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RESUMO

Quantificagao de Residuos de Amoxicilina e Ampicilina por Injecao

Direta de Amostras de Leite de Bovino

O desenvolvimento de novos métodos para a analise e quantificagao
de farmacos e seus metabdlitos em fluidos biolégicos é de grande interesse em
diversas areas do conhecimento. O pré-tratamento de matrizes complexas ¢ uma
etapa fundamental para quantificagdo de compostos em niveis de tragos. Métodos
de injecdo direta de amostras em sistemas de cromatografia liquida 2D tém
propiciado maiores precisao e exatidao, além de limites de quantificacdo cada vez
menores. As colunas RAM permitem fazer a exclusdo de proteinas e outras
macromoléculas presentes na matriz biolégica e a extragdo de analitos de menor
massa molecular através de interagdes hidrofobicas, ibnicas ou afinidade. Neste
trabalho, avaliaram-se diversas colunas que possuem diferentes materiais
adsorvidos/ligados em sua superficie (BSA, metilcelulose e B-lactoglobulina) bem
como colunas com diferentes mecanismo e modos para a retengao dos analitos de
interesse (Cg, C1s, SAX, SCX). Utilizando a técnica de acoplamento de colunas com
deteccdo por espectrometria de massas (LC-UHPLC-MS) foi possivel quantificar
ampicilina em leite bovino empregando uma coluna RAM-BSA, na primeira
dimensédo, acoplada a uma coluna ACQUITY UPLC BEH, na segunda dimensé&o.
Utilizando o modo MRM, monitoraram-se trés transi¢des especificas, 350 > 106, 350
> 160 e 350 > 192 m/z, sendo a primeira, de maior intensidade, para a quantificacao e
as demais para confirmacdo. O método desenvolvido € simples, com tempo de analise

de 14 minutos, sem qualquer pré-tratamento de amostra, a ndo ser a centrifugagao.
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ABSTRACT




ABSTRACT

Quantification of Amoxicilin and Ampicillin Residue by Direct Injection of
Bovine Milk.

The development of new methods for analysis and quantification of
drugs and their metabolites in biological fluids is of great interest in various areas of
knowledge. The pre-treatment of complex matrices is a fundamental step for the
quantification of compounds in trace levels. Methods of direct injection of samples by
2D liquid chromatography systems have led to higher precision and accuracy, and
quantification limits ever smaller. The use of RAM columns allows the exclusion of
proteins and other macromolecules present in biological matrix and extraction of
lower molecular weight analytes through hydrophobic, ionic or affinity interactions. In
this work, a number of different RAM columns were evaluated with different
materials adsorbed or bound on the silica surface (BSA, methylcellulose and -
lactoglobulin). As well as, columns with different modes and mechanism of the
analytes retention (Cs, C1g, SAX, SCX) were used. Using the technique of column
coupling and a mass spectrometer as detector, ampicillin, was quantified, in bovine
milk samples having a RAM-BSA column, in the first dimension coupled to an
ACQUITY UPLC BEH column, in the second dimension. MRM mode with three
specific transitions, 350> 106, 350> 160 and 350> 192 m/z, were monitored. The
first, more intense, was used for quantification while the other two were used for
confirmation. The developed method is simple, with analysis time of 14 minutes

without any pretreatment of samples, except for centrifugation.
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Introducgao

1.1 - O leite

O leite, caracterizado como coléide de coloracdo esbranquicada
produzido pela glandula mamaria de mamiferos, contém os nutrientes necessarios
para o crescimento e desenvolvimento de recém-nascidos (Tabela 1.1). Possui valor
energético de 68 calorias/g e é ligeiramente acido na forma in natura, com pH em
torno de 6,40 a 6,65,

Tabela 1.1: Composicdo média das sustancias presentes no leite bovino'

Substancia %

Agua 87,3
Lipideos 3,9
Solidos 8,8
Proteinas (3/4 caseina) 3,25
Lactose 4,6
Minerais (Ca, P, Mg, K, Na, Zn, ClI, Fe, Cu) 0,65

Acidos (citrico, formiato, acetato, lactato, oxalato); enzimas
(peroxidase, catalase, fosfatase, lipase); gases (nitrogénio, 0,18

oxigénio) e vitaminas (A, C, D, By, E entre outras)

Porém, sua composigcao varia entre individuos da mesma espécie ou
de espécies diferentes de acordo com a raga, idade, alimentagdo, estagio de
lactagao, variagdes climaticas, entre outros. A Tabela 1.2 compara a propor¢ao, em
porcentagem, dos componentes maijoritarios presentes no leite de acordo com as

diferentes espécies?.



Tabela 1.2: Composigdo aproximada do leite bovino, humano, caprino e ovino?

Componente Bovino (%) Humano (%)  Caprino (%) Ovino (%)

Proteina 3,4 1,0 29 5,5
Caseina 2,8 0,4 2,5 4,6
Lipideos 3,7 3,8 4,5 7,4
Lactose 4,6 7,0 4.1 4,8

A maioria das substancias presentes no leite ndo se encontra como
moléculas individuais em solugdo. Elas existem como estruturas associadas e
complexas, como é o caso dos lipideos que estdo organizados na forma de grandes
glébulos de gordura e sao protegidos por uma fina membrana e a caseina que esta
presente na forma de grandes micelas esféricas.

A ampliagdo da imagem de uma aliquota de leite permite observar esta
organizagdo. Em uma baixa ampliagdo (5x) € observado um liquido uniforme, porém
turvo. Com uma ampliagao de 500x, gotas esféricas de gordura, conhecidas como
glébulos de gordura podem ser vistas. Em uma ampliagdo ainda maior (50000%), as

micelas de caseina podem ser observadas, como representado pela Figura 1.1.

x1 Liquido Opaco

° L . x1000 Emulséo de Gordura
D O ° o 0. !
o o o
0
o o 0o ©

o #—F=~ Globulos de Gordura

x10 000 Suspensdo de Caseina

L. Globulos de Gordura

-~ Micelas de Caseina

Figura 1.1: Representagao esquematica dos principais constituintes do leite.
Adaptado da referéncia’



A importancia do leite na dieta alimentar se deve ao fato deste produto
ser fonte de proteinas e minerais essenciais a promocdo ao crescimento e a
manutengao de uma vida saudavel nos trés periodos da vida®.

O mercado internacional de produtos lacteos aponta boas perspectivas
comercial para o pais. Os principais produtores mundiais ja alcangaram seu nivel
maximo de produc¢ao. Ja o Brasil ainda tem muito que crescer. A producio de leite
no pais vem aumentando desde 2000, ocupa quinta posigdo no ranking dos
produtores de leite. Os produtos lacteos sdo enviados para mais de 70 paises e
movimentam 200 milhdes dolares por ano*. A Tabela 1.3 mostra um ranking dos

principais paises produtores de leite no mundo.

Tabela 1.3: Principais paises produtores de leite no mundo — 2009

Volume produzido

Paises % do total
mil toneladas
19 Estados Unidos 85.859.400 14,7
2° india 45.140.000 7,7
3° China 35.509.831 6,1
4° Russia 32.325.800 5,5
5° Brasil 29.112.000 5,0
6° Alemanha 27.938.000 4.8
7° Franca 23.341.000 4,0
8° Nova Zelandia 15.400.000 2,6
9° Reino Unido 13.326.500 2,3
10° Pol6nia 12.447.200 2,1

Fonte: FAO/Faostat
Elaboracido: Embrapa Gado de Leite. Junho/2011

No Brasil, grande parte da producdo esta concentrada na regido
Sudeste, embora o Sul e Nordeste tenham crescido muito. Na regido sudeste, o
maior produtor é o estado de Minas Gerais, com 30% do leite brasileiro® (Figura 1.2).
Dados recentes do IBGE® indicam que houve producdo de 5,167

bilhdes de litros de leite industrializado no 3° trimestre de 2010, indicando um
4



aumento de 5,6% com relagédo ao 2° trimestre de 2010 e de 6,0% em relacéo ao 3°
trimestre de 2009.

De acordo com os indices apresentados pode-se comprovar a
importancia econémica, social e nutricional que os produtos lacteos representam.
Dessa forma, grande atencao tem sido dada as questdes relacionadas a seguranga
destes alimentos, no qual o desenvolvimento de métodos de analise mais sensiveis
e seletivos para o controle de qualidade tem contribuido significativamente para que
0 pais possa continuar despontando nesse setor produtivo e enfrentando os desafios

oriundos da competitividade no mercado internacional’.

N

21

MG + GO + RS + SP + PR = T0,6%
SC+BA+RJ+MT+M3+RO=171%
Total da producso de leite no Brasil, 19.070 milhdes de liros

Figura 1.2: Percentual da produgéo dos principais estados produtores de leite.
Fonte: IBGE — Pesquisa da Pecuaria Municipal. Elaboracdo: Laboratério de
Geoprocessamento Embrapa Gado de Leite.

1.1.1 - Mastite

Considerada a doenga mais importante do ponto de vista econémico na
producao leiteira, a mastite, inflamacdo das glandulas mamarias de bovinos®, é
causada por microrganismos que invadem a ubere, se multiplicam e produzem

toxinas e outras substancias irritantes.



E caracterizada por causar uma série de alteracdes microbiolégicas,
fisico-quimicas, organolépticas no leite como alteragdo de coloragdo, aparecimento
de coagulos e presenca de um grande nimero de leucécitos®.

As bactérias gram positivas sao responsaveis pela maior incidéncia de
casos espontaneos de mastite predominando a espécie de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus agalactiae™.

Os impactos econbémicos surgem através da queda na produgao
leiteira, perda na qualidade do leite, maior custo de produgédo (Tabela 1.4) e o
descarte prematuro de vacas por perda de um ou mais quartos mamarios, que se
tornam fibrosos e improdutivos'' e sua magnitude varia conforme a intensidade do

quadro e o agente causador'?.

Tabela 1.4: Perdas estimadas devido a mastite bovina

Fonte dos prejuizos %
Reducéao na producéao 66
Descarte do leite 57
Custos de substituicao 22,6
Trabalho extra 0,1
Tratamento 4.1
Servigos veterinarios 1,5

Fonte: Current concepts of mastistis, 4™ ed., 1996. National Mastitis Council,
Inc., Madison, WI

Além do aumento do numero de células, a mastite provoca alteragdes
nos trés principais componentes do leite, gordura, proteina e lactose. Nos individuos
infectados se observa uma reducgao de proteinas sintetizadas na glandula mamaria (
o e B caseina, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina) e aumento nas proteinas de
origem sanguinea (albumina sérica e imunoglobulinas). As quantidades de proteinas
totais do leite tém pouca variacdo, mas a concentracdo de cada tipo de proteina
varia acentuadamente’. H4 uma reducdo nos teores de lactose e um aumento na
quantidade de sédio e cloreto, o que confere ao leite um sabor mais salgado. Dessa
forma a lactose pode servir como indicador nos casos de perda da qualidade do leite

pela mastite’ (Tabela 1.5).



Tabela 1.5: Alteragao na composic¢ao do leite devido a mastite. Quantidades médias

(g/100g) encontradas no leite normal e leite mastitico'.

Leite Normal (%)

Leite Mastitico (%)

Gordura 3,5 3,2
Lactose 4,9 4,4
Proteina Total 3,61 3,56
Caseina Total 2,8 2,3
Proteina do soro 0,8 1,3
Albumina sérica 0,02 0,07
Lactoferrina 0,02 0,1
Imunoglobulina 0,1 0,6
Sédio 0,057 0,105
Cloreto 0,091 0,147
Potassio 0,173 0,157
Calcio 0,12 0,04

1.2 - Antibioticos na medicina veterinaria

Antibidticos sao utilizados na medicina veterinaria no tratamento de
infeccdes, prevencdes de doengas e como aditivos nos alimentos que promovem o
crescimento e ganho de massa'®. Sua administracdo pode ser feita via mamaria
para o tratamento da mastite; por via parental, na terapia de infecgdes; por via
intrauterina, para o tratamento de infecgbes uterinas, cervicais e vaginais, e por via
oral, para o tratamento de doencas ou como suplemento alimentar, em doses

subterapéuticas'’.



O uso indiscriminado de medicamentos veterinarios no manejo do gado
leiteiro pode levar a presenca de residuos de medicamentos no leite.

Residuos de antibiéticos sao substancias frequentemente encontradas
no leite e trazem efeitos indesejaveis na qualidade, propriedades fisico-quimicas,
qualidade dos produtos lacteos. Além disso, alteram os processos fermentativos na
fabricagdo de queijos e iogurtes, ja que as bactérias laticas sdo mais sensiveis aos
antibidticos, impedindo que a fermentacao ocorra satisfatoriamente.

Para os consumidores podem causar efeitos toxicos diretos como
reacdes alérgicas a individuos hipersensiveis, ou problemas indiretos pela indugao
da resisténcia de bactérias ao tratamento'®.

A persisténcia de residuos de antimicrobianos no leite varia com o
produto e depende de varios fatores como, por exemplo, dose e via de
administracdo, excipientes utilizados, solubilidade, entre outros'®.

A importancia do controle continuo de residuos de antibi6ticos em leite
€ enfatizada com respeito a todo o leite e produtos lacteos utilizados na alimentagao
humana. Os principais antibiéticos veterinarios usados hoje incluem B-lactédmicos,
sulfonamidas, tetraciclinas, aminoglicosideos, clorafenicdis, macrolideos e
quinolonas.

Para monitorar a quantidade de residuos de antibidticos em leite sdo
comumente utilizados testes de triagem imunoldgicos e microbiolégicos, além de
técnicas analiticas especificas e sensiveis, como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Nascimento et al'® avaliaram a ocorréncia de residuos de antibiéticos
em 96 amostras de leite pasteurizadas de 6 diferentes marcas adquiridas em
estabelecimentos comerciais de Piracicaba, SP por meio de ensaio microbiologico;
50% das amostras apresentaram residuos de antibidticos, sendo que uma das
marcas apresentou 72,5% das amostras com residuo de ampicilina e outra com 50%
das amostras contendo outros inibidores incapazes de ser identificados pela
metodologia proposta.

Nero et a° realizaram um estudo em 210 amostras de leite cru
coletadas em quatro regides produtoras de leite no Brasil. A presenca de residuos
foi detectada em 24 amostras com uma maior incidéncia na regiao de Londrina.

No Brasil, o 6rgdo responsavel por estabelecer os limites maximos de

residuos em alimentos € o Ministério da Agricultura através do Plano Nacional de
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Controle de Residuos (PNCR) que exige a pesquisa periodica de residuos de
antibidticos em leite, que ndo devem ser superiores aos Limites Maximos de
Residuos (LMR) previstos para cada grupo especifico (Tabela 1.6)%.

Se tais limites ndo estdao estabelecidos por este ministério, utiliza-se as
diretrizes estabelecidas pela CODEX ALIMENTARIUS?? ou Food and Drug

Administration, Estados Unidos?°.

Tabela 1.6: Nivel maximo de residuo permitido para antibidticos em leite

Substancia Antimicrobiana LMR (ug kg™
B-lactamicos
Penicilina G 4
Amoxicilina 4
Ampicilina 4
Ceftiofur 100
Cefapirina NE*
Sulfametazina 100
Sulfadimetoxina 100
Gentamicina NE
Oxitetraciclina 100
Tilosina NE

*NE = nao especificado
Fonte: PNCR, Instrucdo Normativa 42, 1999

1.2.1 - Antibioéticos

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos que promovem a
inibicdo do crescimento ou morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados
de acordo com a sua origem, biossintese, acdo predominante e mecanismo de agao.

De acordo com a sua origem, os antibiéticos podem ser divididos como
produzidos por bactérias, fungos e actinomicetos.

Em relacdo a sua biossintese podem ser derivados de aminoacidos,
acgucares, acetatos e propiatos entre outros.

Como agao predominante, mais conhecida como espectro de atividade,
existem aqueles com atividade predominante em bactérias gram-positivas, gram-

negativas, micobactérias, antimicoticas e de amplo espectro.



Segundo o mecanismo de agdo, podem ser classificados em: a)
antibidticos de acao superficial, que interferem no transporte ativo através da
membrana; b) antibiéticos que inibem a biossintese da membrana ou protéica; e c)

antibiéticos que impedem a acdo de cofatores enzimaticos (Figura 1.3)%*.

Inibidores da
sintese da parede
celular:
Penincilina
Cefalosporina
Vancomicinas

Bacitracina Inibidores da
Isoniazidas sintese de
proteinas:

Aminoglicosidicos
Tetraciclinas
Clorafenicois

Macrolideos

Inibicao da sintese
de DNA ou RNA:

Qinolonas

Rifampicinas

ﬁﬁi?g;}gg;ass Destruicdo da menbrana
plasmatica:
Polimixinas

Inibigcdo de rotas metabdlicas gerais:
Sulfonamidas
Trimetropim

Figura 1.3: Mecanismo de agéo dos antibidticos. Adaptado da referéncia®.

Estima-se que o consumo mundial de antibiéticos esta na faixa de 100

a 200 mil toneladas por ano %°.
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1.2.1.1 - Antibiéticos p-lactamicos

A histéria das penicilinas se iniciou com Alexander Fleming em 1928 ao
observar a produgdo de um agente antimicrobiano por fungos. Posteriormente,
Fleming identificou a colénia como sendo uma espécie rara de Penicillium. Porém
somente em 1938, Florey e Chain chegaram ao extrato bruto contendo a penicilina
que se tornou o primeiro antibiético a se tornar disponivel para uso clinico®.

