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RESUMO

“Desenvolvimento de um M¢étodo para Quantificagdo Simultdnea de
Sulfametoxazol e Trimetoprima em Ovos de Galinhas utilizando a

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Bidimensional”.

Neste trabalho foi preparada e avaliada uma série de colunas de acesso restrito
(RAM) de albumina sérica bovina (BSA) para a desproteinizagdo on-line de
amostras de ovo. As trés colunas preparadas (Cg, C;g € fenil) mostraram elevada
percentagem de exclusdo de proteinas do ovo, usando somente dgua como
eluente. No entanto, foi observado aumento da pressio no sistema
cromatografico, a cada injecdo, o que tornou inviavel a injecdo direta das
amostras de ovo, nas condi¢des inicialmente avaliadas. Para prolongar a vida
util das colunas RAM-BSA foi necessdrio a utilizacdo de um agente de
precipitacdo de proteinas, e dentre os agentes avaliados, acetonitrila mostrou-se
o solvente mais eficiente, permitindo a injecao repetitiva de volumes de 300uL
de amostras de ovo, sem alteracdo da pressdao no sistema cromatografico. Para o
desenvolvimento do método de analise simultinea dos antibidticos
sulfametoxazol (SMX) e trimetoprima (TMP) em ovos, no modo
multidimensional, foram também avaliadas colunas RAM-BSA de diferentes
comprimentos (10 ¢ 5 cm) e em diferentes condigdes cromatograficas. O
sistema, composto por uma coluna RAM C3-BSA, acoplada a uma coluna
analitica C;g, permitiu o desenvolvimento do método com excelente precisao,
exatiddo e com adequada sensibilidade. Os limites de quantificagdo foram de 80
ng/mL, para ambos compostos. Desta forma, o método desenvolvido podera ser
utilizado para o monitoramento de residuos destes antibidticos em amostras de

OoVvoO.
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ABSTRACT

“Development of a Method for Simultaneous Quantification of
Sulfamethoxazole and Trimethoprim in Hens Eggs using Bidimensional High

Performance Liquid Chromatography”.

This work reports the investigation of a series of bovine serum albumin (BSA)
restricted access media columns (RAM) for on-line egg samples
deproteinization. High exclusion percentage of egg’s proteins were obtained
with the three RAM BSA columns prepared (Cg, Cig and phenyl) using only
water as eluent. However, an increase of pressure of the chromatographic
system was observed at each injection, which made unfeasible the use of these
columns for direct injection of the egg samples. To prolong the life-time of the
RAM-BSA columns, acetonitrile was used as a protein precipitate agent. This
clean-up procedure allowed the repetitive injection of 300 puL of whole egg
samples. For the simultaneous quantification of sulfamethoxazole (SMX) and
trimethoprim (TMP) in eggs samples, RAM-BSA columns, in different lengths
(10 and 5 cm) sizes and different chromatographic conditions were thoroughly
evaluated. A bidimensional higher performance liquid chromatography
configuration having a RAM C;3 BSA column in the first dimension, and a C;g
analytical column in the second dimension were used for simultaneous
quantification of these antibiotics. The developed method showed good
selectivity, accuracy and precision with limits of quantification 80 ng/mL for
both compounds. Thus, the validated method is reliable and sensitive for

monitoring residues in whole eggs samples.
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1. Introducéo

1.1 Ovos: importancia econdmica e nutricional

O ovo ¢ o produto daquela que se considera ser a mais eficiente
maquina biologica de transformacdo, a galinha de postura. Esta ave consegue
transformar recursos alimentares, de menor valor bioldgico, em um produto da
mais alta qualidade nutricional para o consumo humano. Todo este processo
depende de fatores biologicos relacionados a composicao fisioldgica deste tipo
de aves, assim como do seu suporte nutricional, somado a0 manejo e ambiente
adequados a criacdo das mesmas.'

O ovo apresenta a maior quantidade de nutrientes essenciais a
alimentagdo humana, em relagdo ao seu conteudo calorico, quando comparado
com qualquer outro alimento. E importante destacar que, apesar do alto valor
nutricional e do baixo valor comercial, o consumo de ovos no Brasil é maior nas
classes com rendas média e alta.”

A produgdo de ovos comerciais para O c€OnNsumo cresceu
consideravelmente nos ultimos anos em todo o mundo; porém, no Brasil, este
crescimento nao foi relevante, devido ao baixo consumo “per capta” de ovos
(138 unidades/ano), quando comparado a outros paises como, Japao, Taiwan,
México, China e EUA, onde o consumo varia de 258 a 346 unidades per capita
(Figura 1.1).

Mesmo assim, a avicultura de postura brasileira ocupa o sétimo
lugar no ranking mundial, quanto ao volume de producdao de ovos. Este setor
movimenta anualmente, no Brasil, US$ 2 bilhdes, com a producdo de cerca de
22,2 bilhdes de unidades de ovo por ano, referente a 2,1% da producao mundial

total.’?
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Figura 1. 1 - Consumo per capita de ovos em alguns paises.

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE-2005)
apresentou, através da pesquisa trimestral relacionada a este produto, que os
principais Estados produtores de ovos sdo: Sdo Paulo, Minas Gerais, Parand, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina.”

No entanto, com a crescente pratica de uma avicultura “selvagem”,
que visa apenas o lucro e ndo o bem estar dos animais, surgiram condigdes
propicias para o desenvolvimento e proliferacio de enfermidades,
principalmente as causadas por bactérias.” Desta forma, para evitar a
proliferacdao de doengas, ¢ fundamental a conscientizagdo dos produtores sobre
a importancia das boas praticas de manejo, cuidado e higiene com os animais.
Essas praticas, no entanto, ndo sdo cautelosamente realizadas, e o tratamento
e/ou prevencao de doengas passa a ser realizado com a administragdo massiva de
antibioticos, que sdo utilizados como aditivos na 4gua ou na racdo.™°

Sao utilizados diferentes tipos de antibioticos para esta finalidade e
dentre as principais classes utilizadas podem-se destacar as penicilinas,
fluoroquinolonas, aminoglicosidicos, tetraciclinas e sulfonamidas.’

O ndo cumprimento do tempo de caréncia entre a administra¢do do
medicamento e a coleta do ovo, a falta de informa¢ao dos produtores ¢ a nao

fiscalizagdo dos oOrgdos de controle, implicam na presenca de residuos de
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antibioticos nos ovos que, na maioria das vezes, causam danos a satide publica e
também danos de ordem economica.

No Brasil, os antibidticos para uso veterinario sdo vendidos
livtemente em lojas de produtos agropecudrios ¢ podem ser usados pelos
criadores sem prescri¢ao e orientacdo médica veterinaria, embora exista decreto-
lei tornando obrigatoria a venda de antibiticos somente mediante receita.’

Dentre os antibidticos e quimioterdpicos mais utilizados na
avicultura, o uso da combinac¢do do sulfametoxazol-trimetoprima (SMX-TMP) ¢
de grande preocupagdo, uma vez que os residuos destes podem causar problemas
como, disturbios urinarios, reagdes alérgicas em individuos sensiveis, alteragdes
na microflora intestinal e a possibilidade de transferéncia de bactérias
resistentes, de origem animal, como a Salmonela.” ® Além disso, as sulfonamidas
sdo apontadas como compostos com potencial carcinogénico.’

As diretrizes internacionais de controle de residuos em alimentos,
como a FDA (Food and Drug Administration) e a Unido Européia, estabelecem
normas severas para o controle de residuos de antibioticos em alimentos.'™'" A
utilizagdo da trimetoprima e sulfametoxazol em aves produtoras de ovos para o
consumo humano ¢ proibida. Desta forma, ¢ necessario o desenvolvimento de
métodos analiticos que permitam a detec¢do e a quantificacdo de residuos destes

antibidticos em ovos destinados ao consumo humano.

1.2 Sulfametoxazol

O sulfametoxazol pertence a classe de quimioterdpicos denominados
sulfonamidas, ou simplesmente sulfas, sendo a sua estrutura molecular basica o

p-aminobenzenossulfonamida (sulfanilamida) (Figura 1.2).
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Sulfanilamida

Figura 1. 2 - Estrutura molecular basica das sulfonamidas.

Apesar da sintese das sulfonamidas ter sido realizada em 1908, por
Gelmo, s6 em 1932 Domagk descobriu a atividade antibactericida das
sulfonamidas, contra estreptococos, utilizando o vermelho protonsil em
camudongos. '

Posteriormente, em 1936, descobriu-se que a sulfanilamida era a
por¢do ativa da molécula de prontosil. Este composto sofre um processo de
bioativagdo metabodlica, por acdo de azo-redutases, produzindo, “in vivo”, a

sulfanilamida, responsavel pela pronunciada acao antibacteriana (Figura 1.3).

NH,
0] ) O
[l decomposicdo no corpo I
H,N N=N S—NH, > H,N S—NH,
I Il
0] 0]
vermelho prontosil Sulfanilamida

Figura 1. 3 - Decomposi¢do do vermelho prontosil no corpo humano.

Esta  descoberta estimulou intensas pesquisas para o0
desenvolvimento de novas sulfonamidas e muitas foram sintetizadas no final dos
anos 30.'> * Os melhores resultados terapéuticos de novas sulfonamidas foram
obtidos com compostos, onde um hidrogénio do grupo sulfonamida (-SO,NH,)
era substituido por algum outro grupo, geralmente um anel heterociclico (Figura
1.4). Devido a importancia do grupo sulfonamida na sua atividade, o nitrogénio
foi convencionalmente denominado N', e o nitrogénio do grupo amino foi

designado de N*."
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Figura 1. 4 - Estrutura quimica das sulfonamidas e seus derivados.

As sulfonamidas foram os primeiros agentes antibacterianos a
serem utilizados na clinica médica.”” Durante os anos 40 foram consideradas
como substancias milagrosas para o tratamento de infec¢gdes em seres humanos e
em animais.

Em seres humanos, as sulfonamidas foram utilizadas com
resultados extraordinarios contra pneumonia, gangrena gasosa, infec¢cdes das
vias urinarias € contra o estreptococo que causava a febre puerperal. Entretanto,
com o surgimento de bactérias resistentes, a presenga de varios efeitos colaterais
¢ a disponibilidade de outros antibidticos, como as penicilinas, as sulfonamidas
passaram a ocupar menor destaque entre os agentes antibacterianos.'
Atualmente, existem cerca de 5000 sulfonamidas e destas somente 33 foram

. . N . 14
introduzidas na terapéutica humana e/ou animal.
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1.3 Trimetoprima

A partir da década de 70, as sulfonamidas passaram a ser utilizadas
em combinacdo com a trimetoprima (Figura 1.5), um derivado
diaminobenzilpirimidinico que atua em sinergia com as sulfonamidas,
ampliando o espectro bacteriano. Esta combinagdo atua eficientemente contra
bactérias que adquiriram resisténcia para as sulfonamidas.'* '®
A associacdo sulfametoxazol-trimetoprima tem muitas aplicagdes

terap€uticas em aves, no tratamento de doengas respiratorias, diarréia e coriza

: . 14
infecciosa, salmonelose, entre outras.

NH2
OMe
NT N
)l\ Z
H.N N OMe

OMe

Figura 1. 5 - Estrutura quimica da trimetoprima.

1.4 Mecanismo de acdo dos quimioterapicos

As sulfonamidas atuam inibindo o crescimento de bactérias que
requerem o acido p-aminobenzoico (PABA) para a produgdo do acido folico.
Devido a similaridade estrutural (tamanho e forma) (Figura 1.6) das
sulfonamidas com o PABA, a enzima bacteriana diidropteroato sintetase,
envolvida na incorporacdo do PABA para a produgdo do acido folico, torna-se
incapaz de distinguir as moléculas, fazendo com que as bactérias tentem, sem
sucesso, usar as sulfonamidas para obter o acido f6lico.

Os seres humanos ndo sdo afetados pela terapia das sulfonamidas

porque obtém o acido folico da dieta alimentar.'?
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HO H <—— Ho H=—
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Figura 1. 6 - Similaridade estrutural do 4cido p-aminobenzoico e da sulfanilamida.

As sulfonamidas possuem um grupo SO,, forte retirador de
elétrons, que as torna anfoteras, conforme ilustrado na Figura 1.7. Este
comportamento exerce um importante papel na atividade bacteriana; estudos
realizados por Bell e Roblin mostraram que a relacdo entre a atividade
bacteriana e a constante de dissociacdao das sulfonamidas forma uma parabdlica
que alcanca o maximo entre os valores de pka, de 6,0 ¢ 7,5. Assim se conclui

A . T 17
que a forma idnica do farmaco ¢ mais ativa que a forma neutra.

© 0
N I pPKay 1
HyN ﬁ—'T'—R ——= HN ﬁ—ITI—R
O H O H
H pKa,
I
)
O

Figura 1. 7 — Comportamento acido/base das sulfonamidas.
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A trimetoprima tem agao, também, no ciclo de obtencao de acido
folico das bactérias, mas em uma etapa diferente. Este composto inibe a enzima
diitrofolato-redutase, que tem a funcdo de reduzir o 4cido diidrofolico (acido
folico) a acido tetraidrofolico metabolicamente ativo. Este ¢ um co-fator na
sintese de purinas, timinas ¢ DNA.

Desta forma, a associacdo sulfametoxazol-trimetoprima (SMX-
TMP) bloqueia duas enzimas que catalisam estadgios sucessivos na biossintese
do acido félico no microorganismo, conforme mostrado nas etapas A ¢ B na

Figura 1.8."

COOH
)I j/ diidropteroato sintetase
A
H,N N
NH, 2-amino-4-hidroxi-6-metilpteridina

acido p-aminobenzdico

OH o
COOH NN CHZNH@C—OH
I j
NN

H—C—NH,
(CH,), acido pterdico
COOH OH COQH
scido glutimico 7 CH2NH@C—NH—CH
Ny j/ (CH),
H,N N N acido diidrofdlico CO,H
diidrofolat
OCH;  redutase
NH,
N7 CH,— OCH;
)\ OH (|302H
H,N \N OCHj; N N CH2NH@C—NH ?H
trimetoprima )Q | ((EHz)z
N N CO,H

acido tetraidrof6lico

Figura 1. 8 - Sintese bacteriana do 4cido f6lico; A e B sdo locais de agdo das

sulfonamidas e trimetoprima, respectivamente.
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1.5 Matriz bioldgica: ovo

O ovo consiste, basicamente, em duas unidades bastante distintas,
com composigdes diferentes: a clara e a gema. A clara consiste em 56 % da
composicao total do ovo e € essencialmente uma dispersao coloidal constituida
por mais de 13 proteinas, sendo que as principais sdo a ovoalbumina ¢ a
ovotransferrina, que representam 66 % de todas as proteinas da clara. A gema
representa 32 % da composi¢ao proporcional do ovo e consiste de uma mistura
mais complexa, com diferentes nutrientes essenciais, como, Vvitaminas,
lipoproteinas, fosfolipidios, lipideos (ac. graxos) e minerais. E importante
destacar que a composi¢ao de ambas as unidades ¢ fortemente influenciada pela
dieta alimentar oferecida as galinhas poedeiras. A tabela 1.1 apresenta um
resumo dos principais constituintes do ovo.” > "

A grande quantidade de agua (88 %) e a baixa quantidade de
lipideos (0,03 %) fazem com que a clara tenha um carater polar, enquanto que a
gema, devido a grande quantidade de lipideos (33 %), apresente um carater
apolar. Portanto, sdo esperadas diferencas de concentracdo de residuos de
farmacos polares e apolares, entre os dois compartimentos (clara e gema).’

As sulfonamidas, por exemplo, compostos com cardter polar,
ocorrem em maior quantidade na clara (polar), e a trimetoprima, composto de
carater lipofilico, em maior quantidade na gema (lipofilica). Mas, ¢ importante
ressaltar que certos compostos nio obedecem a esta distribuicdo."”

A classe das tetraciclinas, por exemplo, apresenta o comportamento
mais divergente, onde os compostos mais lipofilicos (doxiciclina e minociclina)
apresentam mais altos niveis de residuos na clara, do que na gema (rica em
gorduras)."”

Kan e Petz'” reportam a diferente distribui¢do entre a clara e a
gema, de uma série de farmacos com propriedades distintas e apresentam

possiveis explicacdes para tais distribuigdes. Sdo considerados os seguintes
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fatores: 1) ligacdo protéica as proteinas plasmaticas, como determinante da
disponibilidade entre os compartimentos; ii) peso molecular, onde moléculas
muito volumosas tém dificuldade de atravessar a membrana celular entre a clara
e a gema; iii) solubilidade lipidica, medida pelo coeficiente de particao
octanol/agua; e iv) valor de pKa, o qual determina a ionizagdo da molécula a um
determinado pH, uma vez que, de acordo com algumas teorias, apenas
moléculas ndo ionizadas poderiam penetrar membranas bioldgicas.

Varios estudos foram realizados para confirmar os itens propostos,
no entanto, alguns compostos ndo apresentaram o comportamento esperado.

Os residuos de farmacos irdo aparecer em ambos os meios (clara e
gema), apos a sua administragdo nas galinhas poedeiras. A absorcao intestinal,
assim como o transporte sanguineo, sdo responsdveis pela distribuicdo dos
farmacos na clara e na gema. As propriedades fisico-quimicas dos farmacos, a
fisiologia da galinha e a formagdo do ovo irdo determinar o quanto do farmaco
estara presente em cada uma das unidades (clara e gema).”

