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Resumo

A ivermectina (IVM) é um antiparasitario mundialmente utilizado na criacdo de
animais. No entanto, quando o tempo de caréncia ndo é respeitado, residuos
de IVM sé&o encontrados nos produtos de origem animal podendo causar danos
a saude humana. Assim, foi estabelecido em diversos paises um limite maximo
de residuo (LMR) para este farmaco. Portanto, amostras de carne contendo
IVM acima dos valores estabelecidos sdo consideradas adulteradas e tém sido
a causa do embargo das exportacbes de carne bovina do Brasil, que é
atualmente o maior pais exportador deste produto no mundo. Os niveis de
residuos de IVM nos tecidos geralmente sdo muito baixos, pois este farmaco é
capaz de produzir efeito terapéutico em pequenas doses. Assim, € necessario
0 emprego de técnicas sensiveis e seletivas de preparo de amostras e analise
para verificar a presencga de IVM em carne. Neste sentido, o principal objetivo
deste trabalho foi sintetizar um polimero de impressdo molecular restrito a
ligacdo com macromoléculas por meio de revestimento com albumina (RAMIP-
BSA), e empregar 0 mesmo na extracao on-line de IVM em extratos proteicos
de carne bovina, seguido de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detector por absorcdo no ultravioleta (UV). A IVM foi inicialmente
extraida de amostras de carne moida empregando-se uma mistura de
metanol:agua (70:30, v/v), e o extrato resultante foi diretamente analisado pelo
sistema on-line de extracdo e separacdo. O método apresentou linearidade na
faixa de 50 a 500 pg kg™ com precisdo de 3,8 a 17,0% e exatiddo de -18,5 a
22,0%. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 30 e 50 pg kg*,
respectivamente, sendo menores que o LMR para IVM em carne bovina que €
de 100 pg kg®. O método foi considerado robusto e seletivo, tendo sido
empregado com sucesso na monitorizagdo de IVM em amostras de carne

bovina.

Palavras Chave: Polimeros de impressédo molecular. Materiais de acesso

restrito. Preparo de amostras. lvermectina. Carne bovina.



Abstract

Ivermectn (IVM) is an antiparasitic drug worldwide used in livestock. However,
when the grace period is not respected, IVM residues can be found in animal
source products and can cause damages to the human health. Thus, it was
established in many countries a maximum limit of residue (MRL) to this drug.
Therefore, meat samples that contain IVM above the established values are
considered adulterated and have been the cause of exportations embargo of
meat from Brazil. IVM is able to produce a therapeutic effect even in lower
doses. Hence, the residues levels in the tissues are usually very low, which
makes necessary the use of selective and sensitive techniques of sample
preparation and analysis. Thus, the main objective of this work was to
synthesize a restricted access molecularly imprinted polymer coated with
bovine serum albumin (RAMIP-BSA) and to employ it in the on-line extraction of
IVM in minced meat samples, followed by a high performance liquid
chromatography (HPLC) with an UV detector. The method has shown linearity
from 50 to 500 pg kg, with precision and accuracy ranging from 3.8 to 17.0
and from -18.5 to 22.0, respectively. The detection and quantification limits were
30 e 50 pg kg™ respectively. The method can be used in the monitoring of IVM
in beef samples.

Keywords: Molecularly imprinted polymers. Restrict access materials. Sample

preparation. lvermectin. Beef.
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1 INTRODUCAO

O uso de medicamentos na criagdo de animais € uma pratica frequente
nos dias atuais. Diversos medicamentos vém sendo empregados para fins
profilaticos, terapéuticos ou como promotores de crescimento. Dentre eles,
destaca-se 0 uso dos antiparasitarios que sdo medicamentos utilizados com a
finalidade de evitar a perda de peso e manter a salde dos animais por meio do
combate a parasitas. A ivermectina (IVM) € um dos antiparasitarios mais
utilizados no mundo devido ao seu amplo espectro de acdo. No entanto,
quando o periodo de caréncia ndo é observado, residuos deste farmaco podem
ser encontrados nos alimentos de origem animal, causando danos a saude
humana'. Assim, limites maximos de residuos (LMR) para este farmaco em
carne bovina foram estabelecidos em diversos paises.

Cabe destacar que devido a extensdo territorial e as condi¢cdes
climaticas favoraveis, o Brasil € atualmente o maior pais exportador de carne
bovina do mundo®. No entanto, nos Ultimos anos véarios episédios foram
documentados em relacdo ao embargo das exportacdes de produtos de origem
animal provenientes do Brasil, principalmente a carne bovina. Dentre o0s
motivos, destaca-se o nivel de residuos de medicamentos veterinarios acima
dos limites maximos permitidos pela legislacdo dos paises importadores. A IVM
ja foi responsavel pelo embargo da carne oriunda do Brasil pelo Japéao,
Estados Unidos, paises da Comunidade Europeia dentre outros®.

A IVM é um farmaco extremamente potente, sendo mesmo em
pequenas doses capaz de produzir efeito terapéutico. Assim, 0s niveis de
residuos deste medicamento nos tecidos animais geralmente sdo muito baixos.
Os métodos descritos para analise de IVM em carne geralmente empregam a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) associada a detectores
sensiveis como o de fluorescéncia e o espectrdmetro de massas®. No entanto,
a presenca de proteinas nas amostras de carne pode limitar o emprego destes
métodos, pois elas podem danificar o equipamento, comprometendo a
eficiéncia da analise®. Assim, é necessario que a etapa de preparo de amostra
seja criteriosamente planejada. Devido a complexidade desta matriz, este
processo geralmente é realizado em duas etapas. Primeiramente os analitos

sdo extraidos com um solvente sendo sequencialmente realizada a extracao
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em fase solida. Além disso, quando o detector de fluorescéncia € empregado €
necessario realizar a derivatizacdo da amostra j4 que a IVM é um composto
gue néo fluoresce em sua forma inalterada.

Poucos trabalhos descrevem o emprego da CLAE com detector
ultravioleta (UV) na anélise de IVM em carne, devido a sua menor sensibilidade
em relacdo a outros detectores®. No entanto, seu emprego torna-se possivel
desde que seja realizado um preparo de amostra adequado, a fim de pré-
concentrar os analitos de interesse. Além disso, € necessario eliminar as
proteinas presentes nas amostras a fim de proteger o equipamento de analise.
Neste contexto, o emprego dos polimeros de impressdo molecular restritos a
ligagdo com macromoléculas (RAMIP) vem ganhando destaque. Devido a alta
seletividade e capacidade de eliminacdo de macromoléculas destes materiais,
€ possivel realizar o preparo da amostra através do sistema column switching,
o0 qual é acoplado ao cromatdgrafo através do emprego de valvulas, o que
permite diminuir consideravelmente o tempo de analise.

A seguranca alimentar € um tema cada vez mais relevante, devido a
crescente busca por uma melhor qualidade de vida e conscientizacdo dos
consumidores quanto ao direito de adquirir produtos seguros a saude. Além
disso, a carne € um produto de grande importancia na economia brasileira.
Assim é de grande interesse o desenvolvimento de métodos mais praticos,
simples e com sensibilidade e seletividade adequadas para analise de IVM na

carne bovina.

1.1 Ivermectina

A IVM é um antiparasitario semissintético, pertencente a classe das
avermectinas e a familia das lactonas macroliticas, produzido originalmente
pela fermentacdo da espécie Streptomyces avermitilis. E um farmaco
extremamente potente capaz de produzir atividade antiparasitaria em pequenas
doses contra os dois maiores filos de parasitas, os nematodides e os artropodes,
sendo por isso amplamete utilizado na medicina veterinaria®.

