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RESUMO GERAL

A piscicultura é uma atividade de grande expressao na agropecuaria, € assim
como na maioria das culturas, h& determinados manejos que sdo
responsaveis por elevado estresse nos peixes. Inevitavelmente, esse estresse
influencia diretamente no desempenho econémico e no bem estar dos
animais, e por esse motivo, é recomendada a aplicacdo de drogas que
minimizem esses efeitos. No entanto, cada droga apresenta um periodo
residual, que se mal dimensionado ou ndo respeitado, geram residuos no
pescado comercializado na indistria alimenticia. Dessa forma, a fim de
possibilitar uma melhor padronizagdo do periodo residual e na fiscalizagdo
do pescado, tornando-os mais seguros para 0 consumo, é fundamental o
desenvolvimento de protocolos analiticos para a rapida deteccdo desses
residuos no filé do pescado. Neste sentido, objetivou-se o desenvolvimento
de metodologias analiticas capazes de determinar tragos residuais do
anestésico mentol (1R, 2S, 5R)-2-isopropil-5-metilciclohexanol em filés de
peixes das espécies, tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e surubim
(Pseudoplatystoma sp), utilizando as técnicas de preparo de amostra:
microextracdo com gota Unica (SDME), microextracdo em fase solida
(SPME) e a microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) juntamente
com a cromatografia em fase gasosa com deteccdo por espectrometria de
massas (GC-MS). Para o desenvolvimento das metodologias de anélises, 0s
parametros que afetam a eficiéncia da extracdo do mentol pelas técnicas de
preparo de amostras empregadas foram otimizados para obtengdo da melhor
sensibilidade, de forma multivariada. No planejamento das analises foi
empregado o delineamento composto central rotacional (DCCR), que
possibilitou analisar as variaveis de forma conjunta e estratégica, resultando
em avaliagbes precisas com menor quantidade de analises. Apos
determinadas as melhores condi¢fes de trabalho para a determinacdo do
mentol, as metodologias desenvolvidas foram validadas e aplicadas na
quantificagdo residual do anestésico em filés de tildpia e surubim,
apresentando precisao e exatidao consideraveis.

Palavras-chave: mentol, anélise residual, tildpia do Nilo, surubim,
guimiometria.



GENERAL ABSTRACT

Fish farming is an activity of great expression in agriculture, and as in most
cultures, there are certain managements who are responsible for high stress
in fish. Inevitably, this stress directly influences economic performance and
welfare of animals, and therefore, the application of drugs is recommended
to minimize these effects. However, each drug has a residual period, which
badly scaled or not respected, generate waste in fish sold in the food
industry. Thus, in order to allow a better standardization of the residual
period and fish monitoring, making them safer for consumption, it is
essential the development of analytical protocols for the rapid detection of
these residues in fish fillet. In this sense, it aimed to the development of
analytical methodologies able to determine residual traces of the anesthetic
menthol (1R, 2S, 5R) -2-isopropyl-5-metylcyclohexanol fillets of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) and catfish (Pseudoplatystoma sp) using the sample
preparation techniques: single drop microextraction (SDME), solid phase
microextraction (SPME) and dispersive liquid-liquid microextraction
(DLLME) and gas chromatography with detection by mass spectrometry
(GC-MS). For the development of methods of analysis, the parameters that
affect the efficiency of extraction of menthol employed by sample
preparation techniques were optimized to obtain the best sensitivity,
multivariate analysis. In planning the analyzes it used the rotational central
composite design (RCCD), which made it possible to analyze the variables
jointly and strategically, resulting in accurate measurements with less
analysis. After determined the best working conditions for the determination
of menthol, the methodologies developed were validated and applied to the
guantification of residual anesthetic in tilapia fillets and catfish, with
considerable precision and accuracy.

Keywords: menthol, residual analysis, Nile tilapia, surubim, chemometrics.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A piscicultura é uma atividade que se destaca, assumindo papel
fundamental no desenvolvimento econémico do pais, representando fonte
vital de alimentos. Dentre as espécies de peixes cultivadas, a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), peixe de escamas, é uma das mais populares no
mundo, sendo a espécie de pescado mais produzida e consumida no Brasil.
Espécies nativas também vém ganhando espago nesse cendrio, dentre estas,
0 surubim (Pseudoplatystoma sp), peixe de couro, considerado um dos
peixes de dgua doce de maior valor comercial, devido seu grande potencial
produtivo.

No entanto, é bastante comum o relato de prejuizos econémicos em
razdo da mortalidade decorrente de deficiéncias no processo de producéo.
Para facilitar o manejo e reduzir o estresse, a utilizacdo de anestésicos tem se
tornado uma pratica comum nos sistemas modernos de producdo. Porém, o
uso destes compostos podem se acumular no organismo dos animais por um
determinado tempo, diminuindo a qualidade do alimento.

Neste sentido, a anélise de compostos anestésicos em peixes é uma
ferramenta importante para a defini¢cdo de protocolos que envolvam desde 0s
parametros de aplicagdo até o abate e o processamento final do pescado,
estabelecendo margens seguras para seu consumo pés-manejo, melhorando a
gualidade do produto final.

No Brasil, ainda ndo existem regulamentacfes quanto ao uso de
anestésicos em peixes. As substancias mais utilizadas para este prop6sito sdo
a tricaina, benzocaina, 6leo de cravo, quinaldina, 2-fenoxietanol e o mentol.
Cada um destes compostos vai exigir uma concentracdo diferente de acordo
com o estdgio de sedacdo desejado, que vai desde a sedacdo leve até uma

sedacdo profunda. A escolha de um anestésico esta relacionada com o custo,
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disponibilidade no mercado, eficiéncia, finalidade e o destino do animal apds
a aplicagdo da droga.

O mentol (1R, 2S, 5R)-2-isopropil-5-metilciclohexanol € um dos
constituintes do dleo essencial extraido de plantas do género Mentha, com
conhecidas propriedades anestésica e anti-inflamatéria. E facilmente
encontrado em farmacias de manipulacao a baixo custo, além de ser de facil
utilizacdo.

As técnicas frequentemente utilizadas para separacdo e
determinagdo de compostos residuais presentes em matrizes bioldgicas sdo
as cromatogréaficas. No entanto, a identificacdo de compostos presentes em
matrizes complexas como o tecido do peixe requerem processos de
preparacdo bem elaborados (extragdo e pré-concentracdo), cujo objetivo é a
obtencdo de uma sub-fracdo da amostra original enriquecida com as
substancias de interesse analitico, de forma que se obtenha uma separagdo
cromatografica livre de interferentes, com deteccdo adequada e um tempo
razoavel de analise.

Neste sentido, novas técnicas foram desenvolvidas tomando como
principio a miniaturizagdo da extracado liquido-liquido (LLE) e a extracdo em
fase solida (SPE), destacando-se a microextragdo com gota Unica (SDME),
microextracdo em fase sdlida (SPME) e a microextracdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME) por reduzirem significativamente o consumo de
solventes organicos, além de tornar a etapa de preparo de amostras simples e
rapida. Estas sdo técnicas alternativas de extragdo que apresentam algumas
vantagens em comum, como, utilizacgdo de menores quantidades de
amostras, analises de tracos, maior seletividade e especificidade na extragdo
e utilizacdo de quantidades minimas (despreziveis) de solventes organicos,
tornando-as menos agressivas ao meio ambiente.

A SDME, SPME e DLLME sdo métodos de extracdo alternativos
que vém se destacando, no qual o principio das técnicas consiste no
particionamento dos analitos de interesse analitico entre a fase extratora e a

amostra. Na SDME, a fase extratora € uma microgota de solvente organico
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suspensa ou imersa na solucdo da amostra em um sistema fechado onde
ocorre a particdo dos analitos.

Na SPME, a extracdo ocorre por uma fibra de silica fundida
revestida com um fino filme de um polimero ou um sélido adsorvente (fase
extratora), que também pode ser imersa ou suspensa na solugdo (headspace).
Em ambas as técnicas o modo de disposicao da fase extratora (imerséo direta
ou headspace) deve ser selecionado de acordo com as propriedades fisicas e
qguimicas do analito, da fase extratora e também da complexidade da
amostra.

Na DLLME, uma mistura de dois solventes é injetada na amostra
aquosa, ocasionando na transferéncia dos analitos para a fase organica. A
mistura obtida pela injecdo rapida e simultanea dos dois solventes, no qual
um solvente é miscivel tanto na fase aquosa quanto na organica, promove a
dispersdo do solvente organico na forma de microgotas com elevada area
superficial ocasionando na particdo dos analitos de interesse. Essas técnicas
podem ser utilizadas para a extracdo de analitos apolares, de média
polaridade e para aqueles cuja polaridade possa ser alterada previamente a
extracao.

A eficiéncia das técnicas esta interligada a diversos fatores que
podem influenciar de forma positiva ou negativa na extra¢do, como o efeito
da forca ibnica na solucdo, tempo e temperatura de extracdo, agitacdo da
amostra, pH da solucdo, volume do headspace, natureza e volume de
solventes extrator e dispersor, dentre outros. Tornando necessario 0 uso de
modelos estatisticos que possibilitem a analise de diversos parametros e suas
interacOes, obtendo um ndmero reduzido de ensaios e resultados com alta

confiabilidade.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver metodologias analiticas para a determinacdo e

guantificacdo residual do mentol em filés de tildpia do Nilo e surubim
utilizando SDME, SPME e DLLME.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as condigdes Otimas para obtengdo dos parametros das
técnicas miniaturizadas, como, quantidade de sal, tempo e
temperatura de extragdo para SDME e SPME, quantidade de sal,
volume de solvente extrator e volume de solugdo aquosa para
DLLME. Para obtencdo das condi¢cBes Otimas, empregar a

quimiometria como ferramenta estatistica;

Validar as metodologias desenvolvidas obtendo-se pard@metros como
limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo, faixa linear dinamica,

seletividade, sensibilidade e exatidao;

Aplicar as metodologias desenvolvidas na determinacdo e
quantificagdo residual de mentol em amostras reais de peixes (tilapia

do Nilo e surubim) anestesiados.

Comparar as técnicas de SDME e SPME na determinacdo residual

de mentol em peixes.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A piscicultura no Brasil

A produgdo mundial de pescado no ano de 2013 foi de,
aproximadamente, 160 milhdes de toneladas. Desta produgéo, o Brasil foi
responsavel por 0,75%, o equivalente a 1,25 milhdes de toneladas de peixe,
gerando um PIB de cerca de 5 bilhdes, assumindo a 19° posi¢do no ranking
dos maiores produtores (BRASIL, 2014).

O Brasil possui grande potencial para ser um dos maiores produtores
mundiais de pescado. O que se deve principalmente a disponibilidade hidrica
existente, aproximadamente 13% da reserva de agua doce do mundo e 8,5
mil quilémetros de extensdo maritima. Outros fatores apontados como
propicios para o desenvolvimento da atividade sdo as vantagens climaticas, a
diversidade de espécies cultivaveis e a demanda crescente por alimentos de
elevado teor nutricional (FAO, 2010).

O crescimento pela procura e criagdo de peixes deve-se
principalmente pela busca da populag¢do por alimentos mais saudaveis, uma
vez que, o pescado apresenta alto valor nutritivo. Este alimento é rico em
micronutrientes minerais, acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa,
responsaveis por numerosos beneficios no organismo humano, como,
funcgdes estruturais nas membranas, equilibrio homeostatico, formacéo dos
tecidos cerebrais e nervosos, além de estar relacionado com o sistema

imunoldgico e evitar doengas cardiovasculares (BRASIL, 2009).

3.2 Espécies de peixes cultivados

3.2.1 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo é hoje a espécie de peixes mais produzida e

consumida no Brasil, apresentando uma grande capacidade de adaptacéo.
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Originaria da Africa, pertence a familia Cichlidae, género Oreochromis e
espécie Oreochromis niloticus (FITZSIMMONS; MARTINEZ-GARCIA,;
GONZALES-ALANIS, 2011).

Os peixes desta espécie apresentam coloracdo cinza azulada, corpo
curto e alto, cabeca e cauda pequena e listras verticais na nadadeira caudal
(Figura 1). E um peixe de agua quente (21 a 35°C), sendo a reproducio
favorecida nesta faixa de temperatura. Em 2013, sua producéo atingiu cerca
de 170 mil toneladas (IBGE, 2014). Este nimero significativo deve-se, ao
seu palativo sabor e principalmente a boa qualidade da carne (BOSCOLO;
HAYASHI; SOARES, 2001).

Figura 1- Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Fonte: Propria autora (fotografia).

O interesse pelo cultivo dessa espécie € dado principalmente em
decorréncia de possuirem excelentes caracteristicas de producdo e adaptacdo
as condicOes brasileiras, rapido crescimento, precocidade da maturagdo
sexual, resisténcia a doencas e pela capacidade de suportarem baixos teores
de oxigénio dissolvido, apresentando habito alimentar onivoro e desova
parcelada durante todo o ano (FITZSIMMONS; MARTINEZ-GARCIA;
GONZALES-ALANIS, 2011). Além disso, possuem boas caracteristicas
sensoriais e nutricionais, tais como, carne branca de textura firme, sabor
delicado e agradavel, baixo teor de gordura e de calorias, auséncia de

espinhos em forma de “Y”(mioceptos), excelentes indices de conversdo
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alimentar e 6timo rendimento de filé (35 — 40%), o que as potencializa como
peixes para industrializagdo, resultado da elevada aceitacdo dos
consumidores nacionais e internacionais (PEREIRA; GAMEIRO, 2007).

Em virtude de todas as caracteristicas citadas, desde 2005 a tilapia
é a espécie com maior distribui¢do de unidades produtivas compreendida em
quase todo territorio nacional, na qual a producdo corresponde a 13% de
todo o pescado produzido no Brasil. A producéo de tilapias € seguida pela
producdo de tambaqui, camardo marinho, surubim/pintado e carpas
(BRASIL, 2010; BRASIL, 2013).

3.2.2 Surubim (Pseudoplatystoma sp)

O surubim é um peixe carnivoro, predominantemente piscivoro, da
ordem siluriforme e género Pseudoplatystoma sp, que habita as zonas
bénticas dos rios. Os peixes desta espécie podem alcancar mais de 120 kg,
sendo que as fémeas crescem mais que os machos (CESTAROLLI, 2005).

Suas principais caracteristicas sdo a auséncia de escamas, pele
espessa, sendo popularmente denominados de “peixes de couro” (BRITSKI;
SILIMON; KEVE, 1999). Geralmente, o aspecto morfolégico desta espécie
é o0 corpo alongado com a cabeca achatada (Figura 2), mandibula mais curta
gue a maxila superior e dentes viliformes no palato, reproduzem-se em
ambientes l6ticos entre novembro e fevereiro e tem habito preferencialmente
noturno (COELHO, 2005).
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Figura 2- Surubim (Pseudoplatystoma sp).

Fonte: Adaptado de Okamura (2009).

No Brasil, o surubim também é conhecido como bagre neotropical e
pode ser encontrado nas bacias hidrograficas do Rio Prata e do S&o
Francisco, considerado um dos mais nobres entre 0s peixes teledsteos
brasileiros. E um dos peixes de maior valor comercial e preferéncia na
maioria dos estados, em decorréncia da boa qualidade do filé, que apresenta
baixo teor de gordura e auséncia de espinhas intramusculares. Essas
caracteristicas atendem as preferéncias atuais do mercado de peixe,
despertando grande demanda do mercado consumidor brasileiro, tornando
este género um grande potencial para a aquicultura nacional, além de ser um
produto com grandes possibilidades de exportagdo (PRADO et al., 2012;
CREPALDI et al., 2006).

3.3 Uso de anestésicos em peixes

O primeiro relato da utilizacdo de anestésicos em peixes ocorreu na
década de 1930 e a partir de entdo, diferentes compostos quimicos e
procedimentos foram desenvolvidos com o intuito de minimizar o estresse e
possibilitar diversos manejos, tornando cada vez mais comum o uso destas
substancias nas esta¢bes de piscicultura (HOSKONEN; PIRHONEN, 2004).
De uma forma geral, os anestésicos sdo classificados como compostos

quimicos que com o aumento da exposi¢do ou concentracdo, num primeiro
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momento apresentam efeito calmante, seguido por perda de equilibrio,
mobilidade e consciéncia (ROSS; ROSS, 2008).

A anestesia € um processo reversivel, que provoca perda completa
(anestésico geral) ou parcial (anestésico local) dos movimentos corporais
devido a diminuicdo das funcdes nervosas, uma vez que, um dos
mecanismos de acdo dos anestésicos esta relacionado ao bloqueio dos canais
de sddio nas células nervosas, alem de sua distribuicdo em outras areas da
membrana celular em virtude de sua estrutura quimica anfifilica. Ao
bloquear os canais de sddio e potassio os anestésicos bloqueiam o fluxo do
impulso nervoso, evitando a despolarizagdo da membrana (ARAUJO; DE
PAULA; FRACETO, 2008).

Nas estacdes de piscicultura, os anestésicos frequentemente sao
administrados por imersdo, que consiste em imergir os peixes em solugdes
contendo a substancia. Este método de anestesia se destaca por ser 0 mais
eficiente e seguro, ndo acarretando em danos aos animais. Para isso, 0s
anestésicos devem ser solubilizados em &gua, no entanto, como alguns
destes agentes sdo insoluveis, primeiro eles sdo dissolvidos em solventes
organicos para depois serem diluidos na mesma (ROSS; ROSS, 2008;
NEIFFER; STAMPER, 2009; SUN et al., 2010).

A escolha do anestésico na maioria das vezes esté relacionada com a
viabilidade econbmica, consideracOes legais, facilidade de administracdo,
eficiéncia em baixas doses, rapida inducédo ao estado desejado (em torno de 3
minutos), um tempo de recuperagdo curto (cerca de 5 minutos), seguranga
aos operadores, facil obtencdo e seguranga ao peixe (ROSS; ROSS, 2008;
SUN et al., 2010). Quando se conhece o tempo de metabolizacdo do
anestésico, é possivel determinar o periodo residual seguro para 0 consumo
da carne do pescado (KIESSLING et al., 2009).

S0 conhecidos diversos anestésicos destinados a analgesia de
peixes, e as formulagcbes com propriedades sedativas mais utilizadas na
aquicultura contém tricaina, benzocaina, quinaldina, metomidato, 2-

fenoxietanol, dleo de cravo ou seu principio ativo, o eugenol (OLIVEIRA;
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CARMO; OLIVEIRA, 2009). Suas respectivas estruturas quimicas estdo
representadas na Figura 3.

Figura 3-Estruturas quimicas dos anestésicos mais utilizados na piscicultura.
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Fonte: Oliveira, Carmo e Oliveira (2009).

No Brasil apesar de ja estar disseminada a utilizagdo de anestésicos
nos setores de piscicultura, ainda ndo existem leis especificas
regulamentando a utilizagdo desses compostos. Nos Estados Unidos o Unico
anestésico aprovado é a tricaina (metanosulfonato 3-aminobenzoato de etila,
MS-222). Neste pais assim como no Canada e Reino Unido é regulamentado
um periodo residual de 21 dias antes da liberacdo para o abate de algumas
espécies de peixes anestesiadas. Na Noruega este periodo residual vale tanto
para tricaina quanto para a benzocaina (ZAHL; SAMUELSEN;
KIESSLING, 2012).
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Como cada anestésico exige uma concentragdo diferente para atingir
0 estéagio de anestesia desejado, é necessario testar varias concentragdes. No
entanto, um anestésico deve ser eficiente em baixas doses e apresentar
toxicidade em doses muito superiores as recomendadas, proporcionando uma
grande margem de seguranca (ROSS; ROSS, 2008).

Desta forma, a necessidade da utilizacdo de compostos que oferecam
custos reduzidos, devido a ampla disponibilidade, facilidade no processo de
obtencdo e principalmente seguranca para aos peixes, tem estimulado
pesquisas para obtencdo de novos produtos, dentre eles, 0s anestésicos
alternativos, como por exemplo, o mentol, por apresentar caracteristicas
promissoras no processo de sedacdo (IVERSEN et al., 2003; GUENETTE et
al., 2007).

3.3.1 Mentol como anestésico em peixes

O mentol (Figura 4) é um dos constituintes do 6leo essencial
extraido de plantas do género Mentha originaria do Brasil, também
conhecida como horteld (LORENZO et al., 2002). Possui propriedades
anestésicas, antiespasmadicas, anti-inflamatorias, antitlceras e antivirais. E
um alcool terpénico monociclico, de formula molecular C1oH,,0 e apresenta
trés carbonos assimétricos em sua estrutura, 0s quais geram oito isdbmeros

opticamente ativos.
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Figura 4- Estrutura quimica do mentol.

OH

Fonte: Kamatou et al. (2013).

Suas propriedades quimicas incluem baixa solubilidade em &gua
(0,04% a 20°C), temperatura de ebulicdo de 212°C, temperatura de fuséo de
43°C e densidade de 0,89 g mL™. Como os demais monoterpenos, apresenta
aplicacdo nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica, com grande
importancia econdmica, por ser facilmente encontrado e de baixo custo em
farméacias de manipulacédo, além de apresentar agradavel sensagdo de frescor
quando adicionado as formulacdes (GONCALVES et al., 2008; SIMOES;
GOMES, 2009).

Este anestésico € amplamente utilizado em algumas espécies de
invertebrados marinhos, por apresentar caracteristicas que o qualificam,
como, eficacia e boa margem de seguranca para 0 peixe e para 0 operador
(GONCALVES et al., 2008).

Contudo, apesar da utilizagdo consolidada de mentol em espécies
marinhas e ja existirem estudos com sua administracdo em tambaqui
(FACANHA; GOMES, 2005), pacu (GONCALVES et al., 2008), tilapia do
Nilo (SIMOES; GOMES, 2009; MELLO et al., 2012) e dourado (PADUA et
al., 2010), o mentol néo esta regulamentado para uso em peixes, por ndo se

conhecer seu periodo de caréncia no tecido dos animais, ou de alteragdo do
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sabor, bem como sobre alteracGes fisioldgicas nos peixes em virtudes de sua
utilizacdo (GONCALVES et al., 2008).

No entanto, existe regulamentacdo que autoriza a sua utilizagdo em
concentracdes mais elevadas em humanos, viabilizando sua utilizacdo no
pescado. Desta forma, para que o mentol seja aprovado como anestésico para
uso em peixes, é necessario conhecer e definir o tempo residual desta
substancia no tecido do pescado (FACANHA; GOMES, 2005).

3.4 Seguranca alimentar

Préticas realizadas na piscicultura, durante o processo de producéo
do pescado sdo responsaveis por elevado estresse nos peixes. Este pode
influenciar diretamente no desempenho econémico da atividade, assim como
no bem estar dos animais, podendo ser minimizado com a utilizagdo de
anestésicos. No entanto, cada uma destas substancias apresenta um periodo
residual especifico, que se mal dimensionado ou nédo respeitado, geram
residuos nos alimentos comercializados.

Nos dias atuais, a preocupagdo com a qualidade dos alimentos é um
desafio crescente dos governos e também dos agentes responsaveis pela
padronizacdo e certificacdo, no que se refere a seguranga do produto, uma
vez que, ao ocorrer algum problema durante o processamento, a salde do
consumidor pode ser comprometida, trazendo ameagas & seguranca
alimentar. Desta forma, esfor¢os s&o direcionados para maximizar a
percepcdo dos consumidores quanto aos muitos atributos de um produto
alimentar (DIAS et al., 2010; PERETTI; ARAUJO, 2010).

Dessa forma, a fim de possibilitar uma melhor padronizacdo do
periodo residual e da fiscalizagdo do pescado, tornando-0s mais seguros para
o consumo, é fundamental o desenvolvimento de protocolos analiticos para a
rapida deteccdo desses residuos no filé do pescado. A Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) monitora todo o processo de producdo, garantindo a

seguranca alimentar (WHO, 2013). Segundo descri¢des dessa organizagéo, o
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produto final deve estar isento de qualquer contaminacao, seja ela, bioldgica,
quimica ou fisica (SPISSO; NOBREGA; MARQUES, 2009). No Brasil,
compete ao Ministério de Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA),
fiscalizar, investigar e realizar auditorias para garantir a seguranca e

qualidade dos alimentos de origem animal (BRASIL, 2009).

3.5 Métodos analiticos para determinacdo de anestésicos

A utilizacdo de compostos quimicos em produtos de origem animal
deve envolver estudos desde a farmacocinética até a deplecdo dos residuos,
de forma a estabelecer valores limitativos, ndo constituindo riscos a salde.
Dentre os compostos utilizados durante a cadeia produtiva do pescado, 0s
anestésicos vém sendo amplamente empregados, garantindo a integridade
dos animais, enfatizando a busca por metodologias de identificacdo e
guantificagdo residuais de tais compostos (PEREIRA et al., 2014).

Desta forma, diversos estudos envolvendo a farmacocinética e
farmacodindmica dos anestésicos estdo sendo desenvolvidos, avaliando-se
geralmente os parametros de temperatura, tempo de anestesia e recuperacao,
dosagem, periodo do dia, tamanho do peixe, diferencas de metabolismo das
espécies, teor de gordura dentre outros (WOODY’; NELSON; RAMSTAD,
2002).

Além disso, outros estudos importantes sdo a depuracdo e
eliminagdo dos anestésicos pelo organismo do peixe, tornando-se necessario
a determinacdo da persisténcia dessas drogas nos tecidos, assim como a
concentragdo residual limite, definindo margens seguras para seu consumo
p6s-manejo, possibilitando a regulamentacdo desses compostos no Brasil.

S&o relatados diversos trabalhos com o monitoramento residual de
anestésicos, tais como: isoeugenol, tricaina, 2-fenoxietanol e benzocaina,
determinados por cromatografia em fases liquida e gasosa. Nesses trabalhos
o0s autores geralmente empregam a LLE e SPE como técnicas de tratamento
e pré-concentracdo dos analitos (MEINERTZ et al., 2006; MEINERTZ;
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SCHREIER, 2009; KILDEA; ALLAN; KEARNEY, 2004; KIESSLING et
al., 2009; SCHERPENISSE; BERGWERFF, 2007; KLIMANKOVA et al.,
2008; PEREIRA et al., 2014).

Embora existam trabalhos evidenciando a administracdo de mentol
como anestésicos em peixes (FACANHA; GOMES, 2005; GONCALVES et
al., 2008; SIMOES; GOMES, 2009; PADUA et al., 2010; MELLO et al.,
2012), ndo foram encontrados trabalhos a cerca da disposicéo residual de

mentol no pescado.

3.6 Técnicas de preparo de amostras

O processo analitico, de uma forma geral é constituido por cinco
etapas fundamentais, conforme representado na Figura 5. Dentre estas
etapas, a preparagao da amostra, € o componente chave no desenvolvimento
de metodologia analitica, no qual é realizada a extracdo, purificagdo
(clean up) e pré-concentracio da amostra (DIONISIO et al., 2010).

Figura 5- Esquema das etapas fundamentais do processo analitico.
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Quando se trata da separacdo, identificacdo e quantificacdo de
compostos presentes em matrizes complexas (matrizes bioldgicas contendo
inmeros componentes), 0S processos prévios de preparagdo tornam-se
indispensaveis. Considerando a complexidade das matrizes bioldgicas, as
vantagens em realizar a preparacdo das amostras estdo diretamente
relacionadas ao fato de:

e tornar a matriz compativel com a técnica de analise;

e proteger o sistema cromatografico de contaminacdo por material de
elevada massa molecular, ocasionando no aumento da vida Util da coluna,
consequentemente menor gasto com manutencédo, devido a diminuicgao de
problemas operacionais;

e remover interferentes, simplificando a extragdo, diminuindo o tempo de
analise;

e concentrar compostos de interesse, consequentemente aumentar a
sensibilidade (detectabilidade) (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Neste sentido, técnicas de microextragdo vém sendo utilizadas, no
propésito de atender a demanda analitica, acompanhando de forma
surpreendente 0 aumento da eficiéncia cromatografica, aumentando a
produtividade analitica, concomitantemente, diminuindo a geracdo de

residuos.

3.6.1 Técnica de microextragdo com gota Unica (SDME)

A SDME, (do inglés Single Drop Microextraction) foi desenvolvida
por Jeannot e Cantwel (1996) como um procedimento de pré-tratamento de
amostra. E uma técnica analitica alternativa que vem se destacando,
principalmente por integrar extracdo e concentracdo das amostras. O
principio da técnica é baseado no particionamento dos analitos de interesse

analitico entre a fase extratora e a amostra. A fase extratora consiste em uma
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microgota de solvente organico suspensa (headspace) ou imersa na solugéo
da amostra suportada na ponta da agulha de uma microsseringa, a qual é
exposta em um sistema fechado (JEANNOT; PRZYJAZNY; KOKOSA,
2010; JAIN; VERMA, 2011).

Na extracdo por SDME o analito presente na amostra tende ao
equilibrio de particdo entre as fases do sistema, essa distribuicdo do analito
pode ser descrita por meio dos termos, coeficiente de distribuicdo e razéo de
distribuicdo. O coeficiente de distribuicdo corresponde a constante de
equilibrio que descreve a distribuigdo do analito “A” entre as duas fases
(aquosa e orgénica, quando em modo de imersdo direta) ou as trés fases
(aquosa, organica e gasosa, quando em modo headspace) do sistema (XU;
BASHEER; LEE, 2007; ZHANG et al., 2008). Considerando o0 sistema
trifasico, o equilibrio pode ser representado pela seguinte equacao (1).