Portanto, ¢ importante que andlises de residuos em ovo, sejam

realizadas na clara e gema.
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Tabela 1. 1 - Composigio do Ovo de galinha’

Componentes Gema Clara
Agua (%) 49 88
pH 6,0-6,8 7,6-9,4
Proteinas (%) 16,5 10,5
Lipovitellinas Ovoalbumina
Fosfovitinas Ovotransferrina
Livetinas Ovomucoide
Lipoproteinas Lisozima
Avidina Ovomucina
Lipidios (%) 33 0,03
Triclicérides (66%) -
Fosfolipideos (28%) -
Colesterol (5%) -
Carbroidratos (%) 0,2 0,5
Glicose -
Enzimas Amilase
Esterase
Fofotase
Catalase
Peptidase
Outros Pigmentos caroteindides;

Luteina;xantofiles zeanxantina

1.6 Analise de farmacos em ovos

A etapa de pré-tratamento das amostras biologicas €, sem duvida, a
etapa mais critica e trabalhosa durante o desenvolvimento de métodos
cromatograficos de analise.

A andlise de farmacos e metabdlitos, em fluidos biologicos, ¢ muito
comum em CLAE. Porém, a complexidade destas matrizes ¢ a presenca de
inimeros compostos enddgenos, muitas vezes presentes em concentragdes
maiores do que as dos analitos de interesse, torna o pré-tratamento das amostras

indispensavel e particularmente dificil.*
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As proteinas presentes nas matrizes bioldgicas ocasionam o
entupimento e perda de eficiéncia das colunas cromatograficas, devido a
obstrucio mecanica nos frits e a adsor¢do acumulativa no suporte utilizado.”

O pré-tratamento realizado, portanto, visa obter uma amostra
enriquecida com os analitos de interesse, livre da interferéncia de compostos
endogenos e da presenca de proteinas da matriz biologica.”’

O pré-tratamento a ser feito depende da matriz com a qual se esta
trabalhando, bem como a que se aplica o método.

A analise de fluidos bioldgicos, tais como plasma, soro, saliva,
urina, suco gastrico, leite, e particularmente ovo, demandam um tratamento
especifico. No caso especial do ovo, a grande quantidade e variedade de
proteinas e lipideos (Tabela 1.1) o torna uma das matrizes mais complicadas
para ser analisada por CLAE.> "

O ovo ¢ uma matriz bastante complexa, sendo, portanto, dificil de
ser manipulada durante as extracdes e analises cromatograficas, em fun¢do da
quantidade lipidica e protéica, além da continua alteracdo da sua composicao,
que acarreta dificuldades na reprodutibilidade das amostras.

O desafio na andlise de fArmacos em ovos consiste em alcangar um
pré-tratamento eficiente, que possa eliminar as proteinas e os lipideos, sem que o
mesmo seja sensivel as variagdes da composi¢do da matriz.’

Os métodos de pré-tratamento de amostras bioldgicas podem ser
classificados em dois modos off-line e on-line.

Off-line: os pré-tratamentos classificados como off-line sdo muito
utilizados nas analises de farmacos em ovos. Neste caso, os métodos usuais de
extragdo sdo, a precipitacdo de proteinas (PP), extragdo liquido-liquido (ELL) e
extracdo em fase solida (EFS).°

Precipitacio de proteinas: as proteinas do ovo sdo precipitadas

com solventes organicos (acetonitrila, metanol), &cidos (4cido perclorico) e sais
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(sulfato de amonio); a amostra ¢ entdo centrifugada e o sobrenadante separado e
analisado.

Embora seja um método simples, a precipitagdo de proteinas para
analise de ovos ndo ¢ muito eficaz, podendo ocorrer a formagao de emulsao.
Sendo assim, esta técnica necessita de uma complementagdo para uma melhor
limpeza da amostra antes da analise cromatografica, utilizando, por exemplo,
extragdo liquido-liquido ou extragcdo em fase solida.

Extraciio liquido-liquido:™ *° este tipo de extracdo consiste, em

uma particdo da amostra entre dois liquidos imisciveis, sendo normalmente um
aquoso e outro organico. A solubilidade do composto a ser extraido deve ser
considerada, a fim de garantir maxima recuperagao do analito, com o minimo
possivel de interferentes.

Faz-se uso de elevados volumes de solventes organicos, toxicos ¢
biopoluentes e de etapas demasiadamente complicadas, que implicam em erros
analiticos. Além disso, ha também sérias dificuldades em se otimizar esse tipo
de extracdo. Esses fatores, somados, levaram a pesquisa de procedimentos
alternativos de extragdo.

Este tipo de extracdo ¢ sempre utilizado apds a etapa de
precipitacao de proteinas e pode ser repetido varias vezes, de maneira a extrair o
maximo do composto de interesse, ou para retirar algum composto interferente.

20, 22

Extracao em fase solida: esta extracao ¢, sem duvida, uma das

técnicas mais amplamente utilizadas no tratamento de amostras biologicas. Esse
tratamento ¢ realizado através da retengdo seletiva dos analitos de uma matriz
complexa, nas fases estacionarias utilizadas.

A extracdo em fase solida emprega os mesmos principios da
cromatografia liquida e, portanto, ¢ necessaria uma adequada selecao da fase
solida e da fase movel para obter uma extragdo eficiente.

Esse tipo de extragdo apresenta as vantagens de proporcionar uma

boa recuperacdo dos analitos € uma eficiente separagdao dos interferentes; a
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utilizacdo de uma reduzida quantidade de solvente organico, o que permite a
pré-concentragao das amostras; pouca manipulagdo, o que elimina a necessidade
de um padrao interno, sendo, portanto, um procedimento menos susceptivel a
erros e de facil automacao.

Da mesma forma como na extragdao liquido-liquido, este método
também apresenta algumas desvantagens: pode ocorrer uma adsorcao
irreversivel dos analitos sobre as fases estacionarias ou, entdo, oS mesmos
eluirem durante o processo de lavagem; neste caso a fase estaciondria seria
pouco retensiva para o analito.

Para analise de farmacos em ovos, a extracdo em fase soélida
acontece sempre como a Ultima etapa do pré-tratamento da amostra apds a
utilizagdo da precipitacao de proteinas e da extracao liquido-liquido.

DUBOIS et al.”, descreveram um método por LC-ESI(+)QqQ-MS
para a determinagdo de 5 macrolideos em ovos, utilizando os trés métodos de
extragdo citados acima. Apds extracdo liquido-liquido, com tampao tris a um pH
= 10,5, as proteinas foram precipitadas, utilizando acido acético e tampao de
tungstato de sodio. Como ultima etapa, o extrato foi ainda submetido a extra¢ao
em fase solida, para em seguida, ser injetado no sistema cromatografico.

Da mesma forma, HELLER et al.** desenvolveram um método para
a confirmagdo e quantificagdo simultdneas de 16 sulfonamidas em ovo,
utilizando LC-MS-MS e LC-UV. Neste método foram utilizadas precipitagdao de
proteinas com o solvente acetonitrila e extragdo, em fase solida, utilizando um
cartucho Cyg - Sep-Pack para extracdo da amostra.

Em ambos os métodos, as etapas do pré-tratamento da amostra
foram extremamente longas e laboriosas, tornando-os inviaveis nas andlises de
rotina.

E importante destacar que, para a andlise de farmacos em ovo, a

precipitacao de proteinas, a extracao liquido-liquido e a extracdo em fase solida
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sdo técnicas complementares para a obtengdo de uma melhor “limpeza” da
amostra.

Com o objetivo de aprimorar os pré-tratamentos off-line
convencionais, novas estratégias e técnicas de pré-tatamento de amostra estdo
sendo desenvolvidas, como, por exemplo, a extragdo com fluido supercritico
(EFSC) e a dispersdo da matriz em fase solida (DMFS).?

Extraciio com fluido supercritico:* esta técnica permite eliminar

o uso de solventes clorados, reduzir o nimero de etapas de pré-tratamento
requeridas nos métodos classicos e evitar a formagao de emulsdo na extragdo de
farmacos em ovos. Utilizando este tipo de extracdo, PENSABENE et al.”,
extrairam 3 sulfonamidas de ovos, a 40 °C, utilizando CO, no estado
supercritico a 10.000 psi em uma vazdo de 3,0 L/min, para posterior analise no
sistema cromatografico. Apesar da eficiente recuperacdo (87-99%) e
reprodutibilidade do método, foi necessario um arduo trabalho de limpeza da

amostra (40 minutos).

Dispersio da matriz em fase sélida:*® esta técnica de extracao

combina aspectos de varias técnicas para abertura da amostra, enquanto também
gera um material que possui um carater cromatografico Unico para extragdo de
compostos de uma dada amostra. Dispersdo da matriz, em fase s6lida, envolve a
mistura de amostras viscosas, sélidas ou semi-sélidas com um suporte sélido,
como silica, que pode ser derivada (Cg, C;s), ou ndo. Esta mistura ¢ realizada em
um almofariz, onde ¢ pressionada mecanicamente com um pistilo, de forma a
promover o rompimento ¢ a dispersdo da amostra sobre o suporte. Na etapa
seguinte, a mistura ¢ empacotada em uma coluna, de tamanho especifico, e o
farmaco de interesse ¢ extraido com um solvente apropriado. O eluato ¢ filtrado
e injetado no sistema cromatografico.

BARKER?® apresenta uma ampla aplicacdo desta técnica para

analise de diversos compostos em diferentes matrizes biologicas com destaque
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para tecidos. No entanto, para ovos, apenas sdo encontradas, na literatura,
analises envolvendo sulfas.

Mesmo com a diminui¢do das etapas de pré-tratamento das
amostras, as técnicas de extragdo com fluido supercritico e dispersdo da matriz
em fase solida, além de apresentarem um alto custo, continuam sendo muito
laboriosas para serem utilizadas na validagdo de métodos analiticos. Outro
problema frequentemente encontrado com essas técnicas ¢ a baixa
reprodutibilidade.

Visando simplificar, minimizar tempo e manuseio da amostra,
novos métodos de pré-tratamento, envolvendo a injecdo direta de amostras
bioldgicas no sistema de CLAE, estdo sendo extensivamente investigados. Este
tipo de pré-tratamento de amostras ¢ classificado de On-line. > "2

Os métodos atualmente empregados nas andlises on-line sdo os que
utilizam suportes cromatograficos diferenciados, dentre eles, grandes particulas
(LPS “large particles supports™) e os meios de acesso restrito (RAM “restricted
acess media”). Estes diferentes suportes tém em comum a propriedade de excluir
as macromoléculas, enquanto que os analitos sdo retidos por interagdes
hidrofébicas ou eletrostaticas.”’

Fases LPS:*” * Estes suportes de extragdo sdo empacotados com
particulas, cujo didmetro ¢ de 30-50pum, permitindo o uso de alta vazao no
sistema cromatografico, sem a elevagdo da pressdo. Nestas condi¢des, as
proteinas (macromoléculas) eluem rapidamente do suporte, a0 mesmo tempo
que os analitos ficam retidos nos sitios hidrofobicos. A alta vazao da fase movel
gera forgas de Eddy, as quais impedem que as proteinas ocupem os pequenos
canais do suporte (Figura 1.9).

Este tipo de extragdo foi patenteado em 1997 por QUINN e
TAKAREWSKI”, com o nome de cromatografia de fluxo turbulento (CFT).
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Figura 1. 9 - Esquema do mecanismo de exclusdo das macromoléculas pelo suporte de

LPS.”

Os suportes utilizados nas fases LPS sdo os mesmos empregados
nas colunas convencionais de cromatografia. A principal diferenga entre as
colunas convencionais de CLAE e as de LPS sao os tamanhos das particulas ¢ o
diametro das colunas. Normalmente, o fluxo utilizado nas colunas de LPS de 1
mm de didmetro interno é na faixa de 3-5 mL/min.”’

As colunas de fase LPS tém sido introduzidas no mercado com
diferentes fases estaciondrias: (1) fases quimicamente ligadas, como Cg, Cig,
fenil e (2) fases poliméricas, como a do copolimero de estireno entrecruzado
com divinilbenzeno. As fases poliméricas sdo comercializadas com o nome de
Oésis HLB.”

MULLET?® apresenta uma série de aplicacdes das fases LPS para
analise de diversos farmacos em matrizes bioldgicas como, plasma, soro, sangue
e urina, entre outros. Embora existam diversas aplicagdes das fases LPS, ndo foi
reportado nenhum estudo envolvendo ovo.

Fases RAM:*> ** * ¢ principio fundamental destas fases de acesso
restrito ¢ que sua superficie hidrofilica exclui as macromoléculas (proteinas,
acidos nucléicos) no volume morto da coluna, sem acumulagdo destrutiva, e as
micromoléculas (farmacos e seus metabdlitos) sdo retidas e separadas por

mecanismos convencionais de cromatografia, como hidrofobicidade, troca
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i6nica ou de afinidade. Estas fases possuem uma barreira de difusdo fisica e
quimica, unindo principios de cromatografia de exclusdo ¢ de separagdao para

produzir uma Cromatografia de Superficie Discriminante (Figura 1.10).

Barreira de Difusao Fisica Barreira de Difusao Quimica

16 nm

_ superficie
interna da silica

superficie
externa da silica ligantes quimicos

Figura 1. 10 - Desenho esquematico dos principios fundamentais das colunas RAM.*

As macromoléculas podem ser excluidas por uma barreira fisica
que esta relacionada ao didmetro do poro e/ou por uma barreira de difusdo
quimica criada por uma rede de proteinas (ou polimeros) na superficie externa
da particula.

Com relacdao a topoquimica da superficie quimicamente ligada, as
fases RAM sao classificadas em dois grupos: fases de superficie unimodal e
fases de superficie bimodal.’'*?

As fases de superficie unimodal apresentam uma topoquimica
superficial uniforme, que mostra uma cobertura homogénea, ou melhor, ambas
as superficies externa e interna tém simultaneamente caracteristicas hidrofilicas
¢ hidrofobicas. Neste grupo estdo incluidas, por exemplo, as fases de silica
porosa recoberta por ligantes combinados, SHP ¢ MFP.

- Silica porosa recoberta por ligantes combinados

A ChromSpher BioMatrix introduziu, como um novo material de
extracdo para a injecdo direta de matrizes bioldgicas, uma superficie de silica
porosa (tamanho de poro de 13nm) unida a um ligante com propriedades

hidrofilicas e hidrofobicas. Grupos alcanolicos (poliglicidol) do ligante

previnem a adsor¢do protéica sobre a particula, enquanto grupos fenil produzem
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interacdes hidrofobicas com pequenos analitos (Figura 1.11).”” Este suporte tem

sido aplicado com sucesso para uma série de matrizes complexas.

Proteinas ° [ @
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t'f - -t.\“.‘ﬂ. .

P S - grupos diol

‘{—5.4, RN = grupos hidrofébicos

Figura 1. 11 - Silica porosa recoberta por ligantes combinados.*’

- Fases SHP (Shielded hydrophobic phase)
Em 1988, GISCH et al.” introduziram a fase SHP, comercialmente

disponivel com o nome Hisep (Supelco), onde o material de empacotamento
consiste de polimeros de polioxietileno (regides hidrofilicas) contendo grupos
aromaticos disubstituidos (regides hidrofobicas), ligados tanto na superficie

externa quanto internamente aos poros da silica (Figura 1.12).
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Figura 1. 12 - Fases SHP.”
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- Fases MFP (Mixed-functional material)

A MFP, desenvolvida por HAGINAKA et al.>* *°, consiste em uma
fase mista, onde grupos hidrofobicos (fenila, butila ou octila) e hidrofilicos
(diol) sdo ligados tanto a superficie externa quanto a interna da silica (Figura
1.13).

Esses materiais combinam diferentes modos cromatograficos (por
exemplo, cromatografia de exclusdo e de afinidade) ou diferentes
funcionalidades (ligantes hidrofilicos e hidrofobicos) sobre uma superficie

- 1 31
uniforme da silica.
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Figura 1. 13 - Fases MFP.”’

As fases de superficie bimodal possuem uma topoquimica dual,
caracterizada pela presenca de uma regido externa hidrofilica e outra interna
hidrofobica. Aqui estdo agrupadas, entre outras, as fases ISRP, ADS, SPS, as
fases reversas proteina-imobilizadas e as fases MIP.

- Internal Surface Reversed Phase (ISRP)

O primeiro suporte para a inje¢do direta de fluidos biologicos foi
introduzido em 1985 por HAGESTAM e PINKERTON®, onde a superficie
interna dos poros da silica ¢ coberta com o oligopeptideo glicil-L-fenilalanil-L-
fenilalanina (GFF) e a superficie externa € coberta com o ligante diol-glicila. O

resultado ¢ uma superficie interna com caracteristicas hidrofobicas ou de troca-
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10nica e uma superficie externa hidrofilica. Ha ainda uma outra geragdo destas
colunas, a GFF II, que devido as modificagdes sintéticas realizadas no processo
de obtencdo original, apresenta uma superficie mais homogénea e melhor
eficiéncia, poder de reten¢do e reprodutibilidade lote-a-lote.’” A Figura 1.14

representa um esquema das superficies ISRP.
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Figura 1. 14 - Internal Surface Reversed Phase (ISRP) com grupos GFF e alquil-diol-

silica (ADS) com cadeias alquilicas.”’

- Alquil-diol-silica (ADS)

Produzida no inicio dos anos 90, por BOOS et al.’®, a estrutura do
material ADS ¢ similar as particulas GFF. Estas fases apresentam uma superficie
externa com carater hidrofilico, contendo grupos diol, € uma superficie interna
hidrofébica devido a presenca de grupos alquilicos (butila, octila, ou octadecila)
ligados a silica (Figura 1.14). Em relacdo a fase ISRP de Pinkerton, apresentam
maior capacidade de retencdo. Essas fases estdo disponiveis no comércio sob o
nome de LiChrospher ADS (Merck Alema).

Recentemente, RBEIDA et al.” desenvolveram dois novos tipos de
fases RAM com propriedades de troca idnica, denominadas XDS (“exchange
diol silica sorbends”), para analises de alguns compostos acidos hidrofilicos
como, naproxeno, ibuprofeno e diclofenaco em plasma humano.

Este suporte possui superficie interna composta por grupos

sulfonatos ou dietil amino etil, resultando em propriedades de troca cationica ou



Introducéo 23

anidnica para compostos de baixo peso molecular, e superficie externa com
ligantes diol como nas fases ADS.”