As lactonas macroliticas tiveram sua atividade antiparasitaria descoberta

em 1974, quando o microrganismo Streptomyces avermitilis foi isolado de uma
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amostra de solo no Japdo e demostrou, apds testes in vivo, apresentar
propriedades antihelminticas®. As substancias isoladas foram classificadas em
avermectinas (AVM) e milbemicinas (MBM) embora apresentassem estruturas
e propriedades fisico-quimicas semelhantes’. A diferenca estrutural entre as
AVM e as MBM é um substituinte dissacarideo e monocarideo,
respectivamente, na posicao 13 do anel macrolitico (Figura 1). Além disso, as
AVM foram subdivididas em oito diferentes tipos de acordo com os radicais
ligados nos carbonos 5 e 25 do anel macrolitico e com o0s substituintes e

ligacdo entre os gupos X e Y&, como mostra a Figura 1.
23
O
\' 25
17 Vi, O_J\/,CHa
o

19_~ R
\r H

~ o\\\_(o
OH " _aH
Avermectina R R XY 83,/5\\/ 2\
Ala CH, CH, CH=CH
Alb CH, CH, CH=CH Ommm§l 5 ~~CH,
A2a CH, CH, CH,-CH(OH) H
A2b CH, CH, CH,-CH(OH) \éﬂ’
Ba H CH. CH=CH
Bib H CH, CH=CH
B2a H CH. CH,-CH(OH)
B2b H CH, CH,-CH(OH)

Figura 1 — Estrutura Quimica das avermectinas (adaptada de M. LI et aI.8)

Dentre os compostos descobertos, a AVM Bla e a AVM Blb
apresentaram atividades idénticas e foram consideradas as mais importantes
AVM produzidas pelo fungo Streptomyces avermitilis. Atualmente sao
conhecidas comercialmente como Abermectina (ABM) e s&o produzidas em
uma mistura contendo de 80% da AVM Bla e 20% da e AVM B1b°.

A IVM foi sintetizada em 1981 pelos cientistas da Merck Sharp and
Dohme pela saturacéo da ligacdo entre os carbonos 22 e 23 da ABM, onde
obteve-se um composto mais eficaz e seguro, por apresentar excelente
atividade antiparasitaria aliado a baixa toxicidade®. A Figura 2 mostra a
estrutura da IVM.
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~ 8 TN -
Ivermectina R R Y 8a, - 2“\1
Bla H CH, CH,-CH, o 8 1
Bib H CH, CH,-CH, H*xﬁx CH4
|:‘1

Figura 2 — Estrutura Quimica da Ivermectina (22,23 diidroavremectina Bla e B1b)
(adaptada de M. Ll et al.’) .

O mecanismo de acao da IVM se deve a sua capacidade de ligar-se aos
receptores capazes de controlar a abertura dos canais de cloro no neurénio
pos-sinaptico. Apods a ligacdo IVM-receptor, o canal de ions € aberto e o
cloreto flui para o interior do neurbnio poés-sindptico o que causa a
hiperpolarizagdo da membrana e o bloqueio da transmissdo dos impulsos
elétricos, levando o parasita a morte por paralisia tdnica da musculatura®,

O modo de administracao da IVM afeta fortemente sua farmacocinética e
por ser extremamente baixa a sua solubilidade em agua, a principal via de
administracdo é a aplicacdo subcutanea®. Devido ao seu carater lipofilico, a
IVM se acumula principalmete nos tecidos adiposos os quais funcionam como
reservatério deste farmaco®®. Estudos farmacocinéticos mostraram que este
composto apresenta um grande volume de distribuicdo e um longo tempo de
residéncia, sendo por isto encontrado no organismo muito tempo apdés sua
administracdo™®.

Embora a IVM nado apresente propriedades mutagénicas e
carcinogénicas, testes em laboratérios mostraram que este farmaco pode ser
embriotéxico®. Sendo assim, foi estabelecido em diversos paises, um LMR
deste farmaco na carne bovina. Portanto, a carne contendo residuos de IVM
acima do LMR permitido € considerda um produto adulterado e tem sido a

causa do embargo da exportacédo da carne brasileira.
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O LMR de IVM em carne, segundo o Ministério da Agricultura e
Pecuéria e Abastecimento (MAPA)™ e o Codex Alimentarius'® é de 100 ug kg™.
Isto demonstra a necessidade do emprego de técnicas sensiveis de analise
bem como a utilizacdo de um adequado preparo da amostra, a fim de eliminar
os interferentes majoritarios como as macromoléculas, para que seja possivel a

analise de IVM em carne.

1.2 Polimeros de impressao molecular

Ha muito tempo as interagcdes biomoleculares (enzima-substrato,
antigeno-anticorpo, farmaco-receptor) tém despertado o0 interesse de
pesquisadores quanto a sua hatureza seletiva. Principalmente nas ultimas
décadas, observa-se uma busca crescente por materiais sintéticos dotados de
sitios seletivos de reconhecimento®’. Estes materiais denominados polimeros
de impressao molecular (MIP, do inglés molecularly imprinted polymers), séo
formados pela polimerizacdo de unidades monoméricas na presenca de uma
molécula modelo (MM) a qual € posteriormentemente removida resultando em
cavidades cuja forma, funcionalidade, tamanho e arranjo espacial sao
complementares a molécula impressa, o que torna o polimero seletivo a essa
molécula’®.

O principal mecanismo de formacdo dos MIPs é a polimerizagcdo pela
formacao de radicais livres. Diversas metodologias sao descritas para a sintese
dos MIPs, sendo que a mais utilizada € a polimerizacdo em bulk devido a sua
simplicidade e rapidez. Neste método, todos os reagentes sao adicionados em
uma ampola de sintese. A ampola é lacrada e submetida a aquecimento ou
radiacdo UV para formacdo de radicais livres que dao inicio a sintese. Uma
massa rigida é formada apds sintese, a qual é posteriormente triturada e
peneirada’®. Apesar da simplicidade, esta técnica apresenta desvantagens
como baixo rendimento além de resultar na formacdo de particulas
heterogéneas.

Para superar esses incovenientes, varias estratégias tém sido propostas
como a polimerizacdo por precipitacdo. A sintese por este método ocorre de

maneira semelhante a sintese em bulk, no entanto um volume maior de
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solvente é utilizado. A precipitacdo ocorre quando o polimero adquire
densidade maior que a solucdo. Além disso, a formacdo do polimero ocorre
sob agitacdo e aquecimento o que favorece a formacdo de particulas mais
homogéneas®.

Outra metodologia empregada para obtencdo de particulas mais
homogéneas é a sintese por suspensdo. Neste método, os reagentes sdo
dissolvidos em um solvente organico e em seguida adicionados em uma fase
polar dispersiva formando uma emulsdo a qual é estabilizada por um
tensoativo?’.

Para garantir o reconhecimento molecular é necessario que 0s reagentes
de sintese sejam criteriosamente selecionados?. Os principais componentes
utilizados na obtencdo do MIP s&do: a molécula modelo (MM), o monémero
funcional (MF), o iniciador radicalar (IR), o agente de ligacéo cruzada (ALC) e 0
solvente.

A MM ¢ utilizada para moldar estereoquimicamente os sitios de ligacgao.
E importante observar a presenca de grupos funcionais capazes de se ligar ao
MF. Além disso, a MM nédo deve apresentar grupos que interfiram na formacéao
do polimero?.

Para aumentar a seletividade do MIP, o MF devera ser selecionado de
acordo com os grupos funcionais presentes na MM, afim de estabelecer pontos
de interacdo. A forca das interacdes entre eles determina a seletividade do
material. Além disso, € importante observar a proporcao entre o MF e a MM, a
qual dever ser determinada de acordo com o tipo de ligagdo que ocorre entre
eles®.

O IR é responsavel pela formacdo de radicais livres que possibilitam a
polimerizacdo. Para a formacdo de radicais é necessario empregar um
estimulo fisico como incidéncia de radiagdo UV ou aumento da temperatura.
Além disso, é necessario eliminar o oxigénio do ambiente de sintese devido ao
seu alto potencial de produzir radicais capazes de prejudicar a reacdo de
polimerizacdo®’.

