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Introducéao

A determinagcdo e identficacdo de
microcistinas (MC) de cepas de cianobactérias e
também de floragBes algais € um grande desafio, pois
ha uma grande variedade de analogos e baixa
concentracdo. As MC possuem um esqueleto béasico
como o apresentado na Figura 1 e sua estrutura geral
é ciclo(D-Ala-L-R;-D-R,Asp-L-R;-Adda-D-Glu-N-metil-
dihidro-Ala)". 5 aminoacidos normalmente ndo variam
(Adda, Glu, Mdha, Ala e MeAsp). As principais
mudangas ocorrem na posi¢cdo R; e/ou Rj, as quais
podem apresentar qualquer aminoacido. Cerca de 70
variantes ja foram cescritas®>. Em razdo de sua alta
sensibilidade e possibilidade de acoplamento com
HPLC a espectrometria de massas em “tandem”
oferece contribuicdo significativa na identificagcdo e
elucidacéo estrutural de MC.

Nesse trabalho 4 MC foram isoladas e
identificadas de 9 cepas brasileiras de Microcystis sp.
por RP-HPLC, usando uma coluna Cyg e eluigdo com
uma mistura de MeOH/H,O. As toxinas foram
identificadas como as variantes MC-LR, MC-RR, MC-
YR e MC-LA por ESI-MS/MS. E importante salientar
gue algumas dessas variantes néo tinham sido
reportadas nessas espécies de Microcystis.

Resultados e Discussao

Em razdo da alta polaridade das MC foi
empregado um método simples e eficiente para sua
purificacdo, usando extracdo MeOH/H,O (3:1),
cromatografia de coluna em silica e HPLC semi-
preparativo. As cepas estudadas por HPLC-DAD
apresentaram picos com espectro no UV-VIS
semelhante ao padrdo de MC-LR (I o = 238nm).
Esses picos foram coletados e posteriormente
analisados por ESIMS/MS. As amostras foram
ressuspendidas em uma solucéo de 50% (v/v) MeCN
contendo 0.1% (v/v) de &cido férmico e infundidas no
espectrometro de massas Quattro Micro (Waters®),
electrospray modo positivo, com potencial de 30V no
cone. Espectros no modo “full scan” e “product ion
scan” foram obtidos para massas entre 450 a 550 Da
e 900 a 1100 Da.
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As estruturas foram identificadas com base
no seu perfil de fragmentacéo, dados ja publicados
em literatura’ e em comparagdo com o padrdo de
MC-LR.

Tabela 1. MCs encontradas em cepas brasileiras de
Microcystis sp.

Cepas de Microcystis

MC Encontradas

255 n.d.
232 MC-YR

155 n.d.
235 MC-LR

NPLS-1 n.d.
NPLJ-4 MC-LA
NPLJ-47 MC-RR
NPJB-1 MC-LR
BCCUSP 100 MC-LR

Figura 1 Estrutura geral das MC. Onde R e R, podem ser
qualquer aminoéacido e R, =H ou Me.

Conclusdes

Quatro diferentes MC foram separadas e
purificadas em HPLC em fase reversa. Suas
estruturas foram elucidadas por ESI-MS/MS. As
toxinas foram identificadas como as variantes MC-LR,
MC-RR, MC-YR e MC-LA, sendo que algumas
dessas variantes réio tinham sido reportadas nessas
espécies de Microcystis.
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