- Semi Permeable Surface (SPS)

As fases SPS foram introduzidas por DESILETS at al.* e sdo
preparadas pelo recobrimento da superficie de uma fase reversa (Cg ou Cig) com
um polimero hidrofilico, o polioxietileno, que limita o acesso das proteinas a
fase estacionaria hidrofébica (Figura 1.15). Na primeira geracao das fases SPS,
os polimeros eram adsorvidos na superficie externa da fase reversa. Entretanto,
devido a presenca de solventes organicos, na fase movel, estes se desprendiam
do suporte apos algumas analises cromatograficas. Isto levou ao
desenvolvimento da segunda geragdo dessas fases, na qual o polimero ¢ ligado

|
covalentemente ao suporte da silica.
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Figura 1. 15 - SPS ¢ suportes de silica recobertos com proteinas.”’

- Fases recobertas com proteinas

Em 1984, YOSHIDA et al.** relataram a preparacdo de uma fase
ODS imobilizada com proteina, que consiste em saturar os sitios de adsorcao
externos de uma silica de fase reversa (C;g) com proteinas plasmaticas humanas
desnaturadas (o1-acido glicoproteico-AGP). Esta coluna ¢ comercializada com

o nome de BioTrap (Figura 1.15).
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A superficie externa desta fase ¢ hidrofilica, permitindo a exclusdo
de proteinas, e os poros sdo hidrofobicos o suficiente para reter as
micromoléculas.

Nesta mesma classe, também estdo incluidas as fases desenvolvidas
por MENEZES et al.®* onde suportes de silica (Cg e C,g) sdo recobertos com
albumina sérica bovina (BSA), ou humana (HSA), e estabilizadas através de
ligacdes cruzadas com glutaraldeido, bem como as fases de silica ou
aminopropil-silica conjugada com avidina.*

Recentemente, FELIX et al.*’ desenvolveram uma nova coluna
RAM-BSA Quiral para andlise dos farmacos temazepan, lormestazepan,
oxazepan e lorazepan em plasma humano. A superficie interna da fase RAM ¢
composta do seletor quiral de -ciclodexitrina e a superficie externa com BSA.
Foram obtidos excelentes resultados para a exclusdo proté€ica e separagdo quiral.

- Fases RAM MIP (moleculary imprinted polymer)

As fases MIP sdo compostas de uma rede tridimensional de
polimeros com sitios de reconhecimento para determinadas moléculas. O
reconhecimento ¢ devido a forma e a mistura de interagdes de hidrogénio,
hidrofobicas e eletronicas. Estas fases tém a vantagem de serem estaveis, de
baixo custo, de facil preparo, e podem ser usadas como fases estaciondrias
quirais ou aquirais.”> HAGINAKA ¢ SANBE® desenvolveram uma RAM-MIP
que permitiu a injecdo direta e andlise dos enantiomeros de varios J-
bloqueadores em fluidos bioldgicos.

As colunas RAM possuem uma ampla gama de aplicagdo dentro
das anélises de farmacos e metabolitos em diversos tipos de matrizes bioldgicas,
enquanto sao também muito versateis quanto a sua utilizagdo, podendo ser
utilizadas no modo simples ou no modo multidimensional de analise.*”**°

No modo simples, as amostras ndo tratadas sdo diretamente
injetadas, os interferentes sdo excluidos e os analitos permanecem retidos com

. ~ e . 27,28, 31
posterior extracao por eluicdo gradiente.””
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No entanto, ha dificuldades em se trabalhar com as colunas no
modo simples, onde a quantificacdo do analito ¢ dificultada pelas intensas
absor¢des dos componentes presentes nas matrizes bioldgicas; flutuagdes na
linha de base, ocasionadas pela troca do solvente de exclusdo para o de extracao
e a presenca de interferentes que podem co-eluir com os analitos de interesse.””
*® Para minimizar estes problemas, é utilizado 0 modo multidimensional.

A cromatografia multidimensional envolve o acoplamento de duas
ou mais colunas com modos de separagao diferentes. As colunas sdo escolhidas
em funcao das propriedades dos compostos a serem analisados. Neste caso, as
colunas de acesso restrito funcionam como uma pré-coluna e os analitos
seletivamente retidos sdo transferidos, através de uma valvula de desvio, para
uma segunda coluna, apds a exclusao dos interferentes da matriz bioldgica. Essa
técnica ¢ util em andlise de amostras com muitos constituintes, ¢ pode ser
utilizada para fracionar componentes ou possibilitar a determinacdo de um ou
mais componentes especificos em misturas complexas.

SOUVERAIN et al.”’, CASSIANO et al.* ¢ MULLET™, em
recentes revisoes, descreveram métodos para a analise de farmacos em diversos
tipos de fluidos bioldgicos, usando colunas de acesso restrito como colunas
extratoras. De acordo com estes trabalhos ¢ possivel avaliar a grande aplicagao
do uso das colunas de fases de acesso restrito para a analise e quantificacdo de
farmacos, por inje¢ao direta, em diferentes matrizes complexas. Foram relatados
mais de 140 trabalhos na anélise de farmacos em diversas matrizes biologicas,
sendo estas: plasma, soro, lagrima, cultura de células, urina, bile, tecidos,
secre¢do pulmonar, saliva, microdialise e leite.

Embora existam diversas aplicacdes das fases RAM, a analise de
compostos em ovo ¢ ainda muito restrita, onde apenas um trabalho ¢ descrito na

literatura, utilizando uma coluna RAM-SHP.*
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1.7 Determinacdo de sulfonamidas e trimetoprima em

ovos de galinha

Muitos procedimentos tém sido desenvolvidos para a determinacao
de sulfonamidas em alimentos de origem animal, por exemplo: métodos
microbioldgicos, imunoldgicos e cromatograficos. >

Os métodos microbiologicos € imunoldgicos nao sdo considerados
especificos e seletivos e embora sejam sensiveis, nas analises de amostras de
ovo o maior problema ¢ o resultado de falso positivo pela presenca da proteina
lisozima.’

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem se destacado
na analise de fArmacos em matrizes bioldgicas, pois permite o desenvolvimento
de métodos sensiveis, precisos e seletivos, adequados a aplicagdao em estudos
relacionados a farmacocinética, farmacodinamica e em testes comprobatorios da
auséncia de residuos de antibidticos em alimentos.” ">

Os métodos cromatograficos descritos na literatura t€ém empregado
técnicas de hifenagdo da CLAE com o espectrometro de massas (MS),
conseguindo valores na ordem de 2-6 ng/g para a quantificacdo simultanea de

. 24, 53 54
sulfonamidas.”™

Também ha estudos de quantificagdo de sulfonamidas
utilizando CLAE-UV ** ¢ cromatografia gasosa (CG-MS), no entanto, neste
Gltimo caso, é necessario uma derivacio das sulfonamidas antes da analise.”

Os métodos analiticos ja descritos apresentam usualmente um
complexo pré-tratamento da amostra, onde foram utilizados extensos,
numerosos € laboriosos procedimentos, envolvendo a precipitagdo de proteinas,
extragdo liquido-liquido e extracdo em fase solida.

Dentre os outros métodos de pré-tratamentos empregados para
analise de sulfonamidas, presentes em ovos, a extracdo com fluido supercritico
(EFSC) e dispersao da matriz em fase sélida (DMFS) também tem sido

eqe 2
utilizada. 2>°¢



Introducéo 27

PENSABENE et al.”® extrairam 3 sulfonamidas do ovo, utilizando
extracdo com fluido supercritico, e obtiveram resultados de recuperagdo acima
de 80%. Do mesmo modo, utilizando dispersdo da matriz em fase soélida,
BOGIALLI et al.”® desenvolveram um método, por LC-MS, para confirmar a
presenga de 12 sulfonamidas em ovo, tendo obtido valores de recuperagao de
77-92 %.

FURUSAWA e KISHIDA”” *® empregaram agentes de precipitagio
protéica classicos, como, por exemplo, etanol e acido perclérico, na precipitagao
de proteinas do ovo, para utilizar, em seguida, ultra-som, promovendo assim a
extragdo das sulfonamidas e a ultrafiltracdo para fazer o clean-up da amostra.
Este simples e rapido pré-tratamento mostrou resultados satisfatorios de
recuperagdo com valores entre 80 a 97%.

KISHIDA® desenvolveu um método analitico utilizando uma
coluna de acesso restrito do tipo SHP, no modo simples de andlise, para a
quantificacdo simultanea de 4 compostos: duas sulfonamidas e dois metabolitos.
Neste trabalho, o ovo foi tratado com sulfato de amdnio, seguido da
homogeneizagdo e extracdo com o auxilio de um equipamento de ultra-som. A
amostra foi centrifugada e o sobrenadante analisado. A etapa de pré-tratamento
off-line da amostra foi realizada em 3 etapas e consumiu um tempo menor que
10 minutos.

Dentre os métodos desenvolvidos para andlise de sulfonamidas em
ovos, o estudo apresentado por KISHIDA® se destaca por utilizar o pré-
tratamento mais simples e rapido ja empregado em CLAE.

Para o antibiotico trimetoprima, dois estudos sdo descritos na
literatura para sua analise em ovos. ATTA e EL-ZEINI’® descreveram um
método para a avaliacdo do tempo de eliminagdo da TMP e sulfadiazina (SDZ)
em claras e gemas de ovos, apds a administracao via oral (agua). As amostras

foram extraidas, utilizando DMFS, seguida da separagdo e andlise dos
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compostos por CLAE-UV. Os valores de recuperacdo reportados para o método
desenvolvido foram 88 e 89% para TMP e SDZ, respectivamente.

SCHUCH e SCHWAIGER” apresentaram o desenvolvimento de
um método para analise de rotina da TMP em leite, tecidos de aves, ovos de
galinha e peixe. O pré-tratamento empregado consistiu na utilizacdo da extragao
liquido-liquido seguido de extracdo em fase so6lida para posterior analise no
sitema cromatografico. O valor de recuperacdo para as amostras de ovo foi de
80%.

Considerando a importancia do desenvolvimento de um método
analitico para a andlise de antibidticos em ovos de galinha e o reduzido nimero
de aplicagdes de colunas RAM para andlise de farmacos nesta matriz, este
trabalho tem como objetivo a quantificacdo simultanea do sulfametoxazol e da
trimetoprima em ovos, por injecao direta de amostras em colunas do tipo RAM-

BSA, no modo multidimensional de analise.
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"Se tratamos as pessoas como elas
devem ser, nos as
ajudamos a se tornarem o que elas
sdo capazes de ser.”

Johann von Goethe



Objetivos 30

2. Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

1- Preparagdo de fases de acesso restrito de albumina sérica bovina

(BSA), imobilizadas em diferentes suportes (Cg, Cg € fenil);

2- Avaliagdo da eficiéncia da exclusdo das proteinas do ovo nas

colunas RAM-BSA preparadas;

3- Desenvolvimento de um método para a quantificagdo simultanea
do sulfametoxazol e da trimetoprima em ovos, utilizando a coluna RAM-BSA,
no modo multidimensional de anélise, para o0 monitoramento de residuos destes

antibioticos.
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“Ter problemas na vida é inevitavel, ser

derrotado por eles é opcional.”

Roger Crawford
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3. Procedimento Experimental

3.1 Generalidades

Todos os experimentos analiticos foram realizados no Laboratorio
de Sintese Organica e CLAE do Departamento de Quimica-UFSCar.

Foi utilizada uma empacotadora SHANDON para o empacotamento
das colunas cromatograficas.

As andlises cromatograficas foram realizadas, utilizando-se um
cromatografo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, composto por duas
bombas LC 10-ATvp, valvula seletora de solvente FCV-10 ALvp,
degaseificador de membrana SHIMADZU DGU-14 A, detector de ultravioleta
de comprimento de onda variavel SPD-10Avp, auto-injetor SIL 10-ADvp, forno
CTO 10Svp e valvula de seis caminhos VALCO NITRONIC 7000 para o
acoplamento das colunas. O equipamento estava acoplado a uma interface SCL-
10 Avp e os cromatogramas foram registrados através de um software CLASS-
VP 5.0.

As medidas de absor¢cao molecular, na regido do UV-visivel, foram
realizadas utilizando-se um espectrofotometro HP8452A, com uma cela de vidro
de 10 mm de caminho oOptico.

A agua utilizada no preparo das fases moveis e de solugdes tampao
foi obtida em um sistema MILLI-Q® (MILLIPORE).

Os solventes de grau HPLC (MALLINCKRODT, J. T. BAKER,
TEDIA), utilizados nas andlises, foram adquiridos da HEXIS e da TEDIA. Os
solventes e solucdes tampao utilizados no preparo das fases moéveis foram
filtrados, a vacuo, em um sistema MILLIPORE, utilizando-se membranas de
nylon PHENOMENEX de 0,45 um e, posteriormente, degaseificados em ultra-
som COLE-PALMER 8852.
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Os demais reagentes quimicos utilizados foram de diferentes
marcas: albumina sérica bovina (fraction V powder minimun 98%) e fosfato de
tetra butil amoénio da SIGMA; fosfato de potdssio monobasico, glutaraldeido e
boroidreto de sodio da MERCK; 4cido fosforico concentrado J. T. BAKER;
acetado de amonio da QEEL; sulfato de amoénio da SYNTH e corante Comassie
Brilliant Blue da MALLINCKRODT.

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada balanga analitica AND,
modelo HR200, com precisdo de + 0,1 mg.

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro,
CORNING 430, com precisao de = 0,01 unidades de pH, conectado a um
eletrodo de vidro combinado, CORNING 476436. A calibracdo do pHmetro foi
realizada com solugdes tampao pH 4,01 (MALLINCKRODT) e 7,0 (SYNTH).

As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram
GILSON.

As amostras de ovo foram centrifugadas utilizando-se uma
centrifuga JOUAN B4i/BR4i termostatizada. A homogeneizacdo das amostras
foi realizada em vortex PHOENIX AP56.

Os ovos utilizados foram comprados em supermercados da cidade
de Sao Carlos-SP e foram usados como controle (branco), estavam dentro do
prazo de validade e foram armazenados a 4°C durante todo o desenvolvimento
do método. Os farmacos utilizados neste trabalho, sulfametoxazol e
trimetoprima, foram gentilmente doados pela empresa farmacéutica “Ouro Fino

Produtos Veterinarios Ltda” (Ribeirdo Preto-SP, Brasil).
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3.2 Preparo das colunas RAM-BSA

3.2.1 Silicas utilizadas

Para o empacotamento das colunas foram utilizadas as seguintes
fases hidrofébicas: octilsilica LUNA (100 A, 10 um); octadecilsilica Luna (100
A, 10 um) e fenil silica HYPERSIL (120 A, 5 um).

3.2.2 Empacotamento das colunas

Foi preparada uma suspensdo com a silica de fase hidrofobica em
50 mL de metanol, homogeneizada no ultra-som durante 3 minutos e
empacotada em um tubo de ago inoxidavel sob pressao de 7500 psi, utilizando-
se metanol como solvente. As colunas foram condicionadas em metanol durante
12 horas, a uma vazio de 1,0 mL min™. As quantidades de silica utilizadas no
empacotamento foram, de 2,3 g para colunas de 15 x 0,46 cm d.i, 1,5 g para

colunas de 10 x 0,46 cm d.i e 1,0 g para colunas de 5 x 0,46 cm d.i.
3.2.3 Imobilizacdo da BSA nas fases hidrofobicas

As colunas com fase de acesso restrito (RAM-BSA) foram
preparadas de acordo com o procedimento estabelecido no laboratério de sintese
organica ¢ CLAE, baseado no trabalho ja publicado por MENEZES et al.*”

Apos o empacotamento das fases hidrofobicas e condicionamento
das colunas com metanol, estas foram eluidas com solucao de KH,PO, 0,05
mol/L (pH 6,0) a uma vazdo de 1,0 mL/L, durante 20 minutos, solucao de
albumina sérica bovina 1,0 mg/mL preparada em uma solucao de KH,PO, 0,05
mol/L (pH 6,0) durante 30 minutos, 4gua deionizada por 20 minutos e, em

seguida, eluiu-se duas fragdes de 10 mL de glutaraldeido a 25% (v/v). Apds um



Procedimento Experimental 35

periodo de 12 horas de repouso, uma solugdo de boroidreto de sodio 1,0 mg/mL
foi eluida pelas colunas até que o eluente apresentasse um valor de pH 10. Apos
2 horas em repouso, as fases estacionarias revestidas com albumina sérica
bovina foram eluidas com agua, durante 30 min, a 1,0 mL/min. As colunas

RAM-BSA, quando ndo estavam em uso, foram mantidas refrigeradas a 4 °C.

3.3 Avaliacao das colunas RAM-BSA quanto ao poder de

excluséo das protéinas do ovo de galinha — Método de Bradfort

3.3.1 Preparo do reagente de Bradfort

A solucdo do corante azul brilhante de Coomassie foi preparada na
concentracdo de 100 mg/L, segundo procedimento descrito por Bradford:
dissolveu-se, em um béquer, 50,0 mg do corante azul brilhante (Mallincrodt) em
25,0 mL de etanol e a seguir acrescentou-se 50,0 ml de &cido fosforico 85% P.A.
Transferiu-se a solugdo para um balao volumétrico de 500 mL e completou-se o
volume com agua. A solucdo do corante foi estocada em um frasco de vidro

ambar.

3.3.2 Obtencéo das amostras excluidas das colunas RAM-

BSA e preparo das amostras de referéncia

O ovo foi homogeneizado (clara + gema) em vortex por 20 s,
diluido com H,O (1:1 v/v) e centrifugado a 10.000 rpm durante 10 min, na
temperatura de 20°C. Apds o condicionamento da coluna RAM com 100 % agua
na vazao de 1,0 mL/min, durante 30 min, injetou-se 100 pL de ovo
homogeneizado e diluido. Eluiu-se os compostos macromoleculares do ovo com
a agua e coletou-se duas fracoes em baldes volumétricos de 5 mL. A primeira

fragdo correspondeu ao tempo de elui¢do de 0-5 min e a segunda fragdo ao de 5-



Procedimento Experimental 36

10 min. Em seguida, a coluna foi eluida com ACN/H,0O/ISO (65:20:15 v/v/v)
por 10 min, para limpeza de lipidios e compostos enddgenos, e condicionada
com agua por 15 min.

