertação 

(Mestrado em Fisiopatologia e Toxicologia) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022, 90f. 

 

Cyanobacteria are photosynthetic organisms that inhabit different ecosystems. In the 

freshwater environment, especially in dams, lakes, and ponds, they can proliferate 

(bloom) and cause problems of toxicity and water contamination. They produce several 

metabolites that can be toxic, such as microcystins and nodularins, which are more widely 

known and studied. However, the compounds' richness is high and very little is known 

about their chemical structure and toxicity. It is known, however, that most of these 

compounds are of peptide origin, generally polypeptides necessary for their survival. 

Thus, this study aimed to develop an analytical methodology using High-Performance 

Liquid Chromatography (HPLC or LC) coupled with mass spectrometry (MS) for the 

quantitative and simultaneous determination of namalide and spumigin cyanopeptides. 

Both compounds were recently discovered and analyzed in this study from the 

cyanobacterium Sphaerospermopsis torques-reginae (strain ITEP-024). Several 

extractions, purification, and separation methods were tested with their dry biomass. All 

with advantages and disadvantages. However, the best option was a direct extraction. 

Another point evaluated was the internal standards (IP), in which several compounds 

chemically similar to those in the study were tested, and some showed promise for the 

study, such as HHL (N-Hippuryl-His-Leu-hydrated) and GPA (Z-Gly-Pro-Arg-p-

nitroanilida acetate salt). The chromatographic method was optimized for the analyses. 

 

Keywords: chromatography, cyanopeptides, mass spectrometry, namalides, spumigins.
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Cianobactérias e produtos naturais 

As cianobactérias são microrganismos procariotos e fotossintetizantes que estão 

presentes nos mais diversos ecossistemas. Em razão de sua ampla variedade de gêneros, 

espécies e capacidade de adaptação, elas produzem uma enorme variedade de metabólitos 

secundários bioativos. Muitos metabólitos secundários são de origem peptídica, 

tipicamente de origem bioquímica não ribossomal, e conhecidos como cianopeptídeos 

(Lima, et al., 2017). Os cianopeptídeos são comumente agrupados de acordo com 

similaridades estruturais, com vias de biossíntese compartilhadas, como as aeruginosinas, 

anabaenopeptinas, cianopeptolinas, ciclamidas, microgininas, microviridinas e 

microcistinas (Welker et al., 2006). Alguns desses compostos possuem atividades 

farmacológicas diversas como ação antibacteriana, antifúngica, antiviral, anticâncer, 

imunossupressora e de inibição de proteases diversas (Gademann and Portmann, 2008; 

Chlipala et al., 2011). 

Alguns dos metabólitos secundários produzidos por cianobactérias exibem 

propriedades tóxicas e são chamados de cianotoxinas. Entre os efeitos danosos aos 

organismos, pode-se citar hepatotoxicidade, neurotoxicidade, dermatoxicidade e inibição 

proteica (Sanz et al., 2017; Bortoli et al., 2014). A ação antrópica tem levado ao 

crescimento acelerado de cianobactérias em alguns reservatórios, e a presença de 

cianotoxinas é de grande preocupação. Esse crescimento, denominado floração (“bloom” 

em inglês) (Figura 1), está intimamente relacionado com fatores ambientais como 

luminosidade, temperatura, pH, irradiação e nutrientes (Hameed et al., 2020). A avaliação 

dessas condições pode ajudar a compreender os mecanismos de defesa e de produção de 

metabólitos secundários de cianobactérias através de variações no meio ambiente (Chen 

e Xie, 2016). 
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Figura 1: Florações de cianobactérias em reservatórios de água no Brasil. Da esquerda 

para direita: lago do Museu Mariano Procópio em Juiz de Fora, MG; Praia dos Namorados 

em Americana, SP; detalhe da Represa do Funil, RJ. 

 
Fonte: Acervo pessoal. 

 

Contudo, pouca atenção tem sido dada aos cianopeptídeos quanto a sua presença 

em água doce e sua toxicidade. Neste projeto, serão avaliados os namalídeos B e C e 

espumiginas K-N, produzidos pela cianobactéria ITEP 024 Sphaerospermopsis torques-

reginae. Esses cianopeptídeos foram recém descobertos e apresentam atividade inibitória 

de proteases (Sanz et al., 2017).  

 

1.2 Cianopeptídeos 

Os cianopeptídeos representam cerca de 60 % dos metabólitos secundários 

produzidos por cianobactérias conhecidas até o momento (Žula et al., 2018). Com quase 

1500 estruturas já descritas na literatura, a maior parte dos cianopeptídeos descritos são 

sintetizados pela via não ribossomal (NRPS do inglês Non-ribosomal peptide synthetases) 

(Welker e von Döhren, 2006). A produção de peptídeos estruturalmente diferentes pode 

ser mais vantajosa para a cianobactéria, já que não ocorre a dominância de apenas um 

tipo de peptídeo (Welker and von Döhren, 2006). 

Alguns cianopeptídeos apresentam atividades antifúngicas, antibacterianas, 

citotóxica e de inibição de proteases e outras enzimas (Chlipala et al., 2011). Assim, uma 
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vez fora das células das cianobactérias, podem afetar os organismos presentes no 

ecossistema (Bober e Bialczyk, 2017). Ainda, devido à diversidade de metabólitos 

secundários produzidos e de suas diferentes propriedades, as cianobactérias são 

consideradas fontes promissoras de novos compostos farmacêuticos e agrícolas, como 

por exemplo micosporinas como fotoprotetores (Barrios-Llerena et al., 2007) (Geraldes 

et al., 2020).  

 

1.3 Sphaerospermopsis torques-reginae (Cyanobacteria: Nostocales) 

A espécie Sphaerospermopsis torques-reginae (Figura 2) é uma cianobactéria 

filamentosa encontrada em algumas regiões do continente sul-americano, em países como 

Brasil, Colômbia e Argentina (Werner et al., 2012). Essa espécie possui a capacidade de 

produzir os cianopeptídeos: anabaenopeptinas, namalídeos e espumiginas (Jacinavicius 

et al., 2020; Sanz et al., 2017), além de aminoácidos do tipo micosporinas (Geraldes et 

al., 2020) e guanitoxina (Fernandes et al., 2020). Em relação aos cianopeptídeos, pouca 

atenção tem sido dada à sua presença em ecossistemas aquáticos.  

 

Figura 2: Microscopia da espécie ITEP 024 Sphaerospermopsis torques-reginae. 

 

Fonte: Werner et al. (2012). 
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1.4 Namalideos B e C e Espumiginas K-N 

O trabalho de Sanz et al. (2015) foi responsável pela elucidação das estruturas dos 

namalídeos B e C e das espumiginas K-N na cepa ITEP 024 (S. torques-reginae) (Figura 

3). Os namalídeos são tetrapeptídeos cíclicos, que apresentam semelhanças estruturais 

com as anabaenopeptinas, com exceção de dois aminoácidos macrocíclicos, (Sanz et al., 

2017). Essas moléculas foram relatadas na literatura como sendo produzidos pela esponja 

marinha Siliquariaspongia mirabilis (Itou et al., 1999) e mais recentemente, pela 

cianobactéria ITEP 024 (Sanz et al., 2017). Até o momento, sabe-se que estes compostos 

são inibidores da carboxipeptidase A em nível submicromolar (Cheruku et al., 2012; Sanz 

et al., 2017).  

As espumiginas são tetrapeptídeos lineares, com vinte e quatro isoformas relatadas 

em cepas de cianobactérias dos gêneros Nodularia, Dolichospermum e 

Sphaerospermopsis (ITEP 024) (Fujii et al., 1997; Sanz et al., 2017). Esses peptídeos são 

potentes inibidores de proteases de serina e cisteína por vias biossintéticas de NRPS (Anas 

et al., 2012). 

 

Figura 3: Estruturas moleculares dos peptídeos namalídeos (tetrapeptídeo cíclico - 

esquerda) e espumiginas (tetrapeptídeo linear - direita). 

 

Fonte: Sanz et al., 2017. 
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1.5 Métodos de extração e análise para a determinação de cianopeptídeos 

Atualmente, as técnicas cromatográficas mais utilizadas para análise e 

identificação de cianopeptídeos é a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

acoplada a um detector de arranjo de diodos (DAD) e/ou de um espectrômetro de massas 

(MS) do tipo triplo quadrupolo (QqQ ou MS/MS). A técnica de extração mais utilizada é 

a extração em fase sólida (SPE) (Bortoli et al., 2014; Sanz et al., 2017; Dörr et al., 2010; 

Paiva et al., 2017; Lima et al., 2017; Sanz et al., 2015; Hoff-Risseti et al., 2013). 

