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RESUMO

A anélise de compostos organicos em amostras biologicas complexas é um desafio, devido a
presenca de interferentes, como as proteinas. Com isso, sdo necessarias técnicas de preparo de
amostras confidveis e eficazes. Em técnicas convencionais, a precipitacdo de proteinas é
realizada antes da extracdo propriamente dita, 0 que aumenta os erros analiticos. Nesse
contexto, o uso de materiais multifuncionais se destaca como uma alternativa eficaz, como 0s
polimeros de impressdo molecular de acesso restrito revestidos com albumina sérica bovina
(RAMIP-BSA). Esses materiais possuem a capacidade de adsorver seletivamente os analitos
e, simultaneamente, excluir macromoléculas, o que resulta em uma melhora significativa na
eficiéncia da analise. Em relacdo as técnicas analiticas, a espectrometria de massas ESI-
MS/MS, identifica e quantifica com sucesso moléculas organicas polares, incluindo farmacos
em baixas concentragcdes. Nesse contexto, foi desenvolvido um sistema integrado de
extracdo/analise on-line que combina as vantagens do RAMIP-BSA e da espectrometria de
massas para a identificacdo e quantificacdo de anti-helminticos benzimidazolicos em amostras
de leite, sem a necessidade de separacdo cromatogréafica. Inicialmente, um RAMIP seletivo ao
mebendazol (MBZ) foi sintetizado pelo método in bulk, usando &cido metacrilico como
mondmero funcional e glicidil metacrilato como co-monémero hidrofilico. Em seguida, foi
realizada a abertura do anel epoxido e o polimero foi recoberto com albumina sérica bovina,
gerando o RAMIP-BSA. Em um sistema on-line, uma mini coluna preenchida com esse
adsorvente foi acoplada ao espectrdometro de massas ESI-MS/MS. Agua Milli-Q foi usada
como fase movel de carregamento e recondicionamento, enquanto a fase de limpeza e eluicdo
foi composta por uma solucdo contendo acido formico 1% em &gua e metanol. A taxa de fluxo
foi mantida constante a 0,5 mL min?. O sistema permitiu a extragdo, identificacio e
quantificacdo simultaneas de mebendazol (MBZ) e albendazol (ABZ) em amostras de leite. O
método apresentou linearidade entre 10,0 e 125,0 pg L™t (com um coeficiente de correlagéo
superior a 0,99). Os limites de quantificagdo foram 15,0 e 10,0 pg L™! para MBZ e ABZ,
respectivamente. Os valores de precisdo e exatiddo foram adequados, sendo inferiores a 15%
para todas as concentragdes testadas. O método desenvolvido foi usado para analisar MBZ e
ABZ em amostras reais de leite e provou ser uma alternativa viavel as técnicas convencionais

de preparo de amostras e cromatografia.

Palavras-chave: polimeros impressos molecularmente com acesso restrito; ESI-MS/MS; anti-

helminticos benzimidazois; albendazol; mebendazol; leite.



ABSTRACT

The analysis of organic compounds in complex biological samples poses a challenge due to
the presence of interferents, such as proteins. In conventional approaches, protein
precipitation is a prerequisite before extraction, often resulting in increased analytical errors.
In this context, multifunctional materials, particularly restricted-access molecularly imprinted
polymers coated with bovine serum albumin (RAMIP-BSA), have emerged as a promising
alternative. These materials can selectively adsorb analytes while excluding macromolecules,
significantly enhancing analysis efficiency. Regarding analytical techniques, electrospray
ionization tandem mass spectrometry ESI-MS/MS successfully identifies and quantifies polar
organic molecules, including drugs at low concentrations. In this context, an integrated online
extraction/analysis system was developed, combining the advantages of RAMIP-BSA and
mass spectrometry for identifying and quantifying benzimidazole anthelmintics in milk
samples, without the need for chromatographic separation. Initially, a selective RAMIP for
mebendazole (MBZ) was synthesized using the in-bulk method, with methacrylic acid as the
functional monomer and glycidyl methacrylate as the hydrophilic co-monomer. Subsequently,
epoxide ring opening was performed, and the polymer was coated with bovine serum
albumin, generating RAMIP-BSA. In an online system, a mini-column packed with this
adsorbent was coupled to the ESI-MS/MS mass spectrometer. Milli-Q water was employed as
the loading and reconditioning mobile phase, while the cleaning and elution phase consisted
of a solution containing 1% formic acid in water and methanol. The flow rate was maintained
at a constant 0.5 mL min*. This system enabled simultaneous extraction, identification, and
quantification of mebendazole (MBZ) and albendazole (ABZ) in milk samples. The method
demonstrated linearity within the range of 10.0 to 125.0 ug L™* (with a correlation coefficient
exceeding 0.99). The quantification limits were determined to be 15.0 pg L for MBZ and
10.0 ug L for ABZ, respectively. Precision and accuracy values were suitable, with all tested
concentrations yielding results below 15%. The developed method was employed for the
analysis of MBZ and ABZ in real milk samples and proved to be a viable alternative to

conventional sample preparation and chromatographic techniques.

Keywords: restricted access molecular imprinting polymers; ESI-MS/MS; benzimidazole

anthelmintics; albendazole; mebendazole; milk.
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1 INTRODUCAO

O agronegdcio é de grande importancia na economia brasileira, pois principalmente no
ano de 2021 representou elevado indice no PIB total da economia do Brasil, sendo mais de
27,5%". Atualmente, o Brasil possui 0 segundo maior rebanho de vacas ordenhadas no mundo
e € o terceiro maior produtor de leite, o que demostra a forca dessa atividade na economia?.

Devido a grande demanda pela producéo de leite e de outras atividades agricolas, como
também a exportacdo de carne bovina, o uso de anti-helminticos sintéticos para controle de
parasitas gastrointestinais em ruminantes é uma alternativa usada pela medicina veterinaria
desde décadas passadas®*. Contudo, nos Gltimos anos observa-se a reducdo da eficécia e a
resisténcia de varios grupos de parasitas a esses farmacos, o que faz com que, muitas vezes,
doses maiores desses medicamentos em intervalos curtos de tempo sejam requeridas para se
obter a mesma efetividade®.

A negligéncia ao se ter um controle antiparasitario nos bovinos e a falta de programas
para monitorar seu uso, faz com que cada vez mais sejam encontrados residuos desses farmacos
no ambiente e em alimentos de origem animal destinados ao consumo. Em concentragdes acima
do permitido, constituem risco para a saude humana, principalmente para individuos
hipersensiveis® "8,

Nesse contexto, se faz necessario a existéncia de pesquisas voltadas ao desenvolvimento
de novos métodos analiticos para a identificacdo e quantificacdo de residuos de anti-helminticos
em alimentos de origem animal, como forma de assegurar a satde e integridade do consumidor,
bem como garantir a segurancga dos alimentos. Os métodos tradicionais de anélise de moléculas
de baixo peso molecular em amostras complexas envolvem duas etapas: a primeira, 0 preparo
da amostra, visa extrair 0 analito da matriz e pré concentra-lo, eliminando interferentes, a
segunda, consiste na analise de fato, que normalmente é feita por técnicas cromatograficas®°.

A etapa de preparo de amostras em matrizes complexas é uma tarefa dispendiosa e
demorada, pois visa a eliminacdo de grande parte dos interferentes da matriz da amostra, o
isolamento seletivo dos analitos, além de concentra-los, por quase sempre estarem em baixas
concentragdes, afetando diretamente a confiabilidade das anélises'!. Os métodos tradicionais
empregados, como a extracédo liquido-liquido (do inglés — liquid-liquid extraction - LLE) e a
extracdo em fase solida convencional (do inglés- solid phase extraction - SPE) cumprem bem
0 seu proposito, no entanto, apresentam pouca seletividade e requerem um processo de

eliminagdo de macromoléculas anteriores ao preparo da amostra propriamente dito*2.
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Como alternativa ao preparo de amostra, ttm-se os sorventes que podem ser utilizados
em analises diretas. Os polimeros molecularmente impressos (MIP) se tornam atrativos, pois
eles sdo capazes de extrair o analito de interesse por meio de cavidades seletivas e 0s materiais
de acesso restrito (do inglés Restricted Access Materials — RAM) sdo capazes de reter diversos
analitos de baixo peso molecular e eliminar macromoléculas como proteinas e polipeptidios?®.

Os MIPs apresentam alta seletividade a uma molécula ou classe de moléculas, maior
estabilidade quimica em relacdo aos adsorventes de natureza bioldgica, boa capacidade de
adsorcéo, preparacdo rapida, boa resisténcia termica e melhores condi¢des de estocagem, sendo
muito eficientes para o estudo de amostras que ndo apresentam macromoléculas em sua
constituicdo, ou que passaram por uma etapa prévia de eliminagio dessas substancias!*. Ja os
RAM, embora eficientes na eliminacdo de macromoléculas, ndo apresentam reconhecimento
molecular e por isso sdo pobres em seletividade. Assim, a juncdo desses sorventes em um
material hibrido, denominado RAMIP, une as vantagens advindas de ambos, visto que esses
materiais apresentam sitios seletivos de reconhecimento, bem como grupos hidrofilicos
externos que impedem a adsor¢éo de proteinas. Tal fato permite que o preparo de amostras seja
feito de forma seletiva e em uma Unica etapa e ainda possibilita a utilizacdo de métodos de
analise on-line, em sistemas multidimensionais®®.

A espectrometria de massas (MS) tem se destacado como uma ferramenta bem-sucedida
na analise de compostos organicos em amostras complexas, devido a alta sensibilidade e
seletividade. Nesta técnica, a ionizacdo por electrospray (ESI) é amplamente utilizada na
analise de medicamentos. Contudo, antes da analise por MS, é comum a necessidade de uma
etapa de separacdo cromatografica para minimizar a influéncia da matriz e, consequentemente,
a supressdo idnica. Uma alternativa para minimizar esse efeito é o uso de RAMIP na etapa de
preparacdo da amostra, pois esses materiais tém a capacidade de reduzir a presenca de
interferentes em concentracBes elevadas, o que resulta na melhoria da eficacia da analise,
mesmo na auséncia de uma coluna analitical®.

Neste estudo, aproveitando as vantagens tanto dos RAMIP quanto da analise por MS,
foi proposto um novo método analitico para a analise de mebendazol e albendazol em leite de
vaca. Este método permite a analise simultanea desses compostos em um dnico sistema,

eliminando a necessidade de extracdo off-line e separacdo cromatografica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo principal desenvolver e validar um novo método
analitico on-line para a determinacéo de residuos de albendazol e mebendazol em amostras de
leite bovino empregando a extracdo em fase sélida molecularmente impressa de acesso restrito
on-line e ESI-MS/MS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho se propde a:

a) sintetizar o polimero de impressdo molecular de acesso restrito (RAMIP) seletivo a
anti-helminticos benzimidazoélicos e recobri-lo com albumina sérica bovina,
originando o RAMIP-BSA;

b) caracterizar os materiais obtidos por meio de técnicas espectroscopicas, de imagem
e térmicas;

c) estudar o perfil de adsorcdo de anti-helminticos benzimidazoélicos pelo RAMIP-
BSA;

d) desenvolver 0 método de extracdo on-line, seguido da analise por ESI-MS/MS;

e) otimizar as condicGes de extracdo e analise;

f) validar o método desenvolvido;

g) aplicar o método desenvolvido na analise de amostras de leite adquiridas no

comércio local.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo é abordada uma breve revisao de literatura sobre MIPs, RAMs, RAMIPs,

anti-helminticos e analise direta por espectrometria de massas.

3.1 POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS (MIPs)

Os polimeros molecularmente impressos (MIPs) foram alvo de dedicagdo para o
desenvolvimento de sistemas com reconhecimento biomimético semelhantes aos sistemas
especificos enzima-substrato ou antigeno-anticorpo®3. Assim, surgiu a ideia de produzir uma
estrutura rigida tridimensional (um polimero) ao redor de uma molécula molde que pudesse
atuar de forma similar ao anticorpo, ou seja, que pudesse efetuar seletivamente o
reconhecimento molecular®’.

As observactes em relacdo aos materiais seletivos se deram no inicio da década de 1930,
quando foi observado por Polyakov que era possivel obter seletividade molecular em silica gel
por pré-tratamento do &cido silicico com adsorbatos organicos antes de sua policondensagio?®.
Também foi observado por Dickey, nas décadas de 40 e 50, que a precipitacdo do acido silicico
na presenca de corantes alquilo gerava um xerogel com uma capacidade de adsor¢édo
grandemente aumentada para os corantes em questio®®.

Em 1972 Wulff e Sarhan também contribuiram para o desenvolvimento de polimeros
molecularmente impressos. Eles foram pioneiros ao publicar um trabalho que descrevia a
preparacdo de polimeros utilizando moléculas organicas como molde para a separacao
enantiomérica de racematos de acucares. Desde entdo, os MIPs tomaram espaco em diversos
trabalhos e exibiram inlimeras vantagens em seu usoé.

Os MIPs sdo materiais rigidos e tridimensionais sintetizados ao redor de uma molécula
molde (molécula chave, alvo, impressa, analito ou template, do inglés), sendo esta o proprio
analito ou um composto da mesma classe quimica. A escolha dessa molécula é de grande
importancia pois deve apresentar condicGes estaveis (temperatura ou irradiacdo de UV) durante
a sintese, ser soltvel no solvente utilizado, ndo deve conter grupos envolvidos na polimerizagéo
e apresentar grupos funcionais bem adaptados para a ligagdo com o monémero funcional,

resultando em sitios seletivos?®2L,
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O processo de obtencdo desses materiais é conduzido de maneira que, inicialmente,
sitios de reconhecimento sejam obtidos pelo arranjo de mondmeros funcionais (MF)
polimerizaveis ao redor da molécula molde (MM). Posteriormente a MM é removida,
resultando em cavidades cuja forma, funcionalidade, tamanho e arranjo espacial séo
complementares & molécula impressa, o que torna o polimero seletivo a essa molécula®.

A interacdo entre MM e MF ¢ a base do reconhecimento molecular. Quando a MM ¢é
aceptora de proton (carater basico) utiliza-se um MF doador de proton (carater acido) ou vice-
versa, como forma de maximizar a formacdo dos complexos e a moldagem molecular. Os
mondémeros funcionais mais empregados estdo listados na Figura 1, sendo eles o &cido
metacrilico (MAA), que interage mais facilmente com analitos que possuem grupos basicos, a
4-vinilpiridina (4-VP) que interage preferencialmente com analitos acidos e a acrilamida que

faz apenas ligagbes de hidrogénio com a molécula molde?3.

Figura 1 — Estrutura dos principais monémeros funcionais

2

CH
NH,
OH  H,C¥ A e
H;C
0 AN O

MAA 4-VP Acrilamida

Fonte: Do autor, 2023.