Outro componente envolvido na sintese de um MIP é o ALC, cuja funcéo
é conferir estabilidade mecénica, aléem de estabilizar o sitio de reconhecimento

molecular e controlar a porosidade do polimero. Além disso, a escolha
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adequada do agente de ligacdo cruzada pode afetar a hidrofobicidade,
especialmente quando a amostra de interesse é uma matriz a base de agua®.
A principal funcdo do solvente é dissolver os reagentes da sintese. No
entanto, € importante que ele ndo altere a formacdo do complexo MF-MM.
Assim, a escolha adequada do solvente empregado na sintese do polimero é
importante para garantir a estabilidade das interagbes. Além disso, essa
escolha influencia diretamente nas caracteristicas morfolégicas do material®®.

Na Figura 3 podemos observar o esquema genérico da sintese do MIP.

MM-MF MIP

Polimerizagdo

Extracdo
MM Sitio

seletivo

e

0 i

& re-ligacdo

MIP

Figura 3 - Esquema genérico da sintese de um MIP

Os MIPs sao classificados como covalentes, ndo covalente e
semicovalente de acordo com o tipo de interacdo estabelecida entre a molécula
modelo e o monémero funcional. A primeira abordagem envolve a formacéao de
ligagcbes covalentes reversiveis entre a MM e o MF. Assim, apls a
polimerizacdo, a MM ¢é retirada do polimero por quebra das ligacdes
correspondentes. A principal vantagem € a formacao de sitios de ligacdo mais
homogéneos, que conferem uma maior seletividade ao polimero impresso. Em
contrapartida, essa forte ligagéo dificulta o processo de remoc¢ao da MM, sendo

necessario, em muitos casos, até procedimentos drasticos de hidrélise?’.
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A sintese ndo covalente se baseia na formacdo de interacdes
relativamente fracas (ligagdes de hidrogénio, interacdes idnicas, forcas de van
der Waals) entre a MM e o MF selecionado. Esta abordagem é a mais usada
para a preparacdo de MIP, devido a maior facilidade de retirada da molécula
molde do polimero®®. Contudo, esse tipo de sintese leva a formacdo de
polimeros menos seletivos, pois se formam também sitios de ligacdo nédo
especificos devido ao excesso de MF utilizado.

Finalmente uma opcdo intermediaria é denominada de sintese
semicovalente, na qual o processo de polimerizacdo ocorre por ligacdes
covalentes, garantindo assim a maior seletividade do MIP; enquanto que as
demais interagbes do material sdo realizadas por ligacées ndo covalentes, o
que facilita o processo de remocéo da MM?°.

Os MIPs tém sido empregados principalmente na SPE para a extracdo
seletiva de diferentes substéncias contidas em matrizes relativamente
complexas®, como plasma®, saliva®’, urina®® alimentos®® e amostras
ambientais®. Além disso, os MIPs s&o estaveis e extremamente robustos. Sua
capacidade de reconhecer a MM pode permanecer inalterada apos tratamento

com &cidos, bases, solventes organicos e temperaturas altas®®.

1.3 Materiais de acesso restrito

O termo materiais de acesso restrito (RAM do inglés restrict access
materials) foi proposto pela primeira vez por Desilets et al., em 1991°¢, em
referéncia a um sorvente especificamente desenhado para permitir a extracdo
em fase solida de pequenas moléculas limitando assim o acesso de moléculas
maiores, como as proteinas>’.

O mecanismo de eliminagdo de macromoléculas pelo RAM se deve a
presenca de grupos em sua superficie externa com capacidade de evitar a
adsorcao da matriz proteica. Por outro lado, estes materiais apresentam em
seu interior poros pequenos (diametro < 8 nm) dotados de grupos ligantes
capazes de capturar moléculas de baixo peso molecular®®. Desse modo, no
momento da extracdo, os analitos de interesse (de baixo peso molecular)
penetram nos poros e sao retidos pelos grupos ligantes, enquanto que as
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macromoléculas séo percoladas para o descarte sem que haja retencdo das
mesmas na coluna RAM*®.

A restricdo por tamanho é obtida por meio de barreiras fisicas ou
quimicas. Uma barreira fisica é conseguida pela presenca de grupos
hidrofilicos na superficie do polimero, que impedem por diferenca de afinidade,
a adsorcdo de macromoléculas®. Por outro lado, o emprego de barreiras
quimicas também se apresenta como uma eficiente alternativa para a selecéo
molecular. Para tal, o procedimento mais comumente empregado é revestir o
material adsorvente com uma rede polimérica, formando uma barreira
semipermeavel, que restringe o acesso de macromoléculas aos poros e
permite a percolacdo dos analitos até os sitios de ligacdo do material

adsorvente®.

Devido a sua alta capacidade de eliminar macromoléculas, os RAMs sao
frequentemente utilizados em sistema on-line de extracdo. As principais
vantagens do emprego destes sistemas sdo: a melhoria da precisédo e da

exatiddo, a maior recuperacdo do analito e 0 menor tempo de andlise®.

BN

1.4 Polimeros de impressdo molecular restritos a ligacdo de

macromoléculas

Os MIPs tém atraido atencdo devido a sua alta seletividade. Entretanto,
componentes presentes nas amostras, como proteinas e lipideos, séo
fortemente adsorvidos nas superficies poliméricas interferindo negativamente
nas propriedades de reconhecimento®®. Por outro lado, os RAMs apresentam
uma excelente capacidade de eliminar macromoléculas, mas em contrapartida,
nao apresentam seletividade quando se avalia moléculas de baixo peso
molecular. Neste contexto, um material que associa as vantagens de ambos os
sorventes tem sido proposto. Sdo os chamados polimeros de impresséo
molecular restritos a ligacdo de macromoléculas (RAMIPs), onde os polimeros
sdo sintetizados pelos métodos tradicionais até um determinado tempo de

reacdo, onde sdo adicionados ao sistema de sintese, monémeros hidrofilicos
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para formacdo de uma camada externa protetora capaz de impedir a ligacdo de

macromoléculas. A Figura 4 apresenta um esquema da sintese de um RAMIP.

ALC
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*‘ complexa(;ao »*

¥ roay
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Lavagem '
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RAMIP
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&

RAMIP

Figura 4- Esquema genérico da sintese de um RAMIP.

Haginaga et al. foram o0s precursores dessa tecnologia quando
propuseram, em 1999, um RAMIP seletivo ao naproxeno*. Uma mistura de
glicerol monometacrilato (GMMA) e (glicerol dimetacrilato (GDMA), na
propor¢cdo de 1:1, foi adicionada ao polimero quatro horas apo6s o inicio da
sintese para formacdo da camada hidrofilica. Os testes demonstraram que o
polimero apresentou boa seletividade e alta eficiéncia na eliminacdo de
macromoléculas. Assim, o polimero obtido foi utilizado na analise direta de
naproxeno em amostras de soro sanguineo através do sistema column
switching®. O mesmo grupo de pesquisa empregou esta metodologia na
obtencdo de polimeros para andlise de antinflamatérios*®, antiepiléticos*’ e
compostos fendlicos*® em amostras de &gua de rio.

Outra forma de obter a camada hidrofilica externa no RAMIP é através
da utilizacdo de monémeros que se tornam hidrofilicos apés um tratamento,
como, por exemplo, mondmeros que apresentam anel epéxi tais como o glicidil

metacrilato (GMA)*. A camada hidrofilica é criada apés a abertura do anel
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epoxi da molécula de GMA, que geralmente € obtida utilizando uma solucédo de
acido perclorico. O emprego do GMA como monémero hidrofilico, foi descrito
na obtencdo de um RAMIP para anélise de sulfonamidas em leite®.

Além disso, um RAMIP foi preparado empregando um glicomonémero
para obtencdo da camada hidrofilica. O glicomonémero foi previamente
preparado e adicionado ao sistema durante a sintese. Apos a sintese, uma
solucdo de metdxido de sodio em metanol foi utilizada para promover a
alcoolise do polimero para a formacgédo da camada hidrofilica. O RAMIP obtido
foi utilizado no preparo de amostras de soro para andlise de fenobarbital®’.