A SPE foi introduzida em 1976 para suprir as desvantagens apresentadas pela 

extração líquido-líquido, e hoje, consiste no método mais popular de preparo de amostras, 

sendo utilizada pela maioria dos laboratórios em análises de rotina. Possui um vasto 

campo de aplicação como em análises de fármacos, contaminantes alimentares e 

ambientais e nas áreas de bioquímica e de química orgânica. As vantagens apresentadas 

pela SPE em comparação com a extração líquido-líquido clássica são o menor consumo 

de solvente orgânico, não formação de emulsões, facilidade de automação, altas 

porcentagens de recuperação do analito, volumes reduzidos de resíduos tóxicos, 

capacidade de aumentar seletivamente a concentração do analito e disponibilidade 

comercial de muitos equipamentos e solventes (Matuszewski et al., 2003, Fontes., 2010). 

Os principais objetivos da SPE são a remoção de interferências da matriz, a 

concentração e o isolamento dos analitos. O fator de concentração é obtido pela razão 

entre o volume inicial de amostra aplicado no cartucho e o volume final de solução 

concentrada. A concentração pode ser aumentada por um fator de 100 a 5000, tornando 

possível a análise qualitativa e quantitativa em concentração de ppm a ppb. As fases 

sólidas e estacionárias empregadas em SPE, são similares àquelas utilizadas em 

cromatografia líquida em coluna, consequentemente, os mecanismos de separação 
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também são similares. Os principais mecanismos são: adsorção, partição (fase normal e 

reversa), troca iônica e exclusão (Matuszewski et al., 2003, Fontes., 2010). 

A história da espectrometria de massas moderna é geralmente atribuída 

inicialmente aos experimentos de J.J. Thomson sobre raios catódicos. Ao aplicar um 

campo elétrico no tubo, Thomson, em 1897, observou uma deflexão do elétron dentro do 

mesmo, sendo esta considerada uma das primeiras determinações da razão m/z. Thomson 

ganhou o prêmio Nobel de Física em 1906 por estes estudos. De acordo com o Prof. J. B. 

Fenn, ganhador do Prêmio Nobel em Química no ano de 2002 pelo trabalho pioneiro no 

uso de electrospray como fonte de ionização branda para espectrometria de massas, a 

espectrometria de massas é a arte de medir átomos e moléculas para determinar suas 

massas moleculares. Tal informação sobre a massa ou peso é muitas vezes suficiente, 

frequentemente necessária, e sempre útil na determinação da identidade de uma espécie. 

Para praticar esta arte, colocamos carga nas moléculas de interesse, isto é, os analitos, e 

então medimos como as trajetórias dos íons resultantes respondem, sob vácuo, a várias 

combinações de campos elétricos e magnéticos. Claramente, a condição sine qua non 

deste método é a conversão de moléculas neutras de um analito em íons.  

A amostra a ser analisada é introduzida por um inlet (dispositivo para a introdução 

da amostra no espectrômetro) e direcionada para a fonte de ionização. Nos estágios 

iniciais do desenvolvimento da técnica, a amostra era introduzida pela vaporização direta 

da mesma; com o desenvolvimento das técnicas cromatográficas tornou-se bastante 

comum o uso de cromatografia como fonte de introdução da amostra no MS. Neste último 

caso, os picos cromatográficos gerados pela separação dos componentes da amostra são 

individualmente introduzidos na fonte de ionização do MS para gerar os íons a serem 

posteriormente separados no analisador e encaminhados para detecção e quantificação. 
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Um software apropriado instalado em um computador efetua os cálculos, gera os 

espectros de massas a serem impressos e comanda as funções do espectrômetro (Dörr et 

al, 2010; Miller et al., 2010; Lanças, 2009).  

2. OBJETIVO GERAL 

Este estudo tem como objetivo desenvolver um método analítico por meio de 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) 

para a determinação quantitativa e simultânea dos metabólitos recém descobertos 

namalídeos B e C e espumiginas K-N produzidos pela cianobactéria Sphaerospermopsis 

torques-reginae (cepa ITEP-024). 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

i. Cultivar a cepa ITEP 024 para obtenção de células para realização dos 

experimentos de extração e identificação de namalídeos B e C e espumiginas K-N; 

ii. Testar diferentes tipos de extração para obtenção de um extrato bruto contendo 

os cianopeptideos de interesse; 

iii. Realizar fracionamento por cromatografia em coluna aberta, a partir do extrato 

selecionado, para obtenção de amostras enriquecidas com os cianopeptídeos de interesse; 

iv. Utilizar técnicas de LC-MS a fim de otimizar a identificação dos namalídeos B 

e C e espumiginas K-N para monitoramento ambiental e utilização de padrão interno para 

fazer a quantificação destes compostos, haja visto que não há padrões comerciais destes. 
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3. HIPÓTESE 

A cromatografia líquida de alta resolução acoplada a um espectrômetro de massas 

do tipo triplo quadrupolo (HPLC-ESI-QqQ) é uma técnica analítica robusta e abrangente 

o suficiente para detectar e quantificar os compostos de interesse neste estudo 

(polipeptídeos), em análises de rotina para monitoramento ambiental. 

  

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Reagentes 

Sais para o preparo do meio ASM-1 grau analítico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). 

Água ultrapura MilliQ (Merck, Darmstadt, Alemanha). Todos os reagentes utilizados 

para as análises LC-MS/MS são grau HPLC. Ácido fórmico (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Alemanha), e metanol e acetonitrila (JT Baker, Phillipsburg, EUA). Todos os reagentes 

sólidos também foram obtidos com Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha). 

 

4.2 Produção de biomassa da cepa ITEP-024 (Sphaerospermopsis torques-reginae) 

Os experimentos foram conduzidos a partir da cepa ITEP 024 da cianobactéria da 

espécie Sphaerospermopsis torques-reginae, isolada de uma floração tóxica no 

reservatório de Tapacurá, Pernambuco, Brasil (Molica et al., 2005) e mantida no 

Laboratório de Toxinas e Produtos Naturais de Algas e Cianobactérias (LTPNA) da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (FCF-USP). As 

culturas foram mantidas em meio ASM-1, 24 ± 2 °C, fotoperíodo 12:12 (claro:escuro), 

intensidade luminosa de 40 μmol fótons m-2s-1 e aeração constante (Figura 4a). A cultura 

de cianobactérias mostrou um crescimento bom apenas com suplementação de nitrogênio 
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e alguns outros sais e que por tanto o meio ASM-1 é adequado (Miranda, C.T. 2017). 

Após 15-20 dias de cultivo, as culturas foram centrifugadas (8.000 rpm, 15 ºC, e 10 

minutos) e então liofilizadas (L101, Liotop) (Figura 4b).  

 

Figura 4: Cultivo da cianobactéria Sphaerospermopsis torques-reginae - (a) cepa ITEP 

024 e (b) biomassa após a liofilização.  

                                          

Fonte: Acervo pessoal. 

 

4.3 Espectrometria de Massas (MS) - testes preliminares  

Baseando no trabalho de Sanz et al. (2017), foram realizados os primeiros 

experimentos para avaliar se o método proposto se adequaria ao nosso equipamento. Para 

isso, foi utilizado como base um método de identificação de microcistina, mais 

abrangente e comum na literatura. Uma mistura de padrões de referência de microcistina 

e nodularinas (Braxis, EUA) juntamente com uma amostra extraída foram analisadas por 

cromatografia líquida de alta performance acoplada a espectrômetro de massa do tipo 

triplo-quadrupolo (HPLC-ESI-QqQ) Agilent 6460 (Agilent Technologies, Santa Clara, 

EUA) com ionização por eletrospray (ESI), em modo positivo e a 3500 V. O nitrogênio 
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foi o gás nebulizador (45 psi) e gás de secagem (5 mL/min a 300 °C). As amostras foram 

analisadas por um modo Scan de varredura de massas.  

A separação dos compostos foi realizada em uma coluna cromatográfica Luna C18 

(250 x 3,5 mm x 5μm) (Phenomenex, EUA). As fases móveis foram água + ácido fórmico 

0,1% (A) e acetonitrila (B); volume de injeção: 5 µL. A separação cromatográfica foi 

realizada com fluxo de 0,25 mL/min, 40 °C e a proporção do gradiente entre as fases A e 

B está descrita na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Proporção do gradiente da fase B utilizada nos testes por LC-QqQ-MS/MS. 

Tempo (min) 0 20 26 28 35 

B (%) 25 95 95 25 25 

 

4.3.1 Otimização do método cromatográfico 

Após os testes iniciais, foi realizada otimização do método para que as análises 

pudessem ser mais rápidas e precisas. Para isso, foram realizados testes com uma coluna 

menor e consequentemente um tempo de corrida menor - Luna C18 (150 x 2 mm x 3μm) 

(Phenomenex, EUA). As fases móveis A e B foram as mesmas das descritas na Tabela 1. 

