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“Se Deus nédo nos deu asas; em vez disso, nos deu o pensamento, que voa mais do que todos
0S passaros, porque atinge o proprio Deus...”

BENITO PEREZ GALDOS



RESUMO

O leite é uma secrecdo nutritiva de cor esbranquicada opaca produzida pelas células
secretoras das glandulas maméarias de fémeas de mamiferos. Sua principal funcéo & nutrir os
filhotes até que sejam capazes de digerir outros alimentos e contribuir para sua saude
metabdlica, regulando os processos de obtencdo de energia, especialmente o metabolismo da
glicose e da insulina. E o Gnico fluido que bebés de mamiferos ingerem (crianca de peito, no
caso de humanos) até o desmame. Por ser uma secrecao, pode conter diferentes toxinas e
metabolitos prejudiciais a saude, porque os leites de alguns mamiferos domésticos (vaca,
principalmente) fazem parte da nutricdo humana essencialmente na primeira infancia, € também
€ a base de muitos produtos lacteos, como manteiga, queijo e iogurte. Com base no exposto
acima, € imperativo realizar um monitoramento adequado do leite para quantificar possiveis
farmacos que possam contaminar o leite e garantir a qualidade adequada para o consumo geral
sem afetar a saude humana.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e empregar técnicas de preparo de amostras
por extracdo em fase solida com foco no uso das capacidades adsorventes de polimeros
condutores para a quantificagcdo de diferentes farmacos em leite. Métodos de determinagéo
simultanea foram desenvolvidos e validados para quatro familias de farmacos comumente
usados na criagdo de gado leiteiro por HPLC, para avermectinas (AVMs), milbemicinas (MBM),
antibiéticos (ABs) e esteroides (Ss).

Para a determinacdo simultanea de quatro AVMs (abamectina - ABA 1b e ABA 1la,
eprinomectina - EPR e ivermectina - IVM) e uma MBM (moxidectina - MOX)), em amostras de
leite foi empregada a extracéo em fase soélida adaptada em ponteira utilizando o polipirrol (PPy)
como material adsorvente (PT-PPy-SPE) seguida da analise por HPLC-UV. O PPy foi
caracterizado por microscopia eletrdnica de varredura, termogravimetria e espectroscopia
infravermelho com transformada de Fourier. O preparo de amostras incluiu uma etapa de
precipitacao de proteinas do leite com acetonitrila com a subsequente extragcdo dos analitos por
PT-PPy-SPE. O método cromatogréfico foi desenvolvido em fase reversa, modo isocratico,

vazdo de 1,2 mL min?t e detecgdo em 250 nm. A composicdo da fase moével foi acetonitrila:



metanol: agua (55: 25: 20, v/viv). As condicdes otimizadas da PT-PPy-SPE foram: solvente de
lavagem (300 yL de agua), solvente de eluigdo (metanol), volume de eluente (700 pL), volume
da amostra (1 mL), quantidade de material adsorvente (50 mg de PPy), pH da amostra 10 e sem
adicdo de sal. O método apresentou boa linearidade mostrando coeficientes de correlagao (r) =
0,99 no intervalo de concentragdo de 20 a 3000 ng mL* para todos os analitos. As recuperacdes
foram em torno de 100%. O método desenvolvido foi aplicado em uma amostra real de leite
encontrando 23,6 + 2,60 ng mL* de IVM. O método de preparo de amostras mostrou ser de facil
manipulacao além de promissor para outro tipo de farmacos.

Para a determinacdo simultdnea de quatro ABs de trés familias diferentes; duas
tetraciclinas (TCs) (doxiciclina (DOX), oxitetraciclina (OXY)), um antibidtico bacteriostatico
(Bstatic) (trimetoprim (TPM) e um antibidtico p-lactamico (penicilina G (PCN)), em amostras de
leite foi empregada a polianilina mesoporosa revestida com caseina (CAS) como material
adsorvente magnético (RA-MMPAnNi-HM-CAS). A polianilina magnética (RA-MMPAnI) foi
caracterizada por microscopia eletronica de varredura com espectroscopia por energia
dispersiva, termogravimetria, espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier e
difracdo de raios X. O preparo de amostra envolveu duas etapas, a primeira etapa foi a
precipitacdo de proteinas (PP) do leite com acetonitrila e a segunda etapa foi o preparo de
amostras empregando a extragdo em fase solida magnética (MSPE). O método cromatografico
foi desenvolvido em fase reversa, modo isocratico, vazéo de 1,25 mL min* e detecgdo a 240 nm.
A composicdo da fase movel foi metanol: 50 mM tampé&o fosfato pH 6.6 (45: 55, v/v). Os
parametros e condi¢ges otimizadas para o preparo de amostras foram: solvente de lavagem (500
pL de &gua), solvente de elui¢cdo (800 pL de acetonitrila/acido acético (7: 3, v/v)), volume e pH
da amostra (1 mL e pH 12,5), quantidade de material adsorvente (40 mg RA-MMPAnNi-HF-CAS)
e 60 s de agitacao no vortex. O método mostrou-se linear ao longo do intervalo de concentracao
de 8 a 1000 ng mL™ com coeficientes de correlagéo (r) = 0,994 para todos os analitos e
recuperacdes em torno de 100% para TPM, DOX e OXY e de 93,16% para PCN. O método
desenvolvido e validado foi aplicado para as andlises de amostras reais de leite de varios

supermercados locais. A MSPE moustrou ser uma técnica rapida e de facil manipulacéo.



Desenvolveu-se uma metodologia rapida, facil de manipular e de baixo custo baseada
na microextracdo em sorvente empacotado (MEPS), em combinacdo com cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector por arranjos de diodo. O politiofeno (PTh) foi sintetizado pelo
método oxidativo e utilizado como sorvente do MEPS para a multideterminacdo de trés
esteroides (Ss): estradiol (EsD), prednisolona (Pre) e progesterona (PGN) em amostras de leite.
O PTh foi caracterizado por microscopia eletrdnica de varredura, termogravimetria,
espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier. O método cromatogréfico foi
desenvolvido em fase reversa e modo isocratico com temperatura fixa em 40 °C, vazéo de 0,85
mL min?, volume de injecdo de 40 uL e deteccdo ultravioleta a 265 nm. A propor¢éo da fase
moével composta por metanol: acetonitrila foi 55: 45 (v/v). Os parametros e condi¢des otimizadas
para o preparo de amostras foram: solvente de lavagem (75 pL de agua), solvente de eluicdo
(200 pL metanol / acido férmico (5: 1, v/v)), volume e pH da amostra (250 puL e pH 12,5),
guantidade de material adsorvente (4 mg PTh), e dois ciclos de extragdo. O método mostrou ser
linear no intervalo de concentracdo de 16 a 1200 ng mL™ com coeficientes de correlagao (r) 2
0,99 para todos os analitos e recuperagdes em torno de 97% para PGN e EsD e de 88,99% para
PRe. O método desenvolvido e validado foi utilizado para as analises de amostras reais de leite
de vérios supermercados locais, chegando a detectar EsD em baixa concentragdo. O preparo de
amostras moustro ser rapido de facil manipulagéo e como grandes possibilidades de automacéao.

Os resultados apresentados em este trabalho mostram que os polimeros condutores sao
materiais promissores para serem usados no preparo de amostras, uma vez que se adaptam a
maioria das técnicas de SPE, mostrando que sédo excelentes materiais adsorventes para matrizes

de alimentos, como o leite.

Palavras chave: preparo de amostras, polimeros condutores, SPE, antibiticos, esteroides,

antihelmintico, amostras de leite.



ABSTRACT

Milk is an opague whitish colored nutrient secretion produced by the secretory cells of the
mammary glands of mammals' females. Its main function is to nourish the offspring until they are
able to digest other foods and contribute to their metabolic health by regulating the processes of
obtaining energy, especially the metabolism of glucose and insulin. It is the only fluid that babies
of mammals ingest (baby in the case of humans) until weaning. Being a secretion can contain
different toxins and metabolites harmful to health because the milks of some domestic mammals
(cow, mainly) are part of human nutrition essentially in early childhood, is also the basis of many
products dairy products, such as butter, cheese and yogurt. Based on the above, it is imperative
to perform adequate monitoring of the milk to quantify possible drugs that may contaminate the
milk and ensure the appropriate quality for consumption without affecting human health.

The objective of this work was to develop and employ the sample preparation techniques
by solid phase extraction with focus on the use of absorbent capacities of conducting polymers
for the quantification of different drugs in milk. Simultaneous determination methods were
developed and validated for four families of drugs commonly used to raise dairy cattle by HPLC,
for avermectins (AVMs), milbemycins (MBM), antibiotics (ABs) and steroids (Ss).

For the simultaneous determination of four AVMs (abamectin - ABA 1b and ABA 1la,
eprinomectin - EPR and ivermectin - MIV) and an MBM (moxidectin - MOX)) in milk samples was
used Pipette-tip solid-phase extraction using polypyrrole (PPy) as adsorbent material (PT-PPy-
SPE) followed by HPLC-UV analysis. The PPy was characterized by scanning electron
microscopy, thermogravimetry and Fourier transform infrared spectroscopy. Sample preparation
included a milk cleanup step employing protein precipitation (PP) with acetonitrile for subsequent
extraction of the analytes by PT-PPy-SPE. The chromatographic method was developed in
reverse phase, isocratic mode, flow rate at 1.2 mL min and detection at 250 nm. The composition
of the mobile phase was acetonitrile: methanol: water (55: 25: 20, v/v/v). The optimum conditions
of PT-PPy-SPE were: washing solvent (300 yL water), elution solvent (methanol), eluent volume
(700 yL), sample volume (1 mL), amount of adsorbent material mg of PPy), pH of the sample of
10 and without addition of salt. The method showed good linearity showing correlation coefficients

iv



(r) 2 0.99 in the concentration range of 20 to 3000 ng mL™ for all analytes. The recoveries were
around 100%. The developed method was applied in a sample of real milk, finding 23.6 + 2.60 ng
mL* of IVM.

For the simultaneous determination of four ABs from three different families; two
tetracycline’s (TCs) (doxycycline (DOX), oxytetracycline (OXY)), a bacteriostatic antibiotic
(Bstatic) (trimethoprim (TPM) and a B-lactam antibiotic (penicillin G (PCN)) in milk samples was
used mesoporous polyaniline coated with casein (CAS) as magnetic adsorbent material
(RA-MMPANI-HM-CAS). The magnetic polyaniline (RA-MMPAnNi-HM-CAS) was characterized by
scanning electron microscopy with dispersive energy spectroscopy, thermogravimetry, Fourier
transform infrared spectroscopy and X-ray diffraction. The sample preparation involved two steps,
the first step was the milk cleaning by the precipitation of proteins (PP) with acetonitrile and the
second step was the extraction of the analytes by the magnetic solid phase extraction (MSPE).
The mobile phase composition was methanol: 50 mM phosphate buffer solution pH 6.6 (45: 55,
v/v). The optimum parameters and conditions for sample preparation were: washing solvent (500
ML of water), elution solvent (800 pL of acetonitrile / acetic acid (7:3, v/v)), sample volume and pH
(2 mL and pH 12.5), amount of adsorbent material (40 mg of RA-MMPAni-HM-CAS) and 60 s of
strong agitiation at vortex. The method was linear over the concentration range of 8 to 1000 ng
mLwith correlation coefficients (r) 2 0.992 for all analytes and recoveries around 100% for TPM,
DOX and OXY and 93.16% for PCN. The developed and validated method was used for the
analysis of real milk samples from several local supermarkets.

A rapid, easy-to-manipulate and low-cost method based on microextraction by packed
sorbent (MEPS) was developed in combination with HPLC-DAD. The polythiophene (PTh) was
synthesized by the oxidative method and used as a sorbent of the MEPS for the
multidetermination of three steroids (Ss): estradiol (EsD), prednisolone (PRe) and progesterone
(PGN) in milk samples. PTh was characterized by scanning electron microscopy,
thermogravimetry, Fourier transform infrared spectroscopy. The chromatographic method was
developed in reverse phase and isocratic mode with fixed temperature at 40 °C, flow rate at 0.85
mL min?, injection volume of 40 uL and ultraviolet detection at 265 nm. The proportion of the
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mobile phase composed of methanol: acetonitrile was 55: 45 (v/v). The optimum parameters and
conditions for sample preparation were: washing solvent (75 pL water), elution solvent (200 pL
methanol / formic acid (5: 1, v/v)), sample volume and pH (250 yL and pH 12.5), amount of
adsorbent material (4 mg PTh), and two treatment cycles. The method was linear over the
concentration ranged from 16 to 1200 ng mL"* with correlation coefficients (r) = 0.99 for all analytes
and recoveries around 97% for PGN, EsD, and 88.99% for PRe. The method developed and
validated was used for the analysis of real milk samples from several local supermarkets, even
detecting EsD in low concentration.

The results presented in this work show that conductive polymers are promising materials
to be used in sample preparation techiniques because they adapt to most SPE techniques and

are excellent adsorbent materials for food matrices, like milk.

Keywords: sample preparation, conductive polymers, SPE, antibiotics, steroids, anthelmintic, milk

samples.
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CAPITULO 1: Introdugéo geral

“A inteligéncia é mais poderosa do que sorte, e pode governar seu curso para qualquer parte e
ser a causa de sua felicidade ou sua infelicidade”

LUCIO ANEU SENECA
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1. ASPECTOS GERAIS DO PREPARO DE AMOSTRAS

O desenvolvimento da instrumentacao analitica tornou possivel realizar a determinacgéo
de infinidade de compostos em uma matriz ambiental, alimenticia ou bioldgica. [1] A maioria
dessas matrizes podem conter interferentes em altas ou baixas concentragdes, 0s quais podem
dificultar a analise com qualquer técnica ou instrumento analitico. Essa situacdo tornou
importante o estudo do preparo de amostras, uma vez que uma amostra libre de interferentes,
melhora significativamente a deteccdo e a separacdo, além de diminuir o tempo de pré-
condicionamento [2].

As diversas técnicas de preparo de amostras tém como finalidade (i) remover possiveis
interferentes, (ii) realizar a pré-concentracdo dos analitos, (iii) converter o analito, quando for
preciso, em uma forma mais apropriada para a detec¢éo ou separacgao, (iv) diminuir o tamanho
das amostras, (v) fornecer um método reprodutivel, (vi) aumentar a seletividade na extracédo e
(vii) facilitar a automacéo [3].

Dentre as técnicas mais utilizadas estéo: extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-
liquid extraction) e a extracdo em fase soélida (SPE, do inglés solid phase extaction), contudo sé&o
extracdes que precisam de volumes muito grandes de solventes. A tendéncia € sempre procurar
técnicas que sejam de baixo custo, rapidas e principalmente que utilizem pouco ou nenhum
solvente organico [4].

A SPE é a técnica de preparo de amostra mais utilizada na forma de cartuchos
descartaveis. Comparada com a LLE, a SPE requer menor quantidade de solvente organico,
fornece altas porcentagens de recuperacdo dos analitos, favorece o aumento da concentracao
dos analitos, beneficia uma ampla variedade de solventes além de outras caracteristicas atrativas
[5]. Apesar da ampla aceitacdo da SPE, a maioria dos atuais métodos demandam muito tempo
[6-9]. Aos inicios dos anos 90, novos procedimentos miniaturizados da SPE, empregando
adsorventes comercialmente disponiveis, tais como C8, Cl2 e C18, sdo cada dia mais

explorados [8, 9].



2. POLIMEROS CONDUTORES
Polimeros condutores (CP) sdo uma classe de polimeros com elétrons acoplados em
toda sua extensdo, normalmente constituidos por mondémeros formados por polienos ou por
estruturas poliarométicas [10]. Dentre os principais polimeros condutores destacam-se:
politiofeno (PTh), polianilina (PAni) e polipirrol (PPy) (Figura 1.1). A PAni e o PPy séao
classificados como polimeros conjugados e sdo de grande interesse por sua estabilidade
ambiental, com excelente condutividade elétrica e por serem facilmente sintetizados, seja por
polimerizacdo eletroquimica ou quimica [11, 12]. Atualmente as areas de aplicacdo dos
polimeros condutores incluem baterias, supercapacitores, catalisadores, materiais de suporte e
sensores [13, 14].
Estes polimeros podem ser reduzidos e oxidados devido ao baixo potencial de ionizagéo
e a alta afinidade eletrénica [14]. Afim de melhorar as caracteristicas mecéanicas, tais como
maleabilidade e estabilidade térmica, tem-se desenvolvido métodos para combinar os polimeros
com metais, assim como os poli-heterociclos condutores capazes de melhorar a maleabilidade
[14]. A morfologia, o tamanho e a area superficial especifica dos compostos sdo parametros
muito importantes para o ajuste de suas propriedades, condutividade elétrica, comportamento

magneético, efeitos cataliticos e a adsorcao [15].

polianilina polipirrol politiofeno

Figura 1.1. Estruturas dos polimeros condutores polianilina, polipirrol e politiofeno. Fonte:
préprio autor

3. AMOSTRAS DE LEITE

O leite € um alimento para consumo global, pois é a matéria-prima para um nimero
grande de produtos alimentares [16]. Em criancas e adolescentes, o leite é a primeira fonte de
calcio, vitamina D e potassio. O consumo diario também fornece proteinas, acidos graxos

saturados, vitaminas B2, B12 e fosforo [17]. Para garantir que a qualidade do leite seja adequada,
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as organizacdes globais de saude mantém controles rigidos comecando pela ordenha até a
comercializacdo [16-18]. Considera-se uma secre¢do nutritiva de cor esbranquicada opaca
produzida pelas células secretoras das glandulas mamarias das fémeas dos mamiferos, portanto
pode-se dizer que é uma via de eliminacdo de alguns metabdlitos ou componentes completos de
certos farmacos [19].

O leite de vaca tem uma densidade média de 1,032 g mL™. E uma mistura complexa e
heterogénea composta de um sistema coloidal de trés fases, em solugdo contem carbohidratos
e aclcares, em suspensao contem proteinas e aminoacidos e em emulsédo contem gorduras e
acidos graxos. Contém uma proporcao significativa de agua (cerca de 87%) [19]. Nessa
perspectiva, as caracteristicas do leite fazem dele uma matriz complexa para analise. Portanto,
€ necessario o desenvolvimento de métodos de preparo de amostras para controle de qualidade,
extracdo e quantificacdo de farmacos, uma vez que existem estudos mostrando a intima relacéo
de determinadas doengas (cancer, obesidade, embolia, artrite, pancreatite e deficiéncia renal)
com o consumo de leite contaminado [18-20, 21].

Neste trabalho foram desenvolvidas trés técnicas de preparo de amostras explorando
as propriedades adsorventes de trés polimeros condutores (PPy, PAni e PTh), para serem
empregados na extracao de quatro tipos de farmacos (AVM, MLB, ABs e Ss). Para garantir uma
boa compreensédo do trabalho e dos estudos realizados a tese foi divida em capitulos. Neste
capitulo (Capitulo 1) foi apresentada uma introducao geral sobre preparo de amostras, polimeros
condutores e amostras de leite. No segundo capitulo foi apresentada uma revisdo bibliogréfica
sobre as técnicas de extracdo em fase solida miniaturizada, emprego de polimeros condutores
para preparo de amostras, e sobre andlises quantitativas de quatro tipos de farmacos
empregados em gado leiteiro. O terceiro capitulo apresenta os objetivos gerais deste trabalho.
O quarto capitulo apresenta o desenvolvimento da extracdo em fase sélida adaptada em ponteira
(PT-SPE) empregando polipirrol como material adsorvente para determinacdo simultanea de
avermectinas e milbemicinas em leite. O quinto capitulo apresenta o desenvolvimento da
extracdo em fase solida magnética (MSPE) baseada em polianilina mesoporosa magnética
revestida com caseina para determinacédo de antibidticos em leite. O sexto capitulo apresenta a
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determinacdo de esteroides ndo corticoides em leite utilizando politiofeno como material
adsorvente empregando a microextracdo em sorvente empacatado (MEPS). O sétimo (ultimo

capitulo) apresenta as conclusdes gerais obtidas da realizacdo deste trabalho.
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CAPITULO 2: Revis3o bibliografica

“Em geral, os homens julgam mais pelos olhos do que pela inteligéncia, porque todos podem
ver, mas poucos entendem o que veem”

NICOLAU MAQUIAVEL



A sintese bibliogréfica desta Tese refere-se aos tdpicos, mais importantes para seu
desenvolvimento, tais como técnicas de extracdo em fase solida miniaturizada, polimeros

condutores como materiais adsorventes e analises de farmacos por HPLC em amostras de leite.

1. TECNICAS MINIATURIZADAS DE PREPARO DE AMOSTRAS

O desenvolvimento de metodologias sensiveis, precisas e exatas para analise quimica
€ um dos desafios fundamentais da pesquisa quimica [1]. Os procedimentos analiticos exigem
técnicas de preparo de amostras como etapa essencial para obter resultados confiaveis, além
de garantir a reprodutibilidade, a reducdo de erros e a confiabilidade estatistica dos dados
gerados pelo equipamento de andlise quimica instrumental [1, 2].

Nessa perspectiva, a microextracdo em fase solida (SPME) ganhou um aumento
significativo em seu uso, pela rapidez da analise, pela diminuigcdo dos volumes de amostra e
solvente e pela simplicidade de seu manuseio que favorece a automacao [3]. A técnica SPME e
as diferentes variagdes (Figura 2.1), foi introduzida em 1990 e tem sido utilizada em uma ampla
gama de aplicacBes, em andlises ambiental, andlises clinicas, andlise de alimentos e andlise

forense [3, 4].

27N
S~
T T | T 1
TN TN - . 5
Microextragao em Micro extragao Extragao em fase sélida Mlcr:g)r(‘tfl;ar?taeo em
fase sélida em barra sorvente adaptada em ponteira empacotado

~__ N~ ~__ S~ S

Figura 2.1. Principais técnicas de microextracdo em fase solida. Fonte: proprio autor
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1.1 Extracdo em fase sélida adaptada em ponteira

A extracdo em fase solida adaptada em ponteira (PT-SPE, do inglés pipette-tip solid
phase extraction) é um dos métodos de preparo de amostras miniaturizados de extracdo em
fase sdélida mais promissores [2-5]. Ela se difere da SPE convencional por necessitar de uma
gquantidade minima de material adsorvente, o qual € colocado em uma ponteira e é fixado com
algoddo em ambas extremidades. Ela é potencialmente barata e ndo precisa de nenhum
dispositivo adicional para extragcdo, exceto uma seringa comercial. De um modo geral, € uma
técnica de baixo custo, através da qual a extracdo do analito € mais rapida e mais facil quando
comparada ao emprego da SPE convencional que emprega cartuchos, cuba de extracdo e

bomba a vacuo [6-8].

A baixa seletividade e eficiéncia dos materiais disponiveis comercialmente limita a
utilizacdo desta técnica, especialmente para aplicagdo em amostras complexas [8-11]. Nesta
perspectiva, existe uma necessidade do desenvolvimento de novos materiais para o preparo de
amostras, afim de melhorar ou substituir materiais classicos e convencionais [12]. Neste sentido,

os polimeros condutores, sendo a PAni, PPy e Pth podem ser uma excelente alternativa [13-16].

A extracdo em fase solida adaptada em ponteira com polimeros condutores como
adsorvente (PT-CP-SPE, do inglés, pipette-tip conductive polymer solid phase extraction,) € um
método de extracdo e pré-concentracdo facil, inovador, extremamente versatil, bem como
economicamente viavel [17]. Os passos de preparo de amostras sdo os mesmos que a SPE
convencional, mas requer peguenas quantidades de adsorvente (PPy, PAni ou PTh) e baixo
consumo de solventes organicos. Além disso, tem a vantagem de ser de facil manuseio, bem

como boa viabilidade de automatizacédo [18, 19].

Essa técnica emprega o mesmo procedimento da SPE convencional, dessa maneira,
ocorre em quatro etapas basicas: (i) Condicionamento (ativacdo) dos grupos funcionais
organicos presentes em materiais adsorventes contidos em cartuchos; (ii) introducéo

(percolacdo) da amostra, na ponteira, juntamente com analitos e alguns interferentes; (iii)
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passagem de solvente de lavagem pela ponteira, objetivando a eliminacéo dos interferentes; (iv)

eluicdo e obtencéo do analito [11-23].

1.2. Extracdo em fase sélida magnética

Extracdo em fase solida magnética (MSPE) é uma variante da SPE convencional que
tem atraido grande atenc&o na preparacio de amostras nos Ultimos anos. E um novo modo de
SPE baseado na adog¢do de nanoparticulas magnéticas (MNP) como adsorventes, em escala
micro ou nano e apresenta grandes vantagens na ciéncia da separacao [24]. O adsorvente
magnético € um material com uma aparéncia aglomerada e pode-se dispersar reversivelmente
em solucdes ou suspensdes pela aplicagéo e remogédo de um campo eletromagnético apropriado
[25]. Os analitos podem ser facilmente coletados e rapidamente removidos da solugéo usando
um campo magnético externo sem posterior centrifugacdo ou filtracdo, conseguindo assim a
separacao dos analitos contidos nas fases da amostra de uma forma conveniente [24-26].

As nanoparticulas magnéticas sdo geralmente um complexo de Fes0.-SiO, e sao
sintetizadas em mais de uma etapa, que inclui o revestimento das nanoparticulas de magnetita
(FesO4) com silica (TEOS), para posteriormente serem funcionalizadas com o material
adsorvente apropriado [27]. Os materiais mais comuns que sdo usados para revestir as
nanoparticulas modificadas de Fe3;04-SiO, para preparar MNP incluem C18 [28, 29], carbono
nanoporoso [30], nanotubos de carbono [31], grafeno [32-35], 6xido de grafeno (GO) [36, 37],
polimero i6nico liquido [38], polimeros molecularmente impressos, materiais a base de silica
mesoporosa [39, 40], materiais organicos metalicos (MOFs) e, recentemente, polimeros
condutores [41].

O material adsorvente desempenha um papel fundamental nesta técnica de extragcéo. A
natureza dos adsorventes estabelece sua afinidade com os analitos que é preciso quantificar,
determinando assim a seletividade do método de extragdo [41, 42]. Para melhorar a capacidade
de extracao, muitos tipos de nanomateriais foram introduzidos como adsorventes na técnica de

extracdo. MCP (polimero condutor magnético) apresenta caracteristicas superiores de maior
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capacidade de adsorcao e seletividade, estabilidade e simples operacao; exibindo excelente
capacidade de purificacdo na preparacdo de amostras [41-43].

A miniaturizacdo da MSPE foi satisfatoriamente desenvolvida e uma das vantagens
dessa variagcdo é o emprego de apenas quantidades minimas de solventes (L) e adsorventes
(mg) para uma extragdo com bons indices de recuperacao [44]. Outra vantagem da MSPE ¢é a
melhoria da eficiéncia da extracdo aumentando o contato entre os analitos e o adsorvente,
conseguindo uma maior capacidade para a massa de adsorvente utilizada [44]. Além disso, o0s
métodos sdo favoraveis para facilitar a transferéncia massiva de analitos. Sua estratégia
promove a interacdo imediata entre analitos e adsorventes, reduz o consumo de solventes
organicos e encurta o tempo de preparo da amostra [44]. No entanto, em amostras complexas
as nanoparticulas de 6xido de ferro puro (FesO4) tendem a se aglomerar para formar agregados
grandes que podem reduzir as propriedades paramagnéticas intrinsecas dos materiais [39-44].
Portanto, modificagdes no recobrimento com moléculas proteicas apropriadas é crucial para
superar essa deficiéncia [40-44], permitindo a exclusdo de proteinas de matrizes complexas,

como fluidos biologicos e evitando a formagéo de aglomerados no material [40, 42-44].

15 mmol FeCl;.6H,0

+
10 mmol FeCl; 4H-50

4mL 41mL
- TEDS!NH40H+ Fes0s@
' - 250 mL SI02
— etanol: agua
229 (51 y)
+ 700 mL
50 mL NH,OH H0

us

Figura 2.2. Sintese das nano particulas de ferro modificas. Fonte: préprio autor
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1.3. Microextracdo em sorvente empacotado

O preparo de amostras sempre esteve na vanguarda da pesquisa sobre formas mais
novas e mais eficazes de extrair os analitos das matrizes complexas. Atualmente, tem sido
possivel aperfeicoar uma técnica avangada de preparo de amostras, denominada microextracéo
em sorvente empacotado (MEPS), para a determinacao de diferentes fArmacos em amostras
complexas (ambientais, clinicas, forenses e alimentares) [45]. MEPS € uma forma miniaturizada
da técnica de SPE com caracteristicas analiticas melhoradas, além de ser economicamente e
ambientalmente correta dentro dos postulados da quimica verde [46].

