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RESUMO

Titulo: EMPREGO DA EXTRAGAO SOLIDO-LIQUIDO ASSISTIDA POR ULTRASSOM
E HILIC-ESI-MS/MS NA AVALIAGAO DAS AMINAS BIOGENICAS EM AMOSTRAS
DE PESCADO

Autor: Sénia Maria Vaz Sanches Cardoso
Orientador: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

A andlise das aminas biogénicas (BAs, do inglés biogenic amines) em amostras
de pescado representa um grande desafio analitico devido a razbes que incluem a
complexidade da amostra e o carater polar das BAs, o que resulta numa maior
solubilidade em agua e nado nos solventes frequentemente utilizados, o que pode
comprometer a eficiéncia extrativa, resultando em baixas recuperagcdes. A polaridade
das BAs limita ainda a sua separagcao pelas técnicas analiticas mais comumente
utilizadas em cromatografia liquida. Deste modo, foi realizado neste estudo a avaliagao
do perfil de separagéo das BAs, empregando cromatografia liquida de fase reversa e
cromatografia por interagao hidrofilica, avaliando as colunas C18 XTerra, Luna HILIC e
a coluna Atlantis HILIC e o efeito da composicdo da fase mdvel na eficiéncia de
separacao. A extracdo das BAs foi realizada em amostras de pescada (cynoscion
guatucupa), empregando-se a extragao soélido-liquido assistida por ultrassom, avaliando
a acidificagao do solvente extrator e do extrato na remocao de interferentes, assim como
0 uso de materiais sorventes, além do uso de solvente extrator alcalinizado. Apds a
otimizacao foi possivel obter picos cromatograficos bem resolvidos para as 10 aminas
biogénicas em um tempo total de analise de 11 min, empregando a coluna Atlantis HILIC,
modo de eluigdo por gradiente, empregando como fase mdvel acetonitrila acidificada
com acido férmico 0,1% e agua ultrapura acidificada com acido férmico 0,1% e com 50
mM de formiato de amonio. Os melhores resultados em termos de recuperagao das BAs
foram obtidos empregando-se o solvente extrator a pH 12, com recuperagdes entre 64 e

121%. O estudo do efeito matriz indicou a necessidade de correcido do mesmo.

Palavras-chaves: BAs, HILIC-ESI-MS/MS, separacao, USLE, efeito matriz
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ABSTRACT

Title: EMPLOYMENT OF ULTRASOUND ASSISTED SOLID-LIQUID EXTRACTION
AND HILIC-ESI-MS/MS IN THE EVALUATION OF BIOGENIC AMINES IN FISH
SAMPLES

Author: Sénia Maria Vaz Sanches Cardoso
Advisor: Ednei Gilberto Primel, Ph.D.

The analysis of biogenic amines (BAs) in fish samples represents a major
analytical challenge due to reasons that include sample complexity and the polar
character of biogenic amines, which results in greater solubility in water and not in
commonly used solvents, a fact that may compromise the extraction efficiency resulting
in low recoveries. The polarity of the BAs further limits their separation by the most
commonly used analytical techniques of separation in liquid chromatography. Therefore,
the evaluation of the separation profile of these compounds was carried out in this study,
employing reverse-phase liquid chromatography and chromatography by hydrophilic
interactions, assessing C18 XTerra, Luna HILIC and Atlantis HILIC columns and the
effect of the composition of the mobile phase on the separation efficiency. The extraction
of BAs was carried out using ultrasound-assisted solid-liquid extraction, evaluating the
acidification of the extracting solvent and extract in the removal of interferents, as well as
the use of sorbent materials, besides the use of an alkaline extractive solvent. After
optimization, it was possible to obtain well-resolved chromatographic peaks for 10 BAs in
a total analysis time of 11 min, using an Atlantis HILIC column, gradient elution mode,
acetonitrile acidified with 0.1% formic acid and ultrapure water acidified with 0.1% formic
acid and 50 mM ammonium formate. The best results in terms of BA recovery were
obtained using the extractor solvent at pH 12, with recoveries between 64 and 121%. The
study of the matrix effect indicated the need for its correction.

Keywords: BAs, HILIC-ESI-MS/MS, separation, USLE, matrix effect.
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1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas o progresso tecnoldgico de producao de alimentos aliado a
consciéncia critica crescente da populagao quanto aos perigos associados a alimentagao
fazem com que a segurancga alimentar seja uma area em constante expansao, sendo um
imprescindivel em atividades que compreendam o fornecimento de géneros alimenticios.
Ciente desta realidade, das exigéncias por parte dos consumidores e da legislagado, com
o intuito de garantir a inocuidade dos alimentos e satisfazer os requisitos da legislagao
alimentar, os operadores do setor devem exercer o controle necessario para aferir o
cumprimento desses requisitos e a comercializacdo de um produto com um constante
padrdo de qualidade (FAO, 2016a; GALVAO, 2014).

Segundo os dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacao e a
Agricultura (FAO) referentes ao ano de 2014, o pescado constitui um importante
componente da dieta em muitos paises, contribuindo com 17% do consumo mundial de
proteinas. Importa referir que, a medida que crescem as demandas e a producgao do
pescado, torna-se ainda mais importante a seguranga desses produtos, uma vez que,
problemas anteriormente considerados fendbmenos localizados podem se espalhar para
outras regides como resultado do aumento do comércio internacional (FAO, 2016b).

Relatérios da FAO indicam o Brasil como uma poténcia importante na pesca e
aquicultura. Entretanto, o comércio e o transporte intercontinentais de pescado e seus
derivados aumentam o risco de transmissao global de doengas de origem alimentar
ligada ao pescado, trazendo um impacto negativo para o mercado dos produtos de
pesca, assim como para a sua exportagao (ACEB, 2014; FAO, 2016a; FAO, 2016b).

No municipio de Rio Grande o setor da pesca € considerado importante no
desenvolvimento socio-econbmico da cidade, fundamentalmente pelas suas
potencialidades na criagao de empregos e na geragao de divisas através da exportagao
do pescado. Entretanto, apesar da importancia do setor pesqueiro para a cidade, o

desenvolvimento do setor é afetado por constrangimentos de varias ordens, sobretudo
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ligados a qualidade, produto da conservagao, manuseio e tratamento em condigbes
improprias (KALKOSKI, 2013).

Os fatores acima mencionados, aliados a perecibilidade do pescado dificultam o
cumprimento das medidas sanitarias necessarias que poderiam permitir a criagdo das
bases para desenvolver um sistema de distribuicdo e comercializagao, favorecendo um
retorno econdmico e incentivando o crescimento de toda cadeia produtiva. A
preocupacao em fomentar a producédo pesqueira requer que se aumente o rigor no
controle de doencas e na qualidade sanitaria do pescado, sobretudo devido ao fato da
acao microbiana originar inumeros compostos, destacando-se as aminas biogénicas
(BAs, do inglés biogenic amines), que estdo associadas a patologias como, intoxicagao
escombroide, crises de hipertensdo, crescimento de tumores e formacgao de nitrosaminas
carcinogénicas, entre outros, o que enfatiza a necessidade de concentrar esforgos no
desenvolvimento de métodos que possibilitem a sua detec¢cao (FAO/WHO, 2014;
PARCHAMI et al., 2017; SINGH et al., 2016; ZARE et al., 2017).

Portanto, atendendo a importancia do setor pesqueiro na cadeia produtiva de
alimentos, torna-se necessario a implementagcdo de estratégias que assegurem a
qualidade dos produtos provenientes desta atividade (AFLAKI, 2015; FAO, 2016b;
SINGH et al, 2016). Neste sentido, foi realizado este estudo que propde o
desenvolvimento de um método de baixo custo e ambientalmente seguro empregando a
extragao solido-liquido assistida por ultrassom (USLE, do inglés ultrasound-assisted
solid-liquid extraction) e cromatografia liquida por interacdo hidrofilica acoplada a
espectrometria de massas em série (HILIC-MS/MS, do inglés hydrophilic interaction
liquid chromatography hyphenated to tandem mass spectrometry) para a avaliagao das
BAs no pescado usando como modelo o material comercializado na cidade de Rio
Grande, para contribuir com a qualidade sanitaria do pescado, cuja resolucao &,
certamente, o ponto de partida para a transformacao do setor das pescas e crescimento

de toda a cadeia produtiva.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método empregando a USLE para a
extragdo de BAs em amostras de pescado, com enfoque no uso de métodos que
empreguem solventes de baixa toxicidade e recurso a estratégias de minimizagcao de

efeito matriz, seguido da avaliagao por HILIC-ESI-MS/MS.

2.2. Objetivos Especificos

v Selecionar os analitos para o estudo considerando a sua ocorréncia no pescado
e sua ligacao a fendmenos de intoxicagao;

v Estabelecer condigbes para separar e determinar as BAs presentes no pescado,
a partir da avaliagdo da cromatografia liquida de fase reversa e a cromatografia
por interacao hidrofilica e da composig¢ao da fase movel;

v Estabelecer um protocolo para preparo de amostra para a determinagao das BAs
no pescado empregando a USLE;

v Delinear estratégias para a minimizagdo do efeito matriz, avaliando precipitagdo
de proteinas e aminoacidos e a introdugao de uma etapa adicional de limpeza do
extrato por extragdo de fase solida dispersiva, usando sorventes classicos e

alternativos;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Producgédo de pescado e sua importancia na dieta humana

A producao mundial de pescado referentes ao ano 2014 foi de 167,2 milhdes de
toneladas, com um consumo per capita estimado em 20 kg. O pescado € um dos
alimentos mais comercializados em todo o mundo, com relatérios de especialistas
destacando o grande potencial dos oceanos e aguas interiores, a contribuir
significativamente para um fornecimento sustentavel de alimentos e a seguranca
alimentar da populagéo global. Além disso, o setor apoia a subsisténcia de centenas de
milhdes de pessoas, sendo especialmente importante para os paises em
desenvolvimento, onde por vezes, corresponde a metade das suas mercadorias
comercializadas (BENE et al, 2016; FAO, 2016b; FIEDLER et al, 2016; OTTINGER et al,
2016).

Essa grande demanda pelo pescado tem a ver sobretudo com importantes
mudangas nos padrées de consumo e a busca por um perfil nutricional adequado. O
pescado se destaca por ser um alimento de facil digestao, pela quantidade e qualidade
de suas proteinas que contém todos os aminoacidos essenciais, além da presenga de
vitaminas (principalmente do complexo B, vitaminas A e D), minerais (incluindo o calcio,
o iodo, zinco, ferro e selénio) e, principalmente pelos seus acidos graxos essenciais (da
familia d&mega-3), além de outros beneficios para a saude, incluindo a prevencao do
cancer e de acidentes vasculares cerebrais (GALVAO, 2014; SHEIKHA et al., 2017).

Embora o consumo do pescado seja comprovadamente benéfico a saude, ele
serve de veiculo para uma variedade de doencas transmitidas por alimentos, incluindo
intoxicagcbes, o que motiva a necessidade de um esforco conjunto entre produtores,
comerciantes, 6rgaos governamentais e consumidores, a fim de exigir e garantir melhor
qualidade do produto disponivel no mercado (FAO, 2016a; SHEIKHA et al., 2017).
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3.2. Deterioragao do pescado e formagao das BAs

A composigao quimica do pescado lhe confere um alto valor nutricional, porém é
altamente susceptivel a deterioragdo endogena e exdgena. O alto teor de umidade, o pH
proximo da neutralidade, uma microbiota natural com grande potencial de deterioragao
e um elevado teor de nutrientes facilmente utilizaveis pelos microrganismos torna o
pescado altamente perecivel, podendo sofrer uma série de modificacdes fisicas,
quimicas e microbioldgicas, cujo estagio final é a sua deterioragao (AFLAKI, 2015; FAO,
2016a; GALVAO, 2014; SINGH et al., 2016).

Se forem acrescidos a essas modificagdes, métodos de sanitizagao e higienizagao
inadequados, capturas de pescado em aguas poluidas, ndo observagdes nas condi¢des
ideais de refrigeragdo, manuseio e transporte, menor sera o tempo de conservagao do
pescado. As atividades enzimaticas enddgenas e microbianas causam alteragcdes na
concentracao dos compostos presentes no pescado ou ainda podem originar novos.
Geralmente as BAs estdo ausentes ou encontram-se em concentragées minimas em
alimentos frescos. Contudo em alimentos em degradagcdo podem estar presentes em
concentragdes significativas, sendo o pescado e seus derivados os alimentos mais
envolvidos em fendmenos de intoxicacdo envolvendo as BAs (FU et al., 2016;
KAKATKAR et al., 2017; MORATALLA, 2014).

As BAs sédo definidas como compostos nitrogenados produzidos principalmente
pela descarboxilagao bacteriana dos aminoacidos (Figura 1) e pela aminacao redutiva
de aldeidos e cetonas. As bactérias produtoras das BAs sdo mais susceptiveis de estar
presentes nas branquias, pele, ou no trato gastrointestinal no pescado. A migracéo
destas bactérias ao musculo do peixe, onde os aminoacidos livres podem estar
presentes, leva a formacao das BAs. Em geral, o teor de BAs em pescados e derivados
dependera da espécie (isto é, a quantidade de aminoacidos livres), da maneira como é
manuseado e da procedéncia do pescado (isto €, o potencial para o crescimento
bacteriano) (BlJI et al., 2016; FAO/WHO, 2014).
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Figura 1: Formacao da histamina mediante a descarboxilagcdo bacteriana da histidina
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A quantidade de enzimas descarboxilases liberada pela célula bacteriana é

afetada pelo tipo de microflora em questdo, pelo seu crescimento e pela propria
composicao do alimento (FAO/WHO, 2014; AFLAKI et al., 2015). A microflora presente
no pescado esta condicionada a fatores como pH, temperatura, atividade da agua, a
procedéncia do pescado e seu manueseio. Os principais microorganismos associados a
formagdo das BAs sdo bactérias pertencentes aos géneros Citrobacter, Klebsiella,
Escherichia, Proteus, Shigella, Vibrio, Morganella, Hafnia, Serratia, Enterobacter,
Aeromonas, Pseudomonas e Photobacterium (BlJI et al., 2016; FAO/WHO, 2014; HE et
al., 2016a; MORATALLA et al., 2014; ROSEIRO et al., 2017).

A atividade das enzimas descarboxilases é favorecida em ambientes acidos, com
um pH 6timo compreendido entre 4,0 e 5,5. Além disso, em tal ambiente as bactérias
sdo mais fortemente encorajadas a produzir estas enzimas, como uma parte de seus
mecanismos de defesa contra a acidez (FAO/WHO, 2014; SENTELLAS et al., 2016). Por
outro lado, as enzimas descarboxilases requerem temperaturas acima dos 15°C, com
uma temperatura 6tima de atuacao de 30°C. Nos ambientes tropicais, onde o pescado é
capturado em aguas com temperatura que excedem em muito os 20°C, as condicdes
tornam-se favoraveis a producao de BAs, havendo assim uma necessidade evidente de,
no minimo, manter o pescado refrigerado apds a sua captura. Embora o crescimento
bacteriano seja inibido a temperaturas entre 0 e 5°C, a atividade enzimatica ndo cessa,
continuando assim a formagéo das aminas (FDA, 2011; TOFALO et al., 2016).

O organismo humano é capaz de metabolizar as quantidades normais de BAs
presentes nos alimentos (< 10 mg kg™'), porém, na presenca de elevadas quantidades (>

50 mg kg), o sistema de metabolizagdo, pode revelar-se insuficiente para eliminar a
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totalidade das aminas presentes, permitindo a sua rapida absorcao, entrada no sistema
circulatério e consequentes efeitos toxicos. Esses compostos sdo responsaveis por
importantes efeitos fisiologicos no organismo humano, entretanto, em funcdo dessa
variedade de fun¢gdes desempenhadas, quando encontradas em altas concentracdes, os

seus efeitos sdo manifestados de diferentes formas (Tabela 1) (TOFALO et al., 2016).
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Tabela 1: Efeitos fisiologicos e toxicolégicos das BAs no organismo humano (BIJI et al., 2016; MORATALLA et al., 2014,
PARCHAMI, 2017; POHANISH, 2012; SENTELLAS, 2016)

BAs

Efeitos fisiolégicos

Efeitos toxicologicos

Histamina

Triptamina

Putrescina,
cadaverina,
espermina e

espermidina

Feniletilamina

Morfolina

Piridina

Pirrolidina

Estimula os neurénios sensoriais e
motores; Controla a secregéo
gastrica; Estimula a musculatura
lisa do utero, intestino e do trato

respiratorio

Neurotransmissor

Regulagdo do crescimento e
diferenciagdo celular; Regulacdo

da expressao génica

Libera noradrenalina a partir do

sistema nervoso

Dilatagao dos vasos sanguineos, hipotenséo, rubor e dor de cabega;

Aumento permeabilidade capilar, edema, erupgao cutanea, urticaria, hemoconcentracdo e aumento da

viscosidade do sangue;
Contracao do musculo liso intestinal levando a coélicas abdominais, diarreia e vomitos.
Palpitagbes e aumento na taxa e a forga das contracgbes e relaxamento da musculatura lisa

extravasculares.

Nauseas, vOmitos, disturbios neuroldgicos, dores de cabega, disturbios respiratérios, hipertenséo
arterial, dilatagcao das pupilas e do tecido palpebral, aumento da pressao sanguinea e potencializa a

toxicidade da histamina

Potenciais precursores para a formacado de compostos N-nitrosos carcinogénicos; Potencializam o

toxicidade da histamina; Hipertens&o; Estao relacionadas com crescimento de tumores

Aumento da pressao sanguinea; Dores de cabega; Potencializa o toxicidade da histamina

Irritacbes cutaneas, oculares e respiratérias; Provoca danos no figado e rins

Irritagbes cuténeas, oculares e respiratérias; Pode afetar o sistema nervoso central; causa dor de

cabecga, tonturas, vertigem, coma e morte; Provoca nauses, vomitos e dor no estdbmago

Lesdes oculares, dor de cabega, convulsédo, vémito, dor de garganta, etc.
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Como estratégias para garantir a seguranga do pescado e seus derivados, uma
série de regulamentag¢des foram desenvolvidas, podendo fornecer aos consumidores a
confianga de que o pescado e seus derivados sdo seguros. Foram estabelecidos os
niveis maximos permitidos para as BAs em amostras de pescado (Tabela 2), entretanto,
ainda nao foram bem estabelecidos para um grande numero de BAs, isso devido ao fato
delas ocorrerem naturalmente nos alimentos, e essa concentragao ser dependente de

cada tipo de alimento.