De acordo com a natureza da interacdo entre o analito e o MF, trés tipos de sintese séo
relatadas: covalente, ndo covalente ou semi-covalente. A primeira abordagem, envolve a
formacdo de ligaces covalentes reversiveis entre a molécula molde e 0 monémero funcional
na etapa de sintese. Apds a polimerizacdo, a molécula molde € retirada do polimero pela
clivagem das ligacdes correspondentes. A forte ligacdo entre a molécula molde e 0 mondmero
funcional é a principal vantagem desta forma de sintese, 0 que garante uma maior seletividade
do polimero impresso. Em contrapartida, isso dificulta o processo de elui¢do dos analitos, sendo
necessario, em muitos casos, procedimentos drésticos de hidrolise?*,

A sintese ndo covalente € baseada na formacéo de intera¢cdes mais fracas entre a MM e
0 MF, como ligacdes de hidrogénio e interacGes eletrostaticas. A possibilidade de aplicacdo
para analitos que pertengam a uma mesma classe e a facilidade de remocéo do template faz com
que esta estratégia seja a mais utilizada para obtencdo de MIPs. No entanto, é observada menor
seletividade nesses polimeros, uma vez que as interacdes entre moléculas sdo mais fracas

quando comparadas com a ligagio covalente?,
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Na abordagem semi-covalente o processo de polimerizacdo é mediado por ligacGes
covalentes, que garante a maior seletividade ao MIP; enquanto as demais interagGes, durante a
utilizacio do material, sio estabelecidas por ligagbes ndo-covalentes®.

Ap0s as interacdes entre analito e monémero funcional ocorrerem, estas sdo fixadas
através de reagdes de entrecruzamento de polimeros, por meio de um agente de ligagdo cruzada
(ALC). Este deve apresentar grupos que possam interagir de maneira estavel com 0s grupos
polimerizaveis do MF para a formacio do polimero®®. Além disso, desempenha a funcéo de
controle da morfologia da matriz polimérica, estabilizacdo dos sitios de ligacdo impressos e
confere resisténcia mecénica a matriz do polimero, favorecendo o aumento do ndmero de
cavidades efetivas?’.

O etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) e trimetacrilato (TRIM) séo os principais
agentes de ligacdo cruzada, representados na Figura 2. O EGDMA, promove a formacdo de
polimeros estaveis (térmica e mecanicamente) quando comparados aos obtidos com TRIM, que
por sua vez, gera polimeros cujo processo de transferéncia de massa durante a extracdo é mais

rapido, gerando maior capacidade de carregamento?’.

Figura 2 — Estrutura dos principais agentes de ligacdo cruzada
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Fonte: Do autor, 2023.

Outro componente utilizado na sintese é o iniciador radicalar (IR), que é responsavel
pela formacdo de radicais livres que inicia a polimerizacdo. Para a formacéo desses radicais é
necessario que o IR sofra clivagem em sua estrutura através de incidéncia de radiagdo UV ou
aquecimento. 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 polimerizacao, sendo
o iniciador mais usado representado pelo 2,2’- azobisisobutironitrila (AIBN)?,

Ao final do processo de sintese, a remogdo da molécula molde da matriz polimérica

forma lacunas (sitios de reconhecimento) que irdo exibir afinidade pelo analito?®*°. Os sitios
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seletivos que sdo formados se completam ao analito em forma, tamanho e funcionalidade3!%.
A Figura 3 a seguir demonstra como é realizado o processo de sintese de um MIP de forma

generica.

Figura 3 — Esquema genérico da sintese de MIP
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Fonte: Adaptado de FIGUEIREDO et al., 20082,

O processo de polimerizagdo pode ocorrer em bulk, suspenséo, precipitacdo e enxerto.
A primeira é a mais simples e rapida, onde todos os reagentes como a MM, o MF, 0 ALC e 0
IR sdo dissolvidos em um solvente apropriado e colocados em uma ampola de sintese. Em
seguida, o oxigénio é retirado utilizando argdnio, nitrogénio ou mesmo ultrassom. A ampola é
submetida a aquecimento ou radiacdo UV para formacdo de radicais livres que dao inicio a
sintese. Essa técnica resulta em polimeros de consisténcia rigida. As desvantagens desse método
sd0 que ao se triturar os mondlitos cerca de 70% dos sitios de ligacdo formados sdo perdidos e
ademais as particulas obtidas s&o heterogéneas?>.

Na polimerizac&o por precipitagdo, um excesso de solvente é adicionado para dissolucéo
dos reagentes, impedindo a formag&o de um monolito polimérico. A precipitagdo ocorre quando
o0 polimero adquire densidade maior que a solugéo e a formagédo do polimero ocorre sob agitacdo
e aquecimento durante um periodo de 24 hrs a 60 °C, o que favorece a formacdo de particulas
mais homogéneas em relagdo a sintese in bulk®3,

Outra metodologia empregada para a obtencdo de particulas mais uniformes é a sintese

por suspensdo. Nesse método os reagentes da sintese sdo dissolvidos em solvente organico
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apolar sob agitacdo e a temperatura ambiente. Em seguida, uma emulsdo é formada e
estabilizada pela adicdo de um tensoativo. Para o inicio da polimerizagdo a temperatura do
sistema é aumentada. Nesta etapa as particulas do MIP se formam dentro do agente
dispersante34,

A polimerizacdo por enxerto, utiliza-se de um suporte polimérico de trimetilolpropano
com poros esfericos para sintese do MIP. Os reagentes sdo dissolvidos e adicionados nos poros
deste suporte. Apos este processo, a mistura € degaseificada e a sintese € realizada a temperatura
de 60 °C por 4 hrs. Ao término, adiciona-se &gua e em seguida é necessaria uma forte agitacédo
para que as microesferas do MIP sejam suspensas™*.

Os MIPs tém chamado atencdo devido a suas vantagens em relacdo aos sorventes
convencionais, tais como a facilidade de sintese, o baixo custo dos reagentes empregados, a
estabilidade quimica, fisica e térmica do material, a possibilidade de reutilizacdo e elevada
seletividade®%. Apesar de apresentem inimeras aplicaces, os MIPs retém macromoléculas
quando empregados no preparo de amostras complexas. A retengdo de proteinas na superficie
do sorvente, por exemplo, pode bloquear os sitios de reconhecimento afetando a eficiéncia da

extracao®"3,

3.2 MATERIAIS DE ACESSO RESTRITO (RAMs)

No ano de 1991, Desilets et al, introduziram o conceito de materiais de acesso restrito
(RAM)®, Esses materiais, também conhecidos como sorventes de acesso restrito, foram
desenvolvidos para otimizar a analise de compostos organicos em matrizes complexas, pelas
caracteristicas da superficie hidrofilica e a restricdo pelo tamanho do poro. Essas caracteristicas
impedem a adsorcdo de macromoléculas e o acesso delas aos sitios de ligacdo internos. Esses
sitios internos s@o onde ocorre a sor¢do dos analitos de interesse, como moléculas de baixo peso
molecular ou ions, por meio de diversos mecanismos. Como resultado, a preparacdo das
amostras pode ser realizada em uma Gnica etapa, eliminando a necessidade de pré-tratamento®®-
42.

Basicamente, 0 mecanismo de eliminacdo de macromoléculas se deve a presenca de
poros dotados de grupos ligantes (no interior do RAM) capazes de capturar moléculas de baixo
peso molecular (barreia fisica)*®. Por outro lado, a superficie externa dos RAM pode ser
revestida com grupos hidrofilicos (barreira quimica), evitando assim a adsorcdo da matriz

proteica. Desse modo, no momento da extragdo, os analitos de interesse (de baixo peso
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molecular) penetram nos poros e sao retidos pelos grupos ligantes, enquanto as macromoléculas
sdo percoladas para o descarte sem que haja retencdo das mesmas no RAM*,

Atualmente o revestimento nos materiais de acesso restrito com albumina sérica bovina
(BSA) tem se mostrado muito eficiente para a producdo de um RAM. A BSA é imobilizada
sobre um suporte (nucleo onde ocorrerd a sor¢cdo do analito) por meio de reacBes de
entrecruzamento, utilizando glutaraldeido. E devido a esse revestimento que o acesso das
macromoléculas hidrofilicas fica restrito®®. A Figura 4 demonstra o mecanismo de exclusio de
um RAM revestido com BSA.

Figura 4 — Esquema de mecanismo de exclusdo de RAMs revestido com BSA

Proteinas

Fonte: Do autor, 2023.

As fases RAM tém diversas aplica¢fes analiticas por terem a capacidade de suportar
repetidas injeces com grandes volumes de amostras, sem que suas propriedades sejam
alteradas e por serem utilizadas tanto no modo offline de analise como no modo on-line. No
primeiro caso 0 processo de preparo da amostra ocorre de forma independente, antes da
determinacdo. A amostra, rica em macromoléculas, é diretamente percolada em cartuchos, por
exemplo, sem a necessidade do pré-tratamento e as extragdes decorrem como na SPE
tradicional. Apds os processos de lavagem e eluicdo, o extrato € recolhido e pode ser
analisado®®*’. J4 no segundo caso uma coluna RAM ¢ usada como pré-coluna e, apds a
eliminacdo das macromoléculas, os analitos sdo eluidos para uma coluna analitica, utilizando-

se uma valvula de comutagéo, onde sdo separados e analisados*”.
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Uma grande vantagem desses materiais é que eles apresentam alta resisténcia fisica com
um bom desempenho em termos de capacidade de retencdo, eficiéncia e reprodutibilidade.
Além disso, somente as moléculas de baixo peso molecular ficam retidas no material,

possibilitando uma quantificagio com melhores exatiddo e precisdo*.

3.3 POLIMEROS DE ACESSO RESTRITO MOLECULARMENTE IMPRESSOS (RAMIPS)

Como relatado anteriormente, a utilidade dos MIPs é relevante devido a elevada
seletividade a MM ou uma classe de moléculas, entretanto, macromoléculas presentes nas
amostras, como proteinas e lipideos, sdo fortemente adsorvidas nas superficies poliméricas
afetando as propriedades de reconhecimento. Ja os RAM, tem excelente capacidade de eliminar
macromoléculas, mas ndo apresentam seletividade quando se avalia analitos de baixo peso
molecular4L,

Em 1999, Haginaka e colaboradores publicaram o primeiro trabalho que abordava o
desenvolvimento de um material que unia as vantagens dos MIPs e dos RAMs. Este material
foi denominado de polimero de impressao molecular de acesso restrito, sendo capaz de reter
seletivamente o analito de interesse e eliminar as macromoléculas. Os autores utilizaram este
sorvente para a determinacdo de (S)-naproxeno, (S) ibuprofeno e propranolol. A sintese foi
baseada em uma modificacio da superficie externa do MIP*,

Os autores empregaram o 4-vinilpiridina como MF e etilenoglicol dimetacrilato
(EGDMA) como ALC. Apos quatro horas do inicio da sintese, adicionou-se uma mistura de
dimetacrilato de glicerol (GDMA) e monometacrilato de glicerol (GMMA). Uma camada
hidrofilica foi formada em torno dos polimeros, que resultou em um RAMIP com boa
capacidade para eliminar macromoléculas, boa seletividade e sensibilidade, sendo utilizado na
analise direta de naproxeno em amostras de soro sanguineo através do sistema column
switching. Além disso, os polimeros também foram utilizados para analise de anti-
inflamatdrios, antiepilépticos e compostos fendlicos em amostras biologicas®.

Os RAMIPs tém sido utilizados com sucesso para a determinacao de diferentes analitos
em diversos tipos de amostras complexas®°1:525354 Em relacio & analise de contaminantes em
alimentos, Souza et al. (2016), desenvolveram um RAMIP sintetizado em um capilar de silica,
sendo usado para a extracdo parabenos presentes em amostras de leite materno. A analise foi
realizada por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas. Os

pardmetros de validacdo analitica atestaram que a SPME/UHPLC-MS/MS foi um método
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apropriado e eficaz para determinar os parabenos e avaliar a exposi¢do humana a esses
compostos®,

Em outro trabalho realizado por Sun et al. (2019), um polimero molecularmente
impresso de acesso restrito com BSA foi preparado na superficie da estrutura metal-organica
mesoporosa UiO-66-NH> (MOF) para determinar seletivamente os antibioticos ofloxacina e
enrofloxacina do soro bovino. A morfologia da superficie, 0 comportamento de impressao e as
propriedades de exclusdo proteica da UiO-66-NH2@RAMIP@BSA foram investigados. De
acordo com os autores, a capacidade maxima de adsorcéo foi de 50,55 mg g* para ofloxacina,
com uma taxa de exclusdo proteica de 99,4%. O equilibrio de adsorcéo foi atingido em 9 min.
A faixa linear e o limite de deteccdo foram de 0,1-100 pg mL™?t e 156 ng mL™,
respectivamente. Os resultados sugeriram que o material € um adsorvente adequado para analise
de amostras bioldgicas®®.

Em 2013, Moraes et al. propuseram um novo polimero de impressdo molecular restrito
a ligagdo de macromoléculas por meio de revestimento com albumina (RAMIP-BSA) que foi
empregado na extracdo direta de compostos fenotiazinicos em plasma humano. Apos a sintese,
revestiu-se o polimero com uma camada de BSA empregando glutaraldeido como agente de
ligacdo cruzada. Quando a extracdo de uma amostra proteica foi realizada nesse material em
um pH diferente do ponto isoelétrico das proteinas (da amostra e do RAMIP-BSA), a repulsdo
eletrostatica impediu a aproximacao das proteinas da amostra no RAMIP-BSA, promovendo
assim a exclusao dessas proteinas. De acordo com os autores, a capacidade de eliminacdo das
proteinas do material foi de 99,7%, vida Gtil de 90 injecGes e 0 material também apresentou
seletividade para farmacos da classe dos fenotiazinicos®. A Figura 5 demonstra o esquema

geral da sintese realizada pelos autores.
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Figura 5 — Esquema de sintese de um RAMIP-BSA
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Fonte: MORAES et al., 2013%,

Neste contexto, as fases extratoras do tipo RAMIP-BSA tém se destacado quanto a
capacidade de exclusdo das proteinas de matrizes complexas e de retencdo de uma série de
farmacos acidos, basicos e neutros. A BSA é suficientemente hidrofilica e, através de interacdes
repulsivas, exclui com eficiéncia as proteinas de matrizes bioldgicas, como o leite, sem perda

dos analitos de interesse.

3.4 ANTI-HELMINTICOS

O aumento da demanda de alimentos no mundo e consequentemente 0 expressivo
aumento da necessidade de producdo tiveram influéncia direta no uso de medicamentos
veterinarios. O uso de medicamentos com amplo espectro de acdo é a forma mais utilizada para
controlar as parasitoses, porém na maioria das vezes sdo administrados de forma rotineira. Com
IS0, 0 uso crescente e inadequado de antimicrobianos e antiparasitarios apresenta risco para o
desenvolvimento da resisténcia desses organismos, gerando reducdo da eficiéncia destas
substancias nos animais®’°8,

O controle ou prevencdo de infecgdes por vermes depende quase exclusivamente de
drogas anti-helminticas, sendo a maioria do gado dos paises industrializados tratados

frequentemente por esses farmacos. Assim, a evolugéo da resisténcia anti-helmintica em varios
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parasitas de gado e animais domésticos se deu em resposta ao uso generalizado desses
medicamentos®®.