Em MEPS, quantidades muito baixas de adsorvente (1-4 mg) sédo acondicionadas em
um dispositivo de extragéo [47, 48]. A seringa pode ser usada varias vezes, mais de 100 vezes
com amostras de plasma ou urina, e mais de 400 vezes para amostras de agua, dependendo
das propriedades fisico-quimicas do adsorvente utilizado. A diferenca entre o0 MEPS e o SPE
convencional é que, no SPE, o fluxo da amostra vai em uma direcdo (de cima para baixo), mas
no MEPS é em duas dire¢es (para cima e para baixo) [49]. A operacdo tipica do MEPS inclui:
condicionamento, carregamento, lavagem e eluicdo, embora em alguns casos chegue a
introducdo no instrumento de andlise [50]. Quando a amostra é percolada através do suporte
sélido, os analitos sdo adsorvidos e entdo eluidos com um solvente organico, como metanol ou
a propria fase movel, quando usado em modo on-line diretamente na porta de inje¢cdo do
instrumento [51].

No MEPS, exemplos tipicos de materiais adsorventes incluem C2, C8, C18 [42, 43-52],
materiais de acesso restrito (RAM) ou polimeros molecularmente impressos (MIP). O dispositivo
de preparo de amostras totalmente automatizado baseado em MEPS é realizado por meio de
uma seringa MEPS e uma valvula de alivio de presséo e uma valvula em formato de loop [53].
O carregamento, lavagem e eluicdo da amostra no dispositivo automatizado (MEPS on-line)
requer uma pequena quantidade de solvente e de amostra, o que torna o procedimento bem
rapido [54]. A operagdo automatizada do MEPS pode lidar com um grande nimero de amostras
paralelas dentro de um curto periodo de tempo, aumentando assim a preciséo e a eficiéncia da
analise [55].
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2. POLIMEROS CONDUTORES

Um polimero é definido como uma substancia macromolecular formada por unidades
estruturais repetitivas, unidas por ligacées covalentes [56]. Quando essas estruturas tém alta
condutividade elétrica, mantendo uma temperatura baixa e estavel podem-se denominar como
polimeros condutors (CP). Os CP séo obtidos por eletropolimerizacdo ou por sintese quimica
em meio aquoso cuja estrutura eletrbnica permite conduzir a corrente elétrica a baixas
temperaturas ou temperatura ambiente; sua resistividade a passagem da corrente elétrica é
muito baixa. De acordo com a teoria das bandas, sdo materiais cujas bandas de valéncia e
conducao, estdo muito proximas, na medida em que, em alguns casos, essas bandas sao
sobrepostas. Os elétrons de valéncia em um atomo sédo aqueles que encontram-se no nivel de
energia mais externo e permitem as ligagfes entre 0s &tomos no compostos ou entre atomos do
mesmo tipo em uma molécula ou um cristal.[56-59] Por outro lado, os elétrons de condugéo séo
aqueles que foram promovidos a niveis de energia vazios, 0 que resulta em maior mobilidade e,
eventualmente, origina correntes elétricas. Em termos gerais, sdo sélidos flexiveis, insoluveis
em &agua, quimicamente estaveis, com grande area superficial e propriedades adsorventes

6timas [57].

2.1 Politiofeno (PTh)

O PTh é um polimero sintetizado a partir do mondmero tiofeno. Apresenta-se como um
sélido fino, escuro e insolivel em agua. O PTh tem sido extensivamente estudado devido a
variedade de substituintes existentes de tiofenos com elevado potencial de oxidacédo e boa
condutividade elétrica prépria de um material condutor [55]. Por outro lado, as propriedades
elétricas deste polimero sao variadas, 0 que permite um comportamento quer como um condutor
ou como um isolante [56]. As técnicas de processamento podem proporcionar as caracteristicas
desejaveis do material, sendo que a unidade de mondémero de tiofeno tem dois estados de
oxidagdo, neutro e oxidado. O PTh é um material com excelente estabilidade térmica e néo
oxidam facilmente, a sua preparacao é relativamente simples, além de ser um material de custo

acessivel [55, 57].
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As propriedades mecéanicas e a facilidade de sintese desses novos materiais
poliméricos conjugados tém sido mais atrativas ao contrario de outros materiais condutores
(condutores metalicos, solucdes eletroliticas e gases ionizados condutores) [58]. Além disso,
novos copolimeros em camadas podem ser dispostos em um numero de morfologias em nano
escala, tais como: lamelar, esférica, cilindrica e estruturas vesiculares, levando a possibilidade
de novos copolimeros elétricos e estruturais com propriedades distintas. Essas novas estruturas
podem ser aplicadas em diversos componentes eletrénicos. As propriedades quimicas e
mecénicas do PTh tornam adequado para ser empregado como material adsorvente em

diferentes técnicas de preparo de amostras [55-58].

2.2. Polianilina (PAnNi)

A PAni € um material polimérico feito pela polimerizagdo da anilina. A PAni é
considerada uma alternativa inovadora frente as necessidades tecnolégicas por sua estabilidade
e capacidade de processamento. A PAni existe em muitas formas e € classificada como reduzida
e neutra. A PAni-NH pode ser protonada PAni-NH?*, dependendo da oxidagdo do atomo de N.
Tais formas séo classificadas de acordo com suas constantes térmicas da formacéo do polimero
[64]. A PAni tem uma estrutura simétrica e conjugada, tendo um deslocamento extenso de carga
que pode ser funcionalizado com muitos compostos de dopagem. A baixa solubilidade é o fator
principal para que ela tenha estabilidade condutora em diferentes meios, sejam eles aquosos,
acidos ou alcalinos [59].

A PAni apresenta também uma alta condutividade, na qual muda rapidamente apés ser
exposta ao vapor de agua em contraste com a diminui¢éo lenta da condutividade sob um vacuo
dindmico [59]. Entre as diversas aplicagbes da PAni destaca-se o emprego como material
adsorvente no preparo de amostras, que tem sido usada na area da ciéncia da separacao, como
material adsorvente com grande capacidade de adsorcéo, por exemplo, de clorofenoles de
aguas residuais [60]. Também pode ser utilizada como material adsorvente em cartuchos de
extracdo em fase soélida (SPE), em microextracao em fase solida (SPME) dentre outras técnicas,
gue ainda nao estéo disponiveis comercialmente.
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2.3. Polipirrol (PPy)

O PPy é um polimero obtido pela polimerizacdo do mondémero de pirrol [61]. E um tipo
de composto quimico formado a partir de uma série de estruturas de anel de pirrol ligados, dando
origem a sua elevada condutividade elétrica. As cadeias poliméricas sdo formadas pela oxidagéo
do pirrol em meio A&cido, geralmente acido cloridrico. Também pode ser obtido por
eletropolimerizacdo quimica. O PPy tem diversas aplicacdes, seja como CP devido a boa
condutividade, capacidade de reserva energética e estabilidade térmica, ou como material
adsorvente com grande estabilidade ambiental, alta corrente capacitiva, bom potencial de
oxidacéo-reducdo e biocompatibilidade com matéria organica [62]. O PPy é geralmente
produzido durante reagdo de sintese do cloreto férrico misturado com acetonitrila em meio &cido.
Também pode ser sintetizado em uma reacéo de polimerizacao eletroquimica, onde é produzido
por interacdes de dois eletrodos [63]. Além disso, o PPy é um polimero organico condutor e pode
ser utilizado no preparo de amostras gragas a sua estabilidade em meios aquosos. Estes
polimeros podem interagir de forma adequada com os metabdlitos dos fluidos bioldgicos, por
isso sdo uma alternativa excelente para o preparo de amostras provenientes de analises clinicas

[64, 65].

3. DETERMINACAO SIMULTANEA DE FARMACOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA

7

A cromatografia € um meétodo fisico-quimico para a analise e quantificacdo dos
componentes de uma mistura e a separacdo baseia-se na distribuicdo e a interagdo entre os
componentes de duas fases uma movel e uma estacionaria [66]. Na cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), o principio € o mesmo e a separacgdo baseia-se na migracdo diferencial
dos componentes entre as duas fases, sendo uma delas estacionaria, que é fixa e empacotada
numa coluna, e mével, composto por uma mistura de solventes organicos. Na cromatografia
liquida classica (CLC) a fase moével interage com a fase estacionaria apenas pela for¢a da
gravidade, enquanto que em HPLC o emprego de bombas é realizado para conduzir a fase
moével [67]. A alta pressdo compativel com o sistema de cromatografia, a sofisticacdo do
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equipamento e as novas fases estacionarias, onde o tamanho da particula diminui aumentando
a eficacia das separacdes, além de reduzir o tempo de andlise, aumenta a versatilidade e
automacao [68, 69].

A HPLC tem mostrado bons resultados, devido as determinac¢des quantitativas com alta
sensibilidade, a separacdo de espécies ndo volateis com tempo reduzido, alta resolucéo,
eficiéncia e detectabilidade. Tais vantagens possibilitam, tendo em conta os tempos de retencdo
de compostos de um mesmo grupo, a realizacdo de determinagdes simultaneas de diferentes
analitos em uma matriz [70-73]. Desta forma, a HPLC é uma técnica robusta e eficiente para a
determinacdo simultdnea de analitos, seja na é&rea de alimentos [74], pesticidas [75],
medicamentos veterinarios, toxinas [76], corantes ilegais [77] entre outros.

A multideterminacédo por HPLC permite a identificacdo, separacdo e quantificacdo de
mais de um analito por corrida cromatografica, o que favorece a analise detalhada de matrizes
complexas de forma conclusiva. Por outro lado, facilita a medigdo simultanea de varias espécies,
aproveitando a afinidade entre as fases mdvel e estaciondria. A precisao que € alcancada nos
métodos analiticos de multideterminacgé&o € o resultado da simplificagdo dos sistemas. Estudos
detalhados sobre este parametro analitico permitiram estabelecer valores de desvio padrédo
relativos inferiores a 2%. Outra vantagem da multideterminagéo por HPLC é a reducéo do tempo
de operacdo ao analisar amostras com varios analitos, o que resulta em uma diminuigdo nos

custos relacionados ao gasto de solventes organicos e quantidades de amostra [70-75].

3.1 Determinacédo simultanea de avermectinas e milbemicinas em leite

As AVM sao derivados semissintéticos das lactonas macrociclicas (MLs, do inglés
macrocyclic lactones) [78]. As AVM séo utilizadas para o tratamento de infecgdes causadas por
nematddeos e artropodes e para o controle de parasitas especificos para a industria pecuaria
[79]. As AVM atuam através do canal ibnico das membranas celulares dos parasitas destruindo
o canal de membrana [78-80]. Enquanto, as AVM séao produzidas pela fermentacéo da bactéria
Streptomyces avermitilis, as milbemicinas (MBM), outra importante subfamilia das ML, s&o
produzidas por outra espécie, a Sterptomyces cyaneogriseus [78].
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Devido as propriedades lipofilicas das AVM e a permanéncia a longo prazo dos seus
residuos nos corpos dos animais, principalmente no leite, promove risco de intoxicacao para 0s
consumidores. Portanto, sua detec¢éo e monitoramento torna-se extremamente importante [79].
Para a determinacdo de AVM no leite é realizado um procedimento inicial de precipitacéo
proteica (PP), onde adicionam-se pequenas aliquotas de leite e um volume até trés vezes maior
de acetonitrila. Em seguida, realiza-se a centrifugacdo [80, 81]. Quando a fase organica é
separada da aquosa, é adicionada trietilamina e mistura-se o contetdo em 10 partes de agua
[82]. Alguns métodos analiticos para a quantificacdo das AVM tém sido desenvolvidos e

validados usando HPLC [83]. E como preparo de amostras a SPE [80-83].

3.2. Determinacédo simultdnea de antibioticos em amostras de leite

Os antibioticos (ABs) sdo substancias que eliminam bactérias, capazes de combater
uma infeccdo causada por microrganismos que causam infecgdes a outro organismo [80].
Embora possa ser utilizado em sentido mais amplo contra outros parasitas (protozoarios, fungos
ou helmintos). Ele pode ser bactericida, quando causam a morte das bactérias (tetraciclinas,
sulfamidas, penicilinas, lincosamidas) [81-84] ou bacteriostatico (quinolonas, penicilinas de
segunda geracgéo), quando interrompem a sua reproducdo ou inibem seu metabolismo [85]. As
substancias antimicrobianas sdo usadas em medicina veterinaria para fins terapéuticos e
profilaticos para tratar ou prevenir infecgdes. Em ambos os casos, os antibiéticos devem ser
fornecidos sob o controle de um profissional veterinario e os regulamentos atuais exigem a
prescricdo da receita veterinaria [86]. Quando os antibidticos sdo usados corretamente, eles
geralmente combatem as infec¢des satisfatoriamente, mas o0 uso irresponsavel gera resisténcia
bacteriana, alergias, danos ao trato gastrointestinal, bem como problemas nos tecidos renais e
hepaticos [87].

De acordo com 0 exposto acima, o uso de ABs em terapias veterinarias para o
tratamento de infec¢des bacterianas é muito comum [87-90]. Apesar disso, é preciso garantir a
seguranca alimentar e, a0 mesmo tempo, assegurar que a qualidade dos alimentos,
especialmente do leite, seja adequada ao consumo humano e ndo gere riscos devido aos
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residuos de ABs presentes no leite. Para conseguir este objetivo € importante desenvolver
métodos de analise quimica para identificar e quantificar os residuos dos compostos mais
comuns presentes no leite. Entre as técnicas de analise mais utilizadas estdo cromatografia
gasosa (GC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), alguns métodos analiticos foram
desenvolvidos e validados usando deteccao ultravioleta [91, 92-94, 96] ou deteccdo de arranjo
de diodos [95-98]. Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC/MS) [95-101]. Outros usaram a PP para a quantificacédo
simultanea de tetraciclinas em amostras de leite [90, 93-95, 96, 99]. Geralmente, na maioria dos

estudos séo feitos empregando a SPE convencional, seja com o tradicional C18 ou com MIPs.

3.3. Determinacédo simultdnea de esteroides em leite

Os esteroides (Ss) sdo um grande grupo de compostos solaveis em gordura
(lipossoluveis), que tém uma estrutura basica de 17 atomos de carbono dispostos em quatro
anéis ligados entre si (Figura 2.3). Todos 0s esteroides apresentam em comum a estrutura
gquimica denominada ciclopentanoperidrofenantreno: um ndcleo ciclico similar, semelhante ao

nucleo do fenantreno (anéis A, B e C), que séo ligados a um anel ciclopentano (D) [100].
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Figura 2.3. Estrutura quimica do Ciclopentanoperidrofenantreno. Fonte: préprio autor.

Os Ss sédo autorizados para tratamentos de asma e sua comercializacdo foi
generalizada como agentes de reparticionamento (broncodilatadores e tocoliticos) [101, 102].

Para animais, sdo amplamente utilizados em pomadas para a pele, tratamento de alergias
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respiratdrias e inibidores do ciclo reprodutivo [103-105]. Recentes estudos cientificos concluiram
que existe uma forte relacdo entre o desenvolvimento de diferentes tipos de cancer (mama,
0ss0, estbmago e cancer testicular) com a circulacdo de Ss no corpo [106]. Por esta razao, €
importante quantificar a quantidade de Ss e residuos estrogénicos, atividade estrogénica ou
progestagénica, em o leite [107].

Dentro dos métodos para a determinacdo de Ss sdo encontrados: métodos por
HPLC [108], LC-MS/MS [109, 110] e cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-
MS) [111]. Para a extracao (preparo de amostras) de residuos Ss no leite, € usualmente usado
SPE, e tal como SPME com polimeros molecularmente impressos (MIPs) [108-110],
microextragdo em fase solida em tubo (IT-SPME) [111], extracdo sortiva em barra de agitagédo
(SBSE) [108] e microextracdo em sorvente empacotada (MEPS) [111].

Por fim, esta reviséo fornece os conceitos necessarios e os resultados publicados para,
estudando as propriedades adsorventes dos polimeros condutores, aproveitar a versatilidade da
SPE para preparar amostras de leite e quantificar por HPLC, a presenca ou auséncia de quatro
tipos de farmacos comumente utilizados no tratamento veterinario de animais destinados a

producao de leite para consumo humano.
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CAPITULO 3: Objetivos gerais

“Poucas oportunidades de vitoria seréo obtidas por aqueles que néo realizam célculos”

SUN TZU
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Este trabalho teve como finalidade desenvolver técnicas de preparo de amostras para
determinar alguns farmacos de uso comum na criagdo de gado leiteiro, empregando polimeros
condutores como fase sortiva para a posterior quantificacdo por HPLC. Para atender esses

objetivos as seguintes etapas foram realizadas:

1. Desenvolver e validar de métodos cromatogréaficos para andlise de farmacos em leite.
Os farmacos selecionados foram: abamectina 1la e 1lb, eprinomectina, moxidectina,
ivermectina, oxitetraciclina, trimetropim, doxicilina, penicilina G, estradiol, progesterona

e prednisolona.

2. Sintesar e caracterizar de polimeros condutores e sua aplicacdo em técnicas de preparo

de amostras aplicadas para a matriz leite.

3. Avaliar a aplicabilidade das técnicas de preparo de amostras (PT-SPE, MSPE e MEPS)

na extragéo e quantificagdo dos farmacos selecionados em amostras reais de leite.
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CAPITULO 4: Extracdo em fase sélida adaptada em ponteira
empregando polipirrol como material adsorvente para
determinacgao simultanea de avermectinas e milbemicinas em

leite

“E muito melhor saber algo sobre tudo, do que sobre apenas uma coisa. O universal é sempre

melhor”

Blaise Pascal
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1. INTRODUCAO

1.1 Avermectinas

As AVM sao derivados semissintéticos das lactonas macrociclicas (MLs, do inglés
macrocyclic lactones) [1]. As AVM sdao utilizadas para o tratamento de infecgbes causadas por
nematddeos e artropodes e para o controle de parasitas especificos para a criacdo de gado
leiteiro [1]. As AVM atuam através do canal ibnico das membranas celulares dos insetos e
destruindo o canal da membrana celular no animal [2-4].

Os derivados mais conhecidos e utilizados sdo a abamectina (ABA) (Figura 4.1), que
consiste na mistura de AVM Bla (> 90%) e AVM B1b (<10%) [35]. Os compostos da série A sdo
metoxilados na posicdo 5, ao contrario da série B com um grupo hidroxila ndo derivados da
mesma posigdo 5 [6]. As AVM sao caracterizadas pela presenca de um substituinte de uma
molécula de glicose na posi¢do 13 e um radical sec-butilo no carbono 25. A aplicagdo das AVM
inclui controle de insetos e acaros em vegetais e frutas por agéo no sistema nervoso central do
animal [7].

Tanto na Europa como nos Estados Unidos da América, a ABA, a doramectina (DOR)
e a ivermectina (IVM) séo proibidas para o tratamento de animais em lactagdo. Os limites
maximos de residuos para a eprinomectina (EPRI) e moxidectina (MOX) foram fixados em 20
ug Kg? e 40 ug Kg?, respectivamente, como maximo admissivel sem afetar a salide humana
[37]. Diversas comissdes do Cddex Alimentares, devido a avaliagbes da Organizacdao das
Nacgbes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estabeleceram valores de 15 ug Kg* para DOR e 10 ug Kg* para IVM [8].

Devido as propriedades lipofilicas das AVM e a permanéncia a longo prazo dos seus
residuos nos corpos dos animais, principalmente no leite, promove risco de intoxicacao para 0s

consumidores. Portanto, sua detecgdo e monitoramento torna-se extremamente importante [9].
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Abamectina 1a (ABA 1a)

Eprinomectina (EPR) Moxidectina (MOX)

HL
g

HO,

Ivermectina (IVM)

Figura 4.1. Estruturas quimicas das principais AVM. Fonte: proprio autor

A via de administracéo afeta a eficiéncia das AVM contra os ectoparasitas [10, 11]. A

formulacdo pode interferir no processo de absorcéo inicial, bem como na fase de eliminagéo
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[12]. A fase de eliminacdo média varia para cada uma das AVM e as diferencas provavelmente
estao relacionadas ao fluxo lipofilico e ao potencial de membrana através de transportadores
ABC (familia de proteinas transportadoras) [13, 14]. O epitélio da glandula mamaria, como outras
membranas biolégicas, atua como uma barreira lipidica e a alta lipofilicidade das AVM é
favoravel a interacdo e eliminacéo no leite [15]. As concentracBes em leite e plasma séo razdes
de quase uma unidade para IVM, as quais foram relatadas em muitas espécies [46]. Assim, &
importante 0 monitoramento das AVM no leite, dado o papel que os produtos lacteos
desempenham na nutricdo humana [16].

O leite contaminado pode causar reacdes e problemas indiretos no desenvolvimento
de tratamentos contra infec¢cdes ou gerar resisténcia bacteriana em terapias com antibioticos
[17]. Além disso, as AVM podem causar uma reducgédo drastica da carga microfilarial nos fetos
resultando em diminuicéo drastica da transmisséo de proteina mae-filho, ocasionando possiveis
lesBes nos olhos [18].

Para a determinacdo de AVM no leite, comumente é realizado um procedimento de
precipitacdo proteica (PP). Outros métodos empregam a precipitagdo de proteinas para a
guantificacéo simultdnea de ABA, IVM, EMA (emamectina) e MLM [19]. Um exemplo, consiste
em um procedimento que emprega 5 mL de leite, 5 mL de acetonitrila e 100 mg de NaCl. Apés
a separacdo da gordura do leite com hexano, as amostras foram extraidas por SPE com

cartuchos C18 em aproximadamente 20 min.

1.2. Preparo de amostra empregando PT-PPy-SPE para extracdo de AVM em leite

Normalmente, as AVM sédo extraidas usando técnicas de extracdo em fase sélida (SPE)
e analisados por HPLC [20, 21]. Os métodos de extracdo mais atuais sdo longos e tediosos,
empregando a extracdo liquido-liquido ou SPE, além de precisar de um passo anterior para
precipitar proteinas (PP) [22]. Recentemente, novos procedimentos para SPE foram
miniaturizados empacotando o material adsorvente em ponteiras de pipeta (PT-SPE). Dentre os

materiais adsorventes destacam-se filtros de cigarro (CFs) [23] ou Polimeros Molecularmente
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Impresso (MIPs) [24-26], os quais apresentaram condi¢cdes propicias para substituir a SPE
classica realizada com C8, C12 e C18 [24-27]. Atualmente, o desenvolvimento de novos
materiais para um preparo de amostras com melhores propriedades tém sido estudados,
incluindo materiais tais como os polimeros condutores [27-29], dentre eles polianilina (PAni) [28,
29], politiofeno (PTh) [26] e polipirrol (PPy) [27, 28].

O PPy é bastante atraente para o preparo de amostras devido a suas propriedades,
tais como: hidrofobicidade propicia, carater acido-base, interagéo 1r-1r, polaridade, estrutura
aparentemente porosa, propriedades de troca ibnica, ligacdes de hidrogénio e eletroatividade
[28]. As limitagBes gerais dos métodos convencionais para extracdo e determinagdo de AVM
incluem a dificuldade na extracdo e determinacdo multipla. Nao foram reportados métodos
miniaturizados e/ou atomatizados. Com base nas dificuldades expostas acima, neste estudo foi
desenvolvido e validado um método miniaturizado para o preparo de amostras de leite,

empregando a PT-PPy-SPE para extracdo de AVM seguida da determinagéo por HPLC.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Otimizar as condi¢Ges para a determinacgdo simultanea de ABA 1b e ABA 1a, EPR, IVM
e MOX empregando HPLC-UV;

= Sintetizar e caracterizar o PPy utilizando técnicas de espectroscopia infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR, do inglés, Fourier transform infrared), analise
termogravimétrica (TGA, do inglés Thermogravimetric Analysis) e microscopia

eletrnica de varredura (SEM, do inglés scanning Electron Microscopy)

= Desenvolver um dispositivo in lab para realizar o preparo de amostra por meio da técnica
PT-PPy-SPE;
= Otimizar o preparo de amostras avaliando o solvente de lavagem, o solvente de eluicéo,

a quantidade de material sorvente (PPy), o volume da amostra, o volume do eluente, o

pH da solucéo analisada e da adicdo de sal (efeito salting out).
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= Validar o método desenvolvido utilizando amostras de leite fortificadas avaliando os
parametros de seletividade, linearidade, limite de quantificacdo (LOQ), preciséo,

exatidao, estabilidade, recuperacéao e robustez;

. Realizar a aplicagdo deste método na andlise de uma amostra alimenticia real de leite.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Reagentes e solventes

Padroes analiticos de ABA PESTANAL® Ensaio HPLC 97,6% area (3% ABA 1b +
92,1% ABAla), EPRI PESTANAL® Ensaio HPLC 97,7% éarea (97,34% p/p Bla + Blb), MOX
VETRANAL® Ensaio HPLC 97,7 area%. Padré&o analitico Ivermectina primaria 98,97 ivermectina
B1A. Obtidos a partir de Sigma Aldrich® (Steinheim, Alemanha) e utilizados como recebidos.
Solvente de grau HPLC metanol, tolueno, acetonitrila, acetona, tetrahidrofurano THF fornecidos
por J. T. Baker® (Cidade do México, MX, México). O solvente metanol grau HPLC disponibilizado
pela Sigma Aldrich® (Steinheim, Alemanha). Pirrol 98% Grau reagente. Agua destilada e
purificada utilizada um sistema Millipore Milli-Q Plus (Bedford, MA, EUA). Cloreto de ferro(lll)
hexahidratado EMSURE® ACS, Reag (Barueri — SP, Brazil). Todos os outros reagentes

guimicos aplicados com grau analitico de alta pureza.

3.2. Solugdes estoque e trabalho

Prepararam-se solugfes estoque de IVM, ABA, MOX e EPR dissolvendo 10 mg
(correcBes foram feitas baseadas na pureza dos padrdes) de cada composto em 10 mL de
metanol para obtencdo de concentracédo final de 1 mg mL?. As solucdes padrdo foram
armazenadas a -20 °C. As soluc¢des padrdo com todos os compostos (IVM, ABA, MOX e EPR
5,0-0,1 ug mLt) foram preparadas por diluicdo das solugdes com metanol. Estas solucdes foram

utilizadas na fortificacdo das amostras de leite com base nos limites de MLR.
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3.3. Precipitacdo de proteinas

Uma aliquota de 5 mL de leite fortificado foi misturada com 20 mL de acetonitrila em
um tubo de ensaio do tipo Falcon® de 50 mL. A mistura foi centrifugada a 3000 rpm durante 10
min utilizando a Centrifuga Clinica Cent/Daiki 80-2B (Ramos, RJ, Brasil). Uma aliquota de 15
mL do sobrenadante foi transferida para outro tubo de ensaio de 50 mL, adicionou-se 50 pL de
trietilamina e centrifugou-se a 3000 rpm durante 10 min. Esta solucao foi diluida para 50 mL com

agua ultrapura e levada a refrigeracdo para a realizacédo da PT-PPy-SPE.

Centrifuga
: 20 mL de
SfTrla#;Eéte acetonitrila 3000 rpm por
(ACN) 10 minutos
Centrifuga 50 pL de 15 ml do
3000 rpm por trietilamina
10 minutos (TEA) sobrenadante

Extrato resultante diluido

para 50 mL com agua
Mili-Q

Figura 4.2. Esquema da PP. Fonte: préprio autor

3.4. Instrumentacao e condi¢cbes de separacéo

Para analise cromatografica empregou-se um sistema Agilent HPLC modelo 1260
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) conformado por uma bomba quaternéria (G1311 B),
um termostato modelo 1290 (G1330B), injetor automatico modelo 1260 Hip ALS (G1367E) e um
detector de UV modelo 1260 VL + (G1315C). Todas as separacdes foram realizadas na coluna

Gemini® C18 110A (150 mm x 4,60 mm, 5 uym) obtida da Phenomenex® (Torrance, CA, EUA). A



fase movel consistiu de uma mistura acetonitrila: metanol: agua (55: 25: 20, v/v/v), a qual foi
bombeada a uma vazdo de 1,2 mL min? e a deteccéo foi realizada a 250 nm. Todos os
procedimentos cromatogréaficos foram conduzidos a temperatura de 25 °C e o volume de injecdo
de 20 pL para padrées e amostras. Utilizou-se o Agilent Open® para controlar o sistema de HPLC

e para a aquisicao de dados.