Tabela 2: Niveis maximos permitidos para as BAs (CODEX ALIMENTARIUS, 2012; EU
Regulation 2073/2005; MOHEDANO et al., 2015)

Limites maximos de BAs (mg kg™)

Agéncia Histamina Feniletilamina Total de BAs

FDA 50 (peixe fresco) 1000
100 (derivados do pescado)

200 ("peixes da familia Scombridae e ]
EFSA ) 30 (derivados
) ) Scomberesocidae) » <300
Codex Alimentarius aquaticos)
400 (derivados do pescado)

100 (peixes da familia Scombridae,

Mercosul . ,
combressocidae, Clupeidae,

Coryphaenidae e Pomatomidae)

1 Peixes da familia Scombridae e Scomberesocidae, sdo os mais envolvidos em fendmenos de intoxicagdo envolvendo o pescado, além de serem

mais propensos a ter maiores concentragdo de histamina devido a uma maior concentragdo do aminoacido precursor da histamina (histidina).

O estabelecimento de um sistema de rastreabilidade da qualidade do pescado é
um aspecto importante a ser considerado em termos de seguranga alimentar e aspectos
econdmicos. As BAs no pescado séo de grande interesse n&o apenas pelo seu potencial
risco para a saude humana, mas também pelo fato de poderem ser utilizados como
indicadores quimicos da contaminagdo microbiana indesejada ou condi¢cbes de

by

processamento deficientes. Atendendo a relevancia das implicagdes sensoriais e
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toxicolégicas das BAs, diversos métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a
extragdo e determinacdo destes compostos em amostras de pescado (ZARE et al.,
2017).

3.3. Técnicas de preparo de amostra para a determinagao de BAs

Apesar dos avangos no desenvolvimento da instrumentac&o analitica altamente
eficiente, a obtencédo de bons resultados analiticos implica, muitas vezes, um processo
gue envolva a conversdo da amostra em uma forma adequada para a analise quimica.
O preparo de amostra é geralmente uma etapa morosa, mais propensa a erros, o0 que
pode comprometer os resultados, tendo por isso um importante impacto na identificagcao
e quantificagao do analito. Pode incluir a dissolugao da amostra, a extracao/purificagcao
do analito de uma matriz complexa, a pré-concentracdo de analitos em niveis muito
baixos de modo a trazé-los para uma gama de concentragao que esteja dentro dos limites
de determinacgéao, a conversao quimica (derivatizacdo) do analito a uma forma que seja
detectavel e, finalmente, a separaragdao dos analitos de outras espécies que possam
interferir na analise (ARMENTA et al. 2015; BORGES et al., 2015; CABRERA et al,,
2012).

Varios métodos foram desenvolvidos para a extracdo das BAs nos mais variados
géneros alimenticios. Os mais comumente utilizados incluem: extracao liquido-liquido
(LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction), extracdo em fase sélida (SPE, do inglés Solid-
Phase Extraction), microextracdo em fase sodlida (SPME, do inglés solid-phase
microextraction), microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés dispersive
liquid-liquid microextraction), extragdo sélido-liquido (SLE, do inglés solid-liquid
extraction) e a extragao sélido-liquido assista por ultrassom (USLE, do inglés ultrasound-
assisted solid-liquid extraction) (BlJI et al., 2016; MOHAMMED et al., 2016; MORATALLA
et al., 2014).

A LLE envolve longos procedimentos de extracdo, muitas vezes usa grandes
quantidades de solventes organicos toxicos e passiveis de formar emulsdes. Além das
insuficiéncias apontadas acima, esta técnica muitas vezes é seguida de uma etapa de

purificagdo, o que leva a um maior tempo de analise e maior consumo de reagentes
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(resulta numa maior quantidade de residuos), tornando o procedimento mais susceptivel
a contaminagéao e degradacéao dos analitos (BORGES et al., 2015; CALDAS et al., 2016).

A SPE apesar de amplamente aplicada, ela apresenta algumas limitagdes, como
a necessidade de operagcdo manual, esta associada a um maior consumo de solventes
em funcéo da etapa adicional de obtencéo do extrato, e, consequentemente um tempo
ainda maior de analise. Vale ressaltar ainda que, a falta de seletividade dos adsorventes
faz com que compostos de polaridade semelhante também sejam co-extraidos,
aumentando o efeito matriz. O bom desempenho da SPE requer treinamento e atengao
cuidadosa por parte do analista, além disso, dificuldades com o ajuste do vacuo afetam
a reprodutibilidade na SPE (BORGES et al., 2015).

Com relagédo a SPME, o elevado custo, a fragilidade do bastdo de fibra e o seu
tempo de vida limitados s&o alguns dos inconvenientes (MOHAMMED et al., 2016).

A DLLME apesar de ser uma técnica de baixo custo, rapida e de baixo consumo
de reagentes, a sua maior limitagéo reside na limitada gama de solventes que podem ser
empregados, e sua aplicagdo, assim como a SPE e LLE, na extragdo das BAs no
pescado conduz a um maior tempo de analise e um maior consumo de reagentes devido
a necessidade de métodos que convertam a amostra sélida num extrato (CALDAS et al.,
2016; ORDONEZ, 2016).

Existe uma ampla gama de métodos empregados na extragdo das BAs, no
entanto, grande parte dos métodos utilizados sdo geralmente morosos, consomem um
grande volume de solvente e quantidade amostra. Para superar essas limitacoes, as
técnicas de preparo de amostra tém sido adaptadas para atingir simplicidade,
miniaturiza¢do, reduzindo deste modo, solventes e outros produtos quimicos perigosos
para a saude humana ou para o meio ambiente e que também possam permitir analises
rapidas e mais eficientes, sem comprometer os critérios de validagao (BlJI et al., 2016;
MOHAMMED et al., 2016; ORDONEZ, 2016; PLOTKA et al., 2017; VIAN et al., 2017).

Entre os diferentes métodos de extracao, a USLE se destaca por ser uma técnica de
extracdo ambientalmente segura, com alto rendimento de extragao, baixo consumo de
energia e curto tempo de extragao, sugerindo entdo que a USLE seja uma alternativa
para extracdo de BAs em amostras de pescado (PRADAL et al., 2016; TIWARI, 2015;
ZHANG et al., 2016; ZUBIAGUIRRE et al., 2015).
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3.4. Fundamentos da USLE

A extracdo assistida por ultrassom tem sido amplamente utilizada como técnica
de preparo de amostra, devido ao seu baixo custo, rapidez, baixo consumo de solvente,
além da pequena quantidade de amostra. E uma técnica de extracdo considerada
relativamente simples, consistindo apenas na mistura da amostra com solvente, seguida
de uma agitagdo manual ou mecéncia, com posterior submissdo da amostra a ondas
ultrassénicas (ALDHABI et al., 2017; TIWARI, 2015; ZUBIAGUIRRE et al., 2015).

Os efeitos sonoquimicos do ultrassom no liquido sao atribuidos ao fenédmeno da
cavitagao, a formacao de bolhas, seu crescimento e colapso. A cavitagdo ocorre quando
sob o efeito de ondas ultrassoOnicas, a pressao for maior que as forgas de coesao entre
as moléculas que compdem o liquido, formando-se entdo espagos vazios no liquido que
sdo denominadas bolhas de cavitagdo. Quando a pressdao aumenta pelo efeito de
aproximacdo das moléculas no liquido, ocorre o rompimento das bolhas (PICO, 2013;
TIWARI, 2015; XU et al., 2017).

Esse colapso das bolhas provoca diversos mecanismos que melhoram o processo
de extracdo. Sao eles a fragmentacao, a erosao e a destexturizagdo. A colisdo entre as
particulas e ondas de choque provocada pelas bolhas, provoca a fragmentagao dessas
particulas, originando particulas de menor granulometria, o que aumenta a superficie de
contato, melhora a solubilizagao do analito no solvente, e consequentemente aumenta a
transferéncia de massa e eficiéncia de extracdo. Além disso, a implosédo das bolhas de
cavitagdo na superficie da matriz, origina deformagdes localizadas, degradacao da
parede celular e afeta também a permeabilidade dos componentes da matriz,
favorecendo o acesso do solvente e difusdo do analito (DRANCA et al., 2016; HE et al.,
2016b; PICO, 2013; XU et al., 2017).

A técnica de extragao utilizada além de proporcionar uma alta eficiéncia extrativa,
€ importante que tenha também uma contribuigdo no caracter ecolégico do processo
analitico. A USLE é considerada como sendo um processo de extragao verde, por ser
rapido e por isso consome pouca energia, requer uma quantidade menor de solventes
comparativamente aos metodos tradicionais, e consequentemente gera uma quantidade
menor de residuos (PRADAL et al., 2016; TIWARI, 2015; ZHANG et al., 2016).
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Estas inumeras vantagens do emprego do ultrassom proporcionadas pelos
diferentes mecanismos mencionados anteriormente contribuem para aumentar a
transferéncia de massa e melhorar a extracdo. Entretanto, apesar das ondas
ultrassénicas aumentarem a taxa de difusdo dos analitos para a fase organica, também
aumentam a extragao dos co-extrativos, de modo que, muitas vezes se faz necessario o
recurso a medidas que possibilitem a reducao do efeito matriz (HE et al., 2016b; XU et
al., 2017).

3.5. Efeito matriz: estratégias para a sua minimizagao

O efeito matriz é definido como o efeito dos componentes da matriz na resposta
analitica. Estes componentes por terem propriedades quimicas similares as dos analitos,
podem reagir com os mesmos reagentes, podem eluir em tempos de retencao préximos
aqueles dos analitos, provocando uma resposta instrumental que pode nao ser
facilmente distinguida daquela do analito (KACZYNSKI, 2017; Resolugcdo da Diretoria
Dolegiada - RDC N° 166; TAYLOR, 2005; YANG, 2015).

Quando se efetua a analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (LC-MS, do inglés liquid chromatography coupled to mass spectrometry), a
presencga de interferentes leva a alteragdes no processo de obtencao dos respectivos
ions a serem analisados no espectrometro de massas. A presenga de co-extrativos
influencia os sinais do analito, podendo ocorrer problemas de supressdo ou
enriquecimento do sinal dos analitos quando comparados a resposta em solvente puro,
0 que pode afetar negativamente a precisdo, a reprodutibilidade e a sensibilidade do
método, além de afetar a quantificagcdo desses compostos (GOMEZ et al., 2016;
KEBARLE et al., 2010; KACZYNSKI, 2017; TAYLOR, 2005; YANG et al., 2015; ZANELLA
etal., 2017).

O efeito matriz mais comum quando se emprega a espectrometria de massas
(MS, do inglés mass spectrometry) com ionizagao por eletronebulizagédo (ESI, do inglés
electrospray ionization) é a supressao de ions. O processo de ionizagao por ESI que leva
a formagédo de ions em fase gasosa pode ser subdividido em varios estagios: (a) a
produgdo das goticulas carregadas na ponta capilar; (b) encolhimento das goticulas
carregadas por evaporacao do solvente e a fissdo de goticulas e a (c¢) formacao dos ions.
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Qualquer fenbmeno que possa diminuir a taxa de produgao das goticulas e, finalmente,
a formagao dos ions em fase gasosa, pode participar na supressao do sinal (KEBARLE
et al., 2010; KACZYNSKI, 2017; TRUFELLI et al., 2011).

Diferentes mecanismos foram propostos para elucidar o que leva a uma
diminuicao da eficiéncia de ionizagdo. Uma das teorias propostas esta relacionada com
a co-eluigao de compostos interferentes, especialmente compostos basicos, que podem
desprotonar e neutralizar os ions dos analitos e, assim, reduzir a formagao de ions do
analito protonado. Outra teoria postula que compostos menos volateis podem afetar a
eficiéncia da formagao de goticulas e reduzir a capacidade de conversao das goticulas
carregadas em ions de fase gasosa. Esses materiais ndo volateis (ex. fosfato utilizado
na fase mével ou ainda lipidios provenientes da amostra) podem ainda se acumular na
interface do LC-MS ou na face frontal dos quadrupolos do espectrometro de massas.
Essa acumulacdo de materiais ndo volateis pode aumentar a resisténcia elétrica,
evitando assim que os ions sigam o gradiente eletromagnético no detector, resultando
em perda de sinal, além de aumentar a frequéncia de manutencdes do equipamento.
Também foi postulado que o efeito matriz pode ser causado por compostos interferentes
de alta viscosidade que poderiam aumentar a tensao superficial do efluente da coluna e
consequentemente, a formagao da gota e a evaporacgao, afetando assim o numero de
ions carregados (CAPPIELLO et al., 2010; CHIU et al., 2010; CHIN et al., 2004; GOMEZ
et al., 2016; HALL et al., 2012; HEWAVITHARANA et al., 2014; ZANELLA et al., 2017).

De acordo com TRUFELLI et al., 2011 um outro mecanismo possivel ocorre
quando componentes da matriz ou aditivos de fase moével atuam como reagentes de
emparelhamento de ions com os ions de analito pré-formados (TRUFELLI et al., 2011).

Apesar das inumeras hipoteses existentes para elucidar os processos de
supressao do sinal, poucas informacgdes existem a cerca dos mecanismos responsaveis
pelo enriquecimento do sinal. De acordo com CECH et al., 2000 e TRUFELLI, et al., 2011
este processo de aprimoramento do sinal depende da afinidade do analito para a
superficie das goticulas, e, dependendo da fragmentagéo, os ions com valores de razao
m/z especificos podem se sobrepor, resultando no enriquecimento do sinal (CECH et al.,
2000; TRUFELLI, et al., 2011).
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Diferentes procedimentos podem ser implementados durante o desenvolvimento
do método para reduzir o numero de co-extrativos. Procedimentos de limpeza do extrato
ou otimizagao da separagao cromatografica podem reduzir a introdugado de componentes
da matriz no sistema analitico (GOMEZ et al., 2016; GONZALEZ et al., 2017; TAYLOR,
2005; YANG et al., 2015; ZANELLA et al., 2015).

A otimizagdo da separagao cromatografica € uma medida que pode resultar no
decréscimo do efeito matriz, uma vez que conseguindo uma boa separacédo, diminui-se
a competicédo pela ionizagdo e consequentemente consegue-se reduzir o efeito matriz.
Essa otimizagado pode ser feita a partir da avaliagcdo da composicao da fase maével, da
forca de eluigdo e da duracdo do gradiente. E importante operar em condicdes de fase
movel que modifiquem o tempo de retencao dos analitos, de modo a evitar a sua eluigao
em areas mais afetadas pela supressdo ou enriquecimento do sinal. Geralmente as
areas cromatograficas mais afetadas por interferéncias sdo o inicio da analise
cromatografica onde sao eluidos os compostos nao retidos e o final do gradiente de
eluicdo, onde os compostos fortemente retidos sdo eluidos (GOMEZ et al., 2016;
GONZALEZ et al., 2017; TRUFELLI et al., 2011).

O pH da fase movel e a concentracao de aditivos também podem ser criticos na
reducado do efeito matriz, uma vez que podem ser determinantes na otimizacdo da
separagao cromatografica, além de controlar a forga idbnica do meio, podendo inibir
interacdes eletrostaticas que poderiam resultar no incremento do efeito matriz. Por outro
lado, a adicao de tampdes na fase movel pode resultar em efeitos de supressao devido
ao aumento do numero de ions no spray (CHIU et al., 2010).

Modificacdes das condi¢cdes do espectrometro de massas pode ser uma solugéo
vantajosa na minimizagao do efeito matriz. Alteragdes na fonte de ionizagdo pode ser
uma boa estratégia de redugao da interferéncia de co-extrativos. Estudos evidenciam
que a ionizagao quimica a pressao atmosférica (APCI, do inglés atmospheric pressure
chemical ionization) € menos propenso ao efeito matriz. Portanto, uma mudanga de ESI
para APCI pode ser uma alternativa viavel na reducao do efeito matriz (CAPPIELLO et
al., 2010; CHIN et al., 2004; GONZALEZ et al., 2017; TAYLOR, 2005; TRUFELLI et al.,
2011).
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Uma abordagem alternativa de minimizagao do efeito matriz geralmente aplicada
seria a diluicdo da amostra ou uma redugdo do volume injetado. No entanto, esta
estratégia pode ser critica para o analito presente em baixas concentragées (GONZALEZ
et al., 2017; TRUFELLI et al., 2011; YANG et al., 2015).

Outra estratégia amplamente utilizada para a redugdo do efeito matriz esta
relacionada com a otimizagao da técnica de preparo de amostra (GOMEZ et al., 2016;
ZANELLA et al., 2017).

A minimizacdo dos interferentes como proteinas e gorduras pode ser conseguida
mediante o emprego de uma etapa de congelamento ou uso de gelo seco. Por outro
lado, procedimentos como precipitacdo de proteinas mediante a acidificagdo do meio até
o ponto isoéletrico das proteinas (pH=4,5) sdo outras medidas passiveis de promover
um decréscimo da interferéncia de proteinas na analise. A alcalinizagdo do meio com o
intuito inibir a interferéncia dos aminoacidos através da sua precipitacdo também pode
ser utilizado na reducéo do efeito matriz (RICHARD et al., 2011; TRUFELLI et al., 2011).

Uma etapa adicional de limpeza por SPE ou extracéo de fase sélida dispersiva (d-
SPE, do inglés dispersive solid phase extraction) também tem sido bastante empregado
na tentativa de minimizar o efeito matriz. Neste procedimento aplica-se materiais
sorventes como carbono grafitizado, PSA, C18 ou ainda sorventes alternativos como
quitina, quitosana, areia e concha de mexilhdo que tem recebido bastante atengcéo na
remocgao de co-extrativos, atengao justificada por suas vantagens em termos de aspectos
econdémicos e ambientais, sendo uma importante estratégia com vista ao
desenvolvimento de produtos de valor agregado, cujas oportunidades e areas de
insercdo sao bastantes amplas, destacando-se o seu uso enquanto biomaterial
alternativo na remocao de interferentes (DOTTO et al., 2017; PENG et al., 2016;
ROMBALDI et al., 2015; ZANELLA et al., 2015).

A estrutura bidentada do PSA tem um elevado efeito quelante, devido a presenca
dos grupos amino primario e secundario. Como resultado, a retengcédo de acidos graxos
livres e de outros compostos polares presentes na matriz € muito forte. O C18 e a alumina
possuem a capacidade de reter co-extrativos lipofilicos e interferentes apolares. A
quitina, a quitosana, a areia a e a concha de mexilhdo também ja foram reportados na

literatura como sorventes para a etapa de limpeza do extrato, atuando na remocgao de
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diversas classes de moléculas, dentre elas os lipideos e moléculas aromaticas (ARIAS
et al., 2014; CABRERA et al.,, 2012; CERQUEIRA et al., 2014; PENG et al., 2016;
ROMBALDI et al., 2015).

3.5.1. Estratégias de minimizagao de efeito matriz no pescado

Atendendo ao fato do pescado representar uma matriz complexa, uma etapa
adicional de remocao de interferentes é certamente uma etapa-chave no
desenvolvimento do método, representando, adicionalmente, um enorme desafio, isso
devido a complexidade dessa matriz. Na determinagdo das BAs em amostras de
pescado os interferentes mais comumente encontrados sao os aminoacidos, peptideos,
proteinas e lipidios (RICHARD et al., 2011).