Afag) T Aforg) T A(g) (1)

No equilibrio a razdo de distribuicdo (K) do analito é estabelecida pela

seguinte relacéo:

cé,

Korg/g = % 2)
Ce

Kg/aq = ?‘% 3)

onde Crq € a concentracéo do analito na fase organica, Cq € a concentragdo
do analito no headspace, e C, € a concentracéo do analito na fase aquosa,
todas no equilibrio. Logo, a constante de distribuicdo entre a fase aceptora e

a doadora pode ser expressa pela equacéo 4.

Korgraqg = Korgjg X Kgjaq (4)
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Pelo coeficiente de distribuicdo é possivel predizer, por meio de
célculos, a quantidade de analito extraida pela gota apds atingir o equilibrio
do sistema. Esta quantidade pode ser descrita como demonstrado na
equacdo 5 (JAIN; VERMA, 2011; JEANNOT; PRZYJAZNY; KOKOSA,
2010).

Korg/aq C; (5)
1+(Korg/aq Vg/Vaq) + (Korg/aqurg/Vaq)

Cgrg =
onde C; é a concentragdo original do analito na amostra, V., € 0 volume da
fase aquosa, Vg 0 volume do solvente organico e V4 0 volume no
headspace.

A razdo entre os volumes das fases afeta diretamente a distribui¢do
do analito entre as mesmas. A utilizacdo de uma microgota de solvente na
SDME torna o processo extremamente eficiente para o pré-enriquecimento
do analito, pois aumenta de forma consideravel a razdo entre os volumes da
fase aquosa (doadora) e da fase orgénica (aceptora). Desta forma, o fator de
enriquecimento (FE) pode ser definido como a razdo entre a concentragdo do
analito na fase organica no equilibrio (Coy ) € a concentracéo original do
analito na amotra (C)).

Na SDME, o mecanismo de transferéncia de massa do analito da
fase aquosa para a fase organica se da por meio do processo conhecido como
“teoria do filme”. Essa teoria foi proposta inicialmente por Nernst e assume
que, a distancia de uma molécula, ndo ha movimentacdo da solugdo
imediatamente adjacente a interface formada entre a gota suspensa e a
amostra, e que o movimento da solucdo aumenta gradualmente com as
correntes de convecgédo, na medida em que se afasta da interface. A agitacdo
forcada causa um disturbio no filme diminuindo sua espessura diminuindo o
tempo de equilibrio no processo de extragdo na SDME (JEANNOT;
CANTWELL, 1997).
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Esta técnica pode ser utilizada para a extragdo de analitos apolares,
analitos de média polaridade, e para aqueles cuja polaridade possa ser
reduzida previamente a extracdo. A principal observacdo que deve ser feita,
objetivando a pré-concentracdo e consequentemente uma efetiva extracdo é a
imiscibilidade e a menor volatilidade dos solventes utilizados no processo
(JEANNOT; CANTWELL, 1997).

3.6.1.1 Modos de extracdo na SDME

Na SDME, as analises podem ser realizadas por imersdo direta ou
por headspeace. As propriedades das substancias a serem analisadas irdo
determinar qual desses dois modos serd empregado. Desta forma, deve-se
considerar a volatilidade (temperatura de ebuli¢do), ionizagdo (para acidos e
bases) e também a polaridade da substancia (JEANNOT; PRZYJAZNY;
KOKOSA, 2010; JAIN; VERMA, 2011).

Na extracdo por imersdo direta, uma microsseringa contendo o
solvente organico é penetrada no septo do frasco até que a ponta da agulha
se projete abaixo da superficie da solugdo da amostra. O émbolo é
pressionado para que se forme uma gota do solvente orgéanico suspenso na
ponta da agulha, conforme representado na Figura 6A (JAIN; VERMA,
2011).

Neste, 0 sistema de microextracdo é mantido sob constante agitagao,
por um intervalo de tempo pré-determinado, até que ocorra o equilibrio, em
seguida a gota é recolhida para a seringa e imediatamente injetada no
instrumento analitico. A imersdo direta é aplicavel a amostras contendo
analitos que sejam misciveis tanto na fase aquosa quanto na fase organica, na
qual, este deve apresentar maior afinidade (JEANNOT; PRZYJAZNY;
KOKOSA, 2010; JAIN; VERMA, 2011). Na extensdo da SDME para
andlise por headspace, a microsseringa € introduzida no septo de um frasco,
de modo que a agulha permaneca acima da superficie da solucdo (Figura

6B), desta forma, a gota ndo entra em contato com a amostra, os analitos séo
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transportados por meio da barreira de ar (LANCAS, 2004).

Figura 6- Esquema representativo: A) imerséo direta e B) modo headspace
em SDME.
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Fonte: Prépria autora

No modo headspace os analitos sdo distribuidos entre as trés fases, a
amostra aquosa, 0 headspace e a gota organica. Assim como na imersao
direta, a solugdo permanece sob constante agitacdo, s6 que a grande
vantagem do modo headspace em comparacdo a imersdo direta € que a
velocidade pode ser bem maior, uma vez que, a gota organica ndo entra em
contato com a solucdo, desta forma, a alta velocidade ndo causa impacto
sobre a estabilidade da gota (JAIN; VERMA, 2011).

Este modo de extracdo é indicado para elementos volateis ou pouco
volateis, compostos pouco polares e apolares, de baixa massa molecular,
sendo 0 método mais utilizado por apresentar muitas vantagens, incluindo a
eliminacdo de interferentes em matrizes complexas e material particulado
(JEANNOT; PRZYJAZNY; KOKOSA, 2010; JAIN; VERMA, 2011).

3.6.1.2 Fatores que influenciam a extragdo na SDME

Vérios fatores influenciam a eficiéncia da extragdo por SDME, tais

como:
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e Propriedades do solvente

A técnica SDME esta diretamente associada ao conceito de que
semelhante dissolve semelhante. Logo, as substancias a serem analisadas
devem ter mais afinidade no solvente de extracdo do que na solucdo de
suporte da amostra. A escolha do solvente para extracdo deve se basear na
eficiéncia da extracdo, incidéncia de perda da gota e taxa de dissolucdo da
mesma, devem apresentar baixa pressdo de vapor para ndo evaporar durante
0 processo de extragdo e ser apropriado para aplicagdo em cromatdgrafos,
além de apresentar boa forca coesiva e adesiva (WARDENCKI; CURYLO;
NAMIESNIK, 2007; SARKHOSH et al, 2011; JAIN; VERMA, 2011).

¢ Volume da gota do solvente

A eficiéncia da extracdo esta intimamente associada ao volume da
gota do solvente, pois a quantidade de analito a ser extraido é proporcional
ao volume da gota do solvente extrator. Porém, gotas com volumes maiores
que 3 uL sdo pouco estaveis por serem maiS susceptiveis ao gotejamento,
sendo preferencial a reproducdo de gotas com o volume entre 1 e 2 uL
(WARDENCKI; CURYLO; NAMIESNIK, 2007).

e Agitacdo da amostra

A agitacdo da amostra € um dos parametros que afeta a eficiéncia
da SDME por possibilitar o equilibrio termodindmico em tempo reduzido,
facilitando a difusdo dos analitos para a fase extratora. Porém, a velocidade
de agitacdo deve ser relativamente baixa para a técnica em modo imersao
direta para que ndo ocorra formacéo de bolhas, que podem provocar a perda
ou deslocamento da gota, além de diminuir o tamanho da mesma pela

dissolucdo na amostra, interferindo no processo de extracdo. No modo
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headspace, recomenda-se agitagdes mais vigorosas, pelo fato da gota nédo
estar imersa na solugdo (WARDENCKI; CURYLO; NAMIESNIK, 2007).

o Tempo de extracao

O equilibrio entre as fases do sistema é fundamental no processo de
extracdo na SDME, tornando o tempo de extragdo um parametro relevante
da técnica, uma vez que, a eficiéncia aumenta com o tempo de extracdo
(SARKHOSH et al, 2011). Porém um tempo de extracdo muito longo para
alcangar o equilibrio completo pode resultar em perda da gota
(WARDENCKI; CURYLO; NAMIESNIK, 2007; SARKHOSH et al., 2011).

e Temperatura de extracdo

A temperatura é um dos parametros que exerce maior influéncia na
SDME, em especial para as extracdes no modo headspace. Os analitos que
apresentam polaridade moderada tornam-se mais sollveis em solugdes
aguosas com o aumento da temperatura, diminuindo a concentragdo desses
analitos no headspace. Inversamente a este fato, analitos apolares migram
em maior concentracdo para 0 headspace com o aumento da temperatura.
Porém, elevadas temperaturas podem causar perda da gota do solvente
extrator e diminuicdo da reprodutibilidade do processo de extracdo, além
disso, apresenta efeito deletério na formacdo de bolhas. Portanto, uma
temperatura de extracdo ideal deve ser encontrada, de forma a minimizar seu
efeito sobre a gota e possibilitar extrair eficientemente os analitos de
interesse (WARDENCKI; CURYLO; NAMIESNIK, 2007; JEANNOT;
PRZYJAZNY; KOKOSA, 2010).
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e [Efeito do sal

A adicdo de sal no processo de SDME ocasiona em diferentes efeitos
no processo de extracdo, uma vez que, o sal pode mudar as propriedades
fisicas da difusdo do analito para a microgota. Em teoria, 0 aumento da for¢a
ibnica da solucdo contendo a amostra pode levar a diminuicdo da
solubilidade de espécies hidrofébicas no meio aquoso, devido ao fenbmeno
“salting out”, onde moléculas de dgua formam uma esfera de hidratagdo em
torno dos ions do sal, reduzindo sua disponibilidade para solubilizar os
analitos na amostra e, consequentemente, aumentar a transferéncia de massa
dos compostos de interesse da fase aquosa para a microgota extratora.

No entanto, com a adigdo de concentracbes muito elevadas de sal
pode haver um decréscimo no processo de extracdo pelo fato da difusdo do
analito ser cada vez mais dificultada. Isto pode ser explicado pelo aumento
da viscosidade causado pela dissolucdo do sal, que reduz a taxa de difuséo
dos analitos na fase aguosa (WARDENCKI; CURYLO; NAMIESNIK,
2007).

¢ Volume da solugédo de suporte da amostra e do headspace

Célculos teoricos indicam que o espaco do headspace, tanto na
imersdo direta como no modo headspace, ndo devem ser maiores que 0
necessario, para maximizar a eficiéncia da extracdo, ou seja, 0 espago deve
ser suficiente para permitir a exposi¢do da gota e ndo haver contato da
mesma com a solugdo da amostra sob agitagdo quando empregado modo
headspace e suficiente para evitar o contato da amostra com a tampa de
septo para imersdo direta (WARDENCKI; CURYLO; NAMIESNIK, 2007).

Se 0 espago vazio presente, quando utilizado o modo de imerséo
direta for maior que o suficiente, o equilibrio tende as trés fases,
ocasionando em menor extracdo do composto de interesse pelo solvente

extrator imerso na solucdo aquosa, pelo fato da menor disponibilidade do
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analito na solugdo no momento da extracdo (WARDENCKI; CURYLO;
NAMIESNIK, 2007).

A SDME apresenta algumas limitacGes, tais como:

agitacbes muito rapidas levarem ao desprendimento da microgota

suspensa na microsseringa, acarretando em perda do ensaio experimental;

¢ algumas vezes, o tempo necessario para se alcangar o equilibrio € maior
do que o tempo que a microgota de solvente orgénico suporta, levando a
volatilizacdo do mesmo;

o formagdo de bolhas de ar, que acabam interferindo no processo de
microextracéo;

e elevada viscosidade da solucdo aquosa (JEANNOT; PRZYJAZNY;

KOKOSA, 2010).

3.6.2  Técnica de microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A DLLME (do inglés Dispersive Liquid-Liquid Microextraction)
foi introduzida em 2006 por Rezaee e colaboradores, desde entdo a técnica
vem sofrendo diversas modificagdes, a fim de melhorar sua aplicabilidade e
reduzir o consumo de solventes organicos de maior toxicidade. Esse método
de microextracdo é baseado em um sistema ternario de solventes, no qual os
solventes extrator (imiscivel em agua) e dispersor (miscivel em agua) sdo
injetados simultaneamente em uma amostra aquosa contendo os analitos de
interesse, dando origem a uma solugdo turva pela dispersdo do solvente
extrator.

Apb6s a extragcdo, é geralmente feita uma centrifugacdo para a
separacao das fases, na qual a fase extratora pode ser recolhida na parte
sedimentada (DLLME convencional) ou na superficie da solucdo aquosa
(solvente menos denso, LDS-DLLME) dependendo da densidade do
solvente organico. A fase extratora € entdo recolhida com auxilio de uma
microsseringa e submetida a um instrumento de anélise (ZANG et al., 2009;
REZAEE et al., 2006; REZAEI et al., 2008; YAMINI; REZAEE; FARAJI,
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2010; HUO et al., 2011; MASHAYEKHI; REZAEE, 2012). Na figura 7 esta

representado esquematicamente o principio da técnica.

Figura 7- Representacdo esquematica do principio da DLLME. A) solugédo
contendo o (s) composto (s) de interesse; B) introducéo dos
solventes extrator e dispersor, resultando na formagéo de uma
emuls&o; C) centrifugacéo e D) recolhimento do analito presente
na sedimentacdo formada pelo solvente extrator.

C D

Fonte: Adaptado de Berijani et al. (2006).

Assim como a SDME, a DLLME também consiste no equilibrio de
particdo do analito entre as fases doadora (amostra) e aceptora (solvente
organico), a solubilizacdo dos analitos em qualquer uma das fases é
dependente da polaridade relativa do sistema, no qual os analitos geralmente
apresentam propriedades lipofilicas (K > 500). A alta aplicabilidade da
técnica se deve ao particionamento da fase extratora ocasionado pela sua
adicdo simultanea com o solvente dispersor aumentando a area superficial
entre o solvente e a amostra. Desta maneira, a transferéncia de massa dos
analitos da amostra para o solvente de extracdo ocorre rapidamente e 0
estado de equilibrio é atingido quase que instantaneamente (HUO et al.,
2011).

A eficiéncia da técnica de DLLME pode ser demonstrada como fator
de enriquecimento (FE), que informa o grau de concentracdo do analito
obtido na extracdo ou recuperacdo (R), que representa o total em

porcentagem de analito extraido (REZAEI et al., 2008). Neste caso, o fator
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de enriquecimento é definido como a razdo entre a concentracdo do analito
na fase sedimentada (Csq) € a concentracdo inicial do analito presente na

amostra (C,), conforme representado na equacéo 6:

— Csea
FE == (6)

A recuperacao (%) é a quantidade do analito, que é transferida para o

solvente extrator ao final da extragéo (Equagéo 7):

R = Ssed X Vsed . 100 (7)

CO X Vaq

As vantagens evidentes da DLLME assim como das outras técnicas
miniaturizadas em relacdo aos métodos convencionais de extracdo estdo
relacionadas a simplicidade de operacdo, baixo custo, rapidez, baixo
consumo de solventes organicos e altas recuperagdes (FARAJZADEH et al.,
2009; LEONG; HUANG, 2009). Além disso, a DLLME apresenta uma
vantagem adicional, o fato do processo de extracdo acontecer quase que
instantaneamente quando adicionados os solventes extrator e dispersor, ndo

sendo necessarios tempos de extracdo (KOKOSA, 2012).
3.6.2.1  Fatores que influenciam na eficiéncia da DLLME

As principais variaveis que influenciam de maneira efetiva a

eficiéncia do procedimento de extracdo em DLLME séo:
e Tempo de extracao
Na DLLME, o intervalo entre a injecdo dos solventes extrator e

dispersor e a centrifugagdo é definido como tempo de extracdo. De acordo

com Rezaee e colaboradores (2006), o fato do tempo de extracdo apresentar



52

pouco efeito no processo de extracdo, é explicado, pela &rea superficial
infinitamente grande entre as fases aquosa e organica, tornando o equilibrio
de particdo do analito entre elas quase gque instantaneo. Esta ndo dependéncia
do tempo é a principal vantagem deste método (YAMINI; REZAEE;
FARAJI, 2010; DARIAS et al., 2010; SHI; LEE, 2010).

¢ Natureza do solvente extrator

O parametro de maior relevancia na DLLME ¢ o tipo de solvente
extrator empregado durante o procedimento de extracdo, no qual, a escolha
deve ser baseada em alguns requisitos, tais como, sua densidade deve ser
maior que a da agua permitindo assim a formagéo de uma fase sedimentada
na parte inferior do frasco, entretanto, alguns trabalhos reportados na
literatura demonstram aplicagbes utilizando solventes extratores com
densidade menor que a agua, denominados LDS-DLLME (do inglés low
density solvent) (LEONG; HUANG, 2008).

Os solventes devem apresentar pressdo de vapor relativamente baixa e
temperatura de ebulicdo relativamente alta, evitando perdas significativas
durante o processo de extragdo; baixa solubilidade em agua, permitindo a
separacao entre as fases do sistema; capacidade de extracdo dos analitos de
interesse e compatibilidade com a técnica cromatografica escolhida. Na
Tabela 1 estdo listados os solventes extratores possiveis de serem utilizados

na DLLME e suas propriedades fisico-quimicas.



Tabela 1- Propriedades fisico-quimicas de possiveis solventes extratores para aplicagdo na DLLME

Solventes Solubilidade em 4gua  Temperatura Densidade Temperaturade  Pressdo de vapor
Extratores (g L*a20°C) de fusdo (°C) (g cm®a20°C) ebulicdo (mm Hg a 20°C)
(°Calatm)
Tetracloreto de carbono 0,8 -23 1,59 76,7 90
Cloroférmio 8 -83 1,47 61 158
Diclorometano 20 -95 1,33 40 356
1,2-Dicloroetano 8,7 -35,5 1,25 83,5-84,1 65
Acetato de etila 85,3 -83 0,90 77 73
1- Clorobutano 0,5 -123 0,886 79 83
Benzeno 1,8 55 0,88 80,1 76
Tolueno 0,52 -95 0,87 110,6 22
Butan-1-ol 77 -89 0,81 116-118 5
Eter terc-butil-metilico 42 -108,6 0,74 55,3 201
Ciclohexano 0,055 6 0,78 81 77
Isooctano 0,00058 -107 0,69 99 38
Heptano 0,05 -90,5 0,68 97-98 36
Hexano 0,0096 -94,3 0,66 69 120
Octano 0,0007-0,0025 -56,8 0,703 125,6 22

Fonte: Merck, 2010.
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¢ Natureza do solvente dispersor

Considerando a eficiéncia da extracdo, outro parametro relevante € o
solvente dispersor, uma vez que contribui efetivamente para a formacéao das
pequenas goticulas do solvente extrator na amostra aquosa. O principal
critério na escolha do solvente dispersor é a sua miscibilidade intermediaria
entre 0 meio aquoso (polar) e o solvente extrator (apolar ou fracamente
polar). Desta maneira, a interface formada serve como meio de transferéncia
de massa da fase aquosa para a fase orgénica (MASHAYEKHI; REZAEE,
2012; KOHLER et al., 2013). Na Tabela 2 estdo descritos os solventes
dispersores frequentemente utilizados na DLLME e suas propriedades fisico-

quimicas.



Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas dos solventes dispersores utilizados na DLLME
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Solvente Solubilidade em agua Temperatura Densidade Temperatura Pressao
Dispersores (g L"a20°C) de fusdo (°C) (g cm®a20°C) de ebulicdo de vapor (mm
(°Calatm) Hg a 20°C)
Tetrahidrofurano Solavel -108,5 0,89 65-66 -
1,4-Dioxano Solavel 12 1,03 101,5 31
Propan-1-ol Soluvel -127 0,80 96,5-98 14
Metanol Solavel -98 0,792 64,5 96
Etanol Soluvel -114,5 0,79 78,3 44
Acetona Soluvel -95,4 0,79 56,2 175
Acetonitrila Solavel -45,7 0,786 81,6 73
Propan-2-ol Soluvel -89,5 0,786 82,4 32

Fonte: Merck, 2010.
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Dentre os solventes dispersores descritos acima, 0s mais comuns

sdo, acetona, acetonitrila, metanol, e o tetrahidrofurano.

e Condicdes de pH

Trabalhos realizados por Jofré e colaboradores (2010),
demonstraram que diferentes valores de pH influenciam o fator de
enriquecimento dos analitos na fase organica. De acordo com as observacges
para que ocorra a transferéncia de massa entre as duas fases (aceptora e
doadora) do sistema de maneira efetiva é necessario que os analitos estejam
na forma ndo ionizada (KOHLER et al., 2013), pois a forma ionizada é
solivel em &gua dificultando sua passagem para a fase extratora, enquanto
que, a forma ndo ionizada é facilmente transferida para o solvente extrator.
Logo, o valor de pH deve se escolhido de forma a tornar o analito menos
soltvel na fase aquosa, favorecendo sua migracdo para a fase de extragdo,
melhorando a eficiéncia da DLLME (CAMPONE et al., 2012).

e Adicdo de sal

De acordo com Zgola-Grzéskowiaka e Kaczorekb (2011) o pH e a forca
ibnica da solugdo desempenham papéis cruciais na eficiéncia da extracdo
liquido-liquido, uma vez que, a adi¢do de sal pode ocasionar em melhora no
rendimento de extra¢do, devido a diminuicdo dos compostos de interesse na
fase aquosa e aumento de sua transferéncia para a fase organica, favorecendo
a recuperacao do processo de extracdo. Entretanto, 0 aumento da forca idnica
também promove reducdo na solubilidade do solvente extrator na amostra,
ocasionando aumento no volume de fase sedimentada e consequentemente
diminuicdo do fator de enriquecimento (BIRJANDI et al., 2008; ZANG et
al., 2009).
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¢ Volumes dos solventes extrator e dispersor

Além de todos os pardmetros ja citados, 0s volumes dos solventes
extrator e dispersor sdo criticos para a formacdo da fase sedimentada. O
volume do solvente extrator utilizado na extragdo é responsavel pela
determinacdo do fator de pré-concentracdo, uma vez que, o volume de
solvente extrator é proporcional ao volume da fase sedimentada obtida com a
centrifugacdo, resultando em um menor fator de pré-concentragdo para
volumes maiores de solventes utilizados. Neste sentido, o volume utilizado
deve ser suficiente para que a fase a ser recolhida possa ser posteriormente
analisada. Ao manter o volume de solvente de extracdo na ordem de alguns
microlitros atinge-se um fator de enriquecimento muito elevado (YAMINI;
REZAEE; FARAJI, 2010).

Por outro lado, o volume do solvente dispersor afeta diretamente a
formac&o do sistema trifasico (dgua/solvente dispersor/solvente extrator) e o
grau de dispersdo do solvente extrator na fase aquosa, consequentemente, o
fator de enrigquecimento. Logo, o volume adequado de solvente dispersor
para a formacdo de uma solucdo turva com caracteristicas apropriadas
(microgotas) depende do volume da fase aquosa, assim como do volume do
solvente extrator (YAMINI; REZAEE ; FARAJI, 2010).

A DLLME, assim como todas as outras técnicas de microextracdo
apresenta algumas desvantagens, tais como, toxicidade dos solventes
organicos utilizados, geralmente halogenados; ndo ser uma técnica seletiva,
logo, matrizes complexas podem ndo ser compativeis com 0 processo
utilizado na técnica devido as possiveis interacdes entre os componentes da
matriz com o solvente extrator e, além disso, a etapa de centrifugacdo, que é
necessaria para separacdo da fase sedimentada, impede que o processo seja
totalmente automatizado (CAMPONE et al., 2012).
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3.6.3 Técnica de microextracdo em fase sélida (SPME)

Pawliszyn e colaboradores desenvolveram em 1990 a SPME (do
inglés Solid Phase Microextraction) como um método de extracdo e pré-
concentracdo ndo exaustivo, inicialmente empregada na determinacdo de
compostos clorados em aguas contaminadas na tentativa de reduzir as
limitacdes inerentes & SPE (VAS; VEKEY, 2004). A aplicacio da SPME
revolucionou a andlise de compostos organicos, por se tratar de uma técnica
na qual os analitos sdo extraidos na auséncia de solventes organicos
(PAWLISZYN, 1997).

O principio da técnica baseia-se na concentracdo dos analitos por
processos de absor¢do ou adsor¢do (dependendo da fibra utilizada),
diretamente na fibra ou fase estacionaria que consiste em um ou mais
polimeros extratores. O procedimento na SPME é composto por duas etapas
principais, a primeira consiste em expor a fibra revestida a amostra,
ocorrendo a extracdo dos analitos e a segunda etapa consiste na dessorcdo
destes da fibra para o injetor do instrumento analitico (PAWLISZYN et al.,
2012).

Para a execucdo da técnica, a fibra é incorporada a um aparato
semelhante a uma seringa que atua como dispositivo (composto por um tubo
de ago inoxidavel, semelhante a uma agulha, no qual a fibra pode ser exposta
e recolhida sem sofrer danos) permitindo a perfuracdo do septo do frasco
contendo a amostra (Figura 8A) e também a movimentacdo do émbolo,
expondo a fibra diretamente na amostra ou no headspace do frasco (Figura
8B), durante o processo de extragdo das substancias. Apo6s a extracdo, ou
seja, logo apos o equilibrio de particdo do analito ter sido atingido entre as
fases, a fibra é novamente retraida para o interior da agulha do dispositivo de
SPME (Figura 8C) para posterior introdu¢do em um sistema cromatografico
(Figura 8D), no qual ocorre a dessorcdo dos analitos (PAWLISZYN et al.,
2012).
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Figura 8- Esquema do procedimento de SPME. A) perfuracdo do septo; B)
exposic¢do da fibra (extracdo dos analitos) no frasco; C) retracdo da
fibra para o interior da agulha do dispositivo de SPME e D)
injecdo em um sistema cromatogréafico (dessorcdo dos analitos).
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Fonte: Prépria autora.

A extracdo baseia-se no processo de equilibrio de particdo do analito
entre as fases aquosa, polimérica (fibra) e gasosa (quando no modo
headspace), na qual, durante o processo de extragdo, os analitos migram
entre as trés fases, até que o equilibrio seja atingido (PAWLISZYN et al.,
2012). Deste modo a teoria de extragdo por SPME é baseada na aplicagdo de
fundamentos de transferéncia de massa e na termodinamica de equilibrio das
fases, onde, durante a extracdo, os componentes migram entre as maltiplas
fases vencendo as resisténcias existentes. A transferéncia de massa ocorre
até que a igualdade de potenciais quimicos seja atingida, quando o equilibrio
é alcancado (PAWLISZYN, 1997).

Conforme descrito por Pawliszyn (1999), de acordo com a lei da
conservagdo das massas, a quantidade de soluto presente na amostra inicial é
igual & somatdria das quantidades individuais do soluto nas diferentes fases

do sistema apds ter atingido o equilibrio de parti¢do (Equacéo 8):
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my = Mg+ Mg+ my (8)

onde m, é a quantidade de massa inicial da amostra e m,,, My € M Séo as
guantidades de massa na fase aquosa, no headspace e na fibra,
respectivamente.

Sendo assim, a massa extraida esta diretamente relacionada com o
equilibrio de massas do analito nas fases do sistema, na qual, quanto maior a
afinidade do analito pela fase polimérica, maior a concentracdo de analito
extraida (QUEIROZ, 2009). A massa total do composto permanece
constante durante o processo de extragdo, podendo ser representada pela
equacdo 9:

CoVaq = CF Vi + CSVy + CSq Vaq 9)

onde, C, é a concentragdo inicial do soluto na amostra, C;’, Cg, Caq s
concentracdes do analito ap6s atingir o equilibrio de particdo nas fases,
polimérica (fibra), gasosa (headspace) e aquosa (amostra), respectivamente.

Vi, Vg, Vaq, 0s volumes das fases polimérica, gasosa e aguosa,

@
respectivamente.

Apos a extracdo os analitos sdo dessorvidos da fibra, o que pode
ocorrer de duas maneiras distintas, por dessor¢do térmica, quando a SPME
permanece acoplado a um GC, neste procedimento a fibra é inserida
diretamente em um injetor que apresente temperatura suficiente alta para que
ocorra a dessorcdo dos analitos. A outra possibilidade é por adicdo de
solventes organicos, para a SPME acoplada a cromatografia em fase liquida
(LC), ocasionando na dessorcdo dos analitos com a propria fase moével. O
método utilizado para analitos que ndo apresentam volatilidade suficiente

para que ocorra a dessorcado térmica (PAWLISZYN, 1997).
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O namero de mols do soluto (n) sorvido pela fase polimérica e as
constantes de parti¢do do analito entre as fases polimérica/gasosa (Ks ) e

gasosa/aquosa (K aq) podem ser definidos segundo as equagdes:

n= CfV (10)
Ky = CF/CS (11)
Kgaq = Cg / Caq (12)
Kraq= CF / Caq (13)

Apbs rearranjos matematicos, a quantidade de analito extraida
(nimero de mols), apos atingir o equilibrio de particdo podera ser expressa

por meio da equacéo 14:

n= Kr g KgaqVrVaq Co (14)
Kfg Kgaq Vf+Kgaq Vg+Vaq

De acordo com a equagdo 11, a quantidade de analito extraido pela
fibra, ap6s atingir o equilibrio de sorgdo, € linearmente relacionada a
concentracdo inicial do analito na amostra, permitindo a analise quantitativa
(QUEIROZ, 2009).

As vantagens da técnica estdo relacionadas principalmente a
simplicidade, uma vez que, ndo necessita de solventes organicos, rapidez no
processo operacional, utilizacdo de pequenos volumes de amostra,
reutilizagdo das fibras em inlmeras analises (desde que obedecidas as
recomendacdes dos fabricantes) e automagdo das anélises (PAWLISZYN,
1999; PAWLISZYN, 2000).