3.5. Sintese do PPy

O PPy foi preparado por oxidagdo quimica utilizando cloreto férrico como oxidante. A
sintese foi realizada em béquer de 500 mL, dissolvendo-se 3,136 g de FeCl;.6H.O em 100 mL
de agua ultrapura. A solugcdo permaneceu sob agitagdo constante e adicionou-se 1,6 mL do
pirrol ao meio reacional por gotejamento durante 4 h. O PPy, um material escuro, foi filtrado a

vacuo e lavado com agua ultrapura e etanol. Ao final, o PPy foi seco a 60 °C durante 24 h.

3,1365 g de _| 100 mL de agua
FeCl;.6H,0 - Milli-Q

!

1,6 mL do pirrol por constante agitacao por
gotejamento 3h.

v

Finalmente a solug¢ao foi filtrada a vacuo, lavada com
agua Milli-Q e etanol e o sodlido foi seco a 60 °C por 24h.

Figura 4.3. Esquema da sintese do PPy. Fonte: préprio autor
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3.6. Caracterizagdo do PPy
3.6.1. IVTF

As andlises por IVTF foram realizadas no espectrobmetro (Bomem Hartmann & Braun,
série MB, Quebec, Canada) operando entre 4000 e 400 cm™, com resolucdo 4 cm™? utilizando

método convencional de pastilhas de KBr.

3.6.2. MEV
A estrutura morfoldgica do PPy foi investigada por MEV e as imagens foram obtidas
utilizando um microscépico Hitachi Analytical Table Top TM3000 (Hitachi, Téquio, Japao) com

aceleracao tenséo variando de -5 kV oul5 kV.

3.6.3. TGA
As TGA do PPy foram obtidas pelo equipamento Thermal Analysis Instrument, TA
Instrument, New Castle, DE, EUA) com uma taxa de aquecimento de 10 °C min com vazéao de

nitrogénio de 50 mL mint, com aquecimento de 25 a 800 °C.

3.7. Preparo de amostra empregando PT-PPy-SPE

Uma ponteira de 1000 pL de polipropileno utilizando algodéao esterilizado na ponta foi
preenchida com o material adsorvente (50 mg de PPy). Outra porcao de algodé&o foi novamente
colocada para fixar o material. A ativacdo com dispositivo foi realizada com 1 mL de agua
ultrapura utilizando uma seringa comercial (Figura 4.4) [29]. Inicialmente, realizou-se o clean up
empregando 1 mL de leite fortificado a pH 10 controlado com hidréxido de amdnio. A amostra,
contendo uma concentragdo de 50 ug mL? de cada um dos analitos (AVM), foi extraida
empregando a técnica de PT-PPy-SPE. As condi¢des foram: (i) 300 uL de agua ultrapura como
solvente de lavagem para a eliminacdo de interferentes da matriz e (ii) eluigdo com 700 pL de
metanol. O eluente foi evaporado e o residuo ressuspendido com 150 pyL de metanol.

Finalmente, injetou-se 20 yL no HPLC-UV.
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50 mg de PPy Ponteira (1000 pL, PP) PT-PPy-SPE
com algodao nas pontas
para fixar o PPy

Figura 4.4. Dispositivo in-lab para preparo de amostras por PT-PPy-SPE Fonte: proprio autor

3.8. Validagdo do método

O método foi validado considerando a sensibilidade, limite de detec¢éo (LOD), limite de
guantificacdo (LOQ), linearidade, precisao, reprodutibilidade e robustez. As curvas analiticas
foram obtidas com amostras de leite fortificadas e extraidas. As amostras foram injetadas em
triplicata com concentragcdes de 20, 100, 300, 500, 1000, 2000 e 3000 ng mL?. Os valores
médios das respostas analiticas foram utilizados para obter as curvas analiticas, tracando a area
do pico correspondente com a concentragdo do analito.

Para certificar-se que o equipamento foi capaz de gerar resultados confiaveis
realizaram-se testes de adequacéo do sistema (system suitability). Esta anélise foi aplicada ap6s
a otimizacdo cromatografica para a determinacdo simultdnea das AVM e o0s seguintes
parametros foram obtidos: resolugéo (Rs), fator de retencao fator (k) separacéo (a) e numero de
pratos tedricos (N). Os limites para estes parametros sdo: resolucéo (Rs> 2), fator de retencéo
(k> 2), o nimero de pratos tedricos (N deve ser> 2.000), tempo de retencdo (Rt), % RSD entre
vezes repetida uma amostra padrdo deve ser <2 com um minimo de seis amostras),
repetitividade (% RSD entre as areas de uma amostra de padrao deve ser <2 com um minimo

de seis amostras) e o fator de assimetria € 10% (N deve ser <2).
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A linearidade do método proposto foi avaliada a fim de obter uma resposta diretamente
proporcional & concentracdo de cada analito. Foram utilizados sete niveis de concentragdo para
os analitos (n = 3 para cada nivel), fornecendo uma é&rea gerada referente a cada padrao
analisado. Plotando os dados da &rea em fungéo da concentracao foi obtida uma curva do tipo
y = bx + a, em que 0 ajuste dos dados foi realizado pelo método dos minimos quadrados. Os
critérios de aceitacao para linearidade devem apresentar coeficiente de correlagao (r) = 0,99,
assim, o coeficiente de correlacao perto de um, indica uma forte relagé@o entre as variaveis. Este
valor pode ser usado para construir limites de previsdo para novas observacées [29]. Finalmente,
o intervalo linear foi avaliado na faixa de 20 a 2000 ng mL™.

O limite de deteccéo (LOD) foi estimado como a menor concentragéo detectavel, porém
nado quantificavel dos analitos em amostras de leite. O limite de quantificacdo (LOQ) do método
também foi avaliado e definido como a concentragdo mais baixa que pode ser determinada com
exatidao e precisdo abaixo de 20% ao longo de seis corridas analiticas e obtida fazendo uso do
leite fortificado com concentragbes decrescentes dos analitos. Os resultados de precisdo e
exatidao foram obtidos expressos em termos de RSD e erro relativo (RE, %), respectivamente.
A reprodutibilidade intermediaria (intra-dia) do método foi determinada pela andlise de seis
amostras (n = 6) de leite com trés niveis de concentracdo durante trés dias (n = 3) (preciséo
inter-dias). A precisdo é avaliada como a percentagem de desvio entre a concentragdo nominal
e o0 valor medido (Equacéo 1) [29]. A precisé&o foi avaliada pelo calculo do desvio padréo relativo
(RSD, %) ou coeficiente de variagédo (CV, %).

RSD (%) ou CV (%) = Ii/lr x 100 (Equacéo 1).

Onde: DP é o desvio padréo absoluto e M é a média das determinacdes.

A exatiddo de um método analitico representa a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em relacdo ao valor de referéncia aceito como verdadeiro. E calculada como
porcentagem de recuperacao da quantidade conhecida do analito adicionado a matriz (Equacéao

2) [29]. )
RE gp0ry = valor obtido — valor real « 100

valor real (Equac&o 2)
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A robustez do método analitico é a medida da capacidade do método de permanecer
inalterado frente a variagdes sutis e deliberadas dos pardmetros analiticos do método,
fornecendo indicacdo de confianca do processo analitico durante o uso normal. O teste de
robustez examinou o efeito de influéncia de parametros operacionais nos resultados das
analises. Se a influéncia do parametro avaliado esta dentro de uma tolerancia especificada
anteriormente, o parametro é referido como estando dentro do intervalo de robustez do método.
A robustez do método determinada pela analise das mesmas amostras através da realizagéo de

variac6es nas condic6es do método.

Parametros, tais como taxa de fluxo (z 0,10 unidades), volume de injecéo
(= 0,10 unidades) e composicao de fase movel (30% de metanol + 15% de agua + 55% de
acetonitrila, 27% de metanol + 18% de agua + 55% de acetonitrila, metanol + 20% de agua +
60% de acetonitrila). As concentracdes de residuos dos analitos foram observadas aplicando o
teste t de Student, com um nivel de significAncia estabelecido em um valor de p < 0,05. Se a
influéncia do parametro estiver dentro de uma tolerancia previamente especificada, é dito estar
dentro da faixa de robustez do método. Os estudos de estabilidade devem avaliar a estabilidade
dos analitos durante a estocagem e manuseamento da amostra, tais como armazenamento em
longo prazo (quando congelados a temperatura de armazenamento pretendida),
armazenamento em curto prazo (durante uma série de analises de amostras a temperatura
ambiente) e apoOs ciclos de congelamento e descongelamento. Assim, para verificar a
estabilidade das AVM utiliza-se a influéncia dos ciclos de congelamento (-20 °C) e
descongelamento (25 + 2 °C), temperatura ambiente a curto prazo (12 h na bancada), longo
prazo, armazenamento a -20 °C (2 e 4 dias). Posteriormente foi aplicado um teste ANOVA

unidirecional, com o nivel de significAncia estabelecido para um valor p < 0,05.

3.9. Aplicacdo do método em amostras reais
Foram realizadas coletas de trés amostras de 50 mL de leite de dois produtores rurais
localizados na cidade de S&o Jodo del-Rei, Minas Gerais, Brasil. As amostras foram congeladas

a -20 °C e armazenadas em tubos Falcon® e antes das andlises foram previamente
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descongeladas a temperatura ambiente e filtradas para garantir que nenhuma particula
estivesse presente na matriz. Em seguida, foram separadas em aliquotas de 5 mL, marcadas
de acordo com o produto na data da coleta. Nos animais, 0s quais foram coletadas as amostras
nos locais A (amostras 1, 2 e 3) e B (amostras 4, 5 e 6), foram administrados Ivomec® injetavel
(IVM a 3,5% obtido da Merial® Salde Animal Ltda., Fazenda S&o Francisco, Paulinia, Sao Paulo,
Brasil) pelos veterinarios das fazendas. A administracado foi via subcutanea numa dose de 1 mL
por 50 Kg de peso corporal, proporcionando a administragdo de 200 ug kg™ de IVM, conforme
recomendacdes veterinarias. As amostras recolhidas depois de trés dias foram obtidas do gado
Holstein (gado holandés) e cedidas pelo proprietario da fazenda. As analises das amostras

foram realizadas em triplicata.

4, RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Condi¢cdes cromatogréaficas para determinagcao das AVM

As condi¢des analiticas foram selecionadas apés avaliar diferentes parametros, tais
como: composicao da fase movel, temperatura e tipo de coluna. Primeiramente, avaliou-se o
modo isocrético para a separacdo dos analitos em amostras de leite. Utilizou-se agua, metanol
e acetonitrila para a determinagédo simultdnea de ABA 1a, ABA 1b, EPR, MOX e IVM na presenca
de possiveis interferéncias da matriz (leite) [30]. A proporcao e a composi¢ao da fase organica
foram avaliadas para refinar a separagéo, ou seja, a porcentagem de acetonitrila na fase movel
variou de 53% a 55% (v/v). As andlises foram realizadas com a coluna Phenomenex®
(150 mm x 4,60 mm, 5 uym). As condi¢bes foram ajustadas para se obter um ensaio rapido e
simples com boa simetria, pratos teéricos adequados e uma resolugéo aceitavel.

Em alguns estudos verificou-se que em pH acido (pH = 4), ocorre uma deformacéo dos
picos e baixa resolucao [30] (Figura 4.5). Por outro lado, quando o pH é fixado em 10, obtém-

se melhores resultados, com melhor resolucéo e simetria (Figura 4.6).
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Figura 4.5. Cromatograma referente a determinagéo simultanea de ABA 1a, ABA 1b, EPR, MOX
e IVM, T = 25 °C, vazdo de 1,2 mL min?, volume de injecdo de 20 uL, coluna Phenomenex®
Gemini C18 (150 mm x 4,60 mm, 5 um) e A = 290 nm. Composi¢cao da fase movel de acetonitrila:

metanol: agua (pH = 4) (53: 27: 20, v/v/v) Fonte: préprio autor.
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Figura 4.6. Cromatograma referente a determinagao simultanea de ABA 1a, ABA 1b, EPR, MOX
e IVM, T = 25 °C, vazdo de 1,2 mL min?, volume de injecdo de 20 pL, coluna Phenomenex®
Gemini C18 (150 mm % 4,60 mm, 5 um) e A = 290 nm. Composigao da fase movel de acetonitrila:
metanol: agua (pH = 10) (53: 27: 20, v/v/v) Fonte: préprio autor
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Figura 4.7. Cromatograma referente a determinagéo simultanea de ABA 1a, ABA 1b, EPR, MOX
e IVM, T = 25 °C, vazdo de 1,2 mL min, volume de injecdo de 20 uL, coluna Phenomenex®
Gemini C18 (150 mm x 4,60 mm, 5 um) e A = 290 nm. Separagao optimizada com fase movel

consistindo de acetonitrila: metanol: agua (pH = 10) (55: 25: 20, v/v/v). Fonte: préprio autor.

Nas condicGes otimizadas empregou-se a coluna Phenomenex® Gemini C18
(150 mm x 4,60 mm, 5 um) utilizando a fase mével composta de acetonitrila: metanol: agua
(pH =10) (55: 25: 20, v/v/v) com vazdo de 1,2 ml min? (Figura 4.7.). O cromatograma das
condi¢Bes otimizadas mostrou um tempo de andlise total de cerca de 12,0 min. Para fins
analiticos quantitativos, o comprimento de onda de deteccao foi ajustado a 250 nm, o que
proporcionou boa sensibilidade, melhor reprodutibilidade e menores picos de interferéncia
(ruido) do que as outros comprimentos de onda. Nestas condi¢des, obteve-se tempos de

retencao, resolugdes, assimetrias e eficiéncias aceitaveis.

4.2. Caracterizacdo do PPy
4.2.1. IVTF
Os resultados obtidos por IVTF apresentaram bandas tipicas de pirrol (Figura 4.8.).

Observaram-se bandas em 1530 e 1453 cm™ (C = C e C-C, respectivamente). Notou-se bandas
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em 1294 e 1030 cm™ correspondentes a banda de vibragdo para as ligagées em carbonos sp2.
A banda a 1156 cm™ foi atribuida ao estiramento C-N. A banda em 899 cm foi atribuida as

ligacdes de carbonos sp2 indicando a polimerizagéo do pirrol.

PPy

Transmitancia /a.u

— —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda / em”

Figura 4.8. Espectro de IVTF do PPy. Fonte: préprio autor.

42.2. MEV

As Figuras 4.9.A, 49.B e 4.9.C ilustram as eletromicrografias para o PPy nas
ampliacdes de 500x, 2000x e 4000x%, respectivamente. O tamanho das particulas e a area
superficial podem determinar a eficiéncia de extragdo do PPy. As imagens mostraram polimeros
aglomerados e particulas de tamanho homogéneo. Este perfil morfolégico do PPy é bastante

comum quando se emprega a sintese oxidativa.

=) AL 010, »a‘[

HL D10.7 x2.0 30 um

Figura 4.9. Imagens MEV do PPy em diferentes ampliacbes (A) 500x, (B) 2000x (C) 4000x.

Fonte: préprio autor.
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423. TGA

As curvas mostram trés eventos térmicos diferentes. O primeiro evento térmico
apresenta uma ligeira perda de massa (5%) devido a evaporacao da dgua em torno de 90 °C. O
segundo evento térmico indica o inicio do processo de decomposi¢cao do PPy mostrando uma
ligeira perda de massa em torno de 250 °C. O terceiro evento térmico, que corresponde a um
detrimento significativo da quantidade de matéria polimérica, com a volatilizacdo completa da

amostra (Figura 4.10.).

100 - 2 evento — TGA
1 térmico PPy
80 1 1 evento
|- térmico
= 60- \
L3+
1]
]
= 407 \ 3 evento
\ térmico
20 -

200 400 600 800 1000
Temperatura /°C

Figura 4.10. TGA do PPy. Fonte: proprio autor.

4.3. Otimizacéo e desenvolvimento da PT-PPy-SPE

Para se obter uma melhor eficiéncia de extracdo de ABA 1a, ABA 1b, EPR, MOX e IVM
avaliaram-se varios parametros: solvente de lavagem, solvente de eluicdo, quantidade de
material (PPy), efeito do pH, volume da amostra, efeito de volume de eluente e efeito da adicado

de sal (NaCl). Todas as analises foram realizadas em triplicada.

4.3.1. Solvente de lavagem
A otimizacdo do solvente de lavagem é de extrema importancia para eliminacdo de

interferentes presentes na amostra. Para diminuir as interag6es ndo especificas entre os analitos
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e PPy, e para conseguir uma extracdo eficiente, realizou-se um passo de lavagem apds a
passagem de amostra. Os seguintes solventes avaliados foram: THF (300 pL), agua ultrapura
(300 pL) e hexano (300 pL).

Para remover as impurezas hidrofilicas, estudou-se o efeito da 4gua como solvente de
lavagem. Foram também utilizados hexano e THF para remover interferentes ndo polares e
analisar o efeito de um solvente apolar no processo de lavagem. Os resultados obtidos para a
recuperacao dos analitos sdo mostrados na (Figura 4.12). Pode-se concluir que a perda de
analitos utilizando hexano foi de 1,84% para ABA 1b; 7,12% para ABA 1b; 3,94% para EPR;
2,24% para MOX e 4,32% para IVM. Na analise realizada com THF a perda foi de 6,90%, 3,81%,
3,93%, 2,78% e 1,93%, respectivamente. Para a agua, a perda foi de 1,50%, 2,26%, 1,65%,
1,54% e 1,45%, respectivamente. Estes dados e os cromatogramas (Figura 4.11) mostraram
gue a agua, ao contrario do hexano e THF, removeu os interferentes da matriz com uma baixa

perda de analitos. Desta forma, a agua foi escolhida como solvente de lavagem.

1200

1000
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=

ABA 1a
ABA 1b

400

|
L1 MOX
A M
or T ﬁf"\_"\—u—'—"—\—-\_

o 1 2 3 4 5 & 7 % 910 11 12
Minutos

Figura 4.11. Cromatograma referente ao uso de solvente de lavagem agua. Fonte: proprio autor
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Figura 4.12. Efeito do solvente de lavagem na recuperacdo dos analitos. Fonte: préprio autor.

4.3.2. Solvente de eluicdo

A selecao do eluente € um parametro muito importante no procedimento de extracao
por PT-PPy-SPE. Avaliando as propriedades do material adsorvente, o eluente é normalmente
limitado a solventes que ndo afetam o mesmo. Devido as caracteristicas de PPy, € possivel
avaliar diferentes solventes sem o risco de limitar suas propriedades. Este estudo foi realizado
com metanol, acetonitrila, isopropanol e acetona (Figura 4.13). Os resultados indicaram que o
metanol apresentou a maior recuperacao, capaz de quebrar as interacdes que retém entre 0s

analitos e os grupos funcionais de PPy. Assim, o metanol foi selecionado como eluente nos

proximos experimentos.
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Figura 4.13. Efeito do tipo de solvente de elui¢cdo na recuperacao dos analitos. Fonte: préprio

autor.

4.3.3. Efeito da quantidade de material adsorvente (PPy)

Foram avaliadas algumas quantidades de material adsorvente (PPy): 30, 50 e 75 mg
no processo de adsorcdo. Na (Figura 4.14.), observa-se que nas quantidades de 50 mg e 75
mg, a recuperacdo de todos os analitos ficou em torno de 99%. Por outro lado, os 75 mg no
sistema do dispositivo fazem necesséria a aplicacdo de uma alta presséo. Os resultados com
uma quantidade de 30 mg ndo mostraram recuperacgao satisfatéria para todos os analitos (cerca

de 60%). Assim, todas as pontas de pipeta foram empacotadas com 50 mg para o preparo da

amostra.
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Figura 4.14. Efeito da quantidade de adsorvente (PPy) na recuperacdo dos analitos. Fonte:

proprio autor.

57



4.3.4. Efeito do volume da amostra

O efeito do volume da amostra foi estudado empregando 0,5, 1,0 e 1,5 mL de amostras
de leite fortificadas. Os resultados mostraram boas recuperacdes empregando 1,0 e 1,5 mL
mostrando recuperagao de 99% e 96%, respectivamente (Figura 4.15.). Por utilizar menor

volume de amostras, optou-se por selecionar 1,0 mL de amostra para 0s proximos experimentos.
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Figura 4.15. Efeito do volume de amostra na recuperacdo dos analitos. Fonte: préprio autor.

4.3.5. Efeito do volume de solvente de eluicédo

De acordo com os resultados, 100 uL de eluente ndo sao suficientes para extrair uma
boa quantidade de analitos de uma matriz complexa (recuperacdo em torno de 5%). O volume
de 500 pL de eluente (metanol) mostrou uma excelente recuperacao (em torno de 100%) (Figura
4.16.). Assim, 500 pyL de metanol foram selecionados como o volume de eluente nas seguintes

experiéncias.
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Figura 4.16. Efeito do volume de solvente de eluicdo na recuperacdo dos analitos. Fonte:

proprio autor.

4.3.6. Estudo do pH

O efeito do pH da amostra foi um parametro fundamental para a extragdo dos AVM
devido ao importante desempenho do pH na extracdo de espécies organicas em amostras
biol6gicas. O efeito do pH da amostra na eficiéncia de extracdo das AVM foi investigado
utilizando solu¢des com valores de pH entre 2,5 e 10,0 (Figura 4.17.). Os resultados mostraram
gue as recuperacfes mais baixas ocorreram em a pH &cido (2,0 e 5,0, valor de recuperacgéo 20-
55%, respectivamente). Quanto ao pH béasico (pH = 10), a recuperagéo foi de 100%.

Os valores de pKa para ABA 1b, ABA 1a, EPR, MOX e IVM séo 7,66 + 0,10, 11,60 +
0,10, 7,34+ 0,10, 10,50+ 0,10 e 12,80 + 0,10, respectivamente. Em condic¢des basicas (pH 10),
0s analitos estdo quase todos em suas formas moleculares e o PPy pode interagir com o0s
analitos por ligacdes de hidrogénio. Desta forma, o pH 10 foi escolhido para os préximos

experimentos.

59



100 =

] ABA 1b T )

90 - 7| ABA 1a

] EPR o

80 | mmm

= ] - MOX ;;:;;
S B ivm
70 4 o

g )
. | ; e
S 60
@ e
o ! 7 2]
3 50+ oo
o — oo
Q 1
& 404
]

30

e 2

.

204

el

e

10 k]

3

4 o

0 b

5,00

I
10,00

Figura 4.17. Efeito do pH da amostra na recuperacao dos analitos. Fonte: proprio autor.

4.3.7. Efeito da adigc&o de sal

O efeito da adicéo de sal foi estudado em concentracdes de 0 (sem adi¢éo), 0,5%, 10%
e 20% (m/v) (Figura 4.18.). Os resultados indicaram que a recuperagdo dos analitos diminuiu
com a adicédo de sal. Em concluséo, a adicdo de NaCl diminuiu a recuperacédo dos analitos e,
desta forma, nédo foi considerada relevante para a PT-PPy-SPE.
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Figura 4.18. Efeito da adicéo de sal na recuperacao dos analitos. Fonte: proprio autor
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As condicbes otimizadas da PT-PPy-SPE foram: solvente de lavagem (300 yuL de agua),
solvente de eluicdo (700 pL de metanol), quantidade de material (50 mg de PPy), pH da amostra

de 10 e sem adicéo de sal.

4.4, Validacdo do método
Apbs a otimizacdo da separacdo cromatografica e do preparo de amostras, a
metodologia foi validada de acordo com os critérios da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, RDC 27, 2012) para a analise de amostras de alimentos [29]. A seletividade foi
avaliada por comparacao do leite injetado sem qualquer conteiudo de AVM e amostras de leite
fortificado. Depois das respectivas analises, verificou-se que a maioria dos interferentes eluiram
no inicio da corrida cromatogréafica, por conseguinte, fora dos tempos de retengéo
caracteristicos.
A Tabela 4.1 propde a adequacao do sistema cromatografico (System suitability). Assim,
a separacgdo cromatografica apresentou bons resultados para pardmetros cromatograficos, tais

como: resolucéo (Rs), fator de separacgéo (o), fator de retengéo (k) e nUmero de pratos tedricos

(N).

Tabela 4.1. Parametros obtidos na separagéo cromatograficas dos analitos

Parametro Analitos

EPR MOX ABA 1b ABA la IVM

tr (min) 3,63 4,85 6,53 8,18 11,31
K 1,62 2,49 3,68 4,85 7,07

a 1,86 1,75 1,64 1,29

% RSD 0,93 1,72 1,79 0,96 1,01
N 3058 3598 3884 4002 3720

Rs 6,03 7,84 3,63 5,32

Af 1,53 1,03 1,18 1,09 1,16

tr (min) = tempo de retencao; K = fator de reten¢éo (onde tm = 1,337 € ajustado para o primeiro transtorno de linha
de base significativo, corresponde ao tempo de retengdo de um soluto ndo é mantido); a = fator de separagao; %
RSD = desvios padréo relativos para o tempo de retencéo dos analitos foram expressos em percentagem; N = pratos
tedricas; Rs = resolugdo; Af = fator de assimetria.

Os valores encontrados de avaliacdo da linearidade estdo na Tabela 4.2. Para cada
AVM obteve-se a equacdo linear (curva analitica), o coeficiente de correlacdo (r), o intervalo

linear.
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Tabela 4.2. Linearidade do método analitico em amostras de leite fortificadas.

Linearidade
Analitos Equacéo linear 2 r Intervalo (ng mL?%) RSD® (%)
EPR y = 8085,6x — 2144841,9 0,9924 100-2000 4,46
MOX y =4573,8x - 704491 0,9954 100-2000 1,57
ABA 1b y =229,14x - 36113 0,9942 100-2000 1,20
ABA la y =1756,8x - 213782 0,9931 100-2000 2,60
IVM y =301,59x - 37162 0,9941 100-2000 0,39

aAs curvas de calibracao foram determinadas em triplicado (n = 3) para concentra¢des de 100, 300, 500, 1000, 1500
e 2000 ng mL 1;y =ax + b, onde y é a area do pico do analito, a € a inclinaco, b é a intercepcao e x é a concentracéo
da solucéo medida ng mL™; ® RSD = desvio padréo relativo da inclinacdo da curva de calibracéo.

O método proposto mostrou excelente linearidade (r > 0,99) e aceitaveis valores de
RSD% relativos a inclinacdo da curva de calibracdo. O RSD% e RE% (menores do que 15%)

com a média de seis réplicas estdo na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Limite de quantificacdo do método analitico em amostras de leite fortificadas.

Limite de quantificagdo

Analitos Nominal (ng mL™) Analisado (ng mL™) RSD 2 (%) RE ° (%)
EPR 100,00 102,93 4,01 2,93
MOX 100,00 97,89 1,25 -2,11

ABA 1b 100,00 101,04 2,07 1,04

ABA la 100,00 103,40 1,56 3,40
IVM 100,00 108,94 0,68 8,94

a2 RSD = desvio padrio relativo do limite de quantificacdo; ® RE = erro relativo com média de seis repeticdes

A precisdo e exatiddo do método foram avaliadas pelo método de ensaio de intra e
inter-dia. Os RSD% foram inferiores a 10% (Tabela 4.4). As variaveis avaliadas para comprovar
a robustez do método foram: vazdo, composicdo da fase movel e volume de inje¢cdo. Cada
parametro avaliado em trés niveis de perturbacdo, mantendo todos os outros parametros
constantes. O efeito de variagdo gerado, escolhido para causar ligeiras alteracdes para nos
parametros avaliados. Assim, essas variaveis foram avaliadas pelo teste One-way ANOVA,
desde que existam mais de dois grupos para analisar. A normalidade dos dados verificados em
primeiro lugar utilizando o teste de Shapiro-Wilk, ou teste de normalidade e, em seguida, a
homogeneidade das variancias avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Admitindo um

intervalo de confianca no nivel de 95% (p < 0,05), verificou-se que nao ha diferencas
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significativas nas condi¢des estudadas. Pode-se concluir que pequenas variacdes causadas nos
parametros analisados ndo geraram perturbacdes relevantes nas concentragfes obtidas dos
analitos. Isto foi corroborado pelo valor calculado de p, sempre superior a 0,05, em todas as

analises. Os resultados podem ser vistos na Tabela 4.5.