Diferentes procedimentos s&o reportados na literatura no intuito de reduzir os co-
extrativos antes da analise, incluindo derivatizagao, uso de uma coluna de troca idnica,
acidificagao ou alcalinizagdo do meio ou ainda uma etapa adicional de limpeza do extrato
(AOAC, 977.13, 2002; FU et al., 2016; KILCOYNEA et al., 2010; RICHARD et al., 2011;
SAGRATINI et al., 2012).

Com o intuito de reduzir a interferéncia de proteinas e lipidios na analise de BAs
em amostras de pescado, MOLOGNONI et al., 2017 empregou como solvente extrator
metanol: acetonitrila: agua, na proporgao 45:45:10 (v/v/v), acidificada com 0,1% de acido
acético, seguido do congelamento do extrato a -60 ° C por uma hora. A utilizagdo da
acetonitrila como solvente extrator, associado a acidificacdo do meio foi efetivo na
remogao de proteinas. Por outro lado, a etapa de congelamento eliminou grandes
quantidades de interferentes lipidicos (MOLOGNONI et al., 2017).

RICHARD et al., 2008 e RICHARD et al., 2011 avaliaram o uso do HCI 0,1 mol L-
' e metanol acidificado com HCI (75% de metanol em HCI 0,1 mol L-') na recuperagao
das BAs e remocgao das proteinas. Realizaram ainda uma etapa de adicional de
congelamento do extrato para a remocao dos lipidios. Ambos os procedimentos foram
eficientes na remocao de proteinas e interferentes lipidicos (RICHARD et al., 2008;
RICHARD et al., 2011).

A espectrometria de massas tem substituido os métodos mais comumente

empregados na detec¢ado das BAs principalmente devido a ndo requisi¢gao da etapa de
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derivatizagao. Entretanto, com a finalidade de reduzir o efeito de matriz, alguns autores
tém empregado uma etapa adicional de derivatizagdo mesmo empregando o
espectrometro de massas como detector. FU et al., 2016 determinou 11 BAs por LC-MS,
utilizando o cloreto de benzoila com reagente derivatizante. O recurso a processos de
derivatizagao origina compostos com maior massa molecular, que por sua vez originam
fragmentos de maior razdo m/z, sendo estes, menos afetados pelo efeito de
enriquecimento do sinal. Em contrapartida, de acordo com CAPPIELLO et al., 2010 e
CECH et al., 2000, compostos mais polares sao mais afetados pela supressao de ions.
As reagdes de derivatizagao diminuem a polaridades das BAs, resultando deste modo,
num decréscimo do efeito matriz (CAPPIELLO et al., 2010; CECH et al., 2000; FU et al.,
2016).

Uma outra estratégia bastante utilizada na redugéo de co-extrativos em amostras
de pescado ¢é a limpeza do extrato por SPE. Cartuchos de equilibrio lipofilico/hidrofilico
(HLB, do inglés hydrophilic lipophilic balance) e Strata C18 foram empregados por
KILCOYNE et al., 2010 e SAGRATINI et al., 2012 na remocéo de interferentes hidrofilicos
e hidrofébicos. KILCOYNE et al., 2010 realizou ainda estudos a cerca do efeito da
composicdo da fase movél na otimizagdo da separacdo cromatografica, e
consequentemente, na reducao do efeito matriz (KILCOYNEA et al., 2010; SAGRATINI
etal., 2012).

3.6. Separacao e deteccao das BAs

A determinagdo das BAs é mais comumente realizada por meio de técnicas de
separacao: cromatografia liquida (LC, do inglés liquid chromatography), cromatografia
gasosa (GC, do inglés gas chromatography) e eletroforese capilar (CE, do inglés capillary
electrophoresis) (HE et al., 2016a; PARCHAMI, 2017; PAPAGEORGIOU et al., 2018).

A técnica mais amplamente empregada na determinacédo de BAs em produtos
alimentares é a cromatografia liquida em fase reversa (RP-LC, do inglés reversed phase
liquid chromatography), usando colunas C18, com detecg¢ao por fluorescéncia (FLD,
detector por fluorescéncia, do inglés fluorescence detector) ou ultravioleta (UV). No
entanto, em funcao da baixa absorcdo das BAs nos intervalos de comprimento de onda

no UV ou auséncia de grupos cromoforos, a sua detecgéo por LC acoplada ao detector
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UV e FLD necessita de processos de derivatizagcao. Por outro lado, a alta polaridade das
BAs dificulta a sua anadlise pela RP-LC, em funcdo da baixa retengdo nas fases
estacionarias empregadas, necessitando deste modo, de abordagens que permitam um
aumento da hidrofibicidade das BAs, por meio de reacbdes de derivatizacdo, e assim
tornar possivel a sua interagao com a fase estacionaria das colunas empregadas na RP-
LC (BIJI et al., 2016; MORATALLA et al., 2014; MOHAMMED, 2016; PLOTKA, 2016;
PAPAGEORGIOU et al., 2018).

E importante ressaltar que, os reagentes derivatizantes podem reagir com
compostos indesejaveis presentes na matriz, exigindo entdo que se tenha uma etapa de
limpeza ou re-extragao da amostra derivatizada, o que ocasiona um maior consumo de
reagentes. Além disso, as reacgdes de derivatizagdo sdo demoradas e aumentam o risco
de se ter baixa recuperagéo, perda de analito, contaminag¢ao, sendo portanto prejudicial
para a sensibilidade e a reprodutibilidade dos resultados em relagao aos obtidos pelos
meétodos que ndo efetuam a derivatizagao (SAGRATINI et al., 2012; ERIM, 2013). Neste
sentido, a espectrometria de massas tem substituido os métodos convencionais de
deteccao na determinacdo BAs devido a alta sensibilidade e informacédo estrutural
relevante dos espectros de massa, além da n&o requisicao da etapa de derivatizagao
(JASTRZEBSKA et al., 2018).

SAGRATINI et al., 2012, comparou a determinag¢ao das BAs nao derivatizadas em
tecidos de peixe por LC com deteccéo por MS e por FLD usando cloreto de dansilo como
derivatizante e concluiu que a determinagao por LC-MS/MS afigura-se como uma boa
alternativa para analise de BAs, sendo um dos métodos mais sensiveis e especificos
disponiveis para a sua quantificagao, além de eximir a etapa da derivatizacao, o que se
traduz num menor consumo de reagentes, menor tempo de andlise e a amostra estaria
menos propensa a contaminagdes (SAGRATINI et al., 2012).

Um outra alternativa para a analise das BAs, sem a etapa da derivatizacéo € a
utizagao de colunas de interacdes hidrofilicas, que devido a natureza polar da sua fase
estacionaria, poderdo permitir uma maior retencao e eficiéncia de separacdo das BAs
(BUSZEWSKI et al., 2012; GOSETTI et al., 2013; JANDERA, 2011; KOUPPARIS et al.,
2013; LOPEZ et al., 2017; MOLDOVEANU et al., 2017b).
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3.7. Cromatografia por interacao hidrofilica

Os meétodos cromatograficos mais comumente empregados sdo RP-LC e a
cromatografia liquida de fase normal (NP-LC, do inglés normal phase liquid
chromatography). Entretanto, uma das limitagées dessas técnicas de separagao prende-
se com a limitada aplicabilidade para a analise de compostos hifrofilicos, produto da
reduzida solubilidade das moléculas hidrofilicas em fase movel apolar empregada em
NP-LC e a fraca retencédo dos analitos polares na fase estacionaria apolar empregada
em RP-LC. Com o intuito de minimizar problemas relacionados a analise de compostos
polares, ALPERT em 1990 introduziu a cromatografia por interagao hidrofilica (HILIC, do
inglés do inglés hydrophilic liquid chromatography) (ALPERT, 1990; SILVA et al., 2016).

Alguns autores descrevem a HILIC como o eixo de conexao entre a RP-LC, NP-
LC e a cromatografia idnica (IC, do inglés ionic chromatography), uma vez que, assim
como na NP-LC, a mesma também emprega fase estacionaria hidrofilica baseada em
silica pura ou silica derivatizada, mas por outro lado, apresenta condic¢des tipicas da RP-
LC, o que esta relacionado com fase movel utilizada, que consiste de uma solucgéo
contendo pelo menos 2,5% de agua e mais de 60% de solvente organico (tipicamente
acetonitrila). A HILIC possui ainda particularidades da IC, isso devido a sua capacidade
de analisar compostos ionizaveis (BUSZEWSKI et al., 2012; JANDERA, 2011;
KOUPPARIS et al., 2013; KACZYNSKI, 2017; SILVA et al., 2016).

A fase movel empregada em HILIC geralmente contém uma solugéo tampéo (na
concentracdo de 5 a 100 mM) e aditivos acidos, cujo pH e forca ibnica afetam
significativamente a retengao e separagao nos analitos. Esses aditivos sdo necessarios
principalmente quando se analisa compostos ionizaveis, de forma a assegurar que o
analito esteja numa unica forma ibnica, evitando deste modo a possibilidade de ter
irregularidades no perfil cromatografico dos picos. Um aspecto particular das colunas
HILIC esta relacionado com a dependéncia da fase estacionaria com relagdo a fase
movel. O pH da fase movel controla o estado de ionizagdo dos grupos polares da fase
estacionaria, de modo que, a agao de uma fase estacionaria como permutador de anions
ou cations ou apenas como uma fase polar depende do pH da fase movel. Mesmo a
ionizagao de grupos silandis na silica pura depende do pH da fase movel. Além disso, a

quantidade de agua adsorvida na superficie da fase polar influencia o fator de retengéo
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da coluna (GUO et al., 2013; MCCALLEY, 2013; MCCALLEY, 2017a; MCCALLEY,
2017b; MOLDOVEANU et al., 2017a).

As fases estacionarias empregadas em HILIC sdo polares, sendo classificadas
em: (1) silica pura, (2) silica modificada com grupamentos neutros, (3) silica com grupos
de troca ibnica, (4) silica modificada com grupos zwitteridnicos e (5) silica derivatizada
com grupos polares e hidrofébicos, conforme a Figura 2 (IBRAHIM et al., 2013;
JANDERA, 2011; MOLDOVEANU, et al., 2017b; MCCALLEY, 2017b; SILVA et al., 2016).

Figura 2: Represcentacao de algumas fases estacionarias empregadas em
HILIC: (a) amida; (b) poli (succinimida); (c) sulfoalquilbetaina (zwitteridénica); (d) diol; (e)
amina; e (f) ciano (Adaptado de NGUYEN, H. P. et al., 2013).
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O mecanismo de separacdao em HILIC é baseado no equilibrio de partigcao
hidrofilica dos analitos entre a camada de agua imobilizada na superficie da fase
estacionaria e a fase movel deficiente em agua. As interagdes dipolo-dipolo e as ligagdes
de hidrogénio também podem contribuir na partigdo dos analitos. Por outro lado, as
interagdes eletrostaticas podem desempenhar um papel importante na HILIC, devido aos
grupos idnicos que podem ser intencionalmente incorporados na fase estacionaria ou
cargas residuais como as dos grupos silandis (ALPERT, 1990; GRITTI et al., 2015;
HEATON et al., 2014; IVERSON et al., 2016; IBRAHIM et al., 2013; MCCALLEY, 2015).

Portanto, o mecanismo de separacdo com colunas HILIC é baseado na sinergia entre
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interagdes hidrofilicas, interagdes por ligacdo de hidrogénio e interacbes eletrostaticas
(Figura 3). O grau de dominacgao de cada mecanismo ira depender da fase estacionaria
utilizada, e das condigdes da fase maével, incluindo o tipo e a quantidade de solvente
organico empregado, além da concentragdo dos aditivos e do pH. A compreenséo dos
mecanismos de retencao e o impacto das propriedades da fase estacionaria e da fase
movel nas separagdes permitem a obtengdao de uma boa separagdo, além de picos
cromatograficos bem resolvidos (MOLDOVEANU et al., 2017b; MCCALLEY, 2015).

Figura 3: Diagrama esquematico das interagdes ZIC-HILIC de Nglycan de 2-
minopiridina sialilada. Interagdes eletrostaticas (atragao e repulsao) e hidrofilicas entre
0 acido sialico e o grupo de sulfobetaina na superficie da coluna ZIC. E* e E- sdo ions

eletro-eletroliticos positivos e negativos (ex. ions aménio e acetato) no eluente,
respectivamente (Adaptado de RABEL, 2013).
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Esses diferentes mecanismos propiciam algumas vantagens a HILIC,
nomeadamente a capacidade de promover uma maior retencdo de compostos
hidrofilicos e uma melhor separagdo dos mesmos comparativamente a RP-LC. Uma
outra vantagem particular da HILIC relaciona-se com a diminuicdo da pressao do
sistema. Essa vantagem resulta do alto conteudo organico da fase mével tipica da HILIC
e da baixa viscosidade resultante, refletindo deste modo numa redugao da pressao no
sistema. Um outro fator que tem impulsionado o emprego da HILIC esta relacionada com

0 seu acoplamento a MS, especialmente quando se emprega o modo de ionizagao por
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electrospray (ESI, do inglés electrospray ionization), uma vez que a fase movel &€ mais
eficientemente dessolvatada, dando origem a uma melhor sensibilidade do que quando
de emprega da RP-LC (GUO et al., 2013; HEATON et al., 2014; LOPEZ et al., 2017;
MCCALLEY, 2013; MCCALLEY, 2017b).

A menor viscosidade da fase mével utilizada em HILIC resulta numa maior difuséo
do analito, dando origem a um menor valor do termo C (resisténcia a transferéncia de
massa) da equacgao de Van Deemter, uma maior transferéncia de massa, o que podera
resultar num incremento da retengao dos analitos (HEATON et al., 2014).

A Tabela 3 apresenta um resumo do emprego da LC na determinagédo de BAs em

amostras de pescado.



Tabela 3: Emprego da LC na determinacdo de BAs em amostras de pescado.
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Técnica de

Amostra Analitos Preparo de amostra d . = Referéncia
eterminacao
Poixe HIS2. TRY®, CAD®, PUTH. SPDe, SLEi 6 SPE LC -MS/MS (SAGRATINI et al.,
SPM'. PHES, TRP® Coluna: Synergi Hydro 2012)
_ HIS, PUT, CAD, PHE, SPD, SLE, filtrag&o e derivatizagcdo com cloreto de HPLC-UV!
Sardinha . o (ZARE et al., 2017)
SPM, TRP, TYR benzoilo Coluna: STARRP° 18
Frutos do mar AGMi, CAD, HIS, PUT, TRP, UPLC-MS™
MSPDk (SELFet al., 2012)
TYR, PHE Coluna: HILIC
Derivados do HIS SLE, agitagdo mecénica, e derivatizagdo com HPLC-DAD" (SEMERARO et al.,
pescado cloreto de dansilo Coluna: C18 2016)
AGM, HIS, TYR, PHE, SER, :
SLE, agitagdo mecéncia e derivatizagdo com HPL_C DAD (OZOGUL et al.,
Anchova TRP, DOP, CAD, PUT, SPM, Coluna: RP ODS
cloreto de benzoilo . 2017)
SPD Hypersil
UHPLC-MSP
HIS, PUT, CAD, AGM, PHE, ) )
Atum MSPD Coluna: Acquity UPLC  (SELF et al., 2011)
SPD, TRY, TYR BEH HILIC

aHIS, histamina do inglés histamine, ® TRY, triptamina, do inglés tryptamine, ¢ CAD, cadaverina, do inglés cadaverine, 4 PUT, putrescina, do inglés

putrescine, ¢ SPD, espermidina, do inglés spermidine, f SPM, espermina, do inglés spermine, 9 PHE, feniletilamina, do inglés phenylethylamine, "

TRP, triptamina, do inglés tryptamine, 'SLE, extragéo solido-liquido, do inglés solid liquid extraction, i AGM, agmatine, do inglés agmatine, K MSPD,

dispersao da matriz em fase sélida, do inglés matrix solid phase extraction, 'HLPC-UV, cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector

utravioleta, do inglés high perfomance liquid chromatography with ultraviolet detector, "UPLC-MS, cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplado

a espectrometria de massas, do inglés, ultra performance liquid chromatography coupled mass spectrometer, "HPLC-DAD, cromatografia liquida

de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos, do inglés high pressure liquid chromtography with diode array detector, ° RP, fase

reversa, do inglés reverse-phase.
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Amostra Analitos Preparo de amostra Tecnlf:a d? A
determinagao Referéncia
UHPLC-MS
Atumm HIS, PUT, CAD, AGM, PHE, MSPD Coluna: Acquity UPLC BEH (SELF et al.,
SPD, TRY, TYR HILIC 2011)
Peixe fresco e HIS, PUT, CAD, AGM, PHE, SLE, agitagdo mecénica, e HPLC-FLDa (EVANGELISTA
enlatado SPD, SPM, TRP, TYR derivatizagdo com ortoftaldeido Column: C18 et al., 2016)
N ol HPLC-UV/VISt
SLE, agitagdo mecanica, e . . SAAID et al.,
Peixe enlatado TRP, PUT, HIS, TYR, SPD o aras . Coluna: Waters Spherisorb 5 Im (
derivatizagdo com cloreto de dansilo 2009)
ODS2
UHPLCt- FLD MORATALLA et
Peixe fresco HIS, TYR, PHE, SER, TRP, SLE e derivatizagdo com ortoftaldeido  Coluna: Acquity UPLC BEH C18 (
DOPr, CAD, PUT, AGM, SPD al., 2009)

Peixe fresco

Produtos de peixe

fermentado

PUT, CAD, SPD, SPM, PHE,
HIS, TYR, TRP

AGM, HIS, TYR, PHE, SER,
TRP, DOP, CAD, PUT, SPM,
SPD

USLES e derivatizagdo com etil-

acridina-sulfonil cloreto

SLE, agitacdo mecénica e

derivatizacado com cloreto de dansilo

HPLC-FLD
Coluna: Hypersil
BDS C18

HPLC-DAD
Coluna: C18

(LI et al., 2014)

(MOON et al.,
2010)

P UHPLC-MS, cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas, do inglés ulfra high performance liquid

coupled mass spectrometer, I HPLC-FLD, cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector por fluorescéncia, do inglés high pressure

liquid chromtography with fluorescence detector, " DOP, dopamina, do inglés dopamine, s UAE, extracdo assistida por ultrassom, do inglés,
ultrasound assisted extraction, t HPLC-UV/VIS, cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector ultravioleta-visivel, do inglés high

performance liquid with ultravioleta-visible detector, * UHPLC-FLD, cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada ao detector por

fluorescéncia, do inglés ultra high performance liquid chromatograph with fluorescence detector.
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Amostra

Analitos

Preparo de amostra

Técnica de
determinagao

Referéncia

Peixe enlatado

Peixe

Peixe

Peixe

Peixe

Peixe

ETMY, HEP*, HIS, ISMY,
MEM?, PHE, PRO22, PUT
TRP, TYM, CAD

HIS, TYR, PHE, TRP, CAD,
PUT, AGM, SPD, SPM

HIS, TYR, CAD, PUT

HIS, TYR, PHE, TRP, CAD,
PUT, SPD, SPM

HIS, TYR, PHE, TRP, CAD,
PUT, SPD, SPM

HIS, TYR, PHE, TRP, CAD,
PUT, SPD, SPM

UA-LLE®®
Derivatizagdo com naftaleno-2,3-

dicarboxaldeido

SLE e derivatizagdo com cloreto de

dansilo

SLE e derivatizagdo com cloreto de
dansilo
SLE e derivatizacdo com cloreto de
dansilo
SLE, agitagdo mecénica, e

derivatizacao com cloreto de dansilo

SLE, agitagdo mecéncia e

derivatizagdo com cloreto de benzoilo

HPLC-FLD
Coluna: Inertsil ODS-3

HPLC-UV
Coluna: C18

UPLC-DADe¢e

Coluna

HPLC-FLD
Coluna: Kinetex C18

HPLC-DAD
Coluna: C18

UHPLC-MS/MSd

Coluna: ACQUITY HSS T3

(ZOTOU et al.,
2013)

(AFLAKI et al.,
2015)

(KRIZEK et al.,
2017)
(HERRERO et al.,
2016)

(KOSE et al.,
2012)

(FU et al.,, 2016)

WwETM, etilamina, do inglés ethylamine, *HEP, heptilamina, do inglés heptylamine, Y ISM, isoamilamina, do inglés isoamylamine, 2 MEM, metilamina,

do inglés methylamine, @@ PRO, propilamina do inglés propylamine, ®» UA-LLE, extragao liquido-liquido assistida por ultrassom, do inglés ultrasound

assisted liquid liquid extraction, < UPLC-DAD, cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplado ao detector de arranjo de diodos, do inglés, ultra

performance liquid chromatography with diode array detector, ¥ UHPLC-MS/MS, cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas em série do inglés ultra high performance liquid chromatograph tandem mass spectrometry.
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4. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu em avaliar os métodos para determinagao de
BAs em amostras de pescado. Para a extracao foi utilizada como técnica de preparo de
amostra a USLE e para determinacédo a LC-MS/MS. O estudo foi desenvolvido no
Laboratério de Analise de Compostos Orgéanicos e Metais (LACOM), da Escola de
Quimica e Alimentos (EQA), na Universidade Federal do Rio Grande - FURG.