Repetiu-se este procedimento para o volume de injecdo de 100 e
200 pL de ovo, em triplicata. As solugdes coletadas foram armazenadas, em
frascos de vidro ambar, na geladeira, no prazo maximo de 12 horas, para
posterior analise.

As solugdes de referéncia foram preparadas, adicionando-se
volumes de 100 ou 200 pl. de ovo em baldo volumétrico de 5,0 mL e
completando-se o volume com 4gua. As solugdes de referéncia foram

armazenadas, em frascos de vidro ambar, na geladeira, para posterior analise.

3.3.3. Medidas espectrofotométricas das amostras

coletadas e de referéncia

Pipetou-se 500,0 uL de uma fracdo eluida da coluna, adicionou-se
5,0 mL da solu¢do do corante azul brilhante de Coomassie e deixou-se sob
agitacdo por 3 min. Em seguida, transferiu-se um aliquota para uma cubeta de
vidro e registrou-se o espectro na regido de 300 a 800 nm. Foi selecionado o A
595 nm, relativo & maxima absor¢io do complexo proteina-corante.”’ As
absorbancias foram medidas contra um branco (dgua).

O mesmo procedimento foi repetido para todas as fra¢des coletadas,

bem como para as solugdes de referéncia.
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3.4 Desenvolvimento do método analitico

3.4.1 Preparo das solucdes padrao do sulfametoxazol e da

trimetoprima

Foram preparadas, individualmente, duas solucdes estoque na
concentracao de 10 mg/mL para o SMX e de 5,0 mg/mL para a TMP, através da
dissolu¢ao de 100 mg e 50,0 mg, respectivamente, em 10 mL de metanol em
baldo volumétrico.

A partir destas solucdes, foram obtidas, por dilui¢dao, duas solugdes
estoque com os antibidticos combinados nas concentragdes (1): 0,25 mg/mL de
TMP e 0,50 mg/mL de SMX e (2) 2,5 mg/ml de TMP e 5,0 mg/mL de SMX.

As solucdes padrao de calibracao e as solugdes padrao de controle
de qualidade foram obtidas por diluicdo das solugdes estoque com os
antibioticos combinados, nas seguintes concentragoes:

Solu¢do padrio de calibracdao: 8,00; 16,0; 30,0; 60,0; 120; 200
ug/mL para o SMX e 8,00; 12,0; 15,0; 30,0; 60,0; 100 ug/mL para a TMP.

Solu¢do padrao de controle de qualidade: 9,60; 100; 180 pg/mL
para o SMX e 9,60; 50,0; 90,0 ug/mL para a TMP.

Os valores de concentragdo dos controles de qualidade do método
foram calculados da seguinte forma:

1- O controle de qualidade de concentracdo mais baixa em torno de
110-120%, em relacdo a de menor concentragdo da curva de calibragao.

2- O controle de qualidade de concentracao média em torno de 40-
60%, em relacdo a maior concentragcao da curva de calibracao.

3- O controle de qualidade de concentragdo alta, em torno de 75-

95%, em relacdo a concentracao mais alta da curva de calibragao.
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3.4.2 Preparo das amostras de calibracdo e controle de

qualidade

Aliquotas de 10 pL da solugdo padrao apropriada foram pipetadas
em tubos falcon (15 mL) e o solvente foi evaporado sob ar comprimido. Os
analitos foram reconstituidos em ovo (1 mL) (claratgema), previamente
homogeneizado em vortex, por 20 s.

As amostras de ovo fortificadas foram homogeneizadas em vortex,
por 15s. Em seguida, adicionou-se acetonitrila (0,5 mL) a cada uma das
amostras ¢ novamente homogeneizou-as em vortex por 15s. As amostras,
entdo, foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, a 20°C.

Foram transferidas aliquotas de 350 puL do sobrenadante para os
vials dos frascos para autoinjetor, ¢ injetou um volume de 250 puL no sistema
multidimensional de CLAE.

Para avaliar a eficiéncia de extracdo, amostras de ovos, livres da
presenca do analitos avaliados, foram submetidas ao mesmo pré-tratamento
citado anteriormente, ¢ entdo, aliquotas de 1 mL do sobrenadante foram
fortificadas nas concentracdes dos controles de qualidade (0,096; 1,0 e 1,8

ug/mL para o SMX e 0,096; 0,50 e 0,90 ng/mL para a TMP).

3.4.3 Obtencéo das curvas analiticas

As amostras de calibracdo foram preparadas em triplicata nas
seguintes concentragdes: 0,80; 0,16; 0,30; 0,60; 1,2; 2,0 ug/mL para o SMX e
0,80; 0,12; 0,15; 0,30; 0,60; 1,0 pg/mL para a TMP.

As curvas de calibracdo foram obtidas através de regressdo linear,
considerando a area da banda cromatografica referente a cada concentragdao dos

antibioticos. Foi considerado um minimo de seis diferentes concentracdes em
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cada curva de calibracdo. A linearidade foi obtida através do valor do
coeficiente de correlagao.

Foram utilizadas as seguintes condi¢des cromatograficas para
obtencdo das curvas analiticas:

Bomba 1: vazao de 1,0 mL/min; temperatura de 35 °C

0,00-5,00 min: fase movel: 100% de TFA 50 mM [exclusdao das
proteinas pela coluna RAM-C,5s-BSA (10 x 0,46 cm)];

5,01-14,00 min: fase movel: TFA 50 mM:ACN (82:18 v/v)
(extragao dos antibiodticos da coluna extratora);

10,30-14,00 min: fase moével: TFA 50 mM:ACN (82:18 v/v)
(transferéncia dos antibidticos da coluna extratora para a coluna analitica);

14,01-19,00 min: fase moével: TFA 50 mM:ACN (70:30 v/v)
(limpeza da coluna RAM-C,3-BSA);

19,01-29,00 min: fase movel: 100% de TFA 50 mM
(condicionameto da coluna RAM-C3-BSA);

Bomba 2: vazio de 1,0 mL/min; temperatura de 35 °C

0,00-10,30 min: fase movel: TFA 50 mM:ACN (82:18 v/v)
[condicionamento da coluna analitica Cg-Luna (15x 0,46 cm)];

10,30-14,00 min: fase moével: TFA 50 mM:ACN (82:18 v/v)
(transferéncia dos antibidticos da coluna extratora para a coluna analitica);

14,01-29,00 min: fase moével: TFA 50 mM:ACN (82:18 v/v)
(andlise do SMX e da TMP), deteccao UV em 240 nm para a TMP e 269 nm
para o SMX.
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3.5 Parametros analiticos para validacdo de farmacos em

matrizes bioldgicas

3.5.1 Seletividade

A seletividade do método foi assegurada pelas andlises de amostras
de ovo isenta dos antibidticos SMX e TMP (branco), e de amostras de ovo
fortificadas. Cada seqiiéncia de andlises continha amostras ndo fortificadas

preparadas em triplicata.

3.5.2 Eficiéncia de extracdo (recuperagcédo) e

transferéncia dos analitos

A eficiéncia de extracdo foi avaliada através das amostras de
controle de qualidade do método.

As amostras foram preparadas, em quintuplicata, como descrito no
item 3.4.2, nas seguintes concentragoes: 0,096; 1,00 e 1,80 ug/mL para o SMX e
0,096; 0,500 ¢ 0,900 ug/mL para a TMP.

Calculou-se o percentual de eficiéncia da extragdo, por comparagao
dos resultados com as amostras controle, aos obtidos com as amostras

preparadas, também em quintuplicata, em acido trifluoroacético.

3.5.3 Precisao e exatidao

A precisdo (intra e interdias) e a exatiddo foram avaliadas em trés
dias ndo consecutivos, utilizando-se as amostras controle de qualidade do
método, preparadas em quintuplicata como descrito no item 3.4.2. A precisdao do

método foi expressa pelo coeficiente de variagdo (CV%) das replicatas. A
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exatidao foi calculada através da razao da média das concentracdes encontradas
e o valor médio das concentragcdes nominais, € foi expressa em porcentagem.

A exatiddo do método foi também avaliada através do teste cego,
onde foram preparadas, em triplicata, e analisadas, duas solugdes de

concentracdao desconhecida ao analista.

3.5.4 Limite da quantificacao (LQ) e deteccéo (LD)

O LQ foi estabelecido como a menor concentragao de SMXe TMP
nas amostras de ovo analisadas cuja precisdo ndo excedeu o valor de 20 % (n =
3) e a exatiddo (%) apresentou desvios nao superiores a 20 % do valor nominal
da concentracao.

O LD foi estabelecido como a menor concentragdo que apresentou

um sinal trés vezes maior que o ruido do detector.

3.5.5 Estudos de estabilidade

Foi verificada a estabilidade das amostras controle de qualidade do
método, preparadas em triplicata como descrito no item 3.4.2, através da
comparacao dos resultados obtidos de amostras recém-preparadas com aqueles
obtidos, apds um teste especifico.

As amostras de ovo, contendo o SMX ¢ a TMP, foram consideradas
estaveis, quando os valores de precisao (CV) e exatiddo (%) apresentaram
variacdo de até 15%. Paralelamente, a matriz biologica foi submetida aos

mesmos testes de estabilidade (branco de referéncia).
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3.5.5.1 Estabilidade de longa duracéao

As amostras fortificadas, recém preparadas, foram analisadas e
submetidas a armazenamento a —20°C. Apds periodos de 24, 48 e 72 horas,
foram descongeladas a temperatura ambiente ¢ novamente analisadas. Para
avaliar o efeito de congelamento por um longo periodo, foram analisadas

amostras armazenadas a -20 °C por 60 dias.

3.5.5.2 Estabilidades durante ciclos de degelo

As amostras forticadas, recém preparadas, foram analisadas,
congeladas a —20°C e submetidas a 3 ciclos de degelo (24, 48 ¢ 72 h). Nos
tempos especificados, as amostras foram degeladas a temperatura ambiente,
foram retiradas aliquotas de 1 mL e transferidas para outro tubo falcon e
preparadas para serem analisadas, conforme descrito no item 3.4.2. Apos cada

degelo, as amostras foram recongeladas.

3.5.5.3 Estabilidade de curta duracéao

As amostras fortificadas foram analisadas imediatamente apos o
preparo e ap6s 4 horas mantidas a temperatura ambiente. O periodo de 4 horas
foi baseado no tempo excedente de duragdo do preparo das amostras para as

injecdes no estudo de interesse.
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3.5.5.4 Estabilidades das amostras durante a

permanéncia no auto-injetor

Foi avaliada a estabilidade de permanéncia no auto-injeto das
amostras durante o desenvolvimento do método, levando-se em conta o tempo

necessario para a construgdo da curva de calibragdo (10 h).

3.5.5.5 Estabilidade da matriz biologica

A estabilidade da matriz foi avaliada a partir de amostras de ovo,
dentro do prazo de validade, preparadas em triplicata. Estas amostras foram
submetidas aos mesmos testes de estabilidade realizados e os resultados

analiticos comparados com os obtidos quando da analise do ovo fresco.
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“As dificuldades devem ser usadas para
crescer, ndo para desencorajar. O espirito
humano cresce mais forte no conflito.

Willian Ellery Channing
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4. Resultados e Discussdes

4.1 Preparo das colunas RAM-BSA

Conforme destacado na introdugdo deste trabalho, a utilizacdo de
CLAE na analise de farmacos em matrizes biologicas, como, por exemplo,
plasma, soro, urina, leite, ou mesmo o ovo, ¢ bastante complexa, tornando o pré-
tratamento da amostra uma etapa fundamental no desenvolvimento do método.

O uso de injecdo direta de amostras biologicas oferece varias
vantagens em relacdo aos métodos de pré-tratamento convencionais, tais como,
economia de tempo, menor manuseio das amostras bioldgicas e volume
reduzido de lixo quimico gerado.

Dentro deste contexto, optou-se por utilizar as colunas RAM
recobertas com albumina sérica bovina para a extracdo do sulfametoxazol
(SMX) e da trimetoprima (TMP) em ovos de galinha. Essas colunas

apresentaram excelentes resultados, dentro do nosso grupo de pesquisa, para a

61-63 64-66

exclusdo de macromoléculas do plasma humano e do leite bovino ™,
permitindo a quantificacio de farmacos por injecdo direta no modo
multidimensional de analise. Além disso, elas sdo de facil preparo e requerem
materiais de baixo custo.

Para obteng¢do das colunas RAM do tipo com albumina sérica
bovina (RAM-BSA) imobilizada em silica hidrofébica, utilizou-se um método
descrito por MENEZES e FELIX*™, na qual a fase hidrofobica (Tabela 4.1) foi
empacotada em uma coluna de acgo inoxidavel (10 x 0,46 cm d.i) e a

imobilizagdo da albumina sérica bovina (BSA) foi realizada in situ, através da

cromatografia frontal com uma solugao de BSA (2 mg/mL, pH 6).
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Tabela 4. 1 - Caracteristicas fisico-quimicas das fases estacionarias utilizadas para a

preparacao das colunas RAM-BSA.

Silica Fabricante Tamanho de Tamanho de
(tipo) particula poro (A)
(um)
Cs Luna 10 100
Cig Luna 10 100
Ph Hypersil 5 120

Para estabilizar a proteina imobilizada, evitando assim perda de
BSA quando da aplicacdo analitica destas colunas, foi feita a reagdo das
proteinas com glutaraldeido, através da eluicdo deste reagente a 25% (v/v). Em
seguida, para evitar hidrolise da dupla ligacdo das bases de Schiff formadas e
evitar reacdes posteriores com os grupos aldeido residuais esses grupamentos
foram reduzidos com uma solugdo de 0,1% (m/v) de borohidreto de sodio
(Figura 4.1). Apos 2 horas, as colunas foram eluidas com agua por 1 hora e, em

seguida, foram guardadas em geladeira a 4°C até o momento de uso.
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Figura 4. 1 - Esquema de reacdes para a estabilizacio da BSA imobilizada: (1)
formacdo das bases de shiff entre a BSA e o glutaraldeido; (2) redugdo das bases de

Shiff e dos grupos aldeidos residuais.

4.1.1 Determinacédo da capacidade de exclusdo das proteinas do ovo
pelas colunas RAM-BSA

Entre os diversos métodos para determina¢do de proteinas, foi
escolhido o método de BRADFORT® para avaliar a performance na exclusdo de
proteinas de ovos de galinha pelas colunas RAM-BSA preparadas. Este método
tem sido utilizado para determinacdo de proteinas totais em diversos meios
biologicos, tais como, plasma, saliva humana e leite®” e baseia-se nas interacdes
de London e hidrofobicas entre o corante Coomassie Brilliant Blue (CBB)
(Figura 4.2) e proteinas de alto peso molecular, ocasionando o deslocamento na

absor¢do do corante de 465 para 595 nm.
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Figura 4. 2 - Estrutura do corante Coomassie Brilliant Blue (CBB)

Para este estudo, conforme descrito no procedimento experimental
(3.3.2), o ovo foi diluido em &gua (1:1 v/v) e centrifugado para evitar o
entupimento da seringa do auto-injetor do sistema CLAE e das colunas RAM-
BSA selecionadas para o estudo, uma vez que a matriz ¢ extremamente viscosa.

A eficiéncia das colunas RAM-BSA foi avaliada através da injecao
de aliquotas de 100 e 200 pL, do ovo diluido e centrifugado, nas colunas
extratoras, utilizando dgua sem quaisquer aditivos como fase movel. Apos cada
injecdo, foram feitas duas coletas de 5 mL do eluato, sendo a primeira no tempo
de 0-5 minutos e a segunda no tempo de 5-10 minutos.

Para avaliar a exclusdo protéica obtida, cada fracdo coletada foi
analisada através da complexagdo com o reagente CBB, monitorada
espectrofotometricamente. A Figura 4.3 ilustra o procedimento realizado.

A eficiéncia de exclusdo das proteinas do ovo em cada coluna foi
calculada comparando-se as absorbancias das amostras coletadas em relagao as
absorbancias das solucdes de referéncia que fornecem a quantidade total de
proteina presentes no ovo (100%), uma vez que foram obtidas sem passar pelas

colunas extratoras.
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Coleta das Amostras Medidas Espectrofotométricas
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Figura 4. 3 - Procedimento realizado para avaliar a eficiéncia de exclusdo das

proteinas do ovo pelas colunas RAM-BSA.®

Os espectros de absorbancia obtidos das fragdes eluidas no tempo
de 0-5 minutos, apresentaram similaridade com o espectro da solucdo de
referéncia (100%) (Figura 4.4), sugerindo, qualitativamente, que nas condic¢oes
avaliadas, uma maior quantidade de proteina ¢ excluida da coluna RAM-BSA
em 5 minutos de analise.

Os espectros de absorbancia, referentes as aliquotas coletadas no
tempo 5-10 minutos, foram similares ao do préprio corante (Figura 4.5),
indicando a auséncia quase total de proteinas nesta fracdo. Isto pode ser
confirmado apds o calculo das percentagens de exclusdo das proteinas pelas

colunas extratoras (Tabela 4.2).
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Figura 4. 4 - Espectros obtidos da reagdo do corante CBB com as amostras do ovo,
eluidas da coluna extratora C;g-BSA (10 x 0,46 cm d.i) (100 A, 10um). (—) corante
CBB com agua; (—) CBB complexado com 100uL. amostra referéncia de ovo; (—)

CBB complexado com a primeira fragao (0-5 min) de 100uL de ovo, eluida da coluna

extratora.
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Figura 4. 5 - Comparagao entre os espectros obtidos da segunda fragdo (5-10 min) de

100uL de amostras de ovo, eluida pela coluna extratora C;g-BSA (10 x 0,46 cm d.1)
(100 A, 10pum) (—) e do corante CBB com de agua (—).
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Tabela 4. 2 - Percentagem de exclusdo protéica de amostras de ovo utilizando colunas

RAM-BSA na primeira frag¢ao coletada (5,0 mL).