O primeiro relato desse fendmeno foi em 1964, quando observou-se a resisténcia de
Haemonchus contortus, um parasita nematoide que afeta ruminantes. Nos dez anos seguintes,
observou-se repetidamente a ocorréncia de resisténcia em parasitas de ovinos. Posteriormente,
essa resisténcia também foi identificada em nematoides que afetam bovinos e cavalos. Apds
mais de cinco décadas desde o primeiro relato de resisténcia anti-helmintica em parasitas de
gado, a prevaléncia desse fendmeno aumentou globalmente, adquirindo uma importancia cada
vez maior na industria pecuaria®®®L,

O termo anti-helminticos aplica-se a substancias que atuam para eliminar os vermes do
trato gastrintestinal ou espécies e formas de helmintos em desenvolvimento, que invadem
Orgdos ou tecidos. Podem atuar no metabolismo do verme, esgotando suas reservas energeticas,
ou atuar lesionando a cuticula do verme resultando em digestdo parcial ou rejeicdo pelo
mecanismo imunoldgico®?.

Sabe-se que a uso de anti-helminticos de forma racional tem trazido beneficios a
pecudria, tanto para gado de corte quanto para a pecudria leiteira no quesito de ganho de peso e
no aumento na quantidade de leite produzido. Entretanto, o prazo para eliminagdo desses
compostos deve ser respeitado para evitar problemas com relacéo a residuos nos alimentos®?,

As principais classes de anti-helminticos utilizadas na pecuaria pertencem as
ivermectinas, aos imidazotiazdis, salicilanilideos e benzimidazois que sdo os mais amplamente
utilizados na medicina veterinaria devido ao amplo espectro anti-helmintico®. A Figura 6
demonstra a estrutura quimica dos principais anti-helminticos utilizados na medicina

veterinaria.
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Figura 6 — Principais anti-helminticos utilizados na medicina veterinaria
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Fonte: Do autor, 2023.

De acordo com o espectro de acdo os anti-helminticos podem ser classificados e
divididos em dois grupos: um grupo de amplo espectro e outro de curto espectro. O primeiro
age sobre muitas espécies de nematddeos, cestddeos e trematddeos e 0 segundo grupo gque tem
pouco poder nematicida, sendo, portanto, de curto espectro. Os dois grupos podem ser divididos
em varias familias, com diferentes mecanismos de acdo como os benzimidazdis, imidazotiazois,
lactonas macrociclicas e derivados da aminoacetonitrila (amplo espectro) e salicilanideos (curto
espectro)®265,

Os benzimidazois e pré-benzimidazois atuam em nemat6deos, cestodeos e trematddeos
inibindo a sintese de tubulina, que é a proteina responsavel pela formacao de microtdbulos no
citoesqueleto do parasita®®. Essas estruturas sdo fundamentais a divisao celular e ao transporte
de nutrientes e metabdlitos e sua auséncia impede a absorcdo de nutrientes, principalmente
glicose (fonte de energia dos vermes), resultando na utilizagdo dos estoques de glicogénio.
Assim, vérias fungdes dos parasitas s&o comprometidas, o que leva a morte desde larvas até
vermes adultos, além disso, compromete o embrionamento dos ovos®,

O tiabendazol foi o primeiro anti-helmintico benzimidazoélicos comercializado, ha mais
de 40 anos. Desde a sua descoberta, varios anti-helminticos da classe dos benzimidazdis tem se
tornado disponiveis para o tratamento de uma grande gama de helmintos. O amplo espectro de

atividade desses medicamentos, a alta eficiéncia, o baixo custo e a facilidade da administracao
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tornam os benzimidazélicos amplamente utilizados no tratamento, em larga escala, de infecgdes
parasitarias na medicina veterinaria®’.

A classe dos benzimidazdis apresenta em sua estrutura um anel imidazoélico contendo
um atomo de nitrogénio acido e um basico que, sob condicGes ideias pode estar protonado
(pKa~5-6) ou desprotonado (pKa ~12), respectivamente. A Figura 7 demonstra a ionizagdo do

nacleo imidazoélico sob condigdes acidas e bésicas.

Figura 7 — lonizagdo do ndcleo imidazélico sob condigdes acidas (A) e basicas (B)
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Fonte: Do autor, 2023.

Dentre os benzimidazdis mais utilizados na medicina veterinaria é possivel destacar o

albendazol e 0 mebendazol%85°,

3.4.1 Albendazol

O albendazol (ABZ) e um composto anti-helmintico pertencente a classe dos
benzimidazois. Também chamado de metil-[(5-propil-tio)-1H-benzimidazol-2-il]carbamato,
consiste em um agente de largo espectro que é extremamente importante e comercializado em
paises da América Latina, Asia e Africa para tratamentos veterinarios e humanos contra

diferentes tipos classes e estagios de vermes parasitas. E relativamente insolGvel em &gua e na
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maioria dos solventes organicos. Apresenta um dos pKa acima de 10, propriedade esta que
influencia sua absorgéo e comportamento no organismo’.

De acordo com Dayan (2003), a absorcéo oral de ABZ em camundongos e ratos é
aproximadamente de 20-30% e em gado alcanca valores de 50%, comparado com
aproximadamente 1-5% em humanos. A absor¢cdo em humanos é intensificada pela presenca de
alimentos gordurosos, podendo ser aumentada a toxicidade em até cinco vezes'.

O ABZ ¢ um anti-helmintico polivalente, que exerce diferentes atividades como:
ovicida, vermicida e larvicida sobre os cestdides, nematoides e acantocéfalos. Age de forma a
inibir a formacg&o dos microtdbulos através do bloqueio da captacao da glicose, com isso resulta
na deplecdo de glicogénio dos parasitas e, por sua vez, na formagao reduzida de trifosfato de
adenosina (ATP), necessario para a sobrevivéncia e reproducdo destes. Consequentemente
ocorrem paralisia e morte dos vermes, que sdo eliminados do organismo’.

O tratamento por ABZ é administrado por via oral. Apos a ingestdo é absorvido no
intestino e convertido em seus metabolitos, albendazol sulféxido (ABZ-SO), albendazol
sulfona (ABZ-SO.) e albendazol 2-aminosulfona (ABZ-NH,-SO). Quando utilizado no
tratamento de animais produtores de alimentos, os metabdlitos e os compostos de origem,
podem ser encontrados nos tecidos dos animais’™,

Ao ser administrado, 0 ABZ é rapidamente oxidado em seu metab6lito ABZ-SO que é
considerado responsavel diretamente ou indiretamente pela eficacia e toxicidade do albendazol.
O ABZ-SO é oxidado em ABZ-SO- e ap0s a remocéo do grupo carbamato por hidroélise, forma
0 ABZ-NH2-SO>, sendo esses dois Gltimos metabdlitos sem atividade farmacoldgica™. A

Figura 8 traz a representacdo da estrutura quimica do albendazol e de seus metabdlitos.



Figura 8 — Estrutura quimica do Albendazol e seus metabdlitos

Fonte: Do autor, 2023.
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Devido ao potencial uso de anti-helminticos no tratamento de vermes parasitas, 0

albendazol esta na lista de medicamentos essenciais da organizacdo mundial de saude, além do

amplo espectro de atividade, o pro-farmaco também é de baixo custo, alta eficiéncia e apresenta

facilidade de administracdo™.

3.4.2 Mebendazol

O mebendazol (MBZ) ou éster metilico do acido (5-benzoil-1 H-2-benzimidazolil)

carbamico, representado na Figura 9, é um anti-helmintico que faz parte dos benzimidazélicos,

sendo altamente eficaz no tratamento das principais infeccdes causadas por ascaridiase,

enterobiase, tricuriase e ancilostomiase, como também nas infec¢bes humanas causadas por

nematddeos menos comuns’®.

Figura 9 — Estrutura quimica do Mebendazol

Fonte: Do autor, 2023.
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Este farmaco é um benzimidazol de amplo espectro, farmacologicamente classificado
no grupo dos antiparasitarios, usado por mais de 30 anos na medicina veterinéria para tratar
uma variedade de infestacGes parasitarias’’.

A imobilizacdo e a morte dos parasitas gastrointestinais por esse farmaco ocorrem
lentamente, podendo ndo ter a eliminacdo completa no trato gastrointestinal até véarios dias apds
o tratamento. O mecanismo de agdo contra esses vermes consiste em inibir a capacidade de
captar glicose produzindo reducdo na formacdo de adenosina trifosfato necessaria para a
sobrevivéncia e reproducdo. Entre os efeitos colaterais pode-se destacar: convulsdes, anorexia,
nauseas, diarreia, vomito, dor abdominal, alucinaces, embriotoxicidade e teratogenicidade’®.

O MBZ é descrito como um pd branco ou amarelado, que deve ser armazenado
protegido da luz, inodoro, praticamente insolivel em agua, alcool, éter, diclorometano e em
acidos minerais diluidos, sua solubilidade ocorre em &cido férmico e cloroférmio e a
temperatura de ponto de fusdo € aproximadamente 290 °C76.7980,

Apesar dos beneficios oriundos da administragdo de anti-helminticos na bovinocultura,
0 uso indiscriminado desses medicamentos e a dificuldade no controle dos nematddeos
acarretou a queda da eficicia e sinais do aparecimento da resisténcia anti-helmintica.
Juntamente, enfrenta-se o problema decorrente da auséncia de novas classes quimicas para se
ter um revezamento entre os farmacos utilizados para controle desses parasitas®’. Devido a esse
fato, ha registros de resisténcia de anti-helminticos em vaérias partes do mundo como Austrélia,
Nova Zelandia, Reino Unido e no Brasil®!#?,

Em virtude disso, muitos produtores utilizam doses maiores que o recomendado em
seus rebanhos e muitas vezes nao respeitam os periodos de caréncia para a comercializacdo dos
produtos de origem animal. Segundo o ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento
(MAPA), o limite maximo de residuo (LMR) em leite de albendazol é de 100 pg L™ e para
mebendazol ndo ha tolerancia de residuos desse farmaco, ndo sendo permitido 0 uso em animais
produtores de leite para consumo humano®. Portanto, é imprescindivel o controle e uso racional

desses medicamentos, bem como o monitoramento da sua presenca em alimentos como o leite.

3.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A Espectrometria de Massas (MS) tem sido amplamente utilizada para detectar
compostos presentes em baixas concentracbes em matrizes complexas. Essa técnica permite
aumentar a sensibilidade de deteccdo, reduzir as interferéncias espectrais de compostos

presentes na matriz e também proporcionar uma maior quantidade de informacdes estruturais
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disponiveis®. Os avancos nessa técnica tém sido fundamentais para pesquisas e analises em
varias areas, como a anélise de residuos de pesticidas em alimentos, identificacdo de compostos
farmacéuticos em amostras bioldgicas e a deteccdo de poluentes em amostras ambientais,
proporcionando resultados mais precisos e confiaveis®>#:8,

O principio basico da espectrometria de massas consiste em trés componentes
essenciais, uma fonte de ions, analisador de massas e detector. A fonte de ions converte
moléculas ou atomos do analito por meio de um método apropriado em espécies idnicas em
fase gasosa, através da remocdo ou adicao de elétron(s) ou proton(s). Durante o processo de
ionizacdo, o excesso de energia transferida pode quebrar a molécula em fragmentos
caracteristicos. O analisador de massa que separa e analisa 0s ions das moléculas e seus
fragmentos carregados com base em seus sinais de m/z, e o detector, é onde a corrente idnica
gerada pelos ions separados por massa € medida, amplificada e exibida na forma de um espectro
de massas. Essa configuracdo permite a analise precisa e seletiva de ions em uma amostra,
fornecendo informagdes importantes sobre sua identificacdo e quantificagio®8°,

A fonte de ionizacdo mais comumente utilizada na LC-MS € a electrospray. Nesse
método, um liquido passa por um tubo capilar com baixo fluxo e é submetido a um forte campo
elétrico sob pressao atmosférica. Esse campo elétrico faz com que o liquido acumule carga na
superficie do capilar, gerando um "spray" de pequenas goticulas altamente carregadas. Essas
goticulas, contendo os ions dos compostos de interesse, atravessam uma "cortina” de gas inerte
aquecido, geralmente nitrogénio, ou um capilar aquecido, onde as moléculas do solvente sdo
removidas, deixando apenas os ions livres. Em seguida, esses ions sdo introduzidos no
analisador de massas, onde sdo separados de acordo com sua razdo massa-carga (m/z) e
detectados, possibilitando a andlise e identificagdo dos compostos presentes na amostra®®°?,

Para alcancar maior seletividade e sensibilidade, é possivel realizar a fragmentacdo do
ion, seja dentro de uma célula de colisdo ou mesmo no proprio analisador. Essa abordagem é
denominada espectrometria de massas em tandem (MS/MS), a qual consiste em duas etapas
sequenciais de andlise de espectrometria de massas. Na primeira etapa, o ion precursor é
selecionado e na segunda etapa, ocorre a relacdo entre o ion de interesse e outros ions que
surgem a partir de sua fragmentacdo, com base na razdo m/z. O monitoramento de diversas
transicdes é referido como monitoramento de reacGes maltiplas (MRM) ou monitoramento de

reagOes selecionadas (do inglés- selected reaction monitoring -SRM)%,

3.5.1 Analise direta por espectrometria de massas
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Para assegurar andlises eficientes, ¢ fundamental dispor de métodos capazes de
quantificar os analitos em baixas concentra¢cdes. Optar por um Unico método para analisar
diversos farmacos oferece varias vantagens, como reducdo do tempo de analise e diminuicéo
geral dos custos com solventes e energia elétrica. Contudo, para realizar a analise simultanea
dos compostos, € crucial comprometer-se com a selecdo cuidadosa das condicGes experimentais
e das técnicas, a fim de garantir a determinagdo precisa e exata de todos os analitos®,

A técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) € uma
ferramenta analitica altamente eficaz e essencial na deteccdo de residuos e contaminantes em
uma variedade de campos. A utilizacdo da cromatografia em fase liquida é especialmente
apropriada para analitos menos volateis ou suscetiveis a degradacdo sob altas temperaturas.
Nessa técnica, os solventes liquidos sdo empregados como fase movel para transportar o0s
analitos através de uma coluna cromatogréafica, onde ocorre a separacdo baseada nas diferentes
afinidades dos analitos com a fase estacionaria. Quando combinado com a espectrometria de
massas confere seletividade, sensibilidade e especificidade ainda maiores, possibilitando a
analise de amostras complexas e a identificacdo de compostos de origem desconhecida. A LC-
MS encontra aplicacdo em diversos setores, desempenhando um papel fundamental na garantia
da seguranca e qualidade de produtos e na preservagdo do meio ambiente®%,

Entretanto j& sdo relatados na literatura o uso da espectrometria de massas por ionizacgao
por electrospray (ESI-MS) para determinacdo de fArmacos sem a necessidade da separacao dos
analitos por uma coluna cromatografica®. Nesses casos, a técnica de ESI-MS em si € utilizada
como ferramenta poderosa para a analise direta das substancias presentes em uma amostra. Ao
contrario dos métodos tradicionais que envolvem cromatografia, nos quais uma coluna
cromatografica é usada para separar diferentes componentes de uma amostra antes da analise
de espectrometria de massas, esses métodos diretos permitem a identificacdo dos analitos com
base em suas massas e cargas sem a necessidade de separacdo prévia por coluna
cromatografica®.