O estudo de estabilidade executado compara dois grupos. O primeiro representou o
grupo controle de amostra fresca. O segundo grupo correspondente a amostras nas condicoes
propostas para a andlise. Para comparagdo empregou-se o Teste t. Foi verificado primeiramente
a normalidade dos dados pelo Teste de Shapiro — Wilk e a homogeneidade das variancias pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. Nesse teste estatistico admite-se um intervalo de confianga no
nivel de 95% (p < 0,05). Verificou-se que ndo houve diferencas significativas nas concentragfes
dos analitos estudados, devido aos efeitos sobre as amostras. Comprova-se pelo valor de p
calculado, sempre superior a 0,05, em todos os testes. Assim, 0s analitos permaneceram
estaveis dentro das condigbes estudadas. Os valores deste estudo sdo apresentados em

detalhes na Tabela 4.6.

63



64

OAINR|3l 0418 ‘(9%) 349 ‘wabejuasiod wa ossaidxs onle|al orlped 01ASap ‘(96) ASH] ‘SagdeuIWISIBp 3p OJswnu = U ®

L2's Sh'e 16'C cre €6'T- 18'C- 06°¢ L6°0- Gp'G- 09°0- LT°0- 99°¢ 0T'0- Ly'e- 9¢'6- (% ' 34) oepnex3
L0 LS50 es'e LS50 6s'e 9z'8 17T €L°0 'y 890 €9'T 09'c G0 VLT €0C'T (% ‘q @sy) oestoald
¥'G0T¢  ¥S'vEOT €6'80€ 9¥'cy0C L'086  LE'T6C 10'8.0C €2'066 €9°€8C S8'/86T 1+C'866 PE'TIE €6'.661T GC'GL6 16'T.¢  (;-71w Bu) epesijeue ogdeyuaouod

(€ =e U) seIp-Ja1u|

G2'0- 8€'9 99°'g v8'c 15°0- €e'e 6T'C TC'e- 6.T- 28'c Gg'e- €T's G9'T 9¢'T GL'e- (% *> 3Y) ogplex3
€e'T ¥0'T 8€'0 vL'T §9°0 rv'e 92'T G6°C G6'S 020 0L'T 68'G €8'T [4AN 0¢'1 (% ‘g asy) oestoald
287667 <¢8'€90T 95'.T€ G6'9.0C ¥8'¥66 V.'L0E 68'€V0C ¢8',96 T9'v6C €9'9S0¢ v¥'196 Ty'GTE GI'€E0C  L9'CT0T €1'82 (z-1w Bu) epesifeue ogderjussuod

(9 =eU) BIp-R.NU|

000¢ 000T 00€ 000¢ 000T 00€ 000¢ 000T 00€ 000¢ 000T 00€ 000¢ 0007 00¢ (7-w Bu) reuiwou ogderjusduod

AT e vav qr vav XON ddd soyjeuy

v
"8113] OU BUIDILWAC|IW 8 SNAY 9P oedeuiwlalep e ered 0dnjjeur 0poI1sW Op OBpieXxa 8 0Bsidald ' elaqel



65

"'G0‘0 > d ap eroueolubIS
ap [9AIN 5 Sedldal s1as ap elpaw wod wabeuadlod wa oAnejal oeiped oIASap ‘(%) ASHg ‘Sedldal SI9s ap eipaw Wod oAlNe|al 0419 ‘(%) I e

€2'9  19'¢ we 1T¢C ¥8'T  LT'C 29's  YT'T- 92'c  Tr'z  S0'0C ()
60'0 o'z LET 900 lS'€ LT'S €20 60's  L0€ 600 66'v  8Z'%- 990 €T'Z 627 0002 eJisowe
G9't  V9'v- 85T 690 0£'T  6Y'E 66'C 670 06'T 0S'c  G6'6T  °poedalul
8’z  88'¢c- 92z 08t Z6'T  T19'¢- GL'T 290 GG'v  €L'T 09:0Z:02 I9AQW 8se
ov'o gL'z vI'e  g¥'0 1S'€  60'0- G20 60'S  86'0-  6£0 66  8T't 820 €T’z v9's- §§:8T:LC ep
8e'T  8¥'v- gg'e 9G'g 26'9  Iv'C 67'6  0L'T Gl's  1S'T- 65:sT:0¢ ogdisodwo)
66'0 £¥'z- 02z 98T 6z'z  lg'e- 128 69'G- W'T  S6'0 0g'T
£1'0 €l'c  €l'9- €90 /S'€ T2~ GTO 60's ¥2'L 610 66'v  62'L 25'0 €17 G6'G- 02T (-unw w)
6.0 268 16T 92°C- Z5's  8g's- 29'L  ov'sT 127 0g's- GT'T oezeA
sopnd ) ) oeng @) 00 g 0 ) ey 00 ) g () (%) JoABLIEA
asd 3 asd 3o asd 3 asd 3o asd 3
INAI eT vav qT vav XOW ud3 sollfeuy

"020)j[eur OPOIdW Op Z3ISNQoJ ap 8)$a} 0 AueINp opebSaAUl OjeAlaIul @ Sedljelfolew o1l SB8QIIPU0D "Gt BlageL



‘sagdnadal sias

ap elpaw wod wabejuadiad wa ossaidxa oAlrelas oelped oIAsap ‘(9) ASH - ‘G0‘0 > d ap elouedIUBIS Bp [BAIN ¢ :S903eUIWIBIBP 8P 0JBWNU ‘Q = Ue

G"0 8T'y v"0 €L'C 600 A4 620 v.'0 660 er'e 0009
¥G'0 76'G 0.0 809 G9'0 €6'G 160 A 8"0 8.9 00€
(9 = U) epEIabU0I Y 96
790 8G'C ¥G'0 60'C 1440 GZ's vT'0 IT'C 81’0 6L'S 0009
120 Lv'8 670 8z'.L 1.0 €e'9 150 19'8 650 6T, 00¢
(9 = u) epeabuod y gy
v.L'0 9.'s €T'0 vLT G8'0 L' 8t'0 GE'T 02'0 6v'9 0009
0.0 Ge', €80 6G'C 6T'0 06'y v2'0 ze8 050 Gl'E 00¢
(9 = Lu) o0juswe[abuod 3p 0]21D
8¥'0 ev'e €9'0 LG'E 8T'0 82'T 950 2ET 1170 99'g 0009
090 v8'y 120 €9'T 82'0 90'y 250 vZ's €T'0 1G'E 00¢
(9 = ¢ U) aUBIqWe BAMERIadWa) BU Y ZT
(;=Tw Bu) reulwWoN oedeausduod
»dojea-d (%) »dojen-d (%) »dojea-d (%) »dojea-d (%) »dojen-d (%)
NAI e1 vav qT vav XOW dd3

0pOoI9W Op apepljigeIss ap 91SaL 9’y Bjagel

66



A eficiéncia da PT-PPy-SPE acoplada ao método por HPLC-UV para amostras de leite
foi comparada com outros métodos relatados na literatura. Existem alguns métodos analiticos
desenvolvidos e validados utilizando HPLC-FL [49]. Outras aplicacdes feitas pela precipitacido
de proteinas para a quantificacéo simultanea de ABA, IVM, EMA e MLM [50]. Este procedimento
fez uso de 5 mL de leite, 5 uL de acetonitrila e 100 mg de NaCl. Apds a separagao da gordura
do leite com hexano, a extragdo das amostras foi realizada por SPE com cartuchos C18. Este
procedimento foi realizado em aproximadamente 20 min [51]. Alguns estudos apresentaram
LOQ em 1,0 ng mL*? para EPR e MOX utilizando LC-MS-MS [52]. No entanto, este método
possui vantagens, tais como: analise simultanea de ABA 1b, ABA 1a, EPR, MOX e IVM em 12
min, além de ser mais simples, de baixo custo e baixo uso de solventes organicos. A PPy
apresenta elevada capacidade de adsorgcdo, mostrando ser um excelente material adsorvente
para o preparo da amostra. Finalmente, encontrou-se o intervalo linear de 20 a 2000 ng mL? e
LOQ de 20 ng mL?, o que foi adequado para a aplicagdo proposta. A Tabela 4.7 apresenta
algumas caracteristicas dos métodos descritos na literatura. Destaca-se que a maioria dos
métodos desenvolvidos empregam UHPLC, além disso em termos gerais as recuperacdes estdo
na faixa de 90 %. Os métodos desenvolvidos apresentam LOQ >ao 20 ng portanto o método

desenvolvido em este estudo tem vantagens superiores aos existentes na literatura.
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Tabela 4.7. Revisédo de literatura sobre métodos analiticos para determinacdo de AVM e MBM. 7

Analito Técnica Material adsorvente Matriz Recuperacéo Linearidade LOQ Ref.
Instrumental elou (%)
Técnica de extragéo
IVM HPLC-FL C8 SPE Leite 75% ABA 1-100 pg Kg™ 5 ug Kg™' EPR, 19
ABA (3 mL, 500 mg) 74% DOR ABA, DOR, MOX
EPR 76% EPR 3 pgkg
MOX 76% IVM IVM
DOR 54% MOX
ABA HPLC-MS On-line SPE Leite 82% ABA 1b 0-15 ng mL™’ 2,23 ng mL™" ABA 20
1b LC-UVIES 82% ABA la 1b
ABA lon trap MS- 88% IVM 2,11 ng mL™" ABA
la MS la
IVM 11,2 ngmL™
IVM
IVM LC-MS/MS QUEChERS Queijo 110% - 100 mg kg™ 21
MOX IVM
65 mg kg™
MOX
EPR UHPLC- QUEChERS Leite 60% Mox 10-123 g kg™’ 10 g kg™ todos 22
MOX MS/MS 89 % EPR
ABA LC-MS-MS DLLME Leite 2-1000 ngmL~ 9 ng mL*ABA 1b 28
1b 1 15 ng mL! DOR
EMB 53ngmL*EPR e
DOR MOX
MOX 3ng mLtIVM
IVM 32ngmL*EMB e
SLM SLM
IVM UHPLC SOSLE Leite 55% 11-100 mg 11 mg kg™ todos 30
EPR - kg™
MOX  bitrapsystem
IVM LC-HRMS QUEChERS Leite 87% 1.2-50 mg kg™’ 10-mg kg™ 31
EPR UHPLC- QUEChERS-type Leite 84% EPR -- - 32
MOX HRMS materna 77% MOX
VM UHPLC- SPE Ovos 94% 10-100 g kg™ 10 g kg™ 33
MS/MS (200 mg Obtido de
OASIS-HLB)
MSPD
modified QUEChERS
ABA UPLC MRM Leite cru 90 % todos os 5-100gkg™” - 34
1b ESI-MS/MS analitos
ABA
la
DOR
EPR
ABA LC-MS/MS C18 SPE Leite 97 % (todos) 20 ppb - 40 27 ppb ABA 1b, 35
1b (300 mg) ppb ABAla
ABA Obtido de J.T. Baker. 33 ppb IVM
la
IVM
ABA  UPLC/ TOF- QUEChERS Leite cru 88% MOX 100-5000 ng Entre 36
DOR MS EPR 94% L 600 e 3200 ng
EPR AVMs e IVM para todos
IVM
DOR HPLC-FL Bond Elut Cig Leite 81% 16,7-27,3 ppb 500 ng mL™" para 37
LC-MS (3 mL 60mg todos
Phenomenex, USA)
and NH,
ABA HPLC-UV PT-PPy-SPE Leite 98% todos os  20-2000 ng mL™" 20 ng L™ Esse
1b analitos Estudo
ABA
la
DOR
EPR
MOX
IVM

LPE-C18 = extracdo de fase liquida-C18; SPE-DLLME = microextragdo liquido-liquido dispersdo-extracdo em fase solida; PPy / MNP =
polipirrol magnteico / particulas de Fe3O4; APCI / APPI = fotoionizag¢&o por presséo atmosférica / ionizagdo quimica por presséo atmosférica;
Método QUEChERS = Répido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro; MSPD = dispersao de fase sélida magnética; SOSLE = extracéo liquida
suportada pela gota de salina; HILIC = cromatografia liquida de interacdo hidrofilica; DLLME = extracdo magnética liquida-liquida dispersiva;
GFP; RPLC-MS / MS = cromatografia liquida rapida-espectrometria de massa; MRM = monitoramento de reacdes mdltiplas.
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Com base nos dados apresentados na Tabela 4.7, percebe-se a necessidade do
desenvolvimento de novos materiais € métodos miniaturizados para extracao e determinacdo
de AVM e MBM superando as limitagdes de métodos convencionais, tais como a dificuldade na
determinacgdo simultanea, melhores recuperacdes e facilidade no manuseio.

A separacdo realizada por HPLC visou a diminuicdo do tempo de separacdo
cromatogréfica (em torno de 10 min), uma vez que a maioria dos métodos incluindo IVM séo
excessivamente demorados. Varios métodos tém sido desenvolvidos para a determinacdo
simultdnea de AVM e MBM em matrizes alimentares [31, 37]. Os beneficios deste método
incluem reducao de tempo, maior seletividade durante o processo de extracao e baixo consumo
de solventes orgéanicos, além de propor o emprego do PPy como material adsorvente que

também pode ser aplicado em outros tipos de matrizes complexas, como fluidos biologicos.

4.6. Aplicagdo em amostras reais

As coletas do estudo provém de trés amostras reais de 50 mL de leite, de dois
produtores localizados na cidade de S&o Jodo del-Rei, Minas Gerais, Brasil. As amostras
coletadas foram provenientes de vacas leiteiras com controle rigoroso de parasitas internos e
externos. Na América Latina, uma resisténcia a farmacos como fipronil tem sido relatada em
bovinos, especialmente nematoides gastrointestinais. Por outro lado, a resisténcia a carrapatos,
comumente os Boophilus, é o tipo mais prejudicial a saide do gado no Brasil [44, 45]. A dose
subcutanea de IVM a uma concentracdo de 0,2 mg kg™ para tratamento e prevencao é utilizada
para tratar infestacdo de carrapatos Boophilus em bovinos, sem efeito de inflexdo (K.O.), com

controle normal incompleto (<95%) e efeito residual (<7 dias).

Doses mais altas ndo aceleram a acao, mas a eficacia pode chegar a 100% quando
tratada dentro do tempo residual, garantindo sua ac¢éo por 4 semanas [38]. O tratamento é
necessario em todo estado de Minas Gerais, pois existe o risco de incidéncia de hemoparasita
€ considerado alto [39]. Para o seguinte estudo, coletou-se amostras de leite depois de trés dias
da administragéo, tempo que teoricamente as larvas presentes nos animais ndo sobreviveriam

[40].
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As analises foram realizadas em triplicata (n = 3) para seis amostras sendo trés
amostras de cada produtor (Local A e B). A IVM foi encontrada em todas as amostras analisadas.
A Tabela 4.8 apresenta os valores encontrados para cada amostra e a Figura 4.19. Os

cromatogramas referentes as analises de amostras reais, fortificadas e do branco.

Tabela 4.8. Concentracao detectada dos analitos presentes nas amostras reais de leite

Concentragdo (ng mL™)

EPR MOX ABA 1b ABA la IVM z

Local A

Amostra 1 n.d. n.d n.d n.d 23,08 2,08

Amostra 2 n.d n.d nd nd 27,05 1,92

Amostra 3 n.d n.d n.d n.d 29,47 2,71
Local B

Amostra 4 n.d n.d n.d n.d 31,77 4,09

Amostra 5 nd nd nd nd 22,22 2,79

Amostra 6 n.d n.d n.d n.d 27,70 1,69

n.d. = ndo detectado.

O método mostrou que ele pode ser aplicado em amostras reais de leite, detectando a
presenca de AVM em baixas concentragfes. Por outro lado, o preparo de amostras com a
metodologia proposta elimina interferentes em quantidades apropriadas para serem aplicadas
no monitoramento de AVM, em escala real. Finalmente, o PT-PPy-SPE pode ser extrapolado
para outros tipos de farmacos com caracteristicas semelhantes as AVM ou para outros tipo de

matrizes alimentares.
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Figura 4.19. Cromatogramas obtidos para analise de: amostra real ap6s a administracao de
Ivomec® injetavel (IVM a 3,5%) apds 72 horas (Local A, Amostra 1) (linha preta); amostra de
leite sem AVM (branco) (linha vermelha) e amostra de leite fortificada com as AVM (300,0 ng

mL™?) (linha azul). Fonte: préprio autor.

A IVM é excretada principalmente em forma biliar, mas também na forma inalterada
pelos rins. A concentracdo em bile e fezes € substancialmente superior em relagéo ao plasma
[42, 43]. Em vacas e ovelhas pelo menos 98% da dose de IVM é excretada nas fezes,
independentemente da rota de administracdo [44], e menos do que 2% na urina [45]. Devido a
sua elevada lipofilicidade, a IVM é também excretada no leite [46, 47], recuperando-se em leite
5,46% da dose total administrada para vacas leiteiras, ao longo de um periodo de 17,8 dias [48].
Os valores descritos na Tabela 4.8 estdo préximos dos descritos na literatura [49], uma vez que
foi relatado que os niveis de IVM no leite atingiram a concentracdo maxima de

23,6 + 2,60 ng mL*! ap6s 2,8 + 0,44 dias.

No Brasil, o Plano Brasileiro de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC)
monitora medicamentos veterinarios, vendo que a estabelecida para alimentacdo é de
10 pg mL?! para ABA, IVM e MOX. Para DOR e EPR, o LMR foi definido como
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15 e 20 pg mL?, respectivamente [72,73]. Devido as propriedades lipofilicas das AVM e a
permanéncia a longo prazo de seus residuos nos corpos de animais, além de suas secrecfes
(urina, matéria fecal, sémen), bem como no leite € um risco toxico para a saude dos

consumidores.

5. CONCLUSOES

Neste estudo, foi desenvolvido um novo método para a determinag¢do simultanea de
ABA 1a, ABA 1b, EPR, MOX e IVM em amostras de leite empregando HPLC-UV e
PT-PPy-SPE. Este método provou ser rapido, econdmico, simples e de facil realizacao,
utilizando pequenas quantidades de solventes (uL) e baixo volume de amostra (1 mL).
A PT-PPy-SPE demonstrou excelente eficiéncia de extracdo (em torno de 100%) para todos os
analitos. A caracterizagdo do PPy mostrou a presencga das bandas e vibragfes caracteristicas
dos grupos funcionais (aminas, anéis aromaticos, ligacdes duplas), boa estabilidade térmica com
degradagdo da matriz polimérica em torno de 500 °C, particulas de tamanho homogéneo. O
desempenho analitico mostrou robustez, precisdo, exatidao, linearidade, sensibilidade e
estabilidade adequados as diretrizes recomendadas. Obteve-se baixo LOQ, o que permitiu a
determinagdo dos analitos em baixas concentracdes. Além disso, esta metodologia pode ser
aplicada para o monitoramento de IVM em amostras de leite com potencial para outras matrizes
complexas. O método desenvolvido foi empregado em amostras reais de leite, encontrando-se
IVM em todas elas. A concentracdo de IVM foi aceitavel dentro dos limites permitidos pelas

autoridades alimentares.
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CAPITULO 5: Novo material de acesso restrito magnético a
base de polianilina mesoporosa para determinacao de

antibidticos em leite

“A educacdo é o passaporte para o futuro, amanha pertence aqueles que estao se preparando

para isso hoje.”

MALCOM X
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1. INTRODUCAO
1.1. Antibiéticos

Os ABs sao compostos antimicrobianos e sao usados terapeuticamente em animais e
humanos para controlar infec¢des bacterianas [1]. As TCs sdo a familia de antibiéticos mais
utilizada no mundo, devido ao seu amplo espectro de agéo, sua alta atividade e baixo custo em
comparacgdo com outras familias de antibioticos [1, 2]. Existem mais de 20 tipos de TCs; entre
as mais utilizados estdo a tetraciclina (TC), clortetraciclina (CTC), oxitetraciclina (OXY) e
doxiciclina (DOX) [1, 2]. Quando as TCs s&o usadas corretamente, elas geralmente combatem
as infeccBes satisfatoriamente, seja em terapia veterinaria ou em terapia humana, mas 0 uso
irresponsavel gera resisténcia bacteriana, alergias, danos ao trato gastrointestinal, além de gerar
problemas no figado e nos rins [3].

O tratamento em vacas leiteiras com TCs deve ser monitorado, pois grande
porcentagem das doses administradas sdo excretadas no leite [1-3]. Para proteger a saude
humana, um limite maximo de residuos (MRL por suas siglas em inglés) de 100 pg kg* foi
estabelecido para CT, OXY e CT. Atualmente sdo empregadas combinacdes de TCs com um
valor de MRL de 300 ug kg™ [4]. A DOX ndo esta licenciada para tratamento em vacas leiteiras,
mas tem provada ser usada para tratamento de infec¢des estomacais em bovinos [2, 4].

O trimetoprim (TMP) & um tipo de inibidor da di-hidrofolato-redutase da familia dos
antibidticos conhecidos como antibidticos bacteriostaticos (Bstatic) [5]. atua como inibidor do
crescimento bacteriano e é comumente comercializado como uma combinacdo com sulfamida
(SM) para ser usado como um antibiotico de amplo espectro [1, 5]. A combinagdo de SM/TMP,
quando é utilizada na area veterinaria para o tratamento de mastite, bronquite crobnica,
pneumonia por otite pneumocécica aguda e toxoplasmose, deve ser monitorada, pois 0s
residuos do referido medicamento séo excretados no leite. [5, 6]. Como resultado, ocorrem
casos de alergias em consumidores além da resisténcia patogénica a bactérias causadoras da
meningite e pneumonia entre outros problemas de saude, para a protecdo dos consumidores,

foi estabelecido como MRL para TPM 50 pg kg por agéncias europeias e americanas [6].
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A penicilina (PCN) é o antibiotico mais potente da familia dos 3-lactamicos e seu uso é
estendido a medicina veterinaria, especialmente no tratamento de infec¢cdes recorrentes e
resistentes, particularmente para curar mastite e infec¢des renais que nao foram eliminadas com
outro tipo de antibiético [7]. O uso abusivo e irresponsavel de um antibidtico tdo potente como
PCN, em tratamentos veterinarios em muitos paises da Unido Europeia, é ilegal para gado
leiteiro [7, 8]. Os residuos de PCN excretados no leite sdo um risco excessivo para a saude
humana, pois é um medicamento que gera alergias e irritacdes graves nos tecidos cutaneos,
resisténcia bacteriana as doencas sexualmente transmissiveis e em alguns casos causa a morte
[7-9]. Muitas organiza¢cBes de controle europeias e americanas limitaram a sua utilizacao e

fixaram o valor de MRL para a PCN no leite a 4 ug kg* [10].
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Figura 5.1. Férmulas estruturais dos antibiéticos estudados. Fonte: préprio autor
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1.2. Extracdo em fase sélida magnética com polianilina modificada para amostras de

leite

Geralmente, os métodos convencionais de andlise tém certas limitagdes [11, 12]. Que
envolvem baixa sensibilidade, tempo de operacdo e processos complexos e tediosos de
preparacdo de amostras [13-17]. Para superar essas limitagbes e melhorar a qualidade e
precisdo das analises, foram desenvolvidos métodos de extracdo de analitos e preparo de
amostras que favorecem o aumento significativo da sensibilidade na deteccdo de analitos,
reducdo de tempo e custos e maior utilizacdo do equipamento de andlise. [18] No caso da
determinacédo de ABs no leite, 0 primeiro passo € a eliminacao de interferentes por meio de uma
precipitacao de proteinas (PP) realizada com acetonitrila e centrifugacéo, a fim de dividir o leite
em duas fases [19-23]. A fase aquosa é dissolvida em 10 partes de agua e finalmente é
adicionada trietilamina (TEA) [21-25]. Apls a PP, o proximo passo na preparagdo de amostras
para extrair ABs no leite € por SPE ou micro SPE com C8, C12 e C18 [22-25)].

Em estudos recentes, a extracdo em fase solida magnética (MSPE) tem sido muito
empregada no preparo de amostras de leite [26]. As intera¢des entre os analitos e o sorvente
aumentam a eficiéncia da extragéo, pois favorece o transporte rapido de analitos, reduzindo o
tempo de andlise [27-29]. Para o desenvolvimento do MSPE é comumente usado o FezO4
sintetizado com materiais de reconhecida capacidade adsortiva, como nanotubos de carbono
(CNTs), grafeno, C18, 6xido de grafeno (GO), polimeros molecularmente impressos (MIPs) [30-
34]. Pelas vantagens da MSPE, emergiu um grande interesse no desenvolvimento de materiais
cada vez mais baratos, com maior capacidade de adsor¢do, maior seletividade e melhor
recuperacao [35]. Dentro dos estudos de materiais para MSPE o0s polimeros condutores como
polianilina (PAni), politiofeno (PTh) e polipirrol (PPy), sdo cada dia mais explorados por serem
possuidores de estabilidade ambiental. [36].

Estudos de MSPE desenvolvidos com PPy, poliestireno (PPs) e
poli(N-isopropilacrilamida) foram relatados mostrando a boa capacidade sortiva dos polimeros
condutores quando sao sintetizados com nanoparticulas magnéticas [37-39]. Entre os polimeros

condutores, a PAni relne as melhores qualidades pelo anel aromético de maior tamanho em
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comparagdo com os demas polimeros condutores. para se adaptar a técnica de MSPE, entre as
guais destaca-se a estabilidade térmica capacidade hidrofilica, atividade REDOX, uma interacéo
notavel com grupos aromaticos com interagdées -1 em seu anel benzénico que o torna um
excelente material absorvente para diversas matrizes [40-43]. Devido a estas caracteristicas, o
uso da MPAnI para a extracdo de varios analitos em matrizes complexas tem aumentado nos
altimos anos. A MPAni tem sido usado para extrair fendis e hidrocarbonetos arométicos em
amostras de agua, bem como em varias matrizes ambientais [44-46]. Portanto a MSPE e uma

metodologia promissora para extrair e quantificar antibiéticos em amostras de leite.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Otimizar as condi¢cbes para a determinagdo simultanea de TMP, DOX, OXY e PCN
empregando HPLC-DAD;

= Sintetizar e caracterizar a RA-MMPAnNi-HM-CAS utilizando técnicas de espectroscopia
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do inglés, Fourier transform infrared),
analise termogravimétrica (TGA, do inglés Thermogravimetric Analysis) e microscopia
eletrénica de varredura (SEM, do inglés scanning Electron Microscopy) difracéo de raios
X (XDR, do inglés X-ray diffraction), avaliagdo da hidrofobicidade, estudos de excluséo
proteica;

= Otimizar o preparo de amostras avaliando o solvente de lavagem, o solvente de eluicéo,
a quantidade de material adsorvente (RA-MPAni-HM-CAS), o volume da amostra, o
volume do eluente, o pH da solugéo analisada e do tempo de agitacéo (cinética).

. Validar o método desenvolvido utilizando amostras de leite fortificadas avaliando os
parametros de seletividade, linearidade, limite de quantificagdo (LOQ), preciséo,
exatidao, estabilidade, recuperacéo e robustez;

= Realizar a aplicacdo deste método na andlise de uma amostra alimenticia real de leite.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes e solventes

Padrao analitico TMP 98,85%-99,33% (Padrédo secundario farmacéutico, material de
referéncia certificado de Shandong pharm® (Shandong, SD, China)), padrdo analitico DOX
88,45% (Padrdo Secundario Farmacéutico, material de referéncia certificado de Norbrook®
(Newry, US, Ireland-UK)), padrdo analitico DOX 88,77% (Padrdo secundario farmacéutico,
material de referéncia certificado de Huashu pharm® (Shijiazhuang, HEB, China)) e padrdo
analitico PCN 96,99% (Padrdo secundario farmacéutico, material de referéncia certificado de
Sandoz® ((Holzkirchen BV, Alemanha)) e utilizados como recebidos. Solvente de grau HPLC,
tolueno, acetona, tetrahidrofurano fornecidos por J.T. Baker® (Cidade do México, MX, México).
Anilina reagente 98% obtido da Sigma-Aldrich® (Steinheim, Alemanha) e os reagentes glicerol
dimetacrilato e 2-hidroxietilmetacrilato foram obtidos da Sigma-Aldrich® (Steinheim, Alemanha).
A 4gua foi purificada usando um sistema Millipore Milli-Q Plus (Bedford, MA, EUA). Cloreto de
ferro(lll) hexahidratado EMSURE® ACS, Reag (Barueri — SP, Brazil). Cloreto de ferro(ll)
tetrahidratado EMSURE® ACS, Reag (Barueri — SP, Brasil). Hidréxido de Aménia (NH4OH 2.8%
(v/v)) TOTAL® (Curitiba — PR, Brasil). Tetraetil ortosilicato (TEOS) Sigma-Aldrich® (Steinheim,
Alemanha) Todos os outros produtos quimicos empregados de grau analitico com a mais alta

pureza disponivel.