Volume de Ovo Injetado na Coluna

Coluna 100pnL. (n=3) 200pL (n=3)
média Ccv? média Ccv?
Cg-BSA 99,1 0,380 94,1 3,02
Cs-BSA 98,9 3,82 89,7 3,59
fenil-BSA 92.4 4,20 94.4 1,06

*CV: Coeficiente de varia¢do; tamanhos das colunas de 10 x 0,46 cm d.i

Os resultados percentuais obtidos mostraram que as trés colunas
RAM-BSA preparadas apresentaram eficiente poder de exclusdo para as
proteinas do ovo (Tabela 4.2), utilizando somente agua como fase movel. A
média da exclusdo, nos primeiros 5 minutos de analise, foi de 95%.

No entanto, a segunda fragdo coletada ndo indicou a presenga de
proteinas, inferindo que 5% (em média) das proteinas podem ter ficado
adsorvidas na fase estacionaria e/ou nos frits das colunas cromatograficas,
conforme ja reportado por YU et al.”

De acordo com estes autores, apds um determinado nimero de
injecoes de fluidos biologicos, hd a necessidade da limpeza dos frits ou até
mesmo a sua substitui¢do, para eliminar problemas de elevagao da pressdo do
sistema cromatografico, perdas da precisao dos tempos de retencao e da simetria
das bandas cromatograficas dos analitos de interesse. Segundo os autores, a
adsorcao acumulativa de proteinas e/ou gorduras nos frits leva ao surgimento de
um volume morto, apds um determinado volume de inje¢do na coluna.

Em nosso grupo de pesquisa, foram observados problemas como o
mencionado acima, principalmente, na analise de antibidticos em leite bovino,
nas colunas RAM-BSA.%*

O ovo apresenta uma ampla variedade de proteinas com os mais

diferentes pls (4,5-11,0).° Nas condi¢des utilizadas para o estudo, a proteina
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BSA da coluna cromatografica encontrava-se negativamente carregada,
possuindo pl de 4,9. Desta forma, as proteinas presentes no ovo, que possuem pl
em torno de 4-6, deverdo estar também negativas, e assim, por repulsdo com a
BSA da coluna, sdo rapidamente excluidas. Entretanto, no ovo, cerca de 15%
das proteinas totais apresentam pls na faixa de 7-11 e, nas condi¢des avaliadas
para exclusdo, estas se encontram na sua forma neutra e/ou positivamente
carregadas, podendo ocasionar a adsor¢ao na fase estacionaria.

A Figura 4.6 ilustra os perfis cromatograficos obtidos da exclusao
de proteinas do ovo pelas trés colunas preparadas, medidas a 280 nm
(absorbancia dos aminoacidos tirosina, tripfano e fenilalanina das proteinas). Foi
utilizada agua, como fase mével, para o processo de exclusdo protéica.

Embora s6 duas fragdes, de até 10 minutos de coletas tenham sido
avaliadas, por se tratar de uma matriz muito complexa, a eluicdo com agua foi
feita pelo tempo de 20 minutos antes de se trocar a fase movel para
ACN:H,O:ISO (75:15:10 v/v/v) para a limpeza de gorduras e componente
endogenos. Em nosso grupo de pesquisa esta fase movel ja foi utilizada com

A . . 6 0
éxito no estudo de outras matrizes. 9.7
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Figura 4. 6 - Cromatogramas dos perfis de exclusdo das proteinas do ovo nas colunas
RAM-BSA (10 x 0,46cm d.i).Condigdes Cromatograficas: Fase Movel: 0-20 min
agua; 20-25 min ACN:H,O:ISO (75:15:10 v/v/v); vazdo: 1,0mL/min; volume de

inje¢do:100uL e A= 280 nm

As trés colunas avaliadas apresentaram altos percentuais, para a
exclusdao de proteinas do ovo, em um tempo de 5 minutos, quando eluidas com
agua a uma vazao de 1,0 mL/min. No entanto, para quantificar SMX e TMP em
ovo, fol necessdria a avaliagdo da capacidade de desproteinizacdo de amostras
de ovo por essas colunas, utilizando solu¢ao KH,PO,4 0,01 mol/L em diferentes
pHs (2,5; 3,5; 6,0 ¢ 6,5). O controle da ionizacdo dos analitos foi feito para

otimizar a retencao dos mesmos.
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A solucdo KH,PO, foi selecionada por ser menos agressiva que
outras solugdes, como, por exemplo, a solugdo de carbonato’’, por apresentar um
baixo custo e por possuir uma capacidade tamponante na faixa de 2,0-3,5 ¢ 6,0-
8,2 na concentragdo utilizada.

Os excelentes resultados obtidos evidenciaram que a BSA ¢
suficientemente hidrofilica nas condigdes cromatograficas empregadas, no
entanto, os pHs 6,0 e 6,5 apresentaram uma exclusdo das proteinas do ovo em

um menor tempo de andlise. A Figura 4.7 ilustra os resultados obtidos.

] ] ——— 100uL
3000 - ——100puL 3000 200uL
1 — 200pL 1
2500 2500
2000 2000+
& 15004 A & 1500 B
< <
IS 1 € 1
1000 1000+
500 500
ol ol
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Figura 4. 7 - Cromatogramas dos perfis de exclusdo das proteinas do ovo na coluna
C3-BSA (10 x 0,46cm d.1) em diferentes pHs. A) KH,PO, 0,01M pH=2,5; B) KH,PO,
0,01M pH=6,5; vazao de 1,0mL/min e A= 280 nm.

Durante o estudo da avaliacdo da performance das colunas RAM-
BSA na exclusdo das proteinas do ovo, foram observados problemas da elevagao
da pressdo do sistema cromatografico, o que tornou invidvel o uso destas para
injecao direta, mesmo com a dilui¢ao do ovo com agua (1:1) e com a utilizagdo
de uma fase mdvel de limpeza, apds a etapa de exclusdo protéica. As colunas
RAM-BSA apresentaram pressdes acima de 300 kgf/cm?®, apés 10 injecdes de

amostras de ovo diluido e centrifugado.
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No intuito de minimizar o efeito acima citado, foi avaliado o uso de
ACN como agente de precipitagao de proteinas, antes da inje¢do das amostras
nas colunas RAM-BSA. O solvente ACN foi selecionado como agente
precipitante, baseado na sua eficacia em pré-tratamentos off-line em anélises de
farmacos em ovos.> >’

Foi adicionado a 1,0 mL de ovo homogeneizado (clarat+gema) 0,5
mL de ACN, tendo-se, seguidamente, centrifugado a mistura por 10 minutos, e
injetado o sobrenadante no sistema cromatografico (Figura 4.8).

Foram realizadas inje¢des repetitivas da amostra, com volume de
injecao de 300uL, e ndo foi observada nenhuma alteracdo da pressao do sistema
cromatografico. Portanto, para a utilizagdo de colunas RAM-BSA na anélise de
farmacos em ovos de galinha, ¢ necessario um simples pré-tratamento off-line

das amostras, para prolongar a vida util das colunas e permitir o seu uso em

analises de rotina.

1500 ~
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Figura 4 8 - Cromatograma do perfil de exclusdo protéica do ovo de galinha na coluna
C18-BSA, utilizando 100% de 4gua como eluente & uma vazido de 1mL/min. Volume

de injecao 300uL e A =280 nm.
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4.2 Otimizacdo das condicbes cromatograficas para
utilizacdo das colunas RAM-BSA, no modo multidimensional, na

andlise dos antibioticos sulfametoxazol e trimetoprima.

Os antibidticos SMX e TMP ja foram estudados no nosso grupo
para o desenvolvimento de um método analitico por injecao direta de amostras
de leite bovino em colunas RAM-BSA, no modo multidimensional de analise. A
coluna RAM Cg-BSA (10 x 0,46 cm d.i) foi eficiente para a extragdo dos
antibioticos do leite e proporcionou a obtengdo de uma separagao
cromatografica adequada na coluna analitica Cs (15 x 0,46 cm d.i).**

Levando em consideracdo as condi¢des cromatograficas utilizadas
no método acima citado (solu¢ao de KH,PO, 0,01 mol/L pH 6,0 com 5 % de
modificador organico (ACN) (0-5 min) e KH,PO,4 0,01 mol/L pH 6,0 com 17 %
de modificador organico (ACN) (5-20 min) a uma vazdo de 1,0 mL/min) foi
avaliado a exclusdo das proteinas do ovo e, também, a extragdao da SMX ¢ TMP
na coluna RAM Cg-BSA, no modo simples de andlise. A configuragdo do
sistema cromatografico utilizado ¢ apresentada na Figura 4.9, ¢ o cromatograma
obtido na Figura 4.10. Estes procedimentos foram realizados usando-se solucoes
metandlicas dos analitos.

De acordo com os estudos realizados no grupo, com colunas RAM-
BSA, para os diferentes tipos de fluido biologico, a adigdo de modificadores
organicos na fase movel para exclusdo de macromoléculas, tem proporcionado
eficiéncia, reduzindo assim a adsorcao destes materiais na fase estacionaria e

nos frits das colunas RAM-BSA.
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Figura 4. 9 - Diagrama esquematico do sistema utilizado para determinar as condi¢des

cromatograficas de exclusao das macromoléculas e extragcao dos antibioticos.
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Figura 4. 10 - Cromatograma obtido da amostra de SMX/TMP (10ug/mL), preparada
em solugdo metanolica, na coluna RAM Cg-BSA. Condi¢des cromatograficas: fase
movel A — KH,PO,4 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (95: 5 v/v) 0-5 min; fase movel B -
KH,PO, 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (83: 17 v/v) 5-20 min; vazao de 1,0 mL/min; volume
de inje¢do: S0uL; A=265 nm.

Nestas condi¢des, os compostos apresentaram eficiente retengao
durante o tempo necessario para a exclusdo das macromoléculas, possibilitando

0 acoplamento com a coluna analitica.
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Utilizando-se um sistema cromatografico, composto por duas
bombas, configurado para o modo multidimensional (Figura 4.11), acoplou-se a
coluna RAM Cg-BSA a coluna analitica Cs-Luna (15 x 0,46cm d.i) (100 A,
10um). A fase movel utilizada na coluna analitica foi uma solugcdo de KH,PO,
0,01 mol/L pH 5,0:ACN (82:18 v/v). De acordo com o resultado do
cromatograma apresentado na Figura 4.12, foi obtida uma baixa resolu¢do entre

os compostos. As condi¢des da fase movel e de acoplamento entre as colunas,

*
Bomba 1 | |

foram, entdo, novamente otimizadas.

Descarte

Auto-injetor UV VIS

{ Vilvula seletora

FAd

T

A C

Descarte

posigio 1

Figura 4. 11 - Diagrama do sistema multidimensional utilizado para o acoplamento
das colunas RAM-BSA e analitica. Posi¢do 1 — colunas ndo acopladas; Posicdo 2 —

colunas acopladas (transferéncia dos analitos).
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Figura 4. 12 - Cromatograma obtido da analise do SMX/TMP (10ug/mL) preparados
em solucdo metandlica, com acoplamento das colunas Cg-BSA (10 x 0,46 cm d.i.) e Cg
(15 x 0,46 cm d.1) Condigdes cromatograficas: Bomba 1: (a) solucao KH,PO, 0,01 M
pH 6,0: ACN (95:5 v/v) 5 min; (b) KH,PO4 0,01 M pH 6,0:ACN (83:17 v/v); (¢)
ACN:H,0:ISO (65:20:15) e Bomba 2: (d) KH,PO, 0,01 M pH 5,0:ACN (82:18 v/v),

vazdes de 1,0 mL/min, tempo de acoplamento (8-13 min), volume 50uL e A=265 nm.

Em analises envolvendo matrizes bioldgicas, no modo
multidimensional, o ideal ¢ que a transferéncia do analito de interesse para a
coluna analitica ocorra em um menor tempo possivel, evitando a interferéncia de
compostos endogenos. Além disso, quando as colunas RAM-BSA e analiticas
estdo acopladas, ocorre uma mistura das fases moveis, que dependendo do
tempo de acoplamento, pode influenciar a analise na coluna analitica.

Os processos fisicos que ocorrem durante o acoplamento das
colunas, como, por exemplo, a transferéncia de massa da fase movel, também
sdo importantes ¢ devem ser levados em consideragdo, pois interferem
diretamente na separagdo dos analitos na coluna analitica, alargando as bandas
cromatograficas. Da mesma forma, para minimizar os processos fisicos, devem
ser empregados tempos de acoplamento menores para analises em cromatografia

multidimensional.
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Assim, visando minimizar os problemas acima descritos, foram
avaliadas diferentes colunas RAM-BSA e diferentes composi¢goes de fases
moveis.

Foi avaliada uma coluna C,3-BSA (10 x 0,46 cm d.i.) nas mesmas
condi¢des cromatograficas utilizadas na coluna Cg-BSA (10 x 0,46 cm d.1.).

De acordo com o cromatograma obtido (Figura 4.13), verificou-se
que a coluna RAM C,5-BSA apresentou um menor tempo de acoplamento para

os dois antibioticos (3,8 min) e bandas cromatograficas mais simétricas.

SMX

mAbs

TMP:

Tempo (min)

Figura 4. 13 - Cromatograma obtido da amostra de SMX/TMP (10ug/mL), preparada
em solucdo metanodlica, na coluna RAM C3-BSA. Condi¢des cromatograficas: 0-5
min: KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (95:5 v/v) e 5-20 min: KH,PO,4 0,01 mol/L
(pH 6,0):ACN (83:17 v/v); volume de inje¢do de 50uL; vazao 1,0mL/min e A=265 nm.

Para tentar diminuir ainda mais o tempo de acoplamento entre as
colunas, foi avaliada a influéncia do aumento da forca da fase movel para

transferéncia dos antibioticos.
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Figura 4. 14 - Cromatograma obtido da amostra de SMX/TMP (10ug/mL), preparada
em solugdo metanolica, na coluna RAM Cg-BSA. Condigdes cromatograficas: 0-5
min: KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (95:5 v/v) e 5-20 min: KH,PO,4 0,01 mol/L
(pH 6,0):ACN (80:20 v/v); volume de injecao de 50uL; vazao 1,0mL/min e A=265 nm

Pode-se verificar, de acordo com o cromatograma obtido (Figura
4.14), que uma maior porcentagem de ACN, na fase movel de transferéncia,
levou a co-elui¢dao dos analitos, possibilitando uma menor banda cromatografica
e, consequentemente, um menor tempo de acoplamento (3,5 minutos) entre as
colunas. Sendo assim, esta condicdo foi utilizada para o acoplamento com a
coluna analitica Cg

Fases moéveis constituidas de solugao KH,PO,4 0,01M nos pHs 5,0 e
6,0 e diferentes propor¢cdes de acetonitrila (17-25%) foram avaliadas para
separacgao analitica dos compostos.

Dentre as condigdes avaliadas, a que proporcionou melhor
performance cromatografica, com adequada resolucdo, foi a fase movel com
solucao KH,PO, 0,01 mol/L pH 5,0:ACN (80:20 v/v). A Figura 4.15 ilustra a

separacao obtida.
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Figura 4. 15 - Cromatograma obtido da analise da amostra de SMX/TMP, preparada
em solu¢do metandlica (10pg/mL), com acoplamento da coluna C;g-BSA (10 x 0,46
cm d.i.) e Cg-Luna (15 x 0,46 cm d.i). Condicdes cromatograficas: Bomba 1: (a)
solu¢do KH,PO,4 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (95:5 v/v) 5 min; (b) KH,PO,4 0,01 mol/L
pH 6,0:ACN (80:20 v/v); (¢c) ACN:H,O:ISO (65:20:15) e Bomba 2: (d) KH,PO, 0,01
mol/L pH 5,0:ACN (80:20 v/v), vazdes de 1,0 mL/min, tempo de acoplamento (8-11,5
min), volume 50pL e A= 265 nm.

Apesar da adequada resolucdo obtida, a banda cromatografica
referente 8 SMX, embora simétrica, era alargada, o que poderia prejudicar a
quantificacao deste, em concentracdes mais baixas. Desta forma, com intuito de
minimizar o tempo de acoplamento e diminuir a largura da banda
cromatografica do SMX, foram avaliadas colunas RAM-BSA de 5 cm de

comprimento.

4.3 Avaliacdo das colunas RAM-BSA de 5 cm de comprimento no

desenvolvimento do método

As colunas RAM-BSA de 5 cm de comprimento foram avaliadas no

nosso grupo de pesquisa, na andlise de farmacos em plasma humano,
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apresentando excelentes resultados de exclusdo de macromoléculas. Este estudo
mostrou que a diminuicdo do tamanho da coluna cromatografica leva a um
menor tempo de exclusdo das macromoléculas, sem a perda da eficiéncia da
coluna. ™

Outra vantagem, que também pode ser levada em consideragdo, ¢
que a quantidade de fase estaciondria presente nesta coluna ¢ menor, o que
resulta na diminui¢do do poder de resolugdo (menor nimero de pratos tedricos),
¢ na diminui¢ao da largura das bandas cromatograficas, uma vez que processos
fisicos sdo minimizados como, difusdo de Eddy, transferéncia de massa da fase
movel, entre outros. Desta forma, sdo obtidos menores tempos de transferéncia
dos analitos para a coluna analitica em colunas RAM-BSA de 5 cm, ou
menores.”

Desta forma, foram preparadas e avaliadas as colunas RAM-BSA (5
x 0,46 cm d.1) com as fases hidrofébicas Cge Cis.