As penicilinas correspondem aos mais seletivos agentes microbianos
apresentando um elevado indice terapéutico. Contém em sua estrutura um anel
B lactamico, que interage com proteinas denominadas PBPs (Penincillin Binding
Protein), inibindo a enzima envolvida na transpeptidagao, responsavel pela ligagao
entre as cadeias de tetrapeptideos do peptideoglicano. Com isso, ha o impedimento
da formacédo das ligagbes entre os tetrapeptideos de cadeias adjacentes de
peptideoglicano, ocasionando a perda da rigidez da parede celular 27 Acredita-se
também que tais drogas podem atuar promovendo a ativacdo de enzimas autoliticas,

resultando na degradacao da parede celular (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Formagdo da ligacdo cruzada para a construgdo da parede celular de

bactérias?®.
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Todos os antibidticos B lactdmicos tém um elemento estrutural em
comum, um anel de quatro membros (3 lactdmico) geralmente fundido a outro anel
de cinco (tiazolidina) ou seis (dihidrotiazina) membros, formando as penicilinas ou
cefalosporinas respectivamente (Fig. 1.5). Tal sistema biciclico € fundamental por
mimetizar o residuo dipeptidico terminal D-Ala-D-Ala da cadeia peptideoglicana,

substrato da enzima transpeptidase (Figura 1.6).
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Figura 1.5: Representacgao estrutural dos antibiéticos B lactamicos e cefalosporinicos
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Figura 1.6: Mecanismo de ac&o normal e mecanismo inibido pela molécula de

penicilina®®.
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Além do sistema biciclico, a cadeia lateral (R) determina a estabilidade
e o espectro de atividade de diferentes derivados, ja que o sistema biciclico
tensionado proporciona instabilidade quimica ao anel B-lactamico que fica, dessa
forma, susceptivel ao ataque nucleofilico, comprometendo assim a integridade do
grupo farmacoférico.

No caso de ampicilinas, amoxicilinas e oxacilinas foram adicionados
grupos retiradores de elétrons no carbono a ao carbono carbonilico da cadeia lateral
de penicilinas, que diminuem a nucleofilicidade do oxigénio carbonilico aumentando
assim a estabilidade em meio acido. Além de aumentar o espectro de atividade
frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas?’.

A ampicilina foi a primeira penicilina semi-sintética que mostrou acao
contra bacilos gram-negativos, ampliando o espectro de agdo das penicilinas. E

comercializada na forma anidra, tri-hidratada e sddica®®,

1.2.2 - Métodos empregados para a determinacao de
antibiéticos B-lactamicos.

O primeiro documento a retratar a analise de residuos quimicos em
alimentos de origem animal é da década de 70. Residuos podem ser definidos como
substancias presentes na matriz (carne, leite, ovos, entre outros) em baixas
concentracdes (ug kg™’ ou ng kg™"), apés algum tipo de administracdo®.

Os métodos mais comumente usados para detectar residuos de
antibidéticos eram testes de inibicdo, por meio de culturas utilizando varios
microrganismos como B. subitilis, Sarcina lutea, Strep thermophilus e Sterp lactis ou
kits de testes rapidos baseados em receptores imunes (Twin-Sensor, b-Screen,
Charm Il assay, b-star, etc.)3°. Apesar de tais métodos serem versateis, simples e
relativamente baratos, eles determinam o numero aproximado da quantidade de
residuos detectados, sdo pobres em seletividade e especificidade, pois estao
sujeitos a interferéncias causadas por inibidores ndo especificos ou outros farmacos
antimicrobianos®"%2.

O controle efetivo e eficiente de substancias ilegais requer o uso de
métodos confirmatérios que sejam sensiveis, seletivos, seguros e robustos.

Rudan et a/® utilizaram métodos microbioldgicos e de imunoensaios
para a determinacéo de antibidticos em leite bovino. Porém, para identificar os falsos
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positivos, as amostras com possiveis niveis de residuos foram analisadas por HPLC-
DAD. Os falsos positivos sao resultados da interagdo com algumas substéncias
utilizadas para a conservacgao do leite ou sanitizagdo do maquinario.

Uma grande variedade de métodos utilizando como ferramenta a
cromatografia liquida de alta eficiéncia vem sendo utilizadas para a analise de
compostos em fluidos bioldgicos.

A determinacéo de antibidticos B-lactdmicos em agua, leite e carne de
frango através da cromatografia liquida capilar apresenta algumas vantagens se
comparada a cromatografia tradicional, como o menor consumo de solventes,
amostras e menor quantidade de residuos. O trabalho desenvolvido por Bailon-
Pérez et al* utilizou a técnica de extragdo em fase solida (SPE) com o uso de
cartuchos Oasis HLB para o pré tratamento de amostras. A separagao
cromatografica ocorreu em uma coluna capilar C1g e para o sistema de deteccao fez-
se 0 uso de um detector de arranjo de diodos (DAD).

Porém, a absortividade molar destes antibiéticos em baixos valores de
comprimento de onda (230 nm) faz com que analises utilizando como detector um
espectrofotdmetro seja um desafio®.

Por esta razdo métodos sensiveis e seguros tém sido desenvolvidos
principalmente empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) ou em série (LC-MS/MS), com pré
concentragédo, empregando a técnica de extragdo em fase solida.

Nos ultimos cinco anos houve um grande aumento do uso da técnica
de ionizagdao a pressao atmosférica LC-MS/MS na determinagdo de residuos de
farmacos veterinarios.

A técnica de ionizacido por eletronebulizacdo se tornou a forma mais
popular para a ionizagcao de moléculas. Entretanto, a escolha do modo de operacgao,
positivo ou negativo, depende da composicdo da fase movel utilizada e das
caracteristicas estruturais da molécula.

Martinez-Huelamo e colaboradores® desenvolveram métodos para a
determinacao de oito penicilinas por LC-UV, LC-MS e LC-MS/MS em leite utilizando
o SPE como técnica de preparo de amostra. Foram testados cinco tipos de
cartuchos com diferentes propriedades de retengdo (Bond Elut C4g, Isolute ENV+,
Oasis HLB, Oasis MAX e SDB-RPS). Aquele que apresentou melhores valores de

recuperacao foi o Oasis HLB. A separagcéo cromatografica ocorreu em uma coluna
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analitica Lichrosphere RP-18. As analises no espectrometro de massas foram
realizadas no modo positivo de ionizagdo através do monitoramento de reacdes
multiplas (MRM), nas quais foram monitoradas duas transigcbes, uma para a
quantificacao e outra para a identificacdo dos compostos em estudo.

Kantiani et al. * utilizaram a técnica de extracdo em fase solida (C1s)
acoplado a uma coluna de fase reversa (Cq2), SPE-LC/ESI-MS-MS, para a
determinacgao de antibioticos penicilinicos e cefalosporinicos em leite. A identificagdo
e confirmacgao dos compostos foi feita através do monitoramento de duas transicoes
especificas no modo MRM com os analitos também ionizados positivamente
(ESI(+)). Em ambos os casos, foi utilizado como fase mével uma mistura de
acetonitrila e agua com uma porcentagem de 0,1% de acido férmico.

Fernandez-Torres e colaboradores>® estudaram o uso da cromatografia
liguida de alta eficiéncia com sistema de deteccédo arranjo de diodos-fluorimetro
(DAD-FL) na determinagdo de 11 antibidticos e seus metabdlitos em urina com
otimizagao de dois métodos de pré tratamento de amostras (SPE e tratamento direto
com metanol e acetonitrila). O método pode ser aplicado para andlise de rotina em
pacientes em tratamento com diferentes formulagdes.

De modo geral, na maioria dos trabalhos publicados para antibiéticos 3-
lactamicos, encontra-se 0 uso de colunas no modo reverso de eluigdo, a utilizagao
de solugdes tampao com diferentes valores de pH; cromatografia de par i6nico e de
troca idnica.

Como etapa de pré-tratamento, os métodos envolvem a precipitacdo de

proteinas, extracao liquido-liquido ou extragao em fase sélida.

1.3 - Preparo de amostras

O preparo de amostras, etapa responsavel por 80% de todo o processo
analitico, é requisito essencial para a obtencdo de um método seletivo e sensivel
destinado a analise de tracos em matrizes complexas®’.

Idealmente deve ser um processo rapido, de facil execucéo, barato e
compativel com uma grande variedade de equipamentos, gerar perda minima de
amostra, uma boa recuperacao e ser eficiente quanto a eliminacao de interferentes

presentes na matriz com menor manuseio de amostras.
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Apresenta como etapas principais a extragcdo, o isolamento e a
concentracdo do farmaco de interesse presente na matriz complexa®. Porém, a
dificuldade no seu desenvolvimento consiste no fato de que substancias presentes
na matriz biolégica podem apresentar propriedades fisico-quimicas e semelhanca
estrutural se comparado com o analito de interesse, além do fato de este estar em
baixas concentragdes.

Sao utilizadas para a extracdo e/ou pré-concentracao de compostos
presentes em fluidos biolégicos, as classicas e bem estabelecidas técnicas de

4041 o extracdo em fase sélida

precipitacdo de proteinas *°, extracdo liquido-liquido
(SPE, solid phase extraction). Porém, estas técnicas apresentam algumas
desvantagens, apresentadas na Tabela 1.7. Além disso, o pré-tratamento de
matrizes complexas contaminadas com antibidticos p-lactdmicos é dificultado pela
caracteristica anfotera e alta polaridade dos mesmos (o que possibilita a co-eluigéo
com compostos endogenos), baixa solubilidade em solventes orgénicos e em
condigbes acidas (o que dificulta etapas de extracao liquido-liquido para o pré-
tratamento de amostras). Tais desvantagens por estas técnicas impulsionaram (ou
motivaram) o desenvolvimento de novos métodos, cujo objetivo € a miniaturizagao,
que proporciona a utilizacdo de uma menor quantidade de amostras, obtencao de
maior seletividade e especificidade na extragdo, menor consumo de solventes

organicos e a capacidade de automacgéo (preparo de amostras on-line).

Tabela 1.7: Desvantagens oferecidas pelas técnicas de pré-tratamento de amostras
mais usuais.

Técnica Desvantagem

o , Nao ha a eliminacdo dos demais interferentes, apenas
Precipitacdo de Proteinas )
proteinas

Solvente de extracdo imiscivel com a amostra, dificuldade
Extracao Liquido-Liquido de extragio de compostos polares, grande volume de

solventes organicos

N . Analito pode estar dissolvido em solventes incompativeis
Extracao em Fase Sdlida _ .
com o sistema analitico

A técnica de microextracdo em fase solida (SPME), proposta por

Pawliszyn e colaboradores*?, consiste de uma fibra de silica fundida coberta por um
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filme de um polimero ou adsorvente solido capaz de adsorver o analito de
interesse*®. A fibra pode estar imersa diretamente na solugdo da amostra, ou
suspensa (headspace), no caso de analitos volateis. Seu acoplamento com o HPLC
(SPME/HPLC) necessita de uma interface, camara de dessorgao, utilizada para a
dessorcdo com solventes antes da analise no sistema cromatografico **. Entretanto,
apresenta como desvantagem e maior limitagdo, os baixos valores de recuperagao e
o fato de que as fibras revestidas serem caras e ndo poderem ser utilizadas varias
vezes*®.

A técnica de microextracdo em fase liquida (LPME, Phase Liquid
Microextraction) foi desenvolvida com intuito de minimizar as desvantagens da LLE,
aumentar a extracdo dos analitos e o numero de analises por tempo. Foi introduzida
no ano de 1996 %" e durante os anos foram desenvolvidas diferentes formas de
abordagens: i) microextragdo em gota suspensa (SDME); ii) microextragdo em fase
liguida com fibras ocas (HF-LPME); iii) microextragcao liquido-liquido dispersiva
(DLLE).

Porém, a LPME possui como base o principio de que os analitos séo
extraidos da matriz, fase aquosa, através de uma fase aceptora organica *®*°. Esta
fase aceptora pode estar imersa diretamente ou permanecer suspensa sobre a
matriz na qual sera feita a extragao.

Varias técnicas de microextragdo em fase liquida tém sido empregadas
para a analise por LC e, dentre elas, destacam-se: a microextracao liquido-liquido
dispersiva, microextracao em fase sélida com fibras ocas e a microextragcdo em gota
suspensa.

A microextracédo liquido-liquido dispersivo (DLLE, Dispersive Liquid-

Liquid Microextraction), desenvolvida por Assady et al.*®

, envolve a interacao entre
um solvente dispersante e um solvente de extragcdo com a matriz da amostra que
contém os analitos de interesse, ha a formacdo de uma emulsdo e apos este
processo faz-se a centrifugagédo, os analitos sdo entdo sedimentados, extraidos e
analisados®'®*. Varios trabalhos na literatura relatam a influéncia de fatores tais
como, tipo e volume de agente dispersante, pH e concentragao de sais na extragao
de farmacos em matrizes biolégicas®**>°°,

Na microextracdo em fase liquida com fibras ocas (HF-LPME, Hollow-
Fiber Liquid-Phase Microextraction), um solvente organico de extragado imiscivel em

agua é impregnado nos poros de uma membrana capilar porosa e hidrofébica e seu
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limen preenchido com microlitros de uma fase aceptora®®. Os analitos, que devem
possuir uma solubilidade maior em solventes organicos, sdo entdo extraidos da
amostra, por difusdo e posteriormente transferidos para uma solugdo aceptora. °°.
Ebrahimzadeh at al. desenvolveram um estudo que relata o uso da técnica HF-
LPME combinada com HPLC-UV na determinagao de residuos de propiltiouracil em
matrizes bioldgicas. O meétodo de pré-tratamento foi otimizado de forma a extrair um
composto com caracteristica polar utilizando diferentes concentragcdes de contra-
ions na fase aceptora. Isso se deve ao fato de que geralmente solventes orgéanicos
sao imobilizados nos poros da fibra o que dificulta a solubilidade de extracdo de
moléculas com caracteristicas polares. A proposta é entdo adicionar reagentes
ibnicos relativamente hidrofébicos a fase doadora ou orgénica, permitindo a
formacdo de um par idnico com o analito de interesse ®. A técnica de HF-LPME
também foi utilizada para a analise de acido salicilico, ibuprofeno, diclofenaco e seus
respectivos metabdlitos em amostras de urina ®' além de outros farmacos na mesma

matriz>®%?%* monitoramento dos niveis de farmacos em plasma >

57,64

e na
determinacao de contaminantes na agua

Finalmente, a microextragdo com gota suspensa (SDME, Single-Drop
Microextraction), em que a fase extratora é a gota de um solvente organico imiscivel
em agua suspensa em uma ponta de agulha, a gota apds ser exposta a amostra e
fazer a extragdo dos analitos de interesse é retraida para a seringa e injetada no
sistema cromatografico®®®. A gota pode estar em contato direto com a solucgdo de
interesse, ou suspensa em um “headspace” o que leva a algumas vantagens como

baixo custo, consumo de solventes e amostras®®.

1.3.1 - Preparo de Amostras on line

Com o desenvolvimento de novos métodos de injecdo direta de

amostras ha a natural substituicdo das técnicas de preparo de amostras off line. O

preparo on line traz vantagens como a reduc¢do das etapas destinadas ao clean up,

a concentragcdo do analito de interesse, uma menor manipulacido por parte dos

analistas diminuindo assim as fontes de erros, a possibilidade de contaminacgao,
perda de analitos, gasto com solvente e um maior nimero de analises por tempo’°.

Devido ao grande sucesso da técnica de extracdo em fase solida (SPE) na

sua configuracédo off line, desenvolvimentos tecnolégicos foram feitos de modo a
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possibilitar o acoplamento da SPE aos sistemas de LC, dando origem ao SPE on

71-75

line Posteriormente fases especiais foram criadas e possibilitaram novos

avangos no preparo de amostras on line, sao elas: colunas de meio de acesso

77-79 e de

restrito (RAM) ®, colunas de fluxo turbulento e colunas monoliticas
polimeros molecularmente impressos®.

As colunas RAM séao principalmente utilizadas na analise de micromoléculas
(farmacos, substéncias endogenas, xenobidticos entre outros) em matrizes
complexas contendo macromoléculas (proteinas). A expressdo meio de acesso
restrito (restricted acces media - RAM) foi introduzida por Desilets et al. em 1991 ®',
Tais colunas eliminam a necessidade de haver um pré-tratamento de amostras e
podem ser utilizadas como pré colunas, em um sistema multidimensional, acopladas
a colunas analiticas por uma valvula de comutacdo (column switching).

Apresentam os principios da cromatografia de interagbes hidrofilicas,
hidrofdbicas, troca ibnica e exclusdo por tamanho.

A fase hidrofilica recobre a superficie externa e € responsavel pela repulsao
das macromoléculas, impossibilitando que haja a adsor¢gdo no suporte
cromatografico. Este mecanismo é combinado a exclusdo por tamanho o que
impossibilita que moléculas maiores entrem nos poros. A fase hidrofébica ou de
troca ibnica recobre a superficie interna dos poros onde pequenas moléculas de
analito penetram e interagem com a superficie interna dos poros. A Figura 1.7
esquematiza a retencao seletiva das micromoléculas, enquanto as macromoléculas

sdo excluidas.
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Figura 1.7: Esquema do mecanismo proposto para a exclusdo de macromoléculas®.

Atribui-se a criagdo desse novo material a Hagestam e Pinkerton que

apresentaram o conceito de internal surface reversed-phase (ISRP)

para analise
de farmacos em fluidos bioldgicos.

Em 2006, Cassiano et al> apresentaram uma revisdo na qual
discutiram o histérico e os modos de classificagao das colunas de meio de acesso
restrito.

As fases bimodais com proteinas imobilizadas em sua superficie tém
sido utilizadas em nosso grupo de pesquisa com bastante sucesso. Foram
inicialmente estudadas no grupo de Yoshida através da saturagdo de silicas
alquilicas (C1g) com proteinas desnaturadas (a1-acido glicoprotéico (AGP) humana)
8 e comercializada com nome de Bio Trap.

Nesta mesma classe estdo os estudos desenvolvidos por Menezes et
al, em que suportes de silica Cg e C4g foram recobertos com albumina sérica bovina
(BSA) ou humana (HSA) e estabilizadas através de ligagdo cruzada com
glutaraldeido®®’.

As colunas de meio de acesso restrito com proteina imobilizada (RAM-
BSA) sao utilizadas com grande sucesso ha 10 anos em nosso grupo com diferentes

88-92 93-96

matrizes como plasma®®?, leite bovino®*®®, ovos® e aguas residuais®. Sendo o
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primeiro trabalho publicado pelo grupo o de Cassiano et a®® na quantificagdo dos

enantidmeros do metirapol em presenga da metirapona em plasma humano.

