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RESUMO

Desenvolvimento de métodos analiticos para extracao e pré-concentracao de

sulfonamidas totais em amostras de leite e carne bovina

As sulfonamidas sdo antimicrobianos sintéticos de baixo custo amplamente utilizados na
medicina veterinaria e humana para tratar doengas, controlar e prevenir infecgbes. O uso
indiscriminado destas substancias na medicina veterinaria pode levar ao aparecimento de residuos
nos alimentos em niveis inseguros a salde humana. Longos periodos de exposicdo as SAs podem
causar efeitos adversos como resisténcia bacteriana, problemas cardiacos, reacdes alérgicas e
disfuncdes hepaticas e digestivas. No intuito de promover a seguranca dos alimentos de origem
animal produzidos no Brasil, 0 Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento criou o Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria criou o Programa de Andlise de Residuos de Medicamentos
Veterindrios em Alimentos de Origem Animal. O limite maximo de residuos estabelecido no
Brasil para o somatorio de sulfametazina, sulfadimetoxina e sulfatiazol em alimentos de origem
animal como o leite e a carne bovina ¢ de 100 ppb (ug L™ ou pg kg™). A Unido Europeia considera
0 mesmo valor para o total combinado dos residuos de todas as substancias do grupo das
sulfonamidas. Seguindo os preceitos da Quimica Analitica Verde, este estudo visou avaliar a
microextracdo liquido-liquido dispersiva e microextracdo solido-liquido dispersiva como
alternativa as técnicas convencionais para a extragdo de sulfonamidas totais em amostras de leite e
carne bovina, respectivamente. Os procedimentos envolveram a reagdo colorimétrica necessaria a
determinag&o do analito em amostras de leite e carne bovina. Tal reacdo baseou-se na formagéo de
composto de cor rosa (sal imino) decorrente da condensacao entre o grupo amino das sulfonamidas
com o grupo carbonila do croméforo 4-dimetilaminocinamaldeido em meio acido na presenca de
surfactante. Posteriormente, para ambas as amostras, as microextra¢6es liquido-liquido dispersiva
e sélido-liquido dispersiva foram feitas utilizando 1-butanol como solvente extrator. As medidas
dos sinais analiticos para a determinagdo das sulfonamidas foram realizadas por meio de medidas
de imagens digitais através de aplicativo gratuito instalado em smartphone. Como resultado, para
amostras de leite, a resposta linear foi observada entre 50 e 1000 ug L™ para sulfonamidas totais,
descrita pela equacdo: Sinal analitico = 3,02 + 0,03 C (ug L™) (R* = 0,999). O coeficiente de
variagdo (n = 11; 250 pg L™ de sulfonamidas totais) e o limite de deteccéo foram estimados em
0,49% e 20 pg L™, respectivamente. Para 500 pL de amostra de leite, foram consumidos 49,00 mg
de &cido tricloroacético, 0,75 mg de 4-dimetilaminocinamaldeido, 17,00 mg de dodecil sulfato de
sodio, e 500 pL de 1-butanol, gerando apenas 3,75 mL de residuos por amostra. Método de adicéo-
recuperacgdo foram realizados com recuperagdes estimadas entre 88 e 100%. Os resultados obtidos
foram concordantes com procedimento de referéncia empregando cromatografia liquida de alta
eficiéncia com nivel de confianga de 95%. Para amostras de carne, a resposta linear foi observada
entre 33 e 233 pg kg* para sulfonamidas totais, descrita pela equagdo: Sinal analitico = 0,33 +
0,03 C (ug kg™ (R?=0,998). O coeficiente de variacdo (n = 11; 67 ug kg™ de sulfonamidas totais)
e o limite de deteccdo foram estimados em 0,63% e 10 pg kg™, respectivamente. Para 750 mg de
amostra de carne, foram consumidos 0,11 mg de 4-dimetilaminocinamaldeido, 2,60 mg de dodecil
sulfato de sddio e 275 pL de 1-butanol, gerando apenas 335 L de residuo por amostra. Método de
adic8o-recuperacdo foram realizados, obtendo-se de 71 a 100% de recuperacdo, indicando a
auséncia de efeitos de matriz, e demonstrando a precisdo do procedimento desenvolvido.

Palavras-chave: Microextracdo liquido-liquido dispersiva, Microextragdo sélido-liquido
dispersiva, Sulfonamidas, Alimentos de origem animal, Medidas de imagens digitais, Quimica
Analitica Verde



ABSTRACT

Development of analytical methods for extraction and pre-concentration of total

sulfonamides in milk and meat samples

Sulfonamides are low-cost synthetic antimicrobials that are widely used in both
veterinary and human medicine to treat diseases and control and prevent infections. The
indiscriminate use of these substances in veterinary medicine can cause the appearance of residues
in food at levels that are unsafe for human health. Long periods of exposure to sulfonamides can
cause adverse effects such as bacterial resistance, heart problems, allergic reactions, and hepatic
and digestive disorders. To promote the safety of food of animal origin produced in Brazil, the
Ministry of Agriculture and Supply created the National Plan for the Control of Residues and
Contaminants in Products of Animal Origin, and the National Health Surveillance Agency created
the Program for the Analysis of Residues of Veterinary Medicines in Food of Animal Origin. The
maximum residue limit established in Brazil for the total amount of sulfamethazine,
sulfadimethoxine and sulfathiazole in foods of animal origin such as milk and meat are 100 ppb
(ug L or pg kg™t). The European Union considers the same value for the combined total of
residues of all substances in the group of sulfonamides. Following the principles of Green
Analytical Chemistry, this study aimed to employ dispersive liquid-liquid microextraction and
dispersive solid-liquid microextraction as an alternative to conventional techniques for the
extraction of total sulfonamides in milk and meat samples, respectively. The procedures involved
the colorimetric reaction necessary to determine the analyte in milk and meat samples. This
reaction was based on the formation of a pink compound (imine salt) resulting from the
condensation between the amino group of sulfonamides and the carbonyl group of the
chromophore 4-dimethylaminocinnamaldehyde in an acidic medium in the presence of surfactant.
Subsequently, for both samples, dispersive liquid-liquid and dispersive solid-liquid
microextractions were performed using 1-butanol as extracting solvent. The measurements of the
analytical signals for the determination of sulfonamides were carried out through digital image
measurements through a free application installed on a smartphone. As a result, for milk samples,
a linear response was observed in the concentration range of 50-1000 pg L™ for total
sulfonamides, described by the following equation: Analytical signal = 3.02 + 0.03 C (ug L™) (R?
= 0.999). The coefficient of variation (n = 11; 250 pg L™ total sulfonamides) and the detection
limit were estimated to be 0.49% and 20 pg L™, respectively. For 500 uL of milk sample, 49.00
mg of trichloroacetic acid, 0.75 mg of 4-dimethylaminocinnamaldehyde, 17.00 mg of sodium
dodecyl sulfate, and 500 pL of 1-butanol were consumed, and the analysis generated only 3.75 mL
of residues per sample. Addition-recovery methods were performed with estimated recoveries
between 88 and 100%. The results agreed with the reference procedure by high performance liquid
chromatography with a confidence level of 95%. To meat samples, a linear response was observed
in the concentration range 33-233 ug kg™ for total sulfonamides, described by the following
equation: Analytical signal = 0,33 + 0,03 C (ug kg™) (R? = 0.998). The coefficient of variation (n
=11; 67 pg kg™ of total sulfonamides) and the detection limit were estimated to be 0.63% and 10
ug kg™, respectively. For a 750 mg meat sample, 0.11 mg of 4-dimethylaminocinnamaldehyde,
2.60 mg of sodium dodecyl sulfate, and 275 pL of 1-butanol were consumed, and the analysis
generated only 335 pL of residue per sample. Addition-recovery methods were performed
resulting 71 to 100% recovery, indicating the absence of matrix effects, and demonstrating the
precision of the developed procedure.

Keywords: Dispersive liquid-liquid microextraction, Dispersive solid-liquid microextraction,
Sulfonamides, Product of animal origin, Digital images measurement, Green Analytical Chemistry
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Associacdo Brasileira da Industria de Leite Longa Vida
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Eletroforese Capilar com Detecgédo Ultravioleta

Centro de Inteligéncia da Carne Bovina

Companhia Nacional de Abastecimento

Brometo de Cetiltrimetilamonio

Detector de Arranjo de Diodos

Brometo de Didodecildimetilaménio

Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva

Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva baseada na Solidificagdo de
uma Gota Organica Flutuante

Dose de Referéncia Aguda

Microextracdo Solido-Liquido Dispersiva

Extracdo em Fase Sélida Dispersiva

Brometo de Dodeciltrimetilamonio

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria

Organizacao para Alimentacao e Agricultura

Anélise por Injecdo em Fluxo

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
Microextragdo em Fase Liquida com Fibra Oca

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada com Detec¢do por
Fluorescéncia

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada com Detecgdo por
Ultravioleta

Ingestdo Diaria Aceitavel
Insumos Farmacéuticos Ativos
Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva com Liquido 16nico

Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva Assistida por Micro-ondas a
base de Liquido I6nico



LC-MS/MS

LD

LDS-SD-DLLME

LED

LLE
LLE-LTP
LMR

LPME
LT-DLLME
MA-DLLME
MAPA

MIL-DLLME

MS
MSPD
OECD
OMS
ONU
PABA

PAMVet

p-DAC
PGE
PIB
PLE

PNCRC Animal

PSA
QUEChERS
RP-HPLC-FL
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massa em tandem

Limite de Detecgédo

Microextracdo Liquido-Liquido Dispersivo de Desemulsificagdo a base de
Solvente de Baixa Densidade

Diodo Emissor de Luz

Extracdo Liquido-Liquido

Extracdo Liquido-Liquido com Particdo a Baixa Temperatura

Limite M&ximo de Residuo

Microextracdo em Fase Liquida

Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva de Baixa Toxicidade
Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva Assistida por Micro-ondas
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva Assistida por Liquido l6nico
Magnético

Ministério da Saude

Dispersdo da Matriz em Fase Solida

Organizacéo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
Organizacdo Mundial da Saude

Organizacédo das Nagdes Unidas

Acido p-Aminobenzdico

Programa de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos de Origem Animal

p-Dimetilaminocinamaldeido
Eletrodo de Grafite Pirolitico
Produto Interno Bruto
Extracdo Liquida Pressurizada

Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de
Origem Animal

Amina Primaria e Secundaria
Rapido, Facil, Barato, Eficaz, Robusto, Seguro

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa com Detec¢édo
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RP-HPLC-PDA

SA
SA-DLLME
SDME

SDS

SDX

SMD

SMZ

SPE

SPME

STZ

TCA

TLC
UA-DLLME

UA-IL-DLLME

UHT
USDA
VA-DLLME

de Fluorescéncia

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa com Detec¢édo
por Arranjo de Fotodiodos

Sulfonamida

Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva Assistida por Surfactante
Microextracio de Gota Unica

Dodecil Sulfato de Sodio

Sulfadimetoxina

Dispositivo Montado em Superficie

Sulfametazina

Extracdo em Fase Sdélida

Microextracdo em Fase Sélida

Sulfatiazol

Acido Tricloroacético

Cromatografia de Camada Delgada

Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva Assistida por Ultrassom

Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva com Liquido 16nico Assistida
por Ultrassom

Ultra-high Temperature
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos

Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva Assistida por VVortex
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1. INTRODUCAO

A pecuaria bovina é um dos principais setores do agronegdécio brasileiro. O Brasil
possui 0 maior rebanho comercial do mundo, sendo o maior exportador de carne bovina,
segundo maior produtor de carne e terceiro maior produtor de leite (IBGE, 2020).

O leite é uma das commodities agropecudrias mais importantes do mundo. Todos 0s
dias, bilhdes de pessoas no mundo consomem leite nas mais diversas formas e, por esta razéo,
este alimento representa importancia econémica como fonte de renda e sobrevivéncia para
grande parte da populacdo mundial, além de ser uma fonte vital de nutricdo (SIQUEIRA,
2019b). Com o volume de 34,8 bilhdes de litros produzidos em 2019, o Brasil é, atualmente, o
terceiro maior produtor mundial de leite e derivados, permanecendo atras apenas dos Estados
Unidos e india (SILVA, 2019). Com aproximadamente 1 milh&o de produtores nacionais, a
indUstria leiteira movimenta mais de R$ 100 bilhGes de reais ao ano, gerando mais de 4
milhdes de empregos (MAPA, 2021). No Brasil, a indlstria de laticinios é o segundo
segmento mais importante da indastria de alimentos. Os niveis de consumo variam
consideravelmente entre os paises e sdo influenciados principalmente pela situacdo
socioecondémica e cultural. O consumo aparente per capita em 2018 foi de 166,4 litros

habitante ano™

, valor dentro do consumo recomendado para paises desenvolvidos
(EMBRAPA, 2021a; FAO, 2013). Em relacdo a producdo, comercializacdo e consumo de
carne bovina, o Brasil estd entre um dos mais importantes produtores e exportadores no
mundo — resultado de décadas de investimento em tecnologia e melhoramento genético. A
alta na produtividade e na qualidade do produto brasileiro o tornou competitivo, chegando ao
mercado de mais de 150 paises (EMBRAPA, 2021a).

Em 2015, o Brasil se posicionou com o maior rebanho (209 milhdes de cabecas), o
segundo maior consumidor (38,6 kg hab™ ano™) e o segundo maior exportador (1,9 milhdes
toneladas) de carne bovina do mundo, tendo abatido mais de 39 milhdes de cabecas. Apesar
do pais ter sofrido crise econdbmica nos Ultimos 3 anos em decorréncia da pandemia da Covid-
19, inflacionando o preco da carne bovina, ainda se mantém entre os maiores produtores e
exportadores de carne bovina do mundo. Em 2020, deteve o maior rebanho bovino do mundo
com 374,8 milhdes de cabecas e, em 2021, foram produzidas 61,2 milhdes de toneladas de
carne bovina (CICARNE, 2021; EMBRAPA, 2021b). De modo geral, a exportacéo de carne
bovina representa 3% das exportacGes brasileiras, com faturamento de 6 bilhGes de reais.

Representa 6% do Produto Interno Bruto (PIB) ou 30% do PIB do Agronegdcio, com
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movimento superior a 400 bilhdes de reais, que aumentou em quase 45% nos Ultimos 5 anos
(EMBRAPA, 2020).

Para que o Brasil possa aproveitar o favoravel cenéario de crescimento da indudstria de
laticinios e de produtos carneos, decorrente do aumento do consumo interno e da demanda
externa, alguns desafios importantes como o aumento da qualidade e seguranga dos produtos
finais devem ser superados (MAPA, 2014). Um dos fatores que impede de atingir mercados
mais exigentes € a presenca de residuos de medicamentos veterinarios em produtos de origem
animal, como o leite, carne, ovos e mel (MAPA, 2014).