Volume de injeção de 5 µL, fluxo de 0,25 mL/min e temperatura do forno a 40 °C foram 

mantidos ao longo da corrida. A nova proporção do gradiente entre as fases A e B está 

descrita na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Proporção do gradiente da fase B utilizada nos testes por LC-QqQ-MS/MS. 

Tempo (min) 0 10 12,5 13 19 
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B (%) 25 95 95 25 25 

 

4.4 Teste de extrações 

4.4.1 Extração simples por sonicação 

Uma alíquota de 10 mg de células liofilizadas da cepa ITEP-24 foi extraída com 1 

mL de solução metanol: água (1:1) (MeOH:H2O 50:50 (v/v)) com auxílio de ultrassom 

com probe (OMNI Sonic Ruptor 400) com intensidade de 30 % durante 7 min (1 ciclo). 

Essa amostra passou por um segundo ciclo para garantir que todas as células foram 

lisadas. Depois a amostra foi centrifugada (Eppendorf 5415 R Centrífuga) em 8000 rpm 

por 10 min. O sobrenadante foi coletado e filtrado por filtro de seringa PVDF 0,22 µm 

(Analítica, São Paulo) e a amostra foi então analisada por LC-MS.  

 

4.4.2 Extração exploratória por SPE 

Foram realizados três testes com diferentes cartuchos de SPE a fim de avaliar a 

interação da amostra com os diferentes tipos de recheio da fase estacionária. Como cada 

cartucho apresenta quantidades diferentes de sílica, foram adaptadas as quantidades de 

amostra com a finalidade de não sobrecarregar a mesma. A Tabela 3 apresenta as 

informações do tipo de cartucho e a quantidade de amostra. 

 

Tabela 3: Características da extração exploratória por SPE. 

 

Número de 

cartucho 

Tipo de cartucho Quantidade de 

amostra (mg) 

Volume de 

solubilização da 

amostra em MeOH 70 

% (µL) 
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1 Bond-Elut-C18, 100 mg 3 

mL (Variant, EUA) 

50 500 

2 Sep-PakVac 3cc C18 (500 

mg, 3 mL) (Waters, EUA) 

10 500 

3 Strata Sl-1 Sílica (55 µm, 

70Å), 500 mg, 3 mL 

(Phenomenex, EUA) 

50 200 

 

 

As amostras foram ressuspendidas em MeOH: H2O 70:30 (v/v), e as células foram 

lisadas em probe de ultrassom com intensidade de 30 %, por 7 min (2 ciclos). Em seguida 

foi feita a centrifugação da amostra e o sobrenadante foi transferido para os cartuchos de 

SPE.  

Os cartuchos foram previamente acondicionados, inicialmente com água (100%) e 

depois MeOH: H2O 90:10 (v/v). Em seguida, foram feitas as eluições seriadas com o 

seguinte gradiente: MeOH:H2O 20:80, 40:60, 60:40, 80:20 e 100:0 (v/v). Os volumes 

utilizados para cada cartucho são descritos na Tabela 4. 

 

Tabela 4: Volumes utilizados em cada cartucho de SPE durante a extração. 

 

Cartucho Volumes usados (mL) 

1 3 

2 3 

3 1 
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Os eluatos foram coletados e secos em Speed Vac (CentriVap Cold Trap, 

LABCONCO) inicialmente a 40 ºC por 240 min. Após esse tempo permaneceu apenas 

com vácuo, em temperatura ambiente até sua completa secagem (aproximadamente 24h). 

Na sequência, foram reconstituídos em 500 µL de MeOH:H2O 50:50 (v/v) para injeção 

no LC-MS. 

 

4.4.3 Extração com Extração em fase sólida (EFS ou SPE) 

Após os testes iniciais, foi definido um protocolo de extração com o uso de SPE: 

20 mg de biomassa seca, ressuspendidos em 400 µL de MeOH:H2O 70:30 (v/v), células 

lisadas em probe de ultrassom com intensidade de 30 %, por 7 min (2 ciclos). Na 

sequência, foram adicionados 2400 µL de água MilliQ para que a porcentagem final de 

MeOH na amostra fosse de 10 % (v/v). Em seguida, as amostras foram centrifugadas e 

os sobrenadantes adicionados aos cartuchos SPE 1 e 2. Os cartuchos foram condicionados 

como descrito no item 4.4.2. Em seguida, foram feitas eluições seriadas com quantidades 

crescentes de metanol para averiguar o espectro de eluição dos compostos presentes na 

amostra. Partiu-se de MeOH: H2O 10:90 e foram seguidos por 20:80, 40:60, 60:40, 80:20 

e 100:00 (v/v).  

As frações foram secas em Speed Vac e posteriormente, ressuspendidas com 500 

µL de MeOH: H2O 50:50 (v/v) e filtradas (0,22 µm) para então serem injetadas no LC-

MS. Uma alíquota desta amostra (50 µL) foi adicionada a 50 µL de uma solução saturada 

de borohidreto de sódio (NaBH4) para que ocorresse a redução dos compostos analisados. 
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4.4.4 Extração comparativa de amostras de ITEP-024 e CENA 543 

Para realizar uma comparação entre os compostos de interesse da cepa ITEP 024 

(espumiginas e namalídeos) e o padrão interno (nodularinas da cepa CENA 543, Nostoc 

sp.), foi feita uma extração comparativa. Para isso, 20 mg de biomassa seca, de ambas as 

cepas, foram individualmente ressuspendidas em 500 µL de MeOH: H2O 70:30 (v/v), 

levadas ao ultrassom com probe. Foram utilizados dois cartuchos de SPE, previamente 

usados no item 4.4.3. Foi feita a eluição dos compostos com MeOH: H2O 10:90 (v/v) e 

foi prosseguido conforme o item anterior (item 4.4.3). 

Também foi avaliada a extração direta, sem uso de SPE, onde 10 mg de biomassa 

seca foram ressuspendidos em 1 mL de MeOH: H2O 70:30 (v/v). As amostras foram 

sonicadas em ultrassom com probe e centrifugadas. Parte da amostra foi injetada em LC-

MS de forma direta, e outra parte foi filtrada e injetada em LC-MS na sequência, para 

avaliar se o filtro retém os compostos, conforme procedimento do item 4.4.3. 

 

4.4.5 Cromatografia em coluna ou extração em fase sólida (SPE) 

Foram preparadas duas amostras com aproximadamente 300 mg de biomassa 

liofilizada e 5 mL de MeOH: H2O 70:30 (v/v). As amostras foram submetidas à lise 

celular por ultrassom com probe e o processo foi repetido duas vezes. Uma delas foi 

direcionada para a coluna de sílica e a outra passou por centrifugação. Após a extração 

simples, o extrato bruto foi colocado cuidadosamente no topo da coluna de sílica. 

Nos métodos de SPE na fase normal para cromatografia em coluna (CC), 

utilizando uma coluna de vidro de 18,75 x 2,00 cm. A coluna foi embalada com 10 g de 

sílica gel poro 60Å com partículas de 230-400mm (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Alemanha) usando algodão na parte inferior e superior da coluna. A coluna foi 
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condicionada com MeOH 100 %, e depois inseriu-se a amostra na coluna e, em seguida, 

foram realizadas lavagens sequenciais com 30 mL de metanol de 10 a 100 % (MeOH:H2O 

(v/v)). Posteriormente, todas as amostras foram secas no Speed Vac.  

 

4.4.6 Extração líquido-líquido 

Como uma tentativa de extrair os demais pigmentos da amostra, foram realizados 

métodos de extração líquido-líquido para avaliar a eficácia desta técnica para utilização 

nesta metodologia. Foi utilizada a mesma preparação do item 4.4.5 e foram testados 

alguns solventes diferentes: água, metanol e n-hexano. 

Foram adicionados 10 mL de cada um destes solventes na amostra; o conjunto foi 

agitado manual e vigorosamente por 1 min e, em seguida, deixado em repouso para que 

ocorresse a decantação e/ou separação de fases. Os extratos foram secos e ressuspendidos 

em 100 µL de MeOH:H2O 50:50 (v/v) e injetados no LC-MS. Posteriormente, para testar 

outros solventes, foram preparadas alíquotas de 10 mg de biomassa seca e ressuspendidas 

em 5 mL dos seguintes solventes: água, água + 0,1 % ácido fórmico, acetona: H2O 90:10 

(v/v) e diclorometano (DCM) 100%. 