1.4- Espectrometria de Massas

1.4.1 - Fonte de lonizacao

O desenvolvimento da técnica da ionizacdo a pressao atmosférica
(API) acoplado a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a espectrometria
de massas (LC-MS/MS) introduziu uma nova era na analise qualitativa e quantitativa
de residuos de medicamentos veterinarios. A APl que inclui tanto a ionizagao por
eletronebulizagdo (ESI) como a ionizagao quimica por pressdo atmosférica (APCI),
complementa a classica tecnologia de GC/MS tornando possivel a determinacéo de
compostos com massas moleculares maiores e substancias nao volateis, sem a
necessidade da derivacgo'®.

A escolha da interface para a ionizagao de um dado analito deve ser
feita levando-se em conta sua natureza quimica '°'. Analitos que ja estdo ionizados
em solugdo, como os farmacos analisados neste estudo, sdo melhores analisados
por ESI, onde ocorre a transferéncia do ion da solugdo para a fase gasosa,
enquanto na APCI a ionizagdo ocorre na fase gasosa %1%,

Os mecanismos de ionizacao por electronebulizacdo (ESI) ainda estao
em estudo, porém a proposta mais aceita € que na primeira etapa ha a formagao de
um spray eletrolitico que gera pequenas gotas carregadas, e destas sao liberados os
ions. E feita através da insercéo do liquido efluente bombeado do LC com vazo de
baixa velocidade a um microcapilar carregado por um forte campo magnético, o que
faz com que seja criado um jato fino de particulas altamente carregadas'®.

Ha a eliminacdo do solvente por evaporagao e para auxiliar neste
processo ha um fluxo de gas inerte secante, normalmente nitrogénio.
Consequentemente, com a diminuicdo das gotas, estas se tornam cada vez mais
instaveis devido a forgas eletrostaticas que excedem a for¢ca da tensao superficial
(limite de “Rayleigh”) o que faz com que restem apenas ions da amostra que seréo
levados ao analisador. Este processo também é conhecido como explosdes de

Coulomb ou “Couldmbicas”'**'% (Fig. 1.8).
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Figura 1.8: Esquema de formacgdo do electrospray no modo positivo. Adaptado da

referéncia’®’.

A formacgao do spray é diretamente afetada pela voltagem do capilar,
vazao, tipo e concentragcao do tampao utilizado como fase movel.

A dessolvatagdo das gotas formadas e a ionizagdo dos analitos sdo
favorecidas pela formacgao inicial de pequenas gotas. Por esta razdo, solventes com
alta tensao superficial e/ou alta viscosidades devem ser evitados. A concentragao do
tampao também afeta diretamente o tamanho da gota formada, quanto maior sua
concentragdo menor sera o tamanho da gota, porém a concentracdo do tampéo
também afeta a eficiéncia da ionizacdo do analito e em altas concentragdes a
relacdo entre a resposta do detector e a concentracdo do analito pode ser nao
linear'%®1%8,

A vazao da fase movel afeta o tamanho e a distribuicdo dos tamanhos
das gotas formadas durante o processo de formagdo do electrospray e
consequentemente, o numero de cargas em cada gota. Logo em menores vazdes,
goticulas de menores didmetros sao formadas culminando em uma melhor liberagéo
de ions para a fase gasosa e melhora nos resultados'®.

Outro fator que altera a formagdo do electrospray é a voltagem do
capilar, os valores de voltagem elevados levam a formacdo de gotas menores,
porém tais valores nao podem ser tdo elevados a ponto de haver uma descarga de

alta tenséo ao invés da formacgao de goticulas.
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1.4.2 - Analisadores

Em geral as andlises de farmacos em matrizes bioldgicas envolvem
analisadores de massas do tipo triplo quadrupolo, ion trap ou um hibrido destes.
Instrumentos do tipo triplo quadrupolo, que sdo muito utilizados na quantificagao de
residuos, produzem ions através da fragmentagcdo por colisdo induzida, no modo
MRM, fornecendo assim ions filhos com o monitoramento de transi¢cdes especificas
(MSZ). Ja os que possuem analisadores do tipo ion trap podem produzir uma
quantidade maior de ions fragmentos (MS"), o que fornece um espectro de massas
mais detalhado possibilitando a caracterizagao e confirmagao estrutural de um dado
composto'?1%°,

Tais caracteristicas fazem da espectrometria de massa em tandem
altamente sensivel e capaz de alcangar limites de detecgdo cada vez menores ja
que, ao monitorar uma transi¢cao especifica ha um consideravel aumento na relagao
sinal/ruido sendo possivel eliminar moléculas de interferentes que possuam massa
molecular proxima ao analito de interesse’™°.

Novas tecnologias de equipamentos hibridos, tais como o linear ion
trap (LITs), linear ion trap orbitrap (LTQ-orbitrap), quadrupolo-tempo de vbo (Q-
TOF), oferecem a vantagem de escanear massas em alta velocidade, preciséo e
detectabilidade além da capacidade de operar em diferentes modos de
aquisigao ',

Um analisador do tipo quadrupolo, utilizado para separar ou diferenciar
ions, consiste de quatro hastes simetricamente arranjadas as quais sdo aplicadas
correntes de radio frequéncia (RF) e correntes direta (DC) que funcionam como um
separador de massas, ou filtro, de forma que somente ions com uma determinada
faixa de massa exibem oscilagdes de amplitude constante que podem assim ser

coletados pelo analisador (Fig. 1.9).
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Figura 1.9: Feixe de ions em um analisador quadrupolar. Adaptado da referéncia’'.

Neste arranjo, trés quadrupolos sao dispostos de forma que somente o
primeiro e o terceiro s&o utilizados como analisadores.

O primeiro quadrupolo (Q1) funciona como um filtro de massas que
transmite e acelera os ions para a célula de colisdo (Q2). Esta pode ser um
quadrupolo ou octapolo, preenchida com gas inerte (hélio, nitrogénio ou argénio) em
que € aplicada somente a corrente de radio frequéncia (RF), ndo havendo dessa
forma selegdo de massa. A pressdo em Q2 é bem alta o que faz com que os ions
colidam com o gas inerte tendo como resultado uma fragmentagdo por coliséo
induzida (CID — collision-induced dissociation). Os ions sdo entao acelerados para o
terceiro quadrupolo (Q3) que é também um analisador e fara a selecdo dos

fragmentos de interesse (Fig. 1.10)'%.
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Figura 1.10: Esquema de funcionamento de um equipamento com dois analizadores

quadrupolares em tandem. Adaptado da referéncia’’.

1.5 — Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia se mostrou uma técnica bem
estabelecida no desenvolvimento de métodos analiticos na area determinacéo de
farmacos em matrizes complexas. Isso se deve ao fato de ser uma técnica robusta,
de facil operacao, sensivel, seletiva e cujos processos de interagdo de compostos
com o suporte cromatografico sdo bem entendidos e estudados.

Porém, a principal limitagdo se deve ao fato da técnica mostrar uma
menor eficiéncia especialmente se comparado com as técnicas de cromatografia
gasosa (CG) e eletroforese capilar (CE), ja que, a busca estd em tempo de corrida
cada vez menores e/ou aumento no numero de bandas que podem ser separadas
em uma dada janela de tempo.

Esta menor eficiéncia esta intimamente relacionada com os baixos
coeficientes de difusdo do analito na fase liquida, o que resulta em uma baixa
velocidade de difusdo na fase estacionaria. Para minimizar tais efeitos, diferentes
estratégias podem ser adotadas através do uso, de particulas cada vez menores,

colunas monoliticas e sistemas capazes de operar em altas temperaturas.
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A cromatografia liquida de alta temperatura permite usar vazdes
maiores sem que haja uma diminuigdo na eficiéncia e aumento da pressdo do
sistema. Os altos valores de temperatura (60<T<200°C) diminuem a viscosidade da
fase movel e aumentam a velocidade de difusdo dos solutos. A limitacdo € dada pelo
reduzido numero de suportes capazes de suportar altos valores de temperatura
assim como a potencial degradacdo de compostos termolabeis’*.

As colunas monoliticas que possuem particulas porosas como suporte,
podem operar em vazdes maiores sem provocar um aumento na pressao do
sistema. Entretanto, tais suportes apresentam baixa estabilidade em altos valores de
pH, assim como limitadas possibilidades quanto ao tipo de silica e dimensao da
coluna utilizada.

O uso de particulas cada vez menores (sub-2um) como suportes
cromatograficos possibilita que o caminho de difusdo percorrido pelos analitos seja
menor, permitindo assim, um aumento na velocidade sem que haja um
comprometimento da eficiéncia de separacao.

Isto € evidente e ilustrado pela equacédo de van Deemter (equagédo 1)
que relaciona a eficiéncia, expresso pela altura equivalente a um prato tedrico (H),

velocidade linear da fase movel (u) e o tamanho de particula (dp).

BDy n cdp?u (1)
u Dm

H = Ad, +

Onde Dy = coeficiente de difusdo do analito e A, B e C s&o constantes.

O termo A refere-se ao alargamento da banda devido aos diferentes

caminhos percorrido pelo analito. O termo B relacionado a difusdo longitudinal, ou

difusdo do soluto na fase movel e o termo C descreve a transferéncia de massa do
analito entre a fase movel e estacionaria.

O 6nus deste processo esta no aumento da presséo do sistema o que

ndo é compativel com um HPLC convencional conforme a equagado 2 ''°.
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Onde, P = pressao, ® = resisténcia mecanica a vazao, L= comprimento
da coluna (mm), n = viscosidade da fase moével (mPa/s), u= velocidade linear
(mm/s) e d, = didmetro da particula (um).

Em 2004 surge um novo equipamento capaz de operar condi¢gdes de
altas pressoes, este foi introduzido pela Waters Corporation com o nome de Acquity
ultra performance liquid chromatography system (UPLC). Enquanto em
cromatégrafos liquidos convencionais o valor maximo de pressao esta entre 35-40
MPa, no sistema UPLC este valor é de 103,5 MPa (15000 psi).

Este novo sistema, também possui algumas modificagbes de forma a
possibilitar seu funcionamento nesta nova condicdo, tais como, um sistema de
bombas capazes de impulsionar a fase moével em volumes menores e de forma
constante, um sistema de injecdo caracterizado por ciclos de injegdo com um curto
intervalo de tempo, com pequenos volumes de injecdo e que reduza o efeito de
memoria, e um detector capaz de operar com uma alta taxa de aquisicao.

Para a transferéncia de um método isocratico de um sistema de HPLC
para um de UHPLC, os parametros a serem otimizados sdo o volume de injecao e a
vazdo da fase mével que podem ser calculados pelas equacdes 3 € 4 ou em
programas desenvolvidos e disponiveis comercialmente'™®.

A reducédo no volume de injecdo promove uma melhora na forma e
resolugcdo das bandas cromatograficas, além de diminuir o efeito de memadria no

sistema de injecao (Fig. 1.11)

dZ, Lq
Vinjz = Vinj1 X 5~ X (3)

c1 Ly

onde, Vinz = volume de inje¢do a ser determinado, Viy1 = volume de
injecdo do método desenvolvido, dc.; = didmetro interno da coluna a ser empregada,
dc1 = di@dmetro interno da coluna empregada no método desenvolvido, L, =
comprimento da coluna a ser empregada e L1 = comprimento da coluna empregada

no método desenvolvido.
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|: HPLC 4.6 X 150 mm | :| 20 L de injegio/2,49 mL = 0,8%

UHPLC ﬂ:l:ﬂ 20 pL de injegdo/0,19 mL= 11%
2.1X 50 mm

Figura 1.11 Representagdo esquematica dos volumes de injecdo em coluna de
HPLC e UHPLC

dgz dpl
F,=FX-2Xx-I (4)
c1 p2

Onde, F, = vazao da fase mével a ser determinada, F1 = vazéo da fase
movel do método desenvolvido, dy1 = didmetro de particula da fase estacionaria
empregada no método desenvolvido e dp; = didmetro de particula da fase movel a
ser empregada.

Ja no modo gradiente de eluicdo, durante a transferéncia do método,
deve-se levar em conta que a fase estacionaria deve ser similar a usada no método
ja existente e, a composicao inicial e final do gradiente deve permanecer constante.
O tempo da etapa isocratica do gradiente e o tempo do gradiente podem ser

calculados pelas equacdes 5 e 6 respectivamente.

o (5)

F.
tisoz = tiso1 X
iso2 isol Fy Vina
Onde t = tempo, Vm2 = volume de retardamento da fase mével a ser
empregado e Vpn1 = volume de retardamento da FM empregado no meétodo

desenvolvido.

(%Bfinal_ %Binicial) (6)

t =
grad2 slope,

Onde, %B = porcentagem do solvente organico e

slope, = slope; X % X2 (7)

‘m2 F

O trabalho desenvolvido por Jastrebova et al na determinagao de
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folatos '’ ilustra a otimizacado do gradiente em ambos os sistemas (HPLC e UHPLC)
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utilizando como fase mdével uma mistura de tampao fosfato de potassio 30 mol/L, pH
2,3 e acetonitrila (Fig. 1.12).

De Villiers et al''® avaliaram as possibilidades praticas e limitacdes da
técnica do uso do UHPLC em comparacdo com HPLC através do modelo proposto
pela equacao de van Deemter. Os resultados foram avaliados de forma a obter uma
analise rapida, com eficiéncia maior se comparado com a técnica de HPLC. As
colunas Acquity BEH 1,7um apresentaram o6tima velocidade linear (~0,37cm/s) e
valores minimos de altura de pratos (~4,4 um) comprovando que, particulas de
didmetros menores fornecem maiores eficiéncias, com o aumento das velocidades

lineares da fase movel.

a b c
30 1 : 1

25 - -
20 - - 1
15 - \

|'
10 - . 1|
YL

5 - B

ACN (%)

0 T T T J T T T 1 T T 1 T T 1
1] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 0 3 10 15

Time (min) Tirme {rmin) Time (min)

Figura 1.12: Gradiente utilizado para a separagao de folatos: a) HPLC, 23°C, vazao
0,4 mL min” b) UHPLC, 30°C, vaz&do 0,5 mL min™' ¢) UHPLC, 60°C, vazdo 0,7 mL

min-1 117.

As transferéncias de métodos desenvolvidos em sistemas HPLC para
UHPLC ganharam cada vez mais importancia, pois o incremento em eficiéncia e
velocidade se tornou fator importante especialmente em analises farmacéuticas,
toxicologicas e clinicas em que ha uma preocupagao no aumento do numero de
analises e reducgao dos custos.

Novakova e colaboradores'' fizeram a comparacéo entre as analises
realizadas nos dois sistemas para quatro formulacdes de uso topico. Houve reducao

no tempo de analise de 4,7 a 6,9 vezes com uma diminuicdo no consumo de
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solvente de 5,6 a 8,5 vezes para sistema UHPLC. Além da redugdo no tempo

destinado ao desenvolvimento do método analitico e condicionamento ou

recondicionamento da coluna no caso de eluicdo gradiente.

Uma variedade de métodos para a quantificacdo de farmacos como

residuos em leite é reportada na literatura. A sua maioria usualmente fazem o uso

da deteccao por espectrometria de massas. A Tabela 1.8 apresenta exemplos de

aplicagdes.

Tabela 1.8: Limite de quantificacdo encontrados para antibidticos em leite

Limite de Tempo de

Métodos Farmacos/ metabdlitos quantificagao analise Referéncia
(mg/L) (min)
Abamectina, ivermectina,
UHPLC-
doramectina e 0,17 = 2,27 3,5 120
MS/MS
eprinomectina
UHPLC- Clembuterol, clorafenicol e
0,02-0,13 7 121
MS/MS dietilestilbestrol
UHPLC- Amoxicilina, penincilina G
25-5 8 122
MS/MS e metabolitos
UHPLC- 21 residuos de farmacos 3 123
MS/MS veterinarios
38 farmacos anti-
helminticos
UHPLC-
(benzoimidazoles, 13 124
MS/MS .
avermectinas e
fluquicidas)
UHPLC- 125
[-agonistas 0,03-0,21 5
MS/MS
UHPLC-
Clembuterol, salbutamol e 126
MS/MS 0,009 -0,058 6

ractopamina
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Continuagao da tabela 1.8

UHPLC-TOF-
MS
UHPLC-
MS/MS
UHPLC-
MS/MS

UHPLC-ToF-
MS

UHPLC-
MS/MS
UHPLC-
MS/MS
UHPLC-
MS/MS

150 residuos de farmacos

veterinarios

27 analitos - antocianinas
e flavonoides
13 residuos -
benzoimidazélicos
100 residuos —
benzoimidazoles,
macrolideos, penincilinas,
quinolonas, sulfonamidas,
pirimidinas, tetraciclinas,

nitroimidazoles

13 diuréticos

22 quinolonas

17 glucocorticoides

1-100*
30 — 1000**

0,1-1

05-5

0,008 —0,339

0,04 - 1,27

10

10

13

15

19

30

127

128

129

130

131

132

*analitos glicosilados **agliconas
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OBJETIVOS
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Objetivos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1- Preparo de diferentes colunas de acesso restrito e
avaliacdo da eficiéncia das mesmas para a exclusdo das proteinas
presentes no leite bovino

2- O desenvolvimento de métodos para a quantificacdo dos
farmacos amoxicilina e ampicilina em leite bovino, através do emprego da

cromatografia liquida de alta e ultra-eficiéncia, no modo multidimensional.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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Procedimento Experimental

3.1 - Generalidades

As analises cromatograficas foram realizadas em dois sistemas

Sistema 1: Cromatégrafo a liquido com duas bombas SHIMADZU LC-
10 AD VP (Kyoto, Japan), sendo uma delas acoplada a uma valvula seletora de
solvente SHIMADZU FCV-10AL para gradiente de baixa pressao, um detector de
ultravioleta de comprimento de onda variavel SHIMADZU SPD-M10 AV VP, um auto-
injetor SHIMADZU SIL 10 AD VP, um degaseificador modelo DGU-14A, forno CTO
10A (a 30°C) e uma interface SHIMADZU SCL 10 AVP. Para o acoplamento das
colunas foi utilizada uma valvula de trés caminhos VALCO NITRONIC 7000 EA
(Supelco, St. Louis, MO) e os cromatogramas registrados através do software
Shimadzu-LCsolution (LCsolution 2.1).