Os antimicrobianos, como as sulfonamidas (SAs), sdo agentes bacterianos sintéticos
baratos, amplamente difundidos na medicina veterinaria para prevencdo e tratamento de
doencas infecciosas e como suplementacdo alimentar para o crescimento animal, visando o
aumento da produtividade agropecuaria (FERNANDES et al., 2015; MAMANI, 2007). As
SAs sdo resistentes as altas temperaturas (processo de pasteurizagdo, ultra pasteurizacéo,
cozimento e fritura), e podem ser excretadas no leite e no tecido animal. Desta forma, a longa
exposicdo humana dada pela ingestdo continua de alimentos contendo residuos de SAs pode
proporcionar sérios riscos a saude (ALABURDA et al., 2007; DMITRIENKO et al., 2014;
MACEDO, 2012; MARTINS et al., 2014; MONTANARO, 1998; RANG et al., 2016). O
desenvolvimento de problemas cardiacos, disfuncdes hepaticas e digestivas e reacoes
alérgicas, tais como dermatites, urticérias, rinites e asma brénquica sdo alguns dos efeitos
adversos. Além disso, em casos mais graves, as SAs podem apresentar potencial
carcinogénico, além de acarretar resisténcia microbiana pelo organismo (AGARWAL, 1992a;
BRINKMANN, 2014; MONTANARO, 1998).

Diante da importancia econémica do setor agropecuario no Brasil, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) desenvolveram programas para a fiscalizacdo e o monitoramento de condi¢bes
sanitarias que assegurem a seguranca alimentar dos consumidores. O Programa de Anélise de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet) da
ANVISA e o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de
Origem Animal (PNCRC Animal) do MAPA sdo responsaveis por verificar a eficacia dos
autocontroles adotados pelo setor industrial e por avaliar residuos de medicamentos
veterinarios em leites, carnes, pescados, ovos e mel disponiveis para exportagdo e consumo,
evitando possiveis ameacas a saude da populacdo. A Instrucdo Normativa N° 51, de 19 de
dezembro de 2019 estabelece uma lista de limites maximos de residuos (LMR) de

medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal (MAPA, 2019). O LMR ¢ a
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méxima concentracdo de residuos (expressa em pg L™ ou pg kg™?) aceitavel em alimento e
que ndo apresenta riscos para a saude humana. Internacionalmente, o Conselho da
Comunidade Européia estabelece o LMR em 100 pg L™ ou pg kg™ para o somatério de
sulfametazina (SMZ), sulfadimetoxina (SDX) e sulfatiazol (STZ) permitidos em alimentos de
origem animal, incluindo o leite, a carne e todos os tecidos-alvo (mdsculo, tecido adiposo,
figado e rim) (COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 1990). No Brasil, a
competéncia para estabelecer o LMR em alimentos de origem animal é do Ministério da
Saude por meio da ANVISA, que estabelece o0 mesmo valor recomendado pela Unido
Européia (ANVISA, 2003).

Em grande parte das analises quimicas, o pré-tratamento de amostra é uma etapa
muito importante da sequéncia analitica, sobretudo nas analises em que os analitos sao
encontrados em baixissimas concentragdes (g kg™ a ng kg™?). Nesta etapa, objetiva-se a
eliminacdo dos interferentes, a extracdo e a pré-concentracdo dos analitos para deteccdo e
quantificacdo de forma precisa (BURATO et al., 2020; FERREIRA et al., 2012; REZAEE et
al., 2006). Para alcancar bons resultados, 0 método de preparo de amostra deve ser rapido,
economicamente viavel, eficiente, sensivel e seletivo (OUYANG; PAWLISZYN, 2006;
PLOTKA-WASYLKA et al., 2015). Para andlise de residuos de SAs em alimentos de origem
animal, o pré-tratamento de amostras geralmente emprega solventes organicos tdxicos, como:
acetonitrila, acetato de etila, diclorometano, cloroférmio ou acetona (DMITRIENKO et al.,
2014; FERNANDES et al., 2015).

De acordo com a literatura, nos ultimos anos tem-se optado pelo desenvolvimento de
métodos de preparo de amostras miniaturizados, mais praticos, limpos e econémicos, nos
quais sdo empregados pequenos volumes de amostras, solventes e reagentes (ABDALLAH et
al., 2014; BANAN et al., 2022; BURATO et al., 2020; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2018;
SANDRA; DAVID; VANHOENACKER, 2008). Os solventes organicos potencialmente
toxicos tém sido substituidos por solventes menos agressivos ecologicamente. De acordo com
os principios da Quimica Analitica Verde, a miniaturizacdo do método de extracdo liquido-
liqguido (LLE) busca reduzir significativamente o volume de solventes nocivos ao meio
ambiente e a saude humana (ANDRUCH et al.,, 2013; KIAROSTAMI et al., 2014;
KOCUROVA et al., 2012; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; SHI et al., 2014).

Arthur e Pawliszyn (1990) introduziram métodos miniaturizados, como a
microextracdo em fase liquida (LPME), que utilizam poucos microlitros de solventes,

evitando perdas nas etapas de extragdo e concentracdo da amostra e gerando resultados
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quantitativos em baixas concentra¢fes analiticas (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990). Para
aplicar metodologias mais eficientes em analises ambientais, biolégicas e de alimentos,
Rezaee et al., (2006) desenvolveram a microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) —
um método de preparo de amostras barato, rapido e eficiente para extracdo com alto potencial
de aplicacéo direta em campo (ASENSIO-RAMOS et al., 2011; HERRERA-HERRERA et
al., 2010; REZAEE et al., 2006; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; SARAFRAZ-YAZDI,
AMIRI, 2010; SARAJI; BOROUJENI, 2014). O método DLLME envolve a injecdo de um
pequeno volume de solvente extrator e dispersor na amostra com auxilio de uma
microseringa, formando duas fases imisciveis (fase aceptora: solvente extrator; fase doadora:
fase aquosa) (BURATO et al., 2020; CRUZ-VERA et al., 2009; KABIR; LOCATELLI,
ULUSOY, 2017). Na DLLME, altos fatores de enriquecimento podem ser obtidos visto que a
razdo entre os volumes da fase aceptora e doadora € da ordem de microlitros e mililitros,
respectivamente (HUO et al., 2011; REZAEI et al., 2008; ZANG et al., 2009).

Inimeras metodologias baseadas em técnicas cromatogréaficas tém sido amplamente
utilizadas para a deteccdo analitica. Estas técnicas sdo automatizadas, mais sensiveis e
precisas e permitem a determinacdo simultanea de analitos em matrizes complexas. No
entanto, esses métodos sd80 ONerosos € morosos Pois empregam maiores quantidades de
solventes, alem de exigir experiéncia operacional do analista (ARROYO-MANZANARES;
GAMIZ-GRACIA; GARCIA-CAMPANA, 2014; BERIJANI et al., 2006; BITAS et al., 2018:
KECHAGIA et al., 2017; LOPES et al., 2013; QUIGLEY; CUMMINS; CONNOLLY, 2016;
SU et al., 2008).

A determinacdo de analitos com base em medidas por imagens digitais associada a
procedimentos de extragdo miniaturizados tem sido atraente alternativa aos métodos
convencionais. As medidas por imagens digitais baseiam-se na analise colorimétrica através
da digitalizacdo de imagens em aparelhos como smartphones e cameras digitais. Em
comparacdo com as cameras digitais, 0os smartphones sdo leves, portateis e amplamente
utilizados como ferramentas de captura de imagens. A possibilidade de se utilizar aplicativos
gratuitos nestes aparelhos permite a determinacdo analitica através da relagdo entre os dados
de imagem obtidos e a concentracdo do analito (FAN et al., 2021; KWON; PARK, 2017,
LIMA; NASCIMENTO; ROCHA, 2017; RATENI; DARIO; CAVALLO, 2017).

Uma vez que diversos residuos de medicamentos veterinarios utilizados na producgéo
animal podem estar presentes em alimentos destinados ao consumo humano, o
desenvolvimento de métodos miniaturizados e ecologicamente adequados tem se tornado cada
vez mais importante (FERNANDES et al.,, 2015; KECHAGIA; SAMANIDOU, 2017;
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MACEDO, 2012; QUIGLEY; CUMMINS; CONNOLLY, 2016; SANTOS, 2015). Além
disso, as insuficientes publicacdes de trabalhos académicos quanto analises de SAs em leite e
carne bovina por meio de metodologias miniaturizadas, como as microextracbes DLLME e
solido-liquido dispersiva (DSLME) assistidas por medidas de imagens digitais, incentivam o
desenvolvimento de pesquisas inovadoras. Diante do exposto, este trabalho objetiva a
aplicacdo das DLLME e DSLME como metodologias alternativas limpas, seguras e eficazes

no preparo de amostras para a extracdo de SAs totais em amostras de leite e carne bovina.
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2. OBJETIVOS

De modo alternativo aos métodos convencionais, este trabalho visou o
desenvolvimento de métodos analiticos simples, rapidos, limpos, economicamente viaveis e
eficientes para a extracOes e determinagbes de sulfonamidas totais em amostras de leite e

carne bovina.

2.1. Objetivos especificos

e Desenvolvimento de método analitico baseado na DLLME e na DSLME para
a extracdo e pré-concentragdo dos farmacos SMZ, SDX e STZ em amostras
de leite e carne bovina provenientes do comércio local de Piracicaba, SP;

e Determinacdo e quantificagdo dos analitos através de medidas de imagens
digitais pelo canal G do sistema RGB empregando aplicativo de celular

gratuito instalado em smartphone;

e Comparacdo dos resultados obtidos com os limites maximos de residuos de
sulfonamidas totais em amostras de leite e carne bovina regulamentados pelo
MAPA e ANVISA.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Leite e carne bovina

Estando entre os 5 produtos alimenticios mais comercializados, o leite é uma das
commodities agropecuérias mais importantes do mundo, tanto em volume quanto em valor.
Cerca de 1 bilh&o de pessoas no mundo, 10% da populacdo mundial, depende diretamente da
producdo leiteira para subsisténcia. Deste montante, 600 milhdes de pessoas vivem em 133
milhGes de fazendas leiteiras ao redor do mundo (GDP, 2017).

Considerado um dos produtos mais versateis da agroindustria alimenticia, o leite
pode dar origem a diversos alimentos como queijo, requeijdo, creme de leite, leite
condensado, iogurtes, etc. Além da importancia econdmica como fonte de renda e
sobrevivéncia para a populacdo mundial, o leite e seus derivados também sdo fontes vitais de
nutrientes. O leite é importante para o desenvolvimento humano por contribuir com
significativas concentragdes de micro e macronutrientes de alta qualidade, como célcio,
magnésio, selénio, proteinas, gorduras, lactose, aminoacidos, riboflavina e vitaminas A, B5,
B12 e D, além de ser um produto de valor acessivel a populacdo (FAO, 2013; SIQUEIRA,
2019b).

Com faturamento de R$ 68,7 bilhGes de reais em 2018, a industria brasileira de
laticinios é o segundo segmento mais importante do setor industrial de alimentos no pais,
ultrapassando as industrias de café, chd, cereais e agucar, e ficando atras apenas do setor de
carne e derivados (ABIA, 2017). A producdo nacional de leite bovino em 2018 atingiu a
marca de 23,74 bilhdes de litros, distribuidos regionalmente entre Sudeste (9,35 bilhdes), Sul
(8,93 hilhdes), Centro-Oeste (3,07 bilhdes), Nordeste (1,36 bilhGes) e Norte (1,01 bilh&o)
(EMBRAPA, 2021a).

Em 2019, os dez maiores produtores mundiais de leite bovino produziram juntos
389,4 bilhdes de litros, o que representa 55% do total de leite no mundo (SILVA, 2019). Em
2020, ano de inicio da pandemia da Covid-19, a produgdo mundial de leite bovino foi
estimada em 532,3 bilhdes de litros, 1,5% superior a 2019 (524,3 bilhdes) e 6,7% superior a
2016 (498,6 bilhdes) (EMBRAPA, 2021a).

O Brasil, por sua vez, ocupou o terceiro lugar de maior produtor de leite e derivados
do mundo com volume de 34,8 bilhdes de litros produzidos, representando 4,74% da
producdo mundial, com indice de produtividade média de 1.963,11 litros animal™ ano™

(SILVA, 2019). Segundo o Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, o Brasil
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possui mais de 1 milhdo de produtores (predominantemente pequenas e médias propriedades
de agricultores familiares). A industria leiteira no pais movimenta mais de R$ 100 bilhdes de
reais ao ano, gerando mais de 4 milhGes de empregos (MAPA, 2021).

O leite é o alimento mais procurado pela populacdo (45% do total) e, dentre os
produtos lacteos mais consumidos destacam-se lacteos frescos (leite, iogurte, leite
fermentado, etc.), manteiga, queijos e leite em pd. De acordo com a Plataforma Global de
Laticinios, séo consumidos em média cerca de 44,44 litros de leite habitante™ ano™ no mundo
(GDP, 2017).

No Brasil, a taxa de consumo de leite e derivados cresceu mais de 60% desde 1990,
sendo o leite longa vida um dos produtos mais consumidos (ABLV, 2018). A Embrapa Gado
de Leite estima que, em 2018, o brasileiro consumiu em média 166,4 litros de leite no ano, o
que corresponde a 455 mL pessoa™ dia™® (ou 2 xicaras de leite pessoa™ dia™) (EMBRAPA,
2021a). A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e a Organizacdo para Alimentacdo e
Agricultura (Food and Agricultural Organization — FAO) afirmam que, dado a divergéncia
socioeconémica, cultural, disponibilidade de alimentos e habitos alimentares, ndo ¢é
apropriado fornecer recomendacdes globais para alimentos individuais, exceto onde haja
evidéncia cientifica suficiente para fazer tal recomendacdo (como é o caso das frutas e
vegetais) (SIQUEIRA, 2019a). Apesar de ndo haver recomendacao especifica de consumo de
leite e derivados para o Brasil, 0 consumo per capita brasileiro de leite e derivados (455 mL
dia™®) esta alinhado ao valor recomendado pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) e
FAO para varios paises do mundo (400 a 800 mL dia™ dependendo da faixa etaria) (FAO,
2013).

No quarto trimestre de 2020, a aquisicao de leite cru feita pelos estabelecimentos que
atuam sob algum tipo de inspecdo sanitaria (Federal, Estadual ou Municipal) foi de 6,75
bilhdes de litros, equivalente a 1,1% de aumento em relacdo ao quarto trimestre de 2019, e de
4,0% em comparagdo com o trimestre imediatamente anterior. Apesar dos impactos
econémicos causados pela pandemia da COVID-19, esse resultado representa um recorde,
considerando todos os trimestres da série historica da pesquisa, iniciada em 1997 (IBGE,
2020).

A carne bovina também é um alimento de grande importancia econémica e
nutricional. E uma das variedades de carne mais consumida na Europa, nas Américas e na
Australia, e muito importante na alimentacdo de populagbes da Africa, Asia Oriental e
Sudeste Asiatico. Além de conter elevados teores de proteina de alta qualidade, a carne

bovina € rica em &cidos graxos essenciais, em vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina,
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niacina, acido félico e pantoténico, e vitaminas B6 e B12), em minerais (K, P, Mg, Fe e Zn) e
em aminoacidos essenciais.