 

4.5 Padrão Interno 

Após definição das condições cromatográficas ideais para identificação dos 

namalídeos e espumiginas, buscou-se por candidatos a padrão interno. A proposta inicial 

foi de utilizarmos uma nodularina modificada, devido sua similaridade química e fácil 

obtenção. Para realizar a modificação da nodularina, foram propostos 2 tipos de reações 

(reação 1 e 2) diferentes. 
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4.5.1 Reação 1  

 A primeira tentativa (reação 1) de modificar a nodularina deu-se utilizando a 

metodologia de Miles et al. (2003) na qual o padrão de nodularina (2 μg/mL - 10 μL) 

(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) é misturado com tampão de bicarbonato de 

amônio (0,2 M, pH 9,2, 50 μL) e 2-Mercaptoethanol (1 μL) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Alemanha). A reação foi acompanhada no LC-MS. 

 

4.5.2 Reação 2 

A reação 2, baseada no método de metilação, foi feita diluindo-se 5 µL do padrão 

de microcistina (YR) e 45 µL de trifluoreto de boro em MeOH (3-BF) (Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, Alemanha). A amostra foi misturada em vórtex e analisada por LC-MS (Miles 

et al, 2013; Puddick et al., 2016; De Oliveira, 2016). 

 

4.5.3 Reação utilizando nodularinas (CENA 543) 

Durante os testes para encontrarmos um padrão interno, foi utilizada a cepa CENA 

543 devido a sua capacidade de produzir grandes quantidades de nodularina, a fim de 

evitarmos o consumo do padrão comercial desta. Para isso, foi realizada a mesma extração 

utilizada com a cepa ITEP-024, que consiste em ressuspender 10 mg de biomassa seca 

em 1 mL de ácido fórmico 0,1 %, seguida de secagem e ressuspensão em MeOH:H2O 

50:50 (v/v). Parte da amostra (50 µL) foi reduzida com borohidreto de sódio (50 µL) e 

injetada em LC-MS. Outra parte foi utilizada para realização da reação de adição de 3-

BF (50 µL amostra + 50 µL 3-BF + 30 min de reação). Em seguida, foram adicionados 

mais 50 µL da solução de borohidreto para reduzir tudo. Na sequência, foram misturados 
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30 µL desta amostra com 30 µL de amostra da cepa ITEP-024 para verificar a interação 

entre elas. 

 

4.6 Comparação de resultados com a etapa de clean-up 

Foi realizado um teste simples de comparação de perdas que ocorreram durante a 

etapa de clean-up durante a extração por SPE. Assim, comparamos o rendimento de uma 

amostra que passou apenas pelo processo de extração com o rendimento que foi extraída 

e passou por clean-up com SPE. 

 

4.7 Teste de diferentes padrões internos 

Outros compostos foram testados como padrão interno (PI) a fim de verificarmos 

se havia melhora na resposta do equipamento (LC-MS). A Tabela 5 apresenta a relação 

entre eles. 

 

Tabela 5: Características dos padrões internos utilizados no teste. 

 

PI MM (g/mol) Massa 

(mg) 

Solvente (mL) Marca 

Nodularina 

Modificada 

839 N/A 1 mL MeOH: H2O 

50:50 (v/v) 

CENA 

543/ 

Aciclovir 225,2 10,71 10 mL H2O+AcF 0,1 

%: MeOH (50:50) 

(v/v) 

Sigma-

Aldrich 
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N-alfa-para-tosyl-L-

arginina metil éster 

378,87 5 1 mL MeOH: H2O 

(50:50) (v/v) 

Sigma-

Aldrich 

L-tryptophan-d5 209,26 5 1 mL MeOH: H2O 

(50:50) (v/v) 

Sigma-

Aldrich 

Melatonin-d4 236,30 5 1 mL MeOH: H2O 

(50:50) (v/v) 

Sigma-

Aldrich 

N-hyppuriyl-His-Leu 

hydratade  

447,5/ 

429,5 (sem 

hidratação) 

3 1,5 mL MeOH: H2O 

(50:50) (v/v) 

Sigma-

Aldrich 

N-succinil-Gly-Gly-

Fe-p-nitroanilida 

499,97 3 1,5 mL MeOH: H2O 

(50:50) (v/v) 

Sigma-

Aldrich 

Z-Gly-Pro-Arg-p-

nitroanilida acetate 

salt 

662,7/ 

602,7 (sem 

acetato) 

3 1 mL MeOH: H2O 

(50:50) (v/v) 

Sigma-

Aldrich 

N/A = não se aplica. 

 

A amostra da cepa ITEP-024 foi preparada utilizando-se 20 mg de células 

liofilizadas ressuspendidas em 2 mL de ácido fórmico 0,1 %. A extração foi realizada 

seguindo os métodos do item 4.4.3. Após secagem no Speed Vac, as amostras foram 

ressuspendidas em 0,5 mL de MeOH:H2O 50:50 (v/v). Foram preparados 2 tipos de 

amostra, uma “normal”, sem sofrer redução, e uma amostra reduzida preparada com 50 

µL da amostra ressuspendida final e 50 µL de uma solução saturada de NaBH4. As 
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amostras finais foram preparadas misturando 30 µL das amostras da cepa ITEP 024 

(normal e reduzida) e 20 µL da solução final do PI. Além disso, foram realizados testes 

com diferentes energias de colisão para avaliar a fragmentação destes compostos. Além 

disso, outro teste foi realizado com as amostras, que consiste na verificação da 

estabilidade destas soluções de acordo com o tempo. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Produção de biomassa da cepa ITEP-024 (Sphaerospermopsis torques-reginae) e 

CENA 543 (Nostoc sp.) 

Em todo o processo de cultivo da cepa ITEP-024 de S. torques-reginae, foram 

produzidos aproximadamente 25 g de biomassa liofilizada. Para a cepa CENA 543 Nostoc 

sp., foram obtidos cerca de 5 g de biomassa liofilizada. 

 

5.2 Testes iniciais com espectrometria de massas (MS) 

A literatura existente sobre espumiginas e namalídeos é muito escassa. São classes 

de compostos peptídicos recentemente descobertas (Fujii et al., 1997; Sanz et al., 2017) 

e que, portanto, são pouco conhecidas. Diante disso, partiu-se de uma estratégia um pouco 

diferente para conseguir analisar estes compostos inicialmente. A estratégia utilizada foi 

o mimetismo de compostos. A classe de microcistinas, peptídeos também produzidos por 

cianobactérias, são muito bem caracterizadas e estudadas, com uma vasta literatura 

presente (Miles et al, 2013; Puddick et al., 2016; De Oliveira, 2016). Desta forma, foi 

testado um método de quantificação de microcistina, para avaliar sua viabilidade no 

equipamento LC-MS descrito anteriormente. Como são compostos com características 
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físico-químicas similares, era esperado que se comportassem de maneira parecida na 

cromatografia líquida. 

Sendo assim, foi realizado o preparo e a injeção de um mix de padrões de 

microcistinas (MC-LA, LR, RR e YR) e nodularina, justamente para realizar essa 

primeira avaliação e foi obtido o cromatograma apresentado na Figura 5. É possível 

observar cinco picos bem definidos e que apresentam boa separação entre eles, mostrando 

que o método é adequado às nossas condições laboratoriais, uma vez que reproduziu os 

resultados do artigo utilizado como referência (Sanz et al. 2017). A Tabela 6 especifica 

cada pico. 

Figura 5: Cromatograma com os picos de microcistinas e nodularina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 6: Características dos picos dos padrões de microcistinas e nodularina. 

Padrão m/z Tempo de retenção 

Microcistina YR 1045,5 3,4 



 

                 

                                                                                                                                          
 

21 

 

Microcistina LR 995,5 3,6 

Microcistina LA 910,5 4,8 

Microcistina RR 519,9 2,6 

Nodularina 825,0 3,1 

 

Uma vez que o método se mostrou efetivo para microcistinas e nodularina, a etapa 

seguinte foi realizar a análise de umas amostras da cepa ITEP-024 para avaliar o 

comportamento cromatográfico dos compostos de interesse. Desta forma, foram 

avaliados como espumiginas e namalídeos poderiam ser encontrados e se estes seriam 

detectados. Na Figura 6, é possível observar o cromatograma no modo Scan da amostra. 

 

Figura 6: Cromatograma obtido por LC-MS em modo Scan para identificação de 

namalídeos e espumiginas. 
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Os namalídeos conseguem aparecer sem prévio tratamento enquanto as 

espumiginas precisam sofrer um processo de redução para se tornar estável para o 

espectrômetro de massas (Sanz et al., 2015). Mesmo com esta etapa a mais, a extração 

com ultrassom por probe é eficaz para extrair os compostos de interesse. No entanto, 

microrganismos apresentam uma complexidade metabólica enorme, e desta forma, 

algumas etapas de purificação (clean up) seriam necessárias, com a finalidade de obter os 

compostos mais puros possíveis para se utilizar no processo de validação analítica. 