Sistema 2: Cromatdégrafo a liquido de ultra eficiéncia Waters ACQUITY
UPLC (Milford, USA), especialmente configurado em 2D e composto por uma bomba
binaria (BSM) e uma quaternaria (QSM), com injetor automatico Waters 2777C,
acoplado a um Waters XEVO TQ-MS.

Empacotadora SHANDON para o empacotamento das colunas
cromatograficas.

A agua utilizada na composi¢cao das fases moveis e preparacdo de
solugdes foi purificada por um sistema MILLI-Q (Millipore, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

A homogeneizacao de todas as amostras foi efetuada em um vortex
PHOENX AP56.

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada uma balanga analitica AND
(Toquio, Japéo), modelo HR200, com precisao + 0,0001 g.

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro,
QUALXTRON, modelo 8010, com precisao de +0,01 unidades de pH, conectado a
um eletrodo de vidro combinado Ag/AgCI. A calibragdo do pHmetro foi realizada com
solugéo tampao pH 4,00 e 7,00 (CHEMIS).

As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram GILSON
(Middleton, EUA).
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Os demais reagentes e produtos quimicos utilizados foram obtidos de
diversas fontes: Sigma-Aldrich (St Louis, EUA), Merck (Darmstadt, Alemanha), Acros
(St Louis, EUA) e Synth (Diadema, SP, Brasil).

Durante todo o desenvolvimento e validagdo dos métodos analiticos
foram utilizados padrées dos farmacos amoxicilina e ampicilina doados pela EMS
(Campinas, SP, Brasil).

O leite bovino pasteurizado e homogeneizado utilizado para analise foi
adquirido no comércio de Sao Carlos, SP. Ja o leite cru foi gentilmente doado pela

Embrapa Agropecuaria Sudeste (Sao Carlos, SP, Brasil).

3.2 - Preparo das Colunas de Proteina Imobilizada

3.2.1- Silicas Utilizadas

As silicas utilizadas para o empacotamento das colunas foram:
Octilsilica, LUNA-Phenomenex® (100 A, 10 um); octadecil LUNA-Phenomenex®
(100A, 10um); silica modificada &cido sulfénico (SCX) NUCLEOSIL (100 A, 5 um); e
silica modificada aménia quaternaria (SAX) NUCLEOSIL (100A, 5um) da Macherey-
Nagel.

3.2.2 - Colunas Analiticas Utilizadas

Foram preparadas no laboratorio colunas analiticas e para imobilizagao
de proteinas seguiu-se o protocolo estabelecido®. As silicas foram suspensas com
50 mL de metanol, homogeneizadas em ultra-som durante 3 minutos e empacotadas
em colunas de acgo inoxidavel (50 x 4,6 mm e 30 x 2,1 mm). As colunas foram
condicionadas em metanol durante aproximadamente 24 horas a uma vazao de
1mL/min.

A coluna analitica de UHPLC ACQUITY UPLC BEH C18 (50 x 2,1mm,
1,7 ym) foi adquirida da Waters.
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3.2.3 - Preparo das colunas RAM

Para o preparo das colunas de meio de acesso restrito seguiu-se o
procedimento estabelecido no Laboratério de Sintese Orgénica e CLAE do
Departamento de Quimica da UFSCar %, baseado no protocolo de Menezes e
Felix®°.

Apo6s o empacotamento das fases hidrofébicas e de troca idnica, estas
foram eluidas, a uma vazédo de 1,0 mL/min, com solugdo tampao KH,PO, (0,05
mol/L; pH 6,0) durante 20 min; em seguida, solugao protéica 1,0 mg/mL preparada
em solugdo tampao KH,PO4 (0,05 mol/L; pH 6,0) durante 30 min e agua por 20 min.
E, posteriormente, eluiram-se duas fragcdes de glutaraldeido a 25% (v/v). Apos
repouso de 12 horas, uma solugdo de boroidreto de sédio 1,0 mg/mL foi eluida pela
coluna até a obtencdo de um eluato com valor de pH 10. Apds mais 2 horas em
repouso, a fase estacionaria foi lavada com agua durante 30 min e armazenada em
geladeira a 4°C.

O método de Bradford ™ foi usado para avaliar a eficiéncia de

exclusao das proteinas do leite bovino pelas colunas RAM preparadas.

3.3 - Determinagao da exclusao de Proteinas pelas
colunas RAM preparadas pelo método de Bradford.

A solugdo do corante “Coomassie Brilliant Blue” foi preparada na
concentragdo de 1,0 mg/mL, segundo procedimento descrito por Bradford 133 Em
um béquer dissolveram-se 25 mg do corante em 25 mL de metanol e a seguir
acrescentaram-se 50 mL de acido fosforico. Transferiu-se a solugado para um balao
volumétrico de 250 mL e completou-se o volume com agua Milli-Q. A solugéo do
corante foi estocada em frasco de vidro ambar.

Em seguida, a coluna RAM foi condicionada com agua a 1,0 mL/min.
Posteriormente, injetaram-se 50 puL de leite bovino desnatado, eluiu-se com agua e
coletaram-se a primeira e a segunda fragdo em dois balbes volumétricos de 2 mL.
Em seguida, eluiu-se uma solugdo de limpeza composta de ACN:H,O:2-propanol
(75:15:10 v/iv) por 10 min e a coluna foi condicionada com agua para a proxima
injecao. Este procedimento foi repetido para os volumes de inje¢do de 100 e 200 pL.

Todos os volumes foram coletados em triplicata e posteriormente analisados.
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As solucbes de referéncias, ndao eluidas pela coluna RAM, foram
preparadas pipetando-se os volumes de 50, 100 e 200 uL de leite em baldes de 2
mL, o volume completado com agua e estas analisadas diretamente no UV/Vis.
Essas solugdes representam 100% das proteinas presentes no leite bovino.

Para determinagdo das proteinas totais excluidas, pipetaram-se 350 uL
dos eluatos, adicionaram-se 3 mL da solugdo corante e agitou-se por 3 min. Esta
solucao foi entdo transferida para uma cubeta de plastico e os valores de
absorbancia medidos no comprimento de onda de 595nm, relativo ao maximo de
absorgao do complexo proteina-corante. O mesmo procedimento foi repetido para as
solucdes preparadas com os eluatos bem como aquelas com solugdes padrdao de
leite.

O calculo de eficiéncia de extracao foi obtido através da relagao entre
os valores de absorbancia das solugdes padrao, este sendo o 100%, e aqueles

obtidos pelas solugdes dos eluatos das colunas RAM.

3.4 - Desenvolvimento dos métodos analiticos

Dois diferentes métodos foram desenvolvidos, um para a deteccao
simultdnea de amoxicilina e ampicilina por LC-LC-UV/Vis e outro por (LC-UHPLC-
MS/MS) para quantificagédo da amplicilina.

Para a curva de calibracdo com detecgao por UV/Vis, foi preparada
uma solugdo combinada que continha os antibiéticos amoxicilina e ampicilina na
concentragado de 2 mg/mL através da dissolugado de 50 mg de cada um dos farmacos
em um volume final de 25 mL de agua. Foram entdo preparadas solugdes
intermediarias nas concentragdes de 25, 50, 100, 200, 400 e 600 ug/mL. E as
solugbes de calibragdo preparadas através da combinagdo de 100 ulL dessas
solugbes com 900 pL de leite, homogeneizados em vortex por 10 segundos.
Aliquotas de 700 uL foram transferidas para os vials do auto-injetor e injetou-se um
volume de 100 pL. As concentragdes utilizadas para a curva analitica foram: 2,5; 5;
10; 20; 40 e 60 pug/mL.

Para a validacdo do método por deteccédo no espectrometro de massas
a solugdo estoque, de ampicilina, foi preparada na concentragédo de 125 ug/mL

através da dissolugdo de 3,12 mg do farmaco em um volume final de 25 mL de
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agua. Dessa, preparou-se uma solucao de 500 ng/mL e a partir desta prepararam-se
solugdes intermediarias nas concentracdes de 15, 30, 45, 60, 100 e 120 ng/mL. As
solugbdes de calibracdo foram preparadas através da combinagdo de 100 uL das
solugdes intermediarias com 900 uL de leite e homogeneizados em vortex por 10
segundos. Aliquotas de 350 uL foram transferidas para os vials do auto-injetor e
injetou-se um volume de 10 uL. As concentragdes utilizadas para a calibragao foram
1,5; 3;4,5; 6; 10 e 12 ng/mL.

Os valores de concentracdo dos controles de qualidade, 1,8; 7,2 e 9,6
ng/mL foram calculados da seguinte forma:

1. Controle de qualidade de concentracdo mais baixa em torno de
110 a 120%, em relagéo ao menor ponto da curva de calibragéao;

2. Controle de qualidade de concentracdo média em torno de 40 a
60% em relagcao ao maior ponto da curva analitica;

3. Controle de qualidade de concentragao alta, em torno de 75 a
95% em relagéo ao maior ponto da curva de calibragao.

As curvas analiticas foram obtidas através da regressao linear,
considerando a area da banda cromatografica referente a cada concentragcdo dos
compostos. Foi considerado um minimo de cinco diferentes concentragdes em cada
curva de calibragdo. A linearidade foi obtida através do valor do coeficiente de
correlagao.

Foram otimizadas as condi¢gbes cromatograficas utilizadas em cada
meétodo. As condi¢cdes adotadas para detecgdo da amoxicilina e ampicilina por LC-
LC-UV/Vis foram:

A uma vazao de 1mL/min, tem-se que na bomba 1:

0-9 min: utilizando como fase modvel tampao formiato de aménia 10
mmol/L, pH 6,0 ha a exclusdo das proteinas do leite e eluicdo da amoxicilina pela
coluna RAM.

6,2-9 min: Ha a transferéncia da amoxicilina da coluna extratora para a
coluna analitica.

9-20 min: Utilizando como fase mével tampao formiato de aménia 10
mmol/L, pH 6,0: metanol (90:10 v/v) ha a eluicdo da ampicilina pela coluna RAM.

18-21 min: Transferéncia da ampicilina da coluna extratora para a

coluna analitica.
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20-25 min: Limpeza da coluna RAM com uma solugdo de ACN:H,0:2-
propanol (75:15:10 v/v).

25-40 min: Condicionamento da coluna RAM.

A uma vazédo de 1 mL/min, no modo isocratico, utilizando como fase
movel tampao formiato de amdnia 10 mmol/L pH6,0: MeOH (80:20 v/v), na bomba 2:

10-15 min: Eluigdo da amoxicilina pela coluna analitica

30-35 min: Eluicdo da ampicilina pela coluna analitica.

Como coluna extratora, utilizou-se uma coluna RAM-BSA Cs (50 x 4,6
mm Luna-Phenomenex®, 10 ym e 100 A) e analitica Cis (150 x 4,6 mm Luna-
Phenomenex®, 10 ym e 100 A). Volume de injegdo: 200 pL; vazdo: 1mL/min em
ambas as colunas; A: 230 nm e T= 30 °C em ambas as colunas.

Ja para o método de quantificacdo da ampicilina utilizando um sistema
LC-UHPLC-MS/MS foram utilizadas as seguintes condi¢oes:

Com uma vazéo de 0,4 mL/min na bomba quaternaria:

0-3 min: Utilizando como fase moével uma mistura H,O:MeOH (97:3 v/v)
houve a exclusao das proteinas do leite pela coluna RAM

3-5 min: Utilizando como fase mével uma mistura MeOH:Ac. Férmico
(0,1%) variou-se a propor¢édo em um gradiente linear de forma que a porcentagem
de organico variou de 3 a 70% e ha entdo a eluicdo da ampicilina pela coluna RAM.

56 min: Fase movel MeOH:Ac. Férmico (0,1%) (70:30 v/v),
transferéncia da ampicilina da coluna analitica para a coluna extratora.

6-10 min: Limpeza da coluna RAM com uma solugdo de ACN:H,O:2-
propanol (75:15:10 v/v).

10-14 min: Recondicionamento da coluna RAM.

Com uma vazao de 0,4 mL/min, no modo isocratico de eluicdo e
utilizando como fase mével MeOH:Ac. Férmico (0,1%) (70:30 v/v) na bomba binaria:

5-9 min: Ha a eluicdo da ampicilina pela coluna analitica.

Como coluna extratora, utilizou-se uma coluna RAM-BSA Cs (50 x 2,1
mm Luna®, 10 um e 100 A) e analitica ACQUITY UPLC BEH Cqg (50 x 2,1 mm 1,7

um). Volume de injecdo: 10 uL e T= 30 °C na coluna analitica.
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3.4.1 - Parametros analiticos adotados para a validagao
de farmacos em matrizes biolégicas

3.4.1.1 - Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através de amostras de leite
isentas dos compostos. Em cada sequéncia de anadlise procedeu-se a injecdo em

triplicata das amostras de leite com a adicdo do analito.

3.4.1.2 - Linearidade

A linearidade foi avaliada de acordo com o coeficiente de correlagao (r)

obtido pelo método de regresséo linear a partir da curva analitica.

3.4.1.3 - Precisao e Exatidao

A precisao intradia e interdia e a exatidao foram avaliadas utilizando-se
as amostras controle de qualidade do método, as quais foram preparadas em
replicatas (n=5) em leite. A precisdo do método foi expressa pelo coeficiente de
variagao (CV%) das replicatas. A exatid&o foi calculada através da raz&o das médias
das concentracdes encontradas e o valor médio das concentracbes nominais e

expressa em porcentagem.

3.4.1.4 - Recuperagao

A eficiéncia de extragdo dos analitos da matriz biolégica foi avaliada
utilizando-se as solug¢des de controle de qualidade, em replicatas (n=5).

O percentual de eficiéncia de extragdo das colunas RAM foi calculado por

comparacao dos resultados obtidos para as solugcdes controles preparadas em leite,

com os obtidos com as solugdes controle preparadas em agua Milli-Q.
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3.4.1.5 - Limite de Quantificagao (LQ) e de Deteccao (LD)

O LQ foi estabelecido como a menor concentragdo, cuja precisao,
expressa pelo coeficiente de variagao (CV%), nao excedeu o valor de 20% do valor
nominal da concentragdo. O LD foi estabelecido como a menor concentragao que

apresentou um sinal trés vezes maior que o ruido do detector.

3.4.1.6.- Estabilidade

A estabilidade das amostras foi verificada através da determinagao das
concentracbes das amostras controle de qualidade, preparadas em triplicata por
interpolagdo com a curva de calibracdo. A precisdo e exatiddo obtidas nestas
analises determinaram a estabilidade das amostras, onde foram consideradas
estaveis as amostras que apresentaram variabilidade de até 15%, conforme critério

de aceitagao do método.

a) Estabilidade das amostras apoés ciclos de gelo e
degelo

As amostras de leite fortificadas, recém preparadas, foram analisadas e
posteriormente congeladas a -20°C. Apds um periodo de 24 horas, as amostras
foram degeladas a temperatura ambiente e novamente analisadas. Este
procedimento foi realizado mais duas vezes, sempre com intervalos de 24 horas

para cada ciclo.

b) Estudos do efeito de matriz

Solugdes contendo separadamente os compostos de interesse na
concentragédo de 4 pug/mL foram infundidas a uma vazao de 10 uL/min. As amostras
de leite assim como a fase moével foram injetadas no sistema cromatografico e a
resposta foi monitorada continuamente para produzir um perfil do efeito de matriz.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

43



4. Resultados e Discussao

4.1 - Avaliagao da Eficiéncia das Colunas RAM quanto a
Exclusao das Proteinas do Leite Bovino

Para o desenvolvimento de um método analitico que busca a
quantificacdo de farmacos em matrizes biolégicas através da injecdo direta em um
sistema multidimensional, cromatograficamente, deve-se atentar para dois principais
fatores: o material ligado a superficie da silica que fara a exclusdao das
macromoléculas presentes na matriz e o grupo responsavel pela retengdo dos
analitos de interesse. A perfeita combinacédo destes fatores resulta em um método
eficiente, seletivo, preciso e exato. Seguindo esta dire¢cdo, buscou-se uma
comparagao entre os diferentes materiais ligados a superficie da silica, proteinas
(BSA e B-lactoglobulina) e polimeros (metilcelulose), bem como o material presente
no interior dos poros, Cg, SCX (strong cation exchange) e SAX (strong anion
exchange). A Figura 4.1 apresenta um esquema com as diferentes combinagdes

propostas neste trabalho.

B-lactoglobulina == C

. Proteinas C
8
BSA C18
SCX

QAY
COLUNA et
RAM

— Metilcelulose

Figura 4.1: Representagdao esquematica das diferentes colunas de meio de acesso

restrito utilizadas neste trabalho

Para as colunas do tipo RAM, de fase hidrofobica ou de troca idnica
selecionadas foram previamente empacotadas conforme o protocolo do Laboratério
de Sintese Organica e CLAE do DQ-UFSCar e as fases do tipo RAM-BSA e RAM -

B-lactoglobulina foram posteriormente preparadas conforme protocolo descrito por
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Menezes e Félix®, representado esquematicamente na Figura 4.2. A coluna RAM de

metilcelulose é comercial e foi doada pela Shimadzu Brasil (Shimpack MAYIC8®)

Imobilizagcdao da BSA

: [B KH,PO,
. BSA
@ _)B ROMBA COIl LINA DFSCARTF

® /| =

Formacao de Bases de Schiff
@

Reducdo de iminas e grupos aldeidos residuais
@ /.E NaBH,
(:) ‘Zﬁg H,O

Figura 4.2 Esquema representativo das etapas envolvidas no preparo das colunas
RAM ™34,

H,0

BOMBA Glutaraldeido COLUNA DESCARTE

BOMBA COLUNA DESCARTE

Baseado no trabalho de Tanaka et al. '

, que investigou a eficiéncia da
exclusdo de proteinas do soro humano por uma coluna RAM-avidina, o ensaio
colorimétrico selecionado para avaliar a eficiéncia de exclusao protéica das colunas
RAM foi o de Bradford ™ que utiliza o corante Coomassie Brilliant Blue G250. O
ensaio é baseado no deslocamento do maximo de absorbancia do corante de 465

para 595 nm "*® devido as interacdes eletrostaticas e hidrofobicas'®’ entre o corante
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que, na sua forma anibnica, se liga aos residuos de aminoacidos basicos ou
aromaticos das proteinas (de forma preferencial aos residuos de arginina). Este
complexo proteina-corante possui maximo de absor¢cao no comprimento de onda de
595 nm.