4.1. Instrumentagao

» Balanca Analitica modelo FA 2104N, Bioprecisa (Curitiba, PR, Brasil);

Bomba a vacuo Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil);

A\

» Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 — 1000 uL)
Labmate (Varsovia, Polonia);

» Sistema de Purificagdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (Millipore,

Bedford, MA, USA);

Agitador Vértex modelo QL-901 (Biomixer, Brazil)

Ultrasom Quimis modelo Q335D (Diadema, SP, Brasil);

pHmetro modelo pH21 Hanna-Eletrodo de vidro combinado com BNC (Brasil)

vV V VYV V

Centrifuga de tubos microprocessada modelo Quimis® Q222T (QUIMIS

aparelhos cientificos);

» Cromatografo a liquido Alliance Separations modelo 2695 Waters (Milford, MA,
USA) equipado com amostrador automatico, bomba quaternaria, sistema de
desgaseificacdo, acoplado a um espectrometro de massas, Micromass® Quatro
Micro™ APl Waters, com fonte API, operado no modo de ionizacdo por
Eletrospray (ESI) e sistema de aquisigdo de dados através do software Masslynx
4.0 Waters;

» Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics Instruments Ltda., (Escdcia).

» Coluna analitica Luna HILIC (100 mm x 3 mm d.i., 3 ym) (Phenomenex, Allcrom,
SP, Brasil);

» Coluna analitica C18 XTerra (50 mm x 4,6 mm d.i., 3,5 ym) (Waters, Milford,
Massachusetts, USA);

» Coluna analitica Atlantis HILIC silica (50 mm x 4,6 mm d.i., 3 um) (Waters, Milford,

Massachusetts, USA).
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Reagentes, solventes e materiais

Agua Ultrapura, purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore (resistividade 18,2
MQ cm);

Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, Mallinckrodt, NJ, USA);

Metanol e etanol grau HPLC (J.T. Baker, EUA);

Acido perclérico 70% (HCIO4) (Vetec, RJ, Brasil);

Acido tricloroacético (Labsynth, Diadema, SP, Brasil);

Hidroxido de sédio (NaOH) 2 mol L';

Acido cloridrico 36,46% (HCI) ACS (Merck, RJ, Brasil);

Acido férmico (HCOOH) pureza = 98% (Merck, RJ, Brasil);

Formiato de amdnio (CHsNO2) pureza = 99,0%, proveniente da Sigma Aldrich
(SP, Sao Paulo, Brasil);

Padrdes analiticos (pureza superior a 99%): histamina, putrescina, cadaverina,
feniletilamina, espermina, espermidina, pirrolidina, piridina, morfolina e triptamina
foram provenientes da Sigma Aldrich (SP, Sao Paulo, Brasil);

Kit filtragcao para fase mével com membrana filtrante de nylon 0,45 ym de diametro
de poro e 47 mm de didmetro (Millipore, SP, Brasil);

Tubos Falcon de polipropileno, capacidade de 5 e 10 mL (Sarstedt, Alemanha);
Gas argbnio analitico 5.0 (Sapucaia, RS, White Martins, Brasil) usado como gas
de colisdo no sistema LC-MS/MS;

C18 —Strata C18-E (50 ym) (Phenomenex, EUA);

Quitina moida (produzida e caracterizada no Laboratério de Operagdes Unitarias
da Escola de Quimica e Alimentos da FURG, a partir de residuos de camarao
rosa Farfantepenaeus brasiliensis);

Quitosana em po, na forma de gel, na forma de filme, esponja e quitosana
misturada com carvdo ativo (produzida e caracterizada no Laboratério de
Operagoes Unitarias da Escola de Quimica e Alimentos da FURG, a partir de
residuos de camaréo rosa Farfantepenaeus brasiliensis);

Concha de mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) (obtido no Instituto de
Oceanografia da FURG)

Areia de Bujuru lavada;

Alumina (proveniente da SIGMA ALDRICH)

Amina primaria secundaria — PSA (40 um) Bondesil (Varian, USA);

Frascos de vidro ambar (capacidade de 10 e 50 mL);
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» Vidraria comum (baldes volumétricos, pipetas volumétricas, béquer, etc).

4.3. BAs selecionadas para o estudo

Os analitos para este estudo foram previamente selecionados mediante uma
revisdo de literatura, reportando a sua ocorréncia em amostras de pescado e
considerando ainda a sua ocorréncia em alimentos aliada a intoxicacdo, sendo eles
histamina (HIS, do inglés histamine), putrescina (PUT, do inglés putrescine), cadaverina
(CAD, do inglés cadaverine), feniletilamina (PHE), espermina (SPM, do inglés spermine),
espermidina (SPD, do inglés spermidine), pirrolidina (PRL, do inglés pyrrolidine), piridina
(PRD, do inglés pyridine), morfolina (MOR, do inglés morpholine) e triptamina (TRP, do
inglés ftryptamine) (BIJI et al., 2016; OZOGUL et al., 2017, PARCHAMI, 2017,
POHANISH, 2012; SENTELLAS, 2016). A Tabela 4 apresenta as estruturas das BAs

selecionadas para o estudo, as propriedades fisico-quimicas e o numero CAS.

Tabela 4: Valores de coeficiente de particao octanol-agua (kow), pka, nimero CAS,
massa molar, formula molecular e estrutural das BAs seleccionadas para o estudo
(CHATZIMITAKOS et al. 2016; www.sigmaaldrich.com/brazil.html)

Nome e Formula Massa molar Numero
e 1 pka Logkow
formula estrutural molecular (g mol™) CAS

Feniletilamina

NH,
CsH11N 121,18 9,83 1,41 64-04-0

Histamina

HN/\N
\\Q/\ CsHoN3 111,15 9,7 -0,92 51-45-6
NH,
Triptamina
/ NH

HQN/\/% Ci1oH12N2 160,22 10,2 1,38 61-54-1

Cadaverina

NN CsH14N2 102,08 9,13 -0,43 462-94-2
HoN NH

2



http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=64-04-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=51-45-6&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=61-54-1&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=462-94-2&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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Nome e Férmula Massa molar ka Lo Numero
formula estrutural molecular (g mol) P Gkow CAS
Putrescina
H2N\/\/\ CaH12N2 88,15 10,8 -0,7 110-60-1
NH,
Espermina
H
N NH, C1oH2sN4 202,34 11,1 -1,35 71-44-3
HZNMH/\/V \VAV/
Espermidina
NH2 C7H19N3 145,25 10,9 -0,84 124-20-9
HZN/\/\N/\/\/
H
Morfolina
(0]
[ j C4HsNO 87,12 8,49 -0,86 110-91-8
N
H
Pirrolidina
H
N CsHoN 71,12 11,31 0,46 123-75-1
Piridina
CsHsN 79,10 51 064 110-86-1
/



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=110-60-1&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=71-44-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=124-20-9&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=110-91-8&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=123-75-1&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=110-86-1&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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4.4. Preparo das solugoes analiticas

As solugdes analiticas estoque, contendo 10000 mg L' dos padrées PUT e SPD
e solugdes estoque contendo 1000 mg L' dos restantes compostos foram preparados
pela dissolugéo dos padrées em HCI, considerando o grau de pureza. As solugdes foram
armazenadas em frascos ambar e armazenados em freezer.

A partir das solugdes estoques de 1000 mg L' e 10000 mg L-! foram preparadas
solugbes trabalho na concentragdo de 100 mg L' de cada composto em HCI. Foi
preparada uma solugéo trabalho na concentragdo de 1 mg L', contendo uma mistura
das BAs, que foram posteriormente utilizadas para a otimizacdo das condi¢cdes de

deteccédo e separagdo empregando LC-MS/MS.

4.5. Limpeza da vidraria

Os materiais utilizados nesse estudo (vidraria, tubos de polipropileno, espatulas,
frascos de vidro (balées volumétricos e etc.) foram lavados, inicialmente com agua da
torneira, seguido de enxague com agua destilada. Posteriormente o material foi
mergulhado em detergente neutro 5% por 24 h e enxaguados com agua da torneira,
agua destilada e com acetona. Os vials foram lavados com agua da torneira e agua
destilada e colocados no banho de ultrassom com metanol 15%, apés lavados com agua
destilada e rinsados com acetona. Em seguida foram secos em estufa a 50 °C, com

excegao da vidraria volumétrica, e armazenados em ambiente limpo e fechado.

4.6. Otimizagao do sistema LC-MS/MS para determinagcdo de BAs em
amostras de pescado

4.6.1. Condigcoes do espectrometro de massas

Foram realizadas infusbes diretas das solugdes padrdes individuais (HIS, CAD, PUT,
SPM, SPD, MOR, PRD, PRL, TRP E PHE) com concentragdo de 1,0 mg L' no
espectrometro de massas. Nesta etapa foi avaliado o modo de ionizagéo (ESI positivo
ou negativo); a voltagem do cone para selecionar o ion precursor; a energia de colisédo
para fragmentar o ion precursor e gerar ions produtos; a temperatura da fonte de
ionizacdo; a temperatura e a vazao do gas de dessolvatagao para secagem do solvente

e a voltagem do capilar.
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Os solventes utilizados foram preparados individualmente, filtrados a vacuo em

membranas de nylon 0,45 ym. A agua ultrapura e os solventes foram desgaseificados

em ultrassom durante 30 min, a temperatura ambiente. A fase mével foi armazenada em

frascos préprios para solventes e rotulada.

4.6.3. Condicoes de separagao no LC

Para a selecdo das condigbes de separagcdo das BAs foram empregadas

diferentes colunas analiticas e diferentes composi¢des de fase mével descritas na Tabela

5, com eluicdo no modo gradiente. O volume de injecao foi de 10uL.

Tabela 5: Condicbes para a separacdo de uma mistura de solugao padrdo das 10 BAs

na concentragdo de 1 mg L' (ACN: acetonitrila, FA: acido féormico, AF: formiato de

amonio, d.i: didmetro interno)

Coluna analitica

Suporte

Funcionalizagao

Fase moével A

Fase mével B

C18 XTerra (50 mm x
4,6 mm d.i., 3,5 um)

Luna HILIC (100 mm x
3,0 mm d.i., 3,0 uym)

Atlantis HILIC Silica (50
mm % 4,6 mm d.i., 3,0

pm)

Silica

Silica

Silica

C18

Diol e éter

Nao

derivatizada

ACN+0,1% FA

ACN+0,1% FA

ACN+0,1% FA

0,1% FA em agua ultrapura

0,1% FA e 10 mM AF em agua

ultrapura

0,1% FA e 10 mM AF em agua

ultrapura

0,1% FA e 50 mM AF em agua

ultrapura

0,1% FA e 100 mM de AF em

agua ultrapura

0,1% FA em agua ultrapura

A escolha da fase movel adequada foi realizada avaliando-se o perfil de separacao

das BAs e a relagdo de particdo ou fator de retencéo, k, das diferentes colunas

empregadas, calculada de acordo com CARR et al., 2015. A escolha da vazéo da fase

movel foi baseada na separagao cromatografica das solugcbes padrdes, testando-se
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vazdes de 0,2 e 0,4 mL min™', sendo estas as vazdes ideais para colunas de d.i. na faixa
empregada (entre 3 e 4,6 mm) (CARR et al., 2015; ISMAIL et al., 2010; MEYER, 2004).

4.7. Amostras de pescado

Amostras de pescada (cynoscion guatucupa) foram utilizadas no desenvolvimento
do método, sendo a mesma adquirida no mercado local da cidade do Rio Grande-RS,
Brasil. E importante destacar que a comercializacdo do pescado no local ndo atende as
condigdes ideais de refrigeracao, além das insuficiéncias nas embarcacdes de captura,
0 que acelera os processos de degradagao do pescado. Apos a aquisicdo as amostras
foram levadas ao laboratorio onde foram submetidas a um processo de moagem,

seguida de armazenamento em freezer a -18 °C.

4.8. Avaliacdao da USLE na extracao de BAs em amostras de pescado

Os experimentos realizados durante a escolha das melhores condigdes para a
extragdo de BAs empregando USLE seguiram as etapas descritas na Figura 4, onde s&o
ilustradas as principais etapas do procedimento de extracdo. Todas as etapas foram

realizadas em triplicata e cada replicata foi injetada 3 vezes no LC-MS/MS.

Figura 4: Sequéncia de etapas da USLE

1mL
= Sobrenadante

vomisovente [N

W

Ultrassom (Poténcia=170 W) \/ \/

Ag;itr:ig:‘éo 6 min Centrifugagéo
10000 rpm , 10 min
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4.8.1. Selegao do solvente extrator

Para a escolha do solvente, foram realizados experimentos utilizando 3 g de
amostra de pescado fortificado com 0,1 mg L' da mistura das BAs (numa concentragdo
de 0,16 mg kg™') e 5 mL dos seguintes solventes: etanol, metanol, acido tricloroacético
(TCA) e o acido perclorico (HCIO4). Na Tabela 6 s&o apresentadas os valores de pKa,

viscosidade e polaridade dos solventes avaliados.

Tabela 6: Propriedades fisico-quimicas dos solventes avaliados (ALAM et al., 2017;
MCKEEN, 2006)

Solvente pKa Viscosidade (cP) Polaridade
Etanol 15,54 1,203 4,3
Metanol 16 0,586 6,6
TCA 0,63 1,123 n.e*
HCIO4 -10 2,44 n.e*

n.e*: ndo encontrado

4.8.2. Solvente extrator acidificado

Apos a selecado do solvente extrator, foi avaliado o efeito do solvente extrator
acidifcado na redugao do efeito matriz, sendo realizado o ajuste do pH empregando TCA
5% e HCI 0,1 mol L-'. Os experimentos realizados para a avaliagdo do pH seguem as

etapas descritas na Figura 3.

4.8.3. Avaliacao do efeito do sorvente na reducao do efeito matriz

Foi avaliado nesta etapa o emprego da USLE seguida de uma etapa adicional de
remocao de interferentes por d-SPE para a extracdo de nove BAs em tecidos de peixe.
Foram avaliados materiais sorventes classicos como o C18 (octadecilsilano), PSA
(amina primaria-secundaria, do inglés primary-secondary amine ) e alumina e o0s
sorventes alternativos como quitina, quitosana, areia de Bojuru e concha de mexilhdo
dourado (Limnoperna fortunei). A Tabela 7 apresenta um compartivo entre os diferentes
sorventes avaliados e a Tabela 8 a analise da areia feita por espectroscopia de raios X

por dispersao de energia (EDX, do inglés energy dispersive x-ray spectroscopy).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780323371261000060
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Os experimentos realizados para a avaliagédo do sorvente na reducao do efeito
matriz empregando USLE seguida da etapa de limpeza do extrato por d-SPE seguem as
etapas descritas na Figura 5, onde apds a etapa da extragao, transfere-se 3 mL do
sobrenadante obtido na etapa anterior para um tubo de 10 mL contendo 150 mg do
sorvente. Agita-se o tubo durante 30 segundos com o objetivo de distribuir de forma
uniforme o sorvente, seguido da centrifugagéo (3500 rpm por 5 min). Uma aliquota do

extrato final foi retirada para a analise.