 

5.3 Testes de filtração 

Foram realizados testes de filtragem para avaliar se o uso do filtro teria impacto 

na concentração final dos compostos analisados. Os resultados mostraram que houve 

perdas no processo e consequentemente de namalídeos e espumiginas, sendo de 

aproximadamente 10% de redução para namalídeos e 18% para espumiginas, indicando 

que ocorreu sim perda na filtração (Figura 7). 

 

Figura 7: Comparação entre os cromatogramas de namalídeos (vermelho - filtrado; rosa 

- não filtrado) e espumiginas (verde - filtrado; preto - não filtrado) de uma amostra da 

cepa ITEP-024 com filtro de seringa de 0,22 µm. 

 

 



 

                 

                                                                                                                                          
 

23 

 

5.4 Testes de extração  

5.4.1 Extração exploratória por SPE 

Um dos métodos de extração/separação mais utilizados na área de toxicologia é a 

técnica por extração em fase sólida (SPE), onde uma fase estacionária, geralmente sílica, 

é usada para separar os componentes. A SPE é uma técnica adequada para um 

metodologias exploratórias devido à pequena quantidade de amostra usada, assim como 

de fase móvel, além de uma variedade enorme de fases estacionárias, se adequando às 

suas necessidades analíticas. Nos experimentos, foram testados alguns tipos de cartuchos 

de SPE para avaliar qual apresentaria melhor resolução e separação dos compostos 

estudados.  

 

5.4.2 Extração exploratória por SPE - Cartucho 1 

Os resultados de extração por SPE com o cartucho 1 são apresentados na Figura 

8A. Com a extração da cepa ITEP 024 com MeOH 100 %, não foi eluído nenhum 

composto de interesse nesta fração, mostrando que essa solução extratora não é adequada 

para extração e detecção de namalídeos e espumiginas. Com MeOH: H2O 80:20 (v/v) 

(Figura 8B) e MeOH: H2O 60:40 (v/v) (Figura 8C), as espumiginas saíram nestas frações, 

no entanto, os namalídeos não foram detectados. Analisando um extrato com MeOH: H2O 

40:60 (v/v) (Figura 8D), os namalídeos foram detectados, mas desta vez, não foi possível 

detectar as espumiginas. Em MeOH: H2O 20:80 (v/v), é possível observar que ambos os 

compostos já haviam sido eluídos (Figura 8E). 
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Figura 8: Cromatograma dos extratos da cepa ITEP-024 com SPE (cartucho 1) foram 

analisados com 100 % (a), 80 % (b), 60 % (c), 40 % (d) e 20 % (e) de MeOH:H2O (v/v), 

buscando os compostos em ambas as relações de m/z de 576 e 613. 

 

(a) 

 

(b) 

 

(c) 
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(d) 

 

(e) 

 

5.4.4 Extração exploratória por SPE - Cartucho 2 

Foi analisado um segundo cartucho (2), com as mesmas frações de MeOH: H2O 

(v/v) (100 - 20 %) utilizados com o cartucho 1. Com 100 % (Figura 9A), 80 % (Figura 

9B) e 60 % (Figura 9C) de MeOH, apenas as espumiginas foram detectadas. Com 40 % 

(Figura 9D) e 20 % (Figura 9E) de MeOH: H2O (v/v), os namalídeos começaram a sair 

nestas frações, mas não mais as espumiginas.  

 

Figura 9: Cromatograma dos extratos da cepa ITEP 024 com SPE (cartucho 2) foram 

analisados com 100 % (A), 80 % (B), 60 % (C), 40 % (D) e 20 % (E) de MeOH: H2O 

(v/v), buscando os compostos em ambas as relações de m/z de 576 e 613. 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 
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(e) 

 

O cartucho 3 não apresentou resultados porque não foi possível terminar de 

realizar os processos de SPE, porque houve entupimento do cartucho, mesmo seguindo o 

processo de centrifugação prévia das amostras para diminuir materiais particulados. 

Provavelmente o sobrenadante tinha muita afinidade pelo conteúdo dos cartuchos (base 

sílica modificada) e os entupiu (Matuszewski et al., 2003; Fontes, 2010). Esse 

procedimento foi repetido, para verificar se era um problema de preparo, mas aconteceu 

a mesma coisa e, portanto, não foram considerados para os resultados. 

Pelos resultados obtidos, não houveram resultados cromatográficos diferentes 

entre os dois tipos de cartucho de SPE. Os resultados são parecidos com os obtidos no 

trabalho de Sanz et al. (2015). Os namalídeos saem preferencialmente nas frações com 

maior quantidade de água, enquanto as espumiginas saíram nas frações mais metanólicas. 

Mas neste momento, começou a surgir um problema técnico, para se fazer a validação 

analítica, seria necessária uma quantidade considerável destes compostos isolados, mas 

uma das vantagens da SPE, que seria a baixa quantidade de amostra utilizada, acabou se 

tornando uma desvantagem. Seria necessário fazer um processo de scale up da técnica 

para que se tornasse algo mais produtivo e eficaz. Então o processo natural nos levou a 
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testar a cromatografia em coluna que seria usada para um clean-up das mesmas, assim 

como a SPE. 

 

5.4.5 Cromatografia em coluna 

Como dito anteriormente, a cromatografia em coluna é um tipo de scale-up da 

SPE, onde podemos processar uma maior quantidade de amostras ao mesmo tempo, além 

de aumentar a eficiência da separação porque foi usada uma maior quantidade de sílica, 

conforme a necessidade. Na Figura 10, é possível observar os cromatogramas referentes 

às frações coletadas com 100 % (A), 90 % (B) e 80 % (C) de MeOH: H2O (v/v). 

 

Figura 10: Biomassa da cepa ITEP-024 em cromatografia em coluna, em diferentes 

frações de MeOH: H2O (v/v): 100 % (A), 90 % (B) e 80 % (C); buscando os compostos 

em ambas as relações de m/z de 576 e 613. 

 

(a) 
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(b) 

 

(c) 

 

Como podemos ver pelos resultados, não houve separação dos compostos de 

interesse, sendo eluídos na primeira fração, de 100 % metanol. As demais frações depois 

de 80 % MeOH: H2O (v/v), apresentam traços, quando presentes, que se confundem com 

a linha de base. Ao analisar a Figura 11, fica evidente que praticamente todos os 

compostos de interesse são eluídos na primeira fração, podendo ser considerada quase 

desprezível as quantidades nas demais frações. 

 

Figura 11: Comparativo de intensidade de picos em amostra da cepa ITEP-024 entre as 

3 primeiras frações. 
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Analisando de forma global, acabou que esta etapa de clean up, não atingiu o 

efeito desejado porque a ideia de fazer um processo de purificação em que as perdas 

fossem mínimas não foi possível. Não se mostraram com um bom custo-benefício para o 

método, porque o tempo e custos foram demais para poucos benefícios. Além disso, 

considerando a mentalidade de toxicologia verde, estas perdas podem ser consideradas 

críticas, porque não se ainda o real potencial toxicológico destas substâncias, então quanto 

menor as perdas e descartes desnecessários, melhor para este modelo sustentável.  

 

5.4.6 Cromatografia em coluna - CENA 543 

Mantendo a ideia de padrão interno, foi realizado esse procedimento para ver se 

conseguia purificar as nodularinas produzidas a partir da cepa CENA 543, porque ela 

seria usada como uma candidata de PI para o experimento. Assim, uma amostra foi 

submetida ao mesmo procedimento que a ITEP-024. Abaixo, a Figura 12 apresenta os 

resultados deste protocolo com frações de 100 % (A), 90 % (B) e 80 % (C) MeOH: H2O 

(v/v). 

 

Figura 12: Cromatograma do extrato da cepa CENA 543 com 100 % (A), 90 % (B) e 80 

% (C) de MeOH: H2O (v/v). 

 

(a) 
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(b) 

 

(c) 

 

Novamente, como foi descrito no item anterior, praticamente toda a nodularina 

foi extraída (saiu) na fração de 100 % de MeOH e nas demais, se existir, são traços que 

se confundem com a linha de base do equipamento. A Figura 13, mostra este comparativo 

visual destes resultados. 

 

 

Figura 13: Comparativo de intensidade de picos em amostra de CENA entre as 3 

primeiras frações. 
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 Como discutido anteriormente, chegamos à conclusão de que a extração direta da 

biomassa evita perdas e ajuda na obtenção dos compostos de interesse. 