A Tabela 3 apresenta as principais etapas das técnicas de preparo de

amostras inicialmente citadas e também das técnicas miniaturizadas,
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desenvolvidas com o propdésito de simplificar o processo de extracdo,

melhorando a etapa de pré-concentracao.

Tabela 3 Principais etapas das técnicas de preparo de amostras: LLE, SPE,
SDME, DLLME e SPME

Técnicas Principais etapas
LLE Adicdo de solvente organico na amostra;
Agitacdo no funil de separacao;
Separacdo das fases aquosa e organica;
Remocéo da fase orgéanica;
Evaporacédo/concentragédo da fase orgénica;
Injecdo no instrumento analitico.
SPE Condicionamento dos cartuchos ou membranas;
Eluicdo da amostra;
Eluicdo do solvente para remover interferentes e analitos
dessorvidos;
Evaporacdo/concentragdo da fase organica;
Injecdo no instrumento analitico.
SDME Exposi¢do da microgota de solvente organico a amostra;
Injecdo no instrumento analitico.
DLLME Adicdo da mistura de dois solventes (extrator e dispersor) a
amostra;
Centrifugacdo;
Injecdo no instrumento analitico.
SPME Exposicdao da fibra de SPME & amostra;

Dessorcao dos analitos no instrumento analitico.

Fonte: Queiroz, 2009; Campone et al., 2012; Pawliszyn, 2012.

As técnicas miniaturizadas apresentam simplicidade evidente no que

se refere a0 numero de etapas necessarias no processo de extracdo,

consequentemente menor tempo de execugdo, menor consumo de amostra e

reagentes, dentre eles, os solventes organicos ultrapuros.
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3.6.3.1 Modos de extrac¢édo na SPME

Considerando a especificidade de cada matriz, a selecdo do modo de
extracdo é muito importante por garantir a preservacao e integridade da fase
polimérica e devido a grande diversidade de matrizes que podem ser
analisadas utilizando a SPME, trés modos de extracdo podem ser
empregados: imersdo direta, em headspace e extracdo envolvendo uma
membrana protetora (DOREA; GAUJAC; NAVICKIENE, 2008).

Na amostragem direta, a fibra revestida € imersa diretamente na
solugdo da amostra (Figura 9A) e os analitos sdo transportados diretamente
da matriz para a fase extratora. Nesse modo de extracdo & necessario
agitacdo da amostra para facilitar o processo de difuséo dos analitos. O modo
de extracdo direto é ideal para aplicagdo em amostras, cujos analitos ndo
apresentam volatilidade, no entanto, deve-se atentar quanto a natureza da
amostra, visto que em alguns casos, estas podem naturalmente degradar o
material do revestimento das fibras (PAWLISZYN et al., 2012).
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Figura 9- Esquema de extracdo por: A) imersao direta; B) headspace e C)
protegida por membrana em SPME.
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Fonte: Prépria autora

No modo de extragdo por headspace, a fibra extratora é mantida no
espaco acima do menisco da solucdo contendo os analitos, ou seja, a fibra é
exposta na fase gasosa dentro do vial, conforme mostrado na Figura 9B.
Este tipo de extracdo baseia-se no aguecimento de amostras aquosas ou
solidas contidas em um frasco fechado, provocando a volatilizagdo dos
compostos. Recomenda-se que o0 modo de extracdo seja empregado para
analitos relativamente volateis, mas também pode ser aplicado a compostos
pouco volateis, desde que, sejam adotados procedimentos que favorecam a
particdo dos mesmos para o headspace, consequentemente a extracdo pela
fibra. Os analitos sdo adsorvidos/absorvidos e concentrados na fibra até que
o equilibrio entre as trés fases seja alcancado (DOREA; GAUJAC;
NAVICKIENE, 2008).
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A grande vantagem de se utilizar o modo headspace é para amostras
que contenham interferentes de elevado peso molecular, como as matrizes
biolégicas, além disso, este tipo de extracdo prolonga a vida util das fibras
(DOREA; GAUJAC; NAVICKIENE, 2008).

No caso de amostras contendo analitos ndo volateis, com compostos
interferentes de alta massa molecular e que apresentam elevadas
concentracdes, a aplicacdo da extracdo direta ou em headspace pode ndo ser
tdo conveniente. Nestes tipos de amostras a extracdo é realizada colocando-
se uma membrana protetora seletiva ao redor da fibra (Figura 9C),
protegendo-a. Tais membranas sdo impermeaveis aos componentes que
causam danos ao revestimento, porém sdo permeaveis aos analitos de
interesse. O uso de membranas protetoras pode ocasionar em melhor
reprodutibilidade e precisdo. O processo de extracdo dos analitos nesse modo
é mais lento, uma vez que, os analitos precisam difundir-se na membrana
(PAWLISZYN, 1997; PAWLISZYN, 1999).

3.6.3.2 Fatores que influenciam a extragdo na SPME

A quantidade de compostos de interesse extraidos pelas fibras
guando se utiliza a SPME como preparo de amostras pode ser afetada por

alguns parametros, como:

e Adicdo de sal

O aumento da forc¢a idnica das solucbes contribui de forma efetiva
para 0 aumento da recuperacdo no processo de SPME, uma vez que, a
presenca de eletrdlitos em sistemas de adsor¢do diminui a solubilidade dos
compostos hidrofobicos presentes em fase aquosa, fendbmeno este
denominado “salting out”, onde moléculas de dgua formam uma esfera de
hidratacdo em torno das moléculas de sal, ocasionando na redugdo das

moléculas de agua disponiveis para solubilizar os compostos de interesse
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presentes nas amostras, acarretando na maior migracdo dos analitos para a
fase extratora. Entretanto, analitos polares podem acabar interagindo de
maneira eletrostatica com as moléculas de sal, diminuindo sua difusdo para a
fase extratora (YUAN et al., 2000; LORD; PAWLISZYN, 2000; ULRICH,
2000). Em outras palavras, os sais geralmente aumentam o coeficiente de
distribuicdo dos analitos quando na forma ndo dissociada, aumentando a
guantidade de analito extraida. No entanto, se os analitos presentes na
solucdo estiverem na forma dissociada, observa-se uma diminuicdo na
extracdo devido ao aumento do coeficiente de atividade das espécies idnicas
ao se aumentar a forca idnica das solucdes (YUAN et al., 2000; LORD;
PAWLISZYN, 2000; ULRICH, 2000).

e Temperatura de extracéo

A temperatura exibe grande influéncia sobre a microextracéo,
contribuindo de duas formas diferentes: no modo de extracao direta, ou seja,
por imersédo da fibra na amostra, os coeficientes de difusdo dos analitos
aumentam a medida que se eleva a temperatura, ocasionando em um ganho
na quantidade de analito extraida (YUAN et al, 2000; LORD;
PAWLISZYN, 2000; ULRICH, 2000). No modo de extracdo por headspace,
um incremento na temperatura aumenta a concentracdo dos analitos
presentes no headspace, acarretando em uma extracdo mais rapida, devido
ao menor tempo necessario para atingir o equilibrio. Desta forma, 0 aumento
da temperatura de extragdo, ocasiona no aumento do coeficiente de difusdo
do analito, facilitando sua migracdo para a fibra extratora (YUAN et al.,
2000; LORD; PAWLISZYN, 2000; ULRICH, 2000).

e Tempo de extracéo

Ao se realizar um procedimento de SPME, deve-se otimizar o tempo

necessario de extracdo, considerando o equilibrio de sorcdo
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(adsorgdo/absorcdo), no qual a quantidade de analito extraido se mantém
constante. Este talvez seja o pardmetro de maior importancia para a
aplicacdo da SPME, pois, caso o tempo ndo seja determinado corretamente,
0 sistema ndo estard em equilibrio, ocasionando em medicdes
irreprodutiveis, com coeficientes de particdo menores do que 0s reais.
(YUAN et al., 2000; LORD; PAWLISZYN, 2000; ULRICH, 2000).
Segundo Pawliszyn (1997), o tempo de extracdo € definido como o
tempo necessario para que a fase polimérica extraia o equivalente a 95% da
massa extraida quando o equilibrio é atingido. Lembrando que o tempo de
extracdo é dependente de diversos fatores, tais como: processo de agitacéo,

espessura da fase polimérica, dentre outros.

e Agitacdo da amostra

Na SPME, o aumento da velocidade de extracdo € observado quando
o sistema € mantido sob agitacdo, devido ao fato de facilitar a difusdo dos
analitos até a superficie da fase extratora. A camada estética € determinada
pelas condicdes de agitacdo e viscosidade dos fluidos, no qual, 0 aumento da
agitacdo ocasiona na diminuicdo da camada estatica, resultando em um
aumento no processo de difusdo, consequentemente, na diminui¢do do tempo
necessario para que o equilibrio de sorcao seja atingido. Diversas formas de
agitacdo da amostra ao redor da fibra foram estudadas, no entanto, a agitagdo
com barra magnética € a mais utilizada (PROSEN; ZUPANCIC-KRALJ,
1999; PAWLISZYN, 1999; PAWLISZYN, 2000).

¢ Volumes da solucdo de suporte da amostra e do headspace

O volume da amostra é outro pardmetro relevante em SPME, uma
vez que, ele estd diretamente relacionado com a sensibilidade do método.
Quando se realiza um procedimento de SPME, o volume de amostra é muito

maior que a razdo de distribuicdo do analito entre a fase polimérica e a
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amostra pelo volume da fibra, sendo assim, a quantidade de analito extraida
é diretamente proporcional & concentracdo da amostra e é independente do

volume da mesma, conforme pode ser observado na equac¢éo 15:

n= Kfaq Vf CO (15)

Onde, K 4 corresponde a razdo de distribuicdo do analito entre a fibra e a
amostra, V¢ é o volume da fibra e C, é a concentragdo inicial do analito de
interesse. Se o0 volume do headspace também é muito grande, a sensibilidade
reduz consideravelmente (PENALVER et al., 1999).

¢ Solventes organicos

Para compostos apolares, geralmente, a presenca de solventes
organicos na amostra aquosa reduz a quantidade de analito extraido devido a
competicdo entre os analitos e o solvente orgénico pela fase polimérica
(PENALVER et al., 1999).

e Tipo de fibra (fase extratora)

A eficiéncia da extragdo depende diretamente da constante de
distribuicdo entre o analito e a fase polimérica, e o fator que determina o tipo
de fibra a ser utilizada sdo as propriedades do analito, como polaridade,
massa molecular e volatilidade do composto. A eficiéncia e o tempo de
extracdo sdo determinados pela espessura do filme que constitui a fibra e
também pela constante de particdo, no qual, filmes que apresentam maior
espessura apresentam maiores taxas de extracdo, no entanto, sdo necessarios
tempos maiores para que o equilibrio de particio seja atingido
(PAWLISZYN, 1999; PAWLISZYN, 2000).
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As fibras utilizadas no processo de SPME podem ser classificadas
segundo o processo de extracdo, por absorcdo ou adsorcdo, a semelhanca
entre esses dois processos é o fato de que, em ambos, as moléculas do
composto de interesse migram para a fase polimérica por meio do processo
de difusdo, no entanto, no processo de absorcdo os analitos atravessam a
superficie do revestimento e se difundem durante a extragdo. Além disso,
este processo ndo é competitivo, ou seja, a extracdo ndo é afetada pela
presenca de outros compostos presentes na matriz. J& na adsorcdo, 0S
analitos permanecem adsorvidos na superficie do revestimento, podendo
haver competicdo entre 0s compostos de interesse e 0S possiveis
interferentes presentes na matriz, ocasionando na diminuigdo da quantidade
de analito extraida. A desvantagem observada no processo de absor¢do sdo
que alguns analitos podem ficar fortemente retidos nos intersticios da fibra,
inutilizando-a (YUAN et al., 2000).

Na Tabela 4 estdo descritas algumas fibras comerciais e suas
caracteristicas.



Tabela 4 Fibras de SPME disponiveis comercialmente e suas caracteristicas

Fases Extratoras Polaridade Espessur Aplicacao Caracteristicas Tipo de
as de extracao
Filme
(Lm)
PDMS Apolar 7,30e Compostos apolares e volateis  Revestimento liquido de alta Absorg¢do
(polidimetilsiloxano) 100 viscosidade e estabilidade
PA Polar 85 Compostos de média a alta Soélido que pode se Absorcéo
(poliacrilato) polaridade (alcoois, cetonas e liquefazer em temperaturas
fendis). Volateis de média a alta ambiente
polaridade.
CW-DVB Polar 65 Compostos de média a alta Soélido poroso Adsorcéao
(carbowax- polaridade (alcoois, cetonas e
divinilbenzeno) fenois). Volateis de média a alta
polaridade.
PDMS-DVB Mista (Bi-polar) 65 Voléteis e ndo-volateis de baixa Sélido poroso Adsorg¢éo
(polidimetilsinoxano- a alta polaridade
divinilbenzeno)
Carboxen-DVB Mista (Bi-polar) 75 Volateis Soélido poroso Adsorg¢éo
(carboxen-
divinilbenzeno)
DVB/Car/PDMS Mista (Tri- 30e50 Compostos volateis e semi Sélido poroso Adsorg¢éo
(divinilbenzeno- polar) volateis
carboxen-

polidimetilsiloxano)

Fonte: YUAN et al., 2000; SUPELCO, 2004.
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e pH daamostra

A eficiéncia da extracdo esta diretamente relacionada ao pH da
amostra, pois apenas as formas ndo dissociadas dos compostos séo extraidas
pelos revestimentos das fases poliméricas. Geralmente o controle do pH é
feito utilizando soluc¢des tampdo, fazendo com que a maioria dos analitos
presentes em formas dissociadas passem a forma ndo dissociada. Além
disso, quando a SPME é realizada em modo direto, valores de pH extremos
(menor que 2 e maior que 11) podem danificar o revestimento das fases
poliméricas (YUAN et al., 2000; LORD; PAWLISZYN, 2000; ULRICH,
2000).

e Dessorcéo

ApoOs a extracdo, os compostos de interesse sorvidos na fibra séo
transferidos para o instrumento analitico, onde ocorrem a dessorcao,
separacao e quantificacdo. O processo de dessorcao € basicamente a difusdo
dos analitos do filme polimérico para o fluido de arraste, gas de arraste
guando GC e fase movel quando LC. Desta forma, as variaveis tempo e
temperatura de dessorcdo deverdo ser otimizados para eliminar possiveis
efeitos de memdria na fase polimérica (PAWLISZYN, 1997).

As principais limitagGes inerentes a SPME estéo relacionadas ao fato
de que compostos de elevada massa molecular podem sorver
irreversivelmente na fibra, ocasionando alteracdes de suas propriedades,
inutilizando-a, ndo seletividade dos analitos extraidos pelas fases
poliméricas, a fragilidade das fibras extratoras, além disso, o
condicionamento térmico utilizado para limpeza das fibras pode ocasionar

no sangramento do revestimento das mesmas (NERIN et al., 2009).



72

3.7 Quimiometria

O intenso desenvolvimento instrumental de analises influenciou na
obtencdo de grande quantidade de dados em apenas uma Unica medida da
amostra, tornando praticamente indispensavel o uso de procedimentos
matematicos e estatisticos na otimizacdo destes dados. Nesse sentido, 0s
processos estatisticos frequentemente empregados para otimizacao dos dados
sdo os métodos univariados e multivariados (HOPKE, 2003; SANTOS;
SANTOS; FERREIRA, 2003).

Na andlise univariada de dados, cada variavel é avaliada
individualmente, fixando-se condic¢Ges para as demais, como as interacdes
entre as varidveis ndo sdo avaliadas esta técnica torna-se limitada.
Atualmente, reconhece-se que grande parte dos sistemas é de natureza
maltipla, inviabilizando a utilizagdo de modelos univariados para a obten¢éo
de resultados ideais. Nesta perspectiva, a analise multivariada de dados vem
sendo amplamente utilizada por considerar cada variavel individualmente e
suas interacdes, simultaneamente, obtendo uma quantidade de informacéo
consideravelmente grande em menor nimero de ensaios (SANTOS;
SANTOS; FERREIRA, 2003).

A crescente necessidade de tratamento dos dados quimicos de
natureza multivariada e com o recente avango na tecnologia de
computadores, aliados a softwares sofisticados deram origem a uma nova
area da quimica, a quimiometria, que foi introduzida em 1972 pelo Suico
Swede Svante Wolde e pelo Americano Bruce R. Kowalski, definida como
ciéncia relacionada a medidas realizadas em um sistema ou processos
quimico, no qual sdo obtidas informacGes sobre o estado do sistema por
meio da aplicacdo de métodos estatisticos e matematicos. A quimiometria é
basicamente dividida em planejamento e otimizagdo de experimentos ou
delineamento sequencial de experimentos fornecendo o maximo de
informacdes quimicas relevantes (MASSART et al., 1998; FERREIRA et al.,
2002).
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3.7.1 Planejamento experimental na metodologia de preparo de
amostras

O planejamento experimental é uma das mais importantes fases no
processo de investigacgdo cientifica e atualmente vem sendo usado em grande
escala. Por meio desta técnica, é possivel determinar quais variaveis exercem
maior influéncia no desempenho de um determinado processo, assim como
limites inferior e superior de valores destas variaveis e o efeito da interacéo
destas na resposta. Logo, o produto final do planejamento que é o conjunto
de dados, podera ser tratado com base em resultados tedricos, permitindo
uma interpretacdo mais simples com resultados mais confiaveis, em menor
tempo tornando-se mais vidvel economicamente (RODRIGUES; IEMMA,
2005).

3.7.1.1 Metodologia de Superficie de Resposta (MSR)

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), foi introduzida na
década de 50, e desde entdo tem sido usada com grande sucesso na
modelagem de diversos processos industriais, € uma técnica de otimizacao
baseada na constru¢do de modelos matematicos empiricos que geralmente
empregam funcdes polinomiais lineares ou quadraticas, permitindo
selecionar a combinacdo de niveis 6timos para a obtencdo da melhor
resposta em uma dada situacio (TEOFILO; FERREIRA, 2006; KHURI;
MUKHOPADHYAY, 2010).

Segundo Myers, Khuri e Carter (1989), a analise experimental pelo
método de superficie de resposta gira em torno da suposi¢do de que uma
resposta (y) é uma funcédo de fatores controlaveis (X;, X,...Xx) € que a funcéo
pode ser aproximada por um polindmio, o qual pode fornecer uma boa
descrigdo entre os fatores e a resposta obtida. A ordem deste polinémio é

limitada pelo tipo de planejamento usado, podendo ser de primeira ou
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segunda ordem, logo, os planejamentos mais empregados para ajustar o
modelo quadratico (segunda ordem) sdo os planejamentos Compostos
Centralizados (CCD) ou DCCR (Planejamento Composto Central
Rotacional), matriz de Doehlert e Box-Behnken, responsaveis por incorporar
a curvatura a superficie de resposta (ZOUGAGH et al., 2000). Na equacéo

16 tem-se uma equacdo de segunda ordem.

k k k— k
y=ﬂ0+ZbiXi Jer“xi2 +le Zbijxi X;+& (16)
i=1 i-1 i1 i<

em que y e a resposta predita; B, € 0 ponto de intersecéo; bj € o coeficiente
de interagdo; b; é o coeficiente linear; b; é o coeficiente quadratico; k é o
ndmero de fatores; X; e X; S0 as variaveis referentes aos fatores e € € 0 erro
aleatorio.

Em um gréfico de superficie, os valores de dois fatores sdo
representados nos eixos X e Yy, enquanto os valores da resposta sdo
representados no eixo z. Esse grafico fornece uma visdo tridimensional que
pode exibir um desenho mais claro da superficie de resposta, pelo ajuste das
respostas ao modelo quadratico da equacdo 14, como pode ser observado na

Figura 10.
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Figura 10- Gréfico de superficie de resposta em funcdo dos fatores x; e Xx»,
obtido a partir de um DCCR.

Resposta (y)

Fonte: Gerado a partir de resultados da prépria autora no Software
Chemoface 1.4.

3.7.1.2 Planejamento Composto Central (CCD)

O CCD (do inglés Central Composite Design), também conhecido
como delineamento composto central rotacional (DCCR) foi introduzido por
Box e Wilson (1951) e consiste basicamente em um dos planejamentos tipo
estrela mais populares empregados para ajustar modelos de superficie de
resposta, que compreendem efeitos de primeira ordem (linear), de interacéo
e de segunda ordem (quadratico). O CCD pertence a uma classe de
delineamentos eficientes, 0s quais requerem poucos ensaios para sua
realizacdo (MATEUS; BARBI; CONAGIN, 2001).

Na Figura 11 esta esquematizado um planejamento DCCR para trés
variaveis, o qual é basicamente constituido por: 8 pontos fatoriais, que sdo
referentes a parte cubica com os valores das variaveis compreendidas nos
niveis maximos (1) e minimos (-1); 6 pontos axiais, indicando que as
variaveis estdo situadas a = o da origem, formando a estrela do planejamento

e 0s pontos centrais, que sdo niveis médios das variaveis (0).
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Figura 11- Disposi¢do espacial dos experimentos de um planejamento
DCCR 2°,
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Fonte: Adaptado de Lima; Filho (2010).

O total de andlises realizadas é dado pela soma dos pontos fatoriais,
axiais e centrais, representado por N = 2X+ 2k + no, respectivamente, onde k
sdo os fatores estudados e n, 0 nUmero de pontos centrais. Na tabela 5 esta

representada uma matriz obtida no planejamento DCCR para trés variaveis.
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Tabela 5 Combinagdes entre os niveis codificados dos fatores vy, v, € v3

Vi Vo V3
-1 -1 -1 3
1 -1 -1
-1 1 -1
1 1 -1 ] )
1 1 1 > Planejamento fatorial
1 -1 1
-1 1 1
1 1 1 )
0 0 0 } Ponto central
-0 0 0
o 0 0
0 -0 0 .
0 a 0 Pontos axiais
0 0 -0
0 0 o
v, = fator 1
v, = fator 2
vy = fator 3

Fonte: Tedfilo; Ferreira, 2006.

O DCCR é um projeto muito utilizado devido sua flexibilidade e sua
utilizagdo em experimentos sequenciais. Os pontos fatoriais e centrais do
planejamento servem como fase preliminar, podendo se ajustar um modelo
de primeira ordem e verificar a necessidade de incorporar o termo quadratico
obtido pelos pontos axiais (o). O valor de o no modelo estatistico ¢
determinado de forma que os efeitos e interacfes estimados no modelo de
segunda ordem sejam ortogonais, para isso o deve estar a uma distancia de
+%/2% do ponto central, no qual k é o nimero de fatores. Outra
particularidade do modelo DCCR é que 0s erros experimentais sdo baseados
no erro puro que é obtido a partir das repeticdes do ponto central, além disso,
0s pontos centrais melhoram a estimativa dos efeitos quadraticos obtidos
(TEOFILO; FERREIRA, 2006).
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Desta forma, para fornecer informacdes seguras de um processo, 0
DCCR é comumente utilizado em associa¢do com a analise de superficie de

respostas na determinacao de condi¢des 6timas operacionais (VAZ, 2009).

3.8 Validacdo de metodologia analitica

A validacdo de um método analitico € um procedimento fundamental
para verificar, por meio do fornecimento de evidéncias objetivas, se o
método desenvolvido é adequado para o0 uso pretendido e para assegurar sua
confiabilidade na determinacdo de compostos. Apesar de possuirem
diferencas em suas normas, os 0rgdos credenciados fornecem diretrizes e
recomendacdes para a execugdo do procedimento de validagdo, requisito
fundamental para o processo de demonstracdo de competéncia técnica
(RIBANI et al., 2004).

O termo validagdo de uma forma geral é definido como a avaliagdo
sistematica de um procedimento analitico para demonstrar que tal método
estd sob as condi¢Bes nas quais ele deve ser aplicado. Neste contexto, a
validagdo de uma técnica analitica, bem como os estudos rigorosos da
seguranca e qualidade sdo imprescindiveis para o desenvolvimento de
protocolos (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2010).

No Brasil, as agéncias regulamentadoras responsaveis por avaliar a
competéncia destes ensaios garantindo que este conjunto de verificacdes
esteja sendo realizado, sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial (INMETRO). De acordo com estes 6rgdos 0s parametros de
validagdo sdo: seletividade e/ou especificidade, faixa de trabalho ou
linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), exatidao,
precisdo e robustez (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004; INMETRO,
2010).
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3.8.1 Seletividade e/ou especificidade

O termo especificidade, muitas vezes utilizado como sinénimo de
seletividade define a capacidade do método em produzir resposta para
apenas um analito, sendo, portanto, especifico para aquele determinado
composto, ja a definicdo para seletividade refere-se a capacidade deste
método em distinguir um determinado analito presente em uma matriz
complexa, sem interferéncia de outros componentes da mistura. Ambos estdo
diretamente relacionados com a capacidade de um método em determinar e
quantificar corretamente um determinado composto na presenca de outras
substancias da matriz, garantindo que o pico de resposta seja exclusivamente
do composto de interesse (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004;
INMETRO, 2010).

A anélise da seletividade e/ou especificidade deve ser o primeiro
passo no desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica para nédo
comprometer a linearidade, exatidao e precisdo do método. Esta analise pode
ser avaliada por testes de compara¢do da matriz isenta do composto de
interesse com a matriz enriquecida com o padrdo, isento de qualquer
interferente. Outra maneira de avaliar a seletividade, quando a matriz possui
0 composto de interesse, deve ser realizada uma comparacao entre as curvas
analiticas do padrdo e do padrdo na matriz a fim de observar possiveis
interferentes (RIBANI et al., 2004).

3.8.2 Faixa de trabalho (linearidade)

A linearidade corresponde a capacidade do método analitico em
fornecer resultados diretamente proporcionais & concentracdo do analito na
amostra. Desta forma, o analito podera ser quantificado a partir de sinais
medidos para as massas ou concentra¢fes conhecidas deste, expressa como
uma equacdo da reta, denominada curva analitica. Embora somente dois

pontos definam uma reta, recomenda-se que a curva analitica tenha no
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minimo cinco pontos e que ndo incluam o ponto zero na curva, devido aos
possiveis erros associados. A linearidade é obtida por padronizacédo interna
ou externa e formulada como expressdo matematica usada para o célculo do
composto de interesse a ser determinado na amostra real (ANVISA, 2003;
RIBANI et al.,, 2004; INMETRO, 2010). A equacdo 17 relaciona duas
varidveis, para que assim seja possivel determinar coeficiente angular e

linear da reta.

y=ax+b (17)

onde y é a resposta medida (absorbancia, altura, area do pico, etc), X é a
concentragdo, a é a inclinacdo da curva analitica, que representa 0 quao
sensivel € o método e b representa a interse¢do com o eixo y, quando x = 0.

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos
resultados em funcéo da concentragdo do composto de interesse ou calculada
a partir da equacdo da regressdo linear, determinada pelo método dos
minimos quadrados. Se houver relacdo linear, os resultados devem ser
avaliados por métodos estatisticos que possam demostrar uma clara
correlagdo entre as respostas obtidas e a concentragdo do analito. Para tanto,
os estudos de linearidade devem conter a inclinacdo, coeficiente linear e
coeficiente de determinacéo (r?) da reta obtida. Os resultados devem ser
capazes de demonstrar que ndo ha um desvio significante da linearidade, ou
seja, que os valores de r? sejam superiores a 0,99 e 0,9 segundo a ANVISA e
INMETRO, respectivamente (ANVISA, 2003; RIBANI, et al., 2004,
INMETRO, 2010).

3.8.3 Limite de Deteccéo (LD)

O limite de deteccdo (LD) de um método corresponde a menor
concentracdo de analito em uma amostra que pode ser detectada, mas nédo

necessariamente quantificada. E definido também como a menor



81

concentragdo que pode ser distinguida do sinal-ruido com certo grau de
confianga. Este parametro pode ser basicamente calculado de trés formas
distintas, pelo método visual, método relacdo sinal-ruido e pelo método
baseado em parametros da curva analitica. Dentre estes métodos, 0 baseado
nos dados obtidos da curva pode levar a resultados mais precisos, o qual

pode ser calculado pela equacao 18.
LD = 3,3§ (18)

onde s pode ser estimado pelo desvio padrdo do intercepto e S pelo
coeficiente angular da curva analitica (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004;
INMETRO, 2010).

3.8.4 Limite de Quantificacio (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) de um método corresponde a menor
concentragdo do analito de interesse que é possivel quantificar em uma
determinada faixa de trabalho, com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob
condigdes experimentais estabelecidas. O LQ é comumente estimado de trés
maneiras diferentes, pelo procedimento sinal-ruido, por processos
estatisticos e pelo desvio-padrdo, se baseando nos parametros da curva, o
qual pode ser calculado pela equacdo 19 (ANVISA, 2003; RIBANI et al.,
2004; INMETRO, 2010).

LQ = 10% (19)

onde s pode ser estimado pelo desvio padrdo do intercepto e S pelo
coeficiente angular da curva analitica (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004;
INMETRO, 2010).
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3.8.5 Exatidao

A exatiddo, também chamada de tendéncia, descreve a concordancia
entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como
convencionalmente verdadeiro, ou seja, a distancia entre os valores esperado
e 0 obtido. Valores baixos obtidos para o pardmetro exatiddo sédo
provenientes de erros sistematicos que contribuem para 0s desvios ou
tendéncias nos resultados. Os processos normalmente utilizados para avaliar
a exatiddo de um método s&o, dentre outros: uso de material de referéncia
certificado (CRM), participacdo em comparagfes interlaboratoriais e
realizacéo de ensaios de recuperagcdo (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004;
INMETRO, 2010).