3.2.  Solugdes estoque e trabalho

As solucgdes estoque de TMP, DOX, OXY e PCN foram preparadas pela dissolucdo da
guantidade exata (cerca de 10 mg corrigida de acordo como o grau de pureza) de cada farmaco
em 10 mL de metanol para obter uma concentracéo final de 1 mg mL™. As solucGes estoque
foram armazenadas a -20 °C. A solucdo estoque de trabalho para todos os ABs (TMP, DOX,
OXY e PCN) foi preparada pela diluicdo das solu¢gbes padrdo em metanol para resultar em
concentracdes entre 8-1000 ng mL™. Estas solucdes foram utilizadas para fortalecer as

amostras de leite com base no MRL.
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3.4. Instrumentacdo e condi¢cdes de separacado

Para andlise cromatografica empregou-se um sistema HPLC Agilent modelo 1290
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) composto por uma bomba quaternaria (G1311 B),
um termostato modelo 1290 (G1330B), injetor automético modelo 1260 Hip ALS (G1367E), um
modelo de forno coluna 1290 O TCC (G1316C) e um detector DAD modelo 1290 VL+ (G1315C).
Todas as separagbes dos analitos foram realizadas na coluna analitica Phenomenex® Gemini
C18 (150 mm x 4,60 mm, 5 um) (Torrance, CA, EUA). A fase moével consistiu de uma mistura
de solucao salina tamponada com 50 mM fosfato (PBS): metanol (55: 45, v/ v). A fase movel foi
bombeada a uma vazdo de 1,25 mL min™ e os dados cromatograficos foram adquiridos a
240 nm usando um detector DAD. Todos os procedimentos cromatograficos foram realizados a
25 °C e o volume de injecao foi de 20 pL para padrdes e amostras. Utilizou-se o Agilent Open
LAB Cromatography Data System® empregado para controlar o sistema de HPLC e para a

aguisicao de dados.

3.5. Sintese dos materiais
3.5.1. Sintese das nanoparticulas de Fez;04

A PAnNi no revestimento de nanoparticulas magnéticas foi preparada por polimerizacao
quimica em diferentes etapas. Primeiramente foram sintetizadas as nanoparticulas de Fes;Oq
empregando 15 mmol de FeCl;.6H,O e 10 mmol de FeCl,.4H,0 sendo dissolvidos em 80 mL de
agua destilada a 80 °C obtendo uma solugdo amarelo claro, em seguida forma adicionados e
adicionou-se 50 mL de solug¢do de NH4OH 28% (v/v) por gotejamento na solucdo, sob agitacéo
durante 30 min e controle de temperatura fixa em 80 °C. O precipitado preto obtido
(nanoparticulas de Fe3;0.) foi filtrado e lavado repetidamente com agua ultrapura até o pH das

lavagens se tornar neutro. Finalmente, o precipitado foi seco a 60 ‘C durante 24h.

3.5.2. Sintese das nanoparticulas de Fe;04 modificadas com TEOS (SiO)
A sintese foi feita pesando dentro de um béquer de 500 mL, 2,5 g de FesO.
posteriormente foram adicionados 250 mL de uma solucéo de etanol: 4gua (5:1, v/v) e levada
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para o ultrassom durante 20 min. Posteriormente, 41,7 mL de solugdo de NH4sOH 2.8% (v/v) e
4 mL de TEOS foram adicionados na solu¢cédo sonicada rapidamente. A solucdo permaneceu
sob agitacao constante durante 12 h. O sélido de cor marrom obtido (Fez04-SiO,) foi filtrado e
lavado repetidamente com agua ultrapura até o pH das lavagens tornar-se neutro, depois disso

0 produto foi seco a 60 °C durante 24 h.

3.5.3. Sintese da MMPAni

O procedimento foi realizado em um béquer de 500 mL, dissolvendo-se 5 g de Fe30,-
SiO2 em 700 mL de 4gua ultrapura e essa suspensao foi sonicada por 20 min e depois foi levada
ao agitador magnético por 30 min, em seguida foram adicionados 5 g de cloreto de benzalctnio
(BAC) (surfactante) previamente dissolvidos em 50 mL de HCI 1 M além de adicionar 5 mL de
anilina destilada. A solugdo permaneceu sob agitacdo constante em banho de gelo e adicionou-
se 200 mL de uma solucdo de persulfato de amonio (a qual foi feita dissolvendo-se 15 g de
persulfato de amonio em 200 mL de HCI 1 M) ao meio reacional por gotejamento durante 6 h

obtendo-se um solido preto que foi seco a 60 °C durante 24 h.

NH,

5g(BAC) + 5mL _L 15g(NHe)}2S20s
@ 200 mL HCI 1M

15 mmol FeCl;.6H,0 —
+

10 mmol FeCl;.4H,0 5q
4mL 41 mL
) ) TEOS/NH,OH S
' - 250 mL 5102
o
_ 254 eta;t;l. aﬁua
80 mL de agua (51, viv)

destilada & 80 °C
H:=0O

+ K_'_J
50 mL NH,OH

us

Figura 5.2. Esquema da sintese da MMPAni. Fonte: proprio autor
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3.5.4. Sintese da RA-MMPAni-HM

O procedimento foi realizado a partir da dissolu¢édo de 5 g de MMPAnNI misturados com
4,6 mL de 2-hidroxietimetacrilato e com 0,59 mL de glicerol dimetacrilato em
175 mL de cloroférmio e o processo de dissolugdo e mistura foi feita no ultrassom por

10 min. O produto obtido (MPAnNi-HM) foi seco a 60 °C durante 24 h.

3.5.5. Sintese da RA-MMPAnNi-HM-CAS

Em um béquer de 500 mL, 1,0 g de RA-MMPAnNi-HM e 20 mL de uma solucdo de
Caseina (CAS) 1% (m/v) foram adicionados e posteriormente agitados no vortex por 1 min.
Depois disso, o frasco foi deixado em repouso por 30 min e o excesso foi retirado por
decantacao. Posteriormente, 5 mL de glutaraldehido foi adicionado e levado ao vortex por 1 min,
e entéo deixado em repouso por 5 h e retirado o0 excesso. Em seguida, adicionou-se 10 mL de
solugcdo de NaBHa4 1% (m/v), levou-se ao vortex por 1 min e no repouso por 15 min, para entao
retirar o excesso. O precipitado foi seco a 60 °C em estufa durante 24 h e depois foi lavado com
uma solucdo de agua: metanol (1:1, v/v). Ao final, 0 RA-MMPAnNi-HM-CAS foi seco a 60 °C em

estufa durante 24 h.

glutaraldehido

(8]
2-hidroxietiimetacrilato 20 mL 5mL i/\/[LH
H

H’Cﬁ»)l\of'\w’o” )
CHy RA-MMPARI-HM
4 68 mL
175 mLCHCIz
US (10 min) 10 mL NaBHs
o, o o, 1% (m/v)
_ - RA-MNPAM-HM-CAS
0,59 mL —

glicerol dimetacnilato

Figura 5.3. Esquema da sintese da RA-MMPAnNi-HM-CAS. Fonte: préprio autor
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3.6. Caracterizacdo da RA-MMPAnNi-HM-CAS
3.6.1. IVTF

As analises por IVTF foram realizadas no espectrémetro (Bomem Hartmann & Braun,
série MB, Quebec, Canada) operando entre 4000 e 400 cm™, com resolucdo 4 cm? utilizando

método convencional de pastilhas de KBr.

3.6.2. MEV
A estrutura morfologica do RA-MMPAnNi-HM-CAS foi investigada por MEV e as imagens
foram obtidas utilizando um microscépico Hitachi Analytical Table Top TM3000 (Hitachi, Téquio,

Japao) com aceleragdo tensao variando de -5 kV oul5 kV.

3.6.3. TGA
As TGA da RA-MMPAni-HM-CAS foram obtidas pelo equipamento Thermal Analysis
Instrument, TA Instrument, New Castle, DE, EUA) com uma taxa de aquecimento de

10 °C min* com vazao de nitrogénio de 50 mL min™, utilizando a faixa de 25 a 800 °C.

3.6.4. DRX
As analises por DRX da RA-MMPAni-HM-CAS foi realizada no equipamento Shimadzu®,
modelo XRD-6000 (Shimadzu®, Chiyoda-ku, Téquio, Japdo) com radiagdo CuKa (A = 1,54 A°).

As analises foram realizadas na gama 26 operando entre 5 e 75°.

3.6.5. Avaliacdo da hidrofobicidade
A avaliacao da hidrofobicidade dos matérias foi avaliada deixando cair uma gota de agua
assumindo que a superficie dos materiais avaliados € lisa, posteriormente procedeu-se a medir

0 angulo de contato da gota com a superficie, em fungao de 6.
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3.6.6. Estudos de excluséo proteica

Os estudos de excluséo proteica foram realizados por Espectroscopia de absorcao
molecular na regido UV empregando um espectrofotdmetro UV-vis Varian-Agilent Cary 5000
probe (Agilent Technologies, Palo Alto, Califérnia, USA) e uma cubeta de quartzo com caminho

optico de 10 nm. Os dados foram adquiridos entre a faixa de 200 a 400 nm.

3.7. Precipitacdo de proteinas

Uma aliquota de 5 mL de leite fortificado foi misturada com 20 mL de acetonitrila em
um tubo de ensaio do tipo Falcon® de 50 mL. A mistura foi centrifugada a 3000 rpm durante 10
min utilizando a Centrifuga Clinica Cent/Daiki 80-2B (Ramos, RJ, Brasil). Uma aliquota de 15
mL do sobrenadante foi transferida para outro tubo de ensaio de 50 mL, adicionou-se 50 pL de
trietilamina e centrifugou-se a 3000 rpm durante 10 min. Esta solucao foi diluida para 50 mL com
dgua ultrapura e levada a refrigeracdo para a realizacdo da MSPE empregando

RA-MMPAni-HM-CAS como material adsorvente.

3.8. MSPE empregando RA-MMPANi-HM-CAS

Este procedimento é desenvolvido a partir da colocacdo de 40 mg de
RA-MPAnNi-HM-CAS em um tubo de ensaio de vidro convencional (Figura 5.4A). Em seguida,
foi ativado o material com 1 mL de agua e é condicionado o sistema mediante o emprego de
agitacdo no vortex por 60 s. O processo de extracao e separacdo dos ABs é feito aproximando
um ima (Figura 5.4B). Os ABs séo coletados em outro tubo de ensaio para o procedimento de
secagem e resuspencao.

Foram avaliados sete parametros para a otimizagdo da MSPE: solvente de lavagem,
volume de solvente de lavagem, eluicdo de solvente e volume, pH e volume da amostra,
guantidade de material adsorvente (RA-MMPAnNi-HM-CAS) e influéncia da agitacdo no vortex
(cinética). As condi¢Bes de preparo de amostras otimizadas foram: uma aliquota de 1 mL de
leite enriquecido (pH ajustado para 12,5 com NH,OH) com 150 ng mL™* de ABs, 500 pL de agua

Milli-Q (solvente de lavagem), 700 uL de acetonitrila: &cido acético (7: 3, v/v) (solvente elugéo),
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40 mg de RA-MMPANi-HM-CAS e 60 s de agita¢do no vortex. Depois, a solugdo do eluente foi
evaporada até secar em uma corrente de nitrogénio e os analitos foram redissolvidos em 150

uL de metanol. Finalmente, uma aliquota de 20 pL foi injetada no sistema HPLC.

Figura 5.4. (A) Tubo de ensaio contendo a amostra e o material RA-MPAni-HM-CAS depois da
agitacao por vortex e (B) aproximacao do super ima, (C) Separagéo do material MPAni-HM-CAS

apos a agitacao por vortex. Fonte: préprio autor.

3.9. Validacdo do método

O método para a determinacdo de quatro ABs em amostras de leite foi validado, de
acordo com os parametros usuais de validacao, e obteve-se resultados satisfatérios. Foram
levados em consideracdo a sensibilidade, limite de detecgdo (LOD), limite de quantificacdo
(LOQ), linearidade, precisdo, exatiddo, robustez e estabilidade. As curvas analiticas de
calibragéo foram feitas utilizando de padrBes externos baseados em injecdes das solugbes
preparadas a partir das amostras de leite fortificado com os padrdes. Os analitos de amostras
de leite enriquecido com concentraces de 8, 15, 50, 100, 200, 500 e 1000 ng mL™* foram
extraidos em triplicata. As curvas de calibragdo foram construidas empregando os valores
médios das areas dos picos obtidos pela resposta analitica para os valores da concentracéo dos
analitos presentes no leite. Trés curvas de calibra¢do foram feitas para garantir e determinar a

linearidade do método [47, 48].
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Os valores de LOD foram estimados por sete amostras de leite enriquecidas analisadas
em diferentes niveis de concentracdo, com base na concentracdo minima de um analito que
pode ser detectado em uma matriz real [47, 48]. O LOQ do método também foi avaliado e foi
definido como a concentracdo minima que poderia ser determinada através da construcédo de
uma curva de calibracdo, com exatidao e precisdo abaixo de 20% em seis ensaios analiticos.
Foi obtida usando leite enriquecido (1 mL, n = 6) em concentracbes decrescentes para cada
analito (ver Tabela 5.4) [47, 48]. Os resultados de preciséo e exatidao obtidos foram expressos
em termos de RSD% (desvio padrao relativo) e RE% (erro relativo), respectivamente. Estudos
intra-dia (precisao e exatidao) foram realizados em sexuplicata para demonstrar a repetibilidade
do método. Precisdo e precisdo intermediarias (testes inter-dia) foram realizados em trés dias
diferentes (n = 3). As concentragées utilizadas foram 20, 100 e 500 ng mL™ [47, 48].

A robustez do método foi determinada a partir da analise do comportamento do método
analitico contra pequenas e deliberadas variacdes. Parametros, como vazéao (+ 0,10 unidades),
volume de inje¢&o (x 0,10 unidades), temperatura de injecdo (+ 5,00 unidades) e composicao
da fase movel (57% PBS + 43% metanol; 55% PBS + 45% metanol; 60% PBS + 40% de metanol)
foram avaliados. As concentracbes de ABs foram avaliadas, empregando-se o teste t de
Student, com nivel de significancia estabelecido em valor de p < 0,05 [47, 48].

Os estudos de estabilidade dos ABs em amostras de leite para cenarios tipicos de
armazenamento, como armazenamento a longo prazo (congelamento em temperaturas de
armazenamento), armazenamento de curto prazo (durante uma série de analises de amostras
a temperatura ambiente), e depois de ciclos de congelamento e descongelamento. Assim, para
verificar a estabilidade dos ABs foram estudados os seguintes parametros: influéncia dos ciclos
de congelamento (-20 °C) e descongelamento (25 £ 2 °C), temperatura ambiente de curto prazo
(12 h na bancada de trabalho), armazenamento em -20 °C (dois e quatro dias). Finalmente, foi
aplicado o teste one-way ANOVA, com o nivel de significancia estabelecido em um valor de p <

0,05 [47, 48].
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3.10. Aplicacdo do método em amostras reais

Para a aplicacdo do método, foram coletadas 20 amostras reais (50 mL de leite) de
supermercados locais e distribuidores de leite certificados localizados na cidade de S&o Joao
del-Rei, Minas Gerais, Brasil. As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e

armazenadas em tubos Falcon a -20 ° C.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Condicdes cromatograficas para determinagao dos antibiéticos

O método para a determinagédo de ABs foi desenvolvido em modo isocratico e fase
reversa logrando assim a separacdo dos analitos das amostras de leite. Utilizou-se metanol e
50 mM PBS pH 6,6 para a determinagéo simultanea de TMP, DOX, OXY e PCN na presenca de
possiveis interferentes da matriz (leite) utilizando uma coluna Phenomenex® Gemini C18 (150
mm x 4,60 mm, 5 ym) [49].

O pH do PBS foi um fator importante na separacdo dos analitos. Quando o tampdao tem
pH 5 (Figura 5.5A) ndo existe uma separacdo adequada em termos de uma boa resolucéo e
eficiéncia para as TCs. Ao modificar o pH do tampédo de pH 5 para pH 6 (Figura 5.5B), a
resolugdo é significativamente melhorada e ocorre a separagdo de todos os analitos, embora
ndo seja observada uma simetria ideal [50]. Depois, a proporgéo de solvente organico (metanol)
foi entdo estudada para melhorar a simetria dos picos de separacdo. As proporc¢des de metanol
e tampao foram ajustadas de 50% de metanol, 50% de tamp&o para 45%-55% respectivamente
para obter um ensaio rapido e simples para a multideterminacdo com tempo de execugao
razoavel, boa simetria, pratos tedricos adequados e uma resolucdo aceitavel.

Portanto, um método simples e adequado foi desenvolvido para TMP, DOX, OXY e
PCN em amostras de leite (Figura 5.5C). O cromatograma das condi¢fes otimizadas mostrou
um tempo total de operagdo em torno de 10 min. Para fins analiticos quantitativos, o
comprimento de onda de deteccéo foi estabelecido em 240 nm, o que proporcionou sensibilidade

aceitavel, melhor reprodutibilidade e menor potencial de interferéncia (ruido) do que as outras
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bandas DAD. Nestas condi¢des, todos os picos tiveram bons tempos de retengao, resolugoes,

assimetrias e eficiéncias, como mostra a Tabela 5.1.
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Figura 5.5. Cromatogramas referentes a determinagdo simultanea de TMP, DOX, OXY e PCN
empregando uma temperatura de 25-C, vazéo de 1,25 mL min™, volume de injecdo de 20 pL e
coluna Phenomenex® C18 (150 mm x 4,60 mm, 5 um), A = 240 nm e composicdo fase moével (a)
metanol: 50 mM PBS pH 5 (50: 50, v/v); (b) metanol: 50 mM PBS pH 6 (50: 50, v/v) e (c) metanol:

50 mM PBS pH 6,6 (45: 55, v/v) (separacgéo optimizada). Fonte: préprio autor

4.2. Caracterizagdo da RA-MMPAnNi-HM-CAS
42.1. IVTF

Os resultados obtidos dos espectros de IVTF apresentaram os sinais de absorgéo a
580 cm™ e 588 cm™ de vibracdes de estiramento de Fe;O4, mostrando que as nanoparticulas
magnéticas foram incorporadas com sucesso em todos os materiais (Figura 5.6, linha preta).
Além disso, o sinal mais intenso a 570 cm™ é produto do estiramento de Fe;O,4 (Figura 5.6, linha
vermelha). A banda de absorcdo em 1068 cm™ (Figura 5.6, linha vermelha, preta e azul) pode
ser atribuido a vibracdo Si-O-Si, enquanto as bandas a 1634 e 3400 cm™ sédo geralmente
atribuidos aos grupos silanol Si-OH da silica. As vibracdes em 1700 e 1606 cm™* mostram o
sucesso do revestimento de carbono pelo anel aromético de anilina em FesO.. As bandas entre
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3400 cm™ e 3500 cm™ correspondem ao alongamento N-H. A banda em 1488 cm™ pode ser
atribuida ao anel de benzeno. A banda em 1296 cm™ esta relacionada com as absor¢Ges de

estiramento de C-N (Figura 5.6, todas as linhas).
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Figura 5.6. Espectros de FTIR dos Materiais obtidos. Fonte: préprio autor

4.2.2. MEV/EDS

As Figuras 5.7A, 5.7B e 5.7C mostram as imagens SEM do MMPAni, RA-MMPAni-HM,
RA-MMPAnNI-HM-CAS na ampliagdo de 500x, respectivamente. O MEV mostrou que o0s
polimeros apresentam em aglomerados demonstrando uma estrutura aparentemente
homogénea, o que facilita a adsorcdo dos analitos [49]. Além disso, a quantificacdo de EDS
(Tabela 5.1) indicou a presenca de Fe, Si, O, C e N, confirmando que a polimerizacdo ocorreu

[49].
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Figura 5.7. Imagens MEV 500x ampliagbes referentes a (A) MMPAnI, (B) RA-MMPAnNi-HM,

(C) RA-MMPANIi-HM-CAS Fonte: proprio autor.

Tabela 5.1. Caracterizacdo da composicao quimica dos materiais obtidos por MEV/EDX.

Composicédo%

Material Fe (0] C N Cl Si
Fe304 62.00 30.10 5.80 1.80 0.30 -
Fe;04SiO; 34.40 34.60 5.20 1.30 0.10 24.50
MMPARI 8.80 37.00 35.20 8.70 1.80 8.60
RA-MMPAni-HM 18.40 26.00 33.80 4.90 2.70 14.30

RA-MMPANi-HM-CAS 7.90 30.00 47.60 7.80 0.40 6.30

423. TGA

As curvas de TGA dos materiais evidenciam, em termos gerais, que eles sdo
termicamente estaveis a temperatura ambiente e que possuem perfis diferentes. Para o FezO4
(Figura 5.8 linha preta), dois eventos térmicos séo observados, o primeiro a 150 °C, uma leve
perda de massa devido a evaporagdo da agua e um segundo evento térmico a 400 °C, onde a
diminuicdo de massa nao é significativa devido a estabilidade da estrutura cristalina de Fe3Oa.
A Figura 5.8 (linha vermelha) mostra um evento térmico Unico a 125 °C onde se estima uma
ligeira perda de dgua do material, o qual é estabilizado a essa temperatura sem que haja mais

detrimento da massa em fungéo do aumento da temperatura.
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Figura 5.8. TGA dos materiais obtidos. Fonte: préprio autor.

Para a andlise de TGA do MPAni, pode-se afirmar que entre 80 e 125 ° C ha perda de
massa devido a evaporacao da agua da matriz polimérica. Em 355 °C ocorre uma degradacao
significativa do material devido a volatilizagdo incompleta dos componentes da matriz polimérica,
pode-se concluir que até 510 ° C o material continua perdendo até 60% de sua massa. O
revestimento feito para o MPAni estabiliza termicamente o material porque a curva TGA (Figura
5.8 linha rosa) apresenta trés eventos térmicos a 80 °C, 200 °C e 900 °C. Em 80 °C ha uma
ligeira perda de massa devido a evaporacédo da agua, a 200 °C ha uma perda de massa de 20%,
podendo-se afirmar que existe uma ligeira degradagdo da matriz polimérica que permanece
estavel até 900 °C, onde o material perde quase 70% de sua massa. Finalmente para a
RA-MPAnNi-HM-CAS, a analise de TGA (Figura 5.8 linha verde) da curva mostra trés eventos
térmicos, o primeiro ocorre a 80 ° C com uma ligeira diminuicdo na massa por evaporacao de
agua, a 250 °C e até 600 °C, o material é degradado deixando 30% da matriz polimérica intacta
em funcéo da diminuicdo da massa. Com base no exposto, conclui-se que os materiais obtidos
possuem uma estabilidade térmica consideravel para aplicacdes de preparacdo de amostras por
MSPE e que 0s mesmos possuem caracteristicas térmicas distintas, evidenciando que

diferentes materiais foram sintetizados.
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4.2.4. Atividade de hidrofobicidade

As Figuras 5.9A, 5.9B e 5.9C mostram a atividade de hidrofobicidade de MMPAni,
RA-MMPAnNi-HM e RA-MMPAnNIi-HM-CAS, respectivamente. E possivel afirmar que a MMPARi,
mantem suas propriedades apolares pelas intera¢des das liga¢des 11-11, por tanto a gota de agua
néo € adsorvida em relacdo com o angulo de 60°. A RA-MMPAnNi-HM, tem em sua estrutura o
mondmero hidrofilico que permite a adsorcdo da agua o que favorece a percolacdo da amostra
em fase acuosa. O material revestido com a caseina, tem uma atividade hidrofilica com a agua

0 que permite a percolacdo da amostra além de fornecer a barrera fisica para a exclusdo das

proteinas além de possuir uma boa interagdo com as amostras polares.

Figura 5.9. Imagens do teste de hidrofobicidade por &ngulo de contato de (A) MMPANI, (B) RA-

MMPARi-HM e (C) RA-MMPAnIi-HM-CAS. Fonte: préprio autor.

4.2.5. DRX
Os resultados obtidos por DRX (Figura 5.10A e 5.10B) apresentaram seis picos de
difracdo no espectro de Fez04, as vibra¢des ocorrem em 220°, 311°, 400°, 422°, 511° e 440°, os

guais sao correspondentes a base do comportamento da magnetita (Oxido de Ferro).
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Figura 5.10. Espectro de XDR dos Materiais sintetizados (A) espectro de Fe304, Fe30.-SiOg, (B)

Espectro de Ra-MPAni, Ra-MPAni-HM, Ra-MPAni-HM-CAS. Fonte: proprio autor.

Pode-se também observar o mesmo padréo de vibragbes podendo ser atribuidas a

repeticdo de unidades de FesO., 0 comprova a polimerizacéo ao redor do nucleo de magnetita.

4.2.6. Estudos de excluséo proteica

O teste de exclusédo de proteinas tem como objetivo a exclusdo de macromoléculas que
geralmente estdo presentes nas matrizes complexas, como no caso de amostras de leite. Para
a realizacdo deste teste, pesou-se 40 mg de cada um dos trés materiais (MMPAnNI,
RA-MMPAnNi-HM e RA-MMPAni-HM-CAS) que foram colocados em tubos de ensaio contendo 3
mL de CAS (0,1% m/v), a qual foi usada como uma uma matriz complexa para o teste. Cada
tubo foi agitado por 60 s, com agitacédo constante de 2000 rpm utilizando o vortex. Apds agitacao,
a solucgdo foi analisada por UV-Vis em uma faixa de 200 a 400 nm. Todos os testes foram feitos
em duplicatas e depois comparados com a solucéo de CAS (0,1% m/v) que nao foi colocada em
contato com os materiais adsorventes (100% de exclusao, sinal para nenhuma adsor¢édo=100%
exclusdo). Além disso, permite avaliar se o material foi devidamente revestido com CAS, o que
dara ao material a caracteristica de excluir as macromoléculas oriundas de matrizes complexas,
como o leite. A Figura 5.11 mostra as curvas de absorcdo do padrdo CAS e dos trés materiais

sintetizados por UV-Vis. Quando o MMPAni estava em contato com o padrdo CAS, absorveu
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uma pequena quantidade de CAS, resultando em uma menor absor¢do de CAS no UV-Vis. A
partir disso, e sabendo que as matrizes alimentares, como no caso do leite e seus derivados,
possuem macromoléculas, os materiais revestidos seriam mais bem aplicados e eliminariam
mais quantidade de interferentes presentes nesses tipos de matrizes.

As porcentagens de exclusao de proteina (Caseina) para MMPAni, RA-MMPAnI-HM e
RA-MMPAni-HM-CAS foram 84,88%, 96,84% e 99,76%, respectivamente. Esses valores
indicam que os materiais revestidos excluem quase completamente a CAS em compara¢ao com
0S materiais sem revestimento, o que permite a exlusdo das macromoléculas € os monémeros

peptidicos dos aminoacidos presentes em amostras complexas.
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Figura 5.11. Teste excluséo de proteinas de CAS. Fonte: proprio autor.