 

5.4.7 Extração líquido-líquido 

Na tentativa de retirar pigmentos e purificar minimamente os compostos de 

interesse, realizou-se uma etapa de extração líquido-líquido a fim de obter uma amostra 

com menos contaminantes. Em uma pequena quantidade amostra foram usados diferentes 

tipos de solventes (exploratório; Figura 14) e analisados no LC-MS, ao mesmo tempo, 

que os resíduos destas extrações foram ressuspendidos com MeOH: H2O 50:50 (v/v) 

(base), líquido extrator mais próximo do ideal, e extraídos para verificar o que sobrava 

no precipitado. 

 

 

 

Figura 14: Etapa exploratória com acetona 90 % (A), base com acetona 90 % (B), 

exploratória com água (C), base com água (D), exploratória com água acidificada (E), 

exploratória com diclorometano (F) e base com diclorometano (G). 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 
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(e) 

 

(f) 

 

(g) 

 

Pelos resultados mostrados acima podemos tirar algumas conclusões. Tanto a 

água acidificada como o diclorometano extraem igualmente os compostos estudados, 

sendo eficaz em ambas as etapas. Acetona 90 % e água não são eficazes para primeira 

extração, porque praticamente nada é obtido na etapa exploratória e praticamente tudo é 

encontrado na etapa base. Mas a escolha mais adequada entre os dois primeiros é a água 

acidificada por ser menos tóxica e mais adequada ao uso no LC-MS. 
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5.4.8 Extração líquido-líquido - Retirada de pigmentos 

 Novamente foi realizada uma comparação entre as perdas que acontecem entre 

fazer esta extração líquido-líquido e a extração direta. A Figura 15 mostra estes 

resultados. 

 

Figura 15: Comparativo entre a extração direta e extração de pigmentos entre os 

cromatogramas de namalídeos (vermelho - pigmento; rosa - direto) e espumiginas (verde 

- pigmento; preto - direto). 

 

 

 É observado que ocorrem perdas consideráveis ao realizar esta etapa de 

purificação. Como a ideia é reduzir ao máximo estas perdas, viu-se que se torna uma etapa 

desnecessária para o processo, continuam a ser preferíveis fazer uma extração direta e 

injetar. 

 

5.5 Avaliação da energia de colisão 

 Nesta etapa de desenvolvimento do método, é necessário avaliar como os 

compostos de interesse se comportam com eles. E uma das variáveis que podemos avaliar, 

especificamente na parte analítica da espectrometria de massas, consiste na avaliação de 
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que forma a energia de colisão na célula de colisão, dentro do espectro de massas do tipo 

triplo quadrupolo, afeta a fragmentação das moléculas. Uma energia adequada é quando 

consegue-se manter a m/z base do composto e gerar fragmentos característicos da 

molécula. Se a energia for muito alta, pode ocorrer uma fragmentação exagerada e 

consumir toda a molécula, ficando incapaz de determinar que moléculas mãe gerou tais 

fragmentos. Da mesma forma, energia muito baixa, não gera fragmentos e a 

espectrometria de massas perde sua funcionalidade. Abaixo as espectrometrias de massas 

de ambos os compostos, namalídeo e espumigina, com as variações de energia de colisão. 

Como podemos ver pelos resultados, as espumiginas (Figura 16), por sofrerem 

um processo de redução, adquirem uma maior estabilidade frente a quebra pela energia 

de colisão, por isso foi necessário o maior valor de energia testado para gerar uma certa 

fragmentação da molécula. Diferentemente, o namalídeo (Figura 17) consegue sofrer 

fragmentação com energia menores, que pelos resultados, deve variar em torno de 8 a 15.   

 

Figura 16: Comparativo entre diferentes energias de colisão no perfil de fragmentação 

da espumigina. 
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Figura 17: Comparativo entre diferentes energias de colisão no perfil de fragmentação 

do namalídeo. 

 

 

5.6 Padrão Interno 

 Nesta etapa foram avaliados compostos que poderiam trazer benefícios para as 

análises cromatográficas, por terem comportamento físico-químicos semelhantes aos 

analitos e com isto teríamos uma melhor resposta cromatográfica. Os compostos 

utilizados nos testes para escolha do melhor PI estão apresentados na Tabela 5 do item 

4.5 dos materiais e métodos. 

 

5.6.1 Nodularina modificada  

Inicialmente a ideia seria utilizar uma nodularina modificada como padrão interno. 

Este composto foi obtido realizando algumas reações de adição da molécula descritas nas 

reações i e ii dos seguintes itens. 
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5.6.1.1 Reação 1 

Essa mesma metodologia de modificação foi aplicada ao padrão de microcistina 

para servir de controle positivo, já que quase todas as metodologias encontradas 

modificam microcistinas e não nodularinas (Miles et al, 2013; Puddick et al., 2016; De 

Oliveira, 2016). Os resultados descritos na literatura, ou seja, o padrão de microcistina, 

reage rapidamente e é quase completamente consumido na reação química, entretanto, 

diferentemente, a nodularina praticamente não reage, apenas reagindo levemente após 36 

h no vial enquanto a microcistina com 5 min já é possível observar os resultados (Figura 

18).  

Na Figura 18C, é possível observar o espectro de massas da nodularina após a 

reação 1, mostrando que não há formação de outro pico com massa aumentada em m/z de 

78. 

 

Figura 18: Cromatograma do padrão de nodularina (A); espectro de massas da nodularina 

(B) e espectro de massas da nodularina após a reação 1. 
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(a)

 

(b) 

 

(c) 
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Na Figura 19, é possível observar os dados do padrão de microcistina YR utilizado 

como controle positivo da reação. É possível observar que o pico base da microcistina 

YR desaparece, mas há a formação de fragmentos m/z 1123 na mesma região. 

 

Figura 19: Cromatograma (A) e espectro de massas do padrão de microcistina YR (B) 

usado como controle positivo da reação (pico antes da reação). Cromatograma (C) e 

espectro de massas do padrão de microcistina YR (D) usado como controle positivo da 

reação, após a reação. 

 

(a) 

 

(b) 
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(c) 

 

(d) 

 

5.6.1.2 Reação 2 

Como a primeira tentativa não foi bem-sucedida, foi testada uma nova 

metodologia baseada na metilação da nodularina (reação 2). A literatura mostra que os 

aminoácidos podem ser facilmente convertidos a ésteres metílicos quando reagidos com 

trifluoreto de boro em metanol (Miles et al, 2013; Puddick et al., 2016; De Oliveira, 

2016). Foi visto pelos resultados que a reação de metilação foi bem realizada tanto na 

nodularina como no controle positivo com a microcistina. Também foi verificado que se 
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formaram compostos monometilados e dimetilados. Além disso, praticamente todo o 

padrão foi consumido mostrando que a reação é rápida e eficiente. 

A escolha do PI deve ser considerando algum composto com similaridades 

químicas com o analito de interesse e que não esteja presente na amostra. Para isso, foi 

definida uma nodularina modificada devido às suas similaridades estruturais com os 

demais cianopeptídeos como as espumiginas, namalídeos e microcistinas. Para verificar 

se a nodularina seria aceitável para o método, foram realizados testes e se mostrou bem 

aceitável o padrão comercial de nodularina com as microcistinas.  

Na Figura 20, estão os dados da nodularina utilizada na reação 2, mostrando o 

pico antes da reação.  

 

Figura 20: Cromatograma (A) e espectro de massas (B) da nodularina usada na reação 

2 (pico antes da reação). 

 

(a) 
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(b) 

 

Na Figura 21, estão apresentados os dados de nodularina com os picos depois da 

reação 2 (m/z de 825, 839 e 853). 

 

Figura 21:  Cromatograma (A) e espectro de massas (B-C) da nodularina usada na reação 

2 com formação do fragmento de m/z 839 (B) e 853 (C). Picos depois da reação com m/z 

de 825 (verde), 839 (azul) e 853 (roxo) e seus respectivos espectros de massas. 

 

(a) 
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(b) 

 

(c) 

 

Na Figura 22, estão apresentados os dados do padrão de microcistina YR utilizado 

como controle positivo da reação (pico antes da reação).  

 

Figura 22: Cromatograma (A) e espectro de massas (B) do padrão de microcistina YR 

utilizado como controle positivo da reação (pico antes da reação).  
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(a) 

 

(b) 

 

Na Figura 23, estão apresentados os dados de padrão de microcistina YR utilizado 

como controle positivo da reação. É possível observar picos depois da reação 2, 

mostrando que o pico base da microcistina YR diminui bastante e há a formação de 

fragmentos m/z 1059 (vermelho) e m/z 1073 (preto) na mesma região. 

 

Figura 23: Cromatograma (A) e espectro de massas (B-C) do padrão de microcistina YR 

(roxo) utilizado como controle positivo da reação (picos depois da reação). 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 
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A estabilidade deste composto (nodularina modificada) não era muito alta após 

24h; ele apresentava decaimento cromatográfico, enquanto os picos de espumiginas e 

namalídeos permaneceram praticamente estáveis. Com isso, foi descartada essa 

alternativa. A busca de algum composto que atendesse as necessidades da metodologia 

continuou. 