Por fim, a mais recente estratégia de obtencdo RAMIP foi desenvolvida
em nosso grupo de pesquisa e consiste no revestimento externo de um MIP
com uma capsula de albumina de soro bovino (BSA), resultando em um
polimero de impressdo molecular restrito a ligacdo de macromoléculas por
meio de revestimento com albumina (RAMIP-BSA). O revestimento externo foi
obtido por meio do entrecruzamento das cadeias de BSA empregando
glutaraldeido. Assim, formou-se em torno do polimero uma capsula proteica, a
qual impediu a ligacdo de proteinas na superficie do RAMIP-BSA. O
mecanismo de exclusao deve-se a repulsdo eletrostatica entre a capa de BSA
e as proteinas da amostra que se encontram negativamente ou positivamente
ionizadas quando o pH do meio € maior ou menor que o0 ponto isoelétrico das
proteinas, respectivamente. Os analitos de baixo peso molecular conseguem
se difundir por entre as cadeias de BSA e ligar-se aos sitios seletivos. O
polimero obtido apresentou excelente capacidade de eliminacdo das
macromoléculas e recuperagdo adequada do analito, tendo sido empregado
com sucesso na extracdo on-line de clorpromazina em amostras de plasmas
sanguineo humano para anélise por CLAE-UV>% 3,

Os RAMIPs tém sido utilizados na extracdo sequencial de diversas
amostras sendo que normalmente ndo ha modificacdo no desempenho da
mesma>!. Esse fato evidencia a possibilidade de utilizacdo dos RAMIPs em
analises automatizadas por CLAE, dispensando/minimizando o tratamento

moroso das amostras.
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1.5 Preparo de amostras

Diversas metodologias de preparo de amostras tém sido desenvolvidas
a fim de possibilitar a andlise de IVM em carne. O tratamento de amostras para
analise de IVM em carne geralmente é mais extenso que em outras matrizes
devido a complexidade da amostra. E comum a utilizagdo de mais de um
processo para promover a limpeza da amostra. A extracdo em fase sdlida
(SPE) é o método mais comumente descrito para o tratamento deste tipo de
amostra®. Geralmente realiza-se a extracdo dos analitos da amostra com uso
de solvente (ou mistura de solventes), seguido de uma extracdo em fase sélida
empregando C8 ou C18, polimeros, dentre outros>>.

A microdispersao em fase solida (MSPE) também foi relatada para o
tratamento de amostras para andlise de IVM em tecidos. losifidou et al.>®
empregaram esta metodologia na extragdo de IVM em salméo através da
agitacdo da amostra com o material dispersante (C18). Sequencialmente a
mistura foi empacotada em um cartucho de extracdo em fase sélida para a
eluicdo dos analitos.

Tway et al. extrairam IVM em carne de ovelha empregando uma mistura
de acetonitrila e 4gua seguida do particionamento empregando isoctano®’. Os
extratos obtidos foram posteriormente submetidos a uma etapa adicional de
precipitacdo e particionamento antes da analise.

Vale ressaltar que quando a analise da amostra € realizada por CLAE
com detector de fluorescéncia € necessario realizar ainda a derivatizacdo da
IVM, uma vez que a mesma néo fluoresce em sua forma inalterada.

Neste trabalho, foi sintetizado um RAMIP-BSA para IVM o qual foi
empregado na extracdo on-line em fase solida através do sistema column
switching. Este sistema € utilizado para permitir o acoplamento dos
componentes do sistema de extracdo em fase soélida ao sistema
cromatografico, através do emprego de valvulas. A principal vantagem do seu
emprego a é a possibilidade de injecdo direta da amostra no equipamento, 0
que diminui consideravelmente o tempo de analise por dispensar ou minimizar
o tratamento moroso das amostras. Assim, o sistema column switching foi
empregado na pré-concentracdo de IVM em extratos de amostras de carne
bovina. As amostras foram analisadas por CLAE-UV, dispensando a etapa de
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derivatizacdo. Portanto, o preparo de amostras desenvolvido permitiu realizar

andlise das amostras de carne de um modo mais rapido, pratico e econémico

que os métodos tradicionalmente descritos.

2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Este trabalho tem por objetivo principal o desenvolvimento de um método

de extracdo on-line em fase sdélida empregando um RAMIP-BSA como sorvente

para a extracdo seletiva e pré-concentracdo de IVM em amostras de carne

bovina seguido da analise por CLAE-UV.

2.2 Especificos

>
>
>

A\

Sintese do RAMIP-BSA;

Caracterizacdo dos polimeros;

Desenvolvimento do método de extracdo on-line em fase solida para
analisar residuos de IVM em extratos de carne bovina, seguido da
analise por CLAE-UV;,

Otimizacéo das condi¢des de andlise e extracdo de amostras;
Validacdo do método desenvolvido;

Aplicacdo do método desenvolvido na analise de amostras de carne

bovina adquiridas no comércio de Alfenas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos e acessorios

As andlises foram realizadas em um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia acoplado a um detector de absorcdo no ultravioleta/visivel
(Shimadzu, Japéo) operando a 245 nm. Uma valvula manual de seis vias
modelo 7725i (Shimadzu, Japdo) e uma valvula de seis vias de acionamento
eletrbnico modelo 11R-0016H (Valco Instruments, EUA) foram empregadas na
montagem do sistema column switching. A coluna analitica empregada foi uma
C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) (Alltech, EUA). Uma bomba a vacuo (New Pump,
EUA) e um banho de ultrassom (Unique, Brasil) foram utilizados para filtracdo e
degaseificacdo da fase mével.

Na etapa de sintese, empregou-se uma balanca analitica (Shimadzu,
Japao) e uma chapa aquecedora com sistema de agitacdo (Novatecnica,
Brasil). Para realizar a limpeza e do revestimento do polimero, foi utilizado um
sistema de vacuo tipo manifold (Supelco, EUA). A morfologia dos polimeros foi
avaliada utilizando um microscépio eletrénico de varredura LV-JSM 6360 (Jeol,
Japao). Para obtencdo dos espectros de infravermelho foi utilizado um
espectrometro por transformada de Fourier (Shimadzu, Japéo) acoplado a um
acessorio de refletancia total atenuada (Pike Technologies, EUA).

Na etapa de preparo de amostra, foram empregados um agitador de
tubos (IKA, Brasil) e uma centrifuga (Novatecnica, Brasil) para realizar a
extracdo das amostras de carne com solvente. A extracdo on-line em fase
solida foi realizada através do sistema column switching, o qual foi constituido
por uma coluna de aco contendo o RAMIP-BSA acoplada em uma valvula de
acionamento eletronico (Valco Cheminert, EUA). Ainda para compor este
sistema foram empregadas duas bombas (Shimadzu, Japédo) e uma valvula
manual (Shimadzu, Japao). O programa utilizado para acionar os comandos do
sistema foi desenvolvido em nosso grupo de pesquisa em linguagem Visual
Basic® (Microsoft, EUA).
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3.2 Reagentes e solucdes

A agua utilizada no preparo de amostras, solu¢bes e fase movel foi
obtida em um sistema de purificacdo de agua Milli-Q® (Millipore, Brasil).
Acetonitrila e metanol, empregados no preparo da fase mével e demais
solugdes, foram adquiridos da Vetec (Brasil), sendo todos de grau HPLC
cromatografico. Na sintese dos polimeros, o solvente empregado foi o
cloroférmio (Vetec, Brasil). Os demais reagentes empregados na etapa de
sintese — 4-vinilpiridina, etileno glicol dimetacrilato (EGDMA), 2,2’-azo-bis-iso-
butironitrila  (AIBN), 2-hidroxietil metacrilato (HEMA), glicerol dimetacrilato
(GDMA) e a IVM — foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Alemanha). Por fim,
para formacdo do revestimento externo do polimero utilizou-se BSA (Sigma
Aldrich, Alemanha), glutaraldeido (Rioquimica, Brasil) e borohidreto de sdédio
(Nuclear, Brasil).