Baseado nos resultados anteriores, foram avaliadas as fases moveis:
solucado KH,PO, 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (95:05 v/v), para exclusdo de
macromoléculas, e a solu¢ao KH,PO,4 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (80:20 v/v), para
extracao dos antibidticos.

O comprimento de onda foi também alterado, com o objetivo de
alcancar valores mais altos de absorbancia, principalmente, para a TMP, que
apresenta baixa absorbancia em 265 nm. Assim, a partir desta etapa do trabalho
utilizou-se o comprimento de onda de 269 nm para o SMX, referente a0 maximo
de absorbancia, e 240 nm para a TMP. O comprimento de onda maximo da TMP
¢ 223 nm, mas esta ¢ uma regido do espectro onde ha um numero grande de
compostos que absorvem, dificultando, assim, a quantificagdo da TMP pela falta
de seletividade de deteccao.

Dentre as colunas avaliadas, a coluna RAM-C3-BSA (5 x 0,46 cm
d.i) foi a que apresentou melhor simetria e largura para bandas cromatograficas

dos antibidticos e, consequentemente, menor tempo para a transferéncia dos
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analitos (2,3 min) (Figura 4.16). Assim, esta foi selecionada para o acoplamento
com a coluna analitica Cg-luna.

De acordo com o cromatograma obtido (Figura 4.17), pode-se
verificar uma melhora na simetria ¢ na resolugdo das bandas cromatograficas

dos antibioticos.
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Figura 4. 16 - Cromatograma obtido da amostra de SMX/TMP (10ug/mL), preparada
em solu¢do metanodlica, na coluna RAM C;3-BSA (5 x 0,46 cm d.i ). Condigcdes
cromatograficas: 0-5 min: KH,PO,4 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (95:5 v/v) e 5-20 min:
KH,PO,4 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (80:20 v/v); volume de inje¢do de 25uL; vazao
1,0mL/min ¢ A=269 nm.
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Figura 4. 17 - Cromatograma obtido da andlise da amostra de SMX/TMP (10pg/mL),
preparada em solu¢do metandlica, com acoplamento da coluna C;g-BSA (5 x 0,46 cm
d.i.) e Cg (15 x 0,46 cm d.i). Condigdes cromatograficas: Bomba 1: (a) solugdo
KH,PO, 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (95:5 v/v) 5 min; (b) KH,PO, 0,01 mol/L pH
6,0:ACN (80:20 v/v); (c) ACN:H,0:ISO (65:20:15) e Bomba 2: (d) KH,PO, 0,01
mol/L. pH 5,0:ACN (80:20 v/v), vazdes de 1,0 mL/min, tempo de acoplamento (7.9-
10,2 min), volume de injecao 25ul e A =269nm.

No entanto, foram observados problemas com relacdo a falta de
precisdao dos tempos de retencao. Ao longo do dia, foram registrados diferentes
tempos de retengdo para as bandas cromatograficas (Figura 4.18). Isto pode ter
sido causado por falta do controle de ionizagdo dos antibioticos, ocasionado pelo

efeito da matriz.
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Figura 4. 18 - Cromatogramas ilustrando a perda da precisdao dos tempos de retencao,
ao longo do dia, na coluna RAM C;3-BSA (5 x 046cm d.i). Condigdes
cromatograficas: 0-5 min: KH,PO,4 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (95:5 v/v) e 5-20 min:
KH,PO,4 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (80:20 v/v); volume de injecao de 25uL (10png/mL
em MeOH); vazao 1,0mL/min e A=269 nm.

Visando diminuir este problema, avaliou-se a influéncia de aditivos
organicos na fase mdvel para a exclusdo das macromoléculas. Foram avaliados
como fase movel, solucio de KH,PO, 0,01 mol/L pH 6,0 e¢ solu¢do KH,PO,
0,01 mol/L pH 6,0:ACN (98:02).

De acordo com os resultados obtidos, a diminui¢gdo da
concentracdo do modificador organico, na fase movel de exclusao das
macromoléculas, ndo alterou a perda da precisao dos tempos de retencao dos
antibioticos. A Figura 4.19 ilustra o cromatograma obtido, com a utilizacao de

solu¢ao KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0).
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Figura 4 19 - Cromatograma ilustrando a perda da precisao dos tempos de retencao,
ao longo do dia, na coluna RAM C;3-BSA (5 x 046cm d.i). Condigdes
cromatograficas: 0-5 min: KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0) ¢ 5-20 min: KH,PO, 0,01
mol/L (pH 6,0): ACN (80:20 v/v); volume de inje¢do de 25uL(10ug/mL em MeOH);

A=269 nm e vazao 1,0mL/min.

Outro fator que deve ser levado em consideragdo, em analises
envolvendo compostos ionizaveis, ¢ o controle da temperatura da coluna
cromatografica, uma vez que mudancgas na temperatura ambiente podem alterar
a ionizacdo dos compostos, levando a uma alteracio do comportamento
cromatografico.” Deste modo, foi também avaliado o efeito da temperatura na
coluna RAM C,3-BSA.

As analises foram realizadas a diferentes temperaturas: 20, 25, 30,
35 °C (Figura 4.20). No entanto, de acordo com os cromatogramas obtidos,
mesmo com o controle da temperatura, foram observados, novamente,

problemas de precisao dos tempos de retencao dos analitos.
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Figura 4. 20 - Cromatogramas representativos das analises de amostras de
SMX/TMP(10ug/mL), preparadas em solugdo metanolica, na coluna RAM C,3-BSA
(5 x 0,46 cm d.i), em diferentes temperaturas. Condigdes cromatograficas: 0-5 min:
KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (98:02 v/v) e 5-20 min: KH,PO, 0,01 mol/L (pH
6,0):ACN (80:20 v/v); volume de inje¢ao de 25ul; A=269 nm; vazao 1,0mL/min; (—)

primeira injecdo e (—) terceira injecao.

Ja foi observado, em outro trabalho do grupo, diferencas em
retencoes de analitos em colunas RAM-BSA, quando sdo preparadas amostras
em solventes organicos e em fluidos bioldgicos.”

Sendo assim, foram preparadas amostras fortificadas de ovo em
triplicata e analisadas; e no intuito de remover as gorduras, colesterol e os

compostos endogenos, que podem ficar retidos na coluna, foi avaliada, em cada
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analise a fase movel ACN:H,0:1SO (75:15:10 v/v/v) para a limpeza da coluna,

apods a etapa de extragao dos antibioticos (Figura 4.21).
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Figura 4. 21 - Cromatograma ilustrando a etapa de extragdo de SMX/TMP de
amostras de ovo (10pg/mL) pela coluna RAM C3-BSA (5 x 0,46 cm d.i). Condigdes
cromatograficas: 0-5 min: KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0); 5-20 min: KH,PO, 0,01
mol/L (pH 6,0):ACN (80:20 v/v); 20-25: ACN:H,0O:ISO (75:15:10 v/v/v); volume de

injecdo de 25ul; A=269 nm; temperatura 35°C e vazao 1,0 mL/min.

De acordo com os resultados obtidos, a falta de repetibilidade das
analises das amostras em ovo foi a mesma anteriormente verificada para as
amostras preparadas em solvente.

O uso das colunas RAM-BSA de 5 cm diminuiu o tempo de
acoplamento entre as colunas, resultando em uma melhora significativa na
resolugdo e na simetria das bandas cromatograficas; no entanto, foram
observados problemas de perda de precisdo dos tempos de retengdo dos
compostos avaliados, ¢ nenhumas das condigdes cromatograficas avaliadas
apresentaram resultados satisfatorios.

Deste modo, foram novamente consideradas analises utilizando as

colunas RAM-BSA de 10 cm de comprimento.
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4.4 Reavaliacdo das colunas RAM-BSA de 10 cm de

comprimento

As analises anteriormente realizadas, utilizando as colunas RAM-
BSA de 10 cm de comprimento, apresentaram resultados de baixa resolugdo
cromatografica e alargamento da banda cromatografica do SMX, na coluna
analitica (Figura 4.12).

Portanto, foram avaliadas novas condi¢des cromatograficas
variando a composi¢cdo da fase movel, para melhorar a resolucdo e o
alargamento das bandas cromatograficas.

Para a exclusao das macromoléculas, foram avaliadas fases moveis
nas seguintes composi¢des: solugdo KH,PO, 0,01 mol/L pH 6,0 (100%) e
solucao KH,PO, 0,01 mol/L pH 6,0/ACN (98:02).

Foi obtido um menor tempo de acoplamento das colunas (1,6 min)
com ambas as fases modveis avaliadas, favorecendo a etapa de extracdo dos
antibidticos (Figura 4.22). No entanto, a fase movel com 2% de modificador
organico foi selecionada para dar continuidade ao estudo, uma vez que a baixa
porcentagem de modificador organico pode auxiliar na exclusdo de

, . 68
macromoléculas e interferentes.
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Figura 4. 22 - Cromatograma obtido da amostra de SMX/TMP (10pg/mL), preparada
em solucdo metanodlica, na coluna RAM C3-BSA (10 x 0,46 cm d.i ). Condigdes
cromatograficas: 0-5 min: KH,PO,4 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (98:02 v/v) e 5-20 min:
KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (80:20 v/v); volume de inje¢do de 25uL; A=269 nm

e vazao 1,0 mL/min.

Otimizadas as condi¢des de eluicdo dos antibidticos da coluna
RAM-C3-BSA, foi avaliado o acoplamento com a coluna analitica Cg-Luna
(Figura 4.23). Foram consideradas as mesmas condigdes cromatograficas
utilizadas anteriormente.

Adequada seletividade e simetria das bandas cromatograficas foram
obtidas para os antibioticos na coluna analitica, confirmando a grande influéncia
do tempo de acoplamento entre as duas colunas, na otimizagdo da separagao

cromatografica.
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Figura 4. 23 - Cromatograma demonstrando a separacdo dos antibioticos em amostra
preparada em metanol (10pg/mL), com acoplamento da coluna C;g-BSA (10 x 0,46 cm
d.i.) e Cg(15 x 0,46 cm d.1). Condigdes cromatograficas: Bomba 1: (a) KH,PO, 0,01 M
pH 6,0:ACN (98:02 v/v); (b) KH,PO4 0,01 M pH 6,0:ACN (80:20 v/v); (c)
ACN:H,0:ISO ( 75:20:15) e Bomba 2: (d) KH,PO, 0,01 M pH 5,0:ACN (80:20 v/v),
vazdes de 1,0 mL/min, tempo de acoplamento (10,6-12,2 min), volume 25uL e A

269nm.

Determinada as condigdes cromatograficas para andlise, com o
sistema multidimensional, das amostras em solu¢ao metandlica de SMX ¢ TMP,
foram avaliadas amostras fortificadas de ovo.

Na coluna RAM C3-BSA, o efeito da matriz ¢ observado pelo
maior tempo de acoplamento (2,6 min) obtido (Figura 4.24), quando comparado
com amostras metanolicas (1,6 min) (Figura 4.21). Além disso, do mesmo modo
que para as colunas RAM-BSA de 5 cm, foram observadas alteragdes do tempo

de reten¢dao dos compostos.
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Figura 4. 24 - Cromatograma ilustrando a extracdo de SXM/TMP de amostras
fortificadas de ovo (10pg/mL) pela coluna RAM C.s-BSA (10 x 0,46 cm d.i).
Condigdes cromatograficas: 0-5 min solugao KH,PO4 0,01 M pH 6,0:ACN (98:02
v/v); 5-20 min: solu¢do de KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (80:20 v/v); 20-25:
ACN:H,O:ISO (75:15:10 v/v/v); volume de inje¢ao de 150uL; A=269 nm e vazao 1,0

mL/min.

Do mesmo modo, embora tenha sido obtida uma boa resolucao dos
antibioticos, o efeito da matriz na coluna analitica ¢ também observado pelos
problemas de simetria das bandas cromatograficas, onde para o analito SMX sdo
percebidas duas bandas, inferindo uma ionizagao parcial deste composto (Figura

4.25).
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Figura 4. 25 - Cromatograma da andlise de amostras de ovo fortificadas com
SMX/TMP (10ug/mL), com acoplamento das colunas C;g-BSA (10 x 0,46 cm d.i.) e
Cg (15 x 0,46 cm d.i). Condigdes cromatograficas: Bomba 1: (a) KH,PO, 0,01 mol/L
pH 6,0:ACN (98:02 v/v); (b) KH,PO, 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (80:20 v/v); (c)
ACN:H,O:ISO (75:20:15) e Bomba 2: (d) KH,PO, 0,01 mol/L pH 5,0:ACN (80:20
v/v), vazdes de 1,0 mL/min, tempo de acoplamento (9,4-12,0 min), volume 150uL e A

269nm.

Baseado nos resultados obtidos pode-se inferir que a matriz, em
ambas as colunas do sistema multidimensional, influéncia o comportamento
cromatografico dos analitos SMX e TMP.

Analises realizadas em diferentes dias, nas mesmas condig¢des
cromatograficas, apresentaram cromatogramas bem distintos para a extragao dos
antibioticos pela coluna RAM Cs-BSA (Figura 4.26), o que demonstra que as

condi¢des utilizadas nao foram eficientes para minimizar o efeito da matriz.
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Figura 4. 26 - Cromatogramas ilustrando as extragdes de amostras de ovo fortificadas
com SMX/TMP (6 pg/mL) pela coluna RAM C;5-BSA (10 x 0,46 cm d.i), em dias
diferentes. Condigdes cromatograficas: 0-5 min solugao KH,PO, 0,01 mol/L pH
6,0:ACN (98:02 v/v); 5-20 min: solugao de KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (80:20
v/v); 20-25min: ACN:H,O:ISO (75:15:10 v/v/v); volume de injecdao de 150uL;

A=269nm e vazao 1,0 mL/min.

Visando minimizar a influéncia da matriz na andlise dos
antibioticos SMX e TMP, foi também avaliada uma solu¢do de NH;Ac (0,01
mol/L, pH 6,0), como fase movel, mantendo-se a mesma porcentagem de aditivo
organico (ACN) anteriormente utilizada.

Pode ser observada uma pobre simetria da banda cromatografica

nos cromatogramas apresentados nas Figuras 4. 27 e 4. 28. Estes resultados
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demonstram que o uso da solucdo NH;Ac (0,01 mol/L, pH 6,0), nas fases

moveis usadas, ndo propiciou o controle da ionizacao dos analitos.
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Figura 4. 27 - Cromatograma ilustrando a extragdo de amostra de ovo fortificada com
SMX/TMP (6 pg/mL) pela coluna RAM C3-BSA (10 x 0,46 cm d.i). Condigdes
cromatograficas: 0-5 min solugdo NH;Ac 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (98:02 v/v); 5-20
min: solucdo de NHjyAc 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (80:20 v/v); 20-25 min:
ACN:H,0:ISO (75:15:10 v/v/v); volume de inje¢ao de 150 puL; A=269 nm e vazao 1,0

mL/min.
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Figura 4. 28 - Cromatograma ilustrando a analise de amostra de ovo fortificada com
SMX/TMP (6 pg/mL), com acoplamento das colunas Cs-BSA (10 x 0,46 cm d.1.) e Cg
(15 x 0,46 cm d.1). Condigdes cromatograficas: Bomba 1: (a) 0-5 min NH4;Ac 0,01 M
pH 6,0:ACN (98:02 v/v) 5 min; (b) 5-20 min NH4Ac 0,01 M pH 6,0:ACN (80:20 v/v);
(¢) ACN:H,O:ISO ( 65:20:15) e Bomba 2: (d) NH4;Ac 0,01 M pH 5,0:ACN (80:20
v/v), vazdes de 1,0 mL/min, tempo de acoplamento (10,0-13,0 min), volume 25uL e A

269nm.

Levando em consideragdo a diferenca de propriedades fisico-
quimicas apresentadas pelo SMX (pKas 2,0 e 5.7) e pela TMP (pKa 1,3 ¢ 7,2)",
o pH 6,0 utilizado nas andlises anteriores visou a obten¢do dos compostos na sua
forma ionizada, de modo a manté-los com tempos de reten¢ao semelhantes para
uma eficiente extracdo da coluna RAM-BSA, apos a exclusdo das
macromoléculas. No entanto, neste pH, a influéncia da matriz foi extremamente
relevante na ionizagdo dos compostos, influenciando de forma negativa as
analises.

Neste contexto, com a finalidade de tentar minimizar a influéncia
da matriz, solu¢do KH,PO, 0,01 M nos pHs 2,5 e 3,5 foram avaliadas como
fases moveis na coluna RAM C,5-BSA, (Figura 4.29).
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Figura 4. 29 - Cromatogramas das extracdes de SMX/TMP, em amostras preparadas
em solu¢do metandlica (6 pg/mL) (A) em amostras preparadas em ovo (6 pg/mL) (B)
pela coluna RAM C5-BSA (10 x 0,46 cm d.1). Condi¢des cromatograficas: 0-5 min
solu¢ao KH,PO,4 0,01 M pH 2,5:ACN (98:02 v/v); 5-20 min: solu¢ao de KH,PO, 0,01
mol/L (pH 2,5):ACN (80:20 v/v); 20-25 min: ACN:H,0:1SO (75:15:10 v/v/v); volume
de injecdo de 150uL; A=269nm e vazao 1,0 mL/min.

Em solucdo metanolica, nos dois pHs avaliados, foram obtidos os
mesmos perfis cromatograficos com excelente resolugdo e simetria das bandas
cromatograficas (Figura 4.29 A). Para as amostras de ovo fortificado, foi obtida
boa resolucdo entre os compostos, mas, no entanto, observou-se uma duplicacao
da banda cromatografica referente a SMX (Figura 4.29 B).

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que a diminui¢ao
do pH da fase movel também nao foi eficiente para o controle da ioniza¢do do
SMX na matriz.

Além disso, os resultados obtidos mostraram que, nas condigdes
avaliadas, a coluna RAM-BSA sé poderia ser utilizada no modo simples de
analise, atuando como coluna extratora e analitica, uma vez que com o grande
tempo de acoplamento obtido seria totalmente invidvel para as analises no modo

multidimensional.
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Novas condi¢des do preparo da amostra foram entdo avaliadas, no

intuito de minimizar o efeito da matriz para a analise destes dois fArmacos.