Em 2020, o Brasil deteve o maior rebanho bovino do mundo, representando 24,7%
do rebanho mundial com 374,8 milhdes de cabecas, seguido pela india, com 190 milhdes de
cabecas (EMBRAPA, 2021b). Segundo o Departamento de Agricultura Norte-Americano, em
2021, o rebanho mundial de bovinos cresceu 0,7% em relagéo a 2020, representando o0 maior
patamar de crescimento desde 2009 (USDA, 2021).

Em relacdo a producdo, de acordo com o Centro de Inteligéncia da Carne Bovina da
Embrapa, atualmente o Brasil é o segundo maior produtor mundial de carne bovina, tendo
produzido o equivalente a 61,2 milhdes de toneladas de carcacga de carne bovina em 2021, o
que representa 16,8% do volume global produzido, e aumento de 1% em relagdo a 2020. No
ranking mundial, o Brasil se mantém na segunda posi¢do em volume global, situando-se entre
os Estados Unidos (21,3%) e a Unido Européia (12,5%). Para 2022, estima-se que a producgéo
brasileira de carne bovina possa ter crescimento de 4,6% em relacdo ao ano de 2021
(CICARNE, 2021).

Em termos de exportacdo, de acordo com a Secretaria de Comércio Exterior, do
Ministério da Economia e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria do MAPA, o Brasil
foi 0o maior exportador de carne bovina do mundo em 2020, com 2,2 milhdes de toneladas
comercializadas, equivalentes a 8,48 bilhdes de ddlares (EMBRAPA, 2021b). Segundo 0 mais
recente relatério “Pecudria e Aves: Mercados e comércio mundial”, elaborado pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, o progndéstico para 2022 é que o Brasil
exporte 2,68 milhdes de toneladas de carne bovina, movimentando receita de 10,33 bilhGes de
dolares. Caso se concretize, o volume exportado poderd ser o maior ja realizado pelo Brasil,
batendo o recorde de 2020 (USDA, 2021). Projec6es da Organizacdo para o Desenvolvimento
da Cooperacdo Econémica prevé o aumento de 1,28% ao ano na producdo mundial de carne
bovina, atingindo 79,3 milhdes de toneladas até 2027. Para o Brasil, o crescimento na
producéo tende a prevalecer, mantendo o pais entre os principais produtores de carne bovina
do mundo (OECD/FAOQ, 2020).

Os costumes e hébitos alimentares da populacdo mundial tem mudado ao longo das
décadas e, o consumo de carne bovina, por sua vez, tem ganhado cada vez mais espago nas
mesas dos consumidores. Apesar disto, o grande interesse do Brasil em se manter entre 0s
cinco maiores produtores e exportadores mundiais de carne bovina, torna o produto interno

mais caro e pouco acessivel a populacdo de media e baixa renda. Outro fator que influencia
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diretamente no valor da carne bovina é a baixa incidéncia de chuvas dos ultimos anos que tem
causado aumento nos pregos do milho e soja (usados também como suplementagdo animal) e
dos defensivos e fertilizantes agricolas. Com isso, a disponibilidade da carne no cardapio de
grande parte das familias brasileiras socioeconomicamente vulneraveis vem diminuindo;
sobretudo para aquelas que tém enfrentado a elevada taxa de desemprego desde o inicio da
pandemia.

Comparando com os ultimos 50 anos, a quantia de 34 milhdes de toneladas de carne
bovina consumidas por 3,7 bilhdes de pessoas em 1970, foi para 59 milhdes de toneladas em
2019, abastecendo 7,6 bilhdes de habitantes. Em func&o do crescimento da populagdo mundial
que praticamente duplicou no mesmo periodo, percebe-se reducdo do consumo per capita
(CICARNE, 2021). Nos ultimos 3 anos em decorréncia da pandemia da Covid-19, a reducao
no consumo se intensificou. Com queda de 2%, foram consumidos em 2021 no Brasil, 5,24
milhdes de toneladas de carne bovina — o menor indice em 12 anos (MOTA, 2021). Segundo
a Companhia Nacional de Abastecimento, o consumo individual de carne bovina em 2021 no
Brasil foi de 26,5 kg hab™ — a menor quantidade em 25 anos. Em comparacdo com 2006,
época em que o consumo médio foi de 42,8 kg hab™, o decréscimo chegou a 40% em 2021
(CONAB, 2021).

Com a retomada das atividades presenciais e a geragao paulatina de novos empregos
associadas a melhora do cenario econémico e financeiro do pais devido ao controle
epidemioldgico da Covid-19, a previsdao para 2022 é de que haja aumento de 1,1% no
consumo interno de carne bovina, chegando a 7,14 milhGes de toneladas, o que

corresponderia em 73,2% do total da carne bovina produzida no pais (USDA, 2021).

3.2. Antimicrobianos

Caracterizados como bacteriostaticos e/ou bactericidas, 0s antimicrobianos sao
compostos naturais ou sintéticos que atuam sobre as bactérias inibindo a reproducdo ou
causando destruicdo (FERNANDES et al., 2015; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010;
RANG et al., 2016). Entre os variados tipos de antimicrobianos, destacam-se o0s
quimioterapicos e os antibidticos. Conceitualmente, os quimioterapicos sdo oriundos de
substancias produzidas em laboratdrio e os antibioticos séo produzidos parcial ou totalmente
por seres vivos (grande parte por fungos do género Streptomyces e alguns do género

Penicillium e Cephalosporium).
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Ap6s Paul Ehrlich, em 1910, ter sido o pioneiro a conjecturar que uma substancia
quimica poderia afetar a proliferacdo de microrganismos em concentra¢des inofensivas para o
hospedeiro, Gerhard Domagk, em 1935, deu origem a nova classe de antibidticos sintéticos
como as SAs, antimicrobianos bacteriostaticos utilizados como primeira classe contra
infeccbes sistémicas, marcando o inicio da era moderna da quimioterapia antimicrobiana
(SANTOS, 2015).

Os antimicrobianos na medicina veterinaria tém sido usados para (i) tratar infecdes
bacterianas (terapéutico), (ii) prevenir doencas causadas pela presenca de organismos
patogénicos (profilatico) e (iii) melhorar a taxa de crescimento ou conversdo alimentar
(promotores de crescimento). No entanto, muitas discussdes no meio cientifico tém
evidenciado o desenvolvimento de resisténcia bacteriana em decorréncia do uso excessivo
dessas substancias e da presenca de residuos antimicrobianos em alimentos, oferecendo riscos
toxicologicos e microbiolégicos tanto para o animal quanto aos seres humanos (BEVIL, 1984;
MONTANARO, 1998; STUMPF et al., 1999). O uso de antimicrobianos na cadeia produtiva
animal para o tratamento de doencas infecciosas como mastites em gado leiteiro e a utilizacdo
de medicamentos na alimentacdo animal como suplemento de dietas, tém proporcionado a

presenca de residuos de antimicrobianos no leite e na carne bovina.

Segundo o Decreto N° 8.840, de 24 de agosto de 2016, os medicamentos veterinarios

sdo classificados como:

Toda substancia quimica, bioldgica, biotecnolégica ou preparacdo
manufaturada cuja administracdo seja aplicada de forma individual ou
coletiva, direta ou misturada com os alimentos, destinada a prevengdo, ao
diagndstico, a cura ou ao tratamento das doengas dos animais, incluindo os
aditivos, suplementos promotores, melhoradores da producdo animal,
medicamentos, vacinas, antissépticos, desinfetantes de ambiente e de
equipamentos, pesticidas e todos os produtos que, utilizados nos animais ou
no seu habitat, protejam, restaurem ou modifiquem suas funcdes organicas e
fisiologicas, ou também os produtos destinados ao embelezamento dos
animais. (BRASIL, 2016).

Os medicamentos veterinarios sdo agentes antimicrobianos — popularmente
chamados de antibiéticos — mundialmente empregados tanto para a prevencao e tratamento de
doencas como mastite, pneumonia, desinteria, artrite e infecgdes genitais e oftalmicas, quanto
para melhorar a eficiéncia alimentar a fim de estimular a taxa de crescimento, controlar a taxa

de reproducdo e diminuir os indices de morbidez e mortalidade na produgdo animal
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(DENOBILE; NASCIMENTO, 2004; SANTOS, 2015). Os farmacos usados na medicina
veterindria sdo caracterizados de acordo com o mecanismo de acdo exercendo agdes
profilaticas e terapéuticas como antimicrobiana, antiparasitaria, inseticida, fungicida e
sedativa que, por consequéncia, resulta em rebanhos mais saudaveis, maior disponibilidade de
alimentos de origem animal para o consumo humano, ganhos econdmicos para os produtores
e menor risco para saide humana (MACEDO, 2012; SANTOS, 2015).

Entretanto, o uso inadequado e indiscriminado destas substancias na pecuaria
(administracdo de medicamentos ilegais ou em doses superiores as recomendadas) pode levar
ao aparecimento de residuos de antibidticos nos alimentos em niveis inseguros a salde
humana. A longo prazo, a presenca de medicamentos veterinarios na dieta humana pode
acarretar, efeitos adversos, como problemas cardiacos, disfuncdes hepéticas e digestivas e
reacOes alérgicas como dermatites, urticarias, rinites e asma brénquica (MACEDO, 2012). As
preocupacles quanto a exposicdo referem-se principalmente ao potencial carcinogénico de
alguns antibioticos, como as SAs (MONTANARO, 1998). Além disso, a utilizacdo recorrente
de antimicrobianos pode acarretar resisténcia microbiana tanto em animais, quanto em seres
humanos, dificultando a acdo terapéutica desses medicamentos (AGARWAL, 19923;
BRINKMANN, 2014; MONTANARO, 1998).

A seguranga na qualidade de alimentos de origem animal como o leite e a carne
bovina depende do controle e monitoramento de microrganismos patogénicos potencialmente
capazes de transmitir infeccOes, e da fiscalizacdo da presenca de residuos de medicamentos
veterinarios no produto final. Durante a criacdo animal, deve-se atentar com a administracdo
correta dessas substancias, pois o uso inadequado pode levar ao surgimento de residuos
antimicrobianos no leite e na carne que, além de serem nocivos a salide humana a longo
prazo, prejudica o processo industrial de seus derivados e, consequentemente, causando Sérios
danos econémicos para o pais (DENOBILE; NASCIMENTO, 2004). Vale ressaltar que, em
alimentos como o leite e derivados, os residuos de medicamentos veterinarios séo dificeis de
serem removidos, uma vez que 0s processos de pasteurizacdo, fervura ou esterilizacdo nao séo
suficientes para eliminar tais substancias (MONTANARO, 1998). Portanto, a regulamentacao
dos indices maximos permitidos de residuos para cada alimento é imprescindivel para o
controle e atendimento as boas praticas veterinarias, certificando produtos seguros e de
qualidade para o consumidor (MARTIN, 2015).

O campo do monitoramento e regulamentacdo de normas foi expandido em
decorréncia do processo de industrializagdo. A construcdo de centros de pesquisas

laboratoriais voltados para saude puablica, permitiu o exercicio da Vigilancia Sanitaria. A
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crescente producdo mundial e industrial de alimentos e medicamentos foi acompanhada de
dendncias publicas cada vez mais recorrentes quanto ao uso excessivo de conservantes e a
adulteracdo e falsificacdo de produtos, demonstrando o interesse popular em buscar medidas
de protecdo a salde e na expanséo da legislacdo regulamentadora (SANTOS, 2015).

No Brasil, a ANVISA e o MAPA dispbem de programas que prezam pela
manutenc¢do das boas praticas na producéo e inspe¢do de produtos da cadeia produtiva animal
disponiveis para consumo.

No intuito de promover a seguranca dos alimentos de origem animal produzidos no
pais, a ANVISA, pela Resolucdo n° 253 de 16 de setembro de 2003, criou 0 PAMVet" para
avaliar residuos de medicamentos veterinarios em leite bovino, carne de frango, carne bovina,
carne suina, pescado, ovos e mel disponiveis para o consumo, visando evitar possiveis danos
a saude da populacdo (ANVISA, 2003). Os principios ativos recomendados para avaliacdo
segundo o PAMVet sdo: tetraciclinas, p-lactamicos, aminoglicosideos, sulfamideos,
macrolideos, quinolonas abamectina, doramectina e ivermectina, por serem amplamente
empregados na medicina veterinaria e por deixarem residuos em alimentos, fornecendo risco
potencial a satde humana (MACEDO, 2012; MAMANI, 2007).

O MAPA, mediante a Instru¢cdo Normativa SDA N.° 42, de 20 de dezembro de 1999,
criou o PNCRC Animal® para verificar a eficcia dos autocontroles adotados pelo setor
industrial de produtos de origem animal consumidos no Brasil e destinados a exportagdo
(MAPA, 1999). A Instrucdo Normativa N° 51, de 19 de dezembro de 2019 estabelece uma
lista de LMR, ingestdo diaria aceitdvel (IDA) e dose de referéncia aguda (DRfA) para
insumos farmacéuticos ativos (IFA) de medicamentos veterinarios em alimentos de origem
animal (MAPA, 2019). Conforme a Instru¢cdo Normativa n°® 62, de 29 de dezembro de 2011,
é proibido o processamento de alimentos de origem animal provenientes de animais que
estejam sendo tratados com medicamentos veterinarios, a fim de garantir que estes residuos
farmacoldgicos sejam inferiores aos niveis recomendados pela legislacdo nacional e
internacional (MAPA, 2011).

O LMR é a maxima concentracdo de residuos (expressa em mg kg™, ug kg™, mg L™
ou pg L™) legalmente permitida ou admissivel em alimento, que ndo apresenta riscos
toxicoldgicos a saude humana, considerando a IDA (ANVISA, 2003). Internacionalmente, o
Conselho da Comunidade Européia estabelece o0 LMR em 100 pg L™ ou pg kg™ para o

! Programa de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal.
2 plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal.
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somatério de SMZ, SDX e STZ permitidos em alimentos de origem animal, como leite e
carne proveniente de bovinos, ovinos e caprinos, incluindo todos os tecidos-alvo (musculo,
tecido adiposo, figado e rim) (COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES,
1990). No Brasil, a competéncia para estabelecer o LMR em alimentos de origem animal é do
Ministério da Saude por meio da ANVISA, que estabelece no pais o mesmo valor
recomendado pela Unido Européia (ANVISA, 2003).

Sintetizadas pela primeira vez em 1935 pelo microbiologista alemdo Gerhard
Domagk e conhecidas desde meados do século XX, as SAs, derivadas do acido sulfanilico
(&cido p-aminobenzenossulfonico), sdo um dos mais antigos farmacos sintéticos de baixo
custo que integram o grupo de antimicrobianos bacteriostaticos amplamente utilizados na
medicina veterinaria — seja em formulacdo Unica ou sinergicamente com outros antibioticos
(como tetraciclinas, quinolonas, fluoroquinolonas e trimetoprim) (FERNANDES et al., 2015;
MAMANI, 2007). A frequéncia de ocorréncia das SAs em alimentos foi reportada 20%,
enquanto outros antibioticos foram detectados nas seguintes propor¢oes: fluoroquinolonas
(19%), aminoglicosideos (15%), fenicois (15%), S-lactamicos (15%), oxazolidinonas (8%) e
tetraciclinas (8%) (PASTOR-NAVARRO; MAQUIEIRA; PUCHADES, 2009).