3.8.,5.1 Recuperacéo

Dentre 0os métodos de exatiddo aplicados em uma metodologia de
validagdo analitica, os ensaios de recuperacdo sdo os mais frequentemente
observados, devido a dificuldade em se obterem os CRM. Nos
procedimentos de recuperacédo é possivel inferir sobre a eficiéncia do método
de preparo de amostras, comparando-se as respostas obtidas para o padréo
isento de matriz com uma matriz enrigquecida com o padrdo nas mesmas
concentracbes e posteriormente submetida ao processo de preparo de
amostras (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2010).

O calculo da exatiddo é normalmente expresso em funcdo da
porcentagem do erro relativo, na qual, os intervalos aceitaveis de
recuperacao para analise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, com
precisdo de até + 20% dependendo da complexidade da amostra (RIBANI et

al., 2004). A recuperacéo pode ser calculada pela equacéo 20:

Recuperacio (%) = _Valorobtido_ 4 (20)

Valor esperado
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Em que valor obtido é a concentragdo/area medida do composto de interesse
apos fortificagdo da matriz isenta do analito e o valor esperado é a
concentracao/area obtida fortificando-se a matriz de referéncia (por exemplo,

a agua).

3.8.6 Precisdo

A preciséfo de um método analitico representa o grau de
concordancia entre os resultados independentes, repetidos de analises
individuais efetuadas para uma mesma amostra em condicdes idénticas de
trabalho. Este parametro pode ser avaliado pela estimativa do desvio padrao
relativo (RSD) também conhecido como coeficiente de variagdo (CV)
(ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2010). A equagdo 21

descreve a estimativa do desvio padréo relativo:
RSD (%) ou CV (%) = % X 100 (21)

na qual, s é o desvio padrdo das recuperacbes e M é a média das
recuperacdes. Em testes de validagdo de métodos, a precisdo deve ser
considerada em trés diferentes parametros: intradia (repetibilidade), interdia
(precisdo intermediéria) e intralaboratorial (reprodutibilidade) (ANVISA,
2003; INMETRO, 2010).

3.8.6.1 Repetibilidade

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de
medicBes sucessivas de varias analises, de um mesmo método, nas mesmas
condicbes em curto intervalo de tempo. Para que seja chamada repetibilidade
as medig¢Bes devem seguir, por exemplo, mesmo procedimento, mesmo
analista, mesmo instrumento e mesmo local (ANVISA, 2003; INMETRO,
2010).
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3.8.6.2 Precisdo Intermediéria

A precisdo intermediaria expressa o efeito das variacbes devido a
eventos como diferentes dias, analistas ou equipamentos distintos, ou até
mesmo uma combinacdo destes fatores. Este pardmetro dentre os pardmetros
apresentados na precisdo é o que apresenta maior variabilidade dos
resultados dentro de um laboratério, desta forma, é aconselhdvel gque seja
adotado, com o objetivo de verificar se no mesmo laboratério, 0 mesmo
método fornecerd resultados similares (ANVISA, 2003; RIBANI et al.,
2004; INMETRO, 2010).

3.8.6.3 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade se refere ao uso do mesmo procedimento
analitico de uma mesma amostra, realizada sob condi¢des variadas, ou seja,
diferentes laboratérios, diferentes analistas, locais e equipamentos como
parte de estudos colaborativos, e deve ser considerada como a padronizagdo
de procedimentos analiticos a serem incluidos, como por exemplo, em
farmacopeias (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2010).
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Resumo

Neste trabalho foi realizada a determinagdo e quantificacdo residual do
anestésico mentol (1R, 2S, 5R)-2-isopropil-5-metilciclohexanol em filés de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) utilizando a microextracdo em fase
solida em modo headspace (HS-SPME) e cromatografia em fase gasosa com
deteccdo por espectrometria de massas (GC-MS). Foram avaliadas cinco
concentracdes de mentol (5; 7,5; 10; 12,5 e 15x10° pugL™) em quatro
diferentes periodos residuais (0, 12, 24 e 48 h). A quantidade de sal,
temperatura e tempo de extracdo foram otimizados de forma multivariada,
empregando o planejamento composto central rotacional (DCCR), para
obtencdo da melhor sensibilidade do método. De acordo com os dados
obtidos, todas as varidveis e suas interacdes mostraram-se significativas,
indicando pela analise do ajuste para as superficies de resposta que os dados
se adequaram ao modelo quadréatico. Pela analise das superficies de resposta
foi possivel predizer que a condi¢do 6tima de trabalho foi utilizando 3 g de
sal, 20 minutos de extracdo e a temperatura de 50°C. Apo6s determinadas as
melhores condi¢bes de analise para o mentol, 0 método proposto foi
validado obtendo os limites de deteccdo e de quantificacdo de 0,0152 e
0,0462 pg L™, respectivamente, precisdo e exatiddo dentro do aceitavel por
orgaos regulamentadores numa faixa linear de 0,47 a 60 pg L™. Em seguida,
foi realizada a determinacdo e quantificacdo residual do mentol em amostras
anestesiadas de tilapia, confirmando a necessidade do periodo residual de 48
horas para total eliminagdo do mentol dos tecidos dos peixes, de forma a
garantir um consumo de filés do pescado isento do produto administrado na
producdo.

Palavras-chave: mentol, residual, tilapia do Nilo, quimiometria,
miniaturizacdo no preparo de amostras
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1. Introducéo

A piscicultura representa atualmente a atividade agropecuéria que
mais cresceu nos Gltimos anos.' Esse aumento pela procura e criacdo de
peixes se deve principalmente pela busca da populacdo por alimentos mais
saudaveis, uma vez que, o pescado apresenta alto valor nutritivo, sendo rico
em micronutrientes minerais, acidos graxos essenciais e poliinsaturados
(bmegas 3 e 6), responsaveis por numerosos beneficios no organismo
humano, tais como, fungbes estruturais nas membranas, equilibrio
homeostatico e tecidos cerebrais e nervosos, além de proteinas de alto valor
biolégico.?®

Dentre as espécies de peixes mais consumidas e cultivadas é
possivel citar a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), que vem se
destacando com numeros expressivos, representando atualmente a segunda
espécie mais consumida mundialmente, em decorréncia a qualidade e
principalmente ao sabor da carne. O cultivo dessa espécie tem substituido a
pesca extrativa, tornando-a um peixe substituto para todos os tipos de peixes
selvagens capturados, enfatizando seu papel fundamental na aquicultura
rural, assim como na maioria dos sistemas de producéo de alta tecnologia,
sendo vendida em mercados nacionais e internacionais, em virtude da ampla
aceitacdo, sendo considerada uma “galinha aquatica”, pelo fato de ser tdo
aceita comercialmente quanto a carne de frango.*

Em contrapartida, em sistemas intensivos de producdo, 0s peixes
passam por situacGes adversas que podem acarretar em prejuizos no seu
desenvolvimento, deixando-0s mais susceptiveis a doencas levando-os até a
morte, uma vez que sao extremamente sensiveis aos processos de manejo,
viabilizando a utilizagdo de compostos quimicos que sejam capazes de
reduzir os danos causados aos animais. Nesse sentido, 0s anestésicos sdo
utilizados de maneira promissora e possivelmente melhoram a qualidade da

carne do pescado.””
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Estudos apontam que os danos causados pela tricaina
(metanosulfonato 3-aminobenzoato de etila, MS-222) o Unico anestésico
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) sdo irreversiveis.?
Desta forma, a busca por substancias alternativas capazes de realizar a
efetiva sedacdo dos peixes torna-se indispensavel.

O mentol (1R, 2S, 5R)-2-isopropil-5-metilciclohexanol, um
componente encontrado no O6leo essencial de plantas do género Mentha
(Figura 1), tem sido empregado como alternativa aos compostos sintéticos
utilizados no processo de analgesia de peixes, por apresentar caracteristicas
de um anestésico ideal, tais como, eficiéncia em baixas doses, baixa
toxicidade em doses muito superiores as efetivas, disponibilidade, baixo
custo, facilidade de utilizacdo, boa margem de segurancga para 0 USUArio e 0
ambiente.” %'

No entanto, € necessario um estudo do periodo residual deste
composto, uma vez que, pode permanecer retido no tecido do peixe por um
determinado tempo, viabilizando a busca por métodos eficientes de
determinagdo residual p6s-abate. Nesse propdsito, a separacao, identificagdo
e quantificacdo de compostos séo realizadas empregando as cromatografias
em fase liquida (HPLC) e em fase gasosa (GC). No entanto, a identificacdo
de analitos em amostras contendo inimeros componentes, como € o caso das
amostras bioldgicas, geralmente requerem processos prévios de
preparacdo.'! 2

As técnicas inicialmente propostas para procedimentos de pré-
concentragdo que antecedem a determinacdo por instrumentos analiticos, s&o
a extracdo liquido-liquido (LLE) e a extragdo em fase solida (SPE), no
entanto, estas técnicas apresentam alguns inconvenientes, tais como, maior
custo e consumo de tempo, a utilizacdo de grande volume de solventes
orgénicos que além de apresentarem custo elevado sdo potencialmente
toxicos. >
Considerando o preparo de amostras como uma das etapas criticas

do processo analitico, o qual tem sido um dos principais obstaculos para a
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obtencdo de resultados adequados em termos de preciséo e detectabilidade,
diferentes métodos tém sido propostos, a fim de otimizar e propor
alternativas de extracdo, dentre estes, a microextracdo em fase sélida
(SPME) vem se destacando, no qual o principio da técnica consiste na
extracdo dos analitos presentes em amostras agquosas ou sélidas para uma
fibra de silica fundida revestida com um fino filme de um polimero ou de um
s6lido adsorvente ou absorvente denominado fase extratora.'”

Este trabalho teve como objetivo, o desenvolvimento de uma
metodologia para a andlise residual do mentol em filés de tilapia do Nilo,
empregando a SPME como técnica de preparo de amostra, avaliando o efeito
dos pardmetros, quantidade de sal, temperatura e tempo de extragéo, a fim
de, melhorar a eficiéncia da extracdo, por meio de analises quimiomeétricas,
utilizando o planejamento composto central rotacional (DCCR) como

ferramenta estatistica na otimizacao do processo.

Figura 1 Aspecto geral da folha de Mentha (A); Estrutura quimica do mentol

(B)

2. Experimental

2.1 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados (mentol, acetona, sulfato de sédio) nas
analises foram de grau analitico e adquiridos da Sigma Aldrich (EUA). As
solucbes foram preparadas utilizando agua Tipo 1 (ultrapura), processada

por um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA). A solucéo
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estoque de mentol foi preparada dissolvendo-se 0,01 g de mentol em 10 mL
de acetona (1x10° pg L™). As solucdes utilizadas no preparo das amostras
foram posteriormente preparadas por diluigdes. A solucdo estoque foi

preparada diariamente e armazenada a uma temperatura de 4°C.

2.2 Instrumentacéo

Para realizagdo do procedimento de microextracdo foi utilizado um
holder automatico equipado com fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) de
100 um, obtidos da Supelco. Antes das analises as fibras foram
condicionadas em temperatura de 250°C por 30 minutos conforme
recomendacdes do fabricante. Foram utilizados frascos de vidro
transparentes (vial) para SPME com capacidade de 20 mL (Agilent) selados
com tampa com septo de PTFE ((politetrafluoretileno)/silicone) e tubos de
centrifuga conico de 50 mL com tampa HDPE, plug a prova de vazamento
(Ciencor, EUA).

Para o preparo das amostras foi empregado um amostrador de SPME
automatico, AOC-5000 Shimadzu (Shimadzu, Japdo). Todas as analises
foram realizadas no laboratorio do Centro de Analise e Prospeccdo Quimica
(CAPQ/UFLA). As analises cromatograficas foram realizadas em um
cromatografo a gas com detecgdo por espectrometria de massas QP2010
(GC-QMS) Plus (Shimadzu - Japdo). A coluna analitica utilizada foi a DB-
5MS (30 m x 0,25 mm id x 0,25 um) com composic¢do da fase estacionaria

de 5% difenil-95-dimetil-polisiloxano (Shimadzu - Japao).

2.3 Preparacdo das amostras

2.3.1 Amostras de peixes anestesiados com mentol

Para o procedimento de analgesia, os peixes foram anestesiados por

imersdo em solugfes de mentol nas seguintes concentragfes 5; 7,5; 10; 12,5
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e 15x10" pug L™, apos anestesiados os peixes foram abatidos com tempos de
0, 12, 24 e 48 h. Essas concentracOes e tempos de abate foram definidos com
base na metodologia de estagios de anestesia e recuperagdo definidas para o
mentol.® Apés o abate, os peixes foram congelados (-20°C) até o
procedimento de preparo de amostra. As amostras foram fornecidas pelo

Departamento de Zootecnia — Setor de Piscicultura da UFLA.

2.3.2 Preparacao das amostras para otimizagdo do método

A preparagdo das amostras foi uma adaptacdo do trabalho de
Klimankova e colaboradores 2008, % no qual as amostras de teste foram
preparadas pesando-se 2g de tecido de tilapia isento de mentol, em um tubo
de centrifuga conico de polipropileno com capacidade de 50 mL, as matrizes
foram fortificadas com mentol e incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente antes da extragdo. Em seguida adicionou-se 2,5 mL de agua as
amostras, as quais foram homogeneizadas em vdlrtex por 5 minutos,
posteriormente centrifugadas por 10 minutos a uma velocidade de 15 000 x g
a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um vial com capacidade de 20
mL. Este procedimento foi realizado novamente. O vial contendo 5 mL do
extrato do peixe foi entdo submetido ao processo de microextracdo em fase

solida.
2.4 Otimizacgédo do método de extracdo do mentol por SPME
O DCCR foi empregado na otimizacdo da metodologia de anélise do

mentol por HS-SPME. Na Tabela 1 estdo os pardmetros e seus respectivos

niveis avaliados na técnica de microextracao.
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Tabela 1 Parametros e niveis usados no DCCR

Pardmetros Minimo Ponto Central Maximo
(-1) () (+1)
Temperatura (°C) 40 45 50
Tempo de extracdo (min) 20 30 40
Quantidade de sal (g) 2,0 2,5 3,0

O planejamento foi obtido pela soma de 2* pontos fatoriais com 2k
pontos axiais e 3 pontos centrais, sendo k o numero de varidveis
independentes, obtendo um total de 17 experimentos. % *

Para as analises 2 g de filés de tilapia isentos de anestésico foram
fortificados com solucdo estoque de mentol na concentragio de 10 ug L™ e
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente antes da extragao.

A fim de determinar as condi¢fes mais adequadas para a analise do
mentol, o sistema de extracdo por SPME foi otimizado pela aplicacdo da
Metodologia de Superficie de Resposta, avaliando os ajustes dos dados
obtidos aos modelos: linear, interacdo, quadratico puro e quadratico. Para o
delineamento experimental, bem como a obtencdo das condicBes ideais do
sistema, por meio da estimativa dos parametros estatisticos, foi empregado o

programa Chemoface verséo 1.4.%

2.5 Procedimento de extracdo do mentol empregando SPME em modo

headspace

Visando a volatilizagdo do analito no sistema, antes do processo de
extracdo do mentol pela fibra, as amostras (5 mL do extrato do peixe
juntamente com 3 g de sal) foram submetidas a um periodo de estabilizacdo
por 10 minutos, com agitacdo de 250 rpm e temperatura de 50°C. Apds a
estabilizacdo, a fibra foi exposta com uma penetragdo de 40 mm no
headspace do vial. Ap6s 20 minutos de extracdo, a fibra foi retraida para

dentro da agulha e injetada no cromatdgrafo em fase gasosa. A temperatura
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do injetor foi mantida a 270°C, a fibra ficou exposta dessorvendo por

2 minutos.

2.6 Condicdes de analises por GC-MS

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo a
gas, no qual a temperatura inicial do programa foi de 80°C durante 3 min,
aumentada para 130°C a uma taxa de 5°C min™ e a partir dessa temperatura
aumentou-se para 250°C a uma taxa de 30°C min™, totalizando 17 minutos
de corrida cromatogréafica. O gas de arraste (hélio 99,999%) foi mantido a
um fluxo de 1 mL min™. Foi utilizado um injetor split/splitless no modo
splitless, com tempo de Split de 1 minuto. As temperaturas do injetor, da
interface e da fonte de ions foram mantidas em 270°C, 280°C e 150°C,
respectivamente. O detector do espectrémetro de massas operou em
monitoramento de ion selecionado (SIM) de 5 a 17 minutos. O detector foi
programado para ler as unidades de massa atémica (m/z) de 71 e 81, em uma
energia eletronica de 70 eV. A quantificagdo do mentol foi entdo realizada

pela integracdo das areas dos picos.

2.7 Validagao do método analitico

Depois de definidas as melhores condi¢bes na metodologia de
microextracdo, 0 método desenvolvido foi validado em matrizes bioldgicas
de tecidos de peixes, fortificando-se as amostras a partir da solu¢do estoque
de mentol, resultando nas concentragdes: 0,47; 0,94; 1,87; 3,75; 7,5; 15; 30 e
60 ug L™*. Os pardmetros de validacdo avaliados foram: seletividade,
linearidade, precisdo (intradia e interdia), fator de recuperacdo, limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), de acordo com as recomendagdes
descritas nos protocolo do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e
Qualidade Industrial (Inmetro)® e do International Conference on

Harmonisation (ICH).
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2.7.1 Seletividade

Devido a complexidade da matriz, tornou-se necessaria a avaliacdo
do efeito da matriz diante do composto estudado, desta forma, foram
comparados os resultados obtidos das analises da matriz de peixe isenta de
mentol e a matriz fortificada com solucdo estogque na concentracdo de

10 pg L™, ambas submetidas ao processo de extracdo por SPME.
2.7.2 Curva de calibracéo e LD/LQ

A curva analitica foi construida por padronizacdo externa para a
quantificagdo residual de mentol utilizando as condi¢Bes otimizadas de
amostragem por HS-SPME. A linearidade do método foi determinada pela
avaliacdo da regressdo da curva (razdo da area do pico versus a concentragdo
do composto) expressa pelo coeficiente de determinacdo (R?), numa faixa
dindmica compreendida entre 0,47 -60 ugL™ (n=8). Os LD e LQ do
método para o composto em estudo foram obtidos estimando-se o desvio
padrdao do intercepto (s) pelo coeficiente angular (S) da curva analitica,

conforme equac0es 1 e 2, respectivamente.

LD = 3,3x SE (1)

LQ = 10x SE )
2.7.3 Precisdo e exatidao

A precisdo intradia (n = 3) foi estimada por meio da realizagdo de
trés extragbes sucessivas, em um Unico dia, em trés diferentes niveis de
fortificagdo (7,5; 30 e 60 ug L™) do padréo de mentol nas amostras de peixe.

A precisdo interdia (n =9) foi realizada repetindo-se a analise intradia em
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trés dias consecutivos. Todas as anélises foram realizadas em triplicata. >’

As respostas foram expressas em termos de coeficiente de variacao.

O objetivo principal da recuperacao € corrigir os resultados dos erros
sistematicos oriundos dos efeitos de extracdo e de perdas ocasionadas
durante as etapas da marcha analitica, até o momento da analise
instrumental, tais como limpeza (clean up), diluicBes, pré-concentragoes,
derivatizacBes, dentre outros.?® A recuperacdo média foi obtida pela
fortificagdo de amostras de tecido de tilapia com solugao estoque de mentol,
em trés niveis de concentracdo: 7,5; 30 e 60 pg L™. As amostras fortificadas
foram submetidas ao procedimento de extracdo por SPME e em seguida
analisadas por GC-MS em triplicata para cada concentracdo. Apos analise
cromatografica, determinaram-se as concentraces reais médias para cada
nivel de concentragdo empregando a equacdo da regressao linear da curva
analitica referente a faixa de trabalho. Em seguida, calculou-se a recuperagédo
(%) em cada nivel de concentragdo (Equacio 3). ®

Valor i
R(%) = ——22tdo __ 100 3
( 0) Valor esperado ( )
Em que valor obtido € a concentracdo medida do anestésico apds fortificacéo
da matriz (filé de peixe isento de mentol) e o valor esperado é a concentragdo
obtida fortificando-se a &gua deionizada, utilizada como matriz de
referéncia, ambos os valores obtidos a partir das amostras submetidas ao

procedimento de microextracao e posteriormente analisadas por GC-MS.

2.8 Aplicacdo do método de SPME em amostras de tecido de tilpia do
Nilo

Apos a validagdo do método analisou-se as amostras de tilapia do

Nilo anestesiadas, empregando a SPME. Para tal, a extracdo do mentol foi
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realizada em duplicata seguindo o procedimento de microextracdo

otimizado.

3 Resultados e discussédo

3.1 Otimizacao do método GC-MS

A Figura 2 apresenta os cromatogramas obtidos da extracdo do

padrdo de mentol por SPME no modo de varredura (SCAN) e modo

monitoramento de ion selecionado (SIM), respectivamente.
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Figura 2 Cromatogramas obtidos no modo monitoramento de varredura
(SCAN) para o extrato de filé de tilapia: A) fortificado com 10 pg L™ da
solucdo estoque de mentol; B) sem a fortificacdo, ou seja, na auséncia de
anestésico.
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O método proposto apresentou excelente seletividade, ndo havendo
interferéncia da matriz no pico referente ao mentol. O que foi confirmado,
uma vez que, ndo houve sobreposicdo de picos referentes a componentes
presentes no tecido do peixe com o pico referente ao mentol, permitindo que

0 modo SIM fosse utilizado nas andlises subsequentes (Figura 2).

Abundincia
Relativa

100 - 100 e
81

~
[$3]
1
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& 3

5 10 15
Tempo de Retengdo (min)

Figura 3 Cromatograma obtido no modo monitoramento de ion selecionado
(SIM) para o extrato de filé de tilapia fortificado com 10 ug L™ da solugéo
estoque de mentol.

Desta forma, foram selecionados os ions 71 e 81 m/z, uma vez que,
foram os ions que apresentaram maior intensidade, conforme pode ser

observado na Figura 4.



110

%\
71
100 4 <2

z CH | g1
s 5 ®
= 80 LA © N
.é | =~ 95 T'
T 60
F @
= )
i g
5 4 jv\ OH 123
§ 20 \\gH
g 00 138 |
= | | 141 T
0 y r . r L.
30 60 90 120 150

%
Figura 4 Espectro de massas do mentol com provaveis estruturas geradas a
partir das fragmentacGes de maior estabilidade
Fonte: Prépria autora

No caso do mentol, o pico referente ao ion molecular (156 m/z) nem
apareceu no espectro por causa da sua instabilidade, o que é caracteristico
dos alcoois secundarios, moléculas bastante frageis, que apresentam uma
fragmentacdo réapida, desta forma, ele ndo foi selecionado como um dos ions
precursores.” Na Figura 5 esta representado o mecanismo de fragmentagéo

proposto para o mentol.
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3.2 Selecéo do revestimento da fibra

A utilizacdo da fibra mais adequada depende tanto do composto de
interesse como da matriz estudada, tornando o revestimento da fase extratora
em SPME um dos fatores mais importantes para avaliar a eficiéncia da
extracdo, devido a forte dependéncia da natureza quimica da substancia a ser
extraida, que é estabelecida por sua polaridade e volatilidade
caracteristica. *> %

A selecdo do melhor tipo de revestimento de fibra na extracdo HS-
SPME de mentol, tem sido previamente estudada em Oleos naturais e
sintéticos **, produtos alimenticios e farmacéuticos **, alimentos *,
cremes ¥, no entanto, ndo existem trabalhos relacionados com sua
determinagdo em peixes. Porém, nos trabalhos reportados, a fiora PDMS
apresentou eficiéncia na extragdo do composto mentol, portanto, nas analises
subsequentes foi empregada esta fibra.

Optou-se por trabalhar com extracdo por headspace, garantindo a
durabilidade da fibra, uma vez que, as analises foram realizadas em matriz
bioldgica e em modo de imerséo direta os constituintes do tecido dos peixes
poderiam danificar a fibra, ao ficarem adsorvidos irreversivelmente na

superficie do revestimento da mesma.

3.3 Dessorcao da fibra

O tempo e a temperatura de dessorcdo da fibra no injetor séo os
parametros de fundamental importancia na analise por SPME, pelo fato de
que, com o aumentar da temperatura, a afinidade do composto pela fibra
diminui ocorrendo a dessor¢do, que &€ o processo inverso. Desta forma,
torna-se necessario um tempo menor de exposicdo da fibra no injetor,
consequentemente o efeito memoria entre as corridas é minimizado,

aumentando a exatiddo do método. %



113

Considerando a teoria de que a temperatura do injetor deve ser
aproximadamente 50°C acima da temperatura de ebulicdo do composto
(mentol 212°C), a temperatura do injetor foi fixada em 270°C durante as
analises cromatograficas (temperatura dentro do recomendado pelo
fabricante da fibra). O tempo de dessorcdo adotado foi 2 minutos, visto que,

neste tempo, ndo foi observado efeito de meméria entre corridas.

3.4 Analise multivariada dos fatores que afetam a SPME

A fibra de PDMS foi utilizada para avaliar o efeito dos parametros
que afetam a eficiéncia da técnica de SPME (quantidade de sal, temperatura
e tempo de extracdo) a fim de maximizar o rendimento da extracdo de
mentol em filés de tilapia. Os experimentos foram conduzidos empregando o
DCCR, com o intuito de avaliar ndo sé o efeito destes parametros na analise
residual de mentol em filés de tilapia, como também, a interacéo entre eles.
Foram realizadas trés repeticdes do ponto central, com o objetivo de estimar
0 erro experimental. Na Tabela 2 estéo os resultados obtidos em area para 0s

17 ensaios do planejamento estatistico.
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Tabela 2 Condigcbes experimentais e resultados obtidos (areas) a partir do
planejamento DCCR para a analise do mentol em filés de tilapia

Temperatura de Tempo de Sal (9) Area (u.a.)
Ensaio extracdo (°C) extracdo (min)
(X1) (X2) (X3) Q0]

1 40 20 2,0 28018293
2 40 20 3,0 31539019
3 40 40 2,0 29406824
4 40 40 3,0 45238473
5 50 20 2,0 31002740
6 50 20 3,0 55270163
7 50 40 2,0 30892215
8 50 40 3,0 50925935
9 36,6 30 2,5 36499642
10 53,4 30 2,5 49284809
11 45 13,15 2,5 36982443
12 45 46,49 1,66 39995641
13 45 30 3,34 23472471
14 45 30 2,5 24685702
15 45 30 2,5 29162014
16 45 30 2,5 28766639
17 45 30 2,5 28932569

Pelos resultados apresentados na Tabela 2, foi possivel averiguar a
influéncia de cada parametro estudado. O diagrama de Pareto (Figura 6) foi
utilizado para demonstrar a contribui¢do de cada um desses pardmetros na
eficiéncia da extracdo do mentol. No gréafico é possivel visualizar uma barra
para cada fator de combinag6es avaliadas bem como as suas interacdes, que

sdo ordenadas da mais para a menos significativa.
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Figura 6 Analise do efeito das variaveis e de suas interacdes pelo grafico de
Pareto

Analisando o grafico de Pareto, foi possivel inferir que todos os
parametros analisados e suas interagGes apresentaram significancia com 95%
de confianga em um teste estatistico, indicando que a melhor forma de tratar
os dados ¢ de forma multivariada.

Em relacdo aos efeitos, pode-se salientar que valores positivos de
efeitos estimados correspondem a um aumento no sinal analitico quando a
variavel segue para seu nivel méximo. Enquanto valores negativos indicam
que os maiores sinais analiticos sdo obtidos quando as variaveis sdo
empregadas nos seus niveis inferiores. Em relagdo as interagdes, os valores
positivos indicam que ocorre aumento no sinal analitico quando ambas as
variaveis forem na mesma direcdo, ja os valores negativos indicam que o
sinal analitico aumenta quando os niveis das variaveis seguem em direcdes
contrérias.

Analisando-se os parametros individualmente, a quantidade de sal
aparece como o fator que exibe maior influéncia sobre a extracdo do mentol,
melhorando a sensibilidade do método analitico. O aumento na quantidade

de sal melhora a eficiéncia da extracdo e a sensibilidade de métodos
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analiticos, uma vez que, o sal modifica a solubilidade do analito, que
geralmente diminui com o aumento da forca ionica, facilitando sua difusdo
para o headspace. Desta forma, a constante de distribuicdo dos analitos entre
a fase extratora e a amostra tende a aumentar, devido ao aumento da
concentracdo do analito no headspace da amostra, 0 que pode ser atribuido
ao aumento da constante de Henry para o analito, que relaciona a pressédo de
vapor de equilibrio de uma substdncia com sua concentracdo na fase
condensada. %~

O parametro, temperatura, exibe consideravel influéncia na analise
do mentol pela técnica de SPME. De acordo com trabalhos reportados na
literatura, a temperatura de extracdo € um parametro importante em qualquer
procedimento de extracdo, por afetar a velocidade de transferéncia de massa
dos analitos. O aumento da temperatura de extracdo ocasiona no aumento da
difusdo dos analitos em direcéo a fibra, diminuindo o tempo necessario para
se alcancar o equilibrio de particdo entre a amostra e a fase extratora. * “°
Este efeito pode ser explicado, pelo aumento na volatilidade do mentol, que
tende a migrar para a fibra extratora, por apresentar maior afinidade pela
composicdo do revestimento da mesma.*’ Além disso, a temperatura de
extracdo pode melhorar de maneira significativa a eficiéncia da extracdo por
HS-SPME, devido a sua forte influéncia sobre a pressdo de vapor de
compostos volateis no headspace da amostra. **~*'

O tempo de extracdo também apresentou efeito positivo na
estimativa dada pelo grafico de Pareto, no entanto, exibiu uma das menores
influéncias no processo de extracdo do composto avaliado. A analise das
interacbes entre os pardmetros também mostrou significancia positiva,
indicando que em ambas as varidveis 0s niveis maximos favorecem a
extracdo do mentol, exceto a interacdo entre a temperatura e o0 tempo de
extracdo que apresentou efeito negativo. Trabalhos na literatura reportam
que 0 aumento da temperatura de extracdo diminui o0 tempo necessario para

que se atinja o equilibrio de particdo entre os analitos e a fase extratora. *’ ~*°



117

3.4.1 Analise por Superficie de Resposta

A fim de determinar as condi¢Ges mais adequadas para a analise do
mentol em matriz de peixe, o0 sistema de extracdo por SPME foi otimizado
pela aplicacdo da Metodologia de Superficie de Resposta. No qual, a
qualidade do ajuste da resposta foi avaliada pela andlise de variancia
(Tabela 3), apresentando regressdes significativas para o modelo quadratico,
com coeficiente de determinacdo (R? maior que 80% e probabilidade de
significancia (p) menor que 5%, indicando aplicabilidade do modelo na

microextracdo do mentol. °-*2

Tabela 3 Resultados estatisticos da analise de variancia do ajuste dos dados
ao modelo quadratico

SQ GL oM F cal p-valor

Regressio 1,2344x10® 9  1,3715x10™ 3,9515 0,0418
Residual  2,4296x10%* 7  3,4709x10%

Faltade 2,4289x10" 5  4,8577x10®  1,2324x10° 8,1096x10™
Ajuste
Erro Puro  7,8833x10° 2 3,9417x10%

Total 1,4773x10" 16

R? 0,8355

SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio;
F ca = Teste de Fisher; p-valor = probabilidade de significancia.