 

5.6.2 Nodularina - Extração da cepa CENA 543 

Uma vez que a nodularina não existe naturalmente na amostra, ela foi considerada 

uma boa candidata para PI. Contudo, em todos os testes que foram realizados, foi utilizado 

um padrão comercial de nodularina. Mas como estava numa etapa de testes, seria melhor 

achar outra fonte de nodularina, para poder realizar todos os testes sem se preocupar com 

o limite finito deste padrão. Dessa maneira, foi encontrada uma cepa de Nostoc sp. CENA 

543, que produz alta quantidade de nodularina (em torno de miligramas de nodularina por 

grama de biomassa seca), o que foi perfeito para o momento em que se encontrava o 

projeto. Na Figura 24, é possível observar os dados da extração direta da cepa CENA 543 

e posterior injeção no LC-MS. 

 

Figura 24: Pico de nodularina de m/z 825 extraída com água acidificada. Cromatograma 

(A) e espectro de massas (B). 

 

(a) 
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(b) 

 

Como pode ser visto, a nodularina extraída apresentou um bom pico 

cromatográfico, assim como o padrão comercial anteriormente. Mas seria necessário 

avaliar mais um ponto. Como na preparação da amostra da cepa ITEP-024 é utilizado 

uma solução redutora, precisaria avaliar se a mesma não iria causar algum problema com 

a amostra de CENA 543, visto que é um ambiente mais rico de compostos do que apenas 

o padrão puro de nodularina.  

Assim, a Figura 25 mostra o resultado desta reação. A nodularina se mostrou 

intacta após este procedimento e não houve a formação de outros fragmentos, ou seja, 

não houve nodularinas modificadas na cepa CENA 543.  

 

Figura 25: Pico de nodularina de m/z 825 extraído com água acidificada e submetido a 

redução com borohidreto de sódio e sem formação de outros fragmentos (nodularina 

intacta). 
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Na sequência, foi realizada a reação da cepa CENA 543 com 3-BF, a fim de 

avaliar como se comportaria nessa nova situação. A Figura 26 mostra a sobreposição dos 

3 picos (nodularina + nodularina monometilada + nodularina dimetilada). 

 

Figura 26: Sobreposição dos picos de m/z de 825, 839 e 853 (nodularina + nodularina 

monometilada + nodularina dimetilada). 

 

 

Como pode ser observado, a nodularina é praticamente toda convertida em suas 

formas metiladas e apresenta um bom pico cromatográfico. Na sequência, a Figura 27 

mostra o que sobrou do pico da base nodularina.  

 

Figura 27: Pico de nodularina com m/z de 825 após reação com 3-BF. Cromatograma 

(A) e espectro de massas (B). 

 

(a) 
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(b) 

 

Na Figura 28, praticamente toda a nodularina é consumida na reação. 

 

Figura 28: Pico de nodularina, m/z de 839 e 853, após reação com 3-BF, em que 

praticamente quase toda a nodularina é convertida nestes novos compostos (nodularina 

modificada). Cromatograma (A) e espectro de massas (B). 

 

(a) 

 

(b) 
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Após 24h da realização da reação de metilação, foi reinjetado o mesmo vial com 

a reação e apresentou um resultado não adequado deste composto. As metilações que 

haviam ocorrido anteriormente, começaram a ser desfeitas e voltou a aparecer o pico de 

nodularina em m/z 825. A Figura 29 mostra a sobreposição destes 3 picos de nodularina 

que não estavam presentes antes. 

 

Figura 29: Sobreposição dos picos de m/z de 825 (vermelho), 839 (preto) e 853 (roxo), 

após a reação com 3-BF, mostrando que há nodularinas modificadas, mas voltou a 

aparecer o pico de nodularina base que anteriormente tinha sido consumida quase por 

completo. 

 

 

Na Figura 30, encontra-se o comparativo que foi realizado com o padrão de 

nodularina comercial para avaliar se a nodularina da cepa CENA 543 seria adequada para 

os experimentos futuros. Na Figura 30B, é possível observar que houve praticamente todo 

o consumo do m/z de 825 (verde) e formação de m/z 839 (azul) e m/z 853 (roxo). Na 

Figura 30C, houve praticamente todo o consumo do m/z de 825 (verde) e formação de 

m/z 839 (azul) e m/z 853 (laranja), e o agente redutor não interferiu na reação de metilação. 
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Figura 30: Padrão de nodularina comercial de 1 µg/mL (A); padrão de nodularina 

comercial 1 µg/mL após reação com 3-BF (B); padrão de nodularina comercial 1 µg/mL 

reagido com borohidreto de sódio e posterior reação com 3-BF (C); sobreposição dos 

picos da cepa ITEP-024 (roxo - namalídeo; azul - espumigina) e do padrão de nodularina 

modificada (vermelho), mostrando a resolução entre eles (D). 

 

(a) 

 

(b) 

 

(c) 
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(d) 

 

 Mas como dito anteriormente, esse candidato a PI não foi adequado, porque não 

apresentou estabilidade com o passar do tempo. Outro problema, mais contornável, seria 

que sempre ocorre a dimetilação da nodularina, não sendo possível para na 

monometilação. Isto não é um problema caso a proporção de ambas se mantivesse 

constantes, mas como não foi o caso, então se tornou um problema grave no projeto e 

com isto foram testados novos candidatos a PI. 

 

5.6.3 Aciclovir  

O aciclovir (nucleosídeo análogo da purina), apresentou um pico de m/z 226 com 

tempo de retenção de aproximadamente 2,6 min (Figura 31). 

 

Figura 31: Cromatograma do aciclovir utilizado para teste de padrão interno com a 

função de TIC (roxo) e EIC (verde) (A) e sua estrutura química (B). 

 

(a) 
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(b) 

 

Como o aciclovir apresenta uma estrutura menor em comparação com o 

namalídeo, e também mais polar, era esperado que saísse no começo da corrida, e isso foi 

visto por meio da análise. Quando contaminada a amostra de ITEP-024 com o aciclovir, 

obtemos um cromatograma limpo e adequado para as análises, como apresentado na 

Figura 32. 

 

Figura 32: Cromatograma com o pico do aciclovir (2,6 min) e namalídeo (6,8 min) no 

modo Scan. 

 

 

Um problema começa a aparecer quando precisamos fazer a redução da amostra 

para poder analisar as espumiginas (Figura 33). O pico do aciclovir reage com o agente 

redutor gerando um novo composto e concomitantemente, ele perde perfil 

cromatográfico, gerando um pico com “ombro” e disforme (Figura 33B). Desta forma, 

chegamos à conclusão de que este composto, aciclovir, não era adequado para ser 
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utilizado como padrão interno, porque ele reagia com os tratamentos que a amostra sofria 

e perdia resolução cromatográfica. 

 

Figura 33. Cromatograma da amostra normal e reduzida (A) sobrepostos contendo os 

picos de aciclovir (2,6 min - azul e roxo), espumigina (3,6 min - laranja) e namalídeo (6,8 

min - azul) e espectro de massas do aciclovir no cromatograma (B). 

 

(a) 

 

(b) 

 

5.6.4 N-alfa-para-tosyl-L-arginina metil ester (NAPTLAME) 

Outro composto utilizado como padrão interno foi o NAPTLAME, que apresenta 

grupos químicos de interesse e parecia ser promissor, uma vez que possui características 

de peptídeos, como pode ser observado na Figura 34A. Ele apresentou um perfil 

cromatográfico bom relacionado ao método. Apresentou um pico de m/z 343 e com TR 

de aproximadamente 3,5 min (Figura 34B-C). 
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Figura 34: Estrutura química do NAPTLAME (A); cromatograma do NAPTLAME 

utilizado para teste de padrão interno (B) e espectro de massas do NAPTLAME do 

cromatograma (C). 

 

(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

Tendo analisado isso, fez-se a contaminação da ITEP-024 reduzida com este 

composto gerando os picos descritos na Figura 35. 

 

Figura 35: Cromatograma com os picos de NAPTLAME (3,6 min - verde), espumigina 

(3,6 min - roxo) e namalídeo (6,8 min - azul). 
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Ao analisar este cromatograma, vemos um problema, porque o pico da 

espumigina e do PI saem no mesmo tempo de retenção, o que não é o ideal de um perfil 

cromatográfico. Além disso, ao analisar o espectro de massas do candidato a PI, vemos 

que ele reage com o borohidreto de sódio, gerando um composto com m/z 329, novamente 

incorrendo no problema com o PI anterior. 