A Figura 4.3 ilustra o procedimento experimental descrito anteriormente

para as medidas de exclusao das proteinas do leite bovino pelas colunas RAM.

@i BOMBA -—O— COLUNA —ﬂ ﬂ

“ = 2mL 2mL
O0Oa2min 2a4 min

reagente de

1 Bradford

Espectrofotbmetro D —— u

Figura 4.3: Procedimento utilizado para avaliar a eficiéncia de exclusdo protéica

pelas colunas RAM. Adaptado da referéncia'*

Na Figura 4.4 é apresentado o espectro de absor¢do no ultravioleta
correspondente a primeira fragdo de leite bovino eluido pela coluna RAM f-
lactoglobulina, para os volumes de 50, 100 e 200 pL. A formagdo do complexo

proteina-corante pode ser observada em todos os espectros a 595 nm.
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Figura 4.4: Espectros de UV/Vis correspondentes ao complexo proteina-
corante da primeira fragcdo (2mL) de leite bovino eluido pela coluna RAM [3-
lactoglobulina (50 x 4,6mm; 100 A, 10mm) para os volumes de 50, 100 e 200 uL de

leite.

A avaliagao da eficiéncia da exclusdo das proteinas pelas colunas de
meio de acesso restrito foi calculada através da comparacdo da intensidade das
absorbancias relativas ao complexo proteina-corante (em 595 nm) das solugdes
padrao de leite que nao eluiram pela coluna RAM (que fornecem a quantidade total
de proteina no leite) com as fragdes de leite eluidas pelas colunas RAM. Na Figura
4.5 sao apresentados os percentuais de exclusdo de proteinas do leite para as
colunas RAM avaliadas.

De acordo com os dados obtidos, pode-se verificar que, em média, o
poder de exclusdo para as colunas em estudo é de 90% (Figura 4.5). A segunda
fracao de eluato coletada apds os dois primeiros minutos ndo mostrou a presenca de
proteinas. Assim, as proteinas que nao foram excluidas podem estar adsorvidas no
suporte cromatografico, acumuladas nos filtros das colunas " ou estdo presentes
no eluato em uma baixa concentragdo, ndo podendo assim ser mensurada pelo

método de Bradford.
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Figura 4.5: Porcentagem de proteinas excluidas pelas coluna RAM (a) BSA SCX (b)
BSA SAX (c) BSA Cg (d) B-lactoglobulina Cs () MAYICg Shimadzu.

Isto pdde ser comprovado através dos primeiros experimentos para a
avaliacao da eficiéncia quanto a exclusao realizados com as colunas RAM-BSA de
troca ibnica. Da primeira fragdo referente aos dois primeiros minutos apos a injegéo
de leite bovino desnatado pela coluna RAM-BSA, foi coletada uma aliquota de 350
uL que reagiu com 5 mL de reagente de Bradford. Foram obtidos baixos valores de

porcentagem de exclusdo das proteinas para os menores volumes de injecéo (50 e

100 pL).
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O mesmo experimento foi realizado, porém recolhendo-se uma aliquota
maior (500 pL) que reagiu com um volume menor, 3 mL, de reagente de Bradford. A
porcentagem de exclusao foi maior que 80% para os trés volumes de injegao
(Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Avaliacido da eficiéncia de exclusdo protéica em colunas RAM-BSA

SACX com diferentes volumes de reagente colorimétrico

Volume de Reagente de Bradford

Volume de injecéo (ulL) 5 mL 3 mL
50 30,4% 87,9%
100 36,4% 88,6%
200 80,5% 84,0%

Logo, pode-se concluir que quando se utiliza uma grande quantidade
do reagente de Bradford para reagir com um pequeno volume de eluato, a diluicao

das proteinas do leite dificulta a detecgdo do complexo corante-proteina.

4.2 - Avaliagcao da Capacidade de Retengao dos
Antibiéticos pelas Colunas RAM-BSA de Troca Cati6nica.

Os grandes avangos obtidos no preparo de amostras através do uso de
colunas de meio de acesso restrito possibilitaram o desenvolvimento da técnica de
injecdo direta de amostras, que permitem fazer a exclusdo de proteinas e outras
macromoléculas presentes na matriz biolégica e a extragdo de analitos de menor

massa molecular através de interagdes hidrofébicas, idnicas ou afinidade "%,

As colunas de meio de acesso restrito de troca ibnica foram
desenvolvidas com o objetivo de superar problemas relacionados a retengcdo de
compostos altamente hidrofilicos e polares observados com o emprego das colunas
de fase reversa. Além disso, mostram boa seletividade devido a natureza dos grupos

trocadores imobilizados ja que apenas compostos carregados podem ser retidos.

Uma fase estacionaria trocadora ibnica pode conter grupos

negativamente carregados em sua superficie e estes agir como trocadores
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catibnicos ou entdo conter grupos positivamente carregados e entdao agir como

trocadores anidnicos.

O processo de troca ibnica requer a competigao entre o contra-ion e os

ions presentes na amostra pelos sitios carregados da fase estacionaria (Figura 4.6).

Grupo trocador
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1
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Contraion

Figura 4.6: Representacao do processo de troca catidnica que requer a competicao
entre o contra-ion e os ions presentes nas amostras pelos sitios carregados da fase

estacionaria.

Dessa forma, a interagdo do analito com a fase estacionaria desloca o
contra-ion de sua superficie para a fase mével e este € entdo retido. Se ambos,
analito e contra-ion sdo monovalentes, entdo o equilibrio envolvido pode ser
representado pela seguinte equagao:

FEC'+A* _— FEA*+C* @)

—

Sendo que, FE representa a fase estacionaria, C o contra-ion e A o
analito a ser retido no suporte cromatografico. Valores de pH e da concentragéo do
contra-fon governam fatores como retencao e seletividade '*°.

As colunas RAM de troca ibnica foram inicialmente produzidas pela
Merck no ano de 2001 (LiChrospher XDS phase), uma silica porosa de 25 um
(diametro do poro 6 nm) com superficie externa recoberta de grupamentos didis e
parte interna contendo grupos sulfénicos acidos (SO73), 0 que as caracterizam como
trocadores catibnicos fortes (SCX, strong cation exchange). Devido ao tamanho dos
poros nao € possivel que macromoléculas tenham acesso interno e o revestimento
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presente na superficie faz com que estas também nao sejam adsorvidas e dessa
forma s&o excluidas pela coluna. Ja os analitos de baixa massa molecular (massas
menores que aproximadamente 15 kDa) tém livre acesso aos poros e séo retidos
através de interacdes eletrostaticas. Sao colunas usadas por Boos e colaboradores
para analise em plasma de compostos basicos, tais como solatol e atropina '*""'%2.

Além dos grupamentos diois, a metilcelulose (MC) foi um novo material
covalentemente ligado na superficie externa de um suporte de silica gel
internamente modificado por grupamentos trocadores catiénicos fortes (MC-SCX), 2-
(4-sulfofenil)etil, desenvolvido por Yamamoto e colaboradores ',  utilizado
inicialmente para estudos farmacocinéticos dos farmacos catibnicos piridoxina,
atenolol e sulpirida com detec¢cao por UV, e posteriormente para os compostos
basicos como clomipramina entre outros em plasma, com deteccdo por
espectrometria de massas 4.

Com grupamentos trimetil aménia derivados na superficie interna de
particulas MC-silica, o que as caracteriza como trocadoras anibnicas fortes, as
colunas RAM comercializadas com o nome de Shim-pack MAYI-SAX (Shimadzu)
sao utilizadas no pré tratamento de amostras, para estudo farmacocinético, através
da extracao on line de compostos anibnicos, tais como aspirina e seus trés
metabolitos em plasma de ratos '*°.

Além das colunas SCX e SAX, Yamamoto e colaboradores
desenvolveram um trabalho para a determinacdo de farmacos com caracteristicas
basicas tais como sulpirida, quinidina, ranitidina e desipramina em plasma utilizando
na primeira dimensdo de um sistema multidimensional, com injecdo direta de
amostras, uma coluna RAM que possui covalentemente ligado em sua superficie
externa um polimero de metilcelulose e na superficie interna grupamentos 2-
carboxietil (MC-WCX) o que a caracteriza como trocadores catidnicos fracos, weak
cation-exchange '°. Ja Rbeida et al. utilizaram colunas de MC-silica, que possuem
em seu interior grupamentos dietilaminoetil, caracterizados como trocadores
aniénicos fraco, weak anion exchange, responsaveis pela extracado e retencédo de
compostos hidrofilicos acidos tais como acido glutdmico, acido aspartico, acido
ascorbico, acetilcisteina e cloxacilina em plasma [9, 10].

Cassiano et al. escreveram uma revisdo que aborda as recentes

aplicagdes de colunas de meio de acesso restrito na inje¢cao direta de amostras em
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fluidos biologicos. Entre os diferentes tipos de coluna de meio de acesso restrito
estdo as colunas RAM-SCX e outros tipos de colunas de troca idnica .

Neste trabalho, para a determinacdo de ampicilina e amoxicilina em
leite bovino, a escolha de colunas de meio de acesso restrito com RAM BSA-SCX na
primeira dimensao foi justificada pelo fato de as colunas RAM mostrarem extrema
eficiéncia para a exclusdo de macromoléculas em amostras biolégicas, além do que
os compostos em estudos mostrarem caracteristicas hidrofilicas e capacidade de
estarem em sua forma ionizada em toda faixa de pH, logo facilmente retidos pelos
grupamentos trocadores do suporte cromatografico.

A amoxicilina possui trés valores de pKa (2,6; 7,2 e 9,6) e a ampicilina
dois valores de pKa (2,6 e 7,4). Possuem uma amina primaria, uma secundaria e

outra terciaria e suas estruturas estao representadas na Figura 4.7.

HzN 0 H
I s CHs
N \><
O/—N ) CHs
HO

Amoxicilina Ampicilina

Figura 4.7: Representacdo estrutural dos antibidticos B-lactamicos: amoxicilina e

ampicilina

A primeira coluna avaliada foi a coluna RAM-BSA de troca catibnica
SCX Nucleosil (100-S 5A 50 x 4,6mm 5 um) que possui em Seus poros grupos
benzenossulfonicos (Fig. 4.8). A retengao dos analitos catidnicos € esperada devido
a interacao eletrostatica com grupos os acidos sulfénicos ligados ao interior dos

pOros.
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Figura 4.7: Fase trocadora de cations recoberta com albumina sérica bovina

O estudo da retencao neste tipo de material consiste na determinagao
do perfil de eluicao de cada composto com diferentes fases méveis.

Como fase movel, foram utilizados, acido foérmico, acido acético,
tampao formiato de aménia e TFA em diferentes concentracdes e valores de pH.
Injetou-se padrao de amoxicilina e ampicilina em agua na concentragao de 100
ng/mL, a uma vazao de 1 mL/min, temperatura do forno de 30°C, com deteccdo em
230 nm.

Porém, os cromatogramas obtidos foram semelhantes, tanto no tempo
de retengao quanto no perfil das bandas cromatograficas.

Como exemplo, a Figura 4.9 ilustra os cromatogramas da amoxicilina
utilizando diferentes concentracdes de acido féormico. E possivel observar que ha
grande semelhanga entre os cromatogramas, para as diferentes concentragbes (2,5
e 50 mmol/L) de acido férmico. Para a ampicilina foi observado perfil similar.

Com o objetivo de estudar a influéncia da BSA na retencdo dos
compostos em estudo fez-se entdo o empacotamento de uma coluna de troca
catiénica SCX Nucleosil (100-S 5A 50 x 4,6 mm; 5 mm).
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Figura 4.8: Cromatogramas referentes a inje¢cdo de amoxicilina 100 pg/mL.
Utilizando com fase madvel acido formico (A) 2,5 mmol/L (B) 50 mmol/L a uma vazao
de 1 mL/min. Temperatura de 30°C. Comprimento de onda de 230 nm. Coluna SCX
Nucleosil (100-S 5A 50 x 4,6 mm; 5 um).

Para a retencdo da amoxicilina e ampicilina em uma coluna de troca
catibnica € necessario que a fase moével utilizada tenha caracteristicas acidas de
forma que o grupamento amino primario NH,, esteja protonado (Figura 4.10) e assim

interaja com os grupamentos negativamente carregados do suporte cromatografico.

"N P H H H,N O H H
4 i s cn 4 i cH
NH™ | \)< ’ H"_r\>< ]
N CH H b —
Vi 4 3 _*' 4 / N / CH,
/‘Eo :--‘__ 0
HO HO HO Ho/\

Figura 4.9: Equilibrio quimico para a amoxicilina em condi¢des acidas

Dessa forma, utilizou-se como fase moével tampao formiato de sddio,
variando-se o pH (2,5; 3,0; 3,5 e 4,0) e a concentragéo de sais (5, 10 e 30 mmol/L).
Para exemplificar, os cromatogramas para a amoxicilina estdo apresentados na
Figura 4.11.
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Figura 4.10: Cromatogramas referentes a injecao
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de amoxicilina 100 pg/mL,

utilizando com fase movel formiato de sodio através da variagdo de (A) pH (B)

concentracdo, a uma vazdo de 1 mL/min. Temperatura de 30° C. Comprimento de
onda de 230 nm. Coluna SCX Nucleosil (100-S 5A 50 x 4,6 mm; 5 um).

Em cada experimento, o fator de retencdo (k), que € uma medida

adimensional e fundamental da retengdo em cromatografia liquida, definida como a

razao entre o numero de moléculas do soluto na fase estacionaria e o niumero de

moléculas do soluto na fase mével, foi determinado para cada composto (Equagao

9).

tr 0 tempo de retencéo do soluto e ty 0 tempo de retengao do soluto ndo retido

tr—t
k: R™'M

tMm

9)

A Figura 4.12 ilustra a relagéo entre o inverso do fator de retengao (1/k)

para a amoxicilina e ampicilina como uma funcéo da variagéo de pH. A retencao dos

analitos aumenta em fases mdveis mais acidas, devido a uma maior ionizagado dos

grupamentos amina.
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Figura 4.11: Capacidade de retengdo dos trocadores catidnicos frente aos analitos
amoxicilina e ampicilina variando os valores de pH do formiato de sédio utilizado

como fase movel.

Outro estudo a fim de demonstrar a eficiéncia da concentragdo do sal
utilizado na composicdo da fase mével sobre o tempo de retengdo dos compostos

encontra-se descrito na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Influéncia da concentracio de formiato de sédio utilizado como fase

movel no fator de retencao (k) dos analitos

Concentragao de Formiato Fator de Retencéo (k)
de Sédio (mmol/L) Amoxicilina Ampicilina
5 11,9 37,5
10 6,2 19,4
20 3,4 10,6

Como esperado, um aumento na forca idnica da fase movel causa uma
diminuicao no fator de retencao dos analitos devido a competicao com os ions sodio
pelos sitios trocadores.

Pode-se observar, pelos valores de fator de retencdo que a ampicilina
tem uma maior afinidade pelos trocadores de cations presentes nos poros da fase

estacionaria.
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Tal resultado se mostra diferente daqueles obtidos com as colunas
que possuem proteina BSA imobilizadas em sua superficie. Na coluna RAM-BSA
SCX havia a presenca de diferentes formas ionizaveis da amoxicilina, além disso,
outras interacbes além das eletrostaticas com os grupos sulfénicos acidos
influenciam a retencéo dos compostos em estudo.

Os compostos foram capazes de interagir tanto com as proteinas
imobilizadas no suporte cromatografico como pelo interior dos poros (grupos
sulfénicos acidos). Diferentemente do que acontece com as colunas RAM que
possuem em sua superficie grupamentos didis ou metilcelulose, que se mostraram

inertes no processo de retengao dos compostos nelas avaliados.

4.3 - Avaliagcdo da Capacidade de Retengdo dos
Antibiéticos pelas Colunas RAM de fase hidrofébicas.

Dentre os compostos selecionados como objeto de estudo, a

amoxicilina foi anteriormente estudada por Gomes et al.*®°

com relagao a retencao
em colunas RAM-BSA C4s utilizando agente de pareamento idnico na fase movel ja
que, devido ao carater polar destes compostos as analises por cromatografia no
modo reverso de elui¢gao sao dificultadas.

No modo reverso de eluicdo quanto maior a hidrofobicidade de um
composto, maior sera seu tempo de retencdo, sendo assim, compostos com
caracteristicas acidas ou basicas ao serem ionizados nao serao retidos ou terdo seu
tempo de retencado reduzido.

Tanto a amoxicilina como a ampicilina, por serem moléculas anféteras,
estdo ionizadas em toda a faixa de pH, sendo assim necessario encontrar um
tampao, para ser utilizado como fase movel, cujo valor de pH e contra-ion sejam
capazes de parear com as moléculas em estudos e assim serem retidas pelas
colunas RAM Cs.