Para a lavagem do polimero apés a sintese foi empregada uma solucéo
metanol:acido acético (4:1, v/v). Para revestimento do polimero empregou-se
uma solucéo de albumina bovina 1% em tamp&o fosfato 0,05 mol L™ pH = 6,0,
uma solucao de glutaraldeido 25% em agua e uma solucao de borohidreto 1%
em agua. Os padrdes utilizados nos testes foram preparados a partir de uma

solucéo estoque de IVM 10 pg mL™ preparada em acetonitrila.

3.3 Sintese do RAMIP-BSA

A sintese do polimero ocorreu pelo método de precipitagéo,
empregando-se, em uma primeira etapa, 35 mL de cloroférmio (solvente), 1
mmol de ivermectina (molécula modelo), 4 mmol de 4-vinilpiridina (mondémero
funcional), 7 mmol de EDGMA (agente de ligagcdo cruzada), 25 mg de AIBN
(iniciador radicalar). Todos os reagentes foram adicionados em um baldo de
fundo redondo com trés bocas e a mistura foi entdo homogeneizada e
degaseificada em atmosfera de nitrogénio por 10 min. Posteriormente o balédo
foi lacrado até ser acoplado no sistema de sintese, composto por uma chapa
de aquecimento e agitacdo, um refratario de vidro contendo glicerina para

proporcionar o aquecimento, um condensador para evitar a perda do solvente e
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duas rolhas de silicone para vedar as outras aberturas do baldo. Em uma
dessas rolhas foi adaptado um termdmetro para 0 monitoramento da
temperatura do sistema. A Figura 5 ilustra o sistema de sintese.

Figura 5 - Sistema de sintese do polimero.

A primeira etapa da sintese descrita acima ocorreu a 60 °C sob agitacéo
por exatamente 1 h. Apds este tempo, adicionou-se ao sistema uma mistura,
também previamente degaseificada, contendo os 7,5 mmol de HEMA, 0,5
mmol de GDMA e mais 35 mL de cloroférmio. A sintese foi entdo executada,
sob as mesmas condic¢des, por mais 23 h.

O material resultante, definido como RAMIP, foi colocado em um
cartucho de SPE vedado somente na parte inferior, para ser lavado em um
sistema a vacuo tipo manifold. Uma solucdo de metanol:acido acético (4:1, v/v)
foi percolada no RAMIP , em fracdes de 3 mL, até a total remocao da MM, a
qual foi monitorada através de analise cromatografica.

Apoés a limpeza do RAMIP, o mesmo foi recoberto ainda no cartucho de
SPE, com uma camada de BSA, através da passagem de 20 mL de uma
solucdo de albumina 1% (preparada em tampé&o fosfato 0,05 mol L™ pH = 6,0)
pelo polimero. Na sequéncia, 25 mL de uma solugéo de glutaraldeido 25% foi
colocado em contato com o polimero durante 5 h, para possibilitar a ligagdo
entre as moléculas de albumina resultando assim na formacéo de uma capa de
BSA entrecruzada ao redor do polimero. No entanto, a reacdo entre o
glutaraldeido e a albumina resulta na formacao de iminas, que sdo compostos
pouco estaveis. Assim, 5 mL de uma solucdo de borohidreto 1% foi empregada

para reduzir as iminas em aminas que Sao compostos estaveis. As reacdes
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quimicas envolvidas na formacdo do revestimento com BSA estdo
representadas abaixo. Na etapa 1 esté representado a reacao que ocorre entre
0 grupamento amina da BSA e o aldeido do glutaraldeido. Em 2 esta
representado a reacao entre o aldeido livre do complexo BSA-glutaraldeido e o
grupo amina de outra molécula de albumina, permitindo assim a formacéo da
rede de BSA em volta do RAMIP. Por fim, em 3 esta representado a conversao

das iminas em aminas com a adi¢gdo do borohidreto.

Apbs o revestimento, o polimero obtido foi entdo denominado RAMIP-
BSA. Para garantir a homogeneidade do revestimento, o polimero foi agitado
durante esta etapa pela extremidade superior do cartucho de SPE, com o
auxilio de um bastao de vidro. A Figura 6 apresenta o esquema de sintese do
RAMIP-BSA.
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Figura 6 — Esquema de sintese do RAMIP-BSA

3.4 Caracterizacéo dos Polimeros

O polimero sintetizado foi caracterizado antes e apds o revestimento
com BSA, através de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) apos
metalizacdo com uma camada de 10 nm de ouro. As andlises foram
executadas em voltagem de 15 keV.

A espectroscopia de absor¢do do infravermelho com transformada de
Fourier foi empregada para comparar os grupos funcionais presentes nos
polimeros. Esta determinagdo foi possivel devido a presenca de ligacdes
covalentes que absorvem varias frequéncias de radiacdo eletromagnética na
regido do infravermelho no espectro eletromagnético.

Para avaliar o RAMIP-BSA quanto a capacidade de eliminacdo de
macromoléculas, uma massa de 0,15 g do polimero foi introduzida com o
auxilio de uma espéatula em uma coluna de a¢o (10 x 4 mm). Primeiramente,
foram analisados 25 puL de um padrdo aquoso contendo 44 mg mL™ de BSA
em um cromatografo sem a presenca de nenhuma coluna, operando com

detector UV a 254 nm e utilizando agua deionizada como fase movel. Assim, a
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area obtida corresponde a 100 % de recuperacdo de BSA, pois toda BSA
injetada atingiu o detector. Em seguida, a coluna RAMIP-BSA foi colocada no
percurso analitico e novamente 25 uL do mesmo padrdao de BSA foram
analisados utilizando as mesmas condicbes cromatograficas descritas
anteriormente. A BSA fluiu através do polimero e a area obtida foi empregada
para avaliar o percentual de BSA néo retido no RAMIP-BSA, por meio de
comparacgdo com a area correspondente a 100 % de BSA. A Figura 7 mostra

0s sistemas de analise descritos.

Lmba'i Injetor Detector | Descarte
A UV/Vis

|
Bomba Injetor —{Coluna RAM-MIp-BSA (—{ DStector Descarte

UV/Vis
B

Figura 7 - Esquema dos sistemas utilizados no teste de eliminagao de
macromoléculas sem (A) e com (B) a presenca da coluna
de RAMIP-BSA.

3.5 Amostras

As amostras de carne utilizadas nas andlises foram adquiridas no
comércio de Alfenas-MG. O tecido escolhido para analise foi o musculo
conhecido popularmente como “patinho”, devido ao seu teor intermediario de
gordura. As amostras foram moidas duas vezes em maquina prépria para este
fim ainda no acougue. Uma solucdo de 10 pg mL™ de IVM em acetonitrila foi
utilizada para fortificar as amostras. Apos a adicdo do padrdo, a amostra foi
vigorosamente agitada empregando-se um bastdo de vidro, e deixada em
repouso por 30 min, antes do procedimento de extragéo.

A IVM foi inicialmente extraida de 2 g da carne empregando-se 5 mL de
uma mistura metanol:agua (7:3, v/v) através de agitacdo em um agitador de

tubos, a 2000 rpm por 30 min. Posteriormente as amostras foram centrifugadas
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por 10 min a 490 g, e o sobrenadante foi analisado pelo sistema column

swichting descrito a seguir.

3.6 Sistema column swichting

O sistema column switching foi utilizado para permitir o acoplamento do
sistema de SPE ao sistema cromatografico. Assim, foi possivel realizar o
preparo das amostras de carne diretamente no cromatégrafo apds o processo
de extracdo com solvente.

Primeiramente, foram definidas as condi¢bes da andlise cromatografica
da IVM com base na literatura®®. Algumas adaptacées foram realizadas e ao
final dos testes, as melhores condicdes de andlise foram obtidas com uma
coluna analitca C18 (250 x 46 mm, 5 pm), fase modvel
acetonitrila:zmetanol:agua (60:30:10, v/v) na vazdo de 1,0 mL min® e o
comprimento de onda do detector fixado em 245 nm.