Portanto, 0 modelo quadratico pode ser descrito matematicamente
pela equacdo de segunda ordem (4), no qual, os coeficientes do modelo e a
respectiva significancia de cada parametro estdo mostrados na Tabela 4.
Todos os parametros, suas interagdes e 0s termos ao quadrado apresentaram

significancia com 95% de confianca.

y=ﬁ0+zk:bixi +Zk:biixi2 +k§: Zk:bijxi Xj+é& “)
i=1 i=1

=l i<j
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Em que y é a resposta predita; B,, € 0 ponto de interse¢do; bj, o coeficiente
de interagdo, b;, o coeficiente linear, by, o coeficiente quadratico, k, € o
namero de fatores, x; e X; sdo as variaveis referentes aos fatores e €, 0 erro

associado com o modelo.

Tabela 4 Coeficientes e testes de significancia das varidveis obtidas para a
microextra¢do do mentol

Termo Coeficiente Erro T p-valor
bo 4,9845x10° 6,7496x10° 73,8489 1,8331x10™
X1 -2,0385x10"  2,2832x10° -89,2816 1,2543x10*
X5 -5,1174x10°  8,0686x10* -6,3424 0,0240
Xs -2,8240x10"  1,7843x10° -15,8266 0,0040

X1*X, -4,8982x10*  1,4039x10° -34,8908 8,2043x10™

X1*X3 1,2499x10° 2,8077x10* 44,5179 5,0420x10™

Xo* X3 2,0318x10° 1,4039x10* 14,4730 0,0047
X2 2,1711x10° 2,3652x10° 91,7922 1,1866x10™
x4 3,8710x10* 591,3048 65,4646 2,3326x10™
X% -4,8949x10°  2,3652x10° -20,6955 0,0023

X; = Temperatura; X, = Tempo de extra¢do; Xs; = Quantidade de sal

Na Figura 7 estdo representadas as superficies de resposta das
interacbes entre as variaveis estudadas. Na qual estdo apresentados trés
graficos em terceira dimensdo, sendo as respostas obtidas para as areas

representadas pelo eixo z e os efeitos das variaveis analisadas nos eixos x e

VY.
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Figura 7 Gréaficos das superficies de respostas da area versus o efeito da
interagdo entre: A) temperatura e tempo de extracdo, fixando-se 3,0 g de sal;
B) quantidade de sal e temperatura de extracdo, fixando-se o tempo de 20
minutos; C) quantidade de sal e tempo de extracdo, fixando-se a temperatura
de 50°C

E possivel observar que as respostas maximizadas para a extracio do
mentol foram com tempo de extracdo de 20 minutos, temperatura de
extracdo mais elevada, 50°C e uma quantidade superior de sal, 3 g,
confirmando o que observado no grafico de Pareto. Frente ao exposto, estas
foram definidas como as condic6es otimizadas para a extracdo e analise de

mentol em filés de peixes para as analises subsequentes.

3.5 Validacéo da metodologia analitica

A validacdo da metodologia analitica € uma etapa muito importante
por assegurar a utilizacdo 6tima dos recursos analiticos. ** ** No presente

trabalho, as figuras de mérito foram avaliadas em termos de seletividade,
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linearidade, exatiddo (recuperacéo relativa), precisdes intra e interdia, LD e
LQ, > utilizando os parametros de HS-SPME otimizados.

O método proposto apresentou boa seletividade, uma vez que, ndo
foram observados picos coincidentes entre a matriz (filé de tilapia) isenta de
mentol e a matriz fortificada com solugdo estoque do anestésico,
comprovando que as respostas do analito ndo sofrem interferéncia de outros
componentes da matriz.

Para o estudo de linearidade da metodologia desenvolvida para
determinagdo residual de mentol em filés de tilapia empregou-se o método
de padronizacgdo externa. O intervalo linear de trabalho obtido foi de 0,47 a

60 ug L™, a partir do qual foi construida a curva analitica (Figura 8).

35

28

%)

N
=
1

Area (u.a.) (x10
=

R%=0,9999
y = 0,50328 x - 0,12345
: :

0 20 40 60

Concentragéo (ug L)

Figura 8 Curva analitica obtida para o mentol em tecido de tilapia por
extraido SPME

O coeficiente de determinacdo encontrado foi de 0,9999, indicando
forte correlacdo linear entre as concentracdes e as areas. Os LD e LQ
encontrados foram de 0,0152 e 0,0462 ug L™, respectivamente. Quando

comparado a outro estudo de anestésico em peixes o valor de LD encontrado
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mostra-se menor. Abreu (2015) >, usando SPME e GC-MS, obteve LD para
2-fenoxietanol de 0,18 ug L™

Os valores de coeficiente de variagdo (CV) encontrados para a
precisdo intradia, nos trés niveis de concentracdo analisados (7,5; 30 e
60 pug L), foram 2,6%, 0,73% e 0,77%, respectivamente. Os resultados
obtidos para a preciséo interdia (7,5; 30 e 60 ug L™), foram 3,33%, 2,00% e
1,55%, respectivamente.

A exatidao foi avaliada em termos de recuperacéo, nos mesmos trés
niveis de concentracdo avaliados para a precisdo (7,5; 30 e 60 ug L™) e os
valores encontrados foram respectivamente, 91,44%, 103,67% e 86,84% e

seus respectivos coeficientes de variacao foram 4,46%, 3,27%, 1,92%.

3.6 Aplicagdo da metodologia desenvolvida na determinagdo de mentol
em filés de tilapia

As andlises das amostras reais de filés de tilapia foram conduzidas
de modo ha verificar o tempo residual do mentol no tecido do pescado, para
cada concentragdo e tempo de abate, foram avaliados dois peixes. A Figura 9
representa os resultados das médias obtidas nas analises das amostras dos

peixes nos diferentes periodos residuais avaliados.
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Figura 9 Concentracgdes residuais de mentol determinadas em filés de tilapia
em diferentes tempos de depuragéo

Com base na Figura 8, observa-se que no periodo de 24 h foram
detectadas concentracGes remanescentes de mentol para todas as amostras de
peixes analisados, ou seja, ndo houve total eliminagdo do composto pelo
organismo dos animais no periodo de 24 h pds-anestesia. Enfatizando que,
para um consumo pOs-manejo Seguro € necessario que 0S peixes sejam

submetidos a um periodo residual de no minimo 48 h.

4 Conclusao

Este trabalho descreve o desenvolvimento, validacdo e otimizacéo de
uma metodologia de HS-SPME/GC-MS para a determinagdo residual de
mentol em filés de tilapia do Nilo. A utilizacdo da quimiometria na
otimizacdo dos pardmetros de extracdo contribuiu para a reducdo do tempo
de andlise e também ajudou na determinagdo das condi¢Bes Otimas,
possibilitando o desenvolvimento de um método simples e rapido,
permitindo a detec¢do do mentol de forma maximizada quando se trabalhou

nas condi¢Oes, tempo de extracdo de 20 minutos, temperatura de 50°C e 3 g
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de sal. A metodologia de SPME combinada com GC-MS permitiu a
quantificagdo residual do mentol em filés de tilapia, proporcionando boa
repetibilidade do método, além de alta taxa de recuperacdo no processo de
extracdo. Pelo método proposto, no periodo de 48 h ndo foram encontradas
guantidades detectaveis de mentol, garantindo consumo pds-manejo seguro

do pescado nesse periodo.
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Resumo

O método répido e simples de microextragdo com gota Unica e cromatografia
em fase gasosa com deteccdo por espectrometria de massas (SDME/GC-MS)
foi empregado na determinacéo residual do anestésico mentol (1R, 2S, 5R)-
2-isopropil-5-metilciclohexanol em filés de peixes da espécie tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus). O solvente extrator utilizado foi o octano, com
volume de 1,8 L, sendo a extracdo realizada pelo headspace da amostra. Os
pardmetros, temperatura, tempo de extracdo e quantidade de sal foram
otimizados para obtencdo da melhor sensibilidade da metodologia de forma
multivariada, empregando o delineamento composto central (DCCR) e de
acordo com os dados obtidos todas as variaveis e suas intera¢cbes mostraram-
se significativas no processo. A andlise de ajuste para as superficies de
resposta indicou que a regressado foi significativa para o0 modelo quadratico.
A andlise das superficies de resposta determinou que a condicdo ideal de
trabalho foi tempo de extracdo de 15 minutos, temperatura de 30°C e 3 g de
sa. A metodologia desenvolvida apresentou recuperagdo de
aproximadamente 94%, seletividade e linearidade adequadas, com
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9997. Os limites de deteccdo e
quantificacdo do analito foram de 0,0206 e 0,0625 ug L™, respectivamente.
Foram analisadas amostras de filés de peixes anestesiados com cinco
concentracdes de mentol compreendidas entre 5x10* e 15x10*ug L *, com
tempos de abate de 0, 12, 24 e 48 horas. Confirmou-se a necessidade do
periodo residual de 48 horas, para total metabolizacdo do mentol no
organismo dos peixes.

Palavras-chave: analise residual, aquicultura, quimiometria, seguranca dos
alimentos
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1.Introducéo

Dentre as espécies de peixes mais produzidas e consumidas
mundialmente, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) se destaca, em
decorréncia de sua excelente adaptacdo em diferentes sistemas intensivos de
cultivo, associado a sua alta aceitacdo pelo mercado consumidor. Com a
intensa atividade do cultivo de pescado, 0s peixes sdo expostos a diversos
fatores estressantes durante 0 processo de manejo, ocasionando em maior
susceptibilidade a doencas patogénicas e infecciosas (Yukihiro, Saita &
Gongalves, 2008).

Neste contexto, a utilizagdo de anestésicos auxilia na reducdo destes
efeitos. Uma das hipdteses do mecanismo de acdo dos anestésicos estd
relacionada com a atividade neurologica, por interagir com
neurotransmissores inibidores do sistema nervoso central, causando
anestesia, reduzindo os movimentos respiratorios e os batimentos cardiacos
(Yang et al., 2003; Ross & Ross, 2008).

A tricaina (metanosulfonato 3-aminobenzoato de etila, MS-222) é o
Unico anestésico aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) usado
na piscicultura (Facanha & Gomes, 2005; Simdes & Gomes, 2009). No
entanto, este anestésico, se administrado em altas dosagens e em pH
alcalino, pode ocasionar lesdes nas cérneas dos peixes, podendo levar a
formac&o de céncer, além do alto custo deste reagente (Davis, Stephenson,
Noga, Carolina & Street, 2008).

O mentol é um dos constituintes do 6leo essencial extraido de
plantas do género Mentha e apresenta potencial como anestésico, por possuir
propriedades anestésicas e anti-inflamatdrias, além de facil utilizacdo, ampla
disponibilidade em farméacias de manipulacéo, baixo custo e boa margem de
seguranca, tornando-o uma alternativa interessante na sedagdo de peixes
(Davis, Stephenson, Noga, Carolina & Street, 2008; Facanha & Gomes,
2005; Lorenzo, Paz, Dellacassa, Davies, Vila & Canigueral, 2002).

Entretanto, ndo existem protocolos para a sua utilizacdo, pelo fato da
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concentracdo, tempo de indugdo e recuperacdao anestésica, ainda ndo terem
sido determinados (Facanha & Gomes, 2005).

Durante o processo de producdo, os anestésicos podem se acumular
no organismo dos peixes persistindo por um determinado tempo, sendo este
denominado periodo residual. A determinacao errada do periodo residual ou
0 desrespeito desse periodo para 0 abate do animal sdo os principais
responsaveis pela contaminacdo dos alimentos. Desta forma, a analise
residual destes compostos torna-se uma ferramenta importante para a
definicdo de regulamentos que envolvam desde os pardmetros de aplicagdo
até o abate e o processamento do pescado, definindo margens seguras para o
consumo pos-manejo (Melo, Costa, NGbrega & Ferreira, 2005).

Para a determinacdo e quantificagdo de anestésicos na carne do
pescado, usualmente sdo empregadas as técnicas cromatograficas, no
entanto, a identificacdo de compostos presentes em matrizes complexas
como o tecido do peixe requer processos prévios de preparagao (extracao e
pré-concentracdo). Neste sentido, novas técnicas foram desenvolvidas
tomando como principio & miniaturizagdo da extragao liquido-liquido (LLE)
e a extracdo em fase sélida (SPE), técnicas tradicionalmente utilizadas em
procedimentos de pré-concentracdo prévios as determinagGes por
instrumentos analiticos, mas que, apresentam algumas desvantagens, como a
utilizagdo de grande volume de solventes organicos que além de
apresentarem custo elevado sdo potencialmente téxicos (Pinheiro &
Andrade, 2009; Chisvert, Roman, Vidal & Canals, 2009; Wu, Kailasa,
Yan, Chin & Ku, 2014).

Dentre as técnicas miniaturizadas de extracdo e pré-concentracao,
destaca-se a microextragdo com gota Unica (SDME), por reduzir
significativamente o consumo de solventes organicos, apresentar
simplicidade de operacdo e boa relacdo custo-eficacia. Na SDME, a fase
extratora consiste em uma microgota de solvente organico, suspensa por uma

microsseringa, na qual, a extracdo e pre-concentracdo ocorre pela difusdo
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dos analitos da amostra para a fase extratora (Alothman, Dawod, Kim &
Chung, 2012; Jeannot, Przyjazny & Kokosa, 2010).

Desta forma, o intuito deste trabalho foi o desenvolvimento de uma
metodologia analitica empregando a SDME/GC-MS na determinacdo
residual de mentol em filés de tilapia do Nilo, utilizando o Planejamento
Composto Central Rotacional (DCCR) como ferramenta estatistica na

otimizacdo do processo.

2. Experimental

2.1 Reagentes e soluges

O mentol (99,0%), acetato de etila (99,7%), octano (99,9%), tolueno
(99,9%), hexano (95,0%) e sulfato de sédio (99,0%) utilizados nas analises
foram adquiridos da Sigma Aldrich (EUA). Todas as solugBes foram
preparadas utilizando 4agua ultrapura, processada por um sistema de
purificagdo Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA).

A solucdo estoque de mentol foi preparada dissolvendo-se 0,01 g de
mentol em 10 mL de acetato de etila (1x10° pg L™). Para as solucdes
utilizadas no preparo das amostras foram realizadas diluicbes da solucéo
estoque em agua, resultando em concentracdes na faixa de 1,56 — 120 pg L™.
A solucdo estoque foi armazenada a uma temperatura de 4°C, sendo

preparada uma nova solucéo a cada dia.

2.2 Materiais e Instrumentacao

Para o procedimento de microextracdo foi utilizada uma
microsseringa com capacidade de 10 pL com agulha tipo 2, modelo 701 N
adquirida da Hamilton (Bonaduz-Suiga). Foram utilizados frascos de vidro
transparentes (vials) com capacidade de 10 mL selados com tampa com

septo de PTFE (politetrafluoretileno/silicone), adquiridos da Agilent (EUA).
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As analises cromatogréficas foram realizadas em um cromatografo a
gas QP2010 GC Plus (Shimadzu - Japdo) acoplado com um espectrdmetro
de massas com analisador do tipo quadrupolo (GC-QMS) do Centro de
Prospeccdo e Analise Quimica (CAPQ) da Universidade Federal de Lavras.
A separacdo cromatografica foi conduzida em uma coluna analitica DB-5MS
(30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura
de filme), composicdo da fase estaciondria 5% difenil-95-dimetil-

polisiloxano (Shimadzu - Japéo).

2.3 Preparacdo das amostras

2.3.1 Amostras de peixes anestesiados com mentol

Para a quantificac&o residual do anestésico nos filés de tilapia foram
utilizados peixes submetidos ao processo de anestesia por imersdao em
solugbes nas concentragbes de mentol de: 5; 7,5; 12,5 e 15x10* pg L?, e
periodo residual para o abate de 0, 12, 24 e 48 h ap0s a anestesia. Essas
concentragdes foram definidas com base na metodologia de estagios de
anestesia e recuperagdo definidas para o mentol (Ross & Ross, 2008). Apds
0 abate, os peixes foram congelados (-20°C) até o procedimento de preparo

de amostra.

2.3.2 Preparo de amostras de filés de tilapia

A metodologia de extracdo do mentol foi uma adaptacdo do trabalho
de Klimankova & colaboradores (2008): 2g de tecido de tilapia isento de
anestésico foram macerados e transferidos para um tubo de polipropileno
com capacidade de 50 mL. As matrizes foram fortificadas com padrdo de
mentol na concentracdo de 7,5 pg L™ e deixadas em repouso por 15 minutos
a temperatura ambiente antes da extragdo. Em seguida, adicionou-se 2,5 mL

de &gua ultrapura as amostras, as quais foram homogeneizadas em vortex
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por 5 minutos e posteriormente centrifugadas por 10 minutos a uma
velocidade de 15 000 x g a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um vial
com capacidade de 10 mL. Esse procedimento foi realizado mais uma vez. O
vial contendo 5mL do extrato do peixe foi submetido ao processo de
SDME.

2.4 Otimizacgdo multivariada da técnica de SDME na extracao de mentol

Para verificar o efeito dos parametros, quantidade de sal,
temperatura e tempo de extracdo na anélise do mentol em filés de tilapia, os
experimentos foram avaliados de forma multivariada em cinco niveis (+1, 0,
-1, +a e -a). Na Tabela 1 estdo apresentados 0s parametros e 0s respectivos

niveis avaliados na técnica de microextracao.

Tabela 1 Pardmetros e niveis usados no planejamento DCCR

Pardmetros Minimo Ponto Central Méximo
(-1) () (+1)
Temperatura (°C) 25 30 35
Tempo de extragdo (min) 5 15 25
Quantidade de sal (g) 2,0 2,5 3,0

O planejamento foi obtido pela soma de 2* pontos fatoriais com 2k
pontos axiais e 3 pontos centrais, em que k é o nimero de varidveis
independentes, obtendo um total de 17 experimentos. Estes estdo

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 Matriz do DCCR (valores reais) para as variaveis em estudo na
SDME para a analise de mentol em filés de tilapia
Temperatura de Tempo de

Ensaio extracdo (°C)  extragdo (min) Sl (9)
1 25 5 2,0
2 25 5 3,0
3 25 25 2,0
4 25 25 3,0
5 35 5 2,0
6 35 5 3,0
7 35 25 2,0
8 35 25 3,0
9 20 15 2,5

10 40 15 2,5
11 30 1 2,5
12 30 35 2,5
13 30 15 15
14 30 15 3,5
15 30 15 2,5
16 30 15 2,5
17 30 15 2,5

Para as analises, 2 g de filés de tilapia isentos de mentol foram
fortificados com solugdo estoque do anestésico na concentracdo de
7,5ug L. Em seguida, o tecido foi submetido & obtencdo do extrato e
posteriormente analisado.

A fim de determinar as condi¢fes mais adequadas para a anélise do
mentol, o sistema de extracdo por SDME foi otimizado pela aplicacdo da
Metodologia de Superficie de Resposta, avaliando os ajustes dos dados

obtidos aos modelos: linear, quadratico, quadratico puro e de interacdo.
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2.5 Procedimento de extracdo do mentol empregando SDME em modo
headspace

Antes do processo de extracdo do mentol, as amostras passaram por
um periodo de estabilizacdo do sistema, no qual o vial contendo 5 mL do
extrato de peixe, juntamente com 3 g de sulfato de sddio foi submetido a
agitacdo magnética (com barra agitadora de dimensdes 4 mm de largura por
1,05 mm de didmetro) por um tempo de 10 minutos, na temperatura de 30°C.
Em seguida, utilizou-se a microsseringa para exposi¢do da microgota do
solvente organico, no qual, 1,8 pL do solvente foi exposto no headspace da
solucéo sob agitagdo (a distancia entre a microgota e a solucéo foi fixada em
1,5 cm). Apo6s o periodo de 15 minutos de extragdo, a microgota foi retraida
para a microsseringa e injetada no sistema cromatografico. Antes de cada
extracdo, lavou-se a microsseringa 10 vezes com o solvente de extracdo, a
fim de eliminar as bolhas no cilindro e na agulha, eliminando também

possivel efeito memoria.

2.6 Procedimento de determinacao do mentol por GC-MS

A temperatura inicial do programa do GC-MS foi 80°C durante 3
minutos, seguida de aquecimento a uma taxa de 5°C min™ até 130°C e a
partir dessa temperatura aumentou-se para 250°C a uma taxa de 30°C min™,
totalizando 17 minutos de corrida cromatografica. O gas de arraste (hélio
99,999%) foi mantido a um fluxo de 1 mL min™, no modo splitless, com
tempo de splitless de 1 minuto. O volume de injecdo foi de 0,5 pL a uma
temperatura de 270°C. As temperaturas da interface e da fonte de ions foram
mantidas em 280°C e 150°C, respectivamente. O modo de aquisi¢do por
monitoramento de ion selecionado (SIM) foi aplicado, de 5 a 17 minutos.
Para isto, o detector foi programado para ler as unidades de massa atdmica

(m/z) de 71 e 81, o efluente da coluna foi direcionado para a fonte de ions
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onde as moléculas foram ionizadas por impacto de elétrons (energia 70 eV).
A quantificagdo do mentol foi realizada pela integracdo das areas dos picos.

2.7 Validacdo da metodologia analitica

A validacdo do método foi realizada por procedimentos
intralaboratoriais, avaliando-se os principais parametros, como, seletividade,
linearidade, precisdo (intradia e interdia), exatiddo (fator de recuperacéo),
limites de deteccdo e quantificacdo, propostos pelos protocolos do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (Inmetro,

2010) e International Conference on Harmonisation (ICH, 2005).

2.7.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada comparando-se os cromatogramas dos
extratos das amostras de tilapia isenta de anestésico (amostra branco) com os
extratos das amostras de tilapia fortificada com solucdo estoque de mentol na
concentragio de 7,5 pg L™ submetidas ao processo de extragdo por SDME.
A partir da comparacdo dos cromatogramas foi possivel observar se havia

presenca de picos interferentes no tempo de retencdo do mentol.

2.7.2 Linearidade

A linearidade do método desenvolvido foi verificada numa faixa
dinamica compreendida entre 1,56 - 120 pug L™ (n = 8), sendo expressa pela
curva analitica, considerando-se como ajuste ideal o valor do coeficiente de
determinagdo superior a 0,9900 (Anvisa, 2003). As solucGes para a
confeccdo da curva analitica foram preparadas em triplicatas nas
concentracdes por fortificacdo da matriz: 1,56; 3,75; 7,5; 15; 30; 60; 90;
120 pg L™,
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2.7.3 Limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)

Os LD e LQ do método para o composto em estudo foram obtidos
estimando-se o desvio padrdo do intercepto (s) pelo coeficiente angular (S)

da curva analitica, conforme equacdes 1 e 2, respectivamente.

LD = 3,3x SE 1)

LQ = 10x % )
2.7.4 Precisao

A avaliacdo da precisdo do método foi realizada utilizando-se
ensaios de precisdo intradia e interdia. As amostras de tecido de tilapia
fortificadas com solucéo estoque de mentol nas concentragdes de 7,5; 30 e
60 pg Lforam analisadas em triplicata para ambas as técnicas. A precisio
interdia foi realizada repetindo-se a analise intradia em trés dias distintos.
Ambas as respostas foram expressas em termos de coeficiente de variacao
(CV%).

2.7.5 Fator de recuperacao (Exatid&o)

De acordo com as diretrizes estabelecidas pelo (INMETRO, 2010),
existem trés possibilidades para estabelecer a exatiddo do método, por meio
de materiais de referéncia, experimentos de recuperacdo, utilizando amostras
fortificadas e comparacdo dos resultados com os obtidos com outros
métodos. Neste estudo a exatiddo foi avaliada por meio de um ensaio de
recuperacao. Para tal, amostras de tecido de tilapia foram fortificadas com
solugdo estoque de mentol, em trés niveis de concentracdo: 7,5; 30 e
60 ugL™. O procedimento foi realizado em triplicata para cada

concentragdo. As amostras fortificadas foram submetidas 8 SDME e GC-
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MS. Apoés anélise cromatogréfica, determinaram-se as concentracfes reais
médias para cada nivel de concentracdo empregando a equagao da regressao
linear da curva analitica referente a faixa de trabalho. Em seguida, calculou-

se a recuperacdo (%) em cada nivel de concentracdo (Equacao 3).

Valor optido

R(%) = x 100 3)

valor esperado

Em que valor obtido é a concentracdo medida do anestésico apds fortificacao
da matriz (filé de peixe isento de mentol) e o valor esperado é a concentragdo
obtida fortificando-se a agua deionizada, utilizada como matriz de
referéncia, ambos os valores obtidos a partir das amostras submetidas ao
procedimento de microextracdo e posteriormente analisadas por GC-MS.

2.8 Aplicacdo do método de SDME em amostras de tecido de tilapia do
Nilo

Apos a validacdo do método analisou-se as amostras de peixes da
espécie tildpia do Nilo. A extracdo do mentol foi realizada em duplicata para
maior confiabilidade dos resultados, seguindo o procedimento da
microextracdo descrito no topico 2.5. As areas obtidas por GC-MS foram
utilizadas para célculo da concentragdo utilizando a equagdo da reta. Todos
0s extratos foram analisados no mesmo dia do procedimento de preparo de

amostras, descrito no topico 2.3.2.

3 Resultados e discussédo

3.1 Condig¢bes SDME

Alguns parametros considerados de suma importancia na técnica de

SDME, como solvente extrator e volume da gota, foram avaliados
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individualmente, devido a algumas limitagGes de equipamentos especificos e
instabilidade do sistema de extracdo, mantendo-se as condicdes centrais do
planejamento multivariado.

A escolha do solvente extrator € um dos passos fundamentais para
garantir um bom desempenho da SDME, além de ser a primeira etapa
realizada nos trabalhos que visam a otimizacdo da técnica. Trés solventes
extratores foram testados (Tabela 3) em modo headspace, apresentando pré-
concentragdo significativa do mentol.

Os solventes extratores hexano e tolueno apresentaram alta taxa de
perda da gota, enquanto que para o octano a perda foi desprezivel. Por
observacdes, as microgotas que ndo apresentavam forma esférica, ao serem
expostas no headspace, eram mais susceptiveis a evaporagdo. Logo, para
diminuir a incidéncia de perda da gota tornou-se necessario que a mesma
fosse exposta a uma velocidade constante, este fato pode estar associado a
viscosidade e a volatilidade do solvente (Jeannot, Przyjazny & Kokosa,
2010).

Sendo assim, solventes mais viscosos formam gotas mais esféricas,
com menor area superficial, consequentemente, diminuindo a evaporacao. O
solvente escolhido deve ao mesmo tempo, garantir a eficiéncia da
transferéncia de massa dos analitos para a fase organica e preservar a
integridade da microgota durante a extracdo. Portanto, o solvente extrator

selecionado para as analises do mentol foi o octano.

Tabela 3 Propriedades dos solventes utilizados no processo de extracdo do
mentol

Solventes Hexano Tolueno Octano
Temperatura de ebuligédo (°C) 68,7 110,6 125,6
Viscosidade (cP) 0,32 0,58 0,54

Presséo de vapor (mm Hg a 31,5°C) 200 40 22
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Pode-se perceber que com o aumento da forca iénica aumentou-se a
estabilidade da gota. Quando se trabalhou com maiores quantidades de sal, a
perda do solvente organico por volatilizagdo diminuiu. O que pode ser
atribuido ao fato de maiores quantidades de sal levarem ao aumento da
viscosidade do solvente organico, quando em imersdo direta (Jeannot,
Przyjazny & Kokosa, 2010). No entanto, nenhum trabalho relata a influéncia
do efeito do sal no solvente quando em modo headspace. Provavelmente, o
sal pode estar relacionado & diminui¢do do vapor de &gua no espago vazio,
acarretando em maior tensdo superficial da gota organica.

Logo, por influenciar diretamente a estabilidade da gota,
aumentando assim a precisdo da técnica, a quantidade de sal foi um dos
pardmetros selecionados para ser avaliado de forma multivariada na extragdo
do mentol.