A primeira coluna de meio de acesso restrito avaliada foi a coluna
Shimpack MAYI Cs. Estas possuem como recobrimento de superficie da silica gel

um polimero, metilcelulose, soltvel em agua (Figura 4.13)"".
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Figura 4.12: Esquema do mecanismo proposto para a exclusdo de macromoléculas
em coluna MAYI-ODS '*®,

Optou-se pela utilizagdo de um tampao volatil (acetato e formiato de
amoénia) como fase moével, j4 que em agua nao foi possivel reter os analitos de
interesse, e também por estes serem utilizados sem restricdo quando o detector
escolhido € um espectrémetro de massas.

Com o tampao acetato de amébnia os compostos eluiram no tempo
morto da coluna (Figura 4.14)

Com o tampao formiato de amédnia, para a ampicilina, quanto maior o
valor do pH, maior foi a sua retencao (Figura 4.15). Para a amoxicilina, ndo houve

retencdo em todas as condi¢des estudadas.
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Figura 4.13: Cromatogramas de amostras de ampicilina (50 pug/mL) em solugao
aquosa utilizando RAM MAYI Cg, com variagcao do pH da fase movel. Condicbes
cromatograficas: Fase movel: Acetato de aménia 10 mmol/L; vazdo 1mL/min; volume

de inje¢ao 100 uL. Detecgéao UV 230 nm.
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Figura 4.14: Cromatogramas de amostras de (A) Amoxicilina e (B) Ampicilina a 50
ug/mL em solugdo aquosa utilizando RAM MAYI Cg, com variacédo do pH da fase
movel. Condigdes cromatograficas: Fase mével: Formiato de aménia 10 mM; vazao

1mL/min; volume de inje¢ao 100 uL. Detecgao UV 230 nm.

O tampéao formiato de aménia foi utilizado na composicdo da fase
movel e possibilitou maior retencdo para a ampicilina. Este foi escolhido também
para ser utilizado durante a exclusdo das macromoléculas, ja que a utilizagdo da

agua faz com que haja a eluicdo dos compostos de interesse.
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Os mesmo testes foram realizados para a coluna de proteina
imobilizada RAM-BSA Cg que apresentou o mesmo carater retentivo para a
ampicilina, dessa forma, a adigdo de diferentes porcentagens de modificadores
organicos na fase mével foram testados para a diminuicdo da largura da banda
cromatografica referente a ampicilina em ambas as colunas. A melhor condicao foi
obtida com o uso do tampao formiato de amdnia 10 mmol/L pH 6,0 com adi¢cédo de
10% de metanol aos 8 minutos de analise. A amoxicilina também foi retida neste tipo
de coluna sendo possivel observar uma banda cromatografica referente a
amoxicilina com tempo de retencao de 7,6 minutos.

Apos a eluicdo dos compostos em estudo, a coluna foi lavada com
solugédo de limpeza e re-condicionada para a proxima analise. O cromatograma da
Figura 4.16 mostra a injecao de leite e leite fortificado com amoxicilina e ampicilina
nas duas colunas RAM em estudo.

Com a coluna RAM-BSA Cgs é possivel analisar os dois compostos em estudo

na mesma corrida cromatografica sendo assim escolhida para estudos seguintes.

m_ .
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Figura 4.15: Cromatogramas referentes a amostra de leite e leite dopado com AMO
e AMP (50 pg/mL) utilizando (A) RAM BSA Cs e (B) RAM MAYI Cg. Vazao: 1mL/min;

volume de injegcado 100 uL. Detecgao UV 230 nm.
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4.3.1 - Desenvolvimento do método LC-LC/UV-vis para a
quantificacao dos farmacos amoxicilina e ampicilina em leite
bovino.

As colunas RAM sao versateis quanto a sua utilizagdo, podendo ser
utilizadas no modo simples ou no modo multidimensional de analise. No modo
simples, as amostras sédo diretamente injetadas no sistema cromatografico, os
interferentes e macromoléculas sao eluidos e os analitos permanecem retidos com
posterior extragcao por eluigdo gradiente.

No modo simples de analise a quantificagcdo poder ser dificultada pelos
componentes presentes na matriz, devido a coeluicdo com a substéncia de
interesse, resultando em interferéncias indesejaveis.

No modo multidimensional, as colunas RAM sao utilizadas na primeira
dimensao, sendo capazes de remover as proteinas e pré-concentrar os analitos.
Enquanto a separagédo cromatografica dos compostos em analise ocorre na segunda
dimenséao, utilizando-se uma coluna analitica.

A transferéncia dos analitos pode ser classificada em heart-cutting ou
abrangente.

No modo heart-cutting (LC-LC), utilizado neste trabalho, apenas os
compostos de interesse sao transferidos da primeira para a segunda dimensao. O
resultado pode ser representado na forma de um cromatograma 1D e a principal
vantagem consiste em melhor resolugdo dos compostos que coeluiam na primeira
dimensdo. No modo abrangente (LCxLC), todos os compostos presentes no
cromatograma eluem através das duas colunas. A separagdo obtida na primeira
dimensao deve ser mantida na segunda. O resultado é expresso na forma de um
cromatograma 2D"*°.

Boppana et al." estudaram a injecdo direta de amostras de plasma
em um sistema multidimensional para a analise de granisetron e seus metabdlitos 7-
hidroxi utilizando como detector um espectrdbmetro de massas. Foram utilizadas
duas colunas RAM que estdo dispostas em paralelo. As injegbes foram realizadas
de forma alternada, com isso, houve a analise de um numero maior de amostras em
um dado intervalo de tempo, permitindo que o detector ndo permanecesse um

tempo ocioso.
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Outro trabalho foi feito em 2010 pelo mesmo autor seguindo a mesma

vertente, porém com um sistema rapido LC-MS/MS™".
Os estudos aqui relatados usaram a configuracao direct flush e a

configuragéo do sistema cromatografico utilizado esta representado na Figura 4.17.
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Figura 4.16: Diagrama do sistema multidimensional utilizado para o desenvolvimento
do método. Posi¢cdo 1: coluna RAM e coluna analitica desacopladas; Posigao 2:

Colunas RAM e analitica acopladas (transferéncia dos analitos) - Adaptado'®?
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A coluna RAM-BSA Cg é utilizada na primeira dimensao e, devido a
grande diferenga de retengdo dos compostos analisados na coluna RAM-BSA, ha a
possibilidade de se fazer o acoplamento com a coluna analitica em dois tempos
diferentes, ja que o tempo de acoplamento deve ser o menor possivel para evitar a
transferéncia de compostos interferentes e alargamento das bandas, na segunda
dimenséo.

Quando o composto mais retido na coluna RAM (ampicilina) é
transferido para a coluna analitica, o primeiro composto transferido (amoxicilina) ja
havia eluido da coluna analitica, e essa ordem viabilizou a realizacdo da
transferéncia dos analitos com dois acoplamentos diversos.

Dessa forma, para a amoxicilina, a janela de transferéncia foi de 6,2 a
9,0 minutos e para a ampicilina de 18 a 21 minutos, como demonstrado pelo
cromatograma referente a primeira dimenséao (Figura 4.18 A). A separagao analitica
foi alcangada na segunda dimensao nas condi¢gdes cromatograficas sumarizadas na
Tabela 4.3.
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Figura 4.17: Cromatogramas referentes a amostras de leite e leite dopado com
amoxicilina e ampicilina, em (A) 1D (B) 2D, na concentragdo de 100 ng/mL a uma
vazdo de 1 mL/min. Temperatura de 30° C. Comprimento de onda de 230 nm.
Coluna RAM-BSA Cg (50 x 4,6 mm Luna-Phenomenex®, 10 ym e 100 A) e analitica
C18 (150 x 4,6 mm Luna-Phenomenex®, 10 pm e 100 A)
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Tabela 4.3: Condigdes utilizadas no acoplamento das colunas RAM-BSA Cg (50 x
4,6 mm Luna-Phenomenex®, 10 um e 100 A) e analitica C1g (150 x 4,6 mm Luna-

Phenomenex®, 10 um e 100 A), para analise de amoxicilina e ampicilina em leite

bovino.
Tempo Posicao da
) Bomba Evento
(min) valvula

0_8 Linha A Exclusao das proteinas do leite e eluicao ]
(Bomba 1) das amoxicilina pela coluna RAM

62_9 Linha A Transferéncia da amoxicilina para a coluna 5

’ (Bomba 1) analitica

Linha B

8-20 Eluicdo da ampicilina pela coluna RAM 1
(Bomba 1)
Linha A

10-15 Analise da amoxicilina pela coluna analitica 1
(Bomba 2)

18 _ 21 Linha B Transferéncia da ampicilina para a coluna 5
(Bomba 1) analitica
Linha C

20-25 Limpeza da coluna RAM 1
(Bomba 1)
Linha A

25-40 Condicionamento da coluna RAM 1
(Bomba 1)
Linha A . o )

30-35 Andlise da ampicilina pela coluna analitica 1
(Bomba 2)

Condigbes Cromatograficas: Bomba 1: (A) tampao formiato de aménia 10 mM pH 6,0; (B)
tampao formiato de aménia 10 mmol/L pH 6,0 : MeOH (90:10); (C) ACN:H2Q:isopropanol
(75:15:10 v/viv) e Bomba 2: (A) tampao formiato de amdnia 10 mM pH 6,0: MeOH (80:20
v/v). Volume de injecao: 200 pL; vazao:1mL/min,, A: 230 nm e T= 30 °C em ambas as

colunas.
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O método mostrou-se seletivo e linear para a faixa de concentragao de
2,5 a 60 pug/mL, (Figura 4.19) para ambos analitos. Os coeficientes de correlagcéo

obtidos para a amoxicilina e ampicilina foram de 0,9997 e 0,9990.
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Figura 4.18: Curva analitica para a amoxicilina (A) e ampicilina (B) em leite.

4.3.2 - Avaliagao da Capacidade de Retencgao dos
Antibiéticos pelas Colunas RAM - § — lactoglobulina.

As colunas de acesso restrito podem ser classificadas e diferenciadas
quanto ao material ligado/adsorvido a superficie externa do suporte sélido
responsavel pela exclusdo de macromoléculas. Entre estes materiais estdo as
proteinas imobilizadas BSA e a4-acido glicoproteinas (AGP).

Hermansson e Grahn'*® desenvolveram, em 1994, uma coluna com a
AGP ligada covalente em sua superficie, com grupamentos Cg € Cqg no interior de
seus poros (Biotrap, Chromatech). Os poros usados foram pequenos suficientes
para que nao houvesse a permeabilidade de proteinas e macromoléculas.

Hermansson e colaboradores'** também utilizaram tais colunas em um
sistema multidimensional, no modo backflushing, para a determinagao de atenolol,
propanolol e ibuprofeno em plasma. O uso de pareador idnico foi estudado como
fator responsavel pelo aumento nos valores de recuperagao ja que tais compostos
possuem uma natureza hidrofilica e facilidade de se ligar a proteinas.

A comparacado entre as colunas de extragao Biotrap e LiChrospher
ADS RP18 foi feita por El Mahjoub e Staub' na determinacdo de flunitrazepam e
seus metabdlitos em plasma. A diferengca entre as duas colunas de extracao

testadas € explicada pela diferengca de composicdo de sua superficie externa. A
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coluna LiChrospher possui em sua superficie externa grupamentos dibis, enquanto a
Biotrap possui a proteina AGP ligada covalente em sua superficie. A coluna Biotrap
apresentou um maior tempo de vida e capacidade de suportar mais de 1500
injecbes de 50 uL de plasma se comparado com as colunas LiChrospher (800
injecoes de 50 uL de plasma), além de capacidade de utilizagdo em uma faixa de pH
mais ampla.

A avaliagdo e caracterizacdo das colunas BioTrap 500 Cis em
condigdes como fase movel, estabilidade e o maximo da quantidade de matriz
injetada também foi avaliada por Yu e colaboradores'®.

Breindahl et al '*" utilizaram as colunas Biotrap na primeira dimens3o
de um sistema LC-MS/MS para a determinagdo de ropivacaina em plasma e
Friedrich et al'*® para determinacgéo dos metabdlitos da testosterona em hepatdcitos.

Dessa forma, neste trabalho, realizou-se um estudo que visa a
obtengdo de uma nova coluna de meio de acesso restrito de proteina: pB-
lactoglobulina. O modo de preparo feito foi similar ao utilizado para as colunas
RAM-BSA.

Como maior constituinte presente no soro do leite bovino, a f-
lactoglobulina (BLG) € uma proteina globular de aproximadamente 18,4 kDa e
contém 162 residuos de aminoacidos, seu pl esta em torno de 5,2'%°,

Uma comparacdo entre a quantidade relativa das principais proteinas
do soro bovino no leite bovino e humano é mostrada da tabela 4.4.

Sua conformacdo espacial, uma espécie de calice ou barril achatado
capaz de ligar pequenas moléculas hidrofébicas no seu interior, foi completamente
elucidada por Brownlow et al.'®.

Essa conformagao contribui para a estabilidade da BLG em solugdo em
uma ampla faixa de pH, porém, apresenta diferentes estados de associacdo. Em

valores de pH acima do pl possui conformacgéo na forma de dimeros.
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Tabela 4.4: Quantidade relativa das principais proteinas do soro do leite

Proteinas do soro (g/L) Leite Bovino Leite Humano
B — lactoglobulina 3,2 Desprezivel
o — lactoglobulina 1,2 2,8
Albumina sérica bovina (BSA) 0,4 0,6
Imunoglobulinas 0,7 1,0
Lactoferrina 0,1 0,2
Lisozima Desprezivel 0,4

A BSA, outra proteina presente no soro do leite bovino, tem
conformacgao globular nativa, soluvel em agua, tem massa molecular de 66,2 kDa,
580 residuos de aminoacidos e pl 4,7. A albumina do soro bovino presente no leite é
idéntica aquela isolada do soro sanguineo '®".

Como citado anteriormente, a utilizagcado da proteina BSA no preparo de
colunas de meio de acesso restrito de proteinas imobilizadas € um método bem
estabelecido, de facil realizagdo e que mostra resultados bastante satisfatérios como
técnica de preparo de amostras on-line.

O sucesso do procedimento de imobilizacdo esta diretamente
relacionado a presenga dos residuos de lisina na superficie das proteinas em
estudo, ja que estes reagem com o glutaraldeido e promovem o entercruzamento
entre as proteinas, o que confere maior estabilidade e durabilidade da coluna,
evitando assim a perda de proteinas que poderia acontecer se estas estivessem
apenas adsorvidas no suporte cromatografico (Figura 4.20).

A BSA possui uma quantidade trés vezes maior de residuos de lisina
em sua superficie se comparada com a BLG. A Figura 4.21 apresenta a estrutura
das duas proteinas e destacado, na cor rosa, os residuos de lisina presentes na

superficie.
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Figura 4.19: Sequéncia de reagdes para o entercruzamento da BSA e redugdo das

bases de Schiff e aldeidos residuais.
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Figura 4.20: Representacéo estrutural da LG e BSA, em destaque os residuos de

lisina na superficie das proteinas
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As condi¢cdes cromatograficas para a retengdo dos antibidticos em
estudo foram avaliadas nesta nova coluna. Para tal, foram testadas as condicbes
anteriormente utilizadas em colunas RAM-BSA Cs.

As condicbes desenvolvidas para o método cromatografico
multidimensional, com a coluna RAM-BLG na primeira dimensao, estdo descritas na
Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Condi¢des utilizadas no acoplamento das colunas RAM-BLG Cg (50 x
4,6 mm Luna-Phenomenex®, 10 um e 100 A) e analitica C1g (150 x 4,6 mm Luna-

Phenomenex®, 10 um e 100 A), para analise de amoxicilina e ampicilina em leite

bovino.
Tempo Posigao da
) Bomba Evento .
(min) valvula

Linha A B .

0-2 Exclusao das proteinas do leite 1
(Bomba 1)

06 Linha B Eluicdo dos farmacos amoxicilina e ]
(Bomba 1) ampicilina

4-8 Linha B Transferéncia da amoxicilina e ampicilina 5
(Bomba 1) para a coluna analitica

6 11 Linha A Analise da amoxicilina e ampicilina pela ’
(Bomba 2) coluna analitica
Linha C

6-—11 Limpeza da coluna RAM 1
(Bomba 1)
Linha A

11-16 Condicionamento da coluna RAM 1
(Bomba 1)

Condigbes cromatograficas: Bomba 1: (A) tampao formiato de amdnia 10 mmol/L pH 6,0; (B)
tampao formiato de aménia 10 mmol/L pH 6,0 : MeOH (70:30 v/v); (C) ACN:H,O:isopropanol
(75:15:10 v/v/v) e Bomba 2: (A) tampao formiato de aménia 10 mmol/L pH 6,0: MeOH (70:30
v/v). Volume de injegdo: 200 pL; vazdo: 1mL/min em ambas as colunas; A: 230 nm e T= 30

°C em ambas as colunas; [AMX] = [AMP] = 20 ug/mL.
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A injecao direta de leite fortificado com amoxicilina e ampicilina nas

condicOes descritas na Tabela 7.5 forneceu o cromatograma da Figura 4.22.

Leite Dopado
Leite

1000

800

600

mAbs

Amoxicilina
400 -

2004 Ampicilina

Tempo de Reteng&o (min)

Figura 4.21: Cromatograma da analise de leite fortificado com amoxicilina e
ampicilina (20 ug/mL), com acoplamento das colunas RAM-BLG Cs (50 X 4,6mm
Luna-Phenomenex®, 10 pm e 100 A) e analitica Cys (150 X 4,6 mm Luna-

Phenomenex®, 10 ym e 100 A). Condigdes cromatograficas descritas na tabela 7.5.

Porém, as colunas de BLG n&o conseguiram manter sua eficiéncia na
analise dos farmacos em estudo. Com o passar do tempo, a coluna perdeu sua
capacidade de retengao e resolugdo. Na Figura 4.23 € apresentada a comparagéo
entre cromatogramas referentes a injegdo do padrdo contendo amoxicilina e
ampicilina em agua na coluna RAM BLG Cg em diferentes tempos: o primeiro
cromatograma refere-se a uma injecdo na coluna recém preparada; o segundo
cromatograma refere-se a 60 dias e o terceiro cromatograma a 75 dias apds o

preparo.
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Figura 4.22: Cromatogramas referentes a injecdo de padrdo de amoxicilina e
ampicilina em agua na coluna RAM-BLG Cs (50 x 4,6 mm Luna-Phenomenex®, 10
um e 100 A). (A) 30 dias (B) 60 dias e (C) 75 dias apds o preparo da coluna.