O sistema de extracdo, mostrado em detalhes na Figura 8, foi
constituido de duas bombas de CLAE impulsionando agua Milli-Q (bomba A) e
fase mével de separacéo (acetonitrila:metanol:agua 60:30:10, v/v) (bomba B).
A bomba A foi conectada a uma valvula de injecdo manual (V1) onde foi
também conectada a alca de amostragem. V1 foi conectada a outra valvula
(V2) (acionada eletronicamente), onde estava acoplada a coluna RAMIP-BSA.
A bomba B impulsionava a fase movel de separacdo pela valvula V2 e
sequencialmente pela coluna analitica e detector (245 nm). Cada andlise foi
dividida em 3 estagios, como mostrado na Figura 8. Primeiramente, a amostra
foi injetada em V1 por meio de uma seringa, até o completo preenchimento da
alca de amostragem (Figura 8A). V1 foi entdo acionada manualmente (Figura
8B), e 0 volume contido na algca de amostragem fluiu através da coluna RAMIP-
BSA a uma vazdo de 1,0 mL min™, durante 354 s. Ao mesmo tempo, um sinal
elétrico foi enviado ao computador, iniciando a aquisicdo dos sinais.
Sequencialmente, a valvula V2 foi acionada (Figura 8C), e a fase movel
(acetonitrila:metanol:agua 60:30:10, v/v) eluiu os compostos retido na coluna
RAMIP-BSA a uma vaz&o de 1 mL min™, conduzindo-os para a coluna analitica
e detector. Apds 100 s, a valvula V2 foi novamente acionada recolocando o
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sistema na posicao da Figura 8B. A corrida cromatografica foi conduzida até 25

min.

Figura 8 - Sistema column switching nas posi¢cdes de amostragem (A),
extracdo (B) e eluicdo e separacéo (C).

3.7 Validagao analitica

Com a finalidade de demonstrar que o método desenvolvido é adequado
para a analise proposta, foi realizada a validagéo analitica. Os parametros
avaliados foram linearidade, precisdo, exatidao, seletividade, robustez e limites
de deteccdo e quantificacdo. Os testes foram realizados utilizando amostras de
carne fortificadas, preparadas como descrito no item 3.5.

A curva de calibracdo foi construida no intervalo de 50 a 500 pg kg*, a
fim de analisar concentragdes proximas ao LMR de IVM em carne que € de 100
ng kgt. A linearidade foi avaliada com base no coeficiente de correlagdo
obtido.

A precisdo foi determinada por meio da andlise da repetitividade,
expressa através da concordancia dos resultados de analise realizadas em um
unico dia, pelo mesmo instrumentador e da precisdo intermediaria ou
reprodutibilidade que analisa os resultados obtidos em dias diferentes e
analisadores diferentes. Foram analisadas amostras fortificadas (n=6) com 50,
200 e 500 pg kg™ de IVM. A preciséo foi avaliada por meio do desvio padrdo

relativo (DPR) obtido pela seguinte equacdao:
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sd
DPR = = x 100

onde sd é o desvio padréo das leituras e x € a média.

A exatiddo intradia e interdia foi avaliada por meio do calculo erro
relativo (E), conforme a equacao abaixo:
£ CA—CN
CN
onde CA é a concentracdo analisada e CN é a concentracdo nominal obtida

x 100

através da equacao da curva de calibracao.

A seletividade do método foi demonstrada através da comparacdo da
andlise de amostras sem fortificagdo e de amostras fortificadas para avaliar a
presenca de interferentes no tempo de retengéo (TR) da IVM.

A robustez foi avaliada com o objetivo de verificar a capacidade do
método em resistir a pequenas variacfes. Assim, avaliou-se a influéncia da
variacdo do volume de solvente empregado na extragcdo das amostras de
carne, o tempo de agitacdo de amostras e o comprimento de onda do detector.
As amostras de carne analisadas foram todas fortificadas com 200 pg kg™ de
IVM. A variacdo dos parametros foi de 5 % e os testes foram realizados através

de planejamento fatorial descrito na Tabela 1.

Tabela 1- Planejamento fatorial para analise da robustez.

Parametros Nominal Variagdo combinacdao fatorial dos ensaios
analiticos (+) ) 1 2 3 4
Comprimento

de onda/ nm 245 233 - + - +
Volume de

extracao/ mL 5,00 4,75 - - + +
Tempo de

agitacdo/ min 30,0 28,5 + + - +
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O limite de quantificacdo foi determinado experimentalmente como sendo a
menor concentracdo analisada com preciséo e exatidao. O limite de deteccdo
foi considerado como sendo a concentracdo que gera um sinal 3 vezes maior

gue o ruido da linha base.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese do RAMIP-BSA

O método de sintese, bem como a proporcdo dos reagentes utilizados
foram selecionados com base nos resultados obtidos em outro trabalho do
nosso grupo de pesquisa, o qual empregou um RAMIP-BSA na extracao on-
line de clorpromazina em amostras de plasma®* *°.

Como o principal objetivo deste trabalho foi a obtencdo de um polimero
possivel de ser empregado na extracao on-line de amostras de carne, uma das
principais preocupacdes era a capacidade do polimero obtido em eliminar as
proteinas presentes nestas amostras. Assim, o HEMA e o GDMA foram
empregados como co-mondmeros por apresentarem o grupamento vinil, capaz
de se integrar a rede polimérica, bem como terminacdes hidrofilicas
representadas pelo grupamento OH, capazes de conferir uma protecéo externa
de natureza hidrofilica na superficie do polimero evitando a ligacdo das
proteinas. Os monémeros hidrofilicos foram adicionados somente uma hora
apos o inicio da sintese a fim de evitar a interferéncia na formagéo dos sitios
seletivos bem como melhorar o desempenho de formagao da camada externa
protetora. Além disso, o RAMIP foi também recoberto com BSA, pois foi
demonstrado que o revestimento com proteina melhora sua performance na

eliminac&o de macromoléculas.**>3
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4.2 Caracterizacado dos polimeros

A caracterizagdo dos materiais obtidos foi feita inicialmente por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A Figura 9 apresenta as imagens
do RAMIP (A) e do RAMIP-BSA (obtido apds o revestimento com BSA) (B). E
visivel 0 aumento do tamanho das particulas, o que pode ser explicado pela

formacao de uma capsula proteica ao redor das particulas do polimero.

Figura 9 - Micrografia eletronica de varredura do RAMIP (A)
e do RAMIP-BSA (B).
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A Figura 10 mostra os espectros de infravermelho do RAMIP-BSA e do
RAM-MIP. Como pode ser observado, os espectros foram muito semelhantes,
0 que demonstra que ndo houve diferenca significativa no polimero antes e
apos o revestimento com BSA. No entanto, os picos correspondentes as
vibracdes de estiramento das ligacées C-O (1145 cm™) e C=0 (1720 cm™)
foram menores no RAMIP-BSA, em relacdo aos demais picos. Isto se deve
provavelmente a obstrucdo dos grupos hidroxila e carbonila, presentes

principalmente no HEMA e no GDMA, causada pelo revestimento com BSA.
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Figura 10 - Espectros de infravermelho do RAMIP e do RAMIP-BSA.

O RAMIP-BSA foi também submetido ao experimento para avaliar sua
capacidade em eliminar macromoléculas e os cromatogramas obtidos para a
injecdo do padrédo de BSA em um sistema sem coluna e no sistema com coluna
RAMIP-BSA estao representados na Figura 11. O pico obtido com o emprego
da coluna RAMIP-BSA apresentou um formato mais alargado devido a
resiténcia criada pelo polimero e o consequente alargamento da zona de
amostra, o que resultou em um ligeiro aumento do tempo de retencéao.
Contudo, como pode ser visto as areas sao equivalentes, o que indica que a
eliminacdo das proteinas foi praticamente total, atestando a possibilidade do
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uso desse material na extracdo on-line de extratos proteicos de amostras de

carne.

Sem coluna
Com coluna RAM-MIP-BSA

Absorbéncia

. . . . : . .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Tempo/ min

Figura 11 - Cromatogramas obtidos pela anélise de 25 ulL de um padrdo de BSA
(44 mg mL™) sem o emprego de coluna (4rea=2391) e com utilizagdo da
coluna RAMIP-BSA (area=2543).