Outro parametro de importancia consideravel no processo de
microextracdo é o volume da gota do solvente extrator, que esta intimamente
relacionado com a eficiéncia do método de SDME. De acordo com Jeannot,
Przyjazny & Kokosa (2010), quanto maior o volume da gota de solvente
extrator, maior é a quantidade extraida de analito. No entanto, observou-se
experimentalmente que, em volumes menores de gota extratora, a extragdo

de mentol foi mais eficiente, conforme ilustrado na Figura 1.



142

w S (6] (o]
1 1

|l N
1 1

Area do pico (x10°9) (u.a)

o

1,4 1,6 1,8 2 2,2
Volume da gota (uL)

Figura 1 Efeito do volume da gota de solvente extrator (octano) na
microextracdo do mentol. Condigdes experimentais: concentracdo de
fortificagdo: 7,5 pg L™de solugdo estoque de mentol, 15 minutos de
extracdo, 2,5 g de sal, temperatura de 30°C e volume de amostra de 5 mL

O fato observado pode ser atribuido a necessidade de tempos de
extragdo superiores, para que o equilibrio do sistema seja alcangado, quando
utilizadas gotas de solvente extrator maiores, devido ao processo de difusdo
do analito (Theis, Waldack, Hansen & Jeannot, 2001). As gotas de menores
volumes apresentaram os melhores resultados, porém foram instaveis, ndo
permitindo reprodutibilidade dos resultados. Desta forma, foi adotado o
volume de 1,8 pL nas analises subsequentes.

As condigdes de andlise fixadas para a SDME foram: octano como
solvente extrator, empregando o volume de 1,8 L, com 5 mL de amostra

sob constante agitacdo.
3.2 Otimizagdo do método por SDME
3.2.1 Gréfico de Pareto para andlise do efeito das variaveis
Os pardmetros selecionados por apresentarem maior influéncia na

eficiéncia da SDME para extragdo do mentol foram: quantidade de sal,

temperatura e tempo de extracdo. Estes foram analisados de forma
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multivariada, empregando o DCCR. Neste planejamento estima-se 0s erros
de efeitos supondo que as interagdes de altas ordens para k > 3 ndo sdo
significativos e, portanto, sdo erros experimentais nos valores dos efeitos
(Tedfilo & Ferreira, 2006). Desta forma, substitui-se o erro experimental
pela estimativa do erro puro, dada pela repeticdo do ponto central,
significando que, gqualquer oscilacdo em torno da média é ao acaso e nédo
efeito de tratamento.

Na tabela 4 estdo os resultados obtidos em area para 0s 17 ensaios da

otimizacdo de metodologia analitica.
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Tabela 4 Resultados obtidos a partir do planejamento DCCR para a analise
de mentol em filés de tilapia fortificados com concentragéo de 7,5 pug mL™

Ensaio Area do composto

mentol (u.a)
1 8.072.634
2 11.072.841
3 5.341.090
4 18.686.571
5 36.192.748
6 40.956.105
7 14.201.169
8 46.565.105
9 4.298.345
10 44.814.199
11 5.526.278
12 46.714.153
13 42.899.716
14 50.758.176
15 51.168.750
16 51.370.711
17 51.269.730

Os resultados obtidos em area para analise do efeito das variaveis e

de suas interacGes na extracdo do mentol permitiram construir um diagrama

de Pareto, o qual esté representado na Figura 2.



145

p=0.05

Temperatura 434.22291
Sal 180.9586 1
Tempo 152.5532 i
Tempo*Sal 129.9152 .
Temperatura* Tempo -71.5113 i
Temperatura*Sal 69.8196 i

L1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Figura 2 Analise do efeito das varidveis e de suas interacdes pelo gréfico de
Pareto

Conforme observado na Figura 2, todos os parametros analisados,
bem com suas interacdes apresentaram efeitos significativos em um teste
estatistico conduzido com 95% de confianga. O pardmetro, temperatura
exibiu maior efeito positivo na extracdo do mentol pela técnica de SDME,
apresentando efeito positivo. Este fendmeno pode estar atribuido ao aumento
da energia cinética das moléculas de mentol ocasionada pelo aumento da
temperatura, acarretando em maior migracdo do mentol para a fase extratora
(Lord & Pawliszyn, 2000; Pefialver, Pocurull, Borrull & Marcé, 1999).

O aumento da forca i6nica da solucéo, influenciou de forma positiva
no sinal analitico, provavelmente devido ao aumento da caracteristica
hidrofdbica do mentol, diminuindo sua solubilidade na matriz, favorecendo
sua migracdo para o headspace, consequentemente, para a fase extratora.
Este fendmeno é conhecido como “salting out”, onde moléculas de agua

formam uma esfera de hidratagdo em torno dos ions do sal, reduzindo sua



146

disponibilidade para solubilizar os analitos na amostra (Lord & Pawliszyn,
2000; Pefalver, Pocurull, Borrull & Marcé, 1999).

A SDME ¢é uma técnica de equilibrio, sendo esperado, portanto, que
0 aumento do tempo de extracdo proporcione aumento na massa de analito
transferida da fase aquosa para a fase organica, atingindo seu maximo no
momento em que o sistema alcancar o equilibrio. Neste trabalho, o
pardmetro, tempo de extracdo e a sua interacdo com a quantidade de sal
apresentaram efeito positivo no sinal analitico, no entanto, sua interagdo com
a temperatura de extragcdo apresentou efeito negativo. Este fato pode ser
explicado, devido ao aumento da difusdo do analito ao redor da gota
orgénica, diminuindo o tempo necessario para se alcangar o equilibrio (Lord
& Pawliszyn, 2000; Pefialver, Pocurull, Borrull & Marcé, 1999).

As interacbes do pardmetro quantidade de sal com tempo de
extracdo e temperatura também mostraram efeito positivo na estimativa dada
pelo diagrama de Pareto, indicando que os niveis méximos favorecem a

extracdo do mentol.

4.2.2  Andlise por Superficie de Resposta

Para determinacdo das condi¢Ges adequadas para a quantificagdo
residual do mentol, foi empregada a analise por metodologia de superficie de
resposta, que se baseia na construcdo de modelos matematicos empiricos que
geralmente empregam fungdes polinomiais lineares, quadraticos, quadraticos
puro ou de interacBGes para descrever o sistema estudado, dando condi¢Ges
para otimiza-lo (Chatterjee, Kumar, Basu & Dutta, 2012).

Para o delineamento experimental, assim como na obtengdo das
condicbes ideais para a otimizacdo do sistema por meio da estimativa dos
parametros estatisticos foi empregado o programa Chemoface versdo 1.4
(Nunes, Freitas, Pinheiro & Bastos, 2012).

Os resultados dos calculos estatisticos encontram-se na Tabela 4. A

analise da qualidade do ajuste para as superficies de resposta avaliada por
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andlise de variancia indica que a regressao foi significativa para o modelo
quadrético. Desta forma, as respostas obtidas para a area total do composto
analisado foram correlacionadas usando este modelo (quadratico), conforme

descrito pela equacdo 4 (Breitkreitz, Souza & Poppi, 2014).

yzﬁ’OJer:bixiJrzk:b“xi2 +k§: Zk:bijxi X, +¢ 4)
i=1 i=1 i1 i<j

Em que y é a resposta predita; Bo, ¢ o ponto de interse¢do; Bij, 0
coeficiente de interagdo, Pi, o coeficiente linear, Bii, 0 coeficiente quadratico,
k, € o nimero de fatores, Xie Xjsdo as varidveis referentes aos fatores € €, o
erro associado com o modelo.

Este modelo é dado como adequado na microextragdo do mentol em
matriz de peixe, o que foi evidenciado pelos valores de coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,8353 e probabilidade de significancia (p-valor)
correspondente a 0,0420 com 95% de confianca.

Tabela 5 Resultados estatisticos da analise de variancia (ANOVA) do ajuste
dos dados ao modelo quadréatico

SQ GL QM F cal. p-valor

Regressdo  4,9401x10° 9  5,4890x10™ 3,9453 0,0420
Residual 9,7388x10"* 7  1,3913x10™
Falta de 9,7386x10" 5  1,9477x10%*  1,9101x10* 5,2352x10°

ajuste

Erropuro  2,0394x10° 2 1,0197x10%
Total 5,9140x10®° 16

R? 0,8353

SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio;
F ca = Teste de Fisher; p-valor = probabilidade de significancia.

A partir da escolha do modelo apropriado para analisar os dados, foram
obtidas as superficies de resposta, que sao apresentadas a seguir.
Na Figura 3 estdo representados trés graficos em 3D (A, B e C), nos

quais sdo mostrados o efeito do tempo de extracdo (eixo x) em funcdo da
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temperatura (eixo y) pela &rea obtida (eixo z) no processo de extracdo do
mentol. A quantidade de sal foi fixada em 2; 2,5 e 3 g, respectivamente.
Analisando os resultados € possivel salientar que em maiores quantidades de

sal, o processo de extracdo é favorecido. Considerando, portanto, que o

melhor resultado foi obtido quando se trabalhou com 3 g de sal.

a0 A - ®

Area (u.a)

Area (u.a.)

Figura 3 Graficos das superficies de resposta da area versus o efeito da
interagdo entre o tempo de extragdo (min) e a temperatura (°C),
considerando fixos respectivamente: A) 2; B) 2,5 e C) 3 g de sal

Na Figura 4 os gréaficos de superficies de resposta mostram o efeito
da quantidade de sal (eixo x) em funcdo da temperatura (eixo y) pela area
obtida (eixo z) no processo de microextracdo do mentol, fixando os tempos
de extracdo em 5, 15 e 25 minutos, respectivamente.

E possivel perceber que as superficies de resposta obtidas para os

tempos de 15 e 30 minutos apresentam perfis semelhantes, sendo que o
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periodo de 15 minutos é o tempo suficiente para que o equilibrio seja
alcancado no processo de extracdo do mentol, desta forma o tempo de
extracdo de 15 minutos foi escolhido como adequado para as analises
subsequentes por se observar o maior sinal analitico, além de favorecer a
integridade da gota de solvente organico por ser um tempo de extracdo
relativamente curto, quando comparado a alguns trabalhos relatados na

literatura empregando a técnica de SDME na determina¢do de compostos

variados (Abreu, 2015; Aguilera-Herrador, Lucena, Cardenas & Valcarcel,
2010).

Area (u.a)

Figura 4 Graficos das superficies de resposta da &rea versus o efeito da
interacdo entre a quantidade de sal (g) e a temperatura (°C), considerando
fixos respectivamente os tempos: A) 5; B) 15 e C) 25 minutos
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Na Figura 5 os graficos mostram o efeito da quantidade de sal (eixo
x) em fungdo do tempo de extracao (eixo y) pela area obtida (eixo z), no qual
a temperatura foi fixada em 25, 30 e 35°C. Foi possivel inferir que a
temperatura foi o pardmetro de maior influéncia no sinal analitico para a
extracdo do mentol em filés de peixes, confirmando a resposta apresentada
pelo grafico de Pareto na Figura 2. Com o aumento da temperatura,
aumentou-se a eficiéncia do processo de extracdo. No entanto, 0 aumento da
temperatura de 30 para 35°C, ndo apresentou significancia consideravel.
Desta forma foi adotado 30°C como temperatura de trabalho, uma vez que,
temperaturas mais elevadas podem ocasionar na perda parcial do solvente
organico por volatilizagdo. Desta forma foi adotado 30°C como temperatura
de trabalho.
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Figura 5 Graficos das superficies de resposta da area versus o efeito da
interacdo entre a quantidade de sal (g) e o tempo de extragdo (min),
considerando fixas respectivamente as temperaturas: A) 25; B) 30 e C) 35°C

Logo, os pontos experimentais selecionados estdo dentro da regido
Otima obtida pelo estudo de otimizagdo, 15 minutos de extracdo a 30°C e 3 g

de sal.

3.3 Validacéo da metodologia de quantificacdo do mentol por SDME

A seletividade foi avaliada comparando-se as analises da matriz
isenta e fortificada com solucdo estoque de mentol na concentragdo de
7,5 ug L. De maneira geral, ndo foram observados picos de interferentes no

mesmo tempo de retencdo do mentol, quando realizadas as primeiras
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injecBes no modo monitoramento de varredura (SCAN), possibilitando que a
selecdo de ions fosse realizada nas analises subsequentes. O que era
esperado, devido a utilizacdo do espectrdmetro de massas, que permite um
ganho em seletividade na detec¢do dos compostos (Hoffmann & Stroobant,
2007).

Para a verificacdo da linearidade da metodologia desenvolvida para
determinagdo residual de mentol em peixes, empregou-se 0 método de
padronizagdo externa. O intervalo linear de trabalho obtido neste estudo foi
de 1,56 a 120 pug L™. A Figura 6 apresenta o cromatograma obtido no modo
monitoramento de ifon selecionado (SIM) em uma amostra de tecido de
tilapia e a curva analitica obtida para o mentol por SDME. O tempo de

retengdo do mentol foi de 11,3 minutos.
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R%=099973
y=3,7149 x + 16325
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Figura 6 Cromatograma no modo monitoramento de ion selecionado (SIM)
para m/z 71 e 81, em uma amostra de tecido de tilapia fortificada com mentol
na concentracdo de 7,5 ug L™ e curva analitica obtida para o mentol por
SDME/GC-MS

Os dados obtidos da curva analitica evidenciaram linearidade

satisfatoria no intervalo de concentragfes selecionadas, com forte correlagdo
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linear (R) = 0,9997, onde a inclinacdo da reta (a) foi de 3,7149 e o intercepto
da reta (b) foi 1,6325. Os limites de deteccdo e quantificagdo encontrados
foram de 0,0206 e 0,0625 pg L™, respectivamente. Quando comparado a
outros estudos de anestésicos em peixes o valor de LD encontrado mostra-se
menor. Abreu (2015), usando SDME e GC-MS, obteve LD para 2-
fenoxietanol de 0,2 pg L™

A avaliacdo da exatiddo foi realizada em termos de recuperacao
média do mentol estudada em trés niveis de concentragdo (7,5; 30 e 60 pg

L™, os resultados encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 Recuperagdo média do mentol em tecidos de peixe pelo método de
SDME

Concentragdo de mentol Recuperacgéo (%) Desvio Padréo
(Mg L™ Relativo (RSD - %)
7,5 93,3 3,1
30 93,9 49
60 94,1 4,6

*Anélise em triplicata para cada concentracéo

Os valores encontrados para recuperagdo foram satisfatorios para
técnicas de microextragdo (Lord & Pawliszyn, 2000), apresentando desvios
padrdo relativos (RSD) menores que 5%, indicando boa repetibilidade do
procedimento de extragdo (Queiroz, Silva, Carvalho & Langas, 2001).

Os resultados obtidos para as precisdes intradia e interdia foram
satisfatorios, apresentando coeficientes de variagdo (CV) menores que 5%
para os trés niveis de concentracdes analisadas. Estes resultados foram
comparados com 0s requisitos gerados por 6rgaos regulamentadores como a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria e Inmetro apresentando varia¢éo

dentro do recomendado por esses guias (Anvisa, 2003; Inmetro, 2010).
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3.4 Aplicacdo da metodologia na determinacéo residual de mentol em
tecidos de peixes

Apo6s validado, o método desenvolvido foi empregado na
determinacdo residual do mentol em filés de tilapia, as quais foram
submetidas a cinco diferentes concentracbes de anestesias, duas
concentracdes inferiores e duas concentracfes superiores a concentracdo
recomendada para o referido composto para esta espécie (Ross & Ross,
2008). Para cada concentracéo e tempo residual, foram avaliados trés peixes,
nos quais foram realizadas analises em duplicata.

Na Figura 7 podem ser observados os resultados das médias obtidas
das concentracdes remanescentes de mentol presentes nas amostras de peixes
pelo tempo de depuracdo, na qual foi possivel observar que o periodo
residual de 24 horas ndo foi suficiente para eliminar todo residuo de mentol
no tecido dos peixes, sendo eliminado entre 81 e 90% da substancia neste
periodo. Confirmando que nas amostras de peixe analisados o tempo de 48 h
foi o periodo necessario para total eliminacdo do mentol do tecido dos peixes
pelo método de SDME/GC-MS.
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Figura 7 Concentragdes residuais de mentol determinadas em filés de tilapia
em diferentes tempos de depuracéo.

Foi possivel inferir que nas menores concentracbes de mentol
administradas aos peixes, nas primeiras 12 h, houve maior eliminacdo do
anestésico pelo organismo dos animais, nas quais 0s peixe metabolizaram
cerca de 67% do mentol, comportamento diferente do observado nas
concentracgdo de 15,0 x 10* e 12,5 x 10* pg L™, onde ocorreu uma queda de
19 e 52% nos valores de concentragdo obtida, respectivamente. A partir de
12 h, houve reducdo expressiva nas maiores concentrages da substancia,
enquanto nas menores concentragdes, a eliminagao apresentou-se constante.

Visando total eliminacdo do mentol da carne do pescado, é
necessario que apos o periodo de anestesia 0s peixes sejam submetidos a um
periodo residual de no minimo 48 h, para que ndo sejam encontrados tracos

residuais de mentol, garantindo o consumo seguro da carne apés o0 manejo.
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4 Conclusbes

O método de SDME é uma técnica Util para a quantificacdo direta de
compostos volateis em diferentes matrizes. Neste trabalho, 0 método foi
aplicado, otimizado e validado para a determinacdo residual de mentol em
amostras de tecidos de peixes. Os parametros temperatura, tempo de
extracdo e quantidade de sal foram investigados, obtendo uma metodologia
que permitiu a extracdo do composto em 15 minutos, utilizando apenas
1,8 pL de octano. O método alcangou limites de deteccdo e quantificacdo de
0,0206 e 0,0625 pg L, respectivamente, com precisio e exatiddo aceitaveis.
Os resultados obtidos durante as analises determinaram que o tempo de
depuracdo necessario para total eliminacdo do mentol dos tecidos dos peixes
deve ser de no minimo 48 h, garantindo um consumo pGs-manejo seguro,

sem a presenca do composto anestésico usado no processo de producéo.
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Resumo

Métodos de microextracdo baseados em liquido-liquido por dispersdo foram
avaliados para a extragdo de mentol (1R, 2S, 5R)-2-isopropil-5-
metilciclohexanol em peixes. A microextracdo liquido-liquido dispersiva
convencional (DLLME) e a baseada em solventes de baixa densidade (LDS-
DLLME) sdo técnicas de pré-concentracdo miniaturizadas que utilizam
sistemas terndrios de solventes, em que, o0s solventes extratores séo
imisciveis em &gua, a diferenca entre essas técnicas € que um solvente
apresenta densidade maior que a agua e 0 outro menor, respectivamente. O
efeito dos diferentes parametros experimentais na etapa de extracéo,
incluindo a natureza dos solventes de extracdo e dispersdo, forca idnica,
volume do solvente extrator e de agua (meio de dispersdo) foram avaliados.
Os parametros, natureza dos solventes de extracdo e dispersdo foram
analisados de forma univariada, os resultados indicaram que a técnica de
LDS-DLLME apresentou extracdo com maior eficiéncia para o mentol que a
DLLME convencional, utilizando-se o tolueno como extrator e a acetona
como dispersor. Apés selecionados os solventes de extracdo e dispersdo, 0s
trés parametros restantes (forca ibnica, volumes do solvente extrator e de
agua) foram avaliados em trés niveis, empregando o delineamento composto
central rotacional (DCCR) na otimizacdo da microextracdo. A condicao
Otima determinada para a extracdo foi de 100 pL do solvente de extragdo
(tolueno), a quantidade de 0,1 g de sal e o volume de agua de 5 mL. O fator
de enriquecimento foi de aproximadamente 80 vezes, os limites de detec¢édo
e quantificacdo foram 0,0539 e 0,1190 pg L™, respectivamente, apresentando
reprodutibilidade e repetibilidade aceitaveis. A metodologia desenvolvida foi
aplicada na determinacéo residual de mentol em filés de tilapia abatidas nos
periodos de 0, 12, 24 e 48 horas apds terem sido anestesiadas nas
concentragdes de 5; 7,5; 10; 12,5 e 15x10* pg L™. Os resultados indicaram
que 0 tempo necessario para que o organismo do peixe elimine totalmente o
mentol € superior a 48h, quando administradas dosagens iguais ou
superiores a 15x10* pg L™.

Palavras-chave: DLLME, LDS-DLLME, quimiometria, seguranca

alimentar
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1. Introducéo

Com a modernizacdo de equipamentos instrumentais e laboratoriais
as técnicas de preparacdo de amostra tenderam a miniaturizacdo e
simplificacdo das extracdes, diminuindo o consumo de solventes organicos
no processo.”” Assim, surgiram as novas técnicas de pré-concentracdo e
preparacdo de amostras baseadas nas tradicionais extracdes liquido-liquido
(LLE) e em fase s6lida (SPE). A microextracdo em fase liquida (LPME) e a
microextracdo em fase solida (SPME) deram inicio a nova classe de técnicas
gue demandam menor tempo e consumo de solventes, possibilitando o
melhoramento do desempenho analitico.®

Um novo modo de LPME, a microextracdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME) tem sido muito empregada, com resultados bem
sucedidos por evitar a volatilizagdo e perda do solvente extrator,
consequentemente, aumentando a reprodutibilidade e sensibilidade do
método.>” A DLLME é baseada em um sistema ternario de solventes
(amostra aquosa, solventes dispersor e extrator), no qual o solvente extrator
consiste em um solvente organico imiscivel em agua e o dispersor em um
solvente que possui a caracteristica de ser tanto miscivel na fase aquosa
quanto na fase organica.®®

A eficiéncia da DLLME ¢ independente do tempo de extracdo
devido ao rapido estado de equilibrio, proporcionado pelo aumento da area
superficial do solvente de extracdo ao ser injetado juntamente com o
solvente dispersor na amostra aquosa, no qual a mistura apresenta elevada
turbidez. Em seguida, a separagdo das fases é obtida por centrifugagdo e a
fase organica contendo o analito de interesse se sedimenta no fundo do tubo
conico, o qual é recolhido para posterior anélise.****

A DLLME tem sido relatada como uma técnica de separagdo
eficiente e com uma ampla gama de aplicagbes tanto na extracdo de
compostos organicos, como &cido 3-fenoxibenzdico em amostras bioldgicas

complexas,”? éteres polibromados em tecidos de animais aquéticos,®
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quinolona em musculo de porco,* clenbuterol em tecidos de porcos,™
bisfenol A, bisfenol S, parabeno e benzofenonas em amostras de urina,*
drogas de abuso em amostras de urina e sangue,’’ quanto compostos
inorganicos, como, arsénio e antiménio em agua’® e paladio em amostras
aquosas,™ dentre diversas outras aplicacdes. Esta diversidade no processo de
extracdo deve-se principalmente as vantagens da técnica, como, simplicidade
de operacdo, rapidez, pequeno volume de solventes organicos, baixo custo,
alta recuperacao e alto fator de enriquecimento.”

Como forma de melhorar e adaptar a DLLME algumas modifica¢Ges
foram propostas, como o uso de diferentes solventes extratores. Desta
maneira, a técnica passou a ser subdividida em algumas categorias dentre
elas: DLLME convencional, que utiliza solventes que possuem densidade
maior que a da agua, por exemplo, tetracloreto de carbono, cloroférmio,
diclorometano, dentre outros e LDS-DLLME, a qual os solventes
empregados apresentam densidade menor que a da agua, por exemplo,
octan-1-ol, hexano, tolueno, ciclohexano, orto-xileno, dentre outros.*

Neste presente trabalho, a eficiéncia das técnicas de microextracdo
dispersivas (DLLME e LDS-DLLME) foram avaliadas analisando-se os
pardmetros, solventes extrator e dispersor, forga idnica, volumes do solvente
extrator e de agua (meio de dispersdo). Apds definido o planejamento
experimental as analises foram otimizadas empregando a metodologia de
superficie de respostas pelo delineamento composto central rotacional
(DCCR). A metodologia desenvolvida foi validada e aplicada na
determinagdo residual do anestésico natural, mentol (1R, 2S, 5R)-2-
isopropil-5-metilciclohexanol, em filés de tilapia do Nilo, a espécie de peixe
mais consumida e cultivada do Brasil e a segunda espécie mais consumida

do mundo, de forma a garantir periodos residuais seguros.

2. Experimental

2.1 Reagentes
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Os solventes octano (99,9%), tolueno (99,9%), diclorometano
(99,8%), acetonitrila (99,9%), metanol (99,9%) e acetona (99,9%), o padréo
de mentol (99,0%) e o sulfato de sodio (99,0%) utilizados nas andlises foram
adquiridos da Sigma Aldrich (EUA), o tetracloreto de carbono (99,8%) foi
adquirido da Merck (EUA) e o cloroférmio (99,8%) foi adquirido da Pro

Quimis.

2.2 Anélises cromatogréficas

As andlises cromatogréaficas foram realizadas em um cromatégrafo
em fase gasosa com deteccdo por espectrometria de massas QP2010 (GC-
QMS) Plus (Shimadzu - Japdo). A coluna analitica utilizada foi a DB-5MS
(30 m x 0,25 mm id x 0,25 pum), com composicdo da fase estacionaria de 5%
difenil-95-dimetil-polisiloxano (Shimadzu - Japdo). O fluxo de gas hélio foi
de 1 mL min™, foi utilizado um injetor split/splitless com modo de operacéo
splitless, com tempo de 1 minuto. O volume de injecdo foi de 1L, a
temperatura do injetor foi de 270°C. As temperaturas da interface e da fonte
de fons foram mantidas em 280°C e 150°C, respectivamente. A temperatura
inicial do programa foi de 80°C durante 3 minutos, aumentada para 130°C a
uma taxa de 5°C min™ e a partir dessa temperatura aumentou-se para 250°C
a uma taxa de 30°C min™, totalizando 17 minutos de analise cromatografica.
O detector do espectrdmetro de massas operou em modo de monitoramento
de varredura (SCAN), de 5 a 17 minutos.

2.3 Preparacao das solucOes e amostras
2.3.1 Solucgbes
A solugdo estoque de mentol foi preparada em acetona a uma

concentracdo de 1gL™ Para as solucBes das anélises univariadas dos

parametros, a solucdo estoque foi diluida em acetona ou acetonitrila ou



165

metanol resultando na concentragdo de 10 pg L™, nas anélises multivariadas
a solucdo estoque foi diluida em acetona obtendo uma solugdo com a mesma
concentracdo descrita para as andlises univariadas. Para as solugdes
utilizadas na validacdo foram realizadas dilui¢des da solugdo estoque em
acetona, resultando em concentraces na faixa de 0,119a 2,39 pg L™ A
solucdo estoque foi armazenada a uma temperatura de 4°C, sendo preparada

uma nova solucéo a cada dia.

2.3.2 Amostras de tilapias submetidas a anestesia com mentol

As tilapias anestesiadas foram fornecidas pelo Departamento de
Zootecnia da UFLA. Estas foram submetidas ao processo de anestesia por
imersdo em solugdes anestésicas nas seguintes concentragfes: 5; 7,5; 10;
12,5 e 15x10*pg L™, com tempos de abate de 0, 12, 24 e 48 horas apds a
anestesia. Apds o abate, os peixes foram congelados (-20°C) até o

procedimento de preparo de amostra.

2.3.3 Pré-tratamento das amostras de filés de tilapia

A metodologia de preparo de amostras foi uma adaptacdo do
trabalho de Liu e colaboradores (2009), 2 em que, para as anélises de
otimizacdo das condi¢fes de microextracdo e validacdo foram medidos a
massa de 2 g de tecido de filés de tilapia isentos de anestésico macerados e
em seguida armazenados em um tubo de polipropileno com capacidade de
15 mL. As matrizes foram fortificadas com o padrdo de mentol e deixadas
em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente, em seguida foram
congeladas a - 20°C por 6 horas. Para as amostras reais (peixes anestesiados)
foi realizado o mesmo procedimento sem a etapa de fortificacdo (para
determinagdo das concentracfes residuais presentes no tecido do peixe apos
0 abate). Posteriormente, no mesmo tubo, foi realizada a liofilizacdo das

amostras por 24 horas em um liofilizador (Labconco, 2.5 FreeZone). **
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Esta etapa foi realizada com o objetivo de retirar a 4gua e consequentemente
compactar a gordura, removendo qualquer possibilidade de interferéncia na

técnica de microextracgdo.

2.4 Otimizacao da técnica de DLLME

2.4.1 Selecdo dos solventes extrator e dispersor

Os solventes de extracdo e dispersdo foram avaliados
individualmente fixando-se o0s demais parametros da técnica de
microextracdo, no qual, os solventes de extracdo testados para a DLLME
convencional foram o tetracloreto de carbono, cloroférmio e diclorometano,
e os solventes com densidade menor que a agua usados para a LDS-DLLME
foram o tolueno e o octano. Na escolha dos solventes extratores
selecionados, foram consideradas as propriedades fisicas mais importantes
para a DLLME, dentre elas, a densidade, polaridade e solubilidade,
conforme representado na Tabela 1.

Tabela 1 Propriedades fisicas da agua e de diferentes solventes organicos
extratores empregados na otimizagdo da DLLME

Solvente  Densidade Solubilidade em H,0 Temperatura de
(gmL™?) ebulicdo (°C)
H,0 1,00 - 100,0
CCl, 1,59 0,8g L*a25°C 76,72
CHCl, 1,47 8gL*a20°C 61,2
C,H.Cl, 1,33 13gL"a20°C 40,0
CsHsCH; 0,87 0,47 g L' a20-25°C 110,6
CeHig 0,70 0,0007-0,0025 g L™ a 20°C 125,6

O solvente dispersor, diferente do extrator, deve ser miscivel tanto

em &gua quanto no solvente extrator, de modo a atuar na interface entre
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esses dois liquidos. Dessa forma, os solventes dispersores testados foram,
acetona, acetonitrila e metanol, suas propriedades fisicas estdo representadas

na Tabela 2.