Em relacdo a abordagem direta h4 vantagens em termos de velocidade e simplicidade,
eliminando a etapa de separacdo cromatografica, o que pode economizar tempo e recursos.
Apesar disso, deve-se considerar a complexidade da matriz da amostra, uma vez que a presenca
de outras substancias pode interferir na analise e deteccdo dos analitos de interesse e
dependendo da sensibilidade da espectrometria de massas e da quantidade de interferentes
presentes, a seletividade da técnica direta pode ser um desafio®®.

Como alternativa recente os MIPs emergem como solugdo para se realizar a analise

direta sem preparo de amostra e/ou a necessidade de colunas cromatogréaficas, oferecendo
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confiabilidade na obtencdo de resultados. Em virtude de sua natureza seletiva, esses materiais
tém a capacidade de selecionar os analitos de interesse mesmo em matrizes complexas, Devido
a alta seletividade da extracdo pelo MIP, a supressdo ionica durante a ESI € minimizada;
portanto, ndo € necessaria nenhuma separacdo prévia antes do ESI-MS, o que aumenta
consideravelmente a velocidade analitica'®.

Ao realizar a determinacéo direta de analitos utilizando os MIPs em vez das tradicionais
colunas cromatogréaficas, surgem vantagens relacionadas as preocupagfes como custo e
sustentabilidade. As colunas cromatograficas podem ser caras tanto em termos de aquisicao
quanto de manutencao, incluindo substituicdo periédica, enquanto, o uso dos MIPs elimina a
necessidade de investir em colunas cromatogréficas, reduzindo os custos associados ao
equipamento e podem ser produzidos de forma econémica, contribuindo para uma abordagem
mais acessivel e sustentavel36:10,

Além disso, o desenvolvimento de métodos cromatograficos pode ser complexo e
demorado devido a otimizacdo dos parametros relacionados a coluna cromatogréfica, fase
movel e deteccdo. Os MIPs, por outro lado, sdo projetados para seletivamente interagir com um
analito especifico ou a uma classe quimica, podendo oferecer maior especificidade e
seletividade, o que simplifica e acelera o processo de otimizagdo em comparagdo como uso de
colunas cromatograficas, que podem enfrentar interferéncia de outros compostos presentes na
amostra>102,

Em relacéo ao preparo de amostra com os MIPs, a etapa de extracdo e pré-concentracao
pode ser mais simples e direta, reduzindo a complexidade do processo analitico. Os MIPs
podem ser desenvolvidos para uma ampla variedade de analitos e aplicagdes, proporcionando
uma abordagem mais flexivel e versatil para a determinacédo direta, sendo benéfico quando se
trabalha com amostras complexas ou quando a disponibilidade de colunas especificas €
limitada®®,

A utilizacdo de MIPs na preparacdo de amostras para a determinagdo direta por
espectrometria de massas é uma estratégia interessante que combina sua seletividade com a
sensibilidade e a capacidade de identificacdo da espectrometria de massas, permitindo anélises
mais eficientes e direcionadas de analitos especificos®.

Figueiredo et al. (2011) desenvolveram um trabalho para quantificagdo de
benzodiazepinicos em plasma humano através da extragdo em fase sdlida com polimeros
molecularmente impressos e espectrometria de massas por ionizagdo por electrospray, sem
necessidade de separacdo prévia. O método desenvolvido MIP-ESI-MS, apresentou boas

figuras de mérito para os analitos estudados (medazepam, nitrazepam, diazepam,
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clordiazepdxido e midazolam), curvas de calibracdo analitica variando de 10 a 250 pug L™ * (r
> 0,98), com limite de quantificacio <10 ug L™ 1, precisdo e exatiddo aceitaveis®.

3.6 DETERMINACAO DE ANTI-HELMINTICOS EM AMOSTRAS COMPLEXAS
UTILIZANDO A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

O controle de qualidade dos alimentos de origem animal quanto a presenca de residuo
de medicamentos veterinarios é crucial na questdo da seguranca toxicoldgica alimentar. Para
tanto, faz-se necessario o desenvolvimento e avaliagcdo de métodos analiticos com sensibilidade
e seletividade adequadas para identificar e quantificar eventuais residuos dessas substancias
gue possa estar presentes nos alimentos destinados ao consumo humano. A analise desses
compostos demanda cuidados para que os resultados obtidos sejam de fato confiaveis. Uma das
maiores causas de erros e problemas nesta etapa analitica € a presenca de macromoléculas,
(proteinas, por exemplo) que podem causar problemas nas analises e até mesmo nos
equipamentos. Inclusive as colunas analiticas utilizadas nas andlises por HPLC podem ser
afetadas ao longo do tempo*®.

Usualmente, o preparo de amostras complexas, ricas em proteinas, pelas técnicas
tradicionais como a SPE e a LLE, requerem prévia precipitacdo destas. Ademais, tais técnicas
sdo pouco seletivas, 0 que muitas vezes faz com que os limites de deteccdo e quantificacdo
requeridos para os analitos de interesse nio sejam alcangados'®,

Em relagdo a determinacdo de anti-helminticos benzimidazdlicos em matrizes
complexas como o leite, alguns métodos séo relatados na literatura. Na SPE, cartuchos de
polipropileno preenchidos com C18 (silica quimicamente modificada com adicdo de
grupamentos octadecila) ou C8 (silica quimicamente modificada com adicdo de grupamentos
octila) sdo utilizados. A etapa de eluicdo, costuma ser realizada empregando-se uma alta
quantidade de solvente organico, devido ao carater hidrofébico dos analitos. Para a analise
desses compostos em alimentos, 0 método QUEChERS (rapido, facil, barato, eficaz, robusto e
seguro) também vem sendo empregado™®.

Porto e coautores (2019), determinaram a presenca de anti-helminticos em leite de
cabras tratadas a base de ivermectina, moxidectina, levamisol e albendazol durante alguns dias.
Os residuos de anti-helminticos foram extraidos utilizando o método QUEChERS e a
determinacdo foi realizada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-

MS). Boas figuras de mérito foram alcancadas, como ampla faixa linear, preciséo e exatiddo
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adequadas. Todos os anti-helminticos pesquisados encontravam-se em niveis abaixo do limite
maximo recomendado®,

Lourenco e coautores (2020), tiveram como objetivo determinar a constituicdo
microbiologica e residuos de anti-helminticos em leite cru e em queijos produzidos no sul da
Irlanda. Os anti-helminticos avaliados foram benzimidazéis, flucicidas, lactona macrociclica
(avermectina e milbemicinas), levamisol e morantel. Para isso, 0s possiveis residuos foram
isolados em acetonitrila usando sulfato de magnésio e cloreto de sdédio como agentes secantes,
seguido por centrifugacdo. O extrato obtido apds algumas etapas foi concentrado em
dimetilsulfoxido para garantir que os analitos estivessem na solugdo e foi posteriormente
injetado em UHPLC-MS/MS. Porém residuos desses medicamentos ndo foram detectados nas
amostras'?’.

Para a determinacdo de dezenove anti-helminticos em aguas ambientais, Yimen e
coautores (2020), utilizaram extracdo liquida pressurizada (PLE) e extracdo em fase solida
(SPE) juntamente com cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massa em
tandem (UHPLC-MS/MS). Para determinar as condicdes 6timas de extracdo foram avaliados
pH, onze cartuchos de SPE e diferentes solventes de elui¢do. Os autores foram os primeiros a
determinar 19 anti-helminticos e encontraram concentragdes da ordem de ng L™, abaixo dos
limites permitidos!®.

Outro trabalho encontrado recentemente na literatura, para determinacdo de anti-
helminticos em amostras complexas, foi realizado por Bustamante- Rangel e co-aurores
(2022). Eles desenvolveram um método de extracdo QUEChERS para a analise de drogas anti-
helminticas em leite de vaca integral, semidesnatado e desnhatado e leite de cabra. A
determinacdo foi feita por Espectrometria de massa em tandem acoplada a cromatografia
liquida (LC-MS/MS). O método proposto, em compara¢do com outros métodos, apresentou alta
sensibilidade para a determinacdo de anti-helminticos em amostras de leite, em niveis de

concentragdo bem abaixo dos valores do limite maximo de residuos (LMRs) estabelecidos®.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os reagentes e equipamentos utilizados na parte experimental deste trabalho estdo

detalhados a seguir.

4.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

As sinteses dos polimeros foram realizadas empregando os reagentes MAA 99%,
EGDMA 98%, A4-CA, MBZ e GMA (97%) - todos adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha). Para selecionar particulas de 75 a 106 ym tamises de varias malhas foram usados.

Cloroférmio grau HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi usado como solvente na
sintese. Metanol e acido acético (ambos da Merck, Darmstadt, Alemanha) foram usados durante
as etapas de lavagem do polimero. Para a limpeza dos polimeros utilizou-se o sistema de vacuo
Manifold, bomba a vacuo (Millipore, Bedford, EUA), banho de ultrassom (Unique, Indaiatuba,
Brasil), centrifuga NT-811 (Nova Técnica, Piracicaba, Brasil), estufa 310/1 (Fanem, Bangalore,
india) e espectrofotdometro digital UV-VIS (Prolab, S&o Paulo,Brasil).

Para o recobrimento do RAMIP utilizou-se BSA adquirida da Sigma-Aldrich (Sant
Louis, EUA), bem como glutaraldeido 25% e borohidreto de sodio 98%, ambos adquiridos da
Vetec (Sant Louis, EUA). Todas as solu¢des foram preparadas empregando-se agua ultrapura,
proveniente de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q® (Millipore®, Bedford, EUA), com
resistividade de 18,2 MQcm.

Solugdes estoque de albendazol (ABZ) e mebendazol (MBZ) foram preparadas na
concentragido de 100,0 mg L™ em metanol de grau HPLC e armazenadas em frascos ambar.
Solugdes de trabalho variando de 10,0 a 200,0 ug L™t foram preparadas diariamente pela
diluicdo das solucdes estoque em metanol. Metanol e &cido férmico (Biotec, Londrina, Brasil)
foram usados para preparar as fases mdveis para analise on-line. Amostras de leite foram
coletadas em mercados locais em Alfenas-MG, Brasil, e foram refrigeradas a -20 °C para
armazenamento.

Para a construcdo das isotermas de adsorcéo utilizou-se agitador de tubos (Fanem,
Bangalore, india), tubos de ensaio, solucdo estoque de mebendazol de 100 pug mL™, metanol
grau HPLC e filtros de 0,45 um.

Os testes de exclusdo de proteinas e o estudo de cinética e isoterma de adsorcdo foram
realizados utilizando um sistema de cromatografia liquida da Agilent Technologies composto
por uma bomba quaternéaria (G1311B/C), uma coluna analitica LiChrospher® 60 RP-select B
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LiChroCART® (250x 4 mm x 5 um) e detector UV acoplado a um detector de arranjo de diodos
(G4212B).

As analises diretas foram realizadas em um equipamento LC-MS 8030 da Shimadzu®
(Kyoto, Japéo). O sistema foi acoplado a um analisador triplo quadrupolo usando uma fonte de

ionizag&o por electrospray.

4.2 SINTESE E REVESTIMENTO DOS POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS
DE ACESSO RESTRITO (RAMIP-BSA)

A sintese do RAMIP foi realizada pelo método in bulk®16. Acido metacrilico (MAA),
solucdo de mebendazol, etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) e 4,4 - Azobis (4- acido
cianovalérico) (A4-CA) foram usados, respectivamente, como monémero funcional (MF),
template, agente de ligacdo cruzada (ALC) e iniciador radicalar (IR). O cloroférmio foi usado
como solvente e o glicidil metacrilato (GMA) como co-mon6mero hidrofilico. Inicialmente,
adicionou-se em uma ampola de sintese, o template (1 mmol), MF (4 mmol) e o solvente (10
mL) que foram levados ao ultrassom por 5 min. Posteriormente, a solucdo foi borbulhada com
N2 durante 10 min. Decorrido esse tempo, adicionou-se o ALC (16 mmol), IR (50 mg) e 0o GMA
(8,0 mmol) e foram repetidos o processo do ultrassom e borbulhamento com N.. Apds a
remoc&o do O2 do meio reacional, o recipiente foi lacrado e levado ao banho de 6leo a 80°C por
24 hrs. A sintese do RANIP (polimero molecularmente ndo impresso de acesso restrito) foi
realizada de maneira analoga, mas sem a presenca do mebendazol (template), para fins de
estudos futuros de seletividade. Decorrido o tempo de sintese, houve a formagdo do mondlito
que foi triturado em gral, tamisado e selecionou-se particulas de 75 a 106 um. O material foi
lavado com solucdo de metanol:acido acético glacial (9:1) até remocdo completa do template,
processo que foi monitorado por espectrofotometria e posteriormente, seco em estufa — 70 °C -
por 12 hrs.

Para que houvesse a formacdo da barreira hidrofilica, foi necessaria a abertura do anel
epoxido do GMA®, Para isso, foram pesados 500 mg de material lavado e a essa massa
adicionou-se 25 mL de uma solucdo de &cido perclorico 10% v/v. As suspensdes foram
colocadas em tubos de vidros e deixadas em agitacdo — 200 rpm — por 24 hrs. Apos esse periodo,
o material foi lavado até pH neutro e levado a estufa — 70 °C - por 12 hrs.

Os polimeros foram recobertos com BSA de acordo com a metodologia proposta por
Moraes et al. (2013)%. Usou-se 500 mg de RAMIP e RANIP e ambos foram colocados,
separadamente, em cartuchos de polipropileno e acoplados ao manifold. Foram percolados 20
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mL de BSA 1% em tamp&o fosfato (0,05 mol L*; pH 6,5). O processo de revestimento é
representado na Figura 10. Posteriormente, foram adicionados 5 mL de uma solugdo de
glutaraldeido 25% (v/v) que foram deixados em contato com o material durante 5 hrs, a fim de
promover o entrecruzamento das moléculas de albumina. Apos esse tempo, adicionou-se 10 mL
de uma solugéo de borohidreto de sodio 1% (m/v) com o objetivo de estabilizar a rede proteica.
Os polimeros foram lavados com agua para remocao completa de reagentes e, por fim, eles
foram deixados na estufa a 70 °C por 12 hrs.

Um polimero ndo impresso restrito a ligagdo de macromoléculas, de superficie recoberta
com albumina (RANIP-BSA), também foi obtido da mesma forma, mas com a auséncia da
MM.

Figura 10 — Esquema generalizado para sintese dos polimeros e revestimento com a BSA
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Fonte: Do autor, 2023.