3.3 Otimizacdo RA-MMPAnNi-HF-CAS-SPE

Para realizar eficientemente a extracdo de TMP, DOX, OXY e PCN em amostras de
leite por MSPE empregando RA-MMPANIi-HM-CAS, alguns parametros foram avaliados como
solvente de lavagem, solvente de eluicdo, quantidade de material (RA-MPAni-HM-CAS), efeito
de pH, volume da amostra e de eluente, efeito de volume do solvente de lavagem e cinética

(tempo de agitacao).
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3.3.1. Efeito do solvente de lavagem

E imperativo avaliar e otimizar o solvente de lavagem, pois a maior quantidade de
impurezas e interferentes das amostras deve ser eliminada. Nao apenas para minimizar as
interacdes ndo especificas entre o RA-MPAnNi-HF-CAS e os analitos, mas também para
preservar a vida util da coluna cromatogréfica. Uma etapa de lavagem foi realizada apés 1 mL
de carregamento da amostra. Trés solventes (300 L) apolares e trés polares foram avaliados:
hexano, tolueno, cloroférmio, tetrahidrofurano, 4gua ultrapura e acetona.

Para remover as impurezas hidrofilicas, o efeito dos solventes polares como solvente
de lavagem foi estudado. Os solventes ndo polares foram também empregados para avaliar a
remocdo de impurezas ndo polares. Os resultados apresentaram baixas recuperacdes para
todos os solventes de lavagem, como mostra a Figura 5.13. As recuperac¢des com hexano foram
de 5,73% para o TMP; 18,07% para o OXY; 11,92% para o DOX e 11,21% para o PCN. Na
andlise realizada com tolueno as extrac¢des foram 16,03, 16,00, 19,60 e 17,44% para TMP, OXY,
DOX e PCN, respectivamente. Para o cloroférmio, as recuperacdes foram de 5,21, 16,46, 16,12
e 17,03% para TMP, OXY, DOX e PCN, respectivamente. Para THF, as recuperacgfes foram de
15,97, 4,35, 10,62, 4,19%, para TMP, OXY, DOX e PCN. Para acetona, as recuperacdes foram
16,26, 4,75, 7,75, 14,06%, para TMP, OXY, DOX e PCN. Para a 4gua ultrapura, as recuperacdes
foram de 3,40, 3,82, 2,24, 3,41%, para TMP, OXY, DOX e PCN. Estes dados e os
cromatogramas (Figura 5.12) mostraram que a agua, removeu a interferéncia da matriz com

uma recuperacado baixa, o que é altamente desejavel.
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Figura 5.12. Cromatograma referente ao uso de solvente de lavagem agua. Fonte: préprio
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Figura 5.13. Efeito do solvente de lavagem na recuperagdo dos analitos. Fonte: proprio autor.
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3.3.2.  Efeito do volume de solvente de lavagem

De acordo com os resultados, e vendo a necessidade de eliminar o maior numero de
interferentes, pois o leite € uma amostra complexa. O volume de solvente de lavagem foi
otimizado. Na (Figura 5.14) observa-se que 100 pL de agua eliminam interferentes suficientes,
mas alguma quantidade de analitos é eluida. 9,69% de TMP, 7,65% OXY, 6,85% DOX e 5,56%
de PCN. Ja 500 pL eliminam uma boa quantidade de interferéncias sem a consequente perda
de analitos com base na recuperacéao de 3,53%, 3,78%, 2,63% e 3,66% para TMP, OXY, DOX
e PCN, respectivamente. Por outro lado, maiores quantidades de agua ultrapura tém o mesmo

efeito; portanto, a quantidade apropriada de solvente de lavagem (agua ultrapura) foi fixada em

500 pL.
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Figura 5.14. Efeito do volume de solvente de lavagem Fonte: préprio autor.

3.3.3. Efeito do pH da amostra

O efeito do pH da amostra foi um parametro fundamental para a extragédo dos analitos,
pois o controle do pH favorece a recuperacdo de espécies organicas em amostras biolégicas
dependendo da sua dissociagcdo em meio aquoso. O efeito do pH da amostra na eficiéncia de
extracdo para os analitos foi investigado usando solu¢ces com valores de pH entre 2,5 e 12,5
(Figura 5.12). Os resultados mostraram menores recuperag¢des em pH &cido (2,0 e 5,0), com

valores variando de 20 a 50%, com excec¢édo de OXY, que é de 58,07% e PCN, que é de 15,29%.
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Enquanto em pH 12,5, as recuperagdes ficaram em torno de 70%, embora a recuperagéo do
PCN tenha permanecido com valores baixos em torno de 30%. Os valores de pKa para TMP,
OXY, DOX e PCN sédo 7,12 £ 0,10, 9,56 + 0,10, 7,46 £ 0,10 e 13,84 £ 0,10, respectivamente. As
condicbes bésicas (pH 12,5) favoreceram as interacdes dos analitos com RA-MMPAnNi-HM-CAS
por interacdes intermoleculares de tipo REDOX além das ligacdo de hidrogénio, que justifica a

alta recuperacéo de analitos pela interagdo com o solvente de eluicéo.
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Figura 5.15. Efeito do pH da amostra na recuperacao dos analitos. Fonte: proprio autor

3.3.4. Efeito do solvente de eluigéo

Encontrar o solvente de eluicdo apropriado € muito importante para melhorar as
propriedades de adsor¢do do RA-MPAnNi-HM-CAS e n&o desvalorizar a técnica de MSPE. O
eluente é geralmente limitado a solventes que ndo afetam o mesmo. Devido as caracteristicas
REDOX da RA-MMPAnIi-HM-CAS, é possivel avaliar diferentes solventes sem o risco de limitar
suas propriedades. Este estudo foi realizado com metanol, acetonitrila, etanol, hexano,
acetonitrila: acido acético (7: 3 v/v), acetonitrila: acido férmico (9: 1, v/v), metanol: acido acético
(9: 1, viv), metanol: &cido formico (9: 1, v/v), metanol: &cido acético (7:3, v/v) e metanol: acido

férmico (5: 1, viv) (Figura 5.16).
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Os solventes acidulados para condicionar a amostra na sua forma ionica foram
avaliados, pois ndo foram obtidas boas recuperacdes com solventes de pH elevado. Os
resultados indicaram que a mistura acetonitrila: acido acético (7: 3, v/v) apresentou a maior
recuperacao, mas para a PCN a recuperagdo permanece baixa em relacao aos demais analitos
atingindo cerca de 70%. Assim, a mistura acetonitrila: 4cido acético (7: 3, v/v) foi selecionada

como o eluente para 0s proximos experimentos.
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Figura 5.16. Efeito do tipo de solvente de elui¢cdo. Solventes de elui¢do: (1) etanol, (2) hexano,
(3) metanol, (4) acetonitrila, (5) metanol: acido acético (9: 1, v/v), (6) metanol: 4cido acético (7:
3, vIv), (7) metanol: acido férmico (9: 1, v/v), (8) metanol: acido férmico (5: 1, v/v), (9) acetonitrila:

acido acético (7: 3, v/v), (10) acetonitrila: &cido férmico (9: 1, v/v). Fonte: préprio autor

3.3.5. Efeito do volume do eluente

De acordo com os resultados (Figura 5.17), as recuperagfes do analito ocorrem
satisfatoriamente com volumes superiores a 500 puL de acetonitrila: &cido acético (7: 3, v/v).
Volumes de 700, 800 e 1000 pL foram avaliados. Com 700 pL, as recuperacdes de TMP e DOX
atingiram 89,68% e 83%, respectivamente, mas no caso dos PCN, a recuperacéao foi de 69,09%.

Com base no exposto, os analitos foram eluidos com 800 pL, onde a recuperacdo de TMP e
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DOX alcancou valores de recuperacdo acima de 90%, a recuperacdo de OXY permaneceu
estavel em 83% e aumentou significativamente a recuperacédo do PCN para 81,01%. Com 1000
uL ndo ha aumento significativo na recuperacao, uma vez que os valores sdo semelhantes aos
obtidos com 800 pL. Assim, 800 uL foram selecionados como o volume de eluente nos

subsequentes experimentos.
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Figura 5.17. Efeito do volume de solvente de elui¢cdo. Fonte: préprio autor.

3.3.6. Efeito da quantidade de RA-MMPAnNIi-HM-CAS.

Algumas quantidades de RA-MMPAnNIi-HM-CAS foram avaliadas: 5, 10, 15, 20, 30,40 e
50 mg no processo de adsor¢cdo. Na Figura 5.18 pode ser visto que a quantidade de 40 mg e
50 mg foi boa para recuperar todos os analitos, com uma recuperacdo em torno de 95%. Com
exce¢cdo do PCN, que mantém sua recuperagdo em 84,75%. Observa-se uma melhoria
significativa nesta etapa da otimizacdo do preparo de amostra. Assim, todas as analises

RA-MMPANi-HC-CAS foram feitos com 40 mg para a preparacdo da amostra.
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Figura 5.18. Efeito da quantidade de adsorvente (RA-MMPAni-HM-CAS). Fonte: préprio autor.

3.3.7.  Efeito do volume da amostra

O efeito do volume da amostra foi estudado pelo carregamento de RA-MMPAnNi-HM-CAS
com 200, 500, 750 e 1000 pL com as amostras de leite fortificado. Os resultados mostraram
boas recuperagdes empregando 750 pL, mostrando recuperacao de 93,48% para TMP, 96,66%
para OXY, 96,42% para DOX e 88,03% para PCN. Além disso, 1000 pL mostram recuperagéo
de 99,37% para TMP, 98,60% para OXY, 99,65% para DOX e 93,16% para PCN (Figura 5.19).
Estes valores sdo muito proximos, por isso optamos por utilizar aliquotas de 1,0 mL para todos

0S experimentos.
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Figura 5.19. Efeito do volume de amostra na recuperacéo dos analitos. Fonte: préprio autor

3.3.8. Efeito da cinética

Os resultados indicaram que a recuperagédo dos analitos diminuiu com 0 menor tempo
de agitacdo no vortex, mas permanece estavel apos 60 s de agitacdo. Em concluséo, um minuto
foi o tempo 6timo para alcangar uma recuperacao de mais de 90% de todos os analitos presentes
nas amostras analisadas do MPAni-HC-CAS. O efeito da cinética foi estudado no tempo de

agitagdo no vortex em 15, 30, 60, 90 e 120 s (Figura 5.20).
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Figura 5.20. Efeito do tempo de contato. Fonte: proprio autor.
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4.4, Validacdo do método

Apbs a otimizacdo da separacdo cromatografica e do preparo de amostras, a
metodologia foi validada baseada nos parametros da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, RDC 27, 2012) para a analise de amostras de alimentos [59]. A seletividade foi
avaliada por comparacao do leite injetado sem qualquer contetdo de ABs e amostras de leite
fortificado. Depois das respectivas analises, verificou-se que a maioria dos interferentes eluiram
no inicio da corrida cromatografica, por conseguinte, fora dos tempos de retencéo
caracteristicos.

A Tabela 5.2 propde a adequacdo do sistema cromatografico (System suitability).
Assim, a separagdo cromatografica apresentou bons resultados para parametros
cromatogréficos, tais como: resolugéo (Rs), fator de separacdo (a), fator de retencdo (k) e

namero de pratos teéricos (N).

Tabela 5.2. Parametros obtidos na separacdo cromatograficas dos analitos

Analitos

Parametros

TMP DOX OXY PCN
tr (min) 3.19 4.08 5.59 7.43
K 1.49 2.16 3.02 4.15
a - 1.61 1.72 1.76
% RSD 1.04 1.00 0.98 1.18
N 3866 3940 3977 4022
Rs - 4.72 5.16 7.55
Af 1.21 1.06 1.12 1.08

tr (min) = tempo de retencao; K = fator de retencéo (onde tm = 1,337 € ajustado para o primeiro transtorno de linha
de base significativo, corresponde ao tempo de retengdo de um soluto ndo é mantido); a = fator de separagéo; %
RSD = desvios padrao relativos para o tempo de retenc¢éo dos analitos foram expressos em percentagem; N = pratos
tedricos; Rs = resolugdo; Af = fator de assimetria.

Os valores encontrados de avaliacdo da linearidade estdo na Tabela 5.3. Para cada

ABs obteve-se a equacao linear (curva analitica), o coeficiente de correlacdo (r), o intervalo

linear.
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Tabela 5.3. Linearidade do método analitico em amostras de leite fortificadas.

Linearidade
Analitos Equacao linear 2 r Intervalo (ng mL?) RSD " (%)
TMP y = 236.23x + 7494.2 0.9945 8-1000 7.62
DOX y = 890.46x - 2261.4 0.9980 8-1000 1.97
OXY y =173.2799x - 414.0883 0.9989 8-1000 1.9
PCN y =440.17x + 3411.7 0.9983 8-1000 1.4

aAs curvas de calibracao foram determinadas em triplicado (n = 3) para concentracdes de 8, 15, 50, 100, 500 e 1000
ng mL?t; y =ax + b, onde y é a area do pico do analito, a é a inclinacdo, b é a intercepcéo e x é a concentracdo da
solucdo medida ng mL*; P RSD = desvio padro relativo da inclinagéo da curva de calibragdo.

O método proposto mostrou excelente linearidade (r > 0,99) e aceitaveis valores de

RSD% relativos a inclina¢éo da curva de calibracao.

O RSD% e RE% com a média de seis réplicas estdo apresentados na Tabela 5.4. O
RDS% e o RE% foram menores do que 15% (Tabela 5.4). As equacgles lineares e seus
coeficientes de correlacdo (r), coeficiente de determinacdo (R?), faixa linear, inclinacéo,
porcentagem do desvio padrao relativo (RSD%), LOQ e porcentagem relativa do erro (RE%)
para 0 método utilizado, estdo de acordo com as diretrizes para a validacdo de métodos

analiticos utilizados em estudos de analise de ABs [47,48].

Tabela 5.4. Limite de quantificagdo do método analitico em amostras de leite fortificadas.

Limite de quantificagcao

Analitos Nominal (ng mL™") Analisado (ng mL™") RSD 2 (%) RE ° (%)
TMP 8.00 9.50 0.91 1.80
DOX 8.00 8.67 2.10 0.84
OXY 8.00 9.63 4.34 2.04
PCN 8.00 8.09 3.17 1.20

2 RSD = desvio padréo relativo do limite de quantificacdo; ° RE = erro relativo com média de seis repeticdes

Os valores RSD% e RE% para os estudos intra e interdias de precisao e precisédo foram
inferiores a 15% (Tabela 5.5). O método mostrou-se robusto sob as variacdes estudadas
(Tabela 5.6). Os testes de estabilidade ndo mostraram diferenca significativa para os valores p
dos ciclos de congelamento e descongelamento, temperatura ambiente de curto prazo,
armazenamento de curto prazo a -20 -C (Tabela 5.7), indicando que os analitos sdo estaveis

sob preparacao, andlise e armazenamento condicoes.
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5.5. Precisao e exatiddo do método analitico para a determinacao de antibidticos.

Analitos TMP DOX OXY PCN
Concentracao
nominal 20 100 500 20 100 500 20 100 500 20 100 500
(ng mL™)

Intra-day (n2= 6)
Concentracao
analisada 23.31 9951 504.95 21.01 105.11 498.85 20.7 101.02 499.95 21,65 104.85 502.68
(ng mL™")
Precisao
(RSD ®, %) 2.39 0.83 422 1054 1.03 5.18 5.58 7.84 3.18 3.05 1.06 3.89
Brro relatvo 4 65 949 099 502 511 -023 351 102 -0.01 826 385 054
(RE*, %)

Inter-day (n 2= 3)
Concentracao
analisada 19.37 105.71 49853 23.21 10548 502.87 1791 103.58 499.67 22.66 100.89 502.4
(ng mL™")
Precisao
(RSD ®, %) 3.97 0.75 278 457 0.92 0.71 1.22 1.33 182 264 7.48 1.69
Erro relativo -
(RE °, %) -3.15 5.71 -0.29 321 5.48 0.57 10.46 3.58 -0.07 -1.31 0.89 0.39

3 n = namero de repeti¢gdes; P RSD (%) = desvio padréo relativo; ¢ RE (%) = Erro relativo.
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Tabela 5.7. Estabilidade do método de analise de antibidticos em amostras de leite.

Paréametros TMP DOX OXY PCN
Concentragéo 9.33 7.88 8.01 7.79
Analisada
(ng mL™) 948.49 1006.69 1109.29 963.55
12 h temperatura value RSD b
Ambiente RSD ® (%) p-value ¢ RSD " (%) p . RSD® (%) p-value® p-value ©
(n2=6) (%)
8.00 1.68 0.08 0.32 0.37 1.82 0.28 1.6 0.13
1000.00 2.82 0.06 0.79 0.35 3.64 0.37 2.48 0.82
Concentragéo 9.32 7.97 8.05 8.51
Analisada
(ng mL™) 957.86 1026.89 1180.62 966.52
Congelamento/ ; b
ciclos RSD ® (%) p-value ¢ RSD " (%) P v?lue RSD® (%) p-value® RSD p-value ©
(n2=6) (%)
8.00 1.77 0.55 0.56 0.06 1.77 0.30 2.18 0.81
1000.00 0.98 0.08 1.79 0.21 1.16 0.25 1.07 0.86
Concentragéo 8.97 7.88 9.95 7.05
Analisada
(ng mL™") 935.96 957.54 1105.47 1011.33
- b
48h C(()r:]gilzr)nento RSD ® (%) p-value ¢ RSD " (%) p "‘;"”e RSD® (%) p-value® R(%A)D) p-value ©
8.00 2.50 0.27 1.41 1.05 1.85 0.51 2.60 0.23
1000.00 1.15 0.28 3.04 0.77 1.03 0.79 291 0.14
Concentragéo 8.56 7.94 9.77 7.63
analisada
(ng mL™ 896.96 1034.71 1102.42 937.79
R b
96 h C&”?S'g{“e”“’ RSD ® (%) p-value ¢ RSD " (%) p Vﬁlue RSD® (%) p-value® R(%/IOD) p-value ©
8.00 1.49 0.41 1.02 0.37 1.65 0.06 1.53 0.89
1000.00 0.42 0.22 0.99 0.07 0.65 0.10 0.62 0.71

2RSD (%) = desvio padréo relativo; ® RE (%) = erro relativo, °nivel de significancia estabelecido em p < 0,05.
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Tabela 5.8. Revisédo de literatura sobre métodos analiticos para determinacdo de ABs

Analito Técnica Material adsorvente ~ Amostra Recuperacéo Linearidade LOQ Ref.
Instrumental elou (%)
Técnica de extragdo

OXY HPLC-UV CNTs-BSA-SPE Leite 46.9-53.9% 50-200 ug L™’ 36.11pg L™’ 49
DOX  A=255nm cartridge (500 mg) 58.9-65.8% 25.01 ug L

TC 51.4-65.5% 30.73 ug L

CTC 53.3-69.6% 44.00 pg L

TC HPLC- PP Soro 97.4-101.2% 11-190 pg mL-* 48.7 ug mL* 50
OXY RRS 98.6-99.1% 22-190 ug mL-? 49.5 ng mL™

CTC A=450nm 97.6-101.1% 58-200 pg mL-* 68.3 ug mL*

DOX 62.5-102.7 80-210 pg mL-* 87.9 ug mL*

TC HPLC-FL Strata C18-E SPE Leite 87% 0.015-5 pgL™’ 0.005 ug mL™" 51
DOX Nexcitation = cartridge 82% 0.05-5 pgL™ 0.025 ug mL™

OXY 358 nm (500 mg) 68% 0.025-5 pgL™’ 0.08 ug mL™’

Aemission = Strata X SPE cartridge
512 nm (500 mg)

DOX HPLC-LC MIPS-SPE cartridge Leite 83.9-108.6% 0.075-0.2 mg kg™’ 43.7 pg kg™ 52
TC (50 mg) 97.6-115.5% 16.6 pg kg™

CTC 74.7-92.3% 50.2 pg kg™’

DOX HPLC-UV PP and MIPS-SPE Leite 90-94% 0.075-0.5 mg kg™ 7.5 ug kg~ 53
TC A =350 cartridge 85-106% 10.4 pg kg~

CTC nm (50 mg) 76-88% 13.8 pg kg~

OXY HPLC-FL PP and The SPE Leite 82.5% 10-50000 ng g~* 6.6ng g 54
TC cartridge (Oasis HLB- 75.3% (todos)

CTC WAT094226 60 mg) 78.4%

(0)4% HPLC-UV PIMS Leite 86.02% 0.05-0.20 mg mL™" 0.008 mg L* 55

A =350 nm

PCN HPLC-UV PP and C8 SPE Leite 85.00-86.8%  0.003-3.00 ug g™ 50ng g™ 56
OXA A=215nm cartridge (500 mg) Bife 85.33-86.02% 30ngg™

CLO 85.80-87.98% 30ng g™

PCN HPLC- SPE C18 cartridges Leite 93% 2.0-6.0 pg kg™ 3.7 ug kg~ 57
CFX DAD (500 mg) 89% 8.6 ug kg
APN 88% 4.0 ug kg~

OXY 86% 8.9 ug kg~

PCN HPLC- FPSE Leite 87.5-115% 15.0-45.0 ug kg™ 10 pg kg™ 58
CLO DAD 88.0-105.6% 20 pg kg™

OXY 82.1-90.5% 45 ug kg™
TMP HPLC-UV PP and LPE Leite 94.40- 60-360 ng mL! 50 ng mL? 59
SMX A =265nm 101.00% 30-720 ng mL* 25ng mL?

94.7-103.5%

TMP HPLC- PP and RA-MMPAni- Leite 99.37 % 8.0-1000 ng L' 8.0ng L™’ Esse
OXY DAD HM-CAS 98.50 % (todos) Estudo
DOX A=215nm (40 mg) 99.65 %

PCN 93.53 %

LPE = estraction da fase liquida-C18; CNTs-BSA-SPE = Extragcdo em fase sdlida de albumina sérica de Nanotubos
MIPS-SPE extracdo em fase solida de polimeros impressos molecularmente; PIMS =
Membrana de Inclusédo Polimérica; FPSE = Fase de Tecido Extra¢do Sorptiva PP = precipitagdo de proteinas.

de Carbono-bovino;
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A eficiéncia da MSPE acoplada ao método HPLC para extracdo de ABs em amostras
de leite foi comparada com outros métodos relatados na literatura. Alguns métodos analiticos
foram desenvolvidos e validados usando deteccao ultravioleta [49, 53, 55-56, 59] ou detecc¢éo
de arranjo de diodos [57-58]. Outros utilizaram o PP para a quantificacdo simultanea de TCs em
amostras de leite [50, 53-54, 56, 59]. Geralmente, na maioria dos estudos relatados, a SPE
convencional é usada, seja com o tradicional C18 ou com MIPs. [49, 51-54, 56-57]. A maioria
dos métodos cromatogréficos sdo desenvolvidos para TCs [49-58]. A Tabela 5.8 apresenta
alguns métodos para a determinacéo de ABs em amostras de leite, mostrando que o método
proposto pode ser comparado com outros trabalhos similares descritos na literatura. No entanto,
0 presente método apresenta vantagens, pois foi desenvolvido para a multideterminacdo de
quatro diferentes tipos de ABs (TMP, OXY, DOX e PCN), além de ser mais simples, com baixo
custo operacional e baixo uso de solventes organicos. Além  disso,
RA-MPAnNi-HM-CAS é um material inovador e que apresentou uma alta capacidade de adsorcéo,

mostrando ser um excelente material adsorvente no preparo de amostras.

4.6. Aplicagdo em amostras reais

As coletas do estudo provém de supermercados locais e distribuidores certificados de
leite localizados na cidade S&o Joéo del-Rei, Minas Gerais, Brasil. As amostras de leite foram
coletadas ap0s da comercializagdo para consumo humano e analisadas em triplicata
(n = 3). ATMP néo foi detectada em nenhuma das amostras analisadas, sendo possivel afirmar
que ela ndo é comumente utilizada individualmente, mas em uma mistura com SM. A DOX foi
detectada individualmente em uma Unica amostra (amostra 13) em uma concentra¢éo permitida
dentro do MRL estabelecido pelas autoridades responsaveis. Além disso foi detectado em duas
amostras (amostra 1 e amostra 9) a mistura DOX com OXY, que permite afirmar que foi realizado
um tratamento com TCs. Em doze amostras analisadas (ver Tabela 5.9), a presenca de OXY foi
detectada dentro dos limites maximos permitidos para proteger a saude humana. Tem sido
possivel quantificar em baixas concentracdes (40,44 + 2,79 ng mL™* de valor médio) no leite,

como pode ser visto na Tabela 5.9 e na Figura 5.21 (linha preta, amostra 1). Esses valores s&o
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proximos aos descritos na literatura [4]. A amostra 2 apresentou presenca de PCN com
concentracédo de 23,34 + 2,79 ng mL™, concentragcdo permitida com base no MRL estabelecido.
Finalmente, cinco amostras (amostras 15-19) ndo apresentaram nenhum AB em uma

concentracao detectavel para o método validado.

Tabela 5.9. Concentracdo detectada dos analitos presentes nas amostras reais de leite

Concentration (ng mL™?)

TMP DOX o OXY c PCN e
Amostral  n.d 30.57 2.24 58.88 214 n.d n.d
Amostra 2 n.d nd n.d n.d n.d 24.34 219
Amostra 3 n.d nd n.d n.d n.d n.d n.d
Amostra 4 n.d nd n.d 12.81 123 n.d n.d
Amostra 5 n.d nd n.d 27.25 167 n.d n.d
Amostra 6 n.d n.d n.d 42.48 2.09 n.d n.d
Amostra 7 n.d n.d n.d 64.08 2.88 n.d n.d
Amostra 8 n.d nd n.d 27.22 2.14 n.d n.d
Amostra9  nd 77.84 2.39 40.86 141 n.d n.d
Amostral0  n.d n.d n.d 26.43 1.42 n.d n.d
Amostra 11 n.d n.d n.d 27.45 3.9 n.d n.d
Amostra 12 n.d n.d n.d 89.99 218 n.d n.d
Amostra 13 n.d 87.44 1.62 n.d n.d n.d n.d
Amostra 14 n.d nd n.d 75.43 174 n.d n.d
Amostra 15 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Amostra 16 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Amostra 17 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Amostra 18 n.d nd n.d n.d n.d n.d n.d
Amostra 19 n.d nd n.d n.d n.d n.d n.d
Amostra 20 n.d n.d n.d 31.12 3.00 n.d n.d

n.d. = ndo detectado.
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Figura 5.18. Cromatogramas obtidos para analise de: amostra real (linha Vermelha); amostra

de leite sem ABS (branco) (linha preta) e amostra de leite fortificada com os ABs

(150,0 ng mL™?) (linha azul). Fonte: préprio autor

5. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi desenvolvido um novo método de multideterminagéo de TMP, OXY,
DOX e PCN em amostras de leite empregando RA-MMPAnNi-HM-CAS acoplado a HPLC. O
preparo de amostras se mostrou econémico, rapido e facil de operar. Além disso, MSPE é um
procedimento ambientalmente correto, uma vez que sdo empregadas quantidades minimas de
solvente organico (uL) que foram utilizadas no processo de otimizacdo do preparo da amostra,
sem variabilidade significativa nos dados analiticos. O RA-MMPAnNi-HM-CAS apresentou
excelente eficiéncia de extragdo (em torno de 90%) para todos os ABs estudados. A sua
caracterizacao mostrou a presenca de bandas e vibra¢des caracteristicas dos grupos funcionais,
boa estabilidade térmica com degradacéo da matriz polimérica em torno de 500 °C, particulas
de tamanho homogéneo. Finalmente, o desempenho analitico mostrou robustez, preciséo,
exatidao, linearidade, sensibilidade e estabilidade adequadas as diretrizes recomendadas. Além

disso, esta metodologia pode ser aplicada para o monitoramento de ABs em amostras de leite
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com potencial para outras matrizes o que destaca em relacdo as metodologias usuais que séo

apenas com TCs.
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CAPITULO 6: Determinacao de esteroides nio corticoides em
leite empregando politiofeno como material adsorvente na

extragcao em sorvente empacotado (MEPS)

“Somente aqueles que se atrevem a arriscar muito podem conseguir muito”

Bobby Kennedy
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1. INTRODUCAO
1.1. Microextracdo em sorvente empacotado empregando PTh como material
adsorvente

O desenvolvimento de diferentes técnicas de andlise quimica favoreceu a determinacéo
de diferentes analitos nos ultimos anos. A disponibilidade dos instrumentos de cromatografia, &
um sinal de progresso tecnoldgico [1, 2]. Para o bom uso das capacidades técnicas dos
equipamentos é essencial a selecdo de um método apropriado de preparo de amostras,
principalmente quando se trata de matrizes complexas, tais como fluidos biolégicos, amostras
ambientais ou de alimentos [1-3]. Recentemente, a extracao em fase sélida (SPE) fez avan¢os
significativos em termos de eficiéncia de eliminacdo de interferentes e pré-concentracdo de
analitos [1, 3-5]. Com o auge da SPE, a miniaturizac&o de procedimentos de extragdo conseguiu
reduzir o tempo de manuseio, custos e as quantidades de solvente organico [4, 5].