4.5 Avaliacdo de agentes precipitantes no preparo das

amostras

Em todas as avaliagdes descritas, foi usado como agente
precipitante para as proteinas do ovo, ACN e, embora, se tenha obtido bons
indices de recuperacao dos analitos, avaliou-se a utilizagdo de outro agente
precipitante, solugdo de (NH4),SO4 4,0 mol/L. Esta solugdo foi utilizada com
sucesso por KISHIDA™, como agente precipitante de proteinas no preparado de
amostras de ovo, para andlise de sulfonamidas em colunas RAM no modo
simples de analise.

A diluicao de 1:1 v/v, usada anteriormente, foi mantida, assim
como as condig¢des de centrifugacao.

O cromatograma obtido da extracdo dos antibidticos, nas condigdes
previamente estabelecidas (condi¢des descritas na Figura 4. 22), demonstrou que
o problema da variagdo dos tempos de retencdes dos antibioticos nao foi
solucionado. A comparacao entre os dois cromatogramas ilustrados, na Figura 4.
30 demonstrou também, que o uso de ACN, como agente precipitante no pré-

tratamento da amostra, ¢ mais eficiente que a solugdo de sulfato de amdnio.
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Figura 4. 30 - Cromatogramas das replicatas (n = 3) de extracdo das amostras de ovo
fortificadas com SMX/TMP (6 pg/mL) na coluna RAM Cg-BSA (10 x 0,46 cm d.1)
utilizando como agente de precipitagdao: (A) (NH4),SO,; (4 mol/L) e (B) ACN.
Condicdes cromatograficas: 0-5 min solugao KH,PO,4 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (98:02
v/v); 5-20 min: solu¢ao de KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (80:20 v/v); 20-25min:
ACN: H,O:1ISO (75:20:15 v/v/v); volume de inje¢ao de 150uL; A=269nm e vazao 1,0

mL/min.

A influéncia da fase movel utilizada para limpar a coluna extratora
também foi avaliada. Assim, isopropanol (ISO) foi substituido por acetonitrila e
foi usada ACN:H,0 (70:30 v/v).

O solvente isopropanol (ISO), por ser bastante viscoso, poderia
ocasionar problemas no re-condicionamento da coluna, durante as anélises,
acarretando em perdas dos tempos de retencao dos antibioticos. No entanto, nao
foram observadas melhoras utilizando a nova fase mdvel para limpeza das
colunas RAM. A falta de precisdo nos tempos de retenc¢do foi mantida.

O controle da temperatura, na coluna RAM C3-BSA, foi também
avaliada, utilizando tanto a solucao de (NH,4),SO4 (4,0 mol/L), quanto ACN no
pré-tratamento das amostras. A temperatura foi mantida em 35°C.

Para as amostras tratadas com (NH,),SO, apesar da maior
quantidade de interferentes observados no cromatograma, foi alcangada uma

maior repetibilidade dos tempos de retencao para as analises, em um mesmo dia.
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No entanto, foi novamente observada a perda de precisdo nos tempos de

retengdo nas analises, em dias consecutivos (Figura 4.31).
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Figura 4. 31 - Cromatogramas das replicatas (n = 3) de extracdo das amostras de ovo
fortificadas com SMX/TMP (6 pg/mL) na coluna RAM C,5-BSA (10 x 0,46 cm d.1),
utilizando o agente de precipitacdo de proteinas (NH4),SO4 (4,0 mol/L) no pré-
tratamento das amostras. Condigdes cromatograficas: 0-5 min solu¢do KH,PO, 0,01
mol/L pH 6,0:ACN (98:02 v/v); 5-20 min: solu¢do de KH,PO, 0,01 mol/L (pH
6,0):ACN (80:20 v/v); 20-25min: ACN:H,0O (70:30 v/v); volume de injecao de 150uL;

temperatura 35°C; A=269 nm e vazao 1,0 mL/min.

Para as amostras tratadas com ACN, além da perda de precisao dos
tempos de retengdo, também ndo foi possivel encontrar um eficiente controle da

ionizagao dos antibioticos, na coluna RAM C3-BSA (Figura 4.32).



Resultados e Discussoes 82

100~ SMX

80

60 +
(2]
2 404
£

1 TMP
oL %

T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min)

Figura 4. 32 - Cromatogramas das replicatas (n = 3) de extracdo das amostras de ovo
fortificadas com SMX/TMP (6 pg/mL) na coluna RAM C3-BSA (10 x 0,46 cm d.1),
utilizando agente de precipitagdo de proteinas ACN para o preparo das amostras.
Condicdes cromatograficas: 0-5 min solugao KH,PO,4 0,01 mol/L pH 6,0:ACN (98:02
v/v); 5-20 min: solu¢ao de KH,PO, 0,01 mol/L (pH 6,0):ACN (80:20 v/v); 20-25min:
ACN:H,O (70:30 v/v); volume de injecdo de 150uL; temperatura 35°C; A=269 nm e

vazao 1,0 mL/min.

Embora o uso da solu¢ao (NH,4),SO,4 (4 mol/L) seja preferido ao uso
de ACN, por ser um agente precipitante menos agressivo para o ambiente, sua
utilizagdo foi descartada, uma vez que o efeito da matriz ndo foi eliminado,
tendo-se observado, em cada andlise, uma maior quantidade de material
endogeno, resultando em um aumento gradativo da pressdo do sistema

cromatografico.
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4.6 Avaliacdo de agentes de pareamento idnico no
controle da ionizacédo dos antibioticos SMX e TMP em amostras de

ovo

Solutos ionizdveis sdao usualmente cromatografados, quando
possivel, por supressao da ionizagdo. As diferengas fisico-quimicas entre o SMX
e a TMP, associados aos diversos compostos quimicos presentes no ovo,
justificam a falta de controle de ionizacdo destes farmacos nas analises
realizadas.

O pareamento de ions ¢ a alternativa a ser usada, quando o controle
de ionizacao ndo € obtido por supressao.

Levando em consideragdo os pKas dos farmacos no pH 6,0
selecionado, ambos estdo ionizados: 0 SMX com carga negativa e a TMP com
carga positiva. Portanto, foi considerado um par idnico para SMX, e foi
selecionado o tetrabutilamonio (TBA).

O uso de agentes de pareamento i6nico no preparo de amostras e
nao na fase movel, foi feito com eficiéncia pelo nosso grupo, na analise de
antibioticos ionizaveis.”'

Portanto, apos a etapa de centrifugacdo, volumes de 10 e 20 uL de
uma solu¢ao 2,0 mmol/L de TBA, foram adicionadas as amostras de ovo
fortificadas com SMX e TMP.

A anélise dos cromatogramas obtidos mostrou uma melhora na
simetria das bandas cromatograficas, mas nao na precisdo dos tempos de
retencgao.

O 4cido trifluoroacético, outro agente de pareamento 1i0nico,
bastante utilizado em analises de peptideos e de proteinas”, foi entdo avaliado

como fase movel.



Resultados e Discussoes 84

Foram utilizadas, como fases moveis, solucdes nas concentracoes
de 5, 10 ¢ 50 mmol/L contendo a mesma propor¢do de ACN. Em todos os
experimentos realizados controlou-se a temperatura da coluna em 35°C.

A concentragdo de 5 mmol/L ndo apresentou resultados
satisfatorios, pois os antibidticos continuaram com alteragdes dos tempos de
retencdo, a cada andlise, ¢ com pobre simetria das bandas cromatograficas
(Figura 4.33). O SMX e a TMP, nestas condigdes, apresentaram tempos de
retengdo diferentes dos resultados anteriores, pois o pH da solu¢do do TFA 5
mmol/L € 2,5, o que ocasionou a ionizacdo da TMP (hidrofilica) e a

neutralizagao do SMX (hidrofobico).

100 -

80
TMP

604 SMX

40-

mAbs

204

o 3 6 9 12 15

Tempo (min)

Figura 4. 33 - Cromatogramas das replicatas (n = 2) de extracdo das amostras de ovo
fortificadas com SMX/TMP (6 pg/mL), na coluna RAM C,3-BSA (10 x 0,46 cm d.1).
Condicodes cromatograficas: 0-5 min solu¢gdo de TFA 5 mmol/L; 5-20 min: solugdo
TFA 5 mmol/L:ACN (80:20 v/v); 20-25min: solu¢ao de TFA 5 mmol/L:ACN (70:30

v/v); volume de inje¢do de 150uL; temperatura 35°C; A=269 nm e vazao 1,0 mL/min.

Utilizando-se a solu¢dao de TFA na concentracdo de 10 mmol/L foi
possivel controlar a ionizacdo dos antibioticos nas amostras de ovo e esta
condi¢do de andlise manteve a precisdo dos tempos de retengdo entre os dias

(Figura 4.34).
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Como apresentado na pagina 62, durante as andlises foram

monitorados os comprimentos de onda 269 e 240 nm. Durante a discussao deste

trabalho foram ilustrados cromatogramas de andlises, utilizando somente o

comprimento de onda de 269 nm, uma vez que nao foi verificada entre os dois

nenhuma diferenca de simetria e largura de banda.

No entanto, nas analises realizadas com o TFA 10 mmol/L, a banda

cromatografica, referente a TMP, apresentou-se larga e assimétrica, quando

observada no comprimento de onda de 240 nm. A Figura 4.33 mostra a

sobreposicdo das bandas cromatograficas obtidas nos dois comprimentos de

onda.

Sendo assim, a partir desta etapa do trabalho, os cromatogramas

serdo apresentados com os dois comprimentos de onda monitorados.
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Figura 4. 34 - Cromatogramas das replicatas (n = 2) de extragdo das amostras de ovo

fortificadas com SMX/TMP (6 pg/mL), na coluna RAM C,3-BSA (10 x 0,46 cm d.1).

Condigdes cromatograficas: 0-5 min solucdo de TFA 10 mmol/L; 5-20 min: solugdo

TFA 10 mmol/L:ACN (80:20 v/v); 20-25min: solu¢do de TFA 10 mmol/L:ACN

(70:30 v/v); volume de injecao de 150uL; temperatura 35°C; vazdao 1,0 mL/min.;

A=240 ¢ 269 nm.
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A coluna RAM C,3-BSA foi entdo acoplada com a coluna analitica
Cs-Luna e a mesma fase movel da extragdo dos compostos foi utilizada na
coluna analitica.

De acordo com o cromatograma da Figura 4.35, foi obtida uma boa
resolucdo, mas a banda cromatografica referente a TMP continuou larga. Isto ja
era esperado, uma vez que na coluna RAM C3-BSA a banda cromatografica da
TMP ja estava muito alargada, prejudicando, conseqlientemente, a simetria da
banda na coluna analitica. Outro problema encontrado foi a baixa retencao para
a TMP. Esta baixa retencao prejudicaria na quantificacdo do composto, pois a
banda cromatografica sofre as interferéncias das deflexdes geradas pela valvula

de acoplamento das colunas.
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Figura 4 35 - Cromatograma demonstrando a separagdo dos antibioticos em amostra
preparada com ovo (6 pg/mL), com acoplamento das colunas C,3-BSA (10 x 0,46 cm
d.i.) e Cg(15 x 0,46 cm d.i). Condigdes cromatograficas: Bomba 1: (a) 0-5 min solugdo
de TFA 10 mmol/L; 5-20 min: solugao TFA 10 mmol/L:ACN (80:20 v/v); 20-25min:
solucao de TFA 10 mmol/L:ACN (30:70 v/v) e Bomba 2: (d) TFA 10 mmol/L:ACN
(80:20 v/v), vazdes de 1,0 mL/min, tempo de acoplamento (10,0-15,0 min), volume de

injecdo 150uL; A=240 e 269 nm.
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Foi considerado um aumento da concentracdo do TFA para 50
mmol/L, no intuito de afinar a banda cromatografica da TMP na coluna RAM-
BSA. Os resultados foram satisfatorios, uma vez que foram obtidas bandas
cromatograficas mais finas, proporcionando um menor tempo de acoplamento

(3,7 minutos) (Figura 4.36).
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Figura 4. 36 - Cromatogramas de amostras de ovo ndo fortificada (A) e fortificada
com SMX/TMP (6 pg/mL) (B), na coluna RAM C.s-BSA (10 x 0,46 cm d.1).
Condig¢des cromatograficas: 0-5 min: solucdo de TFA 50 mmol/L; 5-20 min: solugdo
TFA 50 mmol/L:ACN (80:20 v/v); 20-25min: solu¢do de TFA 50 mmol/L:ACN
(70:30 v/v); volume de injecao de150uL; temperatura 35°C; vazao 1,0 mL/min.; A=240
e 269 nm.

A fim de avaliar um aumento no tempo de retengdo da TMP, foram
avaliadas duas colunas analiticas Cg-Luna e C s-Luna. A C;g-Luna, foi a coluna
selecionada, pois apresentou boa seletividade e adequado tempo de retengao
para a TMP (Figura 4. 37).

As condig¢des cromatograficas otimizadas estdo descritas na Tabela 4.3 e
o volume de injecdo foi ajustado para 250 pl, para obter a sensibilidade

desejada.
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Figura 4. 37 - Cromatogramas da analise de amostra fortificada de ovo (1 pg/mL TMP
e 2 ug/mL SMX), com acoplamento das colunas C;g-BSA (10 x 0,46 cm d.i.) e Cys-
Luna(15x 0,46 cmd.i)A-A=240nme B - A =269 nm.

Tabela 4. 3 - Condi¢des cromatograficas utilizadas para a andlise de SMX/TMP em
amostras de ovos, com o acoplamento das colunas C;g-BSA (10 x 0,46 cm d.1) e Cys-

Luna (15 x 0,46 cm d.1).
Bomba Tempo Evento Posicao da
(Eluente) (min) valvula *
Bomba 1 (eluente A)  0,00-5,00 - Exclusdo das macromoléculas pela 1
coluna RAM-BSA
Bomba 2 (eluente D) - Condicionamento da coluna analitica

Bomba 1 (eluente B) 5,01-10,29 - Extra¢do do SMX e da TMP

Bomba 1 (eluente B) 10,30-14,00 - Transferéncia dos analitos para a coluna 2
analitica
Bomba 2 (eluente D) - Descarte

Bomba 2 (eluente D) 14,01-29,00 Andlise simultinea do SMX/TMP 1

extraidos do ovo

Bomba 1 (eluente C) 14,01-19,00 - Limpeza da coluna RAM-BSA 1

Bomba 1 (eluente A) 19,01-29,00 - Re-condicionamento da coluna RAM- 1

BSA para proxima analise

Bomba 1: Eluentes: (A) solucdo de TFA 50 mmol/L, (B) solugdo TFA 50 mmol/L:ACN
(80:20 v/v), (C) solugdo de TFA 50 mmol/L:ACN (70:30 v/v); Bomba 2: Eluente: (D) TFA
50 mmol/L:ACN (80:20 v/v). Vazdo: 1,0 mL/min; volume de injecdo de 250 pL, A: 240 e 269

nm ¢ temperatura 35°C. * Figura 4.10.
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4.7 Validacéo do método analitico

Com as condi¢cdoes cromatograficas estabelecidas, o método
desenvolvido para anélise simultinea de SMX ¢ TMP, em amostras de ovos, foi
validado de acordo com o protocolo proposto pelo FDA ®, consistindo de
avaliacOes de precisdo, inter e intradia, exatiddo, recuperagdo, seletividade,
limites de quantificacdo e deteccao, além de estudos relacionados a estabilidade
da matriz e das amostras em ovo.

A analise dos antibioticos SMX e TMP foi realizada, utilizando-se
as condi¢des de fases modveis e eventos, descritas na Tabela 4.3, ¢ usando o
sistema cromatografico exemplificado na Figura 4.10 (p. 58).

Os intervalos de concentragdo utilizados na construcdo das curvas
de calibragdo foram estipulados, baseados nos limites maximos residuais
(LMRs) do SMX e da TMP em outros alimentos, como, carne ¢ leite, ¢ em
estudos de caréncia destes farmacos em ovos de galinha,'” ' 7" uma vez que
nao ha valores descritos de LMR nos 6rgaos de controle (FDA e diretrizes da
Unido Européia) para estes antibioticos, em ovos.'* '

As curvas de calibragdo para o SMX e para a TMP foram obtidas
em func¢do das dareas das bandas cromatograficas, relativas as seguintes
concentragdes: 0,080; 0,16; 0,30; 0,60; 1,2; 2,0 ¢ 0,080; 0,12; 0,15; 0,30; 0,60;
1,0 pg/mL para o SMX e TMP, respectivamente. As amostras foram preparadas,

em triplicata, em ovo, e foram injetados 250 uL para cada concentracdo. As

curvas analiticas obtidas sao mostradas na Figura 4.38.
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Figura 4. 38 - Curvas de calibracdo do SMX e da TMP.

Os coeficientes de correlagdo linear (r) obtidos das curvas de
calibragdo foram acima de 0,98; a precisdao expressa pelo coeficiente de variagao
(CV%) das triplicatas foi inferior a 15%, e a exatiddo apresentou um desvio
menor que 15 % do valor nominal de concentragao em todas as concentragdes
da curva, exceto para o limite de quantificacdo, onde o desvio encontrado foi de
20%. Todos os valores obtidos estao dentro dos critérios de aceitagao de
métodos em fluidos biologicos.”

Os estudos referentes a recuperagdo, precisdo intra e interdia e
exatiddao, foram realizados com amostras controle de qualidade preparadas em
quintuplicata, em trés diferentes concentragdes (baixa, média e alta), em relacao
as concentragdes da curva de calibragdo: sulfametoxazol (0,096; 1,00 ¢ 1,80
ug/mL) e trimetoprima (0,096; 0,500 ¢ 0,900 pg/mL).