4.3 CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

4.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

As analises no infravermelho para os materiais sintetizados (RAMIP-BSA, RAMIP e
RANIP) foram realizadas em um espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier-
FT-IR (modelo Affinity-1S, Shimadzu®) em modo ATR (Reflexdo Total Atenuada), com
resolucéo espectral de 4 cm™, localizado no Nucleo de controle de qualidade (NCQ), UNIFAL-

MG. Os espectros monitoraram a faixa de 4000 a 400 cm™ (32 scans).
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4.3.2 Analise Termogravimétrica

Para as analises termogravimétricas utilizou-se um analisador termogravimétrico
modelo SDT Q600 (TA Instruments, New Castle, EUA), localizado no Laboratorio
Interdisciplinar de Quimica (LablQ). A massa das amostras foi de aproximadamente 10 a 15
mg (colocadas em cadinho aberto), que foram submetidas a uma variagédo de temperatura de 25
a 1100 °C, sob fluxo de nitrogénio de 100 mL min™. A massa das amostras foi continuamente
mensurada em func&o da taxa de aquecimento de 10 °C mint. Com os resultados obtidos, curvas
de decaimento de massa e curvas da primeira derivada (DTG) (ug min™t) em funcio da

temperatura puderam ser construidas.

433 BET

As éreas superficiais foram determinadas utilizando a equacdo BET (Brunauer-Emmett-
Teller) e as distribuicdes de tamanho dos poros foram obtidas de acordo com o método Barret-
Joyner-Halenda (BJH) aplicada aos dados de adsorcao. A analise adsortiva de N2 utilizou uma
massa de aproximadamente 0,0110 g e o tempo registrado foi de 75 min, utilizando o
equipamento Micromeritics, modelo ASAP 2020 (Norcross, GA, EUA).

4.3.4 Microscopia eletronica de varredura

As microscopias eletronicas de varredura (MEV) foram realizadas na Universidade
Federal de Sdo Carlos (UFSCar), utilizando um Microscopio Philips XL-30, MEV-FEG (Field
Emission Gun). O equipamento foi configurado para operar a 10 a 25 keV, spot 4 e distancia
de 5 mm. Para a preparacdo das amostras, uma pequena quantidade de pé foi adicionada em um
tubo de eppendorf contendo 2 mL de isopropanol. Essas amostras foram ent&o colocadas em
um banho de ultrassom por 10 minutos para desagregar as particulas. Posteriormente, utilizando
uma micropipeta, uma gota da suspensao foi depositada sobre um substrato de silicio com area
de 5 mm x 5 mm, previamente colado no suporte utilizando fita dupla face de carbono. Antes

da analise, as amostras foram secas em uma estufa a 40 °C por 12 horas.

4.3.5 Seletividade do RAMIP-BSA versus RANIP-BSA
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A avaliacdo da seletividade baseou-se na capacidade de retengdo da molécula molde
(MB2Z) por RAMIP-BSA e RANIP-BSA. O sistema de analise direta sob condic¢Bes otimizadas
foi utilizado para a extracdo online de solucdes de leite enriquecida com MBZ nas
concentragdes de 10,0, 75,0 e 125,0 pg L1 Os resultados foram avaliados em relagdo a
intensidade dos sinais analiticos obtidos, sendo assim, uma maior intensidade indicava maior

capacidade do material em reter o mebendazol.

4.4 EMPACOTAMENTO DA COLUNA

Aproximadamente 25 mg do polimero a ser avaliado foram acondicionados em uma pré-
coluna de HPLC (10x4,6 mm de diametro interno) entre 2 filtros para evitar perda de material.
As colunas foram usadas para avaliar a capacidade do material sintetizado em eliminar
macromoléculas, na avaliagdo da seletividade e no sistema de analise direta de MBZ e ABZ. A
Figura 11 mostra a pré-coluna preenchida com RAMIP-BSA.

Figura 11 — Coluna com RAMIP-BSA

Fonte: Do autor, 2023.

4.5 ESTUDO DE ELIMINACAO DE MACROMOLECULAS

Para avaliar a capacidade de eliminagdo de macromoléculas (proteinas), inicialmente,
20 pL de solugdo padréo de caseina de 1 mg mL, preparada em tampéo fosfato 0,01 mol L,
pH 6,5, foram injetados em um HPLC sem a presenca de qualquer coluna, tendo como fase
movel a solucdo tampao fosfato 0,01 mol L2, pH 6,5, na vazdo de 1,0 mL min. O sinal

analitico foi monitorado por um detector UV-Vis em 276 nm (comprimento de onda de
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absorcdo maxima da caseina)!'®. Sendo assim, pode-se considerar que a area do pico obtido
correspondia a 100% de caseina que chegou ao detector.

Em seguida, 25 mg de cada material (RAMIP-BSA e RAMIP) foram colocados,
individualmente, em uma pré coluna de HPLC e esta foi colocada no percurso analitico.
Novamente foram injetados 20 puL do padrdo de caseina, sob as mesmas condi¢des descritas
anteriormente. A é&rea do pico obtido nestas condi¢gdes, usando como material de
empacotamento o RAMIP-BSA, foi empregado para avaliar o percentual de caseina eluido do
RAMIP-BSA por meio de comparagdo com o pico correspondente a 100% de caseina, sem a
presenca da coluna. A mesma comparacdo foi feita quando a coluna foi preenchida com
RAMIP.

De forma semelhante ao teste de exclusdo de macromoléculas com a caseina, realizou-
se 0 mesmo procedimento para se avaliar a exclusdo de BSA. Neste sentido, solucdes de BSA
preparadas em uma concentracdo de 44,0 mg mL™? em tampéo fosfato 0,01 mol L?, pH 7,5
foram analisadas, utilizando como fase movel a solucéo tampao fosfato 0,01 mol L%, pH 7,5,
vazdo de 1,0 mL min, enquanto o sinal analitico foi monitorado em 254 nm**!. A Figura 12

demonstra um esquema do sistema utilizado para a realizacdo do teste.

Figura 12 — Sistema cromatografico empregado no teste de exclusdo de proteinas
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Fonte: Do autor, 2023.

4.6 ESTUDOS DE CINETICA E ISOTERMA DE ADSORCAO

Para o estudo de cinética de adsorcdo, adicionou-se em 10 mg de RAMIP-BSA e 1 mL
de solucio de mebendazol na concentragéo de 2,0 mg L, preparada em metanol grau HPLC, a
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diferentes tubos de ensaio, individualmente. Cada tubo foi agitado por tempos distintos, sendo
eles 1, 5, 10, 15, 30 e 45 min. Posteriormente, eles foram centrifugados a 900 rpm por 1 min e
0 sobrenadante foi filtrado em membrana 0,45 pum e 20 pL dessa solucdo foram injetados em
HPLC, equipado com uma coluna analitica LiChrospher® 60 RP-select B LiChroCART®
(250x 4 mm x 5 um) e detector UV em 249 nm, utilizando metanol e 4gua Milli-Q (60:40) como
fase movel, em modo isocratico e 1 mL min-! de vazdo. A massa de mebendazol adsorvida nos
10 mg de material foi calculada pela Equagio 1: Co e Cf (mg L) sdo as concentracdes iniciais
e de equilibrio, respectivamente, V (L) o volume da solucéo, e m (mg) é a massa do sorvente.
Todos os tempos foram avaliados em triplicata.

Equacdo (1):

(Co-cf) v
m

Em relacéo as isotermas de adsorcdo, adicionou-se em 10 mg de material e 1 mL das

qe =

solucdes de mebendazol, preparadas em metanol grau HPLC, nas concentracdes de 1,0; 5,0;
10,0; 25,0; e 50,0 mg L em diferentes tubos de ensaio, individualmente. Os tubos foram
agitados por 5 min. Posteriormente, eles foram centrifugados & 900 rpm por 1 min e o
sobrenadante foi filtrado em membrana 0,45 pum e 20 pL foram injetados em HPLC, com coluna
analitica LiChrospher® 60 RP-select B LiChroCART® (250x 4 mm x 5 um) e detector UV em
249 nm, utilizando metanol e agua Milli-Q (60:40) como fase mdvel e ImL min'1. A massa de
mebendazol adsorvida nos 10 mg de material foi calculada pela equacdo 1. Todas as
concentracOes foram feitas em triplicata. Os dados obtidos nos estudos de cinética e isoterma
de adsorcdo foram avaliados segundo os modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda
ordem, ordem fracionaria e quimissorcdo (Elovich) para os estudos de cinética e os modelos de
Langmuir, Freundlich, Sips, Toth e Redlich-Peterson para as isotermas. Os critérios de
avaliagdo se basearam nos valores de R? e fungéo erro (Feror), calculada pela Equagio 2, sendo
n € o nimero de experimentos, p € o numero de parametros do modelo, gi,exp € o valor de g
medido experimentalmente e qi,tedrico é o valor de g previsto pelo modelo.

Equacdo (2):

1
n—p

n
Ferror = ( )E(qi, exp — qi,tedrico)?
i
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4.7 PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

Amostras de leite UHT foram adquiridas em mercados na cidade de Alfenas-MG. Para
as analises, foram utilizadas 10 mL de leite que foram introduzidos em um tubo de centrifuga
de 15 mL e em seguida foram adicionados 200,0 uL de solugdo de acido formico 85% (m/m),
resultando em pH da amostra de 3,0. Posteriormente os tubos foram centrifugados a 4000 rpm
e 0 sobrenadante foi coletado, filtrado e analisado pelo sistema de analise direta. Para confirmar
a auséncia de MBZ e ABZ nas amostras de branco, elas foram inicialmente submetidas a testes

usando o método desenvolvido.

4.8 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE

Inicialmente, foram otimizados os parametros de espectrometria de massas em tandem
(MS/MS) para a detecgdo dos ions dos analitos e em seguida, procedeu-se a otimizacdo dos

parametros de extracdo on-line.

4.8.1 Otimizacéo das condi¢cbes MS/MS

As analises foram conduzidas em um espectrémetro de massas em tandem equipado
com um analisador do tipo triplo quadrupolo e uma fonte de ionizacdo por electrospray (ESI).
A otimizagdo dos pardmetros MS/MS foi realizada por meio da injecdo direta de solucgdes
padrdo dos analitos, na concentracdo de 1,0 ug L™1. A fase movel utilizada foi uma solugdo de
MeOH com 1% de é4cido formico. A taxa de fluxo foi de 0,3 mL min™! durante a analise. O
volume de injecdo foi 1 uL. Todas as analises foram realizadas na auséncia de uma coluna
cromatografica.

Os parametros especificos de cada analito, como as transi¢es m/z, a voltagem do cone
e a energia de colisdo, foram ajustados manualmente para aumentar a intensidade do sinal
analitico. Os demais parametros de operagdo também foram ajustados como as temperaturas da
interface e do bloco de aquecimento e as taxas de fluxo dos gases de nebulizagdo e secagem.

Os arquivos de dados foram adquiridos utilizando o programa de software LabSolutions®.

4.8.2 Otimizacdo dos parametros de extracédo on-line
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A otimizagdo dos pardmetros de extracdo on-line, apresentados na Tabela 1, foi
conduzida utilizando um pool de amostras de leite com adicdo de MBZ e ABZ na concentragéo
de 100,0 pg L*. Os objetivos dessa etapa foram determinar as melhores condicdes de extracéo
que proporcionassem maior sinal analitico, expresso como a area do pico gerado e menor tempo
de analise.

As variaveis analisadas, de forma univariada, foram: pH padrdo/amostra, tempo de
extracao, taxa de fluxo da fase movel, composicbes das fases de condicionamento (MPA) e
eluicdo (MPB), diluicdo da amostra e volume de injecdo. As condicdes iniciais adotadas foram
as seguintes: pH padréo/amostra sem ajuste, tempo de extracdo de 3.5 minutos, taxa de fluxo
da fase movel de 0,1 mL min™, 4gua e metanol como MPA e MPB, respectivamente, sem

dilui¢do da amostra e volume de inje¢ao de 100 pL.

Tabela 1 — Parametros avaliados para a otimizacdo das condi¢des de extracao

Parametros | Condicdes estudadas
pH 3;7e9
Tempo de extracio 3,5;4,0;4,5e5,0 mL min?
Fluxo da fase movel 0,1-0,5mL mint
Composicdo MPA Agua: Tampao fosfato
- Metanol
Composicao MPB Metanol: Acido formico 1%
Diluicao 1:1;1:2,1:3, 1:4 e 1:5 (viv)
Volume de injecdo 10 - 100 pL

Fonte: Do autor, 2023.

4.9 VALIDACAO ANALITICA

Os seguintes parametros analiticos foram avaliados: linearidade, sensibilidade, preciséo,
exatidao, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e seletividade. Para tal um pool
de amostras de leite (livres dos analitos) enriquecidas com padrdes de MBZ em diferentes niveis
de concentracdo sendo 15,0, 30,0, 45,0, 60,0, 75,0 e 125,0 ug L™t e ABZ nas concentragdes de
10,0, 30,0, 45,0, 60,0, 75,0 e 125,0 pug L foram utilizados.

4.9.1 Linearidade
Para avaliar a linearidade do método, foram construidas curvas analiticas em

sextuplicata, representando os valores das areas em fungédo das concentragcbes nominais dos

analitos.
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Para cada farmaco, utilizou-se a curva de calibracdo para confirmar a relacéo entre o0s
valores plotados nos eixos x e y. Por meio da regresséo linear, determinou-se a equacéo linear
e o coeficiente de correlacdo (r). A linearidade do método foi considerada adequada quando o
valor de r obtido a partir das curvas admitidas fosse maior ou igual a 0,99, indicando uma forte
correlacdo entre as concentracfes dos analitos e as areas como reposta do sinal analitico. Isso
demonstra a capacidade do método de produzir resultados precisos e confiaveis em uma ampla

faixa de concentragdes dos farmacos analisados.
4.9.2 Preciséo e exatidéo

A precisdo e a exatiddo do método intra-ensaio (no mesmo dia) e inter-ensaio (em dias
consecutivos) foram avaliadas em sextuplicata (n=6), utilizando amostras de leite enriquecidas
com os anti-helminticos em concentragdes de 10,0; 60,0 e 125,0 ug L™ para o ABZ e 15,0; 60,0
e 125,0 pug L™ para 0 MBZ. Essas analises foram realizadas para verificar a consisténcia e a
confiabilidade do método ao longo do tempo e em diferentes execucdes.

A precisdo do método foi avaliada através do calculo do coeficiente de variacdo (CV)
(Equacédo 3), enquanto a exatidao foi determinada utilizando o Erro Padrdo Relativo (EPR,
Equacdo 4). O método foi considerado preciso e exato quando os valores de CV e EPR foram
inferiores ou iguais a 20% para o limite de deteccdo (LQ) e menores que 15% para as demais
concentracdes avaliadas. Esses critérios rigorosos asseguram que as medicdes realizadas sdo
confidveis e estdo dentro de faixas aceitaveis de erro, garantindo a precisao e a exatiddo das
analises'?.