As SAs atuam como agentes antimicrobianos bacteriostaticos de amplo espectro,
com atividade quimioterapica contra variados tipos de protozoarios e bactérias gram-positivas
e gram-negativas, apesar da existéncia de cepas resistentes que ndo necessitam desta
substancia para o crescimento, reduzindo a eficiéncia nos tratamentos (MACEDO, 2012;
NOGRADY; WEAVER, 2005). Estes farmacos possuem anel benzénico substituido por dois
grupos orientados nas posicdes 1 e 4 (Figura 1).

T
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Figura 1. Estrutura molecular da sulfanilamida.
Fonte: Fernandes et al. (2015).

Farmacologicamente, as SAs podem proporcionar agdo antimicrobiana,
antiparasitaria, antitumoral, antiviral, anticonvulsivante ou analgésica. As sulfas relacionadas
as acOes antimicrobianas possuem o grupamento —SO,-NR’R” diretamente ligado ao anel
benzénico contendo o grupo amina substituinte na posicdo para (p-NH,). A ligacdo do

nitrogénio do grupo sulfonamidico (N;) com nucleos aromaticos heterociclicos resulta em



33

compostos altamente eficazes contra bactérias (MITSCHER; LEMKE; GENTRY, 2002). O
grupo SO, age como receptor de elétrons, tornando o nitrogénio (N;) parcialmente
eletropositivo, conferindo carater acido ao hidrogénio. Tal comportamento relaciona-se a
solubilidade das SAs e aos impactos no organismo, uma vez que quanto menor a acidez,
menor a solubilidade em &gua, o que implica na elevada propenséo de acimulo no organismo
(MITSCHER; LEMKE; GENTRY, 2002).

Todas as SAs séo solidos brancos ou levemente amarelados, inodoros e algumas tém
sabor amargo. Sao pouco sollveis ou praticamente insolGveis em agua. A solubilidade em
acidos e alcalis é condicionada pelas propriedades anfotéricas devido a presenca do grupo
amino aromatico béasico (pKa;: 2 — 2,5) e do grupo amida, que contém um &tomo de
hidrogénio labil com propriedades &cidas (pKaz: 5 — 8). Em solugcbes basicas as SAs
apresentam carater acido devido a presenca do nitrogénio &cido (capaz de doar prétons) ligado
ao grupo sulféxido e, em solucBes acidas apresentam caracteristicas basicas devido a presenca
de nitrogénio bésico (capaz de receber prétons), ligado ao anel aromatico (CATELANI,
2013). Contudo, as propriedades acidas das SAs sdo mais pronunciadas do que as
propriedades béasicas (DMITRIENKO et al., 2014).

Ao serem administradas e inseridas no organismo animal ou humano, a inibi¢do
bacteriostatica causada pelas SAs é decorrente da interrup¢do na reagdo bioquimica de sintese
de &cido fdlico e diidrofélico — vitaminas pertencentes ao complexo B, precursoras essenciais
na sintese de acidos nucléicos necessarios a reproducdo bacteriana. A sintese de acido félico e
de &cidos nucleicos ocorre na presenca do acido p-aminobenzoico (PABA) que, por sua vez, €
estruturalmente andlogo as SAs devido as caracteristicas estéricas e eletrdnicas semelhantes.
No organismo, as SAs atuam como antimicrobianos, blogueando a sintese de &cido
diidrofélico, impedindo a formacdo de &cido diidropterdico a partir de diidropteridina e
PABA, que envolve a enzina diidropteroato sintetase. As SAs competem com o PABA,
resultando na formacgdo de analogos ndo funcionais de &cido fdlico, inviabilizando a
reproducdo bacteriana (BARAN et al.,, 2011; FERNANDES et al., 2015; NOGRADY;
WEAVER, 2005). Essas caracteristicas do mecanismo conferem alta sensibilidade as SAs
apenas para microrganismos que sintetizam seu proprio acido diidrofélico. Microrganismos e
células que utilizam o &cido diidrofélico como produto acabado s&o insensiveis as SAS
(DMITRIENKO et al., 2014).

Os antimicrobianos sulfadiazina (SDZ) e sulfametoxazol (SMX) sédo as SAs mais

importantes utilizadas na satde humana no tratamento de infec¢Ges urinarias, otite, sinusites,
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pneumonias e para pacientes portadores da sindrome da imunodeficiéncia infectados por
Pneumocystis carinii (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Além do uso na medicina
humana, as SAs podem ser utilizadas na medicina veterinaria na suplementacdo alimentar e
no tratamento de doencas no gado leiteiro e de corte (DENOBILE; NASCIMENTO, 2004,
MACEDO, 2012). Estes farmacos sdo agentes bacteriostaticos que, quando empregados em
alta concentragdo, apresentam efeito bactericida e quimioterapica podendo causar graves
reacOes adversas aos animais em fase de tratamento (RANG et al., 2016).

Em decorréncia de ma conduta na profilaxia e tratamento dos animais ou devido ao
descumprimento dos tempos de espera antes do abate, vestigios significativos de SAs podem
aparecer nos alimentos de origem animal. Os seres humanos acabam se tornando
consumidores passivos desses medicamentos ao ingerir alimentos como carnes, laticinios,
ovos e mel. No organismo, a absorcdo ocorre pelo trato respiratorio e gastrointestinal, sendo o
intestino delgado o principal centro de absorgdo. A incidéncia global de reagOes adversas
decorrente da exposicdo prolongada quanto ao consumo de alimentos contaminados é de
cerca de 5%. Em menos de 0,1% dos pacientes ocorre necrose local ou difusa do figado. Em 1
a 2% dos individuos ocorre anorexia, nauseas e vomitos (ALABURDA et al., 2007;
DMITRIENKO et al., 2014; MONTANARO, 1998). Contudo, longos periodos de exposicao
as SAs, podem causar sérios efeitos adversos a salde humana, como resisténcia bacteriana,
reagbes de hipersensibilidade com febre, mal-estar e prurido®, supressio da atividade
enzimética, alteragdo da flora intestinal, distdrbios das vias urindrias (cristaltria®); distdrbios
do sistema hematopoiético®; anemia hemolitica aguda; agranulocitose®; anemia aplastica’; e,
em casos mais graves, ha evidéncias de efeitos carcinogénicos (ALABURDA et al., 2007,
DMITRIENKO et al., 2014; MARTINS et al., 2014; MONTANARO, 1998; RANG et al.,
2016). Por esta razdo, recomenda-se que as SAs ndo sejam administradas por gestantes e
lactantes visto que estes farmacos podem permear a placenta e sdo secretados no leite
(FERNANDES et al., 2015).

3.3. Desenvolvimento de procedimentos analiticos

% sensacéo desconfortavel e irritante que causa a vontade de cocar, podendo afetar qualquer parte do corpo.

4 causada pela presenca de altas concentragdes de minerais na urina, podendo se transformar em cristais.

% sistema responsével pela producio das células sanguineas (eritrocitos, leucécitos e plaguetas), composto pela medula éssea
e orgdos linfoides.

® doenca hematolégica caracterizada pela auséncia ou reducdo da quantidade da principal célula de defesa contra infecgBes,
0s granulécitos.

" doenca da medula 6ssea em que o organismo deixa de produzir quantidade suficiente de hemacias, plaquetas e glébulos
brancos.
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Em grande parte das analises quimicas, sobretudo nas analises de residuos
antimicrobianos em matrizes complexas, em que os analitos sdo encontrados em baixissimas
concentracdes (1g kg™ a ng kgt), a etapa de preparo de amostra é indispensavel. Nesta etapa,
a limpeza (clean-up), extracao e concentracdo dos analitos, ajustes de condicdes analiticas e a
eliminacdo dos interferentes sdo os principais objetivos almejados para promover a detecgéo e
quantificacdo dos analitos de forma precisa e exata, sobretudo quando sdo empregados
métodos miniaturizados (BURATO et al., 2020; FERREIRA et al., 2012; REZAEE et al.,
2006). O preparo de amostras além ser considerado como a etapa mais demorada do processo
analitico, gastando cerca de 80% do tempo total de analise, é também a mais cara, pois sao
consumidos grandes volumes de solvente organico. Esta etapa requer que o tratamento seja
executado com maxima atencdo e cuidado, pois € onde os maiores erros analiticos sdo
cometidos (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). Idealmente, o método de preparo de
amostra deve ser pratico, economicamente viavel e compativel com a faixa de detec¢do do
instrumento de analise. Deve apresentar caracteristicas analiticas desejadas, incluindo
eficiéncia, seletividade e aplicabilidade para determinagdes simultaneas, além de obter
extratos mais limpos e sem perda de analitos (OUYANG; PAWLISZYN, 2006; PLOTKA-
WASYLKA et al., 2015).

Segundo a literatura, algumas tendéncias atuais no preparo de amostras alimenticias
incluem: equipamentos miniaturizados para amostragem e preparo de amostras; a diminui¢éo
da massa de amostra a ser analisada, a reducdo das quantidades ou exclusdo dos solventes
organicos utilizados; o desenvolvimento de esquemas para extracdo e pré-concentracdo
simultdneas do maior nimero de analitos de uma Unica amostra; a reducdo do nimero de
etapas de andlise pela combinacdo dos processos de amostragem e tratamento da amostra; e 0
desenvolvimento de métodos automatizados de pré-concentracdo, aumentando o desempenho
da analise (ABDALLAH et al., 2014; BANAN et al., 2022; BURATO et al., 2020; PEREZ-
RODRIGUEZ et al., 2018; SANDRA; DAVID; VANHOENACKER, 2008).

Para analise de residuos de SAs em amostras de carne, leite e ovos, 0 preparo de
amostras comumente envolve a extracdo com solventes orgéanicos, tais como: acetonitrila,
acetato de etila, diclorometano, cloroférmio ou acetona (FERNANDES et al., 2015). Muitas
vezes a extracdo compreende outras etapas de pré-tratamento da amostra antes da
determinacdo quantitativa. Alguns solventes, embora possam provocar a desnaturacdo das
proteinas presentes no leite possibilitando a obtencdo de extratos mais limpos, séo

considerados potencialmente tdxicos e nocivos a salde e ao meio ambiente como benzeno,
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ciclo-hexano, cloroférmio, diclorometano, hexano, tetracloreto de carbono, tetrahidrofurano,
trietanolamina, tolueno, xileno, etc (DMITRIENKO et al., 2014; PRAT; HAYLER; WELLS,
2014). A dificuldade frequentemente enfrentada durante o isolamento e pré-concentracédo de
SAs surge devido a baixa hidrofobicidade e dos requisitos na escolha das condicGes analiticas
que extraiam as SAs sem alteracdo da estrutura quimica (DMITRIENKO et al., 2014). Com
0s avancos cientificos e a notoriedade dos principios da Quimica Analitica Verde, o
desenvolvimento de metodologias que utilizam volume reduzido de solventes organicos
ambientalmente corretos tem sido cada vez mais recorrente (DE MARCO et al., 2019).
Alguns estudos reportam 0 uso de solventes como o 1-butanol e 1-undecanol que, em
comparagdo com a maioria dos solventes, apresentam baixa toxicidade (LIMA; PAPAI;
GAUBEUR, 2018; RODRIGUEZ-CABO et al., 2011).

Deste modo, em atencdo aos diversos residuos de medicamentos veterinarios
utilizados na cadeia produtiva animal, aos baixos LMRs permitidos em alimentos de origem
animal destinados ao consumo humano, a complexidade inerente das matrizes alimenticias, e
a potencial toxicidade dos solventes utilizados, faz-se necessario o desenvolvimento e
validacdo de metodologias analiticas miniaturizadas e ecologicamente corretas com
sensibilidade e seletividade adequadas para identificar e quantificar a presenca de
antimicrobianos em diferentes matrizes.

Introduzida nos anos de 1980, a LLE é um método de preparo de amostra baseado na
diferenca de solubilidade de componentes presentes na amostra em dois solventes imisciveis
entre si. E considerada uma das mais antigas metodologias de extracdo tradicionalmente
aceita para analises de contaminantes em amostras ambientais, bioldgicas e alimenticias,
incluindo SAs em leite.

Além de promover a particdo dos analitos de forma eficiente, os solventes usados em
LLE, como acetonitrila, também podem desnaturar as proteinas presentes no leite, resultando
em extratos mais limpos. O etanol e acetato de etila também s&o amplamente usados nestas
extracOes. Contudo, podem extrair grande quantidade de compostos lipofilicos e outros
interferentes (PRESTES et al., 2013). A eficiéncia da extracdo esta relacionada com o valor
da constante de distribuicdo entre as fases, o qual pode ser aumentado pelo ajuste do pH, para
prevenir a ionizacdo de acidos ou bases (SANTOS, 2015). Como desvantagem, consome
grandes volumes de solventes orgénicos potencialmente toxicos (> 100 mL), gerando ampla
quantidade de residuos, o que implica em maior custo analitico. Além disso, a LLE apresenta
baixo potencial de automacdo, dificuldade de repetibilidade e reprodutibilidade devido as

varias etapas envolvidas, acarretando a perda e contaminacgéo do analito (AGARWAL, 1992b;
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JANK et al., 2012; LOPES et al., 2013; MACEDO, 2012; MARTINS et al.,, 2012;
RUBENSAM et al., 2011; SILVA, 2013; TOALDO, 2011). Outros métodos para 0
isolamento de SAs de alimentos incluem a extracdo liquido-liquido com particdo a baixa
temperatura (LLE-LPT), extracdo liquida pressurizada (PLE), microextracdo liquido-liquido
dispersiva com liquidos idnicos assistida por ultrassom (UA-IL-DLLME), microextracdo em
fase solida (SPE), microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e QUEChERS (do
inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) (ANASTASSIADES et al., 2003;
ARROYO-MANZANARES; GAMIZ-GRACIA; GARCIA-CAMPANA, 2014; GAO et al.,
2012; LOPES et al., 20114, 2011b; LU; CHEN; LEE, 2007; YU et al., 2011).

Em 1990, com a busca pelo desenvolvimento de métodos de extragdo com mais
vantagens ambientais, econémicas e analiticas (como eficiéncia e seletividade), a extracdo em
fase solida (SPE) foi proposta visto que menor volume de solvente é empregado
(AGARWAL, 1992b, 1993; CARRASCO-CORREA et al., 2019). Baseada na cromatografia
liquida classica, a SPE é uma extracdo sélido-liquido que faz uso de sorventes descartaveis
(cartucho - coluna de polipropileno) com alta afinidade para determinados analitos. E
escolhida de acordo com o analito e matriz de estudo para remover os interferentes e, reter e
concentrar os compostos da amostra liquida ou em solugdo (MACEDO, 2012; SANTOS,
2015). ApdGs a amostra ser inserida na parte superior da coluna, pequeno vacuo faz com que a
amostra percorra o cartucho, deixando os analitos de interesse aderidos a parede. Na
sequéncia, os analitos sdo eluidos com pequeno volume de solvente organico, sendo esta a
maior vantagem apresentada pela SPE (AGARWAL, 1993; CARRASCO-CORREA et al.,
2019; PRESTES et al., 2013). Todavia, o0 tempo elevado de anélise, a dificil automacao, 0s
custos elevados dos cartuchos (que ndo sdo reutilizaveis) e dos dispositivos comerciais
multivias (manifolds) e, eventualmente, a dificuldade em selecionar o sorvente adequado para
a aplicacdo desejada, sdo as principais desvantagens apresentadas pelo método (REZAEE et
al., 2006).