Tabela 2 Propriedades fisicas dos diferentes solventes organicos dispersores
empregados na otimizacdo da DLLME

Solvente  Densidade Solubilidade em H,0O Temperatura de
(gmL™ ebulicio (°C)
Acetona 0,79 Solavel 56,0
Acetonitrila 0,78 Solavel 82,0
Metanol 0,79 Solavel 65,0

2.4.2 Analise multivariada

Neste trabalho, trés variaveis foram avaliadas em cinco niveis por
meio de um delineamento experimental de composto central rotacional
(DCCR) na otimizagdo da técnica de DLLME. As varidveis consideradas
criticas na extracdo foram forca i6nica, por meio da quantidade de sal (Xy),
volume de agua (dispersado) (X,) e volume de solvente extrator (X3). As
respostas foram obtidas em &rea de pico pelas analises cromatograficas. Foi
utilizada a metodologia de superficie de resposta (MSR), uma técnica
multivariada que aplica métodos empiricos para descrever a relagcdo de um
conjunto de fatores experimentais e os resultados observados. ® A analise
estatistica dos dados foi realizada no software Chemoface versdo 1.4 com

andlise de variancia.

2.5 Procedimento de extracdo por DLLME

Em um tubo de polipropileno com capacidade de 15 mL foram
adicionados 0,1 g de sal (sulfato de sédio) e 5mL de agua ultrapura

(processada por um sistema de purificagdo Milli-Q modelo Millipore,
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Bedford, EUA), este foi agitado em vortex por 1 minuto para total
solubilizagdo do sal. Ao tubo contendo os 2 g de filé liofilizado, foram
adicionados 3 mL de acetona, o qual foi agitado em vortex por 5 minutos e
centrifugado a 15000xg por 5 minutos, posteriormente, 2 mL do
sobrenadante foram coletados.

Em seguida, foram adicionados simultaneamente os solventes
dispersor (2 mL de acetona contendo o analito de interesse) e extrator
(100 pL de tolueno) ao tubo contendo a solucéo de agua e sal. A mistura foi
agitada manualmente por 30 segundos, dando origem uma solucéo turva, em
seguida foi realizada a separacdo das fases por centrifugagdo a 12 000 x g
por 5 minutos, a fase organica (sobrenadante) foi recolhida com uma seringa

de 10 pL e imediatamente 1 pL foi injetado no GC-MS.

2.6 Avaliagdo da metodologia analitica

A validagdo do método analitico foi realizada de acordo com as
recomendacdes descritas nos protocolos do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO)? e International
Conference on Harmonisation (ICH)?. Os pardmetros estudados foram,
seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo e
recuperacao.

A seletividade de um método demonstra a extensdo na qual um
analito poderd ser determinado em uma amostra complexa, sem sofrer
interferéncias dos componentes da matriz. O objetivo desse experimento foi
observar possiveis sobreposi¢fes de picos cromatograficos provenientes da
matriz e o pico referente ao mentol extraido no tecido de tilapia. Para isto,
foram comparados os resultados obtidos das analises da matriz de peixe
isenta de mentol e a matriz fortificada com solucdo estoque na concentracdo
de 10 pg L™, submetidas ao processo de extragdo por DLLME.

A verificagdo da linearidade do método desenvolvido foi realizada

numa faixa dinamica compreendida entre 0,119 — 2,39 pg L™. A curva de
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calibracdo foi confeccionada a partir de fortificacbes de mentol em tecidos
de tilapia, resultando em concentragdes de 0,119; 0,239; 0,476; 1,190; 1,760
e 2,390 pgL™. Apds fortificacbes das matrizes, as mesmas foram
submetidas ao processo de extracdo utilizando a técnica de DLLME.

A avaliacdo da precisdo foi realizada por meio de experimentos de
precisdo intradia e interdia. A precisdo intradia (n=3) foi avaliada
realizando-se extracfes consecutivas em tecido de tilapia empregando a
DLLME. As andlises dos extratos foram determinadas no mesmo dia, em
dois diferentes niveis de concentracdo: 0,239 e 2,390 pg L. A precisdo
interdia (n = 9) foi realizada por um periodo de trés dias consecutivos onde,
em cada dia foi repetida a precisdo intradia.?>*

O LD do método para o composto em estudo foi obtido estimando-se
0 desvio padrdo do intercepto (s) pelo coeficiente angular (S) da curva
analitica, conforme equagdo 1. O LQ foi 0 menor ponto da curva analitica.

LD = 3,3x % (1)

A determinacédo da exatiddo é normalmente realizada por ensaios de
recuperacdo empregando-se materiais de referéncia certificados e, na
auséncia destes, por meio de matriz branca fortificada com concentragdes
conhecidas do analito de interesse. * Os valores de recuperacdo foram
obtidos com amostras de filés de tilapia fortificadas nas seguintes
concentracdes: 0,239 e 2,39 ug L™, em triplicata para cada concentracéo. As
amostras foram submetidas ao procedimento de extracdo otimizado e
posteriormente analisadas por GC-MS. Apo6s analise cromatografica,
determinaram-se as concentragdes reais médias para cada nivel de
concentracdo empregando a equacao da regressao linear da curva analitica
referente a faixa de trabalho. Em seguida, calculou-se a recuperagéo (%) em
cada nivel de concentracdo fazendo-se a razdo da concentracdo média do

anestésico, medida na matriz fortificada pela concentracdo obtida
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fortificando-se a &gua deionizada, utilizada como matriz de referéncia,
ambos os valores obtidos a partir das amostras submetidas ao procedimento
de microextragdo e posteriormente analisadas por GC-MS.*

O fator de enriquecimento (EF) foi definido como a razdo entre a
concentragdo do analito na fase organica (C,) € a concentragdo inicial do

analito (Co) na amostra:

COI‘
EF = c_og (2

O C,yq foi obtido a partir da equagdo da curva de calibragdo da
solugdo-padrdo de mentol no solvente de extragdo no intervalo de 0,119 a
2,39 pug L™

2.7 Aplicagdo do método de DLLME em amostras de tecido de tilapia do
Nilo

Apos a validagdo do método analisou-se as amostras de peixes da
espécie tilapia do Nilo. A extracdo do mentol foi realizada em duplicata,

seguindo o procedimento da microextracdo descrito no topico 2.5.
3 Resultados e discusséo
3.1 Otimizagdo do método por DLLME

Para obter a maxima eficiéncia na extragdo do mentol por DLLME,
a influéncia de alguns parametros foi avaliada individualmente, como a
natureza dos solventes dispersores e extratores. Os parametros volume de
agua, forca idnica e volume de extrator foram investigados de forma

multivariada.
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3.1.1 Influéncia da natureza dos solventes dispersores e extratores

A escolha dos solventes de extracdo e dispersdo apropriados é
crucial na eficiéncia da extracdo em DLLME, no qual, o solvente extrator
deve ser escolhido com base na sua densidade, baixa solubilidade em &gua,
capacidade de extracdo dos analitos de interesse e compatibilidade com o
sistema cromatografico. A DLLME pode ser subdividida em vérias técnicas
de acordo com o processo usado, neste trabalho foram utilizadas a técnica
convencional de DLLME e a LDS-DLLME. ¥ No método convencional o
solvente extrator ¢ mais denso que a agua, ocorrendo sua sedimenta(;éo,8
com esse intuito os solventes utilizados foram os clorados: cloroformio,
diclorometano e tetracloreto de carbono. A LDS-DLLME ¢é baseada em

%% neste sentido os

solventes com densidades menores que a da agua,
solventes extratores empregados foram tolueno e octano, os quais foram
recolhidos na superficie da solugéo.

O solvente dispersor é um solvente organico que possui propriedade
de parcial miscibilidade no solvente extrator e em &gua, proporcionando a
dispersao do solvente extrator. A eficiéncia do solvente dispersor na extracéo
do analito esta associada a sua capacidade em fazer com que o solvente
extrator se particule na solu¢do aquosa, pois quanto menor as goticulas,
maior a area superficial para a transferéncia da substancia a ser analisada.*
Nesse intuito os solventes dispersores avaliados foram acetona, acetonitrila e
metanol. Na Figura 1 estdo apresentados os resultados das analises
cromatograficas do mentol obtidas para o teste de influéncia dos solventes

dispersores e extratores na extragao.
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Figura 1 Analise do efeito de diferentes solventes extratores e dispersores na extracdo de mentol por DLLME. Condicdes
experimentais: concentracéo de fortificagdo de 10 pug L™, 2 mL de solvente dispersor, 100 pL do solvente extrator, 4 mL de agua e

0,2 g de sal



173

Como observado na Figura 1 o tolueno foi o solvente de extragcdo que
apresentou maior eficiéncia na extragdo do mentol, além disso, esse solvente
torna-se mais viavel quando comparado aos solventes clorados por
apresentar menor toxicidade.*® O solvente dispersor que proporcionou maior
area dos picos foi a acetona, afetando diretamente o grau de dispersdo do
extrator na fase aquosa e, por consequéncia, a eficiéncia da extragdo. ¥
Logo, o tolueno e a acetona foram selecionados como solventes de extracao
e dispersdo, respectivamente, sendo estes empregados nos experimentos

subsequentes.

3.1.2 Otimizagéo dos parametros de forma multivariada

Esta etapa da otimizacdo consistiu na obtencdo da melhor resposta
da andlise pela investigagdo da significancia das varidveis e de suas
interagOes utilizando-se um modelo de segunda ordem. Com esse intuito, 0
planejamento DCCR foi empregado na otimizagdo da metodologia de analise
do mentol em peixe por DLLME para os parametros quantidade de sal (forca
ibnica), volume de &gua e volume de extrator. Na Tabela 3 estdo
representados 0s pardmetros e 0s respectivos niveis avaliados na técnica de

microextracao.

Tabela 3 Parametros e niveis usados no planejamento DCCR

Pardmetros Axial Minimo Ponto Maximo  Axial
(-1,682) (-1) central (0) (+1) (+1,682)
Quant. de sal (g) 0,032 0,1 0,2 0,3 0,368
Vol. dgua (mL) 2,32 3 4 5 5,68
Vol. extrator (uL) 31,8 100 200 300 368

Apos obtidos os resultados experimentais do planejamento DCCR o

efeito das varidveis e de suas interacbes na extracdo do mentol foram
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estimados estatisticamente, os quais estdo elucidados no gréafico de Pareto
mostrados na Figura 2.

p=0,05

Volume de extrator (uL) -32,2368

Quantidade de sal (g) -16,5267

159274

13,4417

72385

Juant. sal (g)*Vol. extrator (uL) -5.8944

1
0 5 10 15 20 25 30 35
Standardized Effect (absolute value (1))

Figura 2 Analise do efeito das varidveis e de suas interacdes pelo grafico de
Pareto

Na Figura 2 pode ser observada uma linha vertical que indica o
limiar para um teste no nivel de probabilidade de significancia (p) igual a
5%, no qual todos os fatores que possuem valores acima desse limiar sdo
considerados estatisticamente significativos. Logo, todos o0s parametros
analisados e suas interacGes apresentaram efeitos significativos conduzidos
com 95% de confianga.***

Diferente do que frequentemente ocorre em outras técnicas de
microextracdo, o efeito salting-out ndo favoreceu maior extracdo do mentol
na DLLME. O que pode estar diretamente relacionado com o aumento da
forca idnica, favorecendo a diminuigdo da solubilidade do solvente extrator
na amostra, provocando o aumento do volume da fase extratora, situado na
superficie da solucéo aquosa, diminuindo o fator de pré-concentracio.®

Verificou-se que o volume de solvente extrator contribuiu

efetivamente para o processo de extracdo do mentol, influenciando
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negativamente de maneira significativa (p < 0,05), ou seja, quanto menor o
volume de tolueno maior a extragdo de mentol por DLLME, o que pode ser
atribuido ao fato de que, o aumento do volume de solvente extrator, promove
0 aumento da fase sedimentada, ocasionando na diminui¢do do fator de
enriguecimento, levando a possiveis perdas na detectabilidade dos analitos
de interesse.®

Determinada a significancia dos parametros e de suas interacdes, 0
método de superficie de resposta foi empregado para a obtencdo da regido
experimental 6tima. Para isso, foram realizados testes para a analise de
variancia para os modelos linear, de interacdo, quadratico puro e quadratico.
Os resultados para a andlise de variancia mostraram gue 0 modelo quadratico
foi significativo (p <0,05) para analise do efeito dos parametros, os valores
para o ajuste de regressdo obtiveram probabilidade inferior a 5% (0,0212)
indicado que o modelo quadratico foi significativo e o coeficiente de
determinacdo (R? foi de 0,8244, indicando coeréncia entre os dados
experimentais e o modelo aplicado, logo, 0 modelo pode ser expresso pela
equacéo 3.

Y = 6,00x107 — 1,00 x108X; — 1,17x107 X, + 7,66 x10* X5 +
2,12x107 X;X, — 1,72 x10° X;X5 — 3,93x10* X3X;5 +
3,23x107 X% + 2,36x10° X5 + 107,28 X3 3)

Em que y € a resposta predita (area do pico), X;, X, e X3 sdo as
varigveis, forca ibnica, volume de agua e volume de extrator,
respectivamente, dados como termos lineares, de interagdes e quadraticos
juntamente com seus respectivos coeficientes obtidos no teste estatistico.
Todos os pardmetros e suas interacGes apresentaram significancia, exceto o
quadrado da forca ibnica, que apresentou p-valor maior que 0,05.

Na Figura 3 estdo apresentados os resultados obtidos para a anélise

da superficie de resposta em gréficos na terceira dimensao.
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Figura 3 Superficies de respostas obtidas para a interagdo das varidveis: A)
volume de 4gua com o volume de solvente extrator, fixando 0,1 g de sal, B)
guantidade de sal com o volume de solvente extrator, fixando o volume de

agua em 5 mL e C) quantidade de sal com o volume de agua, fixando o
volume do solvente extrator em 100 pL

Analisando-se as superficies de respostas apresentadas para as
interacBes dos fatores, foram selecionados o volume de 5 mL de &gua,
100 pL de solvente extrator e 0,1 g de sal como condigdes ideais de trabalho
para obtencdo da melhor resposta analitica.
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3.2 Avaliagdo da metodologia

A validacdo do método foi realizada pela avaliacdo dos parametros
de seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo (LD e LQ),
precis@es intra e interdia e recuperacao.

A seletividade do método foi avaliada pela comparacao das respostas
cromatograficas obtidas apds submeter amostras (filés de tilapia), isentas e
fortificadas com o anestésico em estudo, a técnica de DLLME nas condigdes
otimizadas e posterior analise por GC-MS. Foi possivel inferir que nenhum
interferente foi encontrado no tempo de retencdo do mentol (11,3 min).
Desta forma, o método mostrou-se seletivo.

Para avaliar a linearidade do método foi construida a curva analitica
(Figura 4) a partir de fortificagdes da matriz, em seis concentragdes
compreendidas entre 0,119 e 2,39 pg L™, realizadas em triplicata. O
coeficiente de determinago (R?) da curva analitica foi de 0,9989, indicando

boa linearidade de acordo com as diretrizes de validagdo.*" “**

750
[ ]
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)
<
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y = 278,88x + 23,069
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R"=0,9989
0 T T T T T T T T T T T
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Concentragéo (g L)

Figura 4 Curva analitica obtida pela técnica de DLLME para o mentol
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Os LD e LQ encontrados foram de 0,0539 e 0,1190 pg L™
respectivamente. Os valores de recuperacdo e precisdo da analise do mentol
pela metodologia desenvolvida estdo apresentados na Tabela 4, ambas foram
realizadas em dois niveis diferentes de concentragdo e em triplicata. Os
valores de recuperacdo apresentaram-se satisfatorios para os niveis de
concentracdo estudados, indicando eficiéncia da técnica de preparo de
amostras, com desvios padrdo relativos (RSD) menores que 5%.%% “ A
precisdo do método foi avaliada em analises intradia e interdia, os resultados
obtidos apresentaram variacdo dentro do recomendado pelas diretrizes de

validagéo (< 16%), indicando 6tima repetibilidade dos resultados.** **

Tabela 4 Valores de recuperagdo e precisfes intra e interdia para a validagdo
da metodologia

Niveis de Recuperacdo (%) e Precisao Precisao

x 1 intradia interdia
concentracdo (ug L™) RSD (%) (%) %)
0,239 96,0 (+2,37) 1,03 3,42
2,39 99,5 (+4,83) 2,20 2,90

* RSD = Desvios padrdo relativos

A avaliagdo da eficiéncia da técnica de extragdo DLLME foi
realizada pela andlise do EF da amostra no solvente extrator, obtido pela
razdo da concentragdo final do mentol na fase orgénica pela concentracéo de
mentol na solucdo original.* Os resultados apresentaram uma pré-

concentragdo do analito de aproximadamente 80 vezes.

3.3 Analise residual de mentol em tecidos de peixes

Apesar das diversas vantagens observadas pelo uso do mentol como
anestésico natural na aquicultura, ele ainda ndo foi aprovado para
administracdo em peixes destinados ao consumo, por ndo existirem limites
residuais definidos, tornando seu uso ilegal.*** O (nico anéstesico aceito
para administracdo em peixes e animais de sangue frio pela Food and Drug

Administration (FDA) € a tricaina, com um intervalo de seguranca de 21
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dias, apesar de ndo serem detectados residuos a partir de 6 horas apds o
tratamento de algumas espécies de peixes estudadas.”> Nesse intuito a
metodologia proposta desenvolvida neste trabalho foi aplicada na
determinacdo residual de mentol em filés de tilapias anestesiadas, 0s
resultados obtidos em relacdo as concentragcdes remanescentes de mentol nos
tecidos dos peixes analisados estdo representados graficamente na Figura
5A. A Figura 5B mostra o cromatograma tipico obtido para a extracdo
usando DLLME/GC-MS.



180

1,6 - -
% 14 (x10%)
2 12 05 pg/L
3 7,5 ug/L
e~ 11 10 pg/L
S ;" 08 - - 012,5 pug/L
S 3 015 pg/L
& ~ 0,6 1
5 04
e
o 0,2 1 ﬁ ﬂ
© |

0 T T = T -'.E/
0 12 24 48
Tempos de abate pds-anestesia (h)

A

100 +

~
6]
1

Intensidade relativa (%)
g
1
=]
£

<

4 8 12 16
Tempo de retencdo (min)

B

Figura 5 A) Gréfico das concentragbes remanecentes de mentol em filés de
tildpia para as concentragdes de sedativo de 5; 7,5; 10; 125 e 15x10* pug L™
e tempos de abate de 0, 12, 24 e 48 h pds-anestesia. B) Cromatograma em
modo SCAN, obtido para as condi¢Bes otimizadas aplicadas na extracdo de
mentol em filé de tilapia anestesiada
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Como pode ser observado na Figura 5A, a maior concentragdo de
anestesia (15x10* ug L™) obteve as maiores concentragbes residuais de
mentol em todos os tempos de abate, sendo encontrado um valor inferior ao
limite de deteccdo no tempo de 48 horas, concentracdo abaixo do valor
confidvel para a metodologia proposta. Para as demais concentracdes
adiministradas ndao foram encontrados residuos de mentol 48 horas apés a

anestesia.

4 Conclusodes

A sensivel e eficiente técnica de preparo de amostras DLLME
juntamente com o sistema GC-MS mostrou-se promissora na determinagéo
de mentol. A otimizacdo da metodologia possibilitou obter uma condicéo
otimizada, com respostas analiticas excelentes em menor numero de
andlises, resultando em menor custo. Além disso a utilizacdo do tolueno
como solvente extrator apresentou-se como uma opc¢do ambientalmente
favordvel quando comparado a outros solventes utilizados na técnica. A
metodologia desenvolvida apresentou boa precisao e recuperacdo numa faixa
linear de 0,119 a 2,39 ug L™, com limites de deteccdo e quantificacdo de
0,0539 e 0,1635 pg L™, respectivamente, o fator de enriquecimento obtido
pela DLLME foi de 80. O presente trabalho mostra-se importante em
seguranca alimentar, uma vez que, nenhum alimento deve conter qualquer
traco de contaminante utilizado no seu processamento. Constatando que para
tilapias submetidas ao processo de anestesia com mentol é necessario um
periodo de eliminacdo residual superior a 48 horas antes do abate, quando

administradas dosagens iguais ou superiores a 15x10* pg L™.
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Resumo

A piscicultura é uma atividade que representa grande importancia econémica
para o Brasil, a fim de maximizar a producdo uma diversidade de agentes
guimicos sdo administrados aos peixes, como os anestésicos, por facilitar o
manejo, diminuir o estresse e consequentemente reduzir a mortalidade dos
animais. No entanto, esses compostos podem se acumular no organismo dos
animais por um determinado periodo, comprometendo a seguranca alimentar
do consumidor. Desta forma, torna-se necessaria a determinacdo dos niveis
residuais destes compostos na carne do pescado e o desenvolvimento de
protocolos analiticos que possibilitem a deteccdo rapida, pratica e precisa.
Com esse intuito, neste trabalho foi realizada a determinacédo e quantificagdo
residual do anestésico mentol (1R, 2S, 5R)-2-isopropil-5-metilciclohexanol
em filés de surubim (Pseudoplatystoma sp), nas concentracdes de anestesia
entre 3 e 15x10" pg L™ e periodos residuais de 0, 3 e 6 horas. Na etapa de
preparo de amostras foram avaliadas duas técnicas de microextracdo, a
SPME e a SDME, ambas em modo headspace, empregando a cromatografia
em fase gasosa com detec¢do por espectrometria de massas (GC-MS) como
método instrumental de andlise. No planejamento das analises foi
empregando o delineamento composto central rotacional (DCCR), que
possibilitou analisar as variaveis (temperatura, tempo de extragdo e forca
ibnica) e também suas interagdes. As metodologias desenvolvidas foram
validadas e aplicadas para a quantificacdo residual de mentol em filés de
surubim, apresentando boa precisdo e exatiddo nas faixas lineares estudadas,
com limites de deteccio e quantificacdo de 0,0056 e 0,0169 g L™ e de
0,0074 e 0,0226 ug L™ para as técnicas de SDME e SPME, respectivamente.
Para as amostras analisadas no periodo residual de 6 horas ap6s a anestesia
para a menor concentracdo administrada (3x10*pgL™) ainda foram
encontrados 13,18 e 57,44 ug L™ utilizando as técnicas SPME e SDME,
respectivamente. Esses valores enfatizam a necessidade de estudos para a
determinagdo do tempo residual necessario para total eliminagdo do mentol
no peixe em estudo.

Palavras-chave: SDME, SPME, surubim, preparo de amostras
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1.Introducéo

Uma das atividades que mais cresce no Brasil é a piscicultura, o que
se deve a boa lucratividade, com rapido retorno do capital investido. Dentre
as espécies de peixes produzidas e cultivadas, o surubim (Pseudoplatystoma
sp) é considerado uma espécie prioritaria em decorréncia a boa qualidade do
filé, que apresenta baixo teor de gordura e auséncia de espinhas
intramusculares, Esta espécie vem sendo amplamente produzida em
cativeiros, em virtude da diminuicdo dos estoques naturais e por apresentar
grande importancia econémica e alto valor comercial [1].

Considerando a demanda cada vez maior, tanto para 0 consumo
guanto para a producdo de peixes, um dos procedimentos mais importantes
na piscicultura € a anestesia, utilizada para facilitar o manejo, evitar
ferimentos e, possivelmente, reduzir o estresse dos peixes. Os anestésicos
sdo agentes farmacoldgicos capazes de conduzir os peixes a um estado de
perda parcial ou completa da percepgdo dos estimulos externos. A escolha
do anestésico geralmente se deve a critérios como a eficacia, o custo, a
disponibilidade no mercado, a seguranca durante 0 uso e 0s possiveis efeitos
colaterais aos peixes, aos seres humanos e ao meio ambiente [2,3].

Nesse sentido, o uso do mentol (1R, 2S, 5R)-2-isopropil-5-
metilciclohexanol torna-se viavel para a finalidade de anestesia, pelo fato de
possuir margens seguras de administracdo e proporcionar a diminuicdo da
mortalidade dos peixes. O mentol é um dos constituintes encontrados em
6leo essenciais de plantas, e vem se destacando como um anestésico natural
empregado como alternativa a utilizagdo de compostos sintéticos, que além
de apresentarem custos elevados, podem trazer maleficios ndo s6 para a
salde do animal, como também dos operadores que manuseiam estes
produtos nas estagdes de piscicultura [4].

Entretanto, existe preocupacdo de que residuos anestésicos
possivelmente deixados na carne possam comprometer a seguranga

alimentar e também alterar as caracteristicas organolépticas (aroma e sabor)
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do pescado [5]. Enfatizando a importancia do desenvolvimento de estudos
que possibilitem a determinacdo do periodo residual necessario para que o
mesmo seja eliminado do organismo dos animais, uma vez que, nao existem
leis que regulamentem a utilizagdo de mentol como anestésico em peixes e
nenhum alimento comercializado deve apresentar contaminacao de qualquer
substancia utilizada durante sua producao.

A SDME e a SPME sdo métodos de extracdo alternativos que vém
se destacando no campo de preparo de amostras, cujo objetivo é a posterior
determinagdo analitica livre de interferentes. O principio de ambas as
técnicas consiste no particionamento dos analitos de interesse analitico entre
a fase extratora e a amostra [6-13].

Na SDME, a fase extratora consiste em uma microgota de solvente
organico suspensa ou imersa na solugéo da amostra em um sistema fechado
onde ocorre a migracdo dos analitos [6-10]. O mesmo processo de extracao
ocorre na SPME, porém, nesse método a fase extratora baseia-se em uma
fibra de silica fundida revestida com um fino filme de um polimero ou um
solido adsorvente [11-13]. Essas técnicas podem ser aplicadas para a
extracdo de analitos apolares, de média polaridade e para aqueles cuja
polaridade possa ser alterada previamente a extragéo [6-13].

A eficiéncia das técnicas SDME e SPME esta interligada a diversos
fatores que podem influenciar de forma positiva ou negativa na extracéo,
como o efeito da forca idnica na solugdo, tempo e temperatura de extracéo,
agitacdo da amostra, pH da solucédo, volume do headspace, dentre outros [6-
13]. Desta forma, tornam-se indispensaveis modelos estatisticos que
possibilitem a analise de diversos parametros e suas interagdes em um
volume reduzido de ensaios, com resultados de alta confiabilidade [14].

Desta forma, o intuito deste trabalho foi o desenvolvimento de
metodologias analiticas para a determinacdo residual do mentol em filés de
surubim, empregando as técnicas SPME e SDME, utilizando a quimiometria

como ferramenta estatistica na otimizagdo do processo.
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2. Experimental

2.1 Materiais e reagentes

O mentol (99,0%), octano (99,9%), acetona (99,7%) e sulfato de
sodio (99,0%) utilizados nas andlises foram adquirido da Sigma Aldrich
(EUA). Todas as solugbes foram preparadas utilizando &gua Tipo 1
(ultrapura), processada por um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore,
Bedford, EUA). A solucédo estoque de mentol foi preparada dissolvendo-se
0,01 g de mentol em 10 mL de acetona. Para as solugdes utilizadas no
preparo das amostras foram realizadas diluigdes da solugdo estoque em &gua,
resultando em concentracdes na faixa de 1,56 a 480 ug L™ para a SDME e
de 0,47 a 120 pg L™ para a SPME.

Para o procedimento de SDME foi utilizada uma microsseringa com
capacidade de 10 pL com agulha tipo 2, modelo 701 N adquirida da
Hamilton (Bonaduz-Suica). Foram utilizados frascos de vidro transparentes
(vials) com capacidade de 10 mL selados com tampa com septo de PTFE
(politetrafluoretileno/silicone), adquiridos da Agilent (EUA).

Para realizacdo do procedimento de SPME foi utilizado um holder
automatico equipado com uma fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) de
100 pum, obtido da Supelco. Antes das analises as fibras foram condicionadas
em temperatura de 250°C por 30 minutos conforme recomendacbes do
fabricante. Foram utilizados frascos de vidro transparentes (vial) com
capacidade de 20 mL (Agilent) selados com tampa com septo de PTFE
(politetrafluoretileno/silicone).

As amostras de peixes foram armazenadas e preparadas para 0
processo de extracdo em tubos de centrifuga conico de 50 mL com tampa

HDPE, plug a prova de vazamento (Ciencor, EUA).
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2.2 Instrumentacéo

As anélises cromatogréficas foram realizadas em um cromatdgrafo
em fase gasosa com detecgéo por espectrometria de massas modelo QP2010
(GC-QMS) Plus da Shimadzu (Shimadzu, Japdo). A coluna analitica
utilizada foi a DB-5MS Shimadzu (30 m x 0,25mm id x 0,25 um),
composicao da fase estacionaria 5% difenil-95-dimetil-polisiloxano. Para o
preparo de amostras por SPME foi empregado um amostrador automatico,
AOC-5000 Shimadzu (Shimadzu, Japéo).

2.3 Analise de mentol em filés de surubim

A quantificacéo residual do mentol em filés de surubim foi realizada
nos tempos de abate de 0, 3 e 6 horas apds a anestesia, nas concentragdes: 3,
6,9, 12 e 15x10* pug L™, as concentracdes e tempos de abate foram definidos
com base na metodologia de estagios de anestesia e recuperagdo definidas
para 0 mentol no surubim [15]. Ap0s o abate, os peixes foram congelados
(-20°C) até o procedimento de preparo da amostra. As amostras foram
fornecidas pelo Departamento de Zootecnia — Setor de Piscicultura da
UFLA.