4.3 Otimizacédo do método

As variaveis do método foram otimizadas de forma univariada.
Primeiramente, as amostras foram extraidas com solvente. Apds esta etapa, 0s
extratos obtidos foram injetados diretamente no cromatografo onde ocorreu a
extracdo on-line em fase sdlida através do sistema column switching.

A extracdo com solvente inicialmente foi realizada utilizando uma massa
de 2 g de carne moida. O volume de solvente empregado foi 5 mL e a extracao
ocorreu através da agitacdo em um agitador de tubos por 30 min a 2000 rpm.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 10 min a 490 g e o
sobrenadante foi analisado no sistema de extragéo on-line.

Na etapa de extracdo em fase sélida on-line, os primeiros testes foram
realizados utilizando um algca de amostragem de 2,4 mL. A fase movel
acetonitrila:metanol:dgua (60:30:10-v/v) foi empregada, a uma vazao de 1,0
mL min™, para eluir os analitos da coluna RAMIP-BSA e ao mesmo tempo
separar os compostos na coluna analitica. Todos os testes foram realizados

através da andlise de amostras fortificadas. Os tempos de extracdo e eluicéo
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da amostra, controlados através dos comandos de aquisicdo de dados, foram

528 e 100 s, respectivamente.

4.3.1 Otimizacao da etapa de extracdo com solvente

Com a finalidade de melhorar a recuperagéao do analito e a sensibilidade
do método algumas variaveis do processo de preparo de amostras foram
estudadas como descrito abaixo.

Para otimizacdo das condicbes de extracdo de IVM em amostras de
carne empregou-se uma massa de 2 g de carne moida fortificada com 50 puL de
uma solucdo padrdo de IVM na concentracdo de 100 ng mL™, resultando em
uma concentracao final de 2500 pg kg™*. Embora os niveis finais de IVM fossem
superiores ao LMR estabelecido, este valor foi empregado na otimizagéo a fim
de permitir uma melhor visualizacdo dos resultados. A area do pico de IVM foi
empregada como resposta analitica durante toda a otimizacgao.

Para selecionar o melhor solvente de extracdo, foram testados alguns
solventes relatados na extragao de IVM em alimentos. O volume empregado na
extracdo e o volume de amostra analisado foram os mesmos para todos 0s
testes. Os solventes testados bem como a area resultante de cada extracao
estdo apresentados na Figura 12. Como podemos observar, a selecdo do
solvente de extracao foi importante para melhorar a sensibilidade do método. O
melhor resultado em termos de magnitude de sinal analitico foi obtido com a

mistura metanol:agua (7:3, v/v).



40

0,014 4
0,012+
0,010+
3 )
2 0,008
-
o 0,006 -
o
8 J
0,004 -
0,002
0.000 P & e 8 T § Y 8§ v 3 §r & LG % ol
@ © a O & @ o © B
. 3 e e v - D N - =
S o 2 8 9 8 o 9 9 Q
e 2 S ¢ € ¢ ©°c e 2 L
© s 5
13333333¢:°¢
- P < < < < < < =
% ol P 1% S - = 3 I =
g 8 S 8 8 8 & o
< < o O @ @ D @
= = B 2

Figura 12 - Influéncia das diferentes solucds testadas para a extracdo de IVM em carne na
resposta analitica. (Aceto = acetonitrila, MetOH = metanol).

Ainda buscando um aumento na resposta analitica, as amostras foram
preparadas utilizando volumes menores de metanol:agua (7:3, v/v), na etapa
de extragdo com solvente, afim de aumentar a concentragdo do analito na
amostra. Os volumes testados e as respostas obtidas estdo representados na
Figura 13. No entanto, ao contrario do que era esperado, a diminuicdo do
volume do solvente ndo provocou aumento no sinal obtido. Isto ocorreu devido
a diminuicdo do coeficiénte de distribuicdo provocada pela diminuicdo do

volume de solvente empregado na extracdo das amostras.
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Figura 13- Gréfico dos diferentes volumes de metanol:4gua testados para extracdo de IVM em
carne e suas respectivas areas.

E importante enfatizar que o metanol é um agente precipitante de
proteinas®®. No entanto, a precipitacdo ocorre apenas quando este se encontra
em uma porcentagem maior que 60 % na amostra. Neste caso, quando 5 mL
de metanol:dgua (7:3, v/v) é empregado para extrair a IVM em 2 g de carne, 0
metanol representa aproximadamente 50 % (em volume) e provavelmente ndo
€ capaz de precipitar toda proteina presente na amostra nesta concentragao.
Assim, o RAMIP-BSA foi também empregado na eliminacdo destas
macromoléculas.

As condicdes otimizadas da etapa de extracdo com solvente foram:
extracdo de 2 g de de carne com 5 mL de metanol:agua (7:3, v/v) durante 30
min e com agitacdo a 2000 rpm. Centrifugacdo por 10 min, e coleta do

sobrenadante para injecdo no sistema cromatografico.
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4.3.2 Otimizacao das variaveis do sistema column switching

Definidas as condicbes de extragdo com solvente, nossos esforgos
foram voltados para modificacbes nas condicdes do sistema de extracao
on-line com o objetivo de aumentar a resposta analitica e consequentemete a
sensibilidade do método.

O primeiro parametro investigado foi a influéncia do tempo da extragcdo
em fase sélida on-line, que € o tempo em que a amostra passa pela coluna
RAMIP-BSA para extracdo dos analitos. Inicialmente, a vazdo do solvente
(agua Milli-Q) utilizado para impulsionar a amostra pela coluna RAMIP-BSA foi
de 0,5 mL min™. Assim, quanto maior o tempo de extracdo, maior é o volume
de agua a ser percolada pelo polimero sequencialmente apds a extracdo da
amostra. Este parametro deve ser controlado pois volumes excessivos de
agua podem causar a eluicdo gradual do analito retido ao passo que pequenos
volumes podem n&o ser suficientes para a completa eliminacdo dos
interferentes contidos na amostra, principalmente as proteinas. Assim, com a
passagem da amostra, a IVM deve permanecer retida na coluna, e as proteinas
devem ser gradativamente eluidas pela continua passagem de agua. Os
tempos de extracéo testados foram 5,8; 6,8; 7,8; 8,8; 10,8 e 12,8 min. O que
permitiu passar respectivamente pelo polimero 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 e 4,0 mL
de agua apdés a passagem dos 2,4 mL de amostra. Os testes permitiram
visualizar que volumes crescentes de agua de 0,5 a 2,0 mL possibilitaram uma
maior eliminacdo de contaminantes e melhor visualizacdo do pico do analito.
Contudo, nenhuma mudanca significativa no perfil cromatografico foi observada
com a passagem de volumes maiores que 2 mL. Sendo assim, o volume de 2
mL foi selecionado como condicdo de trabalho, o que correspondeu a um
tempo de extragédo on-line de 8,8 min.

O aumento do tempo de extragcdo resultou, consequentemente, no
aumento do tempo de andlise. Assim, a influéncia da vazdo do solvente de
extracdo foi investigada, com a finalidade de tornar o processo de analise
menos demorado. As vazdes testadas foram 0,5; 1,0 e 2,0 mL min™. A area
(0,0112) resultante da analise em um fluxo de 0,5 mL min™ foi semelhante a
area (0,0105) obtida quando um fluxo de 1,0 mL min™ foi utilizado. Além disso,

o aumento do fluxo de 1,0 para 2 mL min™ resultou em um decréscimo de
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cerca de 30% na area do pico da IVM. Portanto, a vazdo do solvente de
extracdo foi fixada em 1,0 mL min™, o que reduziu o consideravelmente o
tempo total de extracdo (de 8,8 para 4,4 min), e consequentemente o tempo
total de analise.