Arthur e Pawliszyn (1990) desenvolveram a microextragcdo em fase solida (SPME).
De modo miniaturizado, a SPME utiliza fibra de silica fundida revestida com sorvente e
incorporada na seringa cromatografica para retencdo dos analitos que posteriormente sdo
identificados em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou cromatografia gasosa
(GC) (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990). E um método rapido, simples, sensivel e compativel
com a separacdo e deteccdo do analito por diferentes sistemas, fornecendo resultados

quantitativos mesmo em baixissimas concentragGes, evitando perdas nas etapas de extracdo e
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concentragdo (OUYANG; PAWLISZYN, 2006). Contudo, o uso de fibras em SPME envolve
alguns inconvenientes como: limitacdo da quantidade de fases estacionérias disponiveis
comercialmente, possibilidade de decapagem de revestimentos devido a erros de manuseio;
temperaturas maximas de operacao na faixa entre 240 e 280 °C; sdo instaveis com solventes
organicos devido ao inchagco e rompem facilmente (KARAGEORGOU et al., 2016;
KECHAGIA; SAMANIDOU, 2017). Outras técnicas baseadas na SPE, tais como extracdo
sortiva com barra de agitacdo, extracdo em fase sélida magnética e dispersdo da matriz em
fase solida também sdo reportadas (HOU et al., 2013; HUANG; QIU; YUAN, 2009;
IBARRA et al., 2014; Ll et al., 2015; YU; HU, 2012; YU; MU; HU, 2012).

Aliados aos avancgos analiticos proporcionados pelas técnicas miniaturizadas, 0s
preceitos da Quimica Verde promoveram a busca por metodologias eficientes e com menor
geracdo de residuos toxicos. Visando minimizar os impactos ambientais e riscos ocupacionais
inerentes as atividades industriais e laboratoriais, Paul Anastas e John Warner postularam, em
1998, os 12 principios da Quimica Verde, que objetivam reduzir ou eliminar o uso de grandes
quantidades de solventes organicos em processos e analises quimicas, gerando pouco ou
nenhum residuo téxico (ANASTAS; WARNER, 1998). Em 1999, Anastas discutiu a
importancia de aplicar os principios da Quimica Verde no desenvolvimento de novas
metodologias e técnicas analiticas ecologicamente corretas, dando origem a Quimica
Analitica Verde (ANASTAS, 1999). Nesse contexto, Galuszka et al. (2013) adaptaram os 12
principios da Quimica Verde (Tabela 1) propondo a minimizacdo do consumo de energia
elétrica, a gestdo e manuseio adequado de residuos analiticos gerados e maior seguranca para
os operadores, além da eliminacdo ou reducdo do uso de substancias quimicas nocivas a satde
e a0 ambiente (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013).

Tabela 1. Os 12 Principios da Quimica Analitica Verde.

NUmero Principio e descrigdo

1 Utilizar técnicas analiticas diretas buscando evitar a etapa de tratamento da amostra
Utilizar o menor tamanho e quantidade possivel de amostras
Realizar analises in situ

Realizar a integracdo de processos e de operagdes analiticas buscando a economia de
energia e reducgdo no uso de reagentes

Utilizar métodos automatizados e miniaturizados

Evitar etapas de derivatizagBes quimicas, minimizando o uso de reagentes adicionais e a
geracdo de residuos

Evitar a geracdo de grandes volumes de residuos analiticos, manuseando-os corretamente
quando necessario

Preferir a aplicacdo de métodos de maltiplos analitos frente aos métodos que analisam um
analito de cada vez

o o1 B~ WwN
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9 Minimizar o uso de energia elétrica

10 Preferir 0 uso de reagentes obtidos de fontes renovaveis
11 Descartar reagentes perigosos

12 Aumentar a seguranga dos operadores

Fonte: Gatuszka et al. (2013).

Apos os anos 2000, novos métodos de preparo de amostra tém sido desenvolvidos
para superar as desvantagens significativas dos métodos tradicionais, atendendo os preceitos
da Quimica Analitica Verde. A microextracdo em fase liquida (LPME) € um método simples,
barato e adaptavel com HPLC, GC e eletroforese capilar (CE), que foi introduzido para
superar algumas desvantagens da LLE mediante a reducdo significativa do volume de
solventes organicos empregados. Trés variagdes da LPME tém sido exploradas:
microextracdo de gota Unica (SDME); microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-
LPME) e DLLME. Em todas, poucos microlitros de solvente organico (fase receptora) séo
utilizados para extrair os analitos da matriz aquosa (fase doadora) (ASENSIO-RAMOS et al.,
2011; MARTINS et al., 2012; MOREIRA; YOKOYA; GAITANI, 2014; SARAFRAZ-
YAZDI; AMIRI, 2010; SARAJI; BOROUJENI; BIDGOLLI, 2011).

No anseio em aplicar metodologias mais eficientes para analises ambientais,
bioldgicas e alimenticias, Rezaee et al. (2006) desenvolveram a DLLME (REZAEE et al.,
2006). Nos ultimos anos, varios artigos de revisdo tém sido publicados reportando o uso da
DLLME para a extracdo de SAs em ampla variedade de matrizes (DENG et al., 2016;
SANTANA, SANTANA,; PEREIRA, 2018; YAZDANFAR,; SHAMSIPUR;
GHAMBARIAN, 2021). Este método envolve a formacdo de uma solugdo turva onde 0s
analitos sdo particionados através da injecdo de pequeno volume de solvente extrator e
dispersor na amostra. Apds a injecdo, duas fases imisciveis sdo formadas: a fase doadora (fase
aquosa contendo o analito e o solvente dispersante) e a fase aceptora (fase organica contendo
0 solvente extrator e os analitos) (MARTINS et al., 2012; MOREIRA; YOKOYA; GAITANI,
2014). Especificamente, o solvente dispersor é miscivel no solvente extrator e é empregado
para dispersar o solvente extrator na solucdo aquosa, facilitando a extracdo dos analitos
(Figura 2).
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Figura 2. Diagrama simplificado demonstrando a inje¢do da mistura dos solventes, a dispersdo do
solvente extrator e a particdo do analito entre a amostra e o solvente extrator.
Fonte: Adaptado de Martins et al. (2012).

Apds agitacdo, a amostra € centrifugada para promover a separacdo de fases.
Dependendo do tipo de solvente empregado, a fase de interesse pode se manter na parte
superior ou inferior do tubo de ensaio. As principais vantagens da DLLME sdo a simplicidade
de operacdo, rapidez, baixo custo, 6tima recuperacdo e pouco tempo de extracdo. Alto fator de
enriquecimento pode ser alcancado uma vez que a razao entre os volumes das fases aceptora e
doadora é da ordem de microlitros e mililitros, respectivamente (HUO et al., 2011; REZAEI
et al., 2008; ZANG et al., 2009). A DLLME supera as limitagdes da LLE, pois o estado de
equilibrio é alcancado rapidamente, devido a utilizacdo de sistema ternario de solventes
(amostra aquosa, solvente dispersor e extrator), 0 que torna a extracdo independente do tempo
(MOREIRA; YOKOYA,; GAITANI, 2014). Entretanto, alguns fatores podem afetar a
eficiéncia desta microextracdo: o tipo de solvente extrator e dispersor, o volume de solvente
extrator e dispersor, o pH da amostra, a forca idnica e o tempo de extracdo. Alguns trabalhos
também consideram a influéncia do tempo e velocidade de centrifugacdo (ASENSIO-
RAMOS et al., 2011; HERRERA-HERRERA et al., 2010; HUO et al., 2011; REZAEE et al.,
2006; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010; SARAII;
BOROUJENI, 2014; ZANG et al., 2009).

A DLLME pode ser classificada em duas categorias dependendo do tipo de solvente

extrator empregado:
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e Solventes extratores de alta densidade, em que a fase rica contendo os analitos ¢ a
sedimentada. Exemplo: IL-DLLME® e LT-DLLME® (CRUZ-VERA et al., 2009;
GAO et al., 2012; LEONG; FUH; HUANG, 2014; WANG et al., 2013; XU et al.,
2011; YAO; DU, 2020; ZHAO et al., 2011).

e Solventes de baixa densidade, em que a fase de interesse é o sobrenadante.
Exemplos: DLLME-SFOD®, LDS-SD-DLLME™, SA-DLLME*, UA-DLLME®,
VA-DLLME" e MA-DLLME®™ (AHMADI-JOUIBARI; FATTAHI;
SHAMSIPUR, 2014; ALSHANA et al.,, 2013; BEHBAHANI et al., 2013;
FERNANDEZ et al., 2013, 2014; GUO; LEE, 2011; JIA et al., 2013; LEONG;
FUH; HUANG, 2014; LEONG; HUANG, 2008; LIMA; PAPAI; GAUBEUR,
2018; SARAJI; BOROUJENI, 2014; WANG et al., 2013).

Gao et al. (2012) desenvolveram a microextracdo liquido-liquido dispersiva com
liquido inico assistida por ultrassom (UA-IL-DLLME) com determinagdo em HPLC-DAD
para a extracdo, separacdo e determinacdo de seis SAs em amostras de leite em pé infantil.
Foram usados liquidos i6nicos hidrofébicos para extracdo, enquanto liquidos i6nicos
hidrofilicos como solventes dispersivos. A formacdo de solugdes turvas, alcangcadas mediante
a gotas finas de [CsMIM][PF¢], facilitou o procedimento de extracdo, promovendo
recuperacdes entre 90 e 115% (GAO et al., 2012).

Arroyo-Manzanares et al. (2014) propuseram a determinacdo de nove SAs em leite
usando DLLME e QUEChERS. A combinagéo destas metodologias foi empregada por serem
alternativas ecologicamente corretas, utilizarem quantidade reduzida de solventes orgénicos e
estarem de acordo com as novas tendéncias da Quimica Analitica Verde. Para a otimizacéo,
foram investigados diversos parametros como solvente extrator e dispersor (para DLLME) e
valor de pH. Os métodos desenvolvidos foram precisos (DLLME: 3,0%-9,7%; e QUEChERS:
2,6%— 9,2%) e aplicados na extracdo e determinacdo de SAs com recuperacdes entre 90,8
104,7% (DLLME) e 83,6-104,8% (QUEChERS) (ARROYO-MANZANARES; GAMIZ-
GRACIA; GARCIA-CAMPANA, 2014).

¢ |onic Liquid Dispersive Liquid-Liquid Microextraction.

® Low Toxicity Dispersive Liquid-Liquid Microextraction.

0 pispersive Liquid-Liquid Microextraction based on Solidification of a Floating Organic Drop.
| ow-Density-Solvent based on Solvent Demulsification.

12 gyrfactant-Assisted Dispersive Liquid-Liquid Microextraction.

13 Ultrasound-Assisted Dispersive Liquid-Liquid Microextraction.

% Vortex-Assisted Dispersive Liquid-Liquid Microextraction.

15 Microwave-Assisted Dispersive Liquid-Liquid Microextraction.
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Ao longo dos anos, tem se observado crescente interesse no estudo de sulfonamidas,
sendo a Ultima década a que alcangou 0 maior numero de artigos publicados. Levantamento
bibliogréafico entre o periodo de 1990 a 2021, reportou aproximadamente 5.414 trabalhos
propondo diferentes métodos analiticos para a detec¢do e/ou quantificacdo destes agentes
antimicrobianos em matrizes como formulagdes farmacéuticas, fluidos bioldgicos (urina,
sangue e plasma), produtos alimenticios e em amostras de &gua (rios, nascentes, aquiferos,
esgotos, etc) (Figura 3). Deste montante, 3.628 trabalhos referem-se a estudos de SAs em
alimentos de origem animal, sendo 1.121 para amostras de leite (31%) e 743 (20%) para
carne. De modo menos frequente, as SAs também séo estudadas em peixes (17%), frango
(15%), ovos (9%) e mel (8%) (Figura 4).
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Figura 3. Publicaces referentes aos métodos analiticos para a determinagéo de sulfonamidas entre
1990 e 2021.
Fonte: Informacdes retiradas da base de dados Web of Science (fevereiro 2022).
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Figura 4. Tipos de alimentos de origem animal comumente analisados para sulfonamidas.
Fonte: Informac6es retiradas da base de dados Web of Science (fevereiro 2022).

O monitoramento da presenca de residuos de medicamentos veterinarios em matrizes
alimenticias tem sido feito mediante a aplicacdo de métodos microbiolégicos e fisico-
quimicos.

Para utilizacdo de métodos microbiologicos sdo necessarios equipamentos e
substancias caras e especializadas (reagentes, enzimas, leveduras). Os métodos
microbioldgicos mais aplicados sdo aqueles que incluem testes promotores ou inibidores
microbiologicos e ensaios imunoldgicos e enzimaticos. Todavia, fornecem resultados
limitados, indicando apenas a presenca ou auséncia de microrganismos, sem conseguir
identifica-los e quantifica-los (FERNANDES et al., 2015; WANG et al., 2006). Outra
desvantagem relacionada a limitacdo do método é a possibilidade de resultados falso-
positivos. Por essa razdo, estes testes sdo utilizados para triagens a fim de verificar possivel
presenca de antimicrobianos que, em casos positivos, necessitam de testes confirmatorios de
maior sensibilidade e especificidade para identificacdo e quantificacdo dos analitos
(MACEDO, 2012).

Alternativamente, pode-se empregar métodos imunoldgicos e/ou enzimaticos para a
deteccdo em 'tempo real' de SAs em matadouros, a partir da coleta de fluidos corporais (urina,
bile e sangue) como marcadores para presenca de residuos em tecidos animais
(NESTERENKO; NOKEL; EREMIN, 2009; PASTOR-NAVARRO; MAQUIEIRA;
PUCHADES, 2009; TOLIKA; SAMANIDOU; PAPADOYANNIS, 2010; ZHANG; WANG,
2009). Por se tratar de material bioldgico, 0s conjuntos reativos que se baseiam na competicéo
por sitios de ligacdo em receptores de células bacterianas e que sdo especificos para vérias

classes de antibidticos, sdo sensiveis as variacOes térmicas e devem ser mantidos a
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temperatura adequada a fim da conservacgdo, evitando a ocorréncia de resultados falso-
positivos (FERNANDES et al., 2015).