Tal alteragdo no perfil cromatografico pode ser atribuida a uma
mudanca na conformacéao da proteina imobilizada. A possivel eluicao da proteina foi
descartada como causa da perda da resolugdo cromatografica ao injetar agua na
coluna e monitorar o comprimento de onda referente ao maximo de absorcédo das
proteinas, 280 nm, obtendo-se apenas a linha de base. O que sugere que a BLG foi
eficientemente imobilizada no suporte cromatografico.

Dessa forma, novas formas de imobilizacdo devem ser estudadas de

forma a garantir a estabilidade e integridade da BLG no suporte cromatografico.
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4.4 - Desenvolvimento do método LC-UHPLC-MS/MS para
os farmacos amoxicilina e ampicilina.

A técnica de cromatografia liquida acoplada a um espectrdmetro de
massas (LC-MS) faz com que a busca por métodos com maior sensibilidade e
menores limites de deteccdo e quantificacdo, maior eficiéncia e menor tempo de
analise seja simplificada’'®1621%3,

A evolugao obtida pelo uso de colunas empacotadas com suportes
cada vez menores (sub-2um) e, consequente, um sistema capaz de suportar altas
pressodes, culminou no desenvolvimento da cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UHPLC) que permite combinar redugdo no tempo de analise sem o
comprometimento da resolucao e eficiéncia de separacdo. Que nada mais é do que
consequéncia do aumento da velocidade linear devido a baixa resisténcia na
transferéncia de massas destes suportes'®*1%°,

Varios trabalhos mostram a comparagcdo entre os métodos
desenvolvidos em ambos os sistemas e relatam como principais vantagens, a
diminui¢cdo no tempo de analise e reducdo no consumo de solventes, além do fato
de que o tempo necessario para o desenvolvimento de métodos, para equilibrar ou
re-equilibrar (no caso de eluicdo gradiente) colunas sejam menores """,

Dessa forma, o acoplamento entre UHPLC e um espectrometro de
massas na determinagdo de farmacos em matrizes complexas (matrizes biolégicas

119,122,172-175 176-178 112,179,180

, extratos de plantas , amostras ambientais e de alimentos

181184) & em niveis de concentracdo e tempo cada vez menores, é uma poderosa
ferramenta analitica. As primeiras aplicacbes empregando a técnica de UHPLC
foram feitas para analise de metabolomas e genomas utilizando como detector um
MS com analisador de tempo de voo'"®. A Figura 4.24 mostra o0 aumento do niimero

de artigos que fazem uso da técnica de UHPLC desde 2003 até 20118,
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Figura 4.23: Numero de artigos publicados desde o ano de 2003 até junho de 2011.
Barras pretas usando como palavra chave UHPLC ou UPLC e em branco utilizando

como filtro MS. Base de dados: Scopus.

Considerando a reducdo no tempo da corrida analitica oferecida pela
técnica de UHPLC, a etapa de tratamento de amostras se torna e etapa limitante em
termos de tempo total de analise. Torna-se entdo cada vez mais importante o
desenvolvimento de métodos eficientes para a injecédo direta de amostras.

Quando se utiliza um sistema cromatografico multidimensional, a
velocidade de analise na segunda dimensao é o elemento chave para se obter uma
alta separagao de compostos. Para atingir este objetivo, o uso de colunas UHPLC
tem se mostrado uma excelente alternativa'®®. Porém, entre os artigos em destaque,
ndo é do nosso conhecimento o uso de injecdo direta de fluidos biolégicos em um
sistema UHPLC usando colunas RAM na primeira dimenséo.

A fase moével utilizada na exclusdo de macromoléculas, assim como a
fase responsavel pela retengcdo e transferéncia do analito sdo importantes
parametros que devem ser otimizados em um sistema cromatografico
multidimensional. Além disso, a fase movel usada na segunda dimensédo é
responsavel pela separagao cromatografica e precisa ser cuidadosamente
selecionada, além de ser compativel com a fase moével utilizada na primeira
dimenséo.

No caso do sistema descrito neste trabalho, no qual o detector € um
espectrobmetro de massas, a fase movel utilizada na segunda dimensao deve
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promover a ionizagdo dos compostos de interesse para que assim sejam
detectados.

Para o desenvolvimento de um método, torna-se necessario selecionar
uma fase modvel que proporcione adequada retengdo dos analitos na segunda
dimensao e possibilite a deteccdo do mesmo. A grande dificuldade desse processo
esta relacionada ao fato de que para um dos compostos em estudo, as melhores
condigdes de ionizagdo ndo s&o aplicaveis para a retencdo dos mesmos’'®.

Dessa forma, nao foi possivel desenvolver o método para quantificacéo
da amoxicilina. Este composto é retido na coluna RAM-BSA Cis com tampao
formiato de aménia. E a infusdo da amostra neste tampao mostra a formacao de

adutos de potassio o que impossibilitou a analise desde composto (Figura 4.25).
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Figura 4.24: Espectro de massas obtido pela infusdo da amoxicilina em tampao

formiato de amoénia

A ampicilina foi retida na coluna RAM-BSA utilizando acido férmico
como fase moével.

Foi utilizado um espectrometro de massas Xevo TQ-MS, com fonte de
ionizacdo do tipo eletronebulizacdo no modo positivo de analise. As condi¢cbes de
ionizagdo e fragmentagcdo da ampicilina por MS/MS foram otimizadas para se
maximizar a resposta e seletividade do meétodo, monitorando-se as transi¢cdes
especificas no modo MRM (monitoramento de reagdées multiplas). Isto foi feito
através da infusdo de um padrdo de ampicilina na fase movel selecionada (solugéo

de acido férmico 0,1%).
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Dois fatores devem ser levados em consideragao: o potencial aplicado
no orificio de entrada, que pode favorecer a fragmentagdo da molécula protonada
antes de ser selecionada no primeiro quadrupolo, e a energia fornecida a célula de
colisdo. Tais valores estdo descritos na Tabela 4.6. A ampicilina foi analisada no
modo positivo e negativo, porém a intensidade do sinal foi maior no modo positivo.
Parametros tais como temperatura de dessolvatacdo 600 °C, voltagem do capilar
3,55 kV e do cone 20 V, vazéo do gas de dessolvatagdo 900 L/Hr foram otimizados
para se obter maior intensidade do sinal da molécula protonada de ampicilina.
Foram monitorados o ion molecular e os ions fragmentos. A pressao e a energia do
gas da célula de colisdo também foram otimizados a fim de que obter uma maior
intensidade fosse obtida para as transigdes: 350 > 106 (mais abundante, utilizada

para a quantificagao) 350>160 e 350>192 (para a confirmacgao).

Tabela 4.6: Condigdes de fragmentagao para ampicilina.

o Energia Modo
Transi¢cao . Cone (V) Dwell(s) _
Colisao (V) lonizacao
350 — 106 20 20 0,1 ES+
350 — 160 12 20 0,1 ES+
350 — 192 20 20 0,1 ES+

Os espectros de massas do ion molecular bem como seus fragmentos sao

apresentados na Figura 4.26.
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Figura 4.25: Espectro de massas, no modo SRM (single reaction monitoring),

referente ao ion molecular (A) e ions fragmentos (B) da ampilicina

Para o método foi utilizado um sistema ACQUITY UPLC (Waters), que
foi o primeiro equipamento especialmente desenvolvido para suportar altos valores
de pressdo (maximo de 15000 psi) ''°. O sistema usado especialmente configurado
em 2D é composto por uma bomba binaria e uma quaternaria, com injetor
automatico Waters 2777C, acoplado a um Waters XEVO TQ-MS.

O sistema de injecdo e acoplamento de colunas esta ilustrado na
Figura 4.27. A posicdo das valvulas € controlada pelo software Masslynx e séo
alternadas entre 1 e 2. Inicialmente, as amostras sao injetadas na valvula Valco®
(valvula 1) que se encontra na posicao 1 de forma que o amostrador € preenchido
com amostra. Depois de um curto intervalo de tempo, ha a passagem da amostra da
vavula 1 para a valvula 2 que esta na posicdo 1. A valvula 1 passa entdo para a
posicdo 2 onde ha a limpeza com dois tipos de solvente. As macromoléculas
presentes na amostra de leite sdo descartadas. A valvula 3 esta na posicdo 1 e

recebe o solvente proveniente da bomba binaria. Instantes antes do acoplamento a
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valvula 2 passa para a posi¢ao 2 e a valvula 3 para a posi¢ao 2. Ha a passagem dos
analitos da coluna RAM para a coluna analitica. Apds a janela de acoplamento, a
valvula 3 e 2 voltam para a posicao 1, de forma que ha a eluicdo dos compostos
pela coluna analitica e a limpeza da coluna RAM.

Na primeira dimenséo, foi usada uma coluna RAM BSA Cs (30 x 2,1
mm Luna-Phenomenex®, 10 pym, 100 A), para exclusdo de macromoléculas e
simultanea retengdo da ampicilina enquanto na segunda dimensao foi usada uma
coluna ACQUITY UPLC BEH C18 (50 x 2,1mm 1,7 um).

N
i
1 Posiglo 2
I

[ valvuia1 | [ xevo-ta-ms |

Injecdo
Pasicio 1

Bombal
Bomba 2

Posigio 2

-/
[ valvota 2|

Descarte |——

Posigio 1 Pasigio 1

Figura 4.26: Diagrama do sistema multidimensional utilizado para o desenvolvimento

e validagao do método para quantificacido de ampicilina em leite.

As colunas ACQUITY, utilizadas na segunda dimens&o, possuem
particulas hibridas produzidas pela reagdo de bis(trietoxissililetano) e
tetraetoxissilano, que da origem a uma particula de silica com pontes de etano
inseridas em sua estrutura (polietoxissilano), denominada silica hibrida de segunda

geragado. A combinagdo de material organico e inorganico gera particulas menores,
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com maior resisténcia mecanica e que sao resistentes a uma extensa faixa de pH (1-
12). Tal estabilidade se deve ao fato de existir pontes de carbono inseridas na
superficie da silica, estaveis a temperatura e que fornecem uma boa simetria de
banda devido a quantidade reduzida de silandis residuais'®’.

No método inicialmente proposto foi utilizada como fase mével uma
mistura de acido férmico e metanol, tanto para a transferéncia da ampicilina como
para a eluicdo da mesma na segunda dimensdo. A descricdo deste método é

apresentada na Tabela 4.7.

Tabela 4.7: Condigdes utilizadas no acoplamento das colunas RAM-BSA Cg (50 x
2,1 mm Luna-Phenomenex®, 10 um e 100 A) e analitica ACQUITY UPLC BEH Cisg

(50 x 2,1 mm 1,7 ym), para analise de ampicilina em leite bovino.

Posic¢ao da valvula
Tempo

Fase Movel Evento Valvula ValvulaValvula
1 2 3

(min)

Exclusao das proteinas do
0-25 QSM - H,0 . 2 1 1
leite pela coluna RAM

25— QSM - MeOH:Ac. Eluicdo da ampicilina pela ) ]
4,5 Férmico (0,1%) coluna RAM

QSM - MeOH:Ac. . o
3,9- ) Transferéncia da ampicilina

Foérmico (0,1%) ) 1 2 2
4,2 para a coluna analitica
(70:30 v/v)
BSM - MeOH:Ac.

o Analise da ampicilina pela
45-5 Formico (0,1%) N 1 2 1
coluna analitica
(70:30 v/v)

QSM - ACN:H,0:1SO _
5-10 Limpeza da coluna RAM 1 2 1
(75:15:10 viv)

QSM - H,0:MeOH Recondicionamento coluna
10-15 1 2 1
(97:3 viv) RAM

Condi¢gbes Cromatograficas: Volume de injecdo: 10 ulL, vaz&o: 0,4 mL/min em ambas as

colunas; T = 30 °C na coluna analitica.
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A Figura 4.28 representa os cromatogramas referentes as amostras de
leite e leite fortificado com padrdo de ampicilina na concentragdo de 10 ng/mL tanto

no modo uni como multidimensional

100 4

Leite Dopado B
Leite

100

80+

60 -

404

204

T T T T T T T T 1
36 38 40 42 44 30 3,5 40 45 50
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 4.27: Cromatogramas referentes a injecado de amostra de leite e leite dopado
com ampicilina na concentragdo de 10 ng/mL no modo (A) 1D e (B) 2D. Colunas:
RAM-BSA Cg (50 x 2,1 mm Luna-Phenomenex®, 10 pym e 100 A) e analitica
ACQUITY UPLC BEH C45 (50 x 2,1 mm 1,7 ym). Volume de injegdo: 10 uL, vazao:

0,4 mL/min em ambas as colunas; T = 30 °C na coluna analitica.

Com o intuito de minimizar o elevado valor de efeito de matriz,
discutido posteriormente, foi adicionado 3% de MeOH na fase mdvel da primeira
dimens&o para a exclus&o proteinas que inicialmente foi feita com 100% de agua.

Com o acoplamento entre uma coluna RAM, na primeira dimensao,
com tamanho de particulas de 10 um e uma coluna ACQUITY UPLC BEH C18, na
segunda dimens&o, com tamanho de particulas de 1,7 um, esperava-se que a banda
cromatografica da ampicilina tivesse uma largura maior se comparada com a banda
obtida pela injegdo da ampicilina diretamente na coluna analitica da segunda
dimensao, UHPLC.

A ampicilina apresentou uma largura de banda maior na coluna RAM,
0,55 min, enquanto na coluna ACQUITY e no método acoplado se manteve em 0,17
min (Figura 4.29). Isso se deve ao fato de ambas as colunas possuirem 0 mesmo
diametro interno e de haver uma concentracdo, da parte transferida da primeira
dimensao, no topo da coluna analitica, o que fez com que nao houvesse um

alargamento de banda, na segunda dimens&o.
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Figura 4.28: Comparagdo entre as larguras das bandas cromatograficas em (A)
coluna RAM BSA Cg (50 x 2,1 mm Luna-Phenomenex®, 10 ym e 100 A) (B) coluna
ACQUITY UPLC BEH C15 (50 x 2,1 mm 1,7 uym) (C) método acoplado.

Porém, com estas condigbes cromatograficas, a vida util da coluna
RAM se mostrou muito menor do que esperado. Poucas inje¢des foram suficientes
para causar entupimento e, consequentemente, aumento da pressao de volta, o que
impossibilitou prosseguir com as analises.

Apoés a exclusdo das proteinas, realizada com 100% H»O, utilizou-se
uma fase moével com alta proporcdo de solvente organico, MeOH:Acido férmico
(0,1%) (70:30 v/v), para a eluicdo da ampicilina da coluna RAM. Esta elevada
porcentagem de solvente organico foi inicialmente atribuida como responsavel pelo
entupimento da coluna RAM, e sua consequente inutilizacdo, devido a precipitacao
das proteinas imobilizadas.

Novas condi¢gbes cromatograficas foram entdo avaliadas (Tabela 4.8):
aumento em 0,5 minutos do tempo destinado a exclusao das proteinas, adicao de

3% de metanol para minimizar o efeito de matriz e a insergdo de um gradiente de 3 a
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5 minutos, em que a propor¢gdo de metanol aumenta de forma linear de 3 a 70%.

Tais alteracbdes foram suficientes para aumentar a vida util da coluna RAM.

Tabela 4.8: Condi¢des utilizadas no acoplamento das colunas RAM-BSA Cg (50 x
2,1 mm Luna-Phenomenex®, 10 um e 100 A) e analitica ACQUITY UPLC BEH Cis

(50 x 2,1 mm 1,7 ym), para analise de ampicilina em leite bovino.

Posicao da valvula

Tempo ]
(min) Fase Movel Evento Valvula ValvulaValvula
1 2 3
0_3 QSM - H,0:MeOH Exclusao das proteinas do 5 ] 1
(97:3 viv) leite pela coluna RAM

QSM - MeOH:Ac.
3-5 ) Gradiente, 3 - 70% MeOH 1 2 1
Férmico (0,1%)

QSM - MeOH:Ac. o o
] Transferéncia da ampicilina
5-6 Férmico (0,1%) » 1 2 2
para a coluna analitica
(70:30 v/v)

BSM - MeOH:Ac. . L
o Analise da ampicilina pela
5-9 Formico (0,1%) N 1 2 1
coluna analitica

(70:30 v/v)
QSM - H,0:MeOH
6-10 Limpeza da coluna RAM 1 2 1
(97:3 viv)
QSM - MeOH:Ac. Recondicionamento coluna
10-14 1 2 1
Foérmico (0,1%) RAM

Condi¢gbes Cromatograficas: Volume de injecdo: 10 ulL, vaz&o: 0,4 mL/min em ambas as

colunas; T = 30 °C na coluna analitica.

A Figura 4.30 apresenta os cromatogramas referentes a amostra de
leite e leite dopado com padrdo de ampicilina na concentragéo de 10 ng/mL tanto no

modo uni como multidimensional
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Figura 4.29: Cromatogramas referentes a injegdo de amostra de leite e leite dopado
com ampicilina na concentragdo de 10 ng/mL no modo (A) 1D e (B) 2D. Colunas:
RAM-BSA Cg (50 x 2,1 mm Luna-Phenomenex®, 10 pm e 100 A) e analitica
ACQUITY UPLC BEH C45 (50 x 2,1 mm 1,7 pym). Volume de injeg¢édo: 10 ulL, vazao:

0,4 mL/min em ambas as colunas; T = 30 C na coluna analitica.