Recentemente, a microextracdo empacotada em seringa (MEPS) tem aumentado seu
uso devido a sua excelente combinacdo com equipamentos cromatograficos de detecgéo
convencional (UV, DAD) [5-7]. Em MEPS, o sorvente € embalado dentro de uma microseringa
em diferentes posi¢des, como o barril, a agulha ou o espac¢o BIN (quando a seringa € feita em
uma pesa so0) [6]. A capacidade de adsorgdo dos adsorventes disponiveis poderia levar a baixas
recuperacbes do analito de interesse devido a pouca quantidade de material, que
consequentemente diminuem a sensibilidade geral do método de deteccdo utilizado [7]. Os
sorventes comerciais incluem sorventes a base de silica, além de sorventes ndo comerciais,
incluindo polimeros de impressédo molecular (MIPs) e polimeros condutores [8].

O politiofeno (PTh) é um dos polimeros condutores mais estudados devido a sua
flexibilidade, facilidade de dopagem e boa estabilidade térmica e elétrica, além de sua
estabilidade mecénica e quimica e alta porosidade com maior area superficial [9]. Para a técnica
de MEPS, o PTh retine as melhores propriedades como estabilidade ambiental, comportamento
hidrofilico, propriedades eletro-6pticas, atividade REDOX e uma notével interagdo com grupos
aromaticos por meio de interagdes 1-11 no anel furano [10]. Os fatores mais importantes nessas

consideracdes sdo a estabilidade ambiental na presenca de oxigénio e as ligacdes de hidrogénio
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que forma com os grupos tio, ttm uma influéncia marcante nas propriedades redox do tiofeno e
o facil controle das propriedades elétricas e dpticas [8-11]. [12]. A relacdo entre a condutividade
limiar e a miscibilidade (decorrente da ligagdo de hidrogénio ou outras interacdes
intermoleculares foi a propriedade mais atraente para considerar o PTh como um material com
grande capacidade de ser usado no MEPS).

Com base no exposto, é possivel aproveitar as qualidades de adsor¢cdo do PTh. Em
uma técnica de preparo de amostras facil de manipular, de baixo custo e potencialmente eficaz
em termos de recuperacdo, extracdo e quantificagdo como MEPS, para matrizes complexas
como o leite [13]. O leite € um produto alimentar amplamente consumido em todo o0 mundo e
cuja qualidade, bem como suas propriedades, devem ser constantemente monitoradas [14]. A
maioria dos tratamentos veterinarios em gado leiteiro mantém um controle rigoroso em relagéo
a aplicacdo de varios medicamentos devido que alguns medicamentos e seus residuos podem

ser eliminados no leite e causar complicagdes na saude dos consumidores [13-16].

1.2. Esteroides

Entre os medicamentos mais comuns em terapias veterinarias estdo os esteroides (Ss).
S&o vastamente utilizados para os tratamentos dos sintomas da asma, alergias respiratérias e
de pele, além de serem empregados também inibidores do ciclo reprodutivo e tratamentos
hormonais. A nivel esportivo sdo comumente empregados na melhora da performance dos
atletas [17-19]. Atualmente, pesquisas médicas apoiadas em estudos cientificos concluiram que
existe um vinculo forte entre o aumento do desenvolvimento de diferentes tipos de cancer,
principalmente de mama e testiculo, com o uso irresponsavel dos Ss [20], sendo esta a principal
razao para quantificar a presenca de Ss em amostras alimentares [21]. Para otimizar o controle
desses residuos, a Unido Européia estabeleceu limites maximos de residuos (MRLs). Em alguns
casos, a substancia € totalmente proibida (corticosteréides, hidrocorticoides e hormdnios
esteréides com acao estrogénica, androgénica ou progestagénica) [22].

Progesterona (PGN) (Figura 6.1) € um esteroide hormonal que o corpo produz

naturalmente no final dos periodos menstruais e no inicio da ovulagéo. E responsavel por regular
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o ciclo reprodutivo em mamiferos [23]. No entanto, a exposi¢do hormonal anormal pode afetar
alguns 6rgaos e sistemas, como o sistema cardiovascular, o tecido 4sseo e 0 sistema nervoso
central. Além disso, os tecidos regulados por hormodnios podem responder a proliferagcéo celular
anormal, levando a hiperplasia, neoplasia e qualquer tipo de cancer [21, 24]. Devido a sua acao
hormonal € empregado na promog¢éo do crescimento em animais e na criacdo de gado leiteiro
porque a acdo androgénica e gestagénica de alguns desses compostos favorecem a producao
de leite [22-25]. E por isso que as organizac¢des de salde estipularam que o valor MRL para este
farmaco é de 35000 ng mL™ no leite [25]. Deve-se notar que estes valors de MRL é o valor total
onde nao € analisado se 0 PGN ¢é exdgeno ou néo [25, 26].

Prednisolona (PRe) (Figura 6.1) € um esteroide produzido pelo cértex adrenal e tém
efeitos importantes sobre uma variedade de eventos metabdlicos, incluindo glicose e
metabolismo de proteinas [27]. O efeito geral € aumentar o nivel de glicose no sangue,
estimulando a sintese hepatica de glicose a partir de aminoacidos. Em praticas humanas e
veterinarias afetam a utilizagdo de glicose, o metabolismo da gordura e o desenvolvimento 6sseo
e sdo comumente usados no tratamento de reacdes alérgicas. Eles também séo usados para
reduzir a inflamagéo [28]. No passado, a PRe foi proibido para o tratamento de animais
produtores de leite, mas agora tem um MRL de 2000 ng mL™ no leite [29].

O estradiol (EsD) (Figura 6.1) € um esteroide sexual que promove agdes pleiotropicas.
Em mulheres na faixa etaria de pré-menopausa, a maioria desses estrogénios é produzida nos
ovérios [30]. O EsD é metabolizado em Estrona (E1), 17B-estradiol (17B3-E2) e estriol (E3) [31].
Esses horménios estimulam o desenvolvimento de 6érgdos reprodutivos femininos e
caracteristicas sexuais secundarias [32]. No entanto, durante as Ultimas décadas, tem havido
uma crescente preocupacdo com a presenca de estrogénios no derivado de leite. A associacao
entre 0s niveis de estrogénio e o risco de cancer foi relatada em estudos com vacas e ovelhas,
esses esterbides sexuais podem ser liberados no sangue e no leite [30-33]. Com base nos
residuos de EsD estudos da FAO e da OMS concluiram que os metabolitos resultantes da
utilizacdo desta substancia como promotor do crescimento, de acordo com as boas préticas de

criacdo de animais, ndo constituem risco para a saude humana [34]. No entanto, estudos
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relataram que concentragdes superiores a 500 ng mL* representam um risco potencial para a
formacédo de tumores cancerigenos [35].

Com base nesta informacao, acredita-se que € importante desenvolver metodologias
para rastrear a verdadeira origem dos esteréides hormonais (EsD) no leite. Além disso, é preciso
explorar técnicas de preparo de amostras, como por exemplo a MEPS, ja que pode-se
transformar em uma das abordagens mais promissoras para o controle da administracéo de PRe

e PGN, que garantira a salde e a integridade dos consumidores de leite e seus derivados.

Estradiol (EsD)

Progesterona (PGN])

Figura 6.1. Formulas estruturais dos esteroides estudados. Fonte: préprio autor.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Otimizar as condigcbes para a determinacdo simultdnea de PGN, PRe e EsD
empregando HPLC-DAD;

= Sintetizar e caracterizar o PTh utilizando técnicas de espectroscopia infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR, do inglés, Fourier transform infrared), analise
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termogravimétrica (TGA, do inglés Thermogravimetric Analysis) e microscopia
eletrénica de varredura (SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy);

= Desenvolver um dispositivo in lab para realizar o preparo de amostra por meio da técnica
MEPS empregando PTh como material adsorvente;

. Otimizar o preparo de amostras avaliando o solvente de lavagem, o solvente de elui¢éo,
a quantidade de material sorvente (PTh), o volume da amostra, o volume do eluente, o
pH da solucao analisada e ciclos de trabalho

. Validar o método desenvolvido utilizando amostras de leite fortificadas avaliando os
parametros de seletividade, linearidade, limite de quantificacdo (LOQ), precisao,

exatidao, estabilidade, recuperacéo e robustez;

. Realizar a aplicagdo deste método na andlise de uma amostra alimenticia real de leite.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes e solventes

Padrao analitico PGN 98.55% (Padrao secundario farmacéutico, material de referéncia
certificado de Tianjin Wanhua Technology Development Co. Ltda® (Tianjin, TJ, China)), padrdo
analitico PRe 98.55% (Padrdo Secundario Farmacéutico, material de referéncia certificado de
Genix Pharmaceutical Corp® (Vancouver, BC, Canada)) e padréo analitico EsD 99.03% (Padréo
secundario farmacéutico, material de referéncia certificado de Olon Ricerca Bioscience®
(Concord, OH, USA) e utilizados como recebidos. Solvente de grau HPLC, tolueno, acetona,
tetrahidrofurano e cloroférmio fornecidos por J.T. Baker® (Cidade do México, MX, México). O
tiofeno 98% foi obtido da Sigma-Aldrich® (Steinheim, Alemanha), e os solventes grau HPLC
metanol, acetonitrila, isopropanol foram obtidos da Dinamica® (Diadema, SP, Brasil). A agua foi
destilada e purificada usando um sistema Millipore Milli-Q Plus (Bedford, MA, EUA). Cloreto de
ferro (I11) ALPHATECT ®(Niteroi-RJ-Brasil). Todos os outros produtos quimicos empregados de

grau analitico.
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3.2. Solucbes estoque e trabalho

As solucdes padrbes de PGN, PRe e EsD foram preparadas pela dissolucdo da
quantidade exata (cerca de 10 mg corrigida pela pureza) de cada farmaco em 10 mL de metanol
para obter uma concentragdo final de 1 mg mL™. As solu¢bes padrdes foram armazenadas a
-20 °C e permaneceram estaveis por pelo menos 2 meses. A solucdo padréo de trabalho para
todos os Ss (PGN, PRe e EsD) foi preparada pela diluicdo das solu¢cbes padrdo em metanol
para resultar em concentragées entre 16-1200 ng mL™. Estas solucdes foram utilizadas para

fortalecer as amostras de leite com base no MRL.

3.3. Instrumentacgéo e condi¢des de separacao

Para a analise cromatogréafica empregou-se um sistema HPLC Agilent modelo 1290
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) composto por uma bomba quaternéaria (G1311 B),
um termostato modelo 1290 (G1330B), injetor automético modelo 1260 Hip ALS (G1367E), um
modelo de forno coluna 1290 O TCC (G1316C) e um detector DAD modelo 1290 VL+ (G1315C).
Todas as separacdes dos analitos foram realizadas na coluna analitica Phenomenex® Gemini
C18 (150 mm x 4,60 mm, 5 um) (Torrance, CA, EUA). A fase mével consistiu de uma mistura
de acetonitrila: metanol (45: 55, v/v). A fase moével foi bombeada a uma vazéo de 0,85 mL min™
e os dados cromatograficos foram adquiridos a 265 nm usando um detector DAD. Todos os
procedimentos cromatograficos foram realizados a 40 °C e o volume de injecé&o foi de 40 pL para
padroes e amostras. Utilizou-se o Agilent Open LAB Cromatography Data System® foi usado

para controlar o sistema de HPLC e para a aquisi¢do de dados.

3.4. Sintese de PTh

O PTh foi obtido por polimerizacdo de oxidacdo quimica com FeCls anidro, para isso
0,35 mols de tiofeno destilado e armazenado a -5 °C foram dissolvidos em 70 mL de cloroférmio
dentro de um Erlenmeyer. Também 0,055 mols de FeCls anidro foram dissolvidos em 180 ml de
cloroférmio dentro de um Béquer de 500 mL e colocados em agitacdo constante utilizando um

agitador magnético (IKA® WERKE, RH basic 2, Staufen, Alemanha). Subsequentemente, o
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tiofeno dissolvido em cloroférmio foi adicionado gota a gota a solugéo de FeCls e deixado sob
agitacdo constante durante 24 h obtendo-se um sélido castanho escuro. Finalmente, o sélido foi
lavado com 50 mL de uma solucéo de cloroformio: metanol (1: 2, v/v) e seco durante 24 h a uma

temperatura de 40°C, obtendo-se um sdélido preto.

0,055 mols de 180 ml de
FeCl cloroférmio em
3 béquer de 500 mL

agitacao
constante
Lavado com 50 mL oah
de uma mistura de || Seco P0f024
cloroférmio: h em 40 °C
metanol (1: 2, v/v)
~ 0,35 mols de 20 mL de - onad0
tiofeno destilado e - Z3ic e
cloroférmio dentro 13 2 s\
armazenado a oo

5 G de um Erlenmeyer

Figura 6.2. Esquema da sintese do PTh. Fonte: proprio autor.

3.5. Precipitacdo de proteinas

Uma aliquota de 5 mL de leite fortificado foi misturada com 20 mL de acetonitrila em
um tubo de ensaio do tipo Falcon® de 50 mL. A mistura foi centrifugada a 3000 rpm durante
10 min utilizando a Centrifuga Clinica Cent/Daiki 80-2B (Ramos, RJ, Brasil). Uma aliquota de 15
mL do sobrenadante foi transferida para outro tubo de ensaio de 50 mL, adicionou-se 50 pL de
trietilamina e centrifugou-se a 3000 rpm durante 10 min. Esta solu¢éo foi diluida para 50 mL com

agua ultrapura e levada a refrigeragéo para a realizagdo da MEPS.
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3.6. Caracterizacdo do PTh
3.6.1. IVTF

As analises por IVTF foram realizadas no espectrémetro (Bomem Hartmann & Braun,
série MB, Quebec, Canada) operando entre 4000 e 400 cm™, com resolucdo 4 cm? utilizando

método convencional de pastilhas de KBr.

3.6.2. TGA
As TGA do PTh foram obtidas pelo equipamento Thermal Analysis Instrument, TA
Instrument, New Castle, DE, EUA) com uma taxa de aquecimento de 10 °C min com vazéo de

nitrogénio de 50 mL min, utilizando a faixa de 25 a 800 °C.

3.6.3. MEV
A estrutura morfolégica do PTh foi investigada por SEM e as imagens foram obtidas
utilizando um microscépico Hitachi Analytical Table Top TM3000 (Hitachi, Téquio, Jap&o) com

aceleracao tensédo variando de -5 kV oul5 kV.

3.7. Preparo de amostras empregando MEPS

Este procedimento foi desenvolvido empacotando 4 mg de PTh no meio de duas
pequenas quantidades de algodao em uma seringa de insulina convencional. Em seguida, o
material foi ativado com 250 uL de agua. Os analitos foram coletados em outro tubo de ensaio
de acordo com o processo de otimizacdo da amostra. Sete parametros foram avaliados para a
otimizacdo do MEPS: solvente e volume de solvente de lavagem, solvente e volume de eluigéo,
pH e volume da amostra, quantidade de material adsorvente (PTh) e a influéncia do ciclo de
aspersao/dispersdo. Algumas condi¢Bes definidas para a otimizacdo foram: uma aliquota de
250 uL de leite enriquecido (pH ajustado para 12,5) com 120 ng mL™ de Ss, 75 pL de agua
Milli-Q (solvente de lavagem), 700 uL de metanol / acido férmico (5: 1) (solvente eluente), 4 mg

de PTh e 2 ciclos de tratamento. Depois disso, a solugéo do eluente foi evaporada até secar em
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uma corrente de nitrogénio e os residuos foram redissolvidos em 50 pL de metanol. Finalmente,

uma aliguota de 40 L foi injetada no sistema HPLC.

3.8. Validagdo do método

O método para a determinacdo do trés Ss estudados em amostras de leite foi validado
de acordo com os parametros de validagao através de resultados aceitaveis. Foram levados em
consideracdo a sensibilidade, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ),
linearidade, preciséo, exatid&@o, robustez e estabilidade. As curvas de calibragao analiticas foram
feitas através de padrBes externos baseados em injecdes das solucbes preparadas a partir de
amostras de leite com concentragdes de 16, 40, 10, 200, 500, 800 e 1200 ng mL™, extraidas em
triplicata. As curvas de calibracdo usam os valores médios da area do pico da resposta analitica
para todos os valores de concentragdo para amostras de leite. Trés curvas de calibracdo foram
feitas para garantir e determinar a linearidade do método [43, 44].

O LOD foi avaliado para sete amostras de leite enriquecido analisadas em diferentes
niveis de concentracdo, com base na concentracdo minima de um composto que pode ser
detectado em uma matriz real [43, 44]. O LOQ do método também foi avaliado e foi definido
como a concentracdo minima que poderia ser determinada através da construgdo de uma curva
de calibracao, com exatidao e precisdo abaixo de 20% em seis ensaios analiticos e foi obtida
usando leite enriquecido (250 pL, n = 6) em concentracdes decrescentes para cada analito (ver
Tabela 6.3) [43, 44]. Os resultados de precisdo e exatiddo obtidos foram expressos em RE%
(erro relativo) e RSD% (desvio padrao relativo), respectivamente. Estudos intradia (precisédo e
exatidao) foram realizados em seis vezes para demonstrar a repetibilidade do método. Precisdo
intermediaria (testes intradiarios) foi realizada em trés dias diferentes (n = 3). As concentracdes
usadas foram 40, 200 e 800 ng mL™ [43, 44].

A robustez do método foi determinada a partir da analise do comportamento do método
analitico contra variagcdes pequenas e deliberadas. Pardmetros, tais como taxa de fluxo (+ 0,10
unidades), volume de injecéo (x 0,10 unidades) e composicéo da fase movel (40% acetonitrila

+ 60% metanol; 45% acetonitrila + 55% metanol; 50% acetonitrila + 50% metanol). As

135



concentragdes dos residuos de Ss foram avaliadas, empregando-se o teste t de Student, com
nivel de significancia estabelecido em p-valor < 0,05. A robustez do método foi avaliada baseada
na influéncia do parametro dentro de uma tolerancia previamente especificada, [43, 44].

Outros estudos foram considerados, foi avaliada a estabilidade dos Ss em amostras de
leite para cendrios tipicos de armazenamento, como armazenamento a longo prazo (quando
congelado nas temperaturas de armazenamento pretendidas), armazenamento a curto prazo
(durante uma série de analises de amostras a temperatura ambiente) e depois de congelar e
descongelar em trés ciclos. Assim, para verificar a estabilidade de Ss foram estudados os
seguintes parametros: influéncia dos ciclos de congelamento (-20 °C) e descongelamento (252
°C), temperatura ambiente a curto prazo (12 sem a presenca de frio), armazenamento a
temperatura a -20 ° C (dois e quatro dias). Finalmente, foi aplicado o teste one-way ANOVA,

com o nivel de significancia estabelecido em um valor de p < 0,05 [43, 44].

3.9 Aplicacdo do método em amostras reais.

O método foi aplicado em 20 amostras reais (50 mL de leite). Aleatoriamente coletadas
em diferentes distribuidores de leite certificados localizados na cidade de S&o Jo&o del-Rei,
Minas Gerais, Brasil. As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e armazenadas

em tubos Falcon a -20 °C.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Condicdes cromatograficas para determinacado dos esteroides

O método foi desenvolvido em modo isocratico e fase reversa para a separagédo de Ss
em amostras de leite. Foram utilizados metanol e acetonitrila (fase movel) para a determinagéo
simultanea de PGN, PRe e EsD na matriz (leite) com os possiveis interferentes utilizando uma
coluna Phenomenex® Gemini C18 (150 mm x 4,60 mm, 5 um) [45]. As primeiras condi¢des foram
avaliadas utilizando a fase mével composta por acetonitrila e metanol (40: 60 v/v), vazéo de
0,85 mL min™t, temperatura 40 °C, volume de injecdo 40 uL e comprimento de onda 265 nm

(Figura 6.3A). Foi possivel obter uma separacdo eficiente dos 3 analitos simultaneamente,

136



porém a simetria dos picos correspondentes a EsD e PRe ndo foi satisfatéria, uma vez que os
pratos tedricos calculados foram inferiores a 3000, sendo 2483 para Pre e 1727 para EsD.

Na condicdo acetonitrila: metanol (50: 50, v/v), a separacdo de todos os analitos
ocorreu, como mostrado na Figura 6.3B, a resolucéo foi significativamente melhorada, embora
uma simetria ideal ndo foi observada para ESD e PRe [46]. Depois, a propor¢cdo de solvente
polar protico (metanol) foi entdo examinada para melhorar a simetria dos picos de separagéo.
As proporcoes da fase mével foram ajustadas de 50% de metanol, 50% de acetonitrila para
55% -45%, respectivamente para obter um ensaio rapido e simples para a multideterminacao
com tempo de execucdo razoavel, boa simetria, pratos teéricos adequados e uma resolucdo
aceitavel. Portanto nessa condi¢do foi desenvolvido um método simples e adequado para

separar PGN, PRe e EsD em amostras de leite (Figura 6.3C).

A 1200 PGN B 1200 BGN c 1200 pc{r\-
I
1000 1000
1000 N}( EIsD
| |
800 800 800
2 2 2
600
e - EGOO - E600
400 E<D 400 400
200 200 PRe 200
0o 1 2 3 4 5 6 7 01 2 3 4 5 6 7 0o 1 2 3 4 5 6 7
Minutos Minutos Minutos

Figura 6.3. Cromatogramas referentes a determinacdo simultdnea de PGN, PRe e EsD,
temperatura a 40 °C, vazdo de 0,85 mL min?, volume de injecdo de 40 pL e coluna
Phenomenex® C18 (150 mm x 4,60 mm, 5 uym), A = 265 nm e composigdo fase movel (A)
metanol: acetonitrila (60: 40, v/v); (B) metanol: acetonitrila (50: 50, v/v) e (C) metanol: acetonitrila

(55: 45, v/ v) (condicéo de separacao optimizada). Fonte: préprio autor.

O cromatograma das condi¢des otimizadas mostrou um tempo total de execucdo em

torno de 7 min. Para fins analiticos quantitativos, o comprimento de onda de detecc¢éo foi
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estabelecido em 260 nm, o que forneceu sensibilidade aceitavel, melhor reprodutibilidade e
menor potencial de interferéncia (ruido) do que as outras bandas DAD. Nestas condi¢fes, todos
0s picos tiveram bons tempos de retencéo, resolucdes, assimetrias e eficiéncias, como mostra
a Tabela 6.1.

Tabela 6.1. Parametros obtidos na separacdo cromatograficas dos analitos.

Analitos
Paréametro

PGN PRe ESD
t (min) 5.03 6.01 8.08
K 2.78 3.52 5.18
a 1.26 1.47
% RSD 1.18 1.03 1.09
N 3986 3736 3994
Rs 6.13 8.18
Af 1.17 1.04 1.01

tr (min) = tempo de retencao; K = fator de retencdo (onde tm = 1,337 é ajustado para o primeiro transtorno de linha
de base significativo, corresponde ao tempo de retengdo de um soluto ndo é mantido); a = fator de separagao; %
RSD = desvios padréo relativos para o tempo de retencéo dos analitos foram expressos em percentagem; N = pratos
tedricas; Rs = resolugdo; Af = fator de assimetria.

A Tabela 6.1 propde a adequacdo do sistema cromatografico (System suitability). Assim, a
separacdo cromatogréafica apresentou bons resultados para parametros cromatograficos, tais

como: resolucao (Rs), fator de separagao (a), fator de retencéo (k) e nUmero de pratos tedricos

(N).

4.2. Caracterizacdo do PTh
4.2.1. IVTF

Os resultados dos espectros de IVTF (Figura 6.4) sdo apresentadas varias bandas de
baixa intensidade na faixa de 2800 até 3000 cm™, o que pode ser atribuido as vibragées de
estiramento C—H. A banda observada em aproximadamente 1020 cm™ é geralmente atribuida
ao modo de deformacao fora-de-plano C-H aromatico, enquanto outros picos nesta regiao séo
atribuidos aos modos de alongamento do anel furano. A banda de estiramento do grupo C-S foi
identificado em aproximadamente 726 cm™, o que indica a presenca dos grupos tiocianato dos

mondmeros de tiofeno.
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Figura 6.4. Espectro de FTIR do PTh. Fonte: proprio autor.

42.2. TGA

As curvas obtidas pela andlise de TGA evidenciam que o material em termos gerais é
termicamente estavel a temperatura ambiente. Para PTh (Figura 6.5), a curva apresenta quatro
eventos térmicos, o primeiro ocorre entre 55 °C e 72 °C, com uma leve perda de massa devido
a evaporacao da agua. Um segundo evento térmico a 120 °C pode causar perda de massa entre
90 e 85%. O terceiro evento térmico ocorre a 254 °C onde a estrutura do polimero é degrada e
a massa diminui significativamente em 55%, até alcangar o pico maximo de perda no ultimo
evento térmico a 500 °C onde a estrutura do polimero perde o 70% de sua massa até encontrar
a estabilidade com o0 30% de sua massa sem ocorrer mais perda depois de passar dos 501 °C.

Portanto o material pode ser empregado a temperatura ambiente.
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Figure 6.5. TGA do PTh. Fonte: préprio autor.

423. MEV

As Figuras 6.6A, 6.6B e 6.6C mostram as imagens MEV de PTh a 500, 2000 e 4000 x,
respectivamente. O MEV mostra uma conformagdo de cadeias homogéneas de aparéncia
amorfa. Por outro lado, pode-se afirmar que sua composigao estrutural € aparentemente porosa

e 0s conglomerados que a conformam s&o acomodados em elos que contornam a cadeia

principal. Estes factos confirmam que a polimeriza¢éo ocorreu [47].

HL D68 x20k 30um |

JFSJ HL D68 x500 200um gy HL D67 x1.0k 10Dum |UFSJ

Figura 6.6 Imagens SEM do PTh em diferentes ampliagdes (A) 500x, (B) 1000x (C) 2000x.

Fonte: préprio autor
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4.3. Otimizacao e desenvolvimento da MEPS
Para otimizar a extracdo de PGN, PRe e EsD em amostras de leite por MEPS, sete
parametros foram avaliados como solvente de lavagem, solvente de eluicdo, quantidade de

material (PTh), efeito do pH, volume da amostra, eluente efeito de volume e ciclos de tratamento.

4.3.1. Solvente de lavagem

Avaliar o solvente de lavagem é um fator muito importante. O emprego do solvente de
lavagem favorece a eliminacdo de possiveis interferéncias entre a matriz (leite) e os analitos a
serem quantificados. Por outro lado, a reprodutibilidade do método e a reducéo de erros por
coeluicdo do analito sédo garantidas. Uma etapa de lavagem foi realizada ap6s um carregamento
de 250 pL da amostra. O comportamento de seis solventes com constante dielétrica alta e baixa
foi estudado: tetraidrofurano (150 pL), agua ultrapura (150 pL), acetona (150 pL), hexano
(150 pL), tolueno (150 pL) e cloroférmio (150 pL). O efeito de solventes polares como solvente
de lavagem foi estudado para remover essas interferéncias polares, pela mesma razao, o
comportamento de solventes ndo polares foi incluido no estudo para avaliar a remocao de
impurezas ndo polares. Os resultados apresentaram baixas recuperacdes para todos os
solventes de lavagem, como mostra a Figura 6.8.

As recuperagbes com THF foram de 17,20% para PGN; 20,26% para PRe e 15,19%
para EsD. Na andlise realizada com acetona as extra¢des foram 16,33, 22,12 e 16,41%, para
PGN, PRe e EsD, respectivamente. Para a agua ultrapura, as recuperacdes foram de 5,52, 5,56
e 7,12%, para PGN, PRe e EsD, respectivamente. Para o hexano, as recuperac¢des foram de
20,94% para PGN, 14,01% para PRe e 7,41% para PCN. Para o tolueno, as recuperacdes foram
de 18,90% para PGN, 18,51% para PRe e 24,69% para EsD. Para o cloroférmio, as
recuperacoes foram de 16,33%, 22,12% e 9,52% para PGN, PRe e EsD, respectivamente. Estes
dados e os cromatogramas (Figura 6.7) mostraram que a agua, removeu a interferéncia da

matriz com uma recuperacao baixa, o que € altamente desejavel.
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Figura 6.7. Cromatograma referente ao uso de solvente de lavagem agua. Fonte: préprio autor.
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Figura 6.8 Efeito de solvente de lavagem Fonte: proprio autor.