No sentido de aumentar a retencdo da IVM na coluna RAMIP-BSA,
outros solventes foram avaliados como fase movel de extracdo (fase movel A)
em substituicdo a 4gua. Os solventes testados foram metanol:dgua (1:9 v/v) e
metanol:dgua (3:7 v/v). Contudo, em ambos 0s casos, observou-se que a
presenca de metanol resultou na diminui¢cdo da quantidade de analito retido no
polimero. Assim, optou-se por manter somente a agua Milli-Q como solvente
carregador (fase movel A).

Apos serem extraidos pela coluna RAMIP-BSA os analitos eram entéo
eluidos pela fase movel B (acetonitrila:metanol:dgua 60:30:10-v/v), e
direcionados para a coluna cromatogréfica. Nesta etapa, o parametro avaliado
foi o tempo de eluicdo, que € o tempo em que a fase moével B passa pela
coluna RAMIP-BSA para eluir o analito retido. Inicialmente, as amostras eram
eluidas durante 100 s. Os novos testes foram realizados empregando os
tempos de eluicdo de 50 e 200 s. A diminuicdo do tempo provocou uma
diminuicdo da &rea do analito, provavelmente porque ndo houve a eluicdo
completa de todo o analito retido na coluna RAMIP-BSA. No entanto, quando o
tempo de eluicdo foi aumentado para 200 s, nenhuma mudanca significativa do
sinal analitico foi observada, Dessa forma, o tempo eluicdo de 100 s foi definido
como condic¢do de trabalho.

A alca de amostragem, que determina o volume de amostra analisada,
foi também estudada com o objetivo de aumentar a sensibilidade do método.
Uma alca de 3,9 mL foi entdo acoplada ao sistema em substituicdo a alca de
2,4 mL, possibilitando a passagem de um volume maior da amostra pela coluna
RAMIP-BSA. O aumento da resposta (da ordem de 1,6 vezes) foi proporcional
ao aumento do volume de amostra analisada. Assim, a alca de 3,9 foi
selecionada como melhor condicdo e o tempo de extragdo passou de 4,4 para
5,9 min, para permitir a passagem do mesmo volume de agua (2,0 mL) apos a
amostra na etapa de extragdo on-line.

O dltimo parametro avaliado foi a influéncia da massa de polimero

utilizado nas extragdes. O teste foi feito com colunas de 0,15 (coluna atual) e
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0,50 g de RAMIP-BSA, e os resultados mostraram que o aumento da massa de
polimero ndo resultou no aumento significativo da resposta analitica (aumento
menor que 15 %). Isto ocorreu provavelmente porque a quantidade de sitios de
ligacdo presentes em 0,15 g do polimero foram suficientes para extrair todo
analito presente na amostra, na concentracdo analisada. Além disso, houve um
aumento na pressdo do sistema quando massas maiores de polimero foram
utilizadas.

As condig8es otimizadas do sistema column switching foram: &gua Milli
Q a1 mL min™ como fase mével A, acetonitrila:metanol:agua (60:30:10-v/v) na
vazdo de 1 mL min™ como fase mével B. O tempo de extracdo e eluicdo de
354 e 100 s respectivamente. Volume injetado de 3,9 mL.

4.4 Validacéo Analitica

Os parametros analisados na etapa de validacdo analitica foram
linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade, robustez, limite de deteccdo e
limite de quantificagéo.

A linearidade foi verificada através da andlise de cinco diferentes niveis
de fortificacdo de IVM em amostras de carne no intervalo de 50 a 500 pg kg™
(n = 6). A curva de calibracdo foi construida considerando o valor médio de
area obtida. O método apresentou um coeficiente de correlacéo igual a 0,9961
sendo, portanto considerado linear no intervalo testado. A Figura 14 mostra a

curva de calibrac&o obtida.
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Figura 14 — Curva de calibrac@o obtida pela analise de IVM em carne no intervalo de
concentragdes de 50 a 500 ug kg™

Os testes de precisdo e exatidao intradias e interdias foram realizados
em trés dias diferentes. A precisdo foi demonstra através do calculo do DPR e

a exatidao pelo erro relativo. Os valores obtidos estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados de precisdo e exatiddo obtidos da analise de IVM em carne

através do método proposto.

Concentracdo Concentracgao Erro DPR (%)
nominal analisada Relativo
(g kg™) (ug kg™) (%)
Intradias 50 61 22,0 10,3
200 185 -7,5 10,6
500 515 3,0 3,8
Interdias 50 57 14,0 17,0
200 163 -18,5 13,7

500 453 -9,4 12,7
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A seletividade foi avaliada através da comparacdo das analises de
amostras de carne sem fortificagdo e de amostras fortificadas para avaliar a
presenca de interferentes no tempo de retencao (TR) da IVM. A Figura 15 (A)
mostra o cromatograma obtido de uma amostra de carne nao fortificada
(branco). Como podemos observar por comparac¢ao com as Figuras 15 (B) e 15
(C), ndo houve coeluicdo de nenhum componente da amostra do TR da IVM o
que demonstra a seletividade do método. Salienta-se que o pico inicial de 6 a
11 min corresponde ao pico de injecdo do sistema column switching. Os picos
decorrentes da presenca de pigmentos da carne também podem ser
visualisados, pois estes compostos podem ter sido extraidos
concomitantemente a IVM. No entanto, nenhum sinal foi observado no TR da

IVM (19 min) o que demostra a seletividade do método.
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Figura 15 — Cromatogramas obtidos pela analise de uma amostra carne sem fortificacéo (A) de
uma amostra de carne fortificada com IVM na concentragéo 50 pg kg™ (B) e uma
amostra de carne fortificada com IVM na concentragéo 500 pg kg™ (C)
(TR da IVM = 19 min.).

A robustez do método foi estudada com o objetivo de verificar a
capacidade do método em resistir a pequenas variagdes. Assim, avaliou-se a
influéncia da variacdo do volume de solvente empregado na extracdo das
amostras de carne, o tempo de agitacdo das amostras e 0 comprimento de
onda do detector. A significancia dos fatores foi avaliada através da anélise de
variancia (ANOVA) com intervalo de confianca de 95%. O resultado da analise
foi demonstrado através do diagrama de Pareto (Figura 16) que demonstrou
nao haver efeito significativo (p = 0,05) para os parametros avaliados. Assim, o

método foi considerado robusto.
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5 ANALISE DE AMOSTRAS

Definidas as condi¢cGes de preparo de amostras e analise 0 método foi
entdo aplicado na andlise de amostras de carne bovina (n=10). As amostras
analisadas foram adquiridas no comércio de Alfenas-MG. Em nenhuma
delas foi observado sinal no tempo de retengéo da IVM. A Figura 17 mostra
0 cromatograma de uma amostra analisada empregando o método

desenvolvido.
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Figura 17 — Cromatograma obtido pela analise de uma amostra de carne.
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6 CONCLUSOES

O emprego de um RAMIP-BSA na extracdo de IVM em amostras de
carne possibilitou realizar o preparo destas amostras de um modo mais simples
e rapido que os métodos tradicionalmente descritos.

O revestimento externo do RAMIP-BSA com albumina bovina foi
eficiente na eliminacéo de proteinas possibilitando realizar a extragcdo em fase
solida on-line através do sistema colunm switiching, apds realizar somente uma
extragdo empregando uma mistura de solventes.

Devido a alta capacidade de pre-concentracdo do procedimento de
extracdo, foi possivel executar as analises utilizando um detector UV, que €&
notadamente pouco sensivel para a IVM. Salienta-se que até entdo as analises
de IVM por cromatografia liquida tém empregado detector de fluorescéncia
apos uma etapa de derivatizacdo da IVM. A derivatizacdo é um procedimento
critico e moroso, além de ser uma grande fonte de erros nas analises.

O método desenvolvido mostrou-se adequado para analise de IVM na
carne bovina ja que os limites de deteccao e quantificacdo foram inferiores ao
LMR estabelecido pela legislacdo. Além disso, todos os demais parametros de
validacdo foram satisfatoriamente atendidos.

Finalmente, vale ressaltar que ap6s algumas modificacdes, este método
podera ser empregado também na analise de IVM em outras matrizes
apresentando uma alternativa valiosa para analises que utilizam preparacdes

de amostra convencionais.
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