A mais, pelo o pico da espumigina e do PI se sobreporem, acaba atrapalhando a 

detecção da espectrometria de massas, pois ambos os picos contaminam o espectro um 

do outro. Com isto, este padrão foi descartado também como possível PI. 

Na Figura 36 são observados os espectros de massas do pico da espumigina e do 

NAPTLAME, mostrando que um pico contamina o espectro do outro pico pela 

sobreposição dos picos no cromatograma. 

 

Figura 36: Espectros de massas do pico da espumigina (A) e do NAPTLAME (B). 

 

(a) 
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(b) 

 

5.6.5 Tryptophan-d5  

Outro candidato para PI testado foi o triptofano deuterado (Figura 37A). Por ser 

um padrão deuterado, apresenta uma característica m/z que poderia facilitar as análises. 

Sua m/z é de 210 e o TR de aproximadamente 2,9 min. Contudo, quando foi analisada a 

contaminação da ITEP-024 com esse PI, o pico do triptofano não apresentou um bom 

pico cromatográfico, como mostra a Figura 37B. Com isso, este padrão interno também 

não se mostrou adequado para o método e foi descartado. 

 

Figura 37: Estrutura química do Tryptophan-d5 (A); cromatograma do Tryptophan-d5 

utilizado para teste de padrão interno, mostrando os picos do Tryptophan-d5 (2,9 min - 

vermelho) e namalídeo (6,8 min - roxo) (B), e espectro de massas do Tryptophan-d5 do 

cromatograma (C). 

 

(a) 
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(b) 

 

(c) 

 

5.6.6 Melatonin-d4 

Outro padrão deuterado testado foi a melatonin-d4 (Figura 38A), pelos mesmos 

motivos anteriores. Este pico apresenta uma m/z de 237 e TR de aproximadamente 6,4 

min (Figura 38BC). Cromatograficamente falando, este pico se adequou perfeitamente ao 

método em uso, apresentando um bom perfil cromatográfico. 

 

Figura 38: Estrutura química do melatonin-d4 (A); cromatograma do melatonin-d4 

utilizado para teste de padrão interno, mostrando os picos do melatonin-d4 (6,4 min - 

azul) e namalídeo (6,8 min - vermelho) (B), e espectro de massas do melatonin-d4 do 

cromatograma (C). 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

Contudo, quando se misturou este candidato a PI com o agente redutor para a 

ITEP-024, causou o mesmo problema que os anteriores, este composto reage com este e 

gera um novo fragmento de m/z de 259. Novamente temos o mesmo problema das 

tentativas anteriores em que o agente redutor reage com o PI e que não é uma coisa 

desejada no experimento, porque aumentou mais uma variante no processo e, portanto, 

foi eliminado (Figura 39). 
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Figura 39: Cromatograma contendo os picos de espumigina (3,6 min - azul), melatonin-

d4 (6,4 min - 237(roxo) e 259 (vermelho) e namalídeo (6,8 min - verde) (A) e espectro 

de massas do melatonin-d4 mostrando a formação do pico de m/z 259 (B). 

 

(a) 

 

(b) 

 

5.6.7 N-succinil-Gly-Gly-Fe-p-nitroanilida 

N-succinil-Gly-Gly-Fe-p-nitroanilida (Figura 40) apresentou problemas de 

solubilização com o solvente utilizado (MeOH: H2O 50:50% - v/v) e já foi descartada 

nesta etapa de preparação. 

 

Figura 40: Estrutura molecular do N-succinil-Gly-Gly-Fe-p-nitroanilida. 
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5.6.8 N-Hippuryl-His-Leu-hydratade (HHL)  

Outro composto testado foi HHL (Figura 41A), que se trata de um composto com 

características de peptídeos e que poderia ser útil na análise. Ele apresentou uma m/z de 

430 e TR de aproximadamente 3,8 min (Figura 41B-C). Nos testes iniciais, este composto 

mostrou-se promissor, porque apresentou bom perfil cromatográfico e resolução. 

 

Figura 41: Estrutura química do HHL (A); cromatograma do HHL utilizado para teste 

de padrão interno, mostrando os picos do HHL (3,8 min - azul) e namalídeo (6,8 min - 

azul) (B) e espectro de massas do HHL do cromatograma (C). 

 

(a) 

 

(b) 
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(c) 

 

5.6.9 Z-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilida acetate salt (GPA) 

O GPA (Figura 42A) também foi outro composto que se mostrou promissor nos 

primeiros testes. Ele apresentou um m/z de 583 e com TR de aproximadamente 5,6 min 

Figura 42B-C). O cromatograma apresentou uma resolução entre os picos e eles 

apresentam boa simetria, algo desejável. 

 

Figura 42: Estrutura química do GPA (A), cromatograma do GPA utilizado para teste de 

padrão interno, mostrando os picos do GPA (5,6 min - roxo) e namalídeo (6,8 min - preto) 

(B), e espectro de massas do GPA do cromatograma (C). 

 

 (a) 

 

(b) 
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(c) 

 

5.7 Resultados promissores 

5.7.1 Extração da biomassa para liberação dos compostos de interesse 

 Pelo que foi apresentado até o momento, a extração direta, ou seja, apenas 

biomassa seca e líquido extrator foi a melhor maneira de lidar com os diversos problemas 

durante o desenvolvimento do método. Todas as formas de extração e purificação dos 

compostos de interesse acabaram causando perdas nas amostras ou problemas analíticos 

e/ou ambientais. Portanto, a forma mais simples acabou sendo a mais sensata. Temos 

problemas decorrentes disso, porque o equipamento de LC-MS precisa lidar com mais 

compostos ao mesmo tempo e isso pode gerar perda de resposta/sinal do que realmente 

importa, além de ser maiores as chances de contaminar/sujar o nebulizador e seu entorno. 

No fim, temos que avaliar sempre o melhor custo-benefício e a melhor decisão foi a 

extração direta.  

 

5.7.2 Padrões internos promissores: HHL e GPA 

Dentre os diversos candidatos de padrão interno que foram testados, dois acabaram 

por se mostrar mais adequados, o HHL e o GPA. Falando da estrutura química, temos 

compostos com massas moleculares próximas às espumiginas e namalídeos; apresentam 

grupos funcionais semelhantes e estrutura proteica. Apresentaram boa solubilidade no 
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solvente extrator e no solvente usado para ressuspender a amostra (MeOH: H2O 50:50% 

- v/v). Além disso, apresentaram boa ionização no LC-MS apresentando cromatogramas 

com picos simétricos e proporcionais às análises. 

É possível que a melhor característica que os diferenciam dos demais seja a 

estabilidade frente ao agente redutor. Os demais PI acabaram gerando íons resultantes da 

reação do borohidreto de sódio com eles, gerando outras espécies de íons, que muitas 

vezes não eram tão estáveis. Trabalhar com um PI que não é uma mistura de íons é 

desejado, porque não precisamos nos preocupar que a concentração do PI vá variar com 

o tempo ou outra condição da análise. Então nesta análise inicial, se mostraram os 

candidatos de escolha para prosseguir com os demais testes. 

 

7. CONCLUSÕES 

A ideia de utilizar compostos gerados pelas próprias cianobactérias como 

precursores dos padrões internos foi uma ideia muito boa, porque já é esperado que eles 

sejam muito parecidos quimicamente com os namalídeos e espumiginas. Mas 

infelizmente as tentativas que foram realizadas não foram satisfatórias. Mostrando que 

tem um potencial ainda grande para futuras pesquisas. Mas mesmo com estas 

adversidades, foram testados vários outros compostos comerciais, que apresentam 

algumas vantagens, como disponibilidade rápida, pureza e estabilidade. Isso ajudou 

principalmente nos últimos testes realizados, porque foi possível continuar os 

experimentos da mesma etapa que se encontrava e não precisar voltar para uma etapa 

anterior de reações químicas com nodularinas ou outro cianopeptídeo. 
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O método desenvolvido (Luna C18 (150 x 2 mm x 3μm), com fases móveis A e B 

(gradiente vide item 4.3.1), volume de injeção de 5 µL, fluxo de 0,25 mL/min e 

temperatura do forno a 40 °C mostrou-se importante, porque foi possível avaliar diversos 

cianopeptídeos e não apenas as nodularinas e espumiginas, e isto é bem vantajoso para 

um laboratório que trabalha com estes tipos de compostos, porque conseguimos fazer uma 

análise de multi detecção para peptídeos. As escolhas dos PI, HHL e GPA, foram 

importantes cromatograficamente para a metodologia. A falta de tempo não permitiu uma 

melhor otimização e posterior validação, mas o processo foi de aprendizado ímpar e 

conhecimento serão levados para o futuro. Jamais se contentar com sua realidade é uma 

das bases da ciências e será mantido nos planos futuros, seja pessoal ou profissional. 
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