4.4.1 - Efeito de matriz

O sucesso no desenvolvimento de meétodos bioanaliticos esta em
ajustar as condigdes cromatograficas de forma que a banda do analito ndo coelua
com compostos enddgenos como fosfolipidios, aminoacidos e nucleosideos. A
coeluicdo com tais compostos afeta a relagado sinal/ruido, o que hoje é conhecido
como efeito de matriz'®188-191,

O advento da técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a um espectrometro de massas, que permite a analise eficiente de
pequenas moléculas em matrizes bioldgicas, fez com que o uso de particulas cada
vez menores como suportes cromatograficos proporcionasse maior resolugao e
menor tempo de analise, 0 que sugere uma maior seletividade, e consequentemente
menor impacto no sinal obtido'9%1%,

Entretanto a alta seletividade proporcionada por um LC-MS néo
garante a eliminagdo efetiva de interferentes ja que as técnicas de ionizagdo a
pressdo atmosférica (APIl) podem ser substancialmente afetadas pelo aumento ou
supressao do sinal obtido devido a presencga de interferentes na matriz bioldgica.

O efeito de matriz se torna mais pronunciado com a utilizacdo do

eletrospray como fonte de ionizagao, isso se deve ao fato da ionizagao dos analitos
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ocorrer na fase liquida antes de passarem para a fase gasosa. Os possiveis fatores
responsaveis por tal fenbmeno sdo dependentes das propriedades fisico-quimicas
do composto e estdo relacionados'®*'%;
e Com a competicdo entre analito e interferentes pelas cargas
disponiveis e pelo acesso a superficie da gota;
e Forte aumento da viscosidade da fase liquida,
e A presenca de altas concentragcdes de componentes da matriz, o que

causa um aumento na tensdo superficial das gotas afetando a

eficiéncia de formacgao e evaporagao do spray;

e Aditivos ndo volateis sao responsaveis pela supressao do sinal devido

a formacao de particulas solidas, ou aditivos na fase moével ou

componentes da matriz podem agir como agentes de pareamento

ibnico levando a formagao de complexos neutros.

Avalia-se o efeito de matriz no desenvolvimento do método analitico
com o objetivo de mensurar seu impacto na quantificagdo do farmaco em estudo e
no processo de validagéo'®.

Sendo que esta avaliacdo pode ser feita pelo método qualitativo por
infusdo pds coluna e/ou quantitativo com extracao on-line capaz de avaliar, além do
efeito de matriz, a eficiéncia de extracdo® (Figura 4.31).

Para o método quantitativo de extragdo on-line duas solugdes sao
preparadas e injetadas, uma contendo a substancia padrédo dissolvida em agua e
outra com a solucgéo dissolvida na matriz, ambas na mesma concentragao.

Para o calculo do efeito de matriz é utiliza-se a seguinte formula:
EM(%) = 100 - B/A X 100 (10)
A = Média das areas das bandas da solugao analito de interesse em

agua

B = Média das areas da matriz dopada com o analito de interesse
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Figura 4.30: Figura adaptada da referéncia’®®. Esquema dos dois métodos utilizados
para avaliacdo do efeito de matriz (A) método de infusdo pos coluna (B) método de

extracao on line.

Para a infusdo pds coluna, método proposto por Bonfiglio et al. '*°,

uma
solugdo com o analito é infundida constantemente no espectrometro de massas e
injeta-se a matriz de interesse no sistema cromatografico. O efeito de matriz é entao
investigado com base na variacdo de sinal, no respectivo tempo de retengcdo do
analito de interesse, ja que é obtido um sinal constante do ion ou transigéo

monitorada pelo tempo da corrida analitica®’.
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Ha muitas técnicas comumente empregadas para atenuar o efeito de
matriz: a redugdo do volume de injecdo ou diluigdo de amostra, que sao uteis
apenas se a sensibilidade de detec¢cao nao é afetada; pré-tratamento através de
precipitacdo de proteinas, extracdo em fase sélida (SPE) ou extracao liquido-liquido
(LLE) ou mudancgas nas condi¢gdes cromatograficas.

A técnica de precipitacdo de proteinas, apesar de pratica e rapida,

mostrou-se ndo ser adequada, pois ndo é possivel obter uma amostra livre de
interferentes tais como lipideos, acidos graxos, entre outros, que sdo os grandes
responsaveis por causar supressao no sinal quando se utiliza ESI. Ja técnicas como
SPE e LLE, permitem a obtengdo de uma amostra com menor quantidade de
interferentes 9198200,
A técnica de injecéo direta em um sistema multidimensional, abordado
neste trabalho, com uma coluna na RAM na primeira dimensido combina a
possibilidade de se fazer o pré-tratamento com a exclusdo de macromoléculas
presentes na matriz bioldgica e de compostos enddégenos durante a corrida analitica,
possibilitando uma melhor resolugéo cromatografica na segunda dimensao ja que sé
os compostos de interesse sao transferidos para a segunda dimensdo. Um menor
efeito de matriz € observado para o sinal obtido no espectrémetro de massas se
comparado com sistemas unidimensionais.

Os resultados do efeito de matriz nas condi¢cdes descritas na Tabela

4.7 sao apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9: Valores de efeito de matriz em leite bovino desnatado para analise de

ampicilina pelo modo de extracéo on-line 2D.

[AMP] = 10 ng/mL  [AMP] = 100 ng/mL

CV(%) 6,6 9,9

Efeito de Matriz (%) 61,1 741

Com tais resultados, pode-se observar que o efeito de matriz, apesar
de ser intenso na supressao do sinal é similar nas diferentes concentragdes, 10 e

100 ng/mL. Apesar dos altos valores, o resultado é satisfatorio ja que em muitos
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casos o efeito de matriz tem uma relagdo nao linear com a concentracdo do analito
em estudo, demonstrando assim a necessidade de escolher uma concentragdo mais
préximo possivel das amostras reais.

O efeito de matriz € dependente da natureza do analito e dos
compostos presentes na matriz em estudo. Moléculas polares, como a ampicilina,
sao mais susceptiveis a supressao da ionizagdo se comparadas com compostos
menos polares 201292,

Com o objetivo de minimizar o efeito de matriz, adicionou-se solvente
organico (MeOH) na fase modvel responsavel pela exclusdo de macromoléculas na
primeira dimensao.

Inicialmente, foi avaliado a porcentagem de metanol de 0 a 5 % na
agua usada como fase movel. A porcentagem de 3% de metanol foi selecionada
uma vez que houve uma redugao de aproximadamente 50% no efeito de matriz, de
62% para 32%. O tipo do modificador orgénico também foi avaliado. O metanol foi o
melhor modificador para minimizar o efeito de matriz. Com o uso do 2-propanol na
mesma porcentagem de metanol houve uma supresséo no sinal de 88%.

A adicdo de uma pequena quantidade de modificador organico ao
solvente responsavel pela exclusdo das proteinas, neste caso agua, tornou-se util no
aumento da seletividade e extragdo do farmaco de interesse, pois liberou o analito
de sitios de ligagdo presentes nas proteinas do leite 2%,

Como pontuado anteriormente, ndo se deve levar em conta apenas a
natureza do analito para o estudo do efeito de matriz. A otimizagado do preparo de
amostras € de extrema importancia para atenuar o mesmo e é um importante
aspecto no desenvolvimento do método 2", ja que é responsavel pela remogao de
grande parte dos compostos enddgenos.

Por ser um método de injecao direta, as amostras sao centrifugadas
antes da injecdo no sistema cromatografico. Dessa forma aumentou-se a velocidade
e o tempo pelo qual as amostras permaneciam em rotacdo, ou seja, de 10000 para
13000 rpm e de 10 para 30 min. As condi¢gdes cromatograficas sdo as mesmas
descritas na Tabela 4.8.

Visualmente houve uma melhora na separagao das fases do leite apds
a centrifugacdo, bem como no efeito de matriz, que nesta nova condigdo foi de

supressao no sinal de somente 23% com um CV de 12% nas replicas das analises.
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As mudancgas obtidas nas condi¢des cromatograficas permitiram que
houvesse mudanca no tempo de retencdo da amplicilina, e dessa forma o analito
nao coeluia mais com os compostos responsaveis por aumentar ou suprimir a
ionizagdo da mesma 2042%°,

O efeito de matriz para o leite desnatado também foi avaliado pelo
modo de extracado on-line e infusdo pds-coluna tanto no modo unidimensional como
no modo 2D. Os resultados obtidos demonstraram que em 2D o efeito matriz é
reduzido em 30% quando comparado ao modo 1D?%.

Foi avaliada também a influéncia da composicdo da matriz biolégica
para o efeito matriz. Para o desenvolvimento do método, a matriz utilizada foi o leite
desnatado. Dessa forma, um estudo foi realizado com amostras de leite in natura
para que fosse possivel avaliar a aplicabilidade do método desenvolvido.

Tais amostras passaram pelo mesmo processo de centrifugagao e
fortificadas com padrao de ampicilina.

Houve diferengca também com relagdo a matriz utilizada, o leite in
natura proporcionou efeito de matriz maior se comparado aqueles obtidos pelo leite
desnatado. Na Fig. 4.32 é mostrado o cromatograma do leite bovino in natura

fortificado com padrao de ampicilina na concentragcao de 10 ng/mL.

100
80
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%

40 -
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T T T T T
3 4 5 6 7
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Figura 4.31: Cromatograma da amostra de ampicilina em leite bovino in natura apos

acoplamento.

O leite in natura possui uma maior quantidade de fosfolipidios que sao

responsaveis pelo aumento na supress&o do sinal®*'2%’,
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A Tabela 4.10 contém os valores referentes ao efeito de matriz dos
diferentes tipos de leite. A Figura 4.33 apresenta a avaliagdo qualitativa do efeito de

matriz através da infuséo direta, pos-coluna, da ampicilina.

Tabela 4.10: Valores de efeito de matriz em leite bovino desnatado e in natura para

analise de ampicilina pelo modo de extragao on-line 2D

Leite
Leite in natura
Desnatado
CV(%)n=5 12,3 4.2
Efeito de Matriz
23,0 67,7

(%)

100

— Agua
Leite desnatado
Leite in natura

80

60 —

|
A

Tempo (min)
Figura 4.32: Infus&o direta pds coluna de padrao de ampicilina, apos a injecao de

leite bovino no sistema multidimensional.

Os resultados obtidos indicaram que a otimizacdo no preparo de
amostras e/ou parametros cromatograficos € uma estratégia eficiente para a

eliminagao ou redugao do efeito de matriz.
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4.4.2 - Validagao do método UHPLC-LC-MS/MS para a determinacgao
de ampicilina em leite bovino.

O método analitico desenvolvido para a determinacéo de ampicilina em
leite bovino foi validado de acordo com o guia proposto pela Anvisa 208 hara métodos
bioanaliticos e pelo ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento (MAPA)?®.
Foram avaliadas como figuras de mérito: linearidade, recuperagéo (ou eficiéncia de
extragado), precisao e exatidao, limite de quantificacao e deteccao e estabilidade.

A curva analitica para a ampicilina foi construida em fungédo das areas
das bandas cromatograficas relativas as seguintes concentracgdes: 1,5; 3,0; 4,5;
6,0;10,0; 12,0 ng/mL.

A curva analitica obtida através da regressao linear pelo método dos

minimos quadrados (Figura 4.34).

] Ampicilina
Y = 485,082 + 435,284*X
{ r=0,995

T
8

Concentragio (ng.mL")

Figura 4.33: Curva analitica para a ampicilina

O coeficiente de correlagdo linear (r) obtido através da curva analitica
foi de 0,995. A exatidao apresentou um desvio menor do que 15% do valor nominal
em todas as concentragdes da curva. Todos os valores obtidos estdo dentro dos

critérios estabelecidos para a validagdo do método.
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Para avaliar a precisdo e exatiddo 2'° foram utilizadas amostras de
controle de qualidade preparadas em quintuplicata, em trés diferentes
concentragbes, (baixa, média e alta) referentes a curva analitica: 1,8; 7,2 e 9,6
ug/mL.

As precisdes e exatiddes, intra e interdias dos métodos foram
determinadas analisando-se as quintuplicatas dos trés controles de qualidade, em
um mesmo dia e em dias consecutivos respectivamente. A precisao foi expressa
pelo coeficiente de variagdo (CV) e a exatidao foi avaliada através da interpolagao
dos resultados na curva analitica e expressa como porcentagem de erro entre as
quantidades adicionadas e as quantificadas, nas trés concentragcdes avaliadas
(Tabela 4.11).

Tabela 4.11: Precisdo (CV%) e exatiddo interdias e intradias do método

desenvolvido
1% dia (n=15) 2% dia (n=15) 3% dia (n=15) 3 dias (média)
Ampicilina
(ng/mL) Exatidao Ccv Exatidao Ccv Exatidao Ccv Exatidao Ccv
ng/m
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1,8 100 11,0 105 12,2 106 12,9 104 3,1
7,2 91,5 6,6 92,6 10,8 109 7,9 97,7 10,0
9,6 104 10,8 102 9,8 100 9,6 102 2,0

A precisdo das replicatas apresentou coeficiente de variagao entre 6,6
e 12,9%, e os valores de exatidao variaram entre 91,5 a 109%.

A eficiéncia de extracdo foi avaliada através de valores percentuais
calculados através da razdo entre o valor médio das areas encontradas nas
amostras preparadas em leite, com os resultados das amostras preparadas em agua

Milli-Q. Os resultados estdo na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12: Eficiéncia de extracao obtida para as amostras de controle de

qualidade.

Concentragao de
o Recuperagéo (%)
ampicilina (ng/mL)

1,8 99,8
7,2 109
9,6 98,0

Foi também avaliada a exatiddo do método pela analise de amostras
de concentragdes desconhecidas ao analista, tanto em leite desnatado como em
leite in natura, chamado do teste cego. Os resultados estdo apresentados na Tabela
4.13.

Tabela 4.13: Precisao e exatiddo obtidas para a ampicilina no teste cego

Concentragdo Leite desnatado Leite in natura
de Ampicilina  Exatiddo CV  Exatiddo CV

(ng/mL) (%) (%) (%) (%)
4 90,5 147 994 45
11 1090 003 969 73

Pode-se observar que o método pode ser aplicado também para a
quantificacdo de ampicilina em leite in natura, para o qual o método € destinado.

O limite de detecgédo de 0,1 ng/mL foi determinado pela relagao sinal
ruido, no qual este deve ser igual a 3. Ja o limite de quantificagcdo 1,8 ng/mL foi
determinado por meio de analises da matriz fortificadas (n=3) em valores
decrescentes de concentracdo do analito até que os valores de precisao e exatidao
tivessem de 15 a 20% de variabilidade.

A avaliacdo do teste de estabilidade foi realizada através de amostras
preparadas nas mesmas concentragdes dos controles de qualidade e os farmacos
foram considerados estaveis na matriz biolégica ou solugdo se o seu coeficiente de

variagcéo (CV%) for menor ou igual a 15% com relagdo as concentragdes iniciais.

91



Para avaliar a estabilidade das amostras apds ciclos de congelamento
e degelo, as amostras de controle de qualidade foram preparadas e analisadas
imediatamente (tempo zero) e depois de congeladas a -20°C e em tempos
determinados as amostras foram degeladas e analisadas (ciclos de degelo). Porém,
as amostras foram estaveis apenas no primeiro ciclo (24 horas). No segundo ciclo os

valores de CV% foram maiores que 15%.
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5 — Conclusao

As colunas de meio de acesso restrito em estudo se mostraram
eficientes na exclusao de proteinas do leite, tendo excluido, em média 90% das
proteinas presentes no leite bovino, em dois minutos, utilizando-se apenas agua
como fase movel. As colunas RAM sao de facil preparo, robustas e eficientes para
serem utilizadas como colunas extratoras para os antibidticos p-lactdmicos

altamente polares.

As primeiras colunas avaliadas, colunas de meio de acesso restrito de
troca i6nica que foram desenvolvidas com o objetivo de superar problemas
relacionados a retencao de compostos altamente hidrofilicos e polares, observados
com o emprego das colunas de fase reversa, ndo se mostraram eficientes para a
retencio dos antibiéticos em estudo.

Dentre as colunas de meio de acesso restrito com fase hidrofébica, a
coluna RAM BSA Cg foi a que demonstrou melhor capacidade de retengao e assim
pode ser usada para a quantificacdo de amoxicilina e ampicilina em uma mesma
corrida analitica.

A versatilidade quanto a utilizacdo das colunas de meio de acesso
restrito, que podem ser utilizadas no modo simples ou no modo multidimensional de
analise possibilitou que a coluna RAM-BSA C;s fosse empregada na primeira
dimenséo e, devido a grande diferenga de retencdo dos compostos analisados nesta
dimensao, ha a possibilidade de se fazer o acoplamento com a coluna analitica em
dois tempos diferentes, ja que o tempo de acoplamento deve ser o menor possivel
para evitar a transferéncia de compostos interferentes. O método mostrou-se
seletivo e linear para a faixa de concentragdo 2,5 a 60 pug/mL.

Outra proteina a ser imobilizada/adsorvida a superficie externa do
suporte solido é a B-lactoglobulina que, inicialmente possibilitou que as condigdes
cromatograficas anteriormente utilizadas em colunas RAM-BSA Cs fossem avaliadas
para a retencdo dos antibidticos em estudo, porém, a coluna RAM-BLG n&o
conseguiu manter sua eficiéncia na analise dos farmacos. Com o passar do tempo,
perdeu sua capacidade de retencao e resolucéao.

Utilizando a técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia

multidimensional (LC-UHPLC) acoplada a um espectrdmetro de massas (LC-
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UHPLC-MS) foi possivel utilizar na primeira dimenséo, para a quantificacdo de
ampicilina em leite bovino, uma coluna RAM-BSA acoplada na segunda dimenséao a
uma coluna ACQUITY UPLC BEH. Utilizando o modo MRM, monitoraram-se trés
transicoes especificas, 350 > 106, 350 > 160 e 350 > 192, sendo a primeira, de maior
intensidade, para a quantificagdo e as demais para confirmacgédo. O método é simples,
com tempo de corrida de 14 minutos sem qualquer pré-tratamento de amostras. A
validagao foi realizada de forma a abranger todas as figuras de mérito, segundo as

principais normas nacionais e internacionais.
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