Figura 5: Esquema da USLE/d-SPE

1mL
3 g amostra Sobrenadante

+ 5mL solvente

3 mL sobrenadante
+ 150 mg de
sorvente

L

\/ | |
Ultrassom (Poténcia=170 W) \/ \/ \/

6 min —
n—— Centrifugagéo Agitacéo
Agélta_gao 10000 rpm , 10 min manual
min

Centrifugagédo
3500 rpm , 5 min
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Tabela 7: Comparagao dos sorventes empregados na limpeza do extrato (ARIAS et al.,
2014; ttps://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/7692907lang=pt&region=BR
ROMBALDI et al., 2015)

Concha de
Propriedades Quitosana PSA c18 - Quitina  Alumina
mexilhdo
Preco por 100 g Nao Nao Nao
986 960 342
(R$) estimado estimado estimado
Tamanho de
68 40 50 35 6276 63
particula (um)
Area superficial
4,8 500 550 5 190
(m>g™)
Fonte Fonte Fonte
Disponibilidade Sintética Sintética Sintética
renovavel renovavel renovavel

Tabela 8: Analise EDX da areia da praia do bojuru (% atémico)

Amostras C (0] Mg Al Si Ti Fe Zr
Amostra 1 23.54 47,64 0,51 14,11 0,48 13,66
Amostra 2 2220 47,78 0,23 14,49 0,22 0,31 14,77
Amostra 3 9,05 52,14 0,91 2,78 5,43 17,08 12,27

Amostra 4 12,11 4464 1,22 1,16 1,39 22,72 16,02

Amostra 5 18,83 56,35 0,32 12,00 0,38 0,32 11,81
Amostra 6 11,13 47,86 0,35 0,76 1,02 24,08 13,29

Amostra 7 10,62 48,01 0,68 1,77 21,59 15,03

Amostra 8 16,57 51,25 0,24 31,45 0,19 0,30

Amostra 9 7,97 60,06 0,31 1,04 1,22 18,11 10,75

Amostra 10 23,54 47,64 0,51 14,11 0,48 13,66

Média Bojuru 15,56 50,34 0,28 0,82 9,70 10,53 6,83 5,3
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4.8.4. Avaliagao do pH

Foi avaliado o efeito do pH na redugcdo do efeito matriz, sendo empregado
solvente acidificado a pH 2 e 4 e alcalinizado a pH 8 e 12, com ajuste utilizando hidréxido
de sadio 2 mol L-' quando necessario aumento no valor de pH e HCL 0,1 mol L' quando
necessaria acidificacdo. Os experimentos realizados para a avaliagédo do pH seguem as

etapas descritas na Figura 3.

4.8.5. Avaliagao do efeito do sorvente em pH 12

Nesta etapa foi avaliado a capacidade de remogao de co-extrativos da quitina,
areia e C18 quando empregadas num meio cujo solvente extrator € alcalinizado a pH 12.

A sequéncia de etapas para teste teste foram realizadas conforme mostra a Figura 4.
4.8.6. Efeito do solvente a pH 12 seguido da acidificagao do extrato

Com o intuito de reduzir a interferéncia das proteinas e aminoacidos na deteccao
das BAs, foi realizado a extragdo empregando um solvente extrator alcalinizado a pH 12
para precipitar os aminoacidos, mediante as etapas descritas na Figura 3, seguido da
acidificagao do extrato obtido a pH 4 para promover a precipitacdo das proteinas. Uma

aliquota do extrato final foi retirada para a analise.

4.9. Quantificagdo das amostras

Na etapa de desenvolvimento, as recuperagcdes foram calculadas através da
relagdo entre as areas dos padrdes no extrato com as areas dos analitos obtidas apos

extragdo, mediante a expressao indicada na equagao 1.

Area da extracio
%R =

* 100 (Equacéao 1)

" Area do padréio no extrato

4.10. Tratamento estatistico dos dados

Para avaliacdo dos resultados de recuperagcdao e efeito matriz durante a
otimizagdo do método, foram realizadas analises de variancia (ANOVA), com teste de
post-hoc de Tukey realizado com o auxilio do programa Statistica©, versao 5.0 - Statsoft

Inc.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. Otimizagao das condi¢des de deteccao no espectrometro de massas

As condigbes para a fragmentacdo dos ions monitorados foram: temperatura da
fonte de ionizagdo de 100 °C, temperatura do gas de dessolvatagéo de 400 °C, vazéo do
gas de desolvatagdo de 500 L h-', vazao do gas do cone de 50 L h-! e voltagem do capilar
de 4 kv.

A Tabela 9 apresenta as BAs monitoradas por LC-MS/MS no modo de
monitoramento de reacgdes selecionadas (SRM, do inglés selected reaction monitoring),
o modo de ionizagédo (ESI+), a voltagem do cone, a energia de colisdo e as transi¢des
monitoradas. Para cada analito, foram selecionadas duas transigdes caracteristicas, o
fragmento mais intenso foi utilizado para a quantificagdo e o segundo mais intenso para

a identificagdo dos mesmos.

Tabela 9: Condig¢ao de fragmentacgao das BAs no LC-MS/MS, com modo de ionizagao

ESI+, transi¢gdes monitoradas, voltagem do cone e energia de colisao.

Analitos Transicao Voltagem do cone (V) Energia de colisdo (eV)
. 103>862 o5 14
103>69 o5 14
s 111,9>68 15 20
111,9>952 15 45
MOR 88>69,8° 8 5
e 122>1052 10 10
122>77 20 27
88,9>55,01 22 13
PUT 88,9>722 9
o 80,04>27 44 17
80,04>532 40 23
72,1>30,12 32 9
PRL 72,1>55,3

32 23
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Analitos Transigao Voltagem do cone (V) Energia de colisao (eV)

202,9>112,12 20 20

SPM
202,9>129 20 15
<p 146>722 26 o4
146>112 26 o4
160,8>1442 10 10

TRP
160,8>117 10 22

a fransicdes empregadas para a quantificagédo
5.2. Otimizagao do sistema cromatografico para determinagao das BAs

Para a separacgao das BAs foram empregadas as colunas analiticas C18 XTerra,
Luna HILIC e Atlantis HILIC silica, com fase mdvel composta por acetonitrila e agua.
Considerando que a estabilidade das colunas compostas por silica € comprometida com
o aumento do pH e atendendo ao fato das BAs serem compostos ionizaveis, foram
empregados como aditivos quimicos o acido férmico e formiato de aménio (LOPEZ et
al., 2017; MOLDOVEANU et al., 2017a).

5.2.1. Coluna C18 XTerra

Foram avaliadas diferentes condigbes de eluicdo no modo gradiente quando
empregada a coluna C18 XTerra, variando o tempo de analise e a for¢ga de eluigéo,
entretanto foi observado uma baixa retencao dos analitos, o que esta relacionado com a
natureza polar das BAs (GOSETTI et al., 2013; JANDERA, 2011; KONIECZNA et al.,
2016; LOPEZ et al., 2017).

Aretencdo de compostos polares no modo RP-LC geralmente requer uma grande
quantidade de agua na fase movel para favorecer uma maior retencdo dos compostos
na fase estacionaria (SILVA et al., 2016). Neste sentido diminuiu-se a forga de eluigao
(aumento na quantidade de agua), o que por sua vez, apresentou efeito apenas para os
compostos menos polares (PHE e TRP). Os demais compostos eluiram na faixa de 1 a
2 minutos. Vale ressaltar ainda, que um aumento na quantidade de agua na fase mével
pode ocasionar diminuicao na sensibilidade do LC-MS quando empregado o modo de
ionizacao por ESI, além da possibilidade de ruptura da estrutura da superficie da fase
estacionaria (IBRAHIM et al., 2013). A Tabela 10 apresenta uma das condigbes de

separagao empregadas, e o cromatograma no modo SRM referente a esta condi¢cao


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914015305853#!
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encontra-se na Figura 6.

Tabela 10: Condig¢ao de eluigdo empregada no modo gradiente usando a coluna C18

Xterra (FA: acido formico)

tempo Agua ultrapura Acetonitrila com Vazao
(min) com 0,1% FA 0,1% FA (mL min-1)
0 98 2
10 85 15
0,2
11 98
16 98

Figura 6: Cromatograma no modo SRM para a mistura de 10 BAs na concentracdo de

1,0 mg L-' nas condigdes ilustradas na Tabela 10
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Como pode ser observado na Figura 6, mesmo empregando um gradiente com
forca de eluicdo baixa (98% de fase aquosa), a maioria das BAs ndo apresentaram
interacdo com a fase estacionaria, eluindo no tempo morto. A polaridade das BAs
restringe a aplicabilidade RP-LC para a sua separag¢ao. Neste sentido, o emprego da

HILIC é uma alternativa ao RP-LC para a separagao das BAs, por promover uma maior



65

retencao e eficiéncia de separacédo destes analitos, além da diminuicdo da pressao no
sistema, devido a menor viscosidade da fase mével empregada, uma vez que se usa alta
concentragéo de solvente organico (GUO et al., 2013; KONIECZNA et al., 2016; LOPEZ
etal., 2017;IBRAHIM et al., 2013). Em fungéo disso, com o intuito de melhorar a retengao

e a separacao das BAs, foram empregadas as colunas Luna e Atlantis HILIC.

5.2.2. Coluna Luna HILIC

Diferentes condigbes de eluigdo no modo gradiente foram avaliados, sendo elas
enumeradas nas Tabelas de 29 a 33 do Anexo, variando-se o tempo de analise, for¢ca de
eluicdo e a polaridade da fase mével. Foi observado uma maior retengcdo dos analitos,
comparativamente a coluna C18 XTerra. A fase estacionaria utilizada na coluna Luna
HILIC baseia-se em ligagdes de éter e diol quimicamente ligado a silica, o que lhe confere
uma elevada polaridade e as propriedades apropriadas para a formagao de ligagoes de
hidrogénio, e, por conseguinte, podera ter contribuido para uma maior retencdo das BAs
(IBRAHIM et al., 2013). Essa maior retencao € atribuivel também a formacao de camada
de agua na superficie da silica, o que facilita a transferéncia dos compostos para a fase
estacionaria e uma maior retencdo (IVERSON et al., 2016; MCCALLEY, 2013;
MCCALLEY, 2015), o que foi constado na Figura 7 do referente estudo. A Tabela 11

apresenta as condi¢des de elui¢ao referente ao cromatograma da Figura 7.

Tabela 11: Condigao de eluicdo usando a coluna Luna HILIC (FA: acido férmico; AF:
formiato de amoénio)

tempo Agua ultrapura Acetonitrila com Vazao
(min) com 0,1% FA+ 10 mM AF 0,1% FA (mL min-")

0 10 90

10 90 10

12 100

0,2
15 100
16 10 90

21 10 90
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Figura 7: Cromatograma no modo SRM para a mistura de 10 BAs na concentracdo de

1,0 mg L' nas condigdes ilustradas na Tabela 11
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Embora o emprego da coluna Luna HILIC ter proporcionado uma maior retengao
das BAs, mesmo avaliando diferentes composicoes da fase movel, ainda ha compostos
que eluem no mesmo tempo de retencdo, além de problemas inerentes ao perfil
cromatografico dos picos, conforme pode ser observado na Figura 8 o perfil dos picos
relativamente a HIS nas diferentes condi¢cdes avaliadas (Tabelas de 29 a 33 do Anexo).
Distorgbes como caudas, alargamentos e a subdivisdo foram algumas das

irregularidades observadas com relagcao ao formato dos picos.
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Figura 8: Formato dos picos da HIS nas diferentes condi¢des empregadas (1-5)
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Fatores relacionados ao tamponamento inadequado da fase movel, existéncia de
residuos de metais na fase estacionaria, bem como grupos silandis residuais (Si-OH)
podem ter inferido nestes resultados, conforme ja mencionado por MCCALLEY, 2013 e
MOLDOVEANU et al., 2017b (MCCALLEY, 2013; MOLDOVEANU et al., 2017b). Estas
irregularidades com relagdo ao formato dos picos também podem estar atreladas as
impurezas metalicas no solvente empregado no preparo dos padrées (HCI 0,1 mol L).

Afase estacionaria empregada na coluna Luna HILIC contém grupos silandis e de
acordo com o manual do fabricante, esta coluna ndo passou pelo processo de
capeamento ou bloqueio dos grupos silandis. Este ndo recobrimento dos grupos silandis
residuais do suporte pode ter resultado em interagdes indesejaveis dos grupos silandis
do suporte com as BAs (interacéo i6nica e formagao de ligagdes de hidrogénio), e
consequente deterioracao do perfil cromatografico dos picos (GUO et al.,, 2013;
IVERSON et al., 2016).
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A presencga de metais aumenta consideravelmente a acidez dos grupos silandis.
Este fato torna-se um inconveniente na analise de BAs por serem compostos basicos, o
que pode resultar na forte interagcdo destas com os grupos residuais acidos nao
recobertos pelo capeamento. Portanto, a presenga de metais na matriz de silica ou ainda
a presenca de residuos de metais no HCI utilizado no preparo dos padrées das BAs pode
ter resultado no incremento da acidez dos grupos silandis, favorecendo deste modo a
sua interagao com as BAs, sendo provavel que estas possiveis interagdes sejam a causa
da retencao atipica das BAs (IBRAHIM et al., 2013).

Considerando que as BAs sdo compostos ionizaveis, é recomendado que a fase
movel seja tamponada de forma a controlar o pH e estabilizar a carga dos analitos e dos
grupos da fase estacionaria. Entretanto, apesar da fase mével ser composta por 10 mM
de formiato de amébnio, € provavel que o mesmo tenha tido pouca capacidade de
tamponamento, resultando na ionizagdo dos analitos ou desprotonagcdo dos grupos
silandis, cuja interagao resulta em distor¢ées do formato dos picos. Por outro lado, o
emprego de HCI no preparo dos padrdes analiticos pode ter influenciado na eficiéncia
de tamponamento do formiato de amdnio, uma vez que apesar da fase moével com 10
mM de formiato de amonio possuir um pH de 3,20, é possivel que esse pH tenha sofrido
flutuacbes em funcédo da acidez das solugdes nas quais se encontram os analitos,
resultando no aumento da acidez do grupos silandis e possiveis interagdes com as BAs
e deformacéao do perfil cromatografico dos picos (BUSZEWSKI et al., 2012; JANDERA,
2011; MCCALLEY 2013).

Um outro fator que também pode ter resultado no alargamento dos picos
cromatograficos e perda da simetria seria a presenca das BAs em diferentes formas
idnicas, resultado das flutuagcdes do pH devido a ineficiéncia de tamponamento de 10
mM de formiato de aménio (BUSZEWSKI et al., 2012; JANDERA, 2011; SILVA et al.,

2016). A Figura 9 ilustra a distribuicdo das espécies de HIS em diferentes valores de pH.
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Figura 9: Distribuicdo das espécies da HIS vs pH (https://chemicalize.com/#/calculation)
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Tendo em conta os problemas inerentes ao perfil cromatografico dos picos e o
perfil de separagao obtido empregando a coluna Luna HILIC, foi avaliado a separagao
das BAs empregando a coluna a Atlantis HILIC que também envolve interagdes

hidrofilicas.

5.2.3. Coluna Atlantis HILIC

A fase estacionaria utilizada na coluna Atlantis HILIC é composta por silica pura,
0 que € uma vantagem sobre as colunas de fase ligada, especialmente para sistemas
LC-MS, devido a auséncia de ligantes, que poderiam sofrer uma ruptura, lixiviar da
coluna e criar sinais hipotéticos no espetro de massas (GUO et al., 2013; IBRAHIM et
al., 2013; KOUPPARIS et al., 2013). Foi avaliado igualmente para esta coluna diferentes
condi¢gdes de eluicdo no modo gradiente (Tabelas de 34 a 38 do Anexo), variando o
tempo de analise e a forga de eluicdo. A Tabela 12 apresenta umas das condi¢des
empregadas no modo gradiente e a Figura 10 o cromatograma no modo SRM referente

a esta condigao.



Tabela 12: Condigao de eluicdo empregando a coluna Atlantis HILIC (FA: acido
férmico; AF: formiato de amdnio)

tempo Agua ultrapura com Acetonitrila com Vazao
(min) 0.1% FA + 10 mM AF 0,1% FA (mL min™")
10 90
80 20
80 20 04
55 10 90
10 10 90
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Figura 10: Cromatograma no modo SRM para a mistura de 10 BAs na concentracao de

1,0 mg L-' nas condigdes ilustradas na Tabela 12
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A maior polaridade da fase estacionaria empregada na coluna Atlantis HILIC

proporcionou uma maior retengao das BAs pelos diversos mecanismos que regem a

cromatografia por interacao hidrofilica, sendo eles interagbes eletrostaticas, interagdes

por ligacdes de hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo ou ainda o equilibrio de particdo
hidrofilico (ALPERT, 1990; GRITTI et al., 2015; HEATON et al., 2014; IVERSON et al.,
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2016; IBRAHIM et al., 2013; MCCALLEY, 2015). No entanto, apesar do maior fator de
retencdo desta coluna, alguns compostos como HIS, PUT e CAD eluiram no mesmo
tempo de retencgao.

A polaridade das fases diol é bastante semelhante a da silica pura (IBRAHIM et
al., 2013), entretanto, a fase estacionaria baseada apenas em silica apresentou uma
maior retengdo para a maioria dos analitos, conforme mostram os valores do fator de
retencao (k) da Figura 11. E provavel que haja uma camada de agua mais extensa na
coluna de silica devido a maior concentragdao dos grupos silandis em comparagao com
as fases de silica ligada ao grupo diol, tendo proporcionado deste modo uma maior
retencao dos analitos. Por outro lado, a acidez dos silandis € afetada pela pureza da
prépria silica. A silica utilizada como fase estacionaria na coluna Atlantis HILIC é uma
silica do tipo A, cuja superficie possui carater acido devido a contaminagao por metais
(AR* e Fe®") que ativam grupos silandis da superficie mediante a remogao de elétrons
dos atomos de oxigénio. Estes metais podem formar complexos com os analitos, o que
ocasiona uma maior retengdo (MCCALLEY, 2017a). A presenca de residuos de Fe3* no
HCI empregado no preparo dos padroes das BAs também pode ter contribuido para uma
maior acidez dos grupos silandis e provavelmente uma maior interagdo com as BAs,
refletindo deste modo num incremento dos valores de k.

A Figura 11 apresenta um comparativo entre o fator de retencédo das colunas do
modo HILIC com a coluna no modo RP-LC. As colunas hidrofilicas apresentaram um
maior fator de retencao, exceto para a PRD, PHE e TRP pelo fato destes compostos
serem mais apolares, apresentando uma maior afinidade pela fase estacionaria

empregada no modo RP-LC.
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Figura 11: Fator de retengao (k) para os analitos em fung&o da fase estacionaria
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As melhores condigdes de separagao foram obtidas empregando a coluna Atlantis
HILIC. No entanto, em HILIC, a camada de agua protege a superficie da silica, mas nao
previne completamente a interacdo dos analitos polares com os grupos silandis
residuais, o que faz com que esteja associado a problemas inerentes ao perfil
cromatografico dos picos. Isto foi observado empregando as colunas HILIC,
provavelmente resultado da presenca dos grupos silandis, de impurezas metalicas
presentes na silica, e provavelmente do tamponamento inadequando da fase movel
(IBRAHIM et al., 2013). Em funcao disso foram avaliados diferentes concentragdes do

tampao na fase moével de modo a avaliar o seu efeito no formato dos picos.