3.3.2. Efeito do volume do solvente de lavagem

A agua ultrapura foi escolhida como solvente de lavagem. Para garantir a maxima
eliminacdo de interferentes com a minima perda de analitos, a quantidade de solvente de
lavagem a ser utilizada foi otimizada. Na Figura 6.9 observa-se que 250 uL de agua eliminam
interferentes suficientes, mas alguma quantidade de analitos € eluida. 5,52% de PGN, 5,66% de
Pre e 7,41% de EsD. Utilizando-se 200 uL de agua ocorre a eliminacao de uma quantidade
consideravel de interferentes, no entanto, ficou evidente uma perda de analitos com base na
recuperacao 5,71%, 5,43% e 7,99% para PGN, PRe e EsD, respectivamente. Por outro lado,
maiores quantidades de agua ultrapura tém o mesmo efeito; portanto, a quantidade apropriada
de solvente de lavagem (&gua ultrapura) foi fixada em 100 pL porque a eliminagdo de
interferentes € significativa, mas as recuperagfes do analito permanecem baixas com valores

de 3,79% para PGN, 4,23% para PRe e 7,63% para EsD.
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Figura 6.9. Efeito do volume de solvente de lavagem Fonte: préprio autor

3.3.3. Efeito do pH da amostra

O efeito do pH da amostra foi estudado porque a acidez ou alcalinidade das amostras
pode alterar a recuperacdo de espécies organicas em amostras de alimentos. Dependendo da
sua dissociagcdo em meio aquoso, pode interagir satisfatoriamente com o PTh. O efeito do pH
da amostra na eficiéncia de extragdo doss analitos foi estudado usando cinco solu¢des com
valores de pH entre 2,5 e 12,5 (Figura 6.10). Os resultados mostram que para PGN os valores
de recuperagdo permanecem constantes em torno de 22% em pH acido e proximo a 10. Uma
maior recuperacdo € evidenciada (33,16%) em pH 12,5. O PRe em pH de 2,5 tem uma
recuperacao baixa (18,43%). Para PRe, os resultados mostram que, em pH &cido, a recuperacéo
€ avaliada entre 18% e 35%. Em pH 12,5, a recuperacdo aumenta significativamente para 34%.

Recuperando 56%. EsD em pH alcalino recupera razoavelmente com valores entre 31,8% e

49,83%. Em pH acido, a recuperacdo permanece abaixo de 25%.
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Figura 6.10. Efeito do pH da amostra na recuperacao dos analitos. Fonte: proprio autor.

3.3.4. Efeito do solvente de elui¢éo

O metanol foi utilizado na primeira medi¢do, obtendo baixas recuperac¢des para PGN
de 33,16%, para PRe 56,74% e para EsD de 49% (Figura 6.11). O metanol foi acidificado com
acido aceético e acido formico em proporgdes de (9: 1, v/v) em ambos 0s casos. A recuperacao
dos analitos permaneceu constante no caso do acido acético misturado ao metanol em relagéo
ao metanol sem acidificacdo. Além disso, aumentam para 71,36% para PGN, 86,94% para PRe

e 35,31% EsD usando metanol acidulado com acido férmico.

A acetonitrila foi também utilizado e a recuperacéo para os trés analitos foi inferior a
40%. Ao ver estes resultados, a acetonitrila foi acidificada para melhorar a extracdo com acido
acético na proporc¢ao (7: 3, v/v) e com acido férmico na proporcéo (9: 1, v/v). Observou-se que
a recuperacdo s6 aumenta para PGN (72,05%) com acetonitrila: acido féormico (9: 1, v/v).
Concluindo que o metanol acidificado favoreceu a recuperacgéo, a proporgéo de acido acético foi
variada para uma mistura metanol: acido acético (7: 3, v/v). Aumentando a recuperacao de PGN
e EsD para 71,40% e 73,63%, respectivamente, mantendo baixa a recuperagéo de PRe. O

metanol acidulado com &cido férmico também foi avaliado proporcionalmente (5: 1, v/v), sendo
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este solvente o mais adequado, pois as recuperacdes de todos os analitos foram superiores a
67%. Assim, o metanol: acido féormico (7: 3, v/v) foi selecionado como o eluente nos

experimentos seguintes.
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Figura 6.11. Efeito do tipo de solvente de eluicdo. Solventes de eluicdo: (1) metanol,
(2) acetonitrila, (3) metanol: &cido acético (9: 1, v/v), (4) metanol: acido formico (9: 1, v/v),
(5) acetonitrila: acido acético (7: 3, v/v), (6) acetonitrila: &cido férmico (9: 1, Vi),

(7) metanol: 4cido acético (7: 3, v/v), (8) metanol: acido férmico (5: 1, v/v). Fonte: préprio autor.

3.3.5. Efeito do volume do eluente

Cinco parametros foram avaliados para otimizar o volume de eluente (metanol: acido
férmico (7: 3, v/v)). De acordo com os resultados (Figura 6.12), 50 uL ndo séao suficientes para
obter uma recuperacédo satisfatéria. Com excecdo do EsD que apresenta uma recuperagao
aceitavel em torno de 65%, os demais analitos somente eluiram em quantidades inferiores a
40%. Com 100 pL, a recuperacao foi ligeiramente maior para o PRe e EsD com valores de
68,71% e 75,36%, respectivamente. Com 150 pL, a recuperacdo foi de 70,36% para PGN,

68,72% para PRe e 75,36% para EsD. Os resultados mostram que 200 pL é uma quantidade
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apropriada de solvente de eluicdo uma vez que a recuperacao de PGN foi proxima de 90%, PRe
de 78,44% e EsD de 84,93%. Os valores anteriormente relatados foram mantidos constantes

para volumes de 250 pL de solvente de eluigéo.
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Figura 6.12. Efeito do volume de solvente de elui¢cdo. Fonte: préprio autor

3.3.6. Efeito da quantidade de PTh

Algumas quantidades de PTh foram avaliadas: 1, 2, 3 e 4 mg. Na Figura 6.13 pode ser
visto que, a quantidade de 1 mg e 2 mg foram piores para recuperar todos os analitos, a
recuperacao permaneceu abaixo de 50%. Com 3 mg, a recuperagdo melhorou substancialmente
para PGN e EsD, atingindo recuperagfes proximas a 70% e 60%, respectivamente. Ja 4 mg
resultou ser a quantidade adequada para a extracdo de Ss no leite, pois 0s resultados mostram
gue a PGN atingiu uma recuperacdo proxima a 90%, para PRe 78,44% e para EsD 84,97%.

Assim, todas as analises de PTh foram feitas com 4 mg de material adsorvente.
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Figura 6.13. Efeito da quantidade de adsorvente (PTh). Fonte: préprio autor.

3.3.7. Efeito do volume da amostra

O efeito do volume da amostra foi estudado pelo carregamento de MEPS com 75, 150,
200 e 250 pL das amostras de leite fortificado. Os resultados mostraram boas recuperacdes
empregando 200 pL mostrando recuperacdo de 90,40% para PGN, 78,44% para PRe e 84,93%
para EsD. Além disso, 250 uL mostram recuperacao de 90,40% para PGN, 80,69% para PRe e
92,60% para EsD. (Figura 6.14). A partir dos resultados e seus respectivos suportes estatisticos,
€ possivel afirmar que o valor 6timo do volume da amostra é de 250 puL e é a quantidade

adequada para se obter boas recuperagfes de Ss.
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Figura 6.14. Efeito do volume de amostra na recuperacao dos analitos. Fonte: préprio autor.

3.3.8. Efeito dos ciclos

O efeito dos ciclos de contato foi estudado em até quatro ciclos de tratamento por
MEPS. (Figura 6.15). O numero apropriado de ciclos foi dois. Observa-se que 98,68% sao
recuperados para PGN, 88,29% para PRe e 96,64% para EsD. Valores semelhantes e préximos
sdao obtidos com um e trés ciclos. Finalmente, os resultados sdo conclusivos para mostrar que

guatro ciclos geram uma perda de analitos, especialmente EsD.
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Figura 6.15. Efeito dos ciclos de contato na recuperacao dos analitos. Fonte: préprio autor.
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4.4, Validacdo do método

Depois de concluir a otimiza¢éo da separac¢ao cromatografica e do preparo de amostras
de leite com Ss, as amostras em branco, fortificadas e reais foram analisadas. Os dados obtidos
para a seletividade ndo mostraram a presenca de interferéncia no mesmo tempo de retengéo

dos analitos, como mostrado na Figura 6.16 (linha vermelha).

Os valores encontrados de avaliacdo da linearidade estdo na Tabela 6.2. Para cada Ss

obteve-se a equacéo linear (curva analitica), o coeficiente de correlagéo (r), o intervalo linear.

Tabela 6.2. Linearidade do método analitico em amostras de leite fortificadas.

Linearidade
Analitos Equacao linear 2 r Intervalo (ng mL?) RSD " (%)
PGN y =112.48x + 18207 0.9985 16-1200 2.49
PRe y =292.08x + 96726 0.9956 16-1200 3.89
ESD y = 427.20x + 15250 0.9988 16-1200 2.08

a As curvas de calibracdo foram determinadas em triplicado (n = 3) para concentra¢gdes de 100, 300, 500,
1000, 1500 e 2000 ng mL -1; y = ax + b, onde y é a area do pico do analito, a é a inclinacdo, b é a
intercepcdo e x é a concentracdo da solugédo medida ng mL™1; P RSD = desvio padréo relativo da inclinacdo

da curva de calibragéo.

O método proposto mostrou excelente linearidade (r > 0,99) e aceitaveis valores de
RSD% relativos & inclinagdo da curva de calibragdo. O RSD% e RE% com a média de seis

réplicas estdo na Tabela 6.3. O RDS% e o0 RE% foram menores do que 15% (Tabela 6.4).

Tabela 6.4. Limite de quantificagdo do método analitico em amostras de leite fortificadas.

Limite de quantificacéo
Analitos Nominal (ng mL™") Analisado (ng mL™") RSD?(%) REP" (%)

PGN 16.00 16.84 1.61 1.60
PRe 16.00 16.39 1.24 1.59
ESD 16.00 16.24 1.17 1.36

aRSD = desvio padréo relativo do limite de quantificacdo; ® RE = erro relativo com média de seis repeticdes
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A precisao e exatiddo do método foram avaliadas pelo método de ensaio de intra e
inter-dia. Os RSD% foram inferiores a 10% (Tabela 6.4). As variaveis avaliadas para comprovar
a robustez do método foram: vazdo, composicdo da fase movel e volume de injecdo. Cada
parametro avaliado em trés niveis de perturbacdo, mantendo todos o0s outros parametros
constantes. O efeito de variacdo gerado, escolhido para causar ligeiras alteragdes no método,
foi avaliado pelo teste One-way ANOVA. A normalidade dos dados foi antes verificada pelo teste
de Shapiro-Wilk, ou teste de normalidade e, em seguida, a homogeneidade das variancias
avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Admitindo um intervalo de confian¢a no nivel de
95% (p < 0,05), verificou-se que nao ha diferencas significativas nas condi¢des estudadas. Pode-
se concluir que pequenas variacbes causadas nos parametros analisados ndo geraram
perturbacdes relevantes nas concentracdes obtidas dos analitos. Isto foi corroborado pelo valor
calculado de p, sempre superior a 0,05, em todas as andlises. Os resultados podem ser vistos

na Tabela 6.5.

Tabela 6.4. Precisédo e exatiddo do método analitico para a determinagéo de esteroidess

Analitos PGN PRe ESD
Concentracao
nominal 40 200 800 40 200 800 40 200 800
(ngmL™)
Concentracao
analisada 38.11 20558 79573 37.74  203.00 801.07 5224 187.31 797.69
(ng mL™)

s b
(;)r)ec'sao RSD % 084 034 034 114 7.83 1.92 1.08 157 255

1 [

(')iof)ro relatvo RE®, 471 279 053  -5.66 150 013 359 -1.35 -0.29
Concentracao
analisada 35.80 217.06 834.13 3129  223.97 796.85 4832 192.95 816.59
(ng mL™)

s b
(;)r)ec'sao RSD ™ 150 o061 238 2.08 1.25 1.08 076 176  3.19
Erorelativo (RE®, 505 g5z 427 179 199 039 204 -352 207

%)
an = namero de repetigdes; ® RSD (%) = desvio padréo relativo; ¢ RE (%) = Erro relativo.
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Tabela 6.5. Testes de robustez para andalise de esteroides em leite.

Analitos PGN Pre ESD
Variagdes "RE  °RSD ‘p-value "RE "RSD ‘p-value *RE °RSD ‘p-value
(%) (%) (%) (%) %) (%)
0.75 6.44 3.55 1.66 0.84 231 355
Vazao 0.85 0.98 0.96 0.41 0.18 0.38 0.10 1 :,39 1.44 0.07
(mL min™") 0.95 2.71 1.73 192 2.83 1.52 2.70
Composicéo 40:60 0.98 0.72 1.60 -0.34 1.33 -0.66
Fase 45:55 0.88 2.49 0.25 395 1.82 0.43 252 153 0.05
Moével 50:50 3.84 2.60 158 1.52 2.06 3.22
Injecédo 40.00 0.90 2.55 0 -84 2.52 0.93 1.62
Amostra 4500 090 249 031 395 182 047 395 153 0.05
uL 50.00 3.40 1.72 264 1.25 3.76 1.64

aRSD (%) = desvio padréo relativo; ® RE (%) = erro relativo, °nivel de significancia estabelecido em p <0,05.

O estudo de estabilidade executado compara dois grupos. O primeiro representou o

grupo controle de amostra fresca. O segundo grupo correspondente a amostras nas condi¢des

propostas para a analise. Para comparagédo empregou-se o Teste t. Foi verificado primeiramente

a normalidade dos dados pelo Teste de Shapiro — Wilk e a homogeneidade das variancias pelo

teste de Kolmogorov-Smirnov. Nesse teste estatistico admite-se um intervalo de confianga no

nivel de 95% (p < 0,05). Verificou-se que ndo houve diferencas significativas nas concentragfes

dos analitos estudados, devido aos efeitos sobre as amostras. Comprova-se pelo valor de p

calculado, sempre superior a 0,05, em todos os testes. Assim, os analitos permaneceram

estaveis dentro das condi¢cbes estudadas. Os valores deste estudo sdo apresentados em

detalhes na Tabela 6.6.
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Tabela 6.6. Estabilidade do método de analise de esteroides em amostras de leite.

Parémetros PGN PRe ESD
Concentragéo 16.84 16.39 16.24
Analisada
(ng mL~) 1193.7 1205.3 1201.6
12 h temperatura RSD P RSD P RSD ®
! i . ) . ) .
A(r:glf%t)e (%) p-value (%) p-value (%) p-value
16.00 0.46 0.26 0.63 0.17 1.40 0.40
1200.00 3.88 0.38 3.30 0.38 3.57 0.12
Concentragdo 17.64 16.28 17.51
Analisada
-1 . . .
(ng mL™" 1168.5 1026.8 1180.6
Congelamento/ RSD P RSD ® RSD b
ciclos -value ¢ -value © -value ¢
= 6) w P o P @ P
16.00 0.50 0.76 0.20 0.10 0.39 0.11
1200.00 1.50 0.40 1.13 0.56 1.17 0.78
Concentragéo 17.19 16.22 15.84
?:;':ﬁfﬂ‘;‘ 1124.4 13732 1320.1
48 h congelamento RSD ® c RSD ® . RSD® .
(n*=6) (%) p-value (%) p-value (%) p-value
16.00 0.91 0.54 1.41 0.15 1.85 0.44
1200.00 1.59 0.16 2.55 0.19 1.03 3.35
Concentragéo 17.46 15.99 15.84
analisada
1 ) . .
(ng mL™ 1175.5 1196.7 1216.5
96 h congelamento RSD ® c RSD ® . RSD® .
(n?=+6) (%) p-value (%) p-value (%) p-value
16.00 1.30 0.13 1.16 0.19 2.54 0.82
1200.00 0.13 0.22 1.33 0.21 171 0.06

2RSD (%) = desvio padréo relativo; ® RE (%) = erro relativo, °nivel de significancia estabelecido em p <0,05.

A eficiéncia do MEPS acoplado ao método HPLC-DAD para extracdo de Ss em
amostras de leite foi comparada com outros métodos relatados na literatura. Alguns métodos
analiticos foram desenvolvidos e validados usando LC-MS/MS [47, 51-52] ou outro tipo de
equipamento cromatografico com detec¢cdo de massa [49]. Outros usaram a PP para a
gquantificacdo simultdnea de Ss em amostras de leite antes do preparo da amostra [49, 51].
Geralmente, na maioria dos estudos relatados, SPE convencional é usado, seja com o tradicional
C18 ou com MIPs. [47-53]. A maioria dos métodos cromatograficos € desenvolvida para PRe e
EsD [48-51, 53]. A Tabela 6.7 apresenta alguns métodos para a determinacdo de Ss em
amostras de leite, mostrando que o0 método proposto pode ser comparado com outros trabalhos
similares descritos na literatura. No entanto, o presente método apresenta vantagens, pois foi
desenvolvido para a multideterminacéo de trés tipos diferentes de Ss (PGN, PRe e EsD), além
de ser mais simples, com baixo custo operacional e baixo uso de solventes organicos. Além

disso, até o momento € o Unico método que acopla uma técnica de microextracdo como a MEPS
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com um polimero condutor com as propriedades do PTh que apresentou alta capacidade
adsortiva, mostrando ser um excelente material adsorvente no preparo de amostras. Finalmente,

a metodologia proposta alcanga valores de LOQ comparaveis aqueles obtidos com detectores

MS-MS, que sdo muito mais sensiveis que 0s detectores DAD.

Tabela 6.7. Revisédo de literatura sobre métodos analiticos para determinacao de Ss.

Material
. Técnica adsorvente Recuperacao . .
Analito Instrumental e/ou Técnica de Amostra (%) Linearidade LOQ Ref
extracao
PRe LC-MS/MS MCX-SPE Leite 99% 7-134 ng mL™" 7.0ng 47
M- cartridge (60 mg) 99% 10-150 ng mL™’
PRe 99% mL™’ 10.01 ng
M- 99% 10-150 ng mL™’
PRE 104% mL™’ 10.03 ng
FLU 3-120 ng mL™ mL™’
DMX 20-174 ng 3.0ng
mL™’ mL™’
20 ng
mL™’
DMX  HPLC-DAD MSPD Leite 52.9-64.7% 35-200 ng Kg* 75.0 ng 48
PRe A =240nm 59.0-64.9% 40-1000 ng Kg- Kg?
t 500.0 ng
Kg™'
PRe UPLC- PP Leite 98.2-102.3% 1-1000 ng 1ngmL™ 49
MS/MS mL™’
PRe HPLC-DAD MCX-SPE Leite 99% 50-1500 ng 175 ng 50
A=254nm cartridge (60 mg) mL™’ mL™’
PRe LC-MS/MS PP Leite 102-109% 50-1500 ng 70.5 ng 51
PRED SLE 109-112% mL™’ kg™
DXM C8 SPE cartridge 84-101% 70.5ng
BTM (50 mg) 82-101% kg™
TRIA 96-101% 70.5 ng
M-AC 100-112% kg™’
FLU 30.0 ng
kg™
30.0 ng
kg™
30.0 ng
kg™
M- LC-MS/MS  SPE C18 cartridge Leite 96% 5-25 ng mL™’ 5ng mL™’ 52
PRe (600 mg)
EsD HPLC-UV MCNT-SPE Leite 63-93.02% 25-1750 ng 25ng L? 53
EESD A =280nm 60.2-97.77% mL™’ (tudos)
PGN 66.4-97.79%
PGN  HPLC-DAD PP and Leite 96.44 % 16.0-1200 ng 16.0 ng Esse
PRe A =265nm MEPS-PT-SPE 90.20 % L L™ (all) Estudo
EsD (4 mg) 98.83 %

MCX-SPE = extracao de fase sdlida de troca catidnica de modo misto; MSPD = Dispersado de Fase Sdlida de Matriz;
PP = Presenca de proteina; SLE = Extragdo Liquida Suportada; MMIPS-SPE = extracdo em fase sélida de polimeros

impressos molecularmente magnéticos.

4.6. Aplicagcdo em amostras reais
Para realizar a aplicagdo do método de determinacédo de Ss por MEPS e HPLC-DAD,
20 amostras de leite obtidas em diferentes locais autorizados para comercializacdo de leite

(supermercados e distribuidores locais) em Séao Joéo del-Rei, Minas Gerais, Brasil. As amostras
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foram analisadas em triplicata (n = 3). A PRe nao foi detectada em nenhuma das amostras
analisadas, pode ser explicada com base no fato de que a maioria das formulacbes
farmacéuticas é comercializada junto com a hidrocortisona. A hidrocortisona é proibida em todo
0 mundo para tratamentos veterinarios em bovinos de leite em todo o mundo. PGN néo foi
detectado em nenhuma das amostras analisadas. PRe é um esteroide que controla o ciclo
reprodutivo dos mamiferos. Pode-se afirmar que a auséncia no leite é porque o tempo de
caréncia do medicamento foi respeitado e ndo foi utilizado para aumentar a producédo. Em trés
amostras analisadas (ver Tabela 6.8), a presenca de EsD foi detectada. Como EsD é um
esteroide enddgeno, € muito dificil saber se € proveniente de fontes externas ou se é produzido
pelo préprio organismo no leite, como pode ser visto na Tabela 6.8 e na Figura 6.16 (linha preta,
amostra 12). Por ndo ter um MRL claramente estabelecido, pode-se dizer que esta dentro dos
limites aceitaveis para as organizagdes que previnem o cancer no mundo. Esses valores estédo

proximos aos descritos na literatura [4].

Table 6.8. Concentragdo dos Ss encontrados em amostras reais de leite.

Concentration (ng mL™)

PGN PRe ESD o
Amostra 1 n.d n.d n.d n.d
Amostra 2 n.d n.d n.d n.d
Amostra 3 n.d n.d n.d n.d
Amostra 4 n.d n.d n.d n.d
Amostra 5 n.d n.d n.d n.d
Amostra 6 n.d n.d n.d n.d
Amostra 7 n.d n.d 138.23 4.64
Amostra 8 n.d n.d n.d n.d
Amostra 9 n.d n.d n.d n.d
Amostra 10 n.d n.d n.d n.d
Amostra 11 n.d n.d n.d n.d
Amostra 12 n.d nd 171.09 4.58
Amostra 13 n.d n.d 86.54 3.87
Amostra 14 n.d nd n.d n.d
Amostra 15 n.d n.d n.d n.d
Amostra 16 n.d n.d n.d n.d
Amostra 17 n.d n.d n.d n.d
Amostra 18 n.d n.d n.d n.d
Amostra 19 n.d n.d n.d n.d
Amostra 20 n.d n.d n.d n.d

n.d. = ndo detectado.
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Figura 6.12. Cromatogramas obtidos para analise de: amostra real (Amostra 12, linha
Vermelha); amostra de leite sem ABS (branco) (linha preta) e amostra de leite fortificada com os

ABs (150,0 ng mL™?) (linha azul). Fonte: préprio autor.

5. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi desenvolvido um novo método para multideterminacao de PGN, PRe
e EsD em amostras de leite empregando MEPS acoplado a HPLC-DAD. Tanto quanto o0 método
se mostrara econdmico, rapido e facil de operar. Além disso, MEPS pode ser considerado um
procedimento ambientalmente correto, uma vez que quantidades minimas de solvente organico
(ML) foram utilizados no processo de preparo da amostra, sem variabilidade significativa nos
dados analiticos. MEPS mostrou excelente eficiéncia de extracao (cerca de 90%) para PGN e
EsD, e 85% para PRe. A caracterizacdo PTh mostrou a presenca das bandas e vibragbes
caracteristicas dos grupos funcionais, boa estabilidade térmica com degradagdo da matriz

polimérica em temperaturas superiores a 500 °C, particulas de tamanho homogéneo e cadeia
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polimérica ordenada. Deve-se notar que o PTh é um material versétil que pode ser explorado
em outros tipos de técnicas de preparo de amostras, além do MEPS. Por fim, o desempenho
analitico mostrou robustez, precisdo, exatiddo, linearidade, sensibilidade e estabilidade
adequadas as diretrizes recomendadas. Além disso, esta metodologia podera ser aplicada para
0 monitoramento de Ss em amostras de leite com potencial para outras formulagbes

farmacéuticas.
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CAPITULO 7: Conclusées gerais

“A realidade ndo é apenas excitante, € quase incontavel.”

RODOLFO WALSH
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O desenvolvimento da Quimica Analitica favorece cada dia mais a possibilidade de
garantir que as propriedades dos produtos do dia-a-dia sejam da melhor qualidade. As
necessidades do mundo de hoje, onde muitas doencas estdo intimamente ligadas a
alimentacéo, tornam-se um desafio para os quimicos analiticos em desenvolver estratégias e
metodologias estritas para mitigar esse problema. Este estudo permitiu o uso das técnicas de
HPLC/UV e HPLC/DAD, para desenvolver métodos para a determinacdo de famacos
comumente utilizados na medicina veterinaria, de maneira eficiente, rapida e precisa. As
metodologias propostas para os farmacos estudados apresentaram excelente preciséo,
exatiddo e com detectabilidade adequada para aplicacdo em amostras reais de leite. A deteccéo
pelo DAD mostrou-se bastante eficiente na determinacdo de pequenas quantidades de
farmacos, especialmente em antibiéticos, o que permite um controle bastante rigoroso e,
portanto, monitorar alimentos como o leite, consumido constantemente em todo o mundo, para
que nao representem potencial risco a salde da populagéo em geral.

Em uma matriz complexa como o leite, 0 avango das técnicas de preparo de amostras
€ bastante atrativo, uma vez que os métodos tradicionais (extragao liquido-liquido, extracao em
fase sélida com C8 e C18) sdo algumas vezes ineficientes, complexos, tediosos e dificeis de
operar, além de precisar de equipamentos bastante robustos para a sua analise, uma vez que
em muitos casos os analitos estdo em baixas concentracfes. Este estudo demonstrou a
necessidade de aproveitar e explorar materiais alternativos aos convencionais. Os polimeros
condutores tém uma grande capacidade adsorvente e a sua grande area superficial € uma
propriedade muito atrativa para ser explorada em técnicas de preparo de amostras onde é
necessaria pouca quantidade de material adsorvente. Esta propriedade foi uma das mais
atrativas, uma vez que os estudos foram feitos em técnicas miniaturizadas, estas técnicas séo
bastante interessantes devido a quantidade minima de solventes orgéanicos, aos pequenos
volumes de amostras e a facilidade de operacédo. Nesse sentido, PT-SPE, MSPE e MEPS
apresentaram boa capacidade de eliminacdo de interferentes, baixo consumo de solvente
organico e excelente eficiéncia de extragdo (~90%). Estas técnicas com pouca quantidade de

material adsorvente reduziram significativamente o consumo de solventes nas etapas de
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lavagem e eluigdo, diminuiram o tempo de operacéo e, consequentemente, o0 custo da analise.
Além disso, PT-SPE e MEPS sao técnicas que podem ser portateis e com grande possibilidade
de automacdo. O uso de RA-MPAnNi-HM-CAS, além de possuir as caracteristicas tipicas de
polimeros condutores aplicados ao preparo de amostras, permitiu a deteccdo e quantificacdo de
antibiéticos no nivel traco, uma vez que o revestimento mostrou que pode eliminar grande
quantidade de interferentes do leite, o que pode ser extrapolado para produtos lacteos e outros
tipos de amostras de alimentos.

Finalmente, pode-se afirmar que o uso de polimeros condutores em técnicas
miniaturizadas para o preparo de amostras complexas, como o leite, permite a quantificacao de
farmacos comumente utilizados em bovinos leiteiros, podendo ser extrapolados para outros tipos
de matrizes como carnes e laticinios, evitando que o emprego irresponsavel de medicamentos

continue causando problemas de salde na humanidade.
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