Véarios métodos fisico-quimicos reportados na literatura foram desenvolvidos e
validados para a determinacéo de residuos de SAs em diferentes matrizes como ambientais,
biol6gicas ou alimenticias. As técnicas aplicadas incluem: eletroanalitica (ANDRADE et al.,
2009; MSAGATI, 2002; SANTOS ANDRADE et al., 2010), absorcdo atomica (AYAD;
AZIZ; KHEIR, 1983; MONTERO; GALLEGO; VALCARCEL, 1988), volumetria com
medidas espectrofotométricas (AGARWAL; WALASH; BLAKE, 1972), potenciometria para
determinacdo do ponto de equivaléncia (VERMA; GUPTA, 1982), cromatografia de camada
delgada (TLC) (BIEGANOWSKA; PETRUCZYNIK, 1996), procedimentos em fluxo com
deteccao espectrofotométrica (EVGEN’EV; GARMONOV; SHAKIROVA, 2002; MEDINA,;
GARCIA; DIAZ, 2002) ou fluorimétrica (DIEZ et al., 2007; DIEZ; SARABIA; ORTIZ,
2007).

Desde 1970 até os dias atuais, métodos baseados na fotometria, espectrofotometria,
cromatografia gasosa, espectrometria de massa em tandem de cromatografia gasosa (GC-
MS/MS), CE com deteccdo ultravioleta (CE-UV) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada com deteccdo ultravioleta (HPLC-UV), fluorescéncia (HPLC-FL) e espectrometria
de massa (MS), sédo as técnicas mais difundidas para identificacdo e quantificacdo de residuos
de SAs em carne, leite, ovos e mel (AGARWAL, 1992a; LAGO; SANTANA, 2016;
MOATS, 1986; SCHENCK; CALLERY, 1998; SCHWAIGER; KONIG; LESUEUR, 2018;
SPIETELUN et al., 2013; YAZDANFAR; SHAMSIPUR; GHAMBARIAN, 2021). As
dificuldades encontradas s@o os interferentes na matriz que atrapalham a separacao
cromatografica, tornando necessario procedimentos de limpeza da amostra (clean up) e
extracdo do analito antes da analise (AGARWAL, 1992b; ALABURDA et al.,, 2007,
CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; FELTRIN et al., 2007; SCHENCK; CALLERY,
1998).

A espectrofotometria € uma técnica mundialmente utilizada devido a simplicidade
instrumental e operacional (WANG et al., 2006). Quanto a andlise de SAs, grande parte dos
trabalhos dispostos na literatura mencionam procedimento baseado na reacdo de diazotagéo,
representada pelo acoplamento do analito com agente cromogénico, formando sal de diazénio
que, ao ser acoplado as aminas aromaticas, resulta em produto colorido a ser medido
espectrofotometricamente  (NAGARAJA et al, 2002, 2007, RAMOS; ROMERO;
ALVAREZ-COQUE, 1989). Alguns destes métodos apresentam desvantagens, como baixa
sensibilidade e morosas etapas de manipulacdo de amostras (FERNANDES et al., 2015).
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Limitada as andlises qualitativas de SAs, a TLC pode ser utilizada para testes de
triagem, assim como ocorre para 0s métodos microbioldgicos (AGARWAL, 1992g;
BIEGANOWSKA; PETRUCZYNIK, 1996).

Embora a GC seja uma técnica de elevada sensibilidade, a determinacdo de SAs é
incomum visto que estas substancias dificilmente séo volatilizadas. Isto faz com que o
processo de derivatizagdo antecedente a andlise cromatogréfica seja executado. Como
consequéncia, gasta-se mais tempo no preparo de amostra para obtencdo de resultados
analiticos confidveis, o que, além de elevar o consumo de reagentes empregados, pode reduzir
a taxa de recuperagdo dos analitos (AGARWAL, 1992a; FERNANDES et al., 2015;
TOLIKA; SAMANIDOU; PAPADOYANNIS, 2011).

O método por HPLC tem sido o mais difundido para determinacdo de SAs em carne,
leite, ovos e mel (KECHAGIA et al., 2017; VARENINA et al., 2016). Habitualmente, a
separagcdo dos analitos é realizada em modo reverso, utilizando colunas contendo silica
funcionalizada as cadeias carbonicas Ci3, Cg ou C4 (FURUSAWA, 2003; MAUDENS;
ZHANG; LAMBERT, 2004; WANG et al., 2006). Para a fase movel, diferentes misturas de
solventes, tais como acetonitrila — agua; metanol — agua ou misturas ternarias de acetonitrila —
metanol — agua, podem ser empregadas. A fim de melhorar a separacdo cromatografica
podem ser adicionados acetato ou dodecil sulfato de sodio (SDS) (FURUSAWA; KISHIDA,
2001, 2003). Considerando que a retencéo das SAs depende da polaridade da fase moével e da
ionizacdo destes compostos, ajuste do pH da fase movel em 4,4 torna-se imprescindivel para
separacdo eficiente, visto que todas as SAs, com excecdo da sulfanilamida, apresentam
excelente afinidade com a fase estacionaria. A maior dificuldade encontrada em
cromatografia decorre da complexidade da matriz, pois podem estar contidos diversos
compostos que podem causar interferéncia nas medidas dos sinais analiticos cromatogréaficos.
Com isso, exige-se que etapas de extracao do analito e limpeza de amostra sejam realizadas
(AGARWAL, 1992a; SCHENCK; CALLERY, 1998). Detectores espectrofotométricos como
ultravioleta e arranjo de diodos (DAD) sdo os comumente usados em HPLC na determinacéo
de SAs, além dos detectores de fluorescéncia, que requerem a derivatizacdo quimica para a
analise, e dos detectores de espectrometria de massas (AGARWAL, 1992a; CHUNG et al.,
2009; FELTRIN et al., 2007; IBARRA et al., 2014; YU; HU, 2012).

A eletroforese capilar tem-se tornado alternativa promissora para a separacdo e
identificacdo de ampla variedade de amostras, incluindo as SAs, em virtude da alta resolucéo,

alta eficiéncia, rapidez e pequeno consumo de amostras e solventes, frente a cromatografia
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liquida. No entanto, a separacdo é controlada pelo ajuste do pH, que deve ser otimizado para
adequada separacdo (ALSHANA et al., 2013; DAI et al.,, 2017; TUBAON; HADDAD;
QUIRINO, 2014; WEN et al., 2011).

Vérias metodologias baseadas em técnicas cromatograficas tém sido amplamente
divulgadas para a deteccdo de analitos organicos e inorganicos em diferentes matrizes
alimenticias, ambientais e bioldgicas. Estas técnicas de separacdo sdo automatizadas, mais
sensiveis, precisas e permitem a determinacdo simultdnea de diferentes substancias. No
entanto, sdo custosas e demoradas, além de empregarem mais solventes para eluir os analitos
e exigirem conhecimentos técnicos e especificos do operador (ARROYO-MANZANARES;
GAMIZ-GRACIA; GARCIA-CAMPANA, 2014; BITAS et al., 2018; KECHAGIA et al.,
2017; LOPES et al., 2013; QUIGLEY; CUMMINS; CONNOLLY, 2016).

Como alternativa aos métodos cromatograficos convencionais, a determinagéo
analitica baseada em medidas de imagens digitais combinada com procedimentos de extracdo
mais simples, baratos e limpos tem sido estratégia cada vez mais vidvel e atraente para
garantir a seguranca alimentar e o controle de qualidade. Com excecdo das técnicas
cromatograficas e espectrométricas (consideradas classicas), foi realizado levantamento
bibliogréafico sobre as técnicas de determinacgdo analitica usadas para analise de SAs (Figura
5). Menos de 100 trabalhos reportaram o uso das técnicas de determinacdo de SAs por TLC e
analise por injecdo em fluxo (FIA); e apenas 12 trabalhos mencionaram o emprego de

medidas de imagens digitais para analises de sulfonamidas em alimentos.
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Figura 5. Publicagdes sobre métodos de determinacéo de sulfonamidas em funcéo da
técnica analitica.
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Fonte: Informac0es retiradas da base de dados Web of Science (fevereiro 2022).

As medidas digitais referem-se a analise colorimétrica baseado na digitalizagdo de
imagens coletadas por ferramentas de aquisicdo de imagens, como telefones celulares,
cameras digitais, webcams, scanners, etc. Comparados as cameras digitais, os smartphones
sdo leves, portateis e amplamente utilizados como ferramentas de captura de imagens devido
ao rapido aumento de uso, notavel melhoria nas fungdes da camera e amplo uso de aplicativos
gratuitos (FAN et al, 2021; KWON; PARK, 2017; LIMA et al., 2020; LIMA;
NASCIMENTO; ROCHA, 2017; RATENI; DARIO; CAVALLO, 2017; SOARES; ROCHA,
2021).

Em relagdo a determinacgdo analitica, é possivel construir relacdo entre os dados de
imagem obtidos e a concentragdo do analito, e os resultados podem ser medidos por meio de
aplicativos gratuitos e personalizados instalados em smartphones (LIMA et al., 2020).

Especificamente, diferentes sistemas de cores sdo usados para definir o espago de
coordenadas tridimensional onde cada cor é representada por um Unico ponto. Os sistemas
comumente usados incluem RGB, CMYK, XYZ e HSV. O analisador digital de imagens para
“medicao de cores” ¢ utilizado para transformar as informagdes (cores) em valores numéricos
que podem ser tratados como informacgdes analiticas. A medida colorimétrica pode ser
realizada usando varios softwares de analise de imagem ou aplicativos moveis baseados nos
modelos de cores mencionados acima (FAN et al., 2021).

Recentemente, método alternativo para deteccdo de adulteracdo em leite por diluicédo
a partir da determinacéo do teor de proteina foi proposto por Silva & Rocha (2020). O método
envolveu a precipitacdo de proteinas pelo efeito salting-out do sulfato de cobre e a adsor¢éo
proporcional de Cu(ll) no precipitado. Medidas fotométricas da quantidade restante de Cu(ll)
por colorimetria digital baseada em smartphone foram realizadas para determinar o teor de
proteina. Neste estudo, foi possivel analisar 32 amostras por hora, demonstrando alta
frequéncia analitica (SILVA; ROCHA, 2020).

Para a determinacdo de formaldeido em leite, Silva & Rocha (2021) também
propuseram novo método, mais rapido, mais ecolégico, portéatil e de baixo custo utilizando
colorimetria de imagem digital assistido por smartphone, onde o produto formado na reagdo
com o reagente de Schiff foi medido digitalmente. As imagens obtidas foram convertidas em
valores de RGB através de aplicativo gratuito (Color Grab®). Todo o procedimento levou
cerca de 40 minutos para ser realizado, o que demonstra a agilidade e praticidade do método
proposto (SILVA; GONCALVES; ROCHA, 2021).
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Lima et al. (2020) propuseram a deteccdo de perdxido de hidrogénio como
adulterante do leite usando reacdo colorimétrica e fotometria baseada em smartphone. O
procedimento baseou-se na oxidacdo do analito de ferro(ll) seguida da formacéo de complexo
vermelho de ferro(lll)-tiocianato. O meio &cido necessario para a formacdo do complexo
serviu como solucdo de precipitagcdo de proteinas, enquanto as imagens digitais foram obtidas
diretamente em microtubos descartaveis sob condigdes de iluminacdo controlada, sem pré-
tratamento da amostra. A determinacdo do adulterante levou cerca de 2 minutos, gerando
apenas 350 uL de residuos por determinagdo, 0 que demonstra a vantagem da técnica (LIMA
et al., 2020).

As medidas por imagens digitais sdo alternativas viaveis, baratas, simples e rapidas
que vém sendo evidenciadas em pesquisas na determinacdo de analitos a partir de matrizes
complexas. Embora menos sensiveis que as técnicas cromatograficas, as medidas digitais
também apresentam alta sensibilidade atingindo baixos limites de deteccdo e alta
reprodutibilidade, possibilitando a medida de maltiplas amostras em curto tempo (ACEVEDO
et al., 2018; BURATO et al., 2020; LIMA et al., 2020; SILVA; GONGCALVES; ROCHA,
2021; SILVA; ROCHA, 2020).

Diante dos diversos residuos de medicamentos veterinarios utilizados na
agropecudria, dos baixos limites maximos de residuos permitidos em alimentos de origem
animal destinados ao consumo humano, da complexidade inerente das matrizes alimenticias, e
do potencial toxicoldgico dos solventes utilizados nas extracdes, tem se tornado cada vez mais
importante o desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas miniaturizadas e
ecologicamente corretas com sensibilidade e seletividade adequadas para identificar e
quantificar a presenca destes contaminantes. O interesse mundial na &rea da Quimica
Analitica Verde e as escassas literaturas tangentes ao emprego das microextracoes liquido-
liquido e sélido na determinacdo de SAs em produtos de origem animal por meio de medidas
digitais, incentivam novos estudos voltados a aplicacdo deste método.

Deste modo, os trabalhos desenvolvidos nesta tese de doutorado buscaram
metodologias alternativas limpas, seguras e eficientes no preparo de amostras baseados nas
microextracdes liquido-liquido dispersiva e solido-liquido dispersiva assistidas por medidas
de imagens digitais para extracdo e determinacdo de SAs totais em amostras de leite e carne

bovina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras

Amostras de leite bovino de diferentes fabricantes (desnatado, semidesnatado, sem
lactose, integral UHT - Ultra-high Temperature, pasteurizado, e em pd) e, amostras de carne
bovina moida foram adquiridas no comércio local de Piracicaba, SP. As amostras foram

particionadas e congeladas em freezer convencional (doméstico) para uso posterior.

4.2. Analitos

As sulfonamidas estudadas neste trabalho, sulfametazina, sulfadimetoxina e
sulfatiazol (Tabela 2), sdo as principais recomendadas pelo Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal e pelo Programa de Analise de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal para

monitoramento em alimentos de origem animal.

Tabela 2. Sulfonamidas recomendadas para monitoramento segundo MAPA e ANVISA.

. Formula  Massamolar SClubilidade
Composto Formula estrutural lecul B em agua
molecular (g mol™) (g L*, 25°C)
CH,
? N=—
. HN—(  )—S—N
Sulfametazina 2 I |1|_<\N / C12H14N,O,S 278,33 0,23
CHs
pKa; 2,2 +£0,2 pKa, 7,0+ 0,5
ocH3
?
Sulfadimetoxina 2" fl) | t( CuHuN,O,S 310,33 0,28
OCHs,
pKa; 2,4+ 0,5 pKa, 6,0£0,5
Q S
Sulfatiazol 2N ISOI'_-FI\] <\Nj CoHoN;O,S, 255,32 0,92
H
pKa; 2,3+ 0,5 pKa, 7,1 £0,5

Fonte: Lago C. L. et al. (2018); Wishart, D. S. et al. (2018).
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4.3. Derivatizagdo quimica

A reacdo colorimétrica empregada para a determinacdo de SAs totais em amostras de
leite e carne foi baseada na reacdo de formacdo do sal imino (A=560 nm) decorrente da
condensacdo entre o par de elétrons livres do atomo de nitrogénio das SAs com o aceptor de
elétrons do croméforo p-DAC (4-dimetilaminocinamaldeido) em meio acido na presenca de
surfactante (Figura 6) (FERNANDES et al., 2015; SAEED; HAQUE; QURESH]I, 1993).
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Sulfametazina p-dimetilaminocinamaldeido

CH,
HsC x:ﬂ/ I
N_g™
HN g HEH &
=§HE“~ @ b NCH;.,
o] # N == \
HQ GH3
NN
|
HN. ©
®=c- N
H CH;
HiC CH;
=
YO
N._ =N
Sal imino ;ﬂ: Je
°5
o H ®LH;
NC= =N
H CH,

Figura 6. Reacdo entre sulfametazina e p-DAC em meio &cido.
Fonte: Fernandes et al. (2015).