2.3.1 Preparo de amostras de filés de surubim

As amostras foram preparadas a partir de uma adaptacéo do trabalho
de Klimankova e colaboradores (2008) [16]: 2 g de filés de surubim foram
macerados e transferidos juntamente com 2,5 mL de &gua ultrapura para um
tubo de centrifuga conico de 50 mL. As amostras foram agitadas por 5
minutos utilizando-se um vortex e apos, centrifugadas a 15000 x g (4°C) por
10 minutos. O extrato foi transferido para o vial com capacidade de 20 mL
(SPME) e 10 mL (SDME). O tecido foi novamente submetido ao processo

de extracdo e o extrato obtido foi adicionado & primeira fracdo recolhida,



192

obtendo um volume de 5 mL. Em seguida, as amostras foram submetidas aos

processos de microextracao.

2.4 Otimizacdo do método de extracao por SPME e SDME

Foram realizados dois DCCRs para otimizacdo das metodologias de
andlise do mentol em filés de surubim por SPME e SDME com auxilio do
software Chemoface verséo 1.4. Dentre os parametros que tem influéncia na
eficiéncia das técnicas estudadas, trés deles (temperatura, tempo de extracdo
e quantidade de sal) foram avaliados de forma multivariada em trés niveis
(+1, 0, -1), obtendo um total de 17 experimentos. Sendo 8 pontos fatoriais

obtidos de acordo com um planejamento fatorial completo de dois niveis, 6

pontos axiais (c), a uma distdncia de +V2F do ponto central, onde k é o
nimero de varidveis e foram realizadas analises em triplicatas do ponto
central (nivel 0) para obter a estimativa do erro puro [17,18]. Os niveis
empregados para 0s respectivos parametros do planejamento experimental

estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Parametros e niveis usados nos planejamentos DCCR para as
técnicas SPME e SDME em surubins anestesiados com mentol

Parametros Minimo (-) Ponto Central (0) Maximo (+)
SPME SDME SPME SDME SPME SDME

T (°C)* 40 25 45 30 50 35

t (min)** 20 5 30 15 40 25

sal (g)*** 2,0 2,0 2,5 2,5 3,0 3,0

DCCR = Delineamento composto central rotacional
*temperatura de extragdo

**tempo de extracdo

***quantidade de sal

2.5 Anélise por headspace em SDME e SPME

Antes dos processos de extracdo do mentol, as amostras foram

submetidas a um periodo de estabilizacdo do sistema por 10 minutos, com
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agitacdo de 250 rpm e temperaturas de 50°C (SPME) e/ou 30°C (SDME).
Apobs a estabilizacdo, a fibra (PDMS) foi exposta com uma penetragdo de
40 mm no headspace por 20 minutos para extracdo do analito empregando a
SPME. J4 na SDME a microgota de solvente organico (octano) com volume
de 1,8 L foi exposta a uma distancia de 1,5 cm da amostra por um periodo
de 15 minutos. Apo6s o periodo de extracdo a microgota e a fibra foram
retraidas para seus respectivos dispositivos e injetadas isoladamente
diretamente no injetor do cromatdgrafo em fase gasosa.

As andlises foram realizadas em um cromatdgrafo em fase gasosa
com fluxo ajustado para 1 mL min™, no modo splitless utilizando-se um
injetor split-splitless. A temperatura inicial do programa foi de 80°C durante
3 minutos, aumentada para 130°C a uma taxa de 5°C min™, a partir dessa
temperatura aumentou-se para 250°C a uma taxa de 30°C min™, totalizando
17 minutos de corrida. A temperatura do injetor foi mantida a 270°C, na qual
a fibra ficou exposta dessorvendo por 2 minutos para o processo de SPME e
0 volume de injecdo da fase extratora para SDME foi de 0,5 pL, as
temperaturas de interface e da fonte de ions foram de 280°C e 150°C,
respectivamente. O detector do espectrdmetro de massas operou em modo
ion selecionado (SIM), de 5 a 17 minutos. O detector foi programado para
ler as m/z de 71 e 81 em uma energia eletrénica de 70 eV. A quantificacdo

do mentol foi realizada pela integracdo das areas dos picos.

2.6 Validagdo do método analitico de quantificacdo de mentol

A metodologia desenvolvida para determinacdo do mentol foi
validada de acordo com as diretrizes do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) [19] e do International
Conference on Harmonization (ICH) [20]. As figuras de mérito avaliadas
foram: seletividade, linearidade, precisdo (intradia e interdia), fator de

recuperacao e limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ).
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A validacdo do método de quantificacdo do mentol foi realizada em
filés de peixe isentos de anestésico pelo método de padronizacdo externa,
fortificando-se as amostras a partir da solucdo estoque de mentol, resultando
nas concentragdes: 1,56; 3,75; 7,5; 15; 30; 60; 90; 120; 240 e 480 ug L? para
a SDME e 0,47; 0,94; 1,87; 3,75; 7,5; 15; 30; 60 e 120 ug L? para a SPME.
As curvas analiticas foram obtidas por regressao linear, as analises foram
realizadas em triplicatas empregando-se as técnicas de microextracao.

A seletividade foi avaliada comparando-se os cromatogramas dos
extratos das amostras de tecido de peixe isento de anestésico (amostra
branco) com os extratos das amostras de tecido de peixe fortificadas com
solucdo padrdo de mentol nas concentragdes de 7,5 e 10 ug L™, para as
técnicas de SDME e SPME, respectivamente. Mediante a comparacdo dos
cromatogramas € possivel observar se ha presenca de picos interferentes na
regido do tempo de retencdo do analito de interesse.

A linearidade foi avaliada por meio do coeficiente de determinagéo
(R?) da curva analitica, confeccionada a partir de amostras de tecido de peixe
fortificadas com solucdo estoque de mentol, numa faixa dindmica
compreendida entre 1,56 - 480 pg L™ para a SDME e entre 0,47 - 120 pg L™
para a SPME.

Os LD e LQ do método para o composto em estudo foram obtidos
estimando-se o0 desvio padrdo do intercepto (s) pelo coeficiente angular (S)

da curva analitica, conforme equac@es 1 e 2, respectivamente.
LD = 3,3x SE 1)

LQ=10x 3 @

A avaliacdo da precisdo do método foi realizada utilizando-se
ensaios de precisdo intradia e interdia. As amostras de tecido de peixe

fortificadas com solucdo estoque de mentol nas concentragdes de 7,5; 30 e
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60 pg L*foram analisadas em triplicata para ambas as técnicas. A precisio
interdia foi realizada repetindo-se a analise intradia em trés dias distintos.
Ambas as respostas foram expressas em termos de coeficiente de variacdo
(CV%).

Neste estudo a exatiddo foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacdo. Para isso, amostras de peixes foram fortificadas com solucéo
estoque de mentol resultando em trés niveis de concentracdo: 7,5; 30 e
60 pg L. Subsequentemente, as amostras fortificadas foram submetidas aos
processos de extragdo empregando as técnicas miniaturizadas, SDME e
SPME e, posteriormente submetidas a analise por GC-MS. Em seguida, as
concentragbes médias reais foram determinadas para cada nivel de
concentracdo, empregando a equacdo obtida a partir da curva analitica. A
recuperacao foi calculada por meio da Equacdo 3.

Valor optido

R(%) = x 100 3

valor esperado
Em que valor obtido é a concentragdo/area medida do anestésico apos
fortificagdo da matriz (filé de peixe isento de mentol) e o valor esperado é a
concentragdo/area obtida fortificando-se a &gua deionizada, utilizada como
matriz de referéncia, ambos os valores obtidos a partir das amostras
submetidas ao procedimento de microextracdo e posteriormente analisadas
por GC-MS.

2.7 Aplicacdo da SDME e da SPME em amostras de tecido de surubim

Apos a validacdo do método realizada em amostras de peixes da
espécie tilapia do Nilo. Utilizou-se o critério adotado por Mercer (2005)
[21], considerando a dificuldade de aplicar os padrdes nos proprios extratos
em diferentes matrizes. De acordo com o trabalho mencionado, é possivel

selecionar amostras de referéncia baseado em sua composicdo, desta forma,
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as amostras de tilapia representaram as amostras de surubim durante o
procedimento de otimizagdo e validagdo. Apos, analisou-se as amostras de
peixes da espécie surubim empregando a SDME e a SPME. A extracdo do
mentol foi realizada em duplicata para maior confiabilidade dos resultados,
seguindo o procedimento da microextracao descrito no tépico 2.5. Todos 0s
extratos foram analisados no mesmo dia do procedimento de preparo de

amostras, descrito no topico 2.3.1.

3 Resultados e discussado

3.1 Condicdes cromatogréaficas

As condi¢bes cromatograficas foram otimizadas levando em
consideracdo o tipo de fibra extratora utilizada na SPME e a natureza do
solvente organico na SDME. A Figura 1 mostra 0s cromatogramas obtidos
para matrizes de surubim fortificadas com o padrdo de mentol no modo

SCAN aplicando as técnicas de SDME e SPME, respectivamente.
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Figura 1 Cromatogramas no modo SCAN da extracdo do padréo de mentol
no tecido de surubim por: A) SDME e B) SPME

Pelos cromatogramas da Figura 1 pode-se perceber que 0 processo

de extracdo por ambas as técnicas possibilitou uma boa seletividade do
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método proposto na determinacdo de mentol, observada pela separacdo dos
picos. Pode-se inferir pela observacdo dos cromatogramas que a técnica
SDME obteve uma melhor seletividade quando comparada a SPME, no qual
a matriz apresentou maior afinidade pela composicdo da fase polimérica
usada na SPME do que pelo octano utilizado como solvente extrator na
SDME. Visando facilitar a identificacdo do mentol optou-se por trabalhar
com analises em modo SIM por ser mais sensivel e seletivo. Desta forma,
analisou-se o espectro de massas do mentol e os ions precursores 71 e 81 m/z
foram selecionados, uma vez que apresentaram maior intensidade. O ion
molecular nem mesmo apareceu no espectro, possivelmente por se tratar de
um alcool secundario, desta forma, ndo foi selecionado como ion precursor

para as analises subsequentes.

3.2 Condicdes SDME e SPME

As condigcdes de andlise fixadas para a técnica de SDME foram:
solvente extrator (octano), volume da gota extratora (1,8 pL), volume de
amostra (5 mL) e agitacdo. No qual, o volume e a agitagdo foram fixados de
forma a garantir um espago seguro para que a gota ndo tivesse contato com a
solucdo.

Alguns trabalhos reportam a utilizac&o da fibra PDMS em diferentes
matrizes para a determinacdo de mentol, 6leos naturais e sintéticos [22],
produtos alimenticios e farmacéuticos [23], alimentos [24], cremes [25].
Além da fibra PDMS, os autores também testaram a PDMS/DVB (65 pm),
PA (85 um), CAR/PDMS (75 um) e DVB/CAR/PDMS (50/30 um), no qual,
todas as fibras apresentaram eficiéncia na extracao.

Neste trabalho, a fibra empregada nas extracdes do mentol foi a
PDMS (100 um), a qual apresentou resultados satisfatorios, 0 que pode ser
explicado pela espessura do revestimento da fibra, que com o aumento da
espessura aumenta-se a eficiéncia de extracdo, permitindo analisar uma

maior gama de concentracdes [26].
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Devido a complexidade da matriz (bioldgica) optou-se por trabalhar
com extracdo por headspace, uma vez que, em modo direto os constituintes
da matriz poderiam danificar a fibra, ficando retidos irreversivelmente,

inutilizando-a.

3.3 Anadlise por delineamento composto central

Os parametros selecionados para analise de forma multivariada para
ambas as técnicas foram: temperatura, tempo de extracdo e quantidade de
sal. Estes foram selecionados por apresentarem maior influéncia na
eficiéncia da extragdo do mentol. Com o intuito de avaliar o efeito das trés
variaveis na andlise residual, os experimentos foram conduzidos empregando
0 planejamento DCCR, obtendo um total de 17 experimentos para cada
técnica de microextragdo, sendo 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 pontos

centrais, conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 Matriz do DCCR para as varidveis em estudo na analise de mentol
em filés de peixe

. o Tempo de
Ensaio Temperatura (°C) extrago (min) Sal (g)
SDME SPME SDME SPME SDME SPME
1 25 40 5 20 2,0 2,0
2 25 40 5 20 3,0 3,0
3 25 40 25 40 2,0 2,0
4 25 40 25 40 3,0 3,0
5 35 50 5 20 2,0 2,0
6 35 50 5 20 3,0 3,0
7 35 50 25 40 2,0 2,0
8 35 50 25 40 3,0 3,0
9 20 36,6 15 30 2,5 2,5
10 40 53,4 15 30 2,5 2,5
11 30 45 1 13,15 2,5 2,5
12 30 45 35 46,49 2,5 1,66
13 30 45 15 30 15 3,34
14 30 45 15 30 35 2,5
15 30 45 15 30 2,5 2,5
16 30 45 15 30 2,5 2,5
17 30 45 15 30 2,5 2,5

Nas andlises pelo DCCR ndo foram realizadas repeti¢ces dos pontos
fatoriais e axiais, pois, nesse planejamento estima-se os erros de efeitos
supondo que intera¢des de altas ordens para k > 3 ndo sdo significativos e,
portanto, sdo erros experimentais nos valores dos efeitos [17,18]. Assim,
substitui-se o erro experimental pela estimativa do erro puro, dada pela
repeticdo do ponto central, significando que, qualquer oscilacdo em torno da
média é ao acaso e ndo efeito do tratamento.

Na tabela 3 estdo os resultados obtidos em area para os 17 ensaios da

otimizacdo das metodologias analiticas (SDME e SPME).
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Tabela 3 Resultados obtidos a partir dos planejamentos DCCRs para a
analise de mentol em filés de til&pia pelas técnicas de SDME e SPME

Ensaio Area do composto
mentol (u.a)
SDME SPME
1 8.072.634 28.018.293
2 11.072.841 31.539.019
3 5.341.090 29.406.824
4 18.686.571 45.238.473
5 36.192.748 31.002.740
6 40.956.105 55.270.163
7 14.201.169 30.892.215
8 46.565.105 50.925.935
9 4.298.345 36.499.642
10 44.814.199 49.284.809
11 5.526.278 36.982.443
12 46.714.153 39.995.641
13 42.899.716 23.472.471
14 50.758.176 24.685.702
15 51.168.750 29.162.014
16 51.370.711 28.7666.39
17 51.269.730 28.932.569

A partir das respostas em area obtidas nas analises de acordo com a
matriz proposta nos planejamentos foram construidos os diagramas de Pareto
(Figura 2), representando os efeitos de cada variavel estudada e suas

interagdes.
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Figura 2 Diagramas de Pareto para o efeito das variaveis sobre a area total:

A) SDME e B) SPME
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Analisando os diagramas de Pareto, foi possivel inferir que para
ambas as técnicas de extracdo, todos os parametros analisados assim como
suas interacGes apresentaram significancia com 95% de confianca em um
teste estatistico [17,18]. Foi possivel observar (Figura 2A) que o parametro
temperatura exibiu maior influéncia para a analise de mentol pela técnica de
SDME, indicando que o aumento da temperatura de 25 para 35°C favorece a
extracdo do composto. Na SPME (Figura 2B) foi o segundo pardmetro de
maior influéncia. Esta influéncia da temperatura na extracdo pode estar
relacionada ao aumento da volatilidade do composto, 0 que acarreta no
aumento da difusdo do analito para a fase extratora, diminuindo o tempo
necessario para que se atinja o equilibrio de particdo entre as fases do
sistema [27, 28].

A avaliacdo do parametro tempo de extracdo para ambos métodos de
microextracdo indica que, tempos maiores de extragcdo favorecem o aumento
do sinal analitico. Além disso, o controle do tempo de extracdo deve ser
rigoroso, uma vez que, este parametro esta diretamente relacionada a
repetibilidade do método [27, 28].

Analisando-se o pardmetro, quantidade de sal, individualmente, este
aponta grande influéncia na resposta analitica principalmente na SPME. Este
fato pode estar associado a diminuicdo da solubilidade do mentol na solucédo
pelo aumento da forca ibnica, tornando-o mais hidrofdbico, além disso, o
aumento da forca ibnica contribuiu significativamente para a estabilidade da
gota [27-29].

As interacGes dos pardmetros também mostraram efeito positivo na
estimativa dada pelo diagrama de Pareto, indicando que suas interagdes

apresentam influéncia na extracdo do mentol.

3.3.1 Andlise de Superficie de Resposta

Para determinacdo das condicfes adequadas para a quantificacdo

residual de mentol, foi empregada a analise por metodologia de superficie de
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resposta. Esta se baseia na constru¢do de modelos matematicos empiricos
que geralmente empregam funcgBes polinomiais lineares, quadraticos,
quadraticos puro ou de interacGes para descrever o sistema estudado dando
condicdes para otimiza-lo [30].

Os célculos estatisticos foram realizados usando-se o programa
Chemoface, os resultados encontram-se na Tabela 3. As analises da
qualidade do ajuste para as superficies de resposta avaliadas por anélise de
variancia para a SDME e SPME indicaram que a regressdo para ambas as
técnicas foi significativa para o0 modelo quadratico (Equacéo 1).

k Kk k-1 k
y=80+>bx + > bxZ+> D bix X +¢ )
i=1 i=1 i=1

i=1l <]

em que y é a resposta predita (area); f,, € 0 ponto de intersedo; Pj, O
coeficiente de interagdo, B;, 0 coeficiente linear, B, 0 coeficiente quadratico,
k, € o nimero de fatores, x; e X; sdo as variaveis referentes aos fatores e ¢, 0
erro associado com o modelo.

Os coeficientes do modelo e a respectiva significancia de cada
pardmetro estdo mostrados na Tabela 4. Todos os parametros, suas
interacOes e 0s termos ao quadrado apresentaram significancia com 95% de

confianca.



Tabela 4 Coeficientes e testes de significancia das varidveis obtidas para a

microextra¢do do mentol por SDME e SPME

Termo Coeficiente
SDME SPME SDME SPME
bo -4,5206 x10°  4,9845x10°  1,7239x10°  1,8331x10*
X1 2,6573x10"  -2,0385x107  9,3880x10°  1,2543x10™
X, 54782x10°  -5,1174x10°  2,8869x10° 0,0240
Xs 1,5871x10"  -2,8240x10’ 0,0022 0,0040
X*X, -1,5051x10°  -4,8982x10"  2,2508x10°  8,2043x10™
X *X;  1,6990x10°  1,2499x10°  7,0643x10°  5,0420x10™
X,*X;  1,1045x10°  2,0318x10°  4,1790x107° 0,0047
X1®>  -4,4049x10°  2,1711x10°  7,4587x10°  1,1866x10™
X22  -1,0459x10°  3,8710x10*  8,2681x10°  2,3326x10*
X32  -1,5424x10"  -4,8949x10°  6,0825x107 0,0023

X; = Temperatura; X, = Tempo de extra¢do; Xs; = Quantidade de sal

Este modelo é dado como adequado para as analises de mentol em
filés de peixe, uma vez que, os valores de coeficiente de determinacio (R?)
foram maiores que 80% e os valores de probabilidade de significancia (p)
menores que 5% para 0os métodos avaliados, conforme observado na Tabela
5[17, 18].
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Tabela 5 Resultados estatisticos da analise de variancia (ANOVA) do ajuste
dos dados ao modelo quadratico

SDME
SQ GL QoM F P
Regressdo  4,940™1 9 5,4890x10*  3,9453 0,0420
Residual 9,7388x10"* 7  1,3913x10™
Falta de 9,7386x10" 5 1,9477x10% 1,9101x10* 5,2352x10°
ajuste
Erropuro  2,0394x10° 2 1,0197x10%
Total 5,9140x10" 16
R? 0,8353
SPME
SQ GL QoM F P
Regressdo  1,2344x10® 9 1,3715x10"  3,9515 0,0418
Residual 2,4296x10% 7 3,4709x10%
Falta de 2,4289x10% 5  4,8577x10" 1,2324x10° 8,1096x10™
ajuste
Erropuro  7,8833x10° 2  3,9417x10%
Total 1,4773x10"° 16
R? 0,8355

A partir da escolha do modelo apropriado para analisar os dados,

foram obtidas as superficies de resposta das interacdes entre as variaveis

estudadas, ilustradas nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3 Graficos das superficies de respostas da area versus o efeito da
interacdo entre: A) temperatura e tempo de extracdo, fixando-se a quantidade
de sal em 3 g; B) quantidade de sal e temperatura de extracdo, fixando-se o
tempo de extracdo de 15 minutos e C) quantidade de sal e tempo de extragéo,
fixando-se a temperatura de 30°C, respectivamente para a técnica de SDME
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Figura 4 Graficos das superficies de respostas da area versus o efeito da
interacdo entre: A) temperatura e tempo de extracdo, fixando-se a quantidade
de sal em 3 g; B) quantidade de sal e temperatura de extracdo, fixando-se o
tempo de extracdo de 20 minutos e C) quantidade de sal e tempo de extracdo,
fixando-se a temperatura de 50°C, respectivamente para a técnica de SPME

Considerando-se a analise dos graficos de superficies de respostas
representados na Figura 3 envolvendo a interacdo entre os fatores, adotou-se
como condicOes de trabalho para a SDME, a temperatura correspondente a
30°C, tempo de extracdo de 15 minutos, empregando 3 g de sal para as
extragbes de mentol. Para a SPME, com base na Figura 4, as condigdes
otimizadas foram, a temperatura de 50°C, tempo de extracdo de 20 minutos,

empregando 3 g de sal, para a analise de mentol em filés de peixe.



209

3.4 Validagdo das metodologias desenvolvidas

A seletividade dos métodos analiticos foi avaliada comparando-se
cromatogramas da matriz isenta de mentol (extrato em branco), com
cromatogramas dos extratos da matriz fortificada com solucdo estoque de
mentol na concentragdo de 7,5 ug L™ e 10 pg L™ para as técnicas de SDME e
SPME, respectivamente. De maneira geral, p6de-se observar que a matriz de
peixe apresenta picos caracteristicos, que correspondem a sua composicao,
no entanto, ndo foram observados picos de interferentes no mesmo tempo de
retencdo do mentol. Desta forma, a seletividade dos métodos foi atendida.

Os intervalos lineares de trabalho empregados para verificacdo da
linearidade das metodologias desenvolvida para determinagéo residual de
mentol em peixes pelas técnicas de SPME e SDME foram de 0,47 a
120 pg L' e 1,56 a 480 g L, respectivamente. A partir destes intervalos
de concentragdo, foram construidas as curvas analiticas apresentadas na

Figura 5.
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As equacOes obtidas para o mentol pelo método dos minimos
quadrados da curva analitica foram y=0,50547x—0,14834 e
y =0,03749x + 0,00283, para as técnicas de SPME e SDME,
respectivamente, calculadas pela regressdo linear medindo-se a resposta do
detector (area) em funcdo da concentracdo. Analisando ambas as equacdes
obtidas pode-se inferir que a técnica de SPME apresentou maior
sensibilidade que a técnica SDME, uma vez que, a inclinacdo da reta da
curva analitica da SPME foi maior, indicando maior capacidade da técnica
em diferenciar dois valores de concentragdes proximas. Os coeficientes de
determinacgdo encontrados foram 0,9999 para a SPME e 0,9999 para a
SDME, mostrando forte correlagdo linear entre as concentracdes e as areas
em ambas as técnicas.

Os LD e LQ encontrados foram de 0,0056 e 0,0169 ug L™ para a
SDME e de 0,0074 e 0,0226 pug L™ para a SPME, respectivamente. Os
resultados obtidos para a precisdo intradia e interdia nas concentracdes de
7,5: 30 e 60 ug L™, expressos pelo coeficiente de variacdo (CV%) estdo
apresentados na Tabela 5 para ambas as técnicas de preparo de amostra. Os
resultados obtidos revelaram que 0s métodos propostos apresentaram
precisdo aceitavel.

Similar a precisao, a avaliacdo da recuperacdo também foi realizada
em trés niveis para a SPME e SDME (Tabela 6). Esses resultados indicaram
gue as metodologias desenvolvidas apresentaram exatiddo confiavel. Sendo
que, a faixa de recuperacdo recomendada por Ribani e colaboradores (2004)

[31] esta4 compreendida entre 70 e 110% para andlise residual.
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Tabela 6 Resultados obtidos para as precisdes intradia, interdia e
recuperacao avaliadas para a SPME e SDME
SPME SDME
Concentragéo (CV%) (CV%) (%) (CV%) (CV%) (%)
(ug L-l) * ok **k*%k * ok *k%k
7,5 2,602 3,328 91,4 1,200 3,325 93,3
+45 +3,1
30 0,735 1,996 103,7 2,447 4,363 93,9
+33 +49
60 0,772 1,558 86,9 1,331 4,116 94,1
+2,0 +4,6

*Precisdo intradia
**Precisdo interdia
***Recuperacao

3.5 Determinacéo de mentol em filés de surubim

O método validado foi aplicado na determinacdo residual em filés de

surubim anestesiados com mentol nas concentracbes de 3, 6, 9, 12 e

15x10*ug L™, nos tempos de abate pos-anestesia de 0, 3, e 6 horas. Estes

estagios de anéstesia foram seguidos conforme recomendagfes para essa

espécie [15], porém como pode ser observado nas Figuras 6A e 6B o tempo

de depuracgéo de 6 horas ndo foi suficiente para a total eliminag&o residual de

mentol para as concentragcGes administadas no processo de sedagdo. Apesar

do mentol ser um produto de origem natural, ainda é necessario mais estudos

gue possibilitem determinar o tempo de persisténcia deste farmaco no

organismo desses animais.
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Figura 6 Concentracfes residuais de mentol em filés de surubim
anestesiados nas concentracdes de 3, 6, 9, 12 e 15x10* pg L™, com tempos
residuais de 0, 3, e 6 horas apds a anestesia, utilizando técnicas de preparo de
amostras: A) SPME e B) SDME
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Ambas as técnicas utilizadas no preparo das amostras (SPME e
SDME) de peixes possibilitaram a determinacdo residual de mentol,
conforme pode ser observado na Figura 6. Analisando a figura é possivel
inferir que, quando empregada a SDME as concentracbes detectaveis de
mentol nos tecidos dos surubins foram maiores. No periodo residual de
6 horas, na menor concentracdo adiministrada (3x10*pgL™), foram
detectados 13,18 e 57,44 ug L™ utilizando as técnicas SPME e SDME,
respectivamente. Inferindo que, para total eliminacdo do mentol do tecido

dos peixes (surubim) é necessario um periodo residual superior a 6 horas.

Conclusoes

Em decorréncia da complexidade da amostra estudada, as técnicas
de SPME e SDME mostraram-se viaveis, por possibilitarem a analise do
mentol em modo headspace, eliminando possiveis interferentes a baixo
custo e com um consumo menor de solventes. As metodologias analiticas de
preparo de amostra propostas mostraram-se sensiveis e eficazes na extragdo
do composto em estudo, apresentando limites de deteccéo e quantificacdo de
0,0056 e 0,0169 pg L™ para a SDME e de 0,0074 e 0,0226 pg L™ para a
SPME, respectivamente, com precisdo e exatiddo aceitdveis nas faixas
lineares estudadas. De acordo com a OMS nenhum alimento deve conter
qualquer trago residual de compostos usados no processamento, com isso,
para se garantir que o produto a ser consumido esteja isento de mentol ainda
s80 necessarios estudos acerca do periodo de depuragdo do anestésico. Uma
vez que, no tempo de abate de 6 horas apOs a anestesia para a menor
concentragdo administrada (3x10°pg L™), foram detectadas concentragdes

consideraveis de mentol.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A andlise residual de compostos anestésicos em peixes,
principalmente em tilapia e surubim, peixes de maior produtividade e
potencial na piscicultura, € uma ferramenta importante para a definicdo de
protocolos que envolvam desde os parametros de aplicacdo de anestésicos
em peixes até o periodo de depuracdo antes do abate e processamento do
pescado, melhorando a qualidade do produto final.

O presente trabalho teve como foco principal o desenvolvimento de
métodos radpidos e de baixo custo que pudessem ser empregados na
determinagdo de mentol em matriz biolégica. Na qual, a complexidade da
matriz dificulta a obtencdo de extracdes quantitativas de compostos residuais
oriundos de processos de manejo, neste sentido, a utilizacdo de métodos de
extracdo e pré-concentracdo que possibilitem a limpeza da amostra
removendo os interferentes presentes na matriz é de suma importancia.

Desta forma, trés artigos foram destinados ao desenvolvimento de
métodos empregando as técnicas miniaturizadas de extragdo com gota Unica,
em fase solida e liquido-liquido dispersiva, aplicadas na determinacdo de
guantidades remanescentes do anestésico em filés de tilapia do Nilo. No
quarto artigo, as duas primeiras técnicas citadas foram aplicadas também em
filés de surubim. Os métodos desenvolvidos mostraram-se rapidos, sensiveis
e com grande potencial para a analise do composto presente em filés de
peixes.

Dentre as técnicas analisadas a DLLME foi a que apresentou maior
sensibilidade, no entanto, as demais técnicas apresentam vantagens
essenciais, a SDME demanda utilizacdo de pequenos volumes de solventes
organicos, a SPME apesar de apresentar custo um pouco mais elevado,
devido a necessidade da utilizacdo de fibras extratoras, que apresentam ainda

um custo relativamente alto, possibilita a realizacdo das analises de forma
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automatizada, devido a disponibilidade do auto-amostrador, 0 que néo
acontece com a SDME e a DLLME, onde tudo é realizado manualmente.