Equacéo (3):
cV = ( Desvio padrio ) *100%

Concentrag¢ido média experimental

Equacdo (4):

Concentracio média experimental—valor nominal
EPR = ( ; P ) * 100%

Valor nominal

4.9.3 Limites de quantificacdo e deteccao

O limite de quantificagdo (LQ) é uma medida que representa a menor concentracao de
analito que pode ser medida com exatiddo e precisdo aceitaveis pelo método analitico.
Normalmente, o LQ é determinado a partir do padréo de calibragdo com a menor concentragéo
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e é utilizado para determinar a menor quantidade de analito que o método é capaz de quantificar
com confiabilidade, garantindo resultados precisos e confiaveis. Nesse trabalho, o LQ foi
determinado como a menor concentracdo quantificada com precisao e exatiddo adequadas.

Por outro lado, o limite de detec¢do (LD) corresponde a menor quantidade de analito
que pode ser detectada pelo método, mas ndo necessariamente quantificada com precisdo. O
LD representa o nivel de concentracdo em que o sinal analitico é distinguivel do ruido de fundo,
porém, ndo é suficientemente preciso para ser quantificado com a mesma confiabilidade do LQ.
Nesse trabalho, o LD foi calculado a partir da relacdo sinal/ruido, sendo estipulado como trés
vez o0 valor dessa relacéo.

Ambos, LQ e LD, sdo parametros importantes na validacdo de métodos analiticos, pois

definem a capacidade do método de detectar e quantificar baixas concentracdes de analitos.

4.9.4 Seletividade

Nesse trabalho também foi estudado a capacidade do método de identificar de maneira
precisa e inequivoca os analitos, mesmo na presenca de outros componentes presentes na
amostra que possam interferir na sua determinagdo. A seletividade foi avaliada observando a
presenca ou auséncia de picos nos mesmos tempos de retengdo dos analitos quando uma

amostra de branco foi analisada.

4.10 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

O método otimizado e validado foi aplicado na analise de 5 amostras de leite
provenientes de diferentes supermercados e laticinios da cidade de Alfenas, Minas Gerais. As
amostras foram armazenadas em frascos de vidro ambar de 100 mL e mantidas refrigeradas até
0 momento da extracdo. Esse procedimento permite a preservacdo das propriedades das

amostras e a integridade dos analitos durante o periodo de armazenamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nessa sessdo serdo expostos todos os resultados obtidos até 0 momento com as devidas

discussoes.

5.1 SINTESE DOS POLIMEROS

Os polimeros foram obtidos pelo método in bulk®°4. A escolha do método se deve
principalmente pela simplicidade da realizacéo da sintese e por se tratar de sistemas de extracéo
em, ndo havendo necessidade de particulas extremamente uniformes.

Durante o processo de religacdo entre um MIP e os analitos alvo, interacdes
intermoleculares como interacdo eletrostatica, ligacdo de hidrogénio, dentre outras, ocorrem
entre 0 MF e a MM. Assim, a escolha do MF se baseia nas propriedades dos analitos.
Considerando que o MBZ (MM) e o ABZ, analitos de interesse, sdo bases fracas (compostos
heterociclicos aromaticos que consistem na fusdo do anel benzénico e do imidazol) a interacao
eletrostatica entre eles e o &cido metacrilico (MF) pode ser favorecida com o controle do pH do
meio, o que justifica a escolha do monémero?,

A adicéo do agente de ligagéo cruzada (EGDMA\) apresenta fungdes como: controle da
morfologia da matriz, estabilidade do sitio de liga¢do impresso, estabilidade mecéanica a matriz
do polimero, fornece o aumento do numero de cavidades efetivas e minimiza o nimero de
cavidades com configuracdo ndo complementar a MM. Neste sentido o EGDMA ganha
destaque, pois proporciona a formacdo de polimeros térmica e mecanicamente estaveis e
permite a rapida transferéncia de massa'®®.

O iniciador radicalar (A4-CA) sofre quebra homolitica em sua estrutura por meio do
aquecimento, e gera radicais que sdo responsaveis por iniciar a polimerizacdo. O cloroférmio
utilizado como solvente, ndo interfere na formacdo do complexo MF-MM. Ele também é
responsavel pela morfologia, porosidade e a area da superficie do polimero!®3,

Finalmente, para realizar a modificacdo quimica da superficie do MIP e obter um
material de acesso restrito chamado RAMIP, optou-se por incorporar 0 cO-mondmero
hidrofilico GMA. Essa abordagem ja foi previamente relatada na literatura e foi eficaz para esse
propdsito!. Apés a polimerizagdo, o mebendazol foi retirado da matriz polimérica através de
lavagem com uma solugdo de metanol:&cido acético numa proporcdo de 9:1. Durante esse
processo, a remocdo do mebendazol foi acompanhada por meio de espectrofotometria, com

leituras realizadas em comprimento de onda especifico de 249 nm, o qual corresponde a
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méaxima absorcdo do mebendazol nessa faixa, conforme apresentado na Figura 13. Como
resultado da etapa de lavagem, foram revelados sitios de ligacdo seletivos que possuem tamanho

e forma complementares a molécula-alvo (MM).

Figura 13— Espectro de varredura do padrdo de MBZ na concentragdo de 10 mg L™
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Fonte: Do autor, 2023.

A proxima etapa foi a abertura do anel epoxido do GMA com o auxilio do acido
perclorico, sendo essa abertura responsavel pela criacdo de uma camada hidrofilica e obtencéo
do RAMIP. Como relatado em SANTOS et al. (2015), a adicdo de co-mondmeros hidrofilicos
garante uma protecdo contra a adsor¢do de proteinas, mas essa protecdo € somente cerca de
87%*°. Sendo assim, para garantir taxas proximas a 100% de eliminacéo de proteinas, foi feita
a adicdo de mais uma camada hidrofilica, por meio do recobrimento com BSA.

Nesta etapa, apds a adsorcdo da BSA na superficie do polimero, o glutaraldeido é usado
para entrecruzar as moléculas da proteina, fazendo com que seus grupos aldeidos se liguem aos
grupos aminas da BSA (ligacdo de BSA com BSA) e formem uma céapsula/pelicula sobre o
material. Na figura 14 estdo representadas as reacdes que ocorrem entre a BSA e o
glutaraldeido. Como a interacéo entre a BSA e o glutaraldeido resulta na formacao de iminas,
compostos pouco estaveis, utiliza-se uma solucao de borohidreto 1% para reduzi-las a aminas,

gue sdo compostos estaveis.
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Figura 14 — Reac0es quimicas envolvidas no revestimento do RAMIP com BSA
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Fonte: Do autor, 2023.

A etapa 1 representa a reacao que ocorre entre 0 grupamento amina da BSA e o aldeido
do glutaraldeido. Na etapa 2 € representada a reacdo entre o aldeido livre do complexo BSA-
glutaraldeido e o grupo amina de outra molécula de albumina, o que permite a formacéo da rede
de BSA em volta do RAMIP. Por fim, a etapa 3 representa a conversao das iminas em aminas

com a adi¢édo do borohidreto.

5.2 CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

A caracterizacdo dos materiais obtidos foi feita inicialmente por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). A Figura 15 apresenta os espectros de
infravermelho do RAMIP e RAMIP-BSA. A semelhanca entre os espectros na regido do
infravermelho se deve a sobreposicdo de bandas devido a grande variedade de ligagdes
quimicas em ambos os materiais que absorvem na mesma regido. Entretanto, pode-se observar
algumas diferencas sutis, discutidas abaixo.

Em ambos os espectros (RAMIP e RAMIP-BSA), observa-se uma banda larga em torno
de 3500 a 3000 cm™, caracteristica de estiramento de O-H de 4cido carboxilico, ndo muito
intensa devido a formacéo de ligacdes de hidrogénio intermoleculares, proveniente do MAA.
Pode-se também observar uma banda na regido de 1700 cm™, correspondente ao estiramento
de C=0 referente a carboxila (COOH) e uma banda entre 1670 a 1640 cm™ proveniente do

estiramento de grupos vinila C=C, presentes no MF e no EGDMA. Além disso, uma banda
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caracteristica de estiramento de C-O de acido carboxilico de 1300 a 1200 cm™ e uma banda
caracteristica de deformacao angular de O-H de 4cido carboxilico a 940 cm™.

No processo de revestimento do RAMIP com a proteina ha a formacao de uma rede de
BSA no material que correspondem as bandas de vibracGes de estiramento das ligacdes C-N.
No entanto, no espectro de FT-IR do RAMIP-BSA, as bandas correspondentes as vibracdes de
estiramento das ligagdes C-O (1300 a 1200 cm™) e C=0 (1700 cm) foram menores, em relagéo
as demais bandas, provavelmente a obstrucdo dos grupos hidroxila e carbonila, presentes
principalmente no GMA e no EGDMA, causada pelo revestimento com a BSA. Além disso, a
maior intensidade da banda em torno de 1670 a 1640 cm™ pode ser devido a um estiramento
C=N da BSA que se sobrepde ao estiramento C=C vinilico do RAMIP, sugerindo novamente a
presenca da BSA.

Figura 15 — Espectros de infravermelho do RAMIP e RAMIP-BSA
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Fonte: Do autor, 2023.

Representados na Figura 16, os espectros de FT-IR dos polimeros RAMIP e RANIP,
sdo praticamente idénticos, pois possuem 0S mesmos grupamentos quimicos. Como a
metodologia de sintese de RAMIP e RANIP é a mesma, exceto pela auséncia da MM na sintese
do RANIP. Assim, a semelhanca dos espectros de RANIP e RAMIP demonstra que o farmaco
foi realmente eliminado na fase de lavagem de RAMIP.
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Figura 16 — Espectros de infravermelho do RAMIP e RANIP
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Fonte: Do autor, 2023.

As bandas caracteristicas dos mondémeros utilizados na sintese e que podem ser
visualizadas nos polimeros RAMIP e RANIP sdo aquelas correspondentes a utilizacdo do
EGDMA e MAA, na regido de 1700 cm™, correspondente ao estiramento de C=0 do grupo
éster e carboxila do acido e de 1200 a 1300 cm™ caracteristica de estiramento de C-O de écido
carboxilico.

Além disso, as bandas na regido entre 3500 a 2400 cm* de estiramento de O-H de 4cido
carboxilico e as bandas entre 3000 a 2900 cm de estiramento C-H foram observadas em baixa
intensidade uma vez que as bandas caracteristicas do grupo éster presentes em EGDMA e GMA
foram predominantes nos espectros de RAMIP e RANIP. Isto pode ser devido a formagéao de
ligacGes de hidrogénio intermoleculares que ocorrem entre as cadeias de polimeros, diminuindo
a intensidade das bandas de estiramento de O-H. Além disso, os monémeros de reticulacédo
EGDMA e GMA estdo em excesso em relacdo ao mondmero funcional MAA, predominando
assim as bandas caracteristicas de ésteres.

Os polimeros também foram caracterizados por analise termogravimétrica. As curvas
de perda de massa e a DTG para RAMIP e RAMIP-BSA estdo demonstradas na Figura 17. Por
meio dessa analise, foi possivel avaliar a estabilidade térmica de cada polimero e a eficacia do
revestimento do RAMIP-BSA.
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Figura 17 — Curvas de perda de massa para RAMIP (A) e RAMIP-BSA (B)
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Fonte: Do autor, 2023.

Ao analisar as curvas de perda de massa, é possivel observar um evento endotérmico
em torno de 100 °C para ambos os materiais, referente a perda de massa de umidade e
compostos ndo reagidos durante a sintese dos materiais. Além disso, foram observados dois
eventos exotérmicos a aproximadamente 400 e 600 °C, correspondentes a degradacdo das
cadeias poliméricas. No caso do RAMIP-BSA, um evento térmico distinto foi evidente,
indicando a degradacao do revestimento de BSA e confirmando sua integracdo com o0 RAMIP.
Além disso, vale ressaltar que ambos 0s materiais analisados apresentaram elevada estabilidade
térmica.

A érea superficial especifica, volume e didmetro médio dos poros de cada material
RAMIP e RAMIP-BSA foram determinados usando a analise BET, os resultados obtidos estdao
apresentados na Tabela 2. Ao comparar os resultados, observou-se uma reducdo na &rea
superficial do RAMIP-BSA, provavelmente devido a presenca da BSA. Essa reducdo pode ser
atribuida a presenca da albumina sérica bovina (BSA) como material de revestimento, pois a

BSA é capaz de preencher os espacos vazios entre as particulas do polimero ou cobrir
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irregularidades na superficie, reduzindo assim, a rugosidade e a porosidade do material. Esse
efeito também se estende ao volume dos poros, pois quando a BSA € usada como camada de
revestimento, tem o preenchimento parcialmente ou obstrucéo dos poros existentes, pois a BSA
tem tamanho molecular maior do que os poros do polimero, 0 que permite ocupar 0s espacos
dos poros. No entanto, ao comparar os didmetros médios dos poros, ndo foram observadas
diferencas significativas. Além disso, os resultados confirmam a eficiéncia do revestimento do

material com BSA®,

Tabela 2 — Area superficial especifica, volume e didmetro médio dos poros de cada material
RAMIP e RAMIP-BSA
Polimero | Areasuperficial | Volume do poro (cm3g?) | Diametro

especifica (m?gt) do poro (A)
RAMIP 13,28 0,0097 21,13
RAMIP-BSA 11,76 0,0019 21,16

Fonte: Do autor, 2023.

O MEV ¢ uma técnica de microscopia que permite visualizar a superficie de materiais
em alta resolucdo. No contexto apresentado, utilizou-se para analisar as particulas sintetizadas
e observar a presenca do revestimento com a BSA. O resultado da analise, representado na
Figura 18, ndo demostrou diferencas que podem ser atribuidas a camada de BSA no material
(RAMIP-BSA), entretanto, foi possivel observar que as particulas possuem uma distribuicéo
relativamente uniforme e tamanho médio de 100 um, e que embora a sintese tenha sido feita

pelo método in bulk, elas apresentam certa uniformidade.

Figura 18 — Microscopia eletronica de varredura dos materiais RAMIP (A) e RAMIP-BSA

R s ¢ o 1 . $
AccV Spot Magn AccV SpotMagn Det WD 1 500 um

25.0kV 3.0 63x SE 109 UFSCar- DEMa- LCE - FEG { 100kv 4.0 45x SE 56 UFSCar-DEMa- LCE - FEG
v - 1 \ ? ; > 2 g n

i .

Fonte: Do autor, 2023.
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No teste de seletividade, comparando o RAMIP-BSA com o0 RANIP-BSA, o polimero
impresso mostrou maior adsorcdo de MBZ em todas as concentragcbes testadas:
aproximadamente 41% a 10,0 pg L, 30% a 75,0 ug L™ e 28% a 125,0 pug L, quando
comparado ao polimero ndo impresso. Essa diferenca pode ser atribuida ao fato de que o
polimero RAMIP-BSA foi sintetizado especificamente para interagir de forma seletiva com o
analito de interesse, resultando em uma retengdo mais eficiente e precisa durante a analise. Por
outro lado, o polimero RANIP-BSA, que ndo possui a mesma molécula molde incorporada,
pode apresentar uma menor capacidade de distinguir o analito em meio aos demais
componentes da amostra.

Esses resultados reforcam a importancia da escolha adequada do material sintetizado no
preparo de amostras complexas e amostras em que os analitos encontram-se em baixas
concentracdes, afim de garantir a seletividade necessaria na analise de compostos especificos.