A precisdo e exatiddo intra e interdias do método foram
determinadas analisando-se cinco replicatas dos trés controles de qualidade, em
dias ndo consecutivos. A precisdo foi expressa pelo coeficiente de variacao
(CV%) e a exatidao foi calculada através da interpolagao dos resultados na
equacao da reta da curva de calibracdo e expressa como porcentagem de desvio
entre as quantidades adicionadas e as quantificadas, nas trés concentragdes

examinadas.
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Até o segundo dia de andlise, o SMX apresentou valores de
precisdao e a exatiddo dentro dos critérios de aceitacdio do método, com
variabilidades menores ou iguais a 15%. No entanto, para a TMP, a precisdo
apresentou valores aceitos, mas a exatidao mostrou um valor de 73,2%, para o
CQ de baixa concentragao, ficando fora das normas de aceitagdo do método.

O valor de exatiddo para o CQ baixo foi resultado da perda da
eficiéncia cromatografica da coluna Ci3-BSA, causado pelo grande volume de
ovo injetado (16 mL). Apos este volume, as bandas cromatograficas, na coluna
RAM-BSA, ficaram assimétricas e largas, prejudicando a transferéncia para a
coluna analitica.

Devido ao fato dos compostos com alta retengdo, ¢ também de
material proteico ficarem retidos no topo da coluna, a entrada desta foi invertida
para recuperar a performance cromatografica.

A Figura 4.39 ilustra os cromatogramas obtidos em uma mesma
coluna C3-BSA, apds a andlise de diferentes quantidades de amostras de ovo ¢

apods inverter a coluna.
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Figura 4. 39 - Cromatogramas ilustrando o desgaste da coluna C;g-BSA (10 x 0,46
cm), apds sucessivas injegoes de ovo. A - apds 10 mL de amostras de ovo; B - apos 16

mL de amostras de ovo e C - com a coluna invertida.

Com a coluna C,3-BSA invertida, a precisdo e exatidao no terceiro
dia de andlise foram entdo avaliadas. Valores de exatiddo e precisdo foram
obtidos dentro dos critérios de aceitagdo do método, tanto para a TMP quanto

para o0 SMX. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 4.4 € 4.5.
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Tabela 4. 4 - Exatiddo (%) e precisdo (CV%) intradia e interdia para a andlise de
SMX em amostras de ovo de galinha.

Concentragdo * 1° dia (n=5) 2° dia (n=5) 3 °dia (n=5) 3 dias (média)
(ng/mL) (n=15)

Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV

(%) (%0) (%) (%0) (%) (%0) (%0) (%)

0,096 98,4 2,68 87,1 5,95 93,4 3,09 92,8 3,90
1,00 109 2,20 109 4,14 108 1,32 109 2,55
1,80 108 3,54 112 1,04 111 1,82 110 2,13

# Concentagao teorica

Tabela 4. 5 - Exatiddo (%) e precisdo (CV%) intradia e interdia para a andlise de
TMP em amostras de ovo de galinha.

Concentragdo * 1° dia (n=5) 2° dia (n=5) 3 °dia (n=5) 3 dias (media)
(ng/mL) (n=15)

Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV

(%) (%0) (%) (%0) (%) (%0) (%0) (%)

0,096 97,6 2,44 73,2 1,16 85,9 6,57 85,5 3,40
0,500 101 3,65 102 4,49 87,5 2,44 97,0 3,53
0,900 100 5,16 109 3,09 98,5 2,32 103 3,52

* Concentragdo tedrica

Evidenciando que a coluna extratora estava com baixa eficiéncia, e
também para avaliar a robustez do método, foi preparada uma nova coluna
RAM C5-BSA.

A nova coluna RAM C3-BSA reproduziu o tempo de acoplamento

de 10,3-14,0 min da coluna antiga (Figura 4.40).
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Figura 4 40 - Cromatograma ilustrando a extracdo de SMX/TMP de amostra
fortificada de ovo (6 pg/mL), na coluna nova RAM C.3-BSA (10 x 0,46 cm d.i).
Condigdes cromatograficas: 0-5 min: solucdo de TFA 50 mmol/L; 5-20 min: solugdo
TFA 50 mmol/L:ACN (80:20 v/v); 20-25min: solu¢do de TFA 50 mmol/L:ACN
(70:30 v/v); volume de injecao del150uL; temperatura 35°C; vazao 1,0 mL/min.; A=240
e 269 nm;

Para verificar a linearidade do método, apos a substituicdo da
coluna RAM C,3-BSA, foram feitas novas curvas de calibragdo para o SMX e
TMP; desta vez, as amostras foram preparadas sem replicatas de concentracgdo.
Foram conseguidos valores superiores a 0,98 (Figura 4. 41) de correlacdo linear,

e assim foi dado prosseguimento a avaliagdo das figuras de mérito do método.
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Figura 4. 41 - Curvas de calibracdo obtidas para o SMX e TMP em amostras de ovo,

na nova coluna C;g-BSA (10 x 0,46 cm d.1).

Foram realizadas novas avaliacdes de precisdo e exatiddo das
amostras de controle de qualidade, uma vez que foi encontrada baixa exatidao
para a amostra de CQ baixo da TMP, no segundo dia de analise. A Tabela 4.6

mostra os valores obtidos.

Tabela 4. 6 - Exatiddo (%) e precisdo (CV%) intradia e interdia para analise em

amostras de ovo fortificado com SMX (A) e TMP (B).

Concentragdo *  4°dia (n=5) Concentragdo *  4° dia (n=5)
(ng/mL) (ug/mL)
Exatiddo CV Exatiddo CV
(%0) (%0) (%0) (%0)
(A) (B)
0,096 103 7,00 0,096 106 3,02
0,500 109 2,06 1,00 112 1,76
1,00 111 2,77 1,80 110 2,58
* Concentagdo tedrica * Concentagdo tedrica

A eficiéncia de extracdo para os antibioticos foi avaliada com os
trés controles de qualidade e foi calculada pela razdo entre o valor médio das
areas encontradas nas amostras de ovo fortificadas no inicio do pré-tratamento
com as areas das amostras fortificadas apos o processo de pré-tratamento.

Os valores obtidos mostraram que a coluna extratora (RAM-BSA) ¢

eficiente para a extracdo do SMX e da TMP e demonstra também que os
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processos utilizados no pré-tratamento das amostras, precipitagdo de proteinas e

centrifuga¢do, ndo afetam a recuperagdo dos compostos (Tabela 4.7).

Tabela 4. 7 - Eficiéncia de extracao obtida para as amostras de CQ do sulfametoxazol

e trimetoprima (n=>5)

SMX Recuperacao TMP Recuperacdo
(ng/mL) (o) (ng/mL) (%)
0,096 104 0,096 104
1,00 112 0,500 101
1,80 112 0,900 117

O critério de aceitagdo para o limite de quantificacdo foi que a
precisdo e a exatidao de trés amostras extraidas ndo ultrapassassem o valor de 20
% de variabilidade, enquanto que o limite de deteccao foi calculado, obtendo-se
um sinal trés vezes maior que o ruido do detector.

Os valores de limite de quantificagdo obtidos foram de 0,080
ug/mL para ambos os antibioticos, e os valores de limite de detecgdo de 0,025 ¢
0,040 pg/mL para o SMX e TMP, respectivamente.

A exatiddo do método foi também avaliada pela analise de duas
amostras de concentragcdes desconhecidas ao analista, chamada de teste cego. Os
resultados obtidos estdo dentro das normas de aceitagdo do método, precisdo e

exatidao inferiores a variagdo de 15%, e estdo apresentados na Tabela 4.8.
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Tabela 4. 8 - Precisdo e exatiddo obtidas no teste cego de SMX/TMP em amostras de

ovo (n=3).
Analito Concentragdo Precisao (CV) Exatidao
(ng/mL) (ng/mL) (%0) (%)
SMX
Amostra 1 0,320 5,21 101
Amostra 2 1,08 0,900 108
TMP
Amostra 1 0,160 7,05 86,8
Amostra 2 0,540 4,95 99,2

4.7.1 Estabilidade das amostras

Para avaliar a estabilidade das amostras de ovo foi necessario o
preparo de outra coluna RAM C3-BSA, uma vez que a ultima coluna ja estava
com um volume de 14 mL de ovo injetado, e podia apresentar, durante os testes,
os mesmos problemas anteriormente citados (Figura 4.39).

Foram avaliadas novas curvas de calibracao ¢ foram obtidos valores
acima de 0,98 para os coeficientes de correlagdo linear (r), demonstrando a

linearidade e robustez do método quando da substitui¢do da coluna extratora

(Figura 4.42).
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Figura 4. 42 - Curvas de calibracdo obtidas para o SMX e TMP em amostras de ovo,

na coluna C3-BSA (10 x 0,46 cm d.1).

As estabilidades do SMX e da TMP em amostras de ovo e da matriz
bioldgica foram verificadas em diferentes condigdes: amostras submetidas a
ciclos de gelo e degelo; congeladas a —20 °C; durante os tempos de manipulagdo
das amostras e de permanéncia em auto-injetor.

Para a realizagdo dos testes de estabilidade, foram utilizadas
amostras preparadas nas concentragdes dos controles de qualidade, conforme
descrito anteriormente. Os fadrmacos foram considerados estaveis na matriz
bioldgica e em solugdo, quando foram observadas variagdes inferiores a 15 %

com relacdo as concentragdes iniciais.

4.7.1.1 Estabilidade em ciclos de gelo e degelo

As amostras de ovo fortificadas com SMX e TMP foram preparadas
nas trés concentracdes CQ ¢ analisadas imediatamente antes de serem
congeladas a -20 °C (tempo zero). Nos tempos especificados (24, 48 e 72 horas),
as amostras foram degeladas e analisadas a temperatura ambiente. As Tabelas
49 e 4.10 apresentam os valores percentuais de precisdo e exatiddo de

estabilidade para as replicatas de injecao (n = 3) para os trés ciclos de degelo. Os
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valores de exatidao (%) foram obtidos, calculando-se a razdo entre as

concentragdes obtidas nos tempos de degelo e do tempo zero.

Tabela 4. 9 - Resultados do estudo de estabilidade do SMX em amostras de ovo, nos

ciclos de gelo e degelo.

Concentracao Tempo Zero 1° Ciclo 2° Ciclo 39 Ciclo

(ng/mL)

(O\Y Exatidao CV Exatidao CV Exatidao CV Exatidao
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0,096 2,84 108 1,36 105 0,670 106 1,13 100
1,00 9,97 107 0,340 111 0,270 109 0,720 105
1,80 0,860 114 1,01 103 0,860 101 1,78 98,0

Tabela 4 10 - Resultados do estudo de estabilidade da TMP em amostras de ovo, nos

ciclos de gelo e degelo.

Concentracao Tempo Zero 1° Ciclo 2° Ciclo 32 Ciclo

(ug/mL)

CvV Exatidao CV Exatidao CV Exatidao CV  Exatidao
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0,096 0,580 106 6,07 114 5,46 100 13,1 103
0,500 10,6 99,7 2,77 114 0,720 102 2,92 103
0,900 0,830 102 0,780 111 0,970 95,8 6,94 102

Os resultados obtidos em todos os tempos de degelo mostraram
coeficientes de variagdo entre 0,270-1,78 % e 0,720-13,1 % para o SMX, e para
TMP, respectivamente. Os valores de exatidao variaram entre 98,2 -111 % e
95,8-114 % para o SMX e TMP, respectivamente. Estes valores evidenciam que
os dois antibidticos permaneceram estaveis nas condi¢des de estudo.

Paralelamente, observou-se que a matriz bioldgica permaneceu estavel nestas
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condi¢des, sem qualquer ocorréncia de interferéncia originada pela degradacao

do ovo.

4.7.1.2 Estabilidade de longa duracéo

O estudo da estabilidade de longa duragcdo tem como objetivo
estabelecer o tempo maximo em que amostras podem permanecer armazenadas,
apos a coleta, antes de serem analisadas.

Da mesma forma, as amostras, nas concentragcdes controle, foram
analisadas imediatamente apos a preparacdo (tempo zero) € armazenadas a -20
°C. As amostras armazenadas foram degeladas uma tnica vez e analisadas nos
seguintes tempos: 24, 48 e 72 horas, e apos 60 dias. Todos os resultados obtidos
foram calculados por interpolagdo na curva de calibracdo e comparados com os
obtidos das amostras analisadas no tempo zero, para obter o valor de exatidao.

As amostras contendo SMX e TMP apresentaram-se estdveis em
todas as condi¢des de estudo realizadas com valores de exatidao abaixo de 15%
(Tabela 4.11 e 4.12). Amostras de ovo ndo fortificadas também foram analisadas

paralelamente, nas condigdes descritas, € mostraram-se igualmente estaveis.

Tabela 4. 11 - Resultados da estabilidade de longa duragdo das amostras de ovo,

fortificadas com SMX, armazenadas a -20°C.

Concentracao Tempo Zero 24 h 48 h 72 h
(ng/mL)

(O\Y Exatidao CV Exatidao CV  Exatidao CV Exatidao
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0,096 2,84 108 1,36 105 8,57 95,7 1,33 104
1,00 9,97 107 0,340 111 3,69 105 0,410 105
1,80 0,860 115 1,01 103 3,63 97,4 2,55 99,3
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Tabela 4. 12 - Resultados da estabilidade de longa duragcdo das amostras de ovo

fortificadas com TMP, armazenadas a -20°C.

Concentracao Tempo Zero 24 h 48 h 72h
(ng/mL)

Cv Exatidao CV Exatidao CV  Exatidao CV  Exatidao
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0,096 0,580 106 6,07 114 5,60 88,5 9,61 108
0,500 10,6 99,7 2,77 114 4,71 91,9 3,03 110
0,900 0,830 103 0,780 111 4,25 88,5 2,22 107

4.7.1.3 Estabilidade de curta duracao

No teste de estabilidade de curta duracdo, as amostras
permaneceram a temperatura ambiente durante um periodo correspondente ao
tempo de preparo e manipulacdo das mesmas. O tempo médio de preparacao de
uma amostra de ovo, considerando-se o tempo necessario para a centrifugacao
(10 minutos), ¢ de cerca de 30 minutos. As amostras foram preparadas nas
concentracdes do controle de qualidade, analisadas imediatamente, ¢ deixadas
em repouso, a temperatura ambiente, durante um periodo de quatro horas antes
da andlise subseqiiente. Como esperado, considerando-se os resultados
anteriores, as amostras permaneceram estaveis durante este periodo, com
coeficientes de variagdo inferiores a 15 % e exatiddo dentro dos limites de
aceitacdo do método.

A estabilidade das amostras, durante a permanéncia no auto-injetor,
foi avaliada durante um periodo de 10 h, que foi o tempo necessario para a
realizacao da curva de calibracdo. Tanto as amostras, como a matriz (branco),
permaneceram estaveis no auto-injetor durante o periodo necessario para o

desenvolvimento da curva analitica.
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4.7.1.4 Estabilidade em solucéo

A estabilidade em solu¢ao metanolica dos antibioticos SMX ¢ TMP
ndo foi avaliada, uma vez que o estudo realizado no grupo®demonstrou uma

estabilidade das amostras em solucdo de 2 meses.



Conclusoes

"A fé ndo ¢ algo para se entender, é
um estado para se transformar.”

Mahatma Gandhi
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5. Conclusodes

As colunas RAM-BSA mostraram-se eficazes para a exclusdo das
proteinas do ovo, com um percentual médio de 95 %, utilizando-se apenas agua
como fase movel. As colunas RAM-BSA usadas sao de facil preparo, robustas e
eficientes para serem usadas como colunas extratoras para os antibioticos
sufametoxazol e trimetoprima, em amostras de ovo.

Para prolongar a vida util das colunas RAM-BSA, foi necessario a
utilizacdo de um agente de precipitagdo de proteinas, e dentre os agentes
precipitantes avaliados, a ACN mostrou-se mais eficiente na precipitagdo das
proteinas, em relacdao a solugdo de sulfato de amonio, permitindo a obtengao de
um sobrenadante mais limpo e menos prejudicial as colunas RAM-BSA.

Foram avaliadas colunas RAM-BSA de 5 ¢ 10 cm de comprimento
e ambas as colunas apresentaram falta de precisdo nos tempos de retencao para
as condi¢oes cromatograficas utilizadas

Foram avaliadas diversas condi¢cdes cromatograficas, com a
finalidade de diminuir a influéncia da matriz na analise dos antibioticos; o acido
trifluoro acético (TFA), na concentragdo de 50 mmol/L, dentre as fases mdveis
testadas, foi o Unico a possibilitar o desenvolvimento do método para anélise
simultanea do SMX ¢ TMP em amostras de ovos de galinha. Foi obtido um
tempo ideal de acoplamento, € a coluna analitica C;g foi a que apresentou a
melhor resolucdo e simetria das bandas cromatograficas para os antibidticos.

A Cromatografia Multidimensional ¢ uma técnica que permite a
analise de amostras com alto grau de complexidade, e o seu uso demanda um
tempo inicial para a determinacdo das condi¢des de andlise ¢ do acoplamento
entre as colunas, mas apds terem sido encontradas essas condi¢des, o método
desenvolvido se torna muito pratico. O emprego dessa técnica possibilitou o
desenvolvimento do método de analise simultanea do SMX ¢ TMP em amostras

de ovos.
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O método desenvolvido mostrou-se pratico, linear, exato, seletivo,
robusto e sensivel, empregando apenas um simples pré-tratamento “off line”,
reduzindo a manipulagdo da amostra e o tempo total de analise, em relagdo aos
outros métodos até entdo apresentados na literatura.”* **>>>°

O trabalho desenvolvido demonstrou que as colunas RAM-BSA
preparadas foram eficientes para a extracdo da SMX/TMP, em amostras de

ovos, inferindo que elas podem também ser utilizadas para outras classes de

compostos nesta matriz complexa.
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"Se vocé ndo aprende a rir das dificuldades,
vocé ndo ter4 nada para rir quando estiver

velho.”

Edgar Watson Howe
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