5.2.3.1. Efeito do pH e da concentragao do tampao no formato dos picos

Para espécies ionizaveis, as interacdes eletrostaticas tém um efeito significativo
na retengcao e seletividade alterando o estado de ionizagdo de analitos e da fase
estacionaria na HILIC. Dependendo das cargas dos analitos e da fase estacionaria,
essas interacdes podem ser atrativas ou repulsivas, sendo, o pH e a composicéo da fase

movel fatores cruciais para alcancar as melhores condigdes de separacao, deteccao e
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perfil cromatografico dos picos. Dai a importancia do ajuste do pH, resultando em
métodos mais reprodutiveis e robustos (GUO et al., 2013; MACCALLEY, 2013; SILVA et
al., 2016). Foram avaliadas diferentes concentracées de formiato de aménio na fase
movel, sendo elas 10, 50 e 100 mM, e fase mével isenta do tampao.

A utilizagdo da fase mével sem o tampé&o (menor pH) uma fraca retengéo das BAs
comparativamente as analises empregando fase movel tamponada, sendo que o fator
de retencdo aumentou com o aumento da concentragado do tampao, sendo possivel
observar de forma mais nitida essa diferenga comparando os resultados da k quando
nao se emprega tampao ou quando se usa 10 mM com k da fase estacionaria com a
fase movel tamponada com 100 mM de formiato de amdnio (Figura 12). De acordo com
GUO et al.,, 2013, os grupos silandis tornam-se desprotonados ou carregados
negativamente a valores de pH mais elevados. Os compostos basicos carregados
positivamente tém uma maior atracdo eletrostatica pelos grupos silandis carregados
negativamente, além da interagao hidrofilica, resultando numa maior retengéo. Portanto,
essa maior retencao das BAs quando utilizado fase mével tamponada pode ser atribuida
ao incremento das interagdes eletrostaticas entre estes e o0s grupos silanois
desprotonados. Este comportamento também pode estar relacionado com o aumento do
volume da camada aquosa retida na superficie da fase estacionaria devido a uma maior
concentracdo de sal, e consequentemente um maior numero de ions solvatados,
resultando numa maior particdo (efeito salting-out) de analitos na fase estacionaria e um
aumento na retencédo (MCCALLEY, 2017b).

Em contrapartida, a medida que se aumenta a concentracdo do tampao, a
repulsdo eletrostatica entre a fase estacionaria e os analitos € enfraquecida pelo
aumento da concentragao de sal, o que leva a uma maior retengdo. Deste modo, o
aumento do pH proporcionado pela adicao do tampao (ex. de pH=2,71 para pH=4,31
quando se adiciona 100 mM de formiato de amdnio), promove uma blindagem iénica dos
grupos silandis que possam estar carregados positivamente, o que reduz a repulsao
eletrostatica entre estes e as BAs carregadas positivamente, evidenciado pelo aumento
do fator de retencéo da coluna quando empregada fase moével tamponada (IVERSON et
al., 2016; KOUPPARIS et al., 2013; MCCALLEY, 2017b).
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Figura 12: k para os analitos em fun¢do da concentragdo do tampéo
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Foi constatado ainda que, o uso da fase moével isenta de formiato de amoénio
(pH=2,71) originou picos pouco intensos (menor area) comparativamente a fase movel
tamponada (Figura 13), provavelmente devido a fraca capacidade de troca idnica da fase
estacionaria. Além disso, os picos obtidos empregando fase mével ndo tamponada
apresentaram distorgdes, o que também pode ser observado no perfil cromatografico (i)
da Figura 13. Essas distor¢gdes podem estar relacionadas com interagdes eletrostaticas
dos analitos com os grupos da fase estacionaria (Si-OH), resultando deste modo numa
forte retencao e provavel deformacéao do formato dos picos (IVERSON et al., 2016).

A Figura 13 apresenta o perfil cromatografico da PHE utilizando fase mével com
diferentes concentracbes de tampéao (10 mM, 50 mM e 100mM) enumeradas por (i), (ii),
(iii) e fase movél isenta de tampéao (iv) sendo possivel constatar melhorias em termos de
formato dos picos quando se emprega tamp&o. Estes resultados podem estar
relacionados com a maior forca idnica das solugcdes que contém sais em comparagao
com solugbes com apenas acido férmico (GUO et al.,, 2013; MCCALLEY, 2015).
Contudo, é provavel que a fase mével preparada com 10 mM de tampao (pH=3,20) tenha

apresentado pouca capacidade de tamponamento, pois problemas relacionados ao
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formato dos picos também foram observados empregando esta concentragcdo de
formiato de amdnio, conforme mostra o perfil cromatografico (ii) da Figura 13. Segundo
BUSZEWSKI et al., 2012 e JANDERA, 2011 formas i6nicas mistas dos analitos durante
a separagao, podem resultar em alteragbes na cinética de sorgdo e dessor¢cédo dos
analitos, originando distor¢gdes no perfil cromatografico dos picos. Deste modo, é
provavel que o emprego de HCI no preparo dos padrdes tenha inferido na eficiéncia de
tamponamento do formiato de aménio, acarretando em variagdes do intervalo de pH e a
possibilidade de ter BAs em diferentes formas idnicas, e por conseguinte, deformacdes
no formato dos picos. Por outro lado, o HCI também pode ter aumentado a acidez do
grupos silandis, o que favorece a sua interagcdo com as BAs, podendo resultar em
deformagdes no formato dos picos (BUSZEWSKI et al., 2012; JANDERA, 2011).

Resultados empregando fase moével tamponada com 50 mM de formiato de
amonio (pH=3,38) evidenciaram um melhor formato dos picos (perfil cromatografico (iii)
da Figura 13) e uma maior retengdo comparativamente ao emprego de fase mével isenta
de tampao e com 10 mM de formiato de amoénio. Além disso, o emprego de fase mével
tamponada com 50 mM de formiato de aménio possibilitou um aumento da area de todos
os compostos analisados. Estes resultados em termos do perfil cromatografico dos picos,
aumento da area e da retencido da fase estacionaria podem ser devido a maior forga
ibnica da fase moével contendo sais e o efeito concorrente dos cations do tampao com
ions das BAs nos silandis ionizados da fase estacionaria, resultando numa melhora no
formato dos picos. O incremento da area também pode estar relacionado com o aumento
da ionizagao dos grupos silandis a um pH mais elevado. Nestas condigdes a troca idnica
pode desempenhar um papel significativo na retencdo, especialmente de compostos
basicos carregados positivamente, como é o caso das BAs, que podem ter tido
fortemente retidas na fase estacionaria por interagdes de troca ibnica (MCCALLEY 2015;
MCCALLEY 2017b).

Um aumento no pH da fase mével devido ao aumento da concentragéo do formiato
de aménio para 100 mM (pH=4,31) originou picos pouco intensos (menor area)
comparativamente aos obtidos empregando fase mével tamponada com 50 mM de
formito de aménio. E provavel que esse aumento do pH tenha resultado na diminuicao
da ionizagao do analito, o que reduz a retencao ibnica, podendo ter resultado numa
menor area. Essa menor retencdo das BAs podera ser atribuida ainda a reduzida
solubilidade desses compostos nédo carregados na camada de agua imobilizada na
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superficie, refletindo numa menor retencdo, e consequentemente uma menor area
(MCCALLEY 2015; MCCALLEY 2017).

Figura 13: Perfil cromatografico dos picos da PHE quando avaliado diferentes

concentragdes do tampao
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E recomendavel que a fase mével contenha tampdo pelo papel que exerce no
fator de retencao da fase estacionaria, mas sobretudo por sua contribuicdo na melhoria
do formato dos picos, especialmente para compostos ionizaveis e quando se emprega

fase estacionaria com funcionalidades ibnicas (MOLDOVEANU et al., 2017a).

5.3. Extracao solido-liquido assistida por ultrassom
5.3.1. Selegcao do solvente extrator

Para a escolha do solvente extrator foram avaliados os solventes empregados nos
meétodos oficiais da Unido Europeia e da AOAC, sendo eles, o HCIO4 e o metanol,
respectivamente. Além destes, foi testado o TCA, sendo este o solvente mais
comumente utilizado e o etanol por ser um solvente ambientalmente seguro, podendo
ainda ser obtido de fontes renovaveis (AOAC, 977.13, 2002; EU Regulation N.
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1019/2013; Regulation (EC) N. 2073/2005; VIAN et al., 2017; TOBISZEWSKI et al.,
2017). Os resultados obtidos em termos de recuperagéao e efeito matriz sdo apresentados

nas Figuras 14 e 15, sendo avaliados mediante o teste de Tukey (Tabelas 13 e 14).

Figura 14: Recuperagdes quando avaliado diferentes solventes. Barra de erro significa
valores calculados em RSD. O volume de solvente foi de 5 mL e a massa de amostra de
39
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Tabela 13: Resultados do teste Tukey HSD relativo as recuperagdes quando

testado diferentes solventes

Recuperacao (%)

Solventes PRD PRL PHE TRP SPM SPD HIS CAD PUT MOR

TCA 932 1032 632 482 1892 932 882 852 1012 0
HCIO4 962 97a.b 47° 38¢.b 91b 952 65° 982 902 ® 0
MEOH 730 88p: ¢ 32¢ 32¢ 46° 0 62b.¢ 992 73° 0
ETOH 74 79¢ 41b.¢c 452 29d 0 48¢ 872 730 732

*HSD, diferenga honestamente significativa do inglés honest significant difference
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As recuperagdes obtidas variaram de 0 a 99% quando empregado o metanol
como solvente extrator, 0 a 87% quando utilizado o etanol, 0 a 189% parao TCAe 0 a
98% quando avaliado o uso do HCIO4. Mediante o teste de Tukey realizado foi possivel
constatar que os melhores resultados em termos de recuperagdo foram obtidos
empregando os acidos tricloroacético e perclérico como solvente extrator. A maior acidez
deles faz com que a sua capacidade de protonar as moléculas seja maior, podendo
protonar as aminas e remové-las na forma de sais de aménio (ALAM et al., 2017;
MCKEEN, 2006).

De acordo com a Tabela 6 relativo as propriedades dos solventes empregados,
0s acidos sao mais viscosos que o etanol e o metanol, o que cria uma maior resisténcia
a transferéncia de massa, podendo dificultar a difusdo do analito para o solvente extrator.
Entretanto, ainda sim, as recuperagdes foram superiores para os acidos, o que evidencia
que o fator dominante ocorrido na extracdo quando avaliado estes solventes foi a
protonacdo das aminas (ALAM et al., 2017; MCKEEN, 2006).

Para alguns compostos ( PRL, SPM, HIS e CAD), o metanol apresentou maiores
recuperagdes comparativamente ao etanol, o que pode ser atribuido a sua maior
polaridade, e consequentemente uma maior capacidade de extracdo dos analitos
polares. Por outro lado, o que também pode ter resultado em maiores recuperagdes
guando empregado o metanol, é a sua menor viscosidade, o que Ihe confere uma maior
capacidade de permeacao na amostra, favorecendo a difusao do analito e sua migragao
para fase orgénica. Vale ressaltar ainda que, a eficiéncia extrativa do ultrassom é
potencializada com a reducéo da viscosidade do solvente. Deste modo, uma extracéo
assistida por ultrassom empregando o metanol como solvente extrator possibilita a
obtengao de maiores recuperagcdes comparativamente ao emprego do etanol (CHEMAT
etal., 2017; TIWARI, 2015).

Apesar da obtengdo de maiores recuperagdes quando empregado os acidos
perclorico e tricloroacético como solvente extrator, as recuperagdes obtidas para a PRD,
PRL, CAD e PUT para o etanol atendem aos valores estipulados pelos 6rgaos
reguladores (SANTE, 2017). Importa referir ainda que, provavelmente devido a reduzida
solubilidade da MOR nos solventes metanol, TCA e HCIO4, a sua extragao so foi possivel
quando empregado o etanol como solvente extrator. Por outro lado, o TCA e o HCIO4
podem ter sofrido uma desprotonacao e estabelecido uma ligagdo com o grupamento
amino da MOR, o que dificulta a solvatagao do resto da molécula, refletindo deste modo
numa reduzida eficiéncia extrativa (CHABAN et al., 2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780323371261000060
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780323371261000060
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Apesar de terem valores de pka bem préximos, o fato do etanol ter uma cadeia
de carbono maior que o metanol pode ter favorecido a solvatagdo da MOR, resultando
em maiores recuperagdes (ALAM et al., 2017; MCKEEN, 2006).

A PHE e a TRP nao apresentaram recuperagdes entre 70-120% para nenhum dos
solventes empregados, e a extragdo da SPD s6 foi possivel quando empregado acidos
como solvente extrator. E provavel que os acidos empregados devido & sua maior
facilidade de sofrer desprotonagao tenham formado um par iénico com os grupos amino,
dificultando a solvatagao pelos outros solventes, isso devido ao impedimento estérico
(HULTGREN et al., 2004).

Relativamente ao efeito matriz, este foi alto para a maioria dos compostos
analisados, conforme mostra a Figura 15. Os resultados do teste de Tukey (Tabela 14)
evidenciarem diferencas significativas quanto ao efeito matriz para todos compostos,
entretanto, para todos os solventes empregados o efeito matriz foi alto (> 50%),

mostrando a necessidade de corre¢cdo do mesmo (SANTE, 2017).

Figura 15: Efeito matriz quando avaliado diferentes solventes. O volume de solvente foi

de 5 mL e a massa de amostra de 3 g
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Tabela 14: Resultados do teste Tukey HSD relativo ao efeito matriz quando testado
diferentes solventes

Efeito matriz (%)

Solventes PRD PRL PHE TRP SPM HIS CAD PUT MOR
TCA -91° -201¢ -223 192 -384p -99b -110° -99p
HCIO4 -164¢ -174cb -162 -36° -3216°¢ -972 -113P -942
MEOH -692 -1223.b -82° -86°¢ -363° -99p -1072 -97b

ETOH -642 -1312 -94¢ -96¢ -2202 -98p -116¢ -98p -1132

E possivel observar que para a PHE e TRP, o efeito matriz foi maior para os
alcoois comparativamente aos acidos empregados. Considerando as proteinas como
interferentes, o que poderia estar na origem deste resultado seria o menor pH dos acidos
empregados que, por sua vez realizam uma desnaturagao da proteina, juntamente com
a sua precipitacao. Por outro lado, para a PRD o efeito matriz foi maior para os acidos
comparativamente aos alcoois empregados, provavelmente devido a maior capacidade
de protonagao do grupamento amino, resultando numa maior extragao dos co-extrativos
proteicos (GROSSMANN et al., 2018; MAQUEDA et al.,2013).

E importante ressaltar que o efeito matriz ndo depende exclusivamente do nimero
de co-extrativos, sendo a natureza quimica dos analitos um fator chave capaz de torna-
lo passivel de sofrer uma maior ou menor supressao ou enriqguecimento do sinal. De
acordo com CAPPIELLO et al., 2010, compostos mais polares sdo mais afetados pela
supressao de ions. CECH et al., 2000 postula que existem duas fases separadas nas
gotas obtidas por eletropulverizagdo, sendo o excesso de carga produzido no processo
residente na superficie da gota. A fase do interior das goticulas é neutra e consiste em
moléculas do solvente, eletrdlitos e dos analitos mais polares. O autor demostrou que os
compostos mais apolares residentes na superficie das goticulas tém uma resposta maior
e suprimem o sinal dos compostos mais polares no interior da gota (CAPPIELLO et al.,
2010; CECH et al.,, 2000; TRUFELLI, et al., 2011). Também foi demonstrado que
compostos com menor masssa molecular sdo mais propensos ao efeito matriz, isso

devido a produgao de fragmentos com menor razdo m/z, que sdo mais susceptiveis de
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sofrer o efeito dos componentes da matriz (CAPPIELLO et al., 2010; TRUFELLI, et al.,
2011).

Tendo em conta estes aspectos, € possivel constatar pela Tabela 14 que os
compostos que apresentaram as maiores porcentagens de efeito matriz foram a PRL e
a SPM. A PRL por ser o composto com menor massa molecular dentre os analisados,
sendo, portanto, mais suscecptivel a sofrer um incremento do sinal, uma vez que, o
mesmo origina fragmentos de baixa razdo m/z (PRL origina fragmentos de m/z=30), que
também podem ser formados pelos interferentes presentes na matriz. Com relacéo a
SPM, a provavel explicagdo para a obtengdo de maiores porcentagens de efeito matriz
comparativamente aos outros compostos esta relacionada com sua maior polaridade
(Logkow= -1,45), 0 que resulta numa maior probabilidade de sofrer interferéncias na
resposta analitica, pelos mecanismos elucidados por CECH et al., 2000. E possivel
observar ainda pela Tabela 14 que a HIS, CAD, PUT, MOR, PRD sao mais afetados
pelos co-extrativos da matriz comparativamente a PHE e a TRP em todos os solventes
avaliados. Provavelmente a menor massa molecular destes compostos em relagcéo a
PHE e TRP esteja na origem destes resultados (CECH et al., 2000; CHATZIMITAKOS
et al., 2016).

Atendendo a crescente conscientizagcdo com relagdo aos aspectos ambientais
tem-se um maior investimento no desenvolvimento e na pesquisa buscando introduzir
solventes ambientalmente seguros nos procedimentos de extracdo a fim de reduzir a
intensidade das atividades antropogénicas relacionadas aos laboratérios analiticos.
Nesse sentido, tendo em conta o fato do etanol ter proporcionado recuperagdes entre 70
e 120% para a maioria das BAs analisadas, estando em conformidade com a SANTE,
2017, e que o efeito matriz foi alto para a maioria dos analitos independentemente do
solvente extrator empregado, além da menor toxidade do etanol comparativamente aos
outros solventes empregados, o mesmo foi selecionado para os proximos testes
(BRAUTBAR, 2014; HAHN, et al. 2014; KILBURN, 2014; PLOTKA et al., 2017; VIAN et
al., 2017; TOBISZEWSKI et al., 2017; SANTE, 2017).

Vale ressaltar que, a SPD foi removida do método uma vez que nao foi possivel
a sua extragao empregando o etanol como solvente extrator.

A quantificagdo correta das BAs em pescados € uma operacao analitica que
apresenta um acentuado grau de dificuldade, o que tem a ver sobretudo com o alto
conteudo de co-extrativos o que dificulta a sua extragao livre de compostos interferentes,

influenciando tanto os resultados analiticos quantitativos e qualitativos. E importante
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destacar que, a supressao de ions causado pela competicdo entre diferentes compostos
(matriz/analitos) para se ionizar a partir da superficie das goticulas, é o efeito matriz mais
comum em métodos baseados em LC, especialmente quando o espectrémetro de
massas opera no modo de ionizagao por ESI, de modo que, estratégias de redugao de
co-extrativos diminuem o numero de moléculas concorrentes por micro goticula,
aumenta a eficiéncia de ionizagédo e, assim, o sinal do analito também é aumentado
(ONAL, 2007; GOMEZ et al., 2016; ZANELLA et al., 2017). Neste sentido, foi avaliado o
efeito da acidificacdo do solvente extrator na remocao de interferentes, assim como o
uso de materiais sorventes, o uso de solvente extrator alcalinizado, ou ainda a
alcalizagao do solvente extrator seguido da acidificagdo do extrato. A seguir encontram-

se os resultados obtidos para estes diferentes testes.