4.4. Reagentes e solucdes

Todas as solucdes utilizadas foram preparadas a partir de dgua deionizada ultrapura
(18 pS cm™ a 25 °C) (Merck Millipore, modelo: Synergy® Water Purification System).

As soluces-padréo de sulfonamidas totais (300 mg L) contendo SMZ, SDX e STZ
foram preparadas dissolvendo 10 mg de cada sulfonamida em 100 mL de &gua deionizada
ultrapura.

Solucéo de &cido tricloroacético (TCA 0,30 mol L™) foi utilizada na etapa de clean-
up das amostras de leite para desnaturacao e precipitacao das proteinas. Para carne, a etapa de

clean-up nao foi necessaria.
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Para a etapa de derivatizacdo quimica, foi utilizada solugdo-reagente diferente para
cada tipo de amostra (denominado de reagente A para leite e reagente B para carne).

A solucao-reagente A foi preparada pela mistura de 33 mg de p-DAC e 642 uL de
acido nitrico (HNO3) concentrado em 100 mL de agua deionizada ultrapura.

A solucgéo-reagente B foi preparada pela mistura de 19 mg de p-DAC, 360 uL HNO3
e 431 mg de dodecil sulfato de sodio em 10 mL de &gua deionizada ultrapura.

As solucgbes de surfactante utilizadas foram preparadas individualmente dissolvendo-
os em 10 mL de agua deionizada ultrapura: dodecil sulfato de sodio (SDS, 0,23 g), brometo
de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 0,29 g), brometo de dodeciltrimetilamonio (DTAB, 0,25
g), brometo de dodecildimetilamdnio (DDAB, 0,32 g), dioctil sulfosuccinato de sodio (AOT,
0,35 g) e sal interno de 3-(decildimetilamdnio) propanossulfonato (SB3-10, 0,25 g).

Os solventes de extracdo avaliados foram 1-butanol, 1-octanol, 1-decanol, 1-
undecanol, 1-dodecanol, acetonitrila, etanol e metanol.

As solucdes dos fons concomitantes Ca®*, Fe(l11), K*, Mg®*, Mn**, Na* e Zn?* (1000
ng L) foram preparadas pesando 25 mg e dissolvendo em 25 mL de &gua deionizada

ultrapura.

4.5. Equipamentos e acessorios

Os aparelhos avaliados como modos de agitacdo foram: vortex (Genie 2, Scientific
Industries Inc., Bohemia, NY, EUA; modelo SI-0266), banho ultrassénico (Quimis, SP,
Brasil; modelo Q335D2) e mesa agitadora orbital (Quimis, SP, Brasil; modelo Q225M).

Para acelerar a separacao de fases foram empregadas centrifuga com rotagdo variavel
(Quimis, SP, Brasil; modelo Q222TM2) ou mini centrifuga com rotacdo fixa (6000 rpm)
(Crystal Technology & Industries, Inc., Addison, TX, EUA; modelo: MLX-106).

A determinacdo das SAs totais em ambas as amostras foi realizada por medidas de
imagens digitais por meio do canal G (green - verde) do sistema RGB utilizando aplicativo
gratuito Color Grab® (Loo-matix®, version 3.6.1, 2017) instalado em smartphone.

Para amostras de leite, foi empregado o smartphone Asus ZenFone (modelo
ZB500KL), equipado com camera de 13 megapixels e resolucéo de 4160 x 3120 pixels.

Para amostras de carne, foi utilizado o smartphone Moto X Force, modelo XT1580
equipado com camera de 21 megapixels e resolucdo de 1440 x 2560 pixels.
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Caixa de isopor (11 cm de altura, 8 cm de largura e 14 cm de profundidade) foi
adaptada com aberturas para insercdo dos tubos Falcon® de 15 mL (leite) e microtubos
Eppendorf® (carne) a distancia de 10,5 cm da cdmera do smartphone. As medidas digitais
foram realizadas no centro da regido de interesse (Figura 7).

Lampada com 30 LEDs SMD de alto brilho, 1,5 W, 1,3 V alimentado por bateria de
litio (Kian, Sdo Gongalo, RJ, Brasil) foi acoplada a parte inferior da caixa para manter a

iluminacdo constante durante as medidas fotométricas.

Figura 7. Suporté';aptado para medidas de imedigitais.

A fim de validar os resultados obtidos pela metodologia colorimétrica desenvolvida,
a deteccdo das SAs totais em amostras de leite bovino foi realizada via HPLC-UV
(cromatdgrafo AGILENT, modelo 1100 Series, Detector VWD). Para a separacdo dos
analitos, realizada no comprimento de onda com absorcdo maxima em 265 nm, foi usada
coluna C18 (AGILENT Eclipse XDB, 250 mm x 4,6 mm, 5 um tamanho de particula), a
partir da injecdo de 100 pL de amostra. Como fase movel, foi empregada acetonitrila
(solvente A) e solugédo aquosa de acido formico 0,1% (v/v) (solvente B) com vazdo de 1,00
mL min™ (GUO et al., 2012).

4.6. Procedimento experimental

4.6.1. Preparo de amostra de leite
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Em tubo tipo Falcon®, 1,0 mL de TCA (0,30 mol L) foram adicionados em 500 pL
de leite. As amostras foram agitadas em mesa agitadora orbital por 5 minutos a 200 rpm e
centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm. O soro sobrenadante contendo os analitos foi
retirado e transferido com o auxilio de micropipeta para outro tubo contendo os demais

reagentes necessarios as etapas de extragdo e pré-concentracgao.

4.6.2. Extracdo e pré-concentracéo de sulfonamidas das amostras de leite bovino

Apos limpeza da amostra, 500 uL de soro foi transferido para tubo contendo 2,25 mL
da solugdo-reagente A, 500 uL de SDS (0,12 mol L™) e 500 pL de 1-butanol (Figura 8) (Etapa
1). O tubo foi agitado em vortex sob alta velocidade por 5 minutos (Etapa 2) e centrifugado
por 17 min e 30 seg a 4750 rpm (Etapa 3). Em seguida, as amostras foram submetidas as
medidas por imagens digitais para determinacdo das SAs no canal G do sistema RGB (Etapa

4). Os sinais de reflectancia foram coletados por meio do aplicativo gratuito Color Grab®.

|| | p-DAC em meio 4cido
Surfactante

Solvente extrator

A 4

Agitagdo Centrifugacédo Medidas digitais

Etapal Etapa 2 Etapa3 Etapa 4

Figura 8. Etapas envolvidas no procedimento de extragdo e pré-concentragdo de sulfonamidas totais
em amostras de leite bovino.

4.6.3. Extracdo e pré-concentracdo de sulfonamidas das amostras de carne

bovina

Sem a necessidade de limpeza prévia, as amostras de carne moida foram pesadas

(750 mg) e inseridas em microtubo (Eppendorf ®) (Figura 9, Etapa 1), seguida da adicdo de
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275 pL de 1-butanol (Etapa 2). Os microtubos foram agitados em mesa agitadora orbital por
13 minutos a 200 rpm (Etapa 3) e centrifugados em mini centrifuga com rotacdo fixa por 13
minutos e 6000 rpm (Etapa 4). Em seguida, 100 pL do sobrenadante foram transferidos para
outro microtubo contendo 60 pL da solucdo-reagente B (Etapa 5). As amostras foram

levemente homogeneizadas a méo para promover a rea¢ao colorimétrica e centrifugadas por 1

min para separagdo de fases. Por fim, as amostras foram submetidas as medidas por imagens
digitais (Etapa 6).

Transferéncia
do sobrenadante

=. G
&= |-

Reagente B

Medidas digitais

Pesagem Mesa agitadora Centrifugagdo

Etapal Etapa2 Etapa3 Etapa 4 Etapa 5 Etapa 6

Figura 9. Etapas envolvidas no procedimento de extracdo e pré-concentracdo de sulfonamidas totais
em amostras de carne bovina.

4.6.4. Método de referéncia

Apo6s o preparo da amostra de leite, conforme descrito no item 4.6.1, foram
adicionados 200 pL de Triton X-114 5,0% (m/v) em 1,00 mL do soro para extragdo em ponto
nuvem (NASCIMENTO; ROCHA; ROCHA, 2015). A mistura foi aquecida em banho
Dubnoff a 50 °C por 10 minutos para induzir o ponto de nuvem e centrifugada por 5 minutos
a 5000 rpm para separacgéo de fases. O pH do sobrenadante foi ajustado entre 4,0-4,5 antes da
injecdo de 100 pL no HPLC-UV.

A eluicdo dos analitos foi realizada em modo gradiente da seguinte forma: a
concentracgdo inicial de A de 15% aumentou linearmente para 20% ao longo de 9 minutos e,
em seguida, para 40% em 18 minutos. Ao atingir 40%, a concentracdo permaneceu constante
por 4 minutos e foi gradualmente reduzida a condicéo inicial entre 22 e 25 minutos de eluicdo.
As medidas foram baseadas na somatdria das areas dos picos cromatograficos das SAs em
265 nm (GUO et al., 2012).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Microextracéo liquido-liquido dispersiva de sulfonamidas totais em leite bovino
5.1.1. Otimizacao dos parametros fisico-quimicos

Uma vez que o método proposto é baseado na reacdo de condensagdo, conforme
Figura 6, fez-se necessario avaliar a melhor condicdo (tipo e concentracdo de &cido)
necessaria para garantir a protonacdo do grupo amino das sulfonamidas e para posterior
reacdo de condensacdo com o grupo carbonila do cromdforo p-DAC, resultando na formacéo
do sal imino. Foram estudadas diferentes concentragdes finais de acido cloridrico (HCI) e
acido nitrico (HNOg). Os sinais analiticos mensurados foram tratados e descontados do branco
analitico (Figura 10). As condi¢des experimentais quimicas e fisicas empregadas foram: 2,00
mL de p-DAC (2,85 mmol L™), 500 uL de SDS (0,08 mol L"), 1,00 mL de leite enriquecido
(4000 pg L™ de SAs), 1,00 mL de 1-butanol, vortex (5 min) e centrifugacdo (15 min a 4000

rpm).
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Figura 10. Efeito da concentracdo de acido na reacdo colorimétrica de SAs com p-DAC em amostras
de leite bovino.
Nota: Refletancia média (n=3) obtida por medidas digitais (canal G, do sistema RGB) em diferentes
concentragdes finais de HCI (-o-) e HNO; (-e-).

Em geral, as sulfonamidas sdo completamente protonadas em pH 2,0 devido ao pKa;

(2a2,5) e ao pKa; (5 a 8). Deste modo, foi avaliada a melhor condigéo que favorece a reagéo
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de derivatizacdo quimica para formacdo do sal imino na faixa de 0,0075 a 0,24 mol L™
(Figura 10), a melhor resposta analitica foi observada para HNO3z na concentracéo final de
0,06 mol L™ garantindo a protonacdo das SAs. Acima desta concentracéo 4cida, a formagéo
do sal imino foi desfavorecida, afetando o sinal analitico.

Trés surfactantes cationicos (CTAB, DTAB e DDAB), dois anidnicos (AOT e SDS)
e um zwitteridnico (SB3-10) foram investigados como solvente dispersor no procedimento
proposto, conforme Figura 11.
As condicdes experimentais empregadas foram: 2,00 mL de p-DAC (2,85 mmol LY), 500 pL
HNOj3 (0,60 mol L™), 500 pL de surfactante, 1,00 mL de leite enriquecido (1000 pg L) e
1,00 mL de 1-butanol. Os parametros fisicos empregados nos experimentos foram: vértex (5

min) e centrifugacdo (15 min a 4000 rpm).
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Figura 11. Efeito do tipo e concentracdo de surfactante utilizado na reacéo colorimétrica de SAs com
p-DAC em amostras de leite bovino.

Nota: (a) Refletdncia média (n=3) obtida para diferentes tipos de surfactantes; (b) Refletdncia média (n=3) obtida
em diferentes concentrages finais de SDS.

Entre os tensoativos cationicos, anidnicos e zwitterionico estudados, o SDS em meio
acido foi o que melhor favoreceu o equilibrio i6nico do meio reacional, promovendo maior
pré-concentracdo do sal imino (Figuralla). Os surfactantes podem promover mudancgas que
favorecem a sensibilidade analitica, elevando a detec¢do do sinal analitico do analito. A
formacéo micelar no meio reacional pode influir na constante de equilibrio, nas propriedades
espectrais e na cinética das reacdes. Pode também inibir reacfes inesperadas e/ou estabilizar
intermediarios da reacdo (FERNANDES, 2011). As alteracfes das propriedades fisico-
quimicas sdo oriundas de interagdes eletrostaticas e hidrofobicas do tensoativo com ions e

moléculas organicas. Tais interacbes podem acarretar ligacGes de acido-base conjugadas com
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as micelas por forcas distintas, provocando em alteragbes na constante dielétrica, e
consequentemente, modificando as constantes de equilibrio de pares &cido-base, formacéo de
complexos, extracdo e solubilidade (ESTEVE-ROMERO et al., 1995). Posteriormente, a
concentracdo final de SDS foi avaliada na faixa de 0,8 a 24 mmol L (Figura 11b),
apresentando melhor resposta analitica na concentracao final de 16 mmol L™.

Em concentragbes de surfactante acima de 16 mmol L*, a fase formada apés a
extracdo e centrifugacdo tornou-se turva. Acredita-se que esse fendbmeno seja decorrente do
aumento da solubilidade do SDS na amostra e da diminui¢cdo na solubilidade do solvente
extrator que, interferiu na formacdo do sal imino, na absortividade molar do composto
formado, na recuperacdo das SAs e, consequentemente, diminuicdo do fator de
enriquecimento (BEHBAHANI et al., 2013; SARAJI; BOROUJENI, 2014).

Um dos principais parametros a ser definido em um procedimento de extracdo, é o
tipo de solvente extrator. Caracteristicas como toxicidade, densidade, polaridade, afinidade
com o analito e capacidade de extragdo sdo fatores primordiais a serem considerados na
escolha do solvente (ZANG et al., 2009). Deste modo, para facilitar a andlise in situ, os
seguintes solventes de extracdo de baixa densidade foram avaliados: 1-butanol, 1-octanol, 1-
decanol, 1-undecanol e 1-dodecanol (Figura 12). As condicGes experimentais empregadas
foram: 2,00 mL de p-DAC (2,85 mmol L), 500 pL de HNO; (0,60 mol L), 500 pL de SDS
(0,16 mol L™), 1,00 mL de leite enriquecido (500 ug L™) e 1,00 mL de solvente. Os

parametros fisicos utilizados foram: vortex (5 min) e centrifugacdo (15 min a 4000 rpm).
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Figura 12. Efeito do tipo de solvente para extragdo em amostras de leite bovino.
Nota: Refletdncia média (n=3) obtida para diferentes solventes extratores.