A maior seletividade do polimero RAMIP-BSA é (til para aplicagdes mais precisas e
confiaveis em diversas areas, como andlises farmacéuticas, ambientais e clinicas, onde a
capacidade de separar e identificar os analitos de interesse € fundamental para a obtencédo de

resultados confiaveis e significativos.

5.3 ESTUDO DE ELIMINACAO DE MACROMOLECULAS

Para o teste de exclusdo de proteinas foram utilizados RAMIP e RAMIP-BSA. Os
valores em porcentagem foram obtidos considerando a area do pico obtida a partir da solucdo
de caseina, sem coluna extratora no percurso analitico, como 100%. De forma similar também
foi verificada a capacidade de exclusdo do material RAMIP-BSA quando percolada uma
solucdo de BSA. Os resultados estdo demonstrados na Figura 19, para a caseina e Figura 20,
para a BSA.
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Figura 19 — Grafico obtido quando percolada solucio padréo de caseina 1 mg mL™*
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Fonte: Do autor, 2023.

A eliminacgdo de caseina, foi de 93,4% quando utilizado o RAMIP-BSA, sendo esse
valor suficiente para que o polimero revestido seja utilizado na extracéo direta de farmacos em
matrizes complexas, sem necessidade de etapa de precipitacdo com acidos ou solventes. 1sso
ocorre devido a presenca do recobrimento com BSA que provoca tanto um impedimento
estérico para a adsor¢do de proteinas, quanto uma repulséo eletrostatica quando se trabalha com
o pH superior ou inferior ao ponto isoelétrico da BSA e das proteinas da amostra. Nesse caso,
todas elas estardo carregadas negativamente ou positivamente.

Em relacdo ao RAMIP essa porcentagem € menor, sendo de 79,6%. Embora a presenca
da camada hidrofilica contribua para a ndo adsorcdo das proteinas na superficie, somente ela
ndo é suficiente para uma excluséo satisfatoria das proteinas quando comparada com o material

revestido.
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Figura 20 — Gréfico obtido quando percolada solucio padrdo de BSA 44 mg mL*
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Fonte: Do autor, 2023.

Os resultados obtidos utilizando o material revestido para a exclusdo da BSA foram
altamente satisfatorios, atingindo uma eficiéncia de 98,8%. Isso demonstra que 0o RAMIP-BSA
possui uma excelente capacidade de remover as macromoléculas presentes no leite,
especialmente a BSA, que € uma proteina presente em grande quantidade nesta matriz. Esses
resultados sdo promissores e indicam que o RAMIP-BSA pode ser uma escolha eficaz na

remocdo de proteinas em aplicacdes relacionadas ao leite.

5.4 ESTUDO DE CINETICA E ISOTERMA DE ADSORCAO

A adsorc¢do é uma operacao de transferéncia de massa, na qual se estuda a habilidade de
certos solidos em se acumularem na interface de determinadas substancias. Os dados obtidos
para o estudo da cinética de adsor¢do indicam o tempo necessario para que ocorra o equilibrio
entre o sorvente (polimero) e o analito. De acordo com a Figura 21, o tempo de equilibrio €

estabelecido em 5 min.
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Figura 21 — Cineticas de adsor¢cdo do RAMIP-BSA adequadas aos modelos de pseudo-
primeira ordem, pseudo-segunda ordem, quimissorcao e ordem fracionaria
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Fonte: Do autor, 2023.

Além disso, os dados do teste de cinética podem ser explicados por um modelo
matematico a fim de se entender melhor a interacdo adsorbato-adsorvente. Sendo assim, 0s
modelos aplicados as curvas foram o de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem, ordem
fracionaria e quimissorcdo (Elovich). Para cada modelo testado, avalia-se o ajuste de acordo
com os valores obtidos de R? e fungio erro (Ferror).

Em relaco ao valor de R? quanto mais préximo for de 1,00, maior é a proximidade dos
dados obtidos a linha de regressédo. Ja na funcéo erro, A equacéo correlaciona os dados obtidos
experimentalmente com aqueles calculados apés o ajuste ao modelo, assim quanto menores 0s
valores obtidos, menor a diferenca entre os dados experimentais e teoricos?®,

De acordo com os valores do coeficiente de determinacdo dos modelos, assim como o
Ferror encontrado, representados na Tabela 3, 0 modelo de pseudo-primeira foi 0 que apresentou
melhor ajuste. Esse modelo apresenta bom ajuste aos processos em que sdo utilizadas solucbes
muito diluidas, em que a variacdo da quantidade de soluto adsorvido, com o tempo, é
diretamente proporcional a diferenca entre a quantidade do soluto adsorvida no equilibrio e
guantidade adsorvida em um tempo qualquer. Ainda, pode ser caracterizado como um processo
de fisissorcdo. Ademais, é amplamente utilizado em correlacdes de dados experimentais para

se obter os parametros de adsorcdo, porem ndo fornece uma representacdo eficaz dos dados
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experimentais durante toda faixa de tempo de contato, sendo normalmente aplicado nos estagios
inicias do processo de adsorcao estudado!!’: 118,

Tabela 3 — Parametros cinéticos para adsor¢do de MBZ em RAMIP-BSA ajustado para 0s
modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem, quimissorcdo e
ordem fracionéria

Modelo cinético | Equacéo | ParAmetro | Dados
ge (ng mg™?) 50,538
Pseudo-primeira qt = qe[1 — exp(—k1 t)] ki (min) 1,9256
Ordem R? 0,9755
ge (ng mg™?) 51,220

Pseudo-segunda qt = _Kaqet .
T+ kyqut Kz (min't) 0,1101
Ordem R? 0,9022
Ferror 0,9548
N 3,25
Quimissorgdo qt = % In(n k) + % In(t) K (min™) 0,5730
R? 0,5269
Ferror 2,0711
ge (ng mg?) 50,538
K (min 1) 1,3455
Ordem Fracionaria qt = ge [1 —exp (—k t)"n] N 2,2079
R? 0,9674
Ferror 56,117

Fonte: Do autor, 2023.

Legenda: gt: quantidade de analito adsorvido no tempo t; ge: quantidade de analito adsorvido no equilibrio por
grama de material; t: tempo de contato; ki: constante de velocidade de pseudo-primeira ordem; ko:
constante de velocidade de pseudo-segunda ordem; n: reacdo de ordem fraciondria relacionada ao
mecanismo de adsorg¢éo.

Além da cinética, a adsor¢do também pode ser avaliada quantitativamente através de
isotermas de adsorcdo, que sdo curvas extremamente Uteis para fornecer informacdes sobre o
mecanismo de como o adsorvente efetivamente adsorvera o soluto e a relagdo de equilibrio
entre a concentracdo na fase fluida e a concentracdo nas particulas adsorventes. Também ¢é
possivel estabelecer uma estimativa da quantidade maxima de soluto que o adsorvente
adsorvera.

De maneira analoga ao que foi feito para a cinética de adsor¢do, 0 R? e a Feror foram
usados para verificar o melhor ajuste das isotermas. Os dados experimentais foram ajustados
aos modelos de Langmuir, Freundlich, Sips, Redlich-Peterson e Toth. Foi possivel observar que
o modelo de Sips apresentou o melhor ajuste, visto que o R? foi maior e a Ferror menor, como
pode ser observado na Tabela 4. O equilibrio de adsorg&o ocorreu em torno de 600 ng.mg™* de

material, como pode ser observado na Figura 22.
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Tabela 4 — Parametros das isotermas de adsor¢do de MBZ em RAMIP-BSA adequadas aos

modelos de Langmuir, Freundlich, Sips, Toth e Redlich Peterson

Modelo de Equacéo Parametro Dados

isoterma
gs (ng mg™) 688,35
Langmuir = % KL (minh) 0,7065
R? 0,4948
Ferror 660,79
Kr (ng mg?) (mg LH" 320,90
Freudlich qe = K;C,/™ ne 4,9304
R? 0,2395
Ferror 415,74
gs (ng mg™) 632,98

1/ns
i - AsKsCe Ks (Mg L 264
Sie 0= T (et o2
Ns 20,256
R? 0,9800
Ferror 38,543
Kt 2170,8
Toth _ KtCe At 7,0815
(ar+C)Vt
R? 0,4477
Ferror 202,89
Kr (g LY 1570,2
ar (mg L) 2,3586
Redlich _ KeCe
Peterson " 1+ agrCd 9 (0= g=1) !

R? 0,1882
Ferror 324,19

Fonte: Do autor, 2023.

Legenda: ge: quantidade de analito adsorvido no equilibrio por grama de material; gs: capacidade de saturacéo
tedrica; Ki: constante de afinidade de Langmuir; Ce: concentracdo de analito no equilibrio; Kr e nF:
constante e expoente do modelo de Freundlich, respectivamente; Ks e ns: constante e expoente do
modelo de Sips, respectivamente; KT e At: constantes da isoterma de Toth; t: expoente do modelo de
Toth; Kg e ar: constantes do modelo de Redlich-Peterson; g: expoente do modelo de Redlich-Peterson.

O modelo Sips é uma combinacdo entre os modelos de Langmuir e Freundlich, sendo

utilizado para desviar da limitacdo da concentracdo crescente de adsorbato do modelo de

Freundlich e antever sistemas heterogéneos de adsorcdo. Sendo assim, em altas concentragdes

do adsorbato, 0 modelo prevé uma capacidade de adsorcdo em monocamada caracteristica da

isoterma de Langmuir. J& a adsorcdo em baixas concentracfes do adsorbato é efetivamente

reduzida para isoterma de Freundlich, que indica que a adsorcéo dos analitos se d& sob uma

superficie heterogénea com a formagio de multicamadas**®.
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Figura 22 — Isotermas de adsor¢do do RAMIP-BSA adequadas aos modelos de Langmuir,
Freundlich, Sips, Toth e Redlich Peterson
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Fonte: Do autor, 2023.
55 OTIMIZAQAO DOS PARAMETROS MS-MS

A otimizagdo dos parametros MS/MS foi realizada através da injecdo direta das solugoes
padrdes dos analitos, previamente preparadas em metanol na concentracdo de 1 pug L. Os
pardmetros especificos de cada analito, como as transi¢des de monitoramento de reagao
selecionadas (SRM), energia de colisdo (CE) e a voltagem do cone (CV), foram ajustados de
forma a maximizar a intensidade do sinal analitico, conforme apresentado na Tabela 5. O modo
de ionizacdo positivo foi selecionado para ionizar MBZ e ABZ.

Os critérios de identificacdo incluiram a observacdo simultanea de ambos os fragmentos
de cada molécula, a comparacdo da relacdo entre esses fragmentos com as analises padréo de
MBZ e ABZ, bem como a avaliacdo das abundancias relativas dos fragmentos. As anélises

quantitativas foram conduzidas fazendo uso da transicdo SRM de maior intensidade.
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Tabela 5 — Parametros MS/MS

Analito lon precursor | Fragmentagéo CE CcVv Modo de
(m/z) (m/z) (eV) (V) ionizacao
ABZ 266.0 234.0 -20 -25 ESI*
190.9
159.0
MBZ 296.0 263.9 -22 -17 ESI
105.1

Fonte: Do autor, (2023).

A escolha da ESI como interface € especialmente recomendada para compostos neutros
ou polares, pois permite que essas moléculas sejam protonadas ou desprotonadas em condicdes
de pH apropriadas!?®. Os compostos analisados neste estudo possuem um carater
moderadamente polar, e os resultados mostraram que a técnica de ESI proporcionou alta
sensibilidade durante as analises. Isso ressalta a eficacia da ESI como método de ionizag&o para

esses compostos, permitindo uma deteccdo melhor e precisa nas analises.

5.6 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE EXTRACAO ON-LINE

Para otimizacdo das condic@es de extracdo on-line foi utilizada a capacidade maxima de
empacotamento da coluna com o RAMIP-BSA, sendo de 25 mg, com o objetivo de maximizar
a capacidade extratora da coluna e garantir uma maior quantidade de sitios ativos no material
para uma interacdo apropriada com o analito. Sob essa condicdo, a pressdo do sistema foi
monitorada para evitar sobrecarga indesejada do equipamento.

Apds processamento inicial, o pH da amostra foi avaliado. Os melhores resultados para
ambos os analitos em termos de sinal analitico foram obtidos em pH 3,0. Em pH neutro, houve
uma reducao de 55% na detectabilidade do mebendazol e uma reducéo de 33% em pH basico.
Da mesma forma, para o albendazol, a deteccdo diminuiu 63% em pH neutro e 30% em pH
basico. Essas variacdes podem ser atribuidas a interacdo entre o sorvente e o analito, que é
influenciada pelo pH. Nesse contexto, o pH 3,0 desempenha um papel significativo na ionizacéo
de ambos os analitos por meio da protonacdo e desprotonacdo do sitio de ligagdo do
sorvente?+122,

A composicdo da MPA foi otimizada para condicionar o RAMIP-BSA na coluna e para
carregar a amostra. Essa fase € crucial para preparar o sorvente para receber os analitos alvo,
transporta-los pelo caminho analitico, remover certas substancias interferentes e recondicionar

0 sorvente para analises subsequentes. Foram testadas duas fases: agua Milli-Q e um tampéo
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de fosfato de amonio a 10,0 mM. Os melhores resultados em termos de sinais analiticos foram
obtidos ao usar agua Milli-Q, provavelmente devido a sua neutralidade quimica e auséncia de
ions, tornando-a compativel com a maioria dos polimeros usados no processo de extragéo.

O tempo necessario para extrair os analitos e remover interferentes foi avaliado no
intervalo de 3,5 a 5 minutos, com a melhor preciséo e detectabilidade observada em 4 minutos.
ExtracGes concluidas em 3,5 minutos resultaram em baixa preciséo, possivelmente devido ao
tempo insuficiente para o condicionamento do sorvente, insercdo da amostra e remocao de
interferentes. Aos 4,5 minutos, a detectabilidade dos analitos diminuiu, e o albendazol
apresentou baixa precisdao de 20,97%. Ao estender o tempo de extragdo para 5,0 minutos,
obteve-se boa precisdo, mas os resultados foram semelhantes aos alcangados aos 4,0 minutos
em termos de sinal analitico. Consequentemente, foi determinado que o tempo de extracdo
Otimo de 4,0 minutos, proporcionando uma detectabilidade aprimorada, precisdo e alta
frequéncia analitica.

A taxa de fluxo da fase mdvel desempenha um papel critico na determinacdo da simetria
dos picos, tempo de analise e retencdo/elui¢do do analito. Portanto, foram investigadas taxas de
fluxo variando de 0,3 a 0,6 mL min™t. Os melhores resultados em termos de sinais analiticos
foram obtidos a 0,3 mL min™. No entanto, ndo houve reprodutibilidade entre as analises,
possivelmente porque essa taxa de fluxo foi insuficiente para garantir a retencdo adequada de
MBZ e ABZ pelo RAMIP-BSA, para limpeza e para recondicionar adequadamente o sistema.
Para a taxa de fluxo de 0,5 mL min™, o coeficiente de variagdo foi reduzido para ambos 0s
analitos, e ndo houve aumento na pressao do sistema. Além disso, essa taxa de fluxo possibilitou
uma maior frequéncia analitica.