5.3.2. Solvente extrator acidificado

Com o intuito de reduzir a interferéncia das proteinas na analise das BAs por meio
de sua precipitacdo, RICHARD et al., 2011 avaliou o efeito do metanol acidificado com
HCI, na redugéo do efeito matriz. Baseando nisso, foi avaliado neste projeto o efeito do
etanol acidificado com HCI 0,1 mol L' (75% de etanol e 25% de HCI) e etanol acidificado
com TCA 5% (75% de etanol e 25% de TCA 5%) na redugao de co-extrativos. A Figura
16 apresenta os resultados obtidos e a Tabela 15 o teste de diferenga significativa com
relagao a estes resultados.

As recuperagdes variaram de 32 a 97% quando avaliado o uso etanol acidificado
com HCI 0,1 mol L' como solvente extrator e de 38 a 141% quando avaliado o uso de
etanol acidificado com TCA 5%. Foi possivel observar também que houve um ligeiro
aumento nas recuperagdes quando empregado solvente extrator acidificado. Isso pode
ter acontecido devido a maior capacidade de protonacdo dos solventes acidificados,
extraindo as aminas na forma de sais de aménio (ALAM et al., 2017; MCKEEN, 2006).
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Figura 16: Recuperagdes quando avaliado o solvente acidificado com HCI 0,1 mol L' e
TCA 5%. Barra de erro significa valores calculados em RSD. O volume de solvente foi

de 5 mL e a massa de amostrade 3 g
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Tabela 15: Resultados do teste Tukey HSD relativo as recuperagdes quando testado
etanol acidificado com TCA 5% e HCI 0,1 mol L

Recuperacgoes (%)

Solventes PRD PRL PHE TRP SPM HIS CAD PUT MOR

ETOH+TCA 912 942 388 462 1412 e 1252 g4a ¥
ETOH+HCI 922 g7 326 35 89b 490 88b gz  O°
ETOH 84b 89 3586 395 66 536 80b eop  O7°

De acordo com o teste de Tukey nao houve diferenca significativa apenas para a
PRL e MOR quando avaliado o uso do solvente extrator acidificado e nao acidificado.
Com relacao a PHE, TRP e HIS nao obteve-se recuperacbes dentro dos limites
preconizados pelas agéncias reguladoras para nenhuma das condigbes avaliadas
(SANTE, 2017).
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Relativamente ao efeito matriz (Figura 17), de acordo com os resultados do teste
de Tukey (Tabela 16), ndo existe diferenga significativa apenas para a HIS mediante os
diferentes solventes empregados. Os demais compostos apresentaram diferenga
significativa, sendo que, o emprego de solvente extrator acidificado proporcionou uma
ligeira diminuicdo da interferéncia de co-extrativos para PRL, TRP, MOR e PHE,
sugerindo uma possivel redugdo de co-extrativos proteicos mediante a utilizagado de
solvente extrator acidificado, porém, os valores de efeito matriz ainda séo altos
(RICHARD et al., 2011; SANTE, 2017).

Figura 17: Efeito matriz quando avaliado solvente extractor acidificado com HCI 0,1 mol

L-' e TCA 5%. O volume de solvente foi de 5 mL e a massa de amostra de 3 g
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Tabela 16: Resultados do teste Tukey HSD relativo ao efeito matriz quando testado
etanol acidificado com TCA 5% e HCI 0,1 mol L™’

Efeito matriz (%)

Solventes PRD PRL PHE TRP SPM HIS CAD PUT MOR
ETOH + TCA -111 -842 -892 -932 -109° -972 -136° 97 -108°
ETOH + HCI -123Pb -114b -882 -93a -1052 -972 -102b 97 -1062

.08
ETOH -822 -186¢ -94b -98° -1052 -972 -902 -121¢

E possivel observar um aumento no efeito matriz para a CAD e a PRD quando se
emprega solvente extrator acidificado. A maior capacidade de protonagéo dos solventes
acidificados tem como vantagem a possibilidade de aumento das recuperacgdes,
removendo as aminas na forma de sais de amoénio, entretanto, além das BAs, os co-
extrativos da matriz como aminoacidos, peptideos e proteinas também podem ser
protonados e extraidos, resultando assim, no incremento do efeito matriz (ALAM et al.,
2017; MCKEEN, 2006).

Apesar de se ter observado uma diminuicdo do efeito matriz para alguns
compostos, todas as BAs analisadas ainda possuem um efeito matriz alto. Deste modo,
considerando que a utilizacdo do solvente extrator acidificado ndo foi eficiente na
reducdo do efeito matriz até os limites preconizados pela 6rgaos reguladores, foi
selecionado o etanol puro como solvente extrator. Uma outra estratégia foi implementada
com o intuito de reduzir o numero de co-extrativos, sendo o emprego da USLE seguida
de uma etapa de limpeza por d-SPE, utilizando materiais sorventes classicos e
alternativos, que atuam como um filtro quimico, efetuando a limpeza do extrato antes da

analise cromatografica.

5.3.3. Avaliacgao do efeito do sorvente na redugao do efeito de matriz

Foram avaliados sorventes classicos como C18, PSA e alumina e os sorventes
alternativos quitina, quitosana, areia de Bojuru e concha de mexilhdo dourado. Estes
sorventes foram selecionados mediante relatos na literatura evidenciando sua
capacidade de remocéao de diversos compostos. Essa remogao de interferentes diminui

o numero de moléculas concorrentes por micro goticula, a eficiéncia de ionizagao
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aumenta e, assim, o sinal do analito também é aumentado (ARIAS et al., 2014; DOTTO
et al., 2017; GOMEZ et al., 2016; KOMI et al., 2016; PENG et al., 2016; ROMBALDI et
al., 2015; TRUFELLI et al., 2011).

Foram avaliadas a exatiddao em termos de recuperacéo, desvio padrao relativo
(RSD) e efeito matriz para todos os sorventes em estudo e sem o uso de sorventes. As
extragdes apresentaram recuperagdes entre 15 e 108%, conforme ilustrado na Figura 18

e valores de RSD inferiores a 22%.

Figura 18: Recuperagdes quando testado diferentes sorventes. Barra de erro significa
valores calculados em RSD. O volume de solvente foi de 5 mL e a quantidade de

sorvente foi de 150 mg

EC18 mPSA EAlumina EAreia @Concha de mexilhao T Quitina OQuitosana 0OSem sorvente

HIS CAD SPM MOR TRP PRD PRL PUT PHE
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Tabela 17: Resultados do teste Tukey HSD relativo as recuperagdes quando testado

diferentes sorventes e sem o uso de sorvente

Recuperacgdes (%)

Sorvente HIS CAD SPM MOR TRP PRD PRL PUT PHE

C18 37° 672 463 b 832 310 83> 80a°b 612 22¢

PSA 4320 712 360 ¢ 862 320 83>  82ab 702 290

Alumina 43P 792 24b.¢ 792 28p 83p 98a 692 3020

Areia 443.b 802 27b.c 882 300 84b  84ab 702 28

Concha 4730 702 29b.c 872 300 84 88a 652 302.b

Quitina 21¢ 802 15¢ 822 19¢ 1012 1082 742 17¢

Quitosana 24c 622 25b.¢c 892 20¢ 84p 58p 622 21¢

Sem

53a 802 772 872 392 84°b 892 602 352
sorvente

Para a areia, os resultados em termos de recuperagao variaram de 27 a 88% para
todos os analitos, havendo uma diminuicado nas recuperacoes da HIS, SPM, TRP e PHE.
A analise feita por EDX evidenciou a presenca de dioxido de titanio (TiO2) na areia
utilizada como sorvente. A presenca deste composto e a possibilidade de interacdes
acido-base ou ainda interagdes por troca do ligante podem ter resultado na redugéo das
recuperacgdes quando empregada a areia como sorvente (XU et al., 2016).

Empregando a alumina como sorvente obteve-se recuperagdes entre 24 e 98%,
tendo havido uma reducéao das recuperacdes da HIS, SPM, TRP, MOR e PHE. O fato do
Al (111) e aminas serem acidos rigidos e bases rigidas, respectivamente, e a possibilidade
de interacdo entre os mesmos pode ter conduzido a uma redugao nas recuperagoes,
isso de acordo com a teoria dos acidos e bases duras e moles (HSAB, do inglés hard
soft acid base) (XU et al., 2016).

HIS, PHE, TRP e SPM tiveram uma diminuicdo nas recuperagdes quando

empregada a quitina e quitosana como sorvente comparativamente a condigdo na
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auséncia de sorvente. Interagdes eletrostaticas e a ligagdes de hidrogénio entre a quitina
e quitosana com os analitos podem ter resultado numa forte adsor¢cdo e consequente
diminuicdo nas recuperagdes (DONG et al., 2017).

Para o PSA e o C18, as recuperacgbes variaram entre 29 e 86% e 22 a 83%,
respectivamente. Estudos relatam a capacidade do PSA de adsorver compostos polares
e a adsorg¢ao de compostos aromaticos pelo C18 (DONG et al., 2017; PENG et al., 2016).
Provavelmente esses fatores tenham afetado a eficiéncia extrativa e a reducédo das
recuperacoes da PHE and TRP comparativamente ao ndo uso de sorventes.

Os resultados do teste de Tukey (Tabela 17) evidenciaram que nao existe
diferencas estatisticamente significativa para a CAD, PUT e MOR nas diferentes
condigdes avaliadas, porém, os demais compostos apresentaram diferencas
estatisticamente significativas.

Relativamente ao efeito matriz (Figura 19), embora tenha sido observada
diferencga significativa entre alguns sorventes, os valores encontrados sao considerados
altos (>50%) para a maioria das BAs (SANTE, 2017).

Figura 19: Efeito matriz quando avaliado diferentes sorventes. O volume do solvente foi

de 5 mL e massa do sorvente de 150 mg

mC18 EPSA mAlumina DAreia EConcha de mexildao OQuitina @ Quitosana O Sem sorvente

HIS CAD SPM MOR TRP PRD PRL PUT PHE



89

Tabela 18: Resultados do teste Tukey HSD relativo ao efeito matriz quando testado

diferentes sorventes e sem o uso de sorvente

Efeito matriz (%)

Sorvente HIS CAD SPM MOR TRP PRD PRL PUT PHE

c18 100> -988  -111  -131c  -QQs -88¢  -133c -100>  -86a
PSA 1006 -101®  -83> 1276  -99=d  g2c 138> -100°  -98°
Alumina  -100°  -101>  -94>  -1206  -9gd 75¢ 1526 -100°  -98°
Areia 100 -100®  -98>  -141ed  -98=d  .5Gc 124> 100>  -98°
Concha  -100°  -99a  -97°  -136c  -99¢  -70dc  -1356 -100>  -O8¢
Quitina 100>  -98=  -78  -120°  -98°  -33ba 152> .9gab  -g7c
Quitosana -100p -100p -2a -127b -98¢ -252 -962 -99ab -97¢
so?veen;te -98ab  -116°  -220°  -1132  -96P 64 131>  -98a  -94b

A quitosana promoveu uma redugao do efeito matriz apenas para a SPM (de -220
para -2%) e PRD (de 64 para 25%) em relagéo a auséncia de sorvente. Para a SPM o
efeito matriz ndo é considerado significativo (abaixo de 20%) com a utilizagdo da
quitosana e com relagédo a PRD o efeito matriz foi médio. As ligagdes ibnicas que a
quitosana pode estabelecer sdo fortemente influenciadas pelo pH do meio reacional,
influenciando também na capacidade de adsorcao de interferentes. Portanto a quitosana
pode nao ter sido efetiva na redugao de co-extrativos pelo fato de o meio na qual foi
empregada nao estar acido, ndo ocorrendo deste modo a formagdo um polimero
catibnico, com a protonagao do grupo amino (NHs*), o que dificulta a sua interagao
eletrostatica com os interferentes (DONG et al., 2017; SANTE, 2017).

De acordo com a teoria dos acidos e bases duras e moles (HSAB), sendo o Al (lll)
e aminoacidos acidos rigidos e bases duras, respectivamente e o fato dos aminoacidos

serem espécies ricas em elétrons que podem quelar com Al, da alumina, era esperarado



90

um decréscimo no efeito matriz, resultante da interagdo dos aminoacidos com a Al, no
entanto, obte-se um incremento do efeito matriz quando avaliado o efeito da alumina na
remocéo de interferentes (XU et al., 2016).

Os outros sorventes empregados também nao foram eficientes na redugao do
efeito matriz, tendo os resultados do teste de Tukey evidenciado diferengas significativas
entre o ndo uso de sorvente e 0 emprego do mesmo para todos os compostos analisados
(Tabela 18).

A PRD teve uma reducgao na interferéncia de co-extrativos, passando de efeito
matriz alto para médio quando avaliado o uso da quitina e da quitosana e mexilhdo e
quitina). Estes sorventes atuam na remogédo de uma vasta gama de compostos, dentre
eles, co-extrativos lipofilicos, moléculas aromaticas, além de outros compostos polares.
E provavel que estes sejam os compostos responsaveis pelo alto efeito de matriz da
PRD, tendo sido removidos mediante o uso de materiais sorventes que atuam como filtro
quimico. Houve um decréscimo na percentagem de efeito matriz de -64% para -25 e -
33%, empregando a quitosana e a quitina, respesctivamente. (ARIAS et al., 2014,
CABRERA et al., 2012; CERQUEIRA et al., 2014; SANTE, 2017;).

Apesar de ter havido a redugéo do efeito matriz para a PRD e SPM empregando
a quitosana e a quitina, os restantes compostos apresentam efeito matriz alto, o que nao
justifica o emprego de uma etapa adicional de limpeza. Sendo assim, foi selecionado o
meétodo sem a etada de limpeza, o que representa uma vantagem nao s6 em termos de
aspetos econbmicos, mas também pela reducdo do tempo de preparo de amostra,
entretanto o estudo do efeito matriz indicou a necessidade da correcao do mesmo. Deste

modo, outras estratégias foram implementadas para a remocgao de co-extrativos.

5.3.4. Avaliacao do pH

Foi avaliado nesta etapa o efeito de solventes em diferentes valores de pH na
reducao do efeito matriz e na eficiéncia extrativa das BAs. Foram testados pH de 2, 4, 8,
12 e o pH do solvente (intervalo de pH entre 6 e 7) e os resultados em termos de
recuperacao e efeito matriz constam nas Figura 20 e 23.

O teste resultou em recuperacdes entre 40-147% quando empregado solvente
extrator acidificado a pH 2, 42 a 122% para pH 4, 50 a 110% para pH 8, 64 a 121% para
pH 12 e quando néo foi realizado alteracées no pH do solvente as recuperacdes variam
de 42 a 214%.



Recuperacao (%)

240 -

200 -

160 -

120 -

80 -

40 -

91

Houve diferengca estatisticamente significativa (Tabela 19) em termos de
recuperacao nas diferentes condi¢des avaliadas, tendo-se obtido os melhores resultados
a pH 12. De acordo com DONG et al., 2017, as BAs por serem bases organicas, podem
apresentar-se como ions em condigdes neutras e acidas. Um aumento do valor do pH
da solucao de extracao até pH 12 mantém as BAs na forma molecular, tornando-os deste
modo, mais faceis de se distribuir na fase organica, ocasionando a obtenc&o de maiores
recuperacgdes (DONG et al., 2017).

Figura 20: Recuperagdes quando avaliado o efeito do pH. Barra de erro significa
valores calculados em RSD. O volume de solvente foi de 5 mL e a massa de amostra
de3g

mpH do solvente EpH=2 ®EpH=4 OpH=8 OpH=12

HIS CAD SPM MOR TRP PRD PRL PUT PHE
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Tabela 19: Resultados do teste Tukey HSD relativo as recuperagdes quando testado

solvente extrator a diferentes valores de pH

Recuperacgoes (%)

pH

HIS CAD SPM MOR TRP PRD PRL  PUT PHE
[PHdo g 1422 2142 782 470 g7ab  gga  g5ab  42bc
pH 2
9o 117ab 1476 55¢  44v  ggab  gga  94a 40¢
pH 4 g1a.b 12226 g7c  7{ab 42 92 8gs 75 420.c
pH 8
77a.b 11025  106c  62¢ 50>  9fa 72 g7ab 51b
pH 12 64b 107° 72¢  71ab 1212 gap 68 83ab 708

Houve um ligeiro decréscimo da recuperacdo da HIS, porém a obtencdo de
recuperagado dentro da faixa recomendada pelos 6rgaos regulamentadores para as
aminas PHE e TRP so foi possivel quando empregado solvente extrator a pH 12,
provavelmente devido a presencga destes compostos na sua forma molecular (Figuras 21
e 22), facilitando deste modo, a sua extragao (DONG et al., 2017).

Figura 21: Distribuigdo das espécies de PHE vs pH

(https://chemicalize.com/#/calculation)
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Figura 22: Distribuigdo das espécies de TRP vs pH

(https://chemicalize.com/#/calculation)
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Com relacéo ao efeito matriz os resultados os obtidos encontram-se na Figura 23,
tendo o teste de Tukey (Tabela 20) evidenciado a existéncia de diferenga significativa

entre as diferentes condi¢des avaliadas.

Figura 23: Efeito matriz quando avaliado o efeito do pH. O volume de solvente foi de 5

mL e a massa de amostra de 3 g
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Tabela 20: Resultados do teste Tukey HSD relativo ao efeito matriz quando avaliado

solvente extrator a diferentes valores de pH

Efeito matriz (%)

pH HIS CAD SPM MOR TRP PRD PRL PUT PHE
pH do
solvente -97a -902 -220¢ -121b -98d -822 -186¢ -98a -94c
pH 2
-9Qa.b -106°>  -1052b  -142ab -95b -344b -262d -100¢ -93bc
pH 4
-99a.b -121b -1032 -162° -95b. ¢ -354b -1252 -992b -93b.¢
pH 8 b b d b b
-99¢ -120 -119b.c --95a -96¢ -340 -134 -100¢ -94c
pH 12
-174¢ -174a -114b -156° -872 -3782 -228¢ -101¢ -84a

O efeito matriz continua sendo alto (> 50%) para todas as BAs em todas as
condigbes avaliadas, indicando a necessidade de novas estratégias para a redugéo dos
co-extrativos. Da mesma forma que nas condi¢cbes avaliadas anteriormente, a PRD e a
PRL continuam sendo os compostos mais afetados pelos interferentes da matriz,
provavelmente pelos mecanismos mencioados por CECH et al., 2000 (CECH et al., 2000;
SANTE, 2017).

Houve um incremento do efeito matriz da PRD e PRL comparativamente a nao
modificacdo do pH do solvente. E provavel que, a utilizagdo de solvente extrator
alcalinizado tenha mantidos os co-extrativos proteicos (aminoacidos, proteinas e
peptideos) na forma molecular, tornando-os deste modo, mais faceis de se distribuir na
fase organica, resultando num aumento do efeito matriz. Por outro lado, considerando o
emprego do solvente extrator acidificado, a maior eficiéncia de protonagdo dos
grupamentos amino dos co-extrativos proteicos, € sua remocao na forma de sais de
amonio, pode estar na origem do incremento do efeito matriz (DONG et al., 2017;
RICHARD et al., 2011).

Tendo em conta que os melhores resultados em termos de recuperagao foram
obtidos empregando solvente extrator a pH 12, e que, o efeito matriz foi alto
independentemente do pH do solvente, foi selecionado solvente extrator a pH 12 para

0s proximos testes.
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5.3.5. Avaliacao do efeito do sorvente em pH 12

Os melhores resultados em termos de recuperagao (entre 70 e 120%) foram
obtidos empregando solvente alcalinizado a pH 12. Entretanto, apesar da obtencao de
melhores resultados, ainda ha a necessidade redug¢ao da quantidade de co-extrativos.
Neste sentido avaliou-se a ag&o conjunta do solvente extrator a pH 12 e alguns sorventes
na limpeza do extrato antes da analise cromatografica (SANTE, 2017).

Os resultados em termos de recuperacao variaram de 30 a 123%, 45 a 180% e
40 a 127% quando avaliado o efeito da sinergia do solvente extrator e a capacidade de

remocé&o de co-extrativos da quitina, areia e C18, respectivamente (Figura 24).

Figura 24: Recuperagdes quando testado o efeito dos sorventes em pH alcalino. Barra
de erro significa valores calculados em RSD O volume de solvente foide 5 mL e

quantidade de sorvente de 150 mg
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A HIS, CAD, TRP e PHE tiveram uma redugao na recuperacao para todos os
sorventes empregados, comparativamente a condigdo sem sorvente. A capacidade do
C18 reter compostos aromaticos, a presencga do TiOz2 na areia e sua provavel interacéo
com os analitos ou ainda uma absorgao irreversivel das aminas pela quitina pode ter
inferido nos resultados (CERQUEIRA et al., 2014; DONG et al., 2017; PENG et al., 2016;
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XU et al., 2016). Por outro lado, houve um aumento nas recuperagées da MOR, PRD,
PRL e PUT.

Os resultados com relacéo ao teste de Tukey (Tabela 21) evidenciaram diferengas
estatisticamente significativas para todas as BAs analisadas nas diferentes condi¢des
avaliadas, tendo-se obtido os melhores resultados em termos de recuperagao (70-120%)

quando nao se recorre ao uso de sorventes.

Tabela 21: Resultados do teste Tukey HSD relativo as recuperagdes quando avaliado o

efeito dos sorventes em pH alcalino

Recuperacdes (%)

Sorventes HIS CAD SPM MOR TRP PRD PRL PUT PHE

C18 43P 71¢ 564 1062 ° 48¢ 1272 93a 63¢ 40¢

Areia 450 78  180° 103>  90b 1232 852 89 58

Quitina 562 9Qb 123b 1182 31c 9o8b 872 1102 30d

Sem
sorvente 642 1072 72¢ 71¢ 1212 84° 68° 83p 702

A Figura 25 apresenta os resultados obtidos na avaliagao do efeito matriz, e a

Tabela 22, o teste de diferenca significativa relativo a estes resultados.
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Figura 25: Efeito matriz quando testado o efeito dos sorventes em pH alcalino. O

volume de solvente foi de 5 mL e a quantidade de sorvente de 150 mg
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Tabela 22: Resultados do teste Tukey HSD relativo ao efeito matriz quando avaliado o

efeito dos sorventes em pH alcalino

Efeito matriz (%)

Sorvente HIS CAD SPM MOR TRP  PRD PRL PUT PHE
c18 -982 -1112 -1032 -86° =732 -2722  -148¢ -982 -522
Areia -982 -130p -105b -762 -96¢  -305°  -115 -100¢t  -91¢
Quitina -99e -131p -105P -99¢ -94¢  -356°  -1062 -102°  -88°

Semsorvente g 74c  .114c  -156¢ -87° 3780 -208¢ 101> -84

Apesar do teste de Tukey (Tabela 22) mostrar que existem diferencas
estatiscamente signicativas para todos os analitos nas diferentes condi¢des avaliadas, o
efeito matriz continua alto (> 50%) para todas as BAs analisadas independentemente do
emprego ou nao da etapa adicional de remogédo de interferentes, indicando a

necessidade de outros procedimentos de remogéo de co-extrativos (SANTE, 2017).
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Com a finalidade de reduzir a interferéncia tanto das proteinas quando dos
aminoacidos, foi realizado um teste empregando um solvente extrator alcalino, seguido

da acidificacdo do extrato.

5.3.6. Efeito do solvente a pH 12 seguido da acidificacao do extrato

Atendendo ao fato dos aminoacidos nao se apresentarem na sua forma ibnica em
pH basico, o que limita a sua interferéncia na analise, foi avaliado neste procedimento
um solvente extrator a pH 12 para promover a sua preciptagéo, seguida acidificagdo do
extrato com HCI 0,1 mol L' a pH 4,5, promovendo deste modo, também a precipitagdo
das proteinas (GROSSMANN et al., 2018; MAQUEDA et al.,2013; RICHARD et al.,
2011). Os resultados em termos de recuperacdo quando se efetua a alcalinizagao
seguido da acidificagdo comparativamente ao uso apenas do solvente a pH 12
encontram-se na Figura 26, e os resultados da diferenca significativa relativo a estas

condi¢des avaliadas na Tabela 23.

Figura 26: Recuperagdes quando testado solvente extrator alcalino seguido da

acidificagao do extrato. O volume de solvente foi de 5 mL e a massa de amostra de 3g
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Tabela 23: Resultados do teste Tukey HSD em termos de recuperagado quando

avaliado solvente extrator alcalino seguido da acidificagao do extrato

Recuperacdes (%)

pH HS CAD SPM MOR TRP PRD PRL PUT PHE
pH =12 642 1052 722 712 1212 84a 682 832 702
ApH 43P 34b 12b 54p 150 340 1582 132

O método empregando solvente alcalinizado e a acidificagdo do extrato nao foi
eficiente na extragao das BAs, tendo havido uma reducao nas recuperagoes de todos os
analitos, e no caso da PRL nao foi possivel extrai-lo.

A Figura 27 representa os resultados obtidos no estudo do efeito matriz e a Tabela
24 os resultados de diferenca significativa relativo as diferentes condi¢cdes avaliadas. O
empregado do solvente alcalinizado e a acidificagdo do extrato resultou na redugao do
efeito matriz para a TRP, MOR e a PHE, entretanto, apesar dessa reducao, o efeito
matriz matriz continua sendo alto em ambos os casos. Relativamente aos restantes
compostos, apesar do teste de Tukey apresentar a existéncia de diferenca significativa,
o efeito matriz continua sendo alto, de acordo com os 6rgaos regulamentadores (SANTE,
2017).
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Figura 27: Efeito matriz quando avaliado o uso de solvente alcalinizado seguido da
acidificagcado do extracto. O volume do solvente empregado foi de 5 mL e a massa de

amostra de 3g
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Tabela 24: Resultados do teste Tukey HSD para o efeito matriz quando avaliado o uso

do solvente extrator seguido de acidificacdo do extrato

Efeito matriz (%)

pH HS CAD SPM MOR TRP PRD PRL PUT PHE
pH =12 -99° 174> 114> 156> -87°  -3782 -228  -101>  -84b
ApH -972 -113= 1962 -1132 -592  -1892° -1002  -512

Considerando que houve reducao nas recuperacdes de todas as BAs avaliadas
no presente estudo e que o efeito matriz foi alto para todos os compostos, recomenda-
se que a extracao destes analitos seja realizada apenas empregando solvente extrator
alcalino a pH 12.

Mediante os resultados obtidos no referente estudo empregando a RP-LC e a
HILIC, e atendendo ainda a natureza hidrofilica das BAs e sua capacidade de ser

ionizada, é aconselhavel que a analise seja realizada empregando silica ndo derivatizada
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como fase estacionaria e fase movel composta por acetonitrila acidificada com acido
férmico 0,1% e agua ultrapura acidificada com acido formico 0,1% e 50 mM de formiato
de amoénio. A eficiéncia de recuperagao das BAs é fortemente influenciada pela selegcao
do solvente extrator apropriado (RICHARD et al., 2011). As propriedades dos solventes
como pka, polaridade, viscosidade e pH foram fatores determinantes na eficiéncia
extrativa dos analitos. Recomenda-se que a extragdo das BAs seja realizada

empregando a USLE, com solvente extrator a pH 12.
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6. CONCLUSOES

Atendendo a polaridade das BAs, o emprego da HILIC apresenta-se como uma
boa estratégia para a analise destes compostos, por promover uma maior retengéo
conforme evidenciado pelos valores de k, além de uma maior eficiéncia na separagao.

Os melhores resultados em termos de perfil cromatografico dos picos e eficiéncia
de separagao foram obtidos empregando a coluna Atlantis HILIC, modo de eluigdo por
gradiente, empregando como fase moével acetonitrila acidificada com acido formico 0,1%
e agua ultrapura acidificada com acido férmico 0,1% e 50 mM de formiato de aménio, e
um tempo total de analise de 11 min para 10 BAs.

Medidas como, a acidicacado do solvente extrator, ou acidificagao do extrato apos
extragdo com solvente alcalino, ou ainda o estudo da faixa de pH de 2 a 12 ndo foram
eficientes na redugao de co-extrativos.

O estudo do efeito de sorventes indicou que os melhores resultados em termos
de recuperacao e efeito matriz foram obtidos quando n&o se emprega a etapa adicional
de limpeza por d-SPE, o que afigura-se como uma vantagem ndo sé em termos de
aspetos econdmicos, mas também pela reducdo do tempo de preparo de amostra,
entretanto, o estudo do efeito matriz indica a necessidade da correcédo do mesmo.

Os compostos mais afetados pelo efeito matriz foram a PRD e a PRL devido a
menor massa molecular, e a SPM, o que esta relacionada a sua maior polaridade.

Os melhores resultados em termos de recuperacdo das BAs foram obtidos

empregando solvente extrator a pH 12, com recuperagdes entre 64 e 121%.
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7. TRATAMENTO DOS RESIDUOS

Os residuos gerados neste trabalho foram recolhidos, armazenados, rotulados de
acordo com as normas definidas pela comissdo de residuos da EQA, e armazenados

para posterior recolhimento e tratamento pela FURG.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Avaliar o potencial bactericida da quitosana no controle da formacgédo das BAs,
aliando o potencial dos residuos da industria pesqueira na produgao deste
polimero e o seu emprego na obtengdo de produtos com constante padrdo de
qualidade.

» Avaliar o efeito do congelamento ou uso do gelo seco na minimizagdo de
interferentes como proteinas e gorduras.

» Avaliar o efeito da diminuigdo da quantidade de amostra e a reducédo do volume
injetado na redugéao do efeito matriz.

» Delinear estratégias de otimizacdo da separacdo cromatografica por forma a

podem reduzir o efeito matriz.
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12. ANEXO

10.1. Condigoes de eluicdo empregadas para a coluna C18 XTerra

Tabela 25: Condig¢ao de eluigdo 1 empregada no modo gradiente para a coluna C18

XTerra

tempo Agua MillQ com Acetonitrila com Vazao
(min) 0,1% FA 0,1% FA (mL min-1)

0 60 40

5 10 90

10 0 100 0,2

12 60 40

17 60 40

Tabela 26: Condigao de eluigdo 2 empregada no modo gradiente para a coluna C18

XTerra

tempo Agua MillQ Acetonitrila com Vazao
(min) com 0,1% FA 0,1% FA (mL min-')

0 90 10

10 10 90

0,2
11 90 10
16 90 10

Tabela 27: Condig¢ao de eluicdo 3 empregada no modo gradiente para a coluna C18

XTerra
tempo Agua MillQ Acetonitrila com Vazao
(min) com 0,1% FA 0,1% FA (mL min-")
0 90 10
10 80 20
0,2
11 90 10

16 90 10
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Tabela 28: Condigao de eluigdo 4 empregada no modo gradiente para a coluna C18
XTerra

tempo Agua MillQ Acetonitrila com Vazao
(min) com 0,1% FA 0,1% FA (mL min-1)
0 98 2
10 85 15
0,2
11 98
16 98

Figura 28: Cromatograma no modo SRM obtidos na condi¢céo de eluicao 1 empregando

a coluna C18 XTerra

1.00 SPM 029> 121 1.00 MOR 88 > 69.8
0y e b s 859
U ”lH — pr———— " oot il AN ol A o ;
CURm. . mm . 1Am 7 &M UL ?nn1 o
086 146> 72 107 PRL 130,
Wy 18 " e " 12 1145 LI
30‘ 165508 116 WAV D L IV
8.00 1000 15.00 600 1000 18.00
093 111959 K PRD 80.04 » 53
‘“\“ﬂ WS 83064
ul"‘I'"'|""l""l""l""l' U USLBLILIN JLNUNLELEN BUBLEURLY NLELIURLE BULBLIL I
200 10,00 15.00 500 10.00 15.00
09 103> 86 150 PHE 1225109
mgmﬂ 0 24%4 \UL 3 45e5
0 RN AN LAY LN AN [ S rrerr———
5.00 1000 15.00 .00 1000 19.00
093 88.9> 72 150 160.8 > 144
100; o 41064 mUL L 11865
M ] S |
ul'L"I L L I""I""I""I'.Hme U‘}I‘\'_i"”]”"l‘”'I”"I""l'Time
8.00 1000 15.00 5.00 10.00 15.00



122

Figura 29: Cromatograma no modo SRM obtido na condigao de eluigdo 2 empregando
a coluna C18 XTerra
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Figura 30: Cromatograma no modo SRM obtido pela condi¢do de elui¢do 3

empregando a coluna C18 XTerra
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Figura 31: Cromatograma no modo SRM obtido pela condi¢&o de elui¢cdo 4

empregando a coluna C18 XTerra
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10.2. Condig6es de eluicdao empregadas para a coluna Luna HILIC

Tabela 29: Condig¢ao de eluigdo 1 empregada no modo gradiente para a coluna Luna

HILIC
tempo Agua MillQ ACN com Vazéo
(min) com 0,1% FA + 10mM AF 0,1% FA (mL min-")
0 10 a0
10 80 20
0,2
1" 10 a0

16 10 90
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Tabela 30: Condig¢ao de eluigdo 2 empregada no modo gradiente para a coluna Luna

HILIC

tempo Agua MillQ ACN com Vazéo
(min) com 0,1% FA + 10mM AF 0,1% FA (mL min-")

0 10 90

10 80 20

15 80 20 0,2

16 10 90

21 10 90

Tabela 31: Condicao de eluigdo 3 empregada no modo gradiente para a coluna Luna

HILIC

tempo Agua MillQ ACN com Vazéo
(min) com 0,1% FA + 10mM AF 0,1% FA (mL min-")

0 10 90

10 70 30

12 90 10

0,2

15 90 10

16 10 90

21 10 90

Tabela 32: Condicao de eluigdo 4 empregada no modo gradiente para a coluna Luna

HILIC

tempo Agua MillQ ACN com Vazéo
(min) com 0,1% FA + 10mM AF 0,1% FA (mL min-")

0 10 90

10 90 10

12 100 0

0,2

15 100 0

16 10 90

21 10 90
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Tabela 33: Condic¢ao de eluigdo 5 empregada no modo gradiente para a coluna Luna

HILIC

tempo Agua MillQ ACN com Vazao
(min) com 0,1% FA + 10mM AF 0,1% FA (mL min-")

0 30 70

10 90 10

12 100

0,2

15 100

16 30 70

21 30 70

Figura 32: Cromatograma no modo SRM obtido empregando a condigao de eluigéo 1

na coluna Luna HILIC
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Figura 33: Cromatograma no modo SRM obtido empregando a condigao de eluigéo 2

na coluna Luna HILIC
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Figura 34: Cromatograma no modo SRM obtido empregando a condi¢ao de eluigao 3

na coluna Luna HILIC
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Figura 35: Cromatograma no modo SRM obtido empregando a condi¢ao de eluigéo 4

na coluna Luna HILIC
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Figura 36: Cromatograma no modo SRM obtido empregando a condi¢ao de eluigdo 5

na coluna Luna HILIC
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10.3. Condigoes de eluigao empregadas para a coluna Atlantis HILIC

Tabela 34: Condigao de eluigcdo 1 empregada no modo gradiente para a coluna Atlantis

HILIC
tempo Agua MillQ ACN com Vazéo
(min) com 0,1% FA + 10mM AF 0,1% FA (mL min-1)
10 90
80 20
80 20 0,4
55 10 90
10 10 90

Tabela 35: Condigao de eluigdo 2 empregada no modo gradiente para a coluna Atlantis

HILIC

tempo Agua MillQ ACN com Vazao
(min) com 0,1% FA + 10mM AF 0,1% FA (mL min-')

0 10 90

2 60 40

10 80 20

04

12 80 20

13 10 90

18 10 90

Tabela 36: Condig¢ao de eluicdo 3 empregada no modo gradiente para a coluna Atlantis

HILIC
tempo Agua MillQ ACN com Vazao
(min) com 0,1% FA + 10mM AF 0,1% FA (mL min-")
0 10 90
10 70 30
0,4
11 10 90

16 10 90
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Tabela 37: Condigao de eluicdo 4 empregada no modo gradiente para a coluna Atlantis

HILIC

tempo Agua MillQ ACN com Vazéo
(min) com 0,1% FA + 10mM AF 0,1% FA (mL min-")

0 10 90

10 80 20

0,4
11 10 90
16 10 90

Tabela 38: Condig¢ao de eluicdo 5 empregada no modo gradiente para a coluna Atlantis

HILIC

tempo Agua MillQ ACN com Vazao
(min) com 0,1% FA + 10mM AF 0,1% FA (mL min-")

0 30 70

10 90 10

12 100 0

0,4
15 100 0
16 30 70

21 30 70
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Figura 37: Cromatograma no modo SRM obtido na condigao de eluicdo 1 empregada

na coluna Atlantis HILIC
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Figura 38: Cromatograma no modo SRM obtido na condigédo de eluicdo 2 empregada

na coluna Atlantis HILIC
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Figura 39: Cromatograma no modo SRM obtido na condigédo de eluicdo 3 empregada

Figura 40: Cromatograma no modo SRM obtido na condigcéo de eluicdo 4 empregada

na coluna Atlantis HILIC
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Figura 41: Cromatograma no modo SRM obtido na condigédo de eluigdo 5 empregada

na coluna Atlantis HILIC
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