A composicado do eluente desempenha um papel crucial para garantir a eluicdo eficiente
dos analitos da coluna RAMIP-BSA e limpar o polimero para as corridas subsequentes,
evitando assim o efeito de carry over. Portanto, foram testadas as solucdes de elui¢do: metanol
puro e uma solugdo contendo 1% (v:v) de &cido férmico em metanol. Como esperado, 0 uso do
eluente contendo 1% de &cido formico resultou em maiores recuperaces dos analitos. Esses
resultados podem ser atribuidos ao uso do acido formico, que otimiza a ionizacdo dos analitos,
resultando em melhor detectabilidade do método.

Além disso, € comum o uso de fases modveis acidificadas para a anélise de determinados
compostos. Nesse sentido, compostos como acetato de amonio, formiato de amoénio ou acido
formico sdo preferidos como aditivos na fase movel*?®. Esses acidos sdo adicionados a fase
movel com o objetivo de aumentar a ionizacdo das moléculas que contém ions positivos,

melhorando assim a deteccdo dessas espécies durante a analise. O acido férmico possui a
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vantagem de evaporar facilmente durante a etapa de ionizacdo, evitando interferéncias
indesejadas no espectro de massas.

O leite € uma matriz complexa que contém componentes como proteinas, gorduras e
acucares, que podem interferir na ionizacdo dos analitos alvo, levando a supressdo do sinal.
Nesse contexto, a diluigdo pode ser necessaria para reduzir a concentracdo desses interferentes,
minimizando seu impacto na anlise e aprimorando as recuperacdes e a seletividade do método.
Neste estudo, foram avaliados fatores de diluicdo de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 (v:v) de amostra:
agua Milli-Q e leite ndo diluido. Os resultados mostraram uma diminui¢cdo gradual do sinal
analitico com o aumento da diluicdo. Consequentemente, a amostra ndo diluida apresenta uma
maior recuperacao dos analitos.

Outro parametro significativo que requer otimizacdo € o volume de injecdo, que
desempenha um papel fundamental na garantia da extracéo eficiente dos analitos, maximizagédo
da deteccdo e minimizacao do uso da amostra. Foram avaliados volumes de injecdo de 10,0 a
100,0 pL, e os resultados mais favoraveis foram obtidos com um volume de injeg¢do de 70 uL,
pois produziu sinais analiticos mais altos. Além de 70,0 uL, houve um declinio no sinal analitico
para ambos os analitos. Esse declinio pode ser atribuido a possibilidade de que volumes de
injecdo maiores possam causar supressdo ionica ou exceder a capacidade de adsorcdo do

polimero, resultando na perda de analitos ndo retidos.
5.7 SISTEMA DE ANALISE DIRETA SOB CONDICOES OTIMIZADAS

O sistema para as analises diretas, representado na Figura 23, foi constituido de fases
maoveis, como agua para a fase de condicionamento do polimero (MPA) e acido férmico a 1%
em metanol para a fase de eluicdo e limpeza (MPB), ambas com uma taxa de fluxo de 0,5 mL
min~?, fornecidas por uma bomba (P) conectada a um amostrador automatico (AS) equipado
com uma valvula de inje¢do (V1) com uma al¢a de 100,0 uL. O amostrador automatico foi
conectado a uma valvula eletrbnica de seis vias (V2), e a coluna RAMIP-BSA estava

posicionada entre V1 e V2.
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Figura 23 — Sistema on-line de anélise direta

a) (¢:)) ©

RAMIP-BSA
column

Fonte: Do autor, 2023.

O procedimento de analise comegou com a injecdo de 70,0 uL da amostra na alga de
amostragem (Figura 23A) e MPA foi impulsionada pela bomba A, fluindo através da coluna
RAMIP-BSA. Posteriormente, a valvula V1 foi acionada, permitindo que a MPA transportasse
a amostra através da coluna RAMIP-BSA por 3,5 minutos (Figura 23B). Durante esta fase, o
ABZ e 0 MBZ foram retidos dentro da coluna RAMIP-BSA, enquanto as macromoléculas
foram excluidas. Em seguida, a bomba B impulsionou a MPB através da coluna RAMIP-BSA,
e apds 3,5 minutos, a valvula V2 foi acionada, permitindo que a MPB eluisse os analitos da
coluna RAMIP-BSA ao longo de 5,4 minutos, direcionando-os para o espectrometro de massa
(Figura 23C). Pouco depois, o sistema retornou a posicdo inicial (Figura 23A), e o processo de
recondicionamento ocorreu por 2,0 minutos. No total, a analise levou 10,9 minutos, abrangendo
fases como condicionamento da RAMIP-BSA, eliminacdo de proteinas, extracdo de analitos-

alvo e analise por espectrometria de massa.

5.8 VALIDACAO ANALITICA

Apols otimizadas as condicdes, o método foi validado avaliando-se 0s seguintes
parametros: faixa linear, precisdo intra e inter-dias, exatidao inter e intra-dias, limite de deteccéo
e de quantificagéo e seletividade.

O método desenvolvido demonstrou linearidade para o ABZ dentro da faixa de
concentracio de 10,0 a 125,0 ug L™ e para o MBZ dentro da faixa de 15,0 a 125,0 pg L. Em

termos de precisdo, tanto as variagdes intra-dias, quanto inter-dias, expressas como coeficiente
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de variacdo (CV%) foram consistentemente inferiores a 15%, cumprindo as diretrizes de
validagdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (MAPA)%,
conforme detalhado na Tabela 6.

A exatiddo intra-dias e inter-dias, avaliada por meio do erro relativo, também apresentou
resultados satisfatorios. Os limites de detecgdo (LDs) foram determinados como 4,4 pg L™ para
MBZ e 2,9 pg L para ABZ. Enguanto isso, os limites de quantificacdo (LQs) foram
estabelecidos em 15,0 ug L para MBZ e 10,0 ug L™ para ABZ.

A seletividade do método foi demonstrada pela auséncia de picos no branco no mesmo
tempo de retencdo dos analitos.

Além disso, vale ressaltar que a coluna de RAMIP-BSA apresentou notavel
durabilidade, permitindo mais de 150 extracdes sem perda discernivel no sinal analitico.

Para uma representacdo visual dos resultados, a Figura 24 exibe os graficos de sinal
(TIC) obtidos para (A) amostra de leite em branco; (1B) apds otimizacdo para 10,0 pg L™ de
ABZ e (2B) 15,0 ng L't de MBZ; (1C) apds otimizagdo para 125,0 ug L™ de ABZ e (2C) 125,0
ug Lt de MBZ.

Tabela 6 — Parametros da extracdo on-line aplicada no método MS/MS para a determinacgéo
de MBZ e ABZ no leite

Parametros \ ABZ \ MBZ
Faixa linear (ug L) 10,0-125,0 15,0-125,0
Curva de calibragio (ug L™?) y=4945,2x + 2431,8 y=3118,8x + 13490

LD (ugLY) 2,92 4,44

LQ (ugL?) 10,00 15,00

Precisdo intra-dias CV% (n=6) 8,83% 3,37°
2,24° 1,59¢

3,76¢ 4,631

Precisdo inter-dias CV% (n=6, 3 dias) 9,00? 3,21°
3,14° 5,26°

4,861 4,881

Exatiddo EPR% (n=6) -7,442 5,00°
3,16° -0,06°

-1,23¢ 4,48¢

Exatiddo EPR% (n=6, 3 dias) -9,372 11,13°
4,32° 4,54°

-2,92¢ -1,66¢

Fonte: Do autor, 2023.
Legenda:2 10,0 pg L™%.2 15,0 ug L. ©60,0 pg L. 9125,0 ug L%



66

Figura 24 — Graficos (TIC) obtidos para (A) amostra de leite em branco; (1B) apds otimizacéo
para 10,0 pg L™t de ABZ e (2B) 15,0 ug L't de MBZ; (1C) ap6s otimizagéo para
125,0 yg L™t de ABZ e (2C) 125,0 pg L't de MBZ
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Fonte: Do autor, 2023.

A Tabela 7 apresenta uma comparacao entre este artigo e métodos relatados na literatura,
destacando a técnica de preparo de amostras, a técnica analitica, o LQ e as limitacfes em

comparagdo com o estudo atual.

Tabela 7 — Comparacéo entre os estudos relatados na literatura e os obtidos neste trabalho para
a determinacdo de albendazol e mebendazol em amostras de leite

(continua)
Técnica de preparo de | Técnica LQ Desvantagens Referéncia
amostra analitica
Tempo de preparo
Extracdo dispersiva em i de amostra (38
fase solida L'J\AHSF/"I\_/I% 0,31 ‘kl?]’o min) e uso de XY?IEI(_Z%%)MSI
(QUEChERS) Mg kg coluna '

cromatografica
Tempo de preparo
Extragéo dlspgrswa em LC- | de_amostra (24 KINSELL. B.
fase sélida MS/MS 5,0 ug kg min) e uso de et al. (2009)126
(QUEChERS) duas colunas '
cromatograficas

N . DE
Extrag?;sglssgl?(rjs;va em LC- 1.0 ug ko Uso de coluna OLIVEIRA, J.
MS/MS 7 Mg KY cromatografica L.etal.

(QUEChERS) (2018)
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Tabela 7 — Comparacéo entre os estudos relatados na literatura e os obtidos neste trabalho para
a determinacdo de albendazol e mebendazol em amostras de leite

(concluséo)

Técnica de preparo de Tecr'n_ca LQ Desvantagens Referéncia
amostra analitica
Extracdo por BOONTONGT
microemulsificacdo O, T,
assistida por ultrassom HPLC- SANTALADC
com aumento da uv 2.0 - 2_?’0 ng Uso de co!u_na HAIYAKIT,
o L cromatografica .
eficiéncia do Y;
surfactante (UASEME) BURAKHAM,
R. (2014)%8
Tempo de preparo
Extracio com fase HPLC- dar‘n f:gof/t; ?i;SO MSAGATI, T.
liquida suportada em UV ou - ota as,e uso de A; NINDI, M.
membranas (SLM) MS P M. (2001)129
coluna
cromatografica
Extracdo on-line com
polimero
ESI- 10,0 - 15,0
molecularmente MS/MS g L - Este trabalho

impresso de acesso
restrito

Fonte: Do autor, 2023.

5.9 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

O método desenvolvido para a determinacdo de residuos de albendazol e mebendazol

foi aplicado em cinco amostras de leite. Das cinco amostras analisadas, trés delas apresentaram

tracos de anti-helminticos, indicando a presenca dessas substancias nos produtos lacteos, como

pode ser observada na Tabela 8. O CV das replicatas (n=3) em que foi possivel quantificar o

mebendazol foi inferior a 14%.

Tabela 8 — Concentra¢des dos farmacos determinados (n=3) em amostras de leite

Amostras Concentracdo determinada (ug L) (CV%)
Albendazol \ Mebendazol
1 <LD <LD
2 <LD <LD
3 <LQ <LD
4 <LD <LQ
5 <LD 26,05 (13,82)

Fonte: Do autor, 2023.

Legenda: <LD: menor que o limite de detec¢do
<LQ: menor que o limite de quantificacdo
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Em uma das amostras, foi identificada a presenca de albendazol, porém em niveis
baixos, abaixo do limite de quantificagdo (<LQ). Quanto ao mebendazol, ele foi detectado em
duas amostras, uma delas também em niveis baixos (<LQ) e na outra amostra, a concentracdo
foi de 26,05 ug L%, valor que pode ser detectado e quantificado com precisdo pelo método
desenvolvido.

Esta constatacdo é de extrema importancia, uma vez que ndo héa tolerancia para a
presenca de mebendazol, mesmo em baixas concentracfes, em produtos lacteos destinados ao
consumo humano®3, Essa descoberta levanta questdes sobre a qualidade e seguranca desses
produtos lacteos, pois o consumo de leite contendo qualquer quantidade detectavel de
mebendazol pode representar riscos a satde dos consumidores.

Esses resultados enfatizam a relevancia da aplicacdo de métodos analiticos confiaveis e
sensiveis para monitorar a presenca de residuos de medicamentos em alimentos, garantindo a
seguranca e a qualidade dos produtos que chegam a mesa dos consumidores. Medidas de
controle e fiscalizacdo devem ser implementadas para evitar a presenca de residuos de
medicamentos em niveis acima dos limites permitidos, visando proteger a salde publica e

assegurar a conformidade dos produtos com os padrdes regulatorios estabelecidos.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, um RAMIP-BSA seletivo a anti-helminticos benzimidazolicos foi
sintetizado e caracterizado por FT-IR, TG, BET e MEV. Por meio dessas caracterizaces, foi
possivel atestar a eficiéncia da sintese e do revestimento com a BSA. O material também foi
avaliado quanto a sua seletividade em relagcdo a molécula molde comparada ao material RANIP-
BSA e a sua capacidade de excluir macromoléculas de amostras complexas.

A sintese desse material provou ser eficiente, mostrando uma notavel seletividade para
os analitos alvo, ao mesmo tempo em que excluia efetivamente as proteinas presentes na matriz
do leite. Consequentemente, a necessidade de preparacdo prévia da amostra foi eliminada.

O estudo de cinética de adsorcdo demostrou que o equilibrio de adsorcao é alcangado
em 5 min e que o modelo ndo linear que a explica € o0 modelo de pseudo-primeira ordem,
caracterizando um processo de fisissor¢do. A isoterma de adsor¢do, por sua vez, foi melhor
ajustada ao modelo de Sips, sendo essa uma combinagdo entre as isotermas de Langmuir e
Freundlich.

Um sistema on-line foi projetado para a extracdo e analise de anti-helminticos
benzimidazolicos em leite de vaca. Neste, 0 RAMIP-BSA previamente sintetizado e
caracterizado foi usado para extracdo de MBZ e ABZ e a ESI-MS/MS foi usada para detecgéo
e quantificacdo dos farmacos. Para isso, 0 método foi primeiramente otimizado, sendo o0s
parametros ideais de andlise pH da amostra ajustado para 3,0, 4&gua como fase de
condicionamento e metanol com 1% de acido férmico como fase de elui¢do e limpeza do
polimero, fluxo de 0,5 mL minte 70 uL de volume de injecdo. O tempo total de analise,
incluindo o tempo de extracdo e deteccdo dos analitos foi de 10,9 min.

O método desenvolvido apresentou boas figuras de mérito, incluindo alta seletividade,
precisdo e exatiddo, o que permitiu analises em baixas concentracfes. A aplicacdo em amostras
reais, apresentou eficiéncia em sua aplicabilidade, sendo que foram encontrados residuos dos
farmacos estudados, albendazol e mebendazol, nas amostras de leite coletadas.

Essa abordagem possui uma ampla gama de aplicagdes, que vao desde o controle de
qualidade em produtos lacteos até a monitorizagdo de residuos de medicamentos em alimentos.
Como tal, representa uma contribuicdo significativa para o campo da analise de residuos de

medicamentos em alimentos.
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