58

Os resultados demonstraram que, embora os solventes testados sejam menos densos
que a agua, com valores proximos (0,80-0,90 g cm™ a 25 °C), diferem em grau de
solubilidade de acordo com o tamanho da cadeia carbénica, pois quanto maior a molécula do
solvente, mais apolar e insolGvel se torna em meio aquoso, o0 que dificulta a particdo dos
analitos (MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013). Enquanto os outros solventes tém valores
de solubilidade de aproximadamente 0,011-0,30 g cm™ a 25 °C, o 1-butanol tem solubilidade
de 73 g L3, o que facilitou a disperséo na amostra pela extragdo seletiva da espécie desejada.

Para otimizar os pardmetros experimentais quimicos e fisicos, foram realizadas
triagens e planejamentos fatoriais, a fim de obter as melhores condigdes experimentais que
fornecessem as maiores respostas analiticas. Triagem foi feita para avaliar os modos de
agitacdo por ultrassom, mesa orbital e vortex nos tempos de 5 e 20 minutos, sob alta poténcia.
Como resultado, a agitacdo em vortex proporcionou melhor extracdo de SAs das amostras de
leite, uma vez que esta agitacdo € mais vigorosa, promovendo a dispersdo do solvente extrator
e aumentando a superficie de contato entre as fases imisciveis conferindo a particdo dos
analitos (DUARTE; DORES; VILLA, 2016; SU; JEN, 2010). Além disso, ndo houve
diferencas significativas entre os tempos de 5 e 20 minutos. Portanto, com o objetivo de
desenvolver um procedimento mais rapido, foi selecionado 0 modo de agitacdo em vértex por
5 minutos para extragdo dos analitos de amostras de leite bovino.

Posteriormente, foram propostos dois delineamentos fatoriais 22 com trés pontos
centrais e axiais para otimizar: o volume de amostra e solvente, e tempo e velocidade de
centrifugacdo. Os delineamentos apresentados incluiram 11 experimentos em cada

planejamento, realizados em ordem aleatdria para minimizar eventuais erros (Tabela 3).

Tabela 3. Delineamentos fatoriais propostos para otimizagdo dos pardmetros experimentais.

R . Niveis
Parametros Variaveis
-1,41 -1 0 1 1,41
_ Amostra* (mL) 0,20 0,50 1,25 2,00 2,30
Quimicos

Solvente (mL) 0,90 1,00 1,25 1,50 1,60
Eisicos Tempo (min:seg) 5:00 08:38 17:30 26:22 30:00
(centrifuga) Velocidade (rpm) 3500 3863 4750 5636 6000

*Amostra enriquecida (1000 pg L ™).

Na Tabela 4 séo apresentados os valores codificados, bem como as diferengas dos

sinais analiticos e do branco referente & otimizacdo dos parametros experimentais quimicos.
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Tabela 4. Planejamento 22 + PC + axial com valores codificados e diferencas dos sinais analiticos.

Reflectancia (G)

Ensaios Branco ou Amostra (mL) 1-butanol (mL) Branco Amostra Diferenca
1 0,5(-) 1,0(-) 125 137 12
2 2,0(+) 1,0(-) 0 0 0
3 0,5(-) 1,5(+) 107 109 2
4 2,0(+) 1,5(+) 123 136 13
5 1,25 (0) 1,25 (0) 126 140 14
6 1,25 (0) 1,25 (0) 128 148 20
7 1,25 (0) 1,25 (0) 126 143 17
8 0,2 (-1,41) 1,25 (0) 106 113 7
9 1,25 (0) 0,9 (-1,41) 0 0 0
10 2,3 (1,41) 1,25 (0) 0 0 0
11 1,25 (0) 1,6 (1,41) 123 127 4

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores codificados, bem como as diferencas dos

sinais analiticos e do branco referente a otimizacdo dos parametros experimentais fisicos.

Tabela 5. Planejamento 22 + PC + axial com valores codificados e diferencas dos sinais analiticos.

Reflectancia (G)

. Tempo de Velocidade de .
Ensaios centr_lfL.Jga(;ao centrifugacio (rpm) Branco Amostra Diferenca
(min:seg)
1 08:38 (-) 3863 (-) 0 0 0
2 26:22 (+) 3863 (-) 119 151 32
3 08:38 (-) 5636 (+) 123 144 21
4 26:22 (+) 5636 (+) 127 137 10
5 17:30 (0) 4750 (0) 118 136 18
6 17:30 (0) 4750 (0) 125 135 10
7 17:30 (0) 4750 (0) 116 129 13
8 05:00 (-1,41) 4750 (0) 0 0 0
9 17:30 (0) 3500 (-1,41) 123 148 25
10 30:00 (1,41) 4750 (0) 122 150 28
11 17:30 (0) 6000 (1,41) 116 152 36

As condig8es quimicas consideradas foram volume da amostra (x;) (0,20-2,30 mL) e
solvente (x,) (0,90-1,60 mL); as condicBes fisicas consideradas foram tempo (x;) (5-30

minutos) e velocidade de centrifugacdo (x,) (3500-6000 rpm). Em ambos os casos, foi
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aplicado teste F para regressao e residuo, e para avaliar a falta de ajuste e erro puro (Figura
13).

(a) Teste F1 (MSReg/MSres) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelado Teste F2 (MSLof/MSPE) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelado
:] 6 10 2 20 1
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(b) Teste F1 (M5Reg/MSres) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelado Teste F2 (MSLof/MSPE) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelado
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Figura 13. Teste F para a média quadratica da regressao e do residuo (azul) e para a média quadréatica
da falta de ajuste e do erro puro (vermelho). (a) parametro quimicos e (b) parametros fisicos.

A partir da Figura 13, foi observada que, embora a razdo entre os valores de F
calculados e tabulados permaneceu menor que 10, a falta de ajuste foi menor que 1,
demonstrando a adequac¢ao do modelo proposto.

Com base na analise de variancia foi possivel gerar os coeficientes de regressao
(Figura 14).
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(a) Coeficientes de Regressao (b) Coeficientes de Regressao
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Figura 14. Coeficientes de regressao: (1) média; (2) variavel 1; (3) variavel 2; (4) interacdo 12; (5)
interacdo 22 e (6) interagdo 12. (a) pardmetro quimico: (2) volume de amostra e (3) volume de 1-
butanol; (b) parametro fisico: (2) tempo de centrifugacao e (3) velocidade de centrifugacéo.

Para as condigdes quimicas, com excecdo dos volumes de amostra e de 1-butanol,
todos os demais coeficientes foram significativos: 16,99 (média), -5,75 (interacdo 12), -6,5
(interacdo 22) e 5,75 (interacdo 12). Para as condicdes fisicas, com excecdo da velocidade de
centrifugacdo e interagcdes 12 e 22, todos os demais coeficientes foram significativos: 13,67
(média), 7,58 (variavel 1) e -10,75 (interacdo 12).

Os dados experimentais foram correlacionados, e relacdo empirica entre a resposta e
as variaveis foi expressa pelos polindmios de segunda ordem de ajuste, em que 0 modelo de

regressao quadratica para os dados obtidos pode ser expresso como (Equacdes 1 e 2):

Resposta: 16,99 — 5,75 xZ — 6,50 x2 + 5,75 x;x, (1)

Resposta: 13,67 + 7,58 x; — 10,75 x; x, (@)

Em que:

x4 volume da amostra

x,: volume de solvente

X3 tempo de centrifugacédo

x,4: velocidade de centrifugacéo

Conforme demonstrado, os termos quadraticos tém a maior influéncia na eficiéncia
de extracdo e isso € consistente com relatos na literatura (FERNANDEZ et al., 2013; KABIR;
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LOCATELLI; ULUSQY, 2017; LEONG; FUH; HUANG, 2014; QUIGLEY; CUMMINS;
CONNOLLY, 2016).
A partir dos resultados com os coeficientes mais significativos, foi possivel obter

gréaficos de superficie de resposta e contorno para cada delineamento (Figura 15).
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Figura 15. Graficos de superficie de resposta e de contorno: parametros (a) quimico e (b) fisico.

Através da resolucdo das Equagdes 1 e 2, as condi¢cdes experimentais otimizadas
foram: 1,25 mL de amostra e 1-butanol (Figura 15a), agitacdo em vortex por 5 minutos em
alta velocidade e 17 min e 30 seg de centrifugacao a 4750 rpm (Figura 15b).

Buscando melhorar a eficiéncia da extracdo e obter alto fator de enriquecimento,
ensaios foram conduzidos visando reduzir ainda mais o volume de 1-butanol. Condigdes entre
0,50 e 1,25 mL foram avaliadas mantendo-se a concentracdo final otimizada dos reagentes
(Figura 16). As condicGes experimentais empregadas foram: 500 pL de soro extraido
previamente com 1,00 mL de TCA (0,30 mol L™). Os parametros fisicos empregados foram:
vortex (5 min) e centrifugacdo (17 min e 30 seg a 4750 rpm).
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Figura 16. Efeito do volume de 1-butanol para extracdo em amostras de leite bovino.
Nota: Refletdncia média (n=3) obtida em diferentes volumes de 1-butanol.

Né&o houve diferenga significativa nas medidas para volumes acima de 0,75 mL de 1-
butanol, e o maior sinal foi obtido com 0,50 mL que foi selecionado para estudos
subsequentes. Dado o pequeno volume de solvente, foi fixado o zoom de 1,5 vezes no
smartphone, para que fosse possivel a medida digital.

O efeito de espécies potencialmente interferentes (Ca?*, Fe(lll), K*, Mg®*, Mn*, Na*
e Zn”") na determinacio das SAs totais pelo método DLLME foi individualmente avaliado.
Foram utilizadas solugdes de SAs 250 pg L™ em leite, contendo 1000 pg L™ de cada espécie.
Ensaios de adicdo e recuperacdo foram conduzidos e os resultados foram comparados aqueles

obtidos na auséncia das espécies (Tabela 6).

Tabela 6. Ensaios de adicdo e recuperagdo para analise de espécies potencialmente interferentes.

. Sinal (RGB) .
Espécies* — - Recuperacéo (%)
SAs SAs + espécie concomitante

Ca** 1,7+0,6 1,3+0,6 80,2+0,3
Mg** 1,7+0,6 1,7+0,6 100,0+0,3
Na* 1,7+0,6 1,7+0,6 100,0+0,3
Fe(l1) 1,3+0,6 1,3+0,6 100,0+0,4
Mn** 1,3+0,6 1,3+0,6 100,0+£ 0,4
K* 2,306 2,3+0,6 100,0+0,2
Zn* 2,3+£0,6 2,7+£0,6 114,3+0,2

*Amostras enriquecidas com 250 pg L™ de SAs e 1000 pg L™ de cada espécie.
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Os resultados dos ensaios apresentaram recuperagdes entre 80 e 114%, podendo-se
concluir que tais espécies, mesmo em concentracfes significativamente elevadas, néo
causaram interferéncia no procedimento proposto (variacdo do sinal <5%), o que demonstra a
seletividade do meétodo.

Curvas de calibracio na faixa entre 50 e 1000 ug L™ SAs totais foram obtidas para
extracdo com 0,50 e 1,25 mL de 1-butanol (Figura 17). As condicbes experimentais
empregadas para 0,50 mL foram: 2,25 mL de p-DAC 1,902 mmol L™ em HNO3 (0,10 mol L’
1, 500 pL de SDS (0,12 mol L™Y). Para 1,25 mL, as condicBes experimentais empregadas
foram: 2,25 mL de p-DAC 2,28 mmol L™ em HNO; (0,12 mol L™); 500 pL de SDS (0,144
mol L™). Em ambos os casos, foram empregados os pardmetros fisicos otimizados: vortex (5
min) e centrifugacdo (17 min e 30 seg a 4750 rpm).
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Figura 17. Curvas de calibragdo para extracdo de SAs de amostras de leite com 0,50 (e) e 1,25 mL (o)
de 1-butanol.

A melhor resposta linear foi observada para extragdo com 0,50 mL de solvente [Sinal
analitico = 3,02 + 0,03 C (ug L™) (R2 = 0,999)], onde a sensibilidade foi trés vezes superior &
extracdo com 1,25 mL [Sinal analitico = -0,13 + 0,01 C (ug L) (R2 = 0,998)], com
coeficiente de variacdo (n=11; 250 pg L™ SAs totais) estimado em 0,49%.

O limite de detecgdo (LD) foi estimado diminuindo a concentracdo de SAs até que o

sinal analitico fosse diferente do branco analitico. O procedimento foi realizado em triplicata
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entre a faixa de 10 a 50 pg L™ SAs totais, e o LD foi estimado em 20 pg L™ SAs totais,
resultado 5 vezes inferior ao LMR permitido pela legislacdo (100 pg L™).

Para 500 uL de amostra, foram consumidos 49 mg de TCA, 0,75 mg de p-DAC, 17
mg de SDS, e 500 uL de 1-butanol, o que resultou na geracdo de apenas 3,75 mL de residuos
por amostra, atendendo os preceitos da Quimica Analitica Verde (ANASTAS; WARNER,
1998).

Como alternativa aos métodos analiticos convencionais (como as técnicas
cromatograficas e espectrofotométricas), o uso de smartphone para mensurar 0S Sinais
analiticos através da captura de imagens digitais € estratégia econbémica e atraente no
desenvolvimento de metodologia préatica, rapida, limpa, acessivel, reprodutivel, sensivel e
eficaz para a determinacdo de SAs totais em amostras de leite e carne a partir de baixa
guantidade de solvente e reagente (FAN et al., 2021; KWON; PARK, 2017; LIMA;
NASCIMENTO; ROCHA, 2017; RATENI; DARIO; CAVALLO, 2017).

A comparacdo entre as medidas obtidas por imagem digital com aquelas realizadas
em espectrofotbmetro foi realizada. Em tubo de ensaio foram adicionados 1,25 mL de
solugdo-padréo, 2,25 mL p-DAC (2,66 mmol L") em HNO; (0,14 mol L™), 500 pL de SDS
(0,168 mol L™) e 1,25 mL de 1-butanol para extragdo e obtencdo das curvas de calibracio na
faixa entre 50 e 500 pg L™ SAs totais. As amostras foram agitadas em vortex (5 minutos em
alta poténcia) e centrifugadas (17 min e 30 seg a 4750 rpm) e posteriormente submetidas as
medidas digitais.

Devido a possibilidade de se realizar a leitura in situ, primeiramente as medidas por
imagem digital foram realizadas através do canal G do sistema RGB utilizando o Color
Grab® (Loo-matix®, version 3.6.1, 2017). Em seguida, com o auxilio de microseringa de 1,0
mL, a fase sobrenadante de cada ensaio foi transferida para cubeta de volume reduzido com
1,0 cm de caminho Optico. As medidas espectrofotométricas foram realizadas no
comprimento de onda de méaxima absor¢do do sal imino (560 nm), conforme descrito na
literatura (FERNANDES et al., 2015). Os dados mensurados pelo smartphone (reflectancia) e

pelo espectrofotbmetro (absorbancia) foram plotados (Figura 18).
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Figura 18. Comparag&o entre os sinais analiticos obtidos por imagens digitais e espectrofotometria.

Através da interpretacdo gréafica, foi possivel comparar as técnicas empregadas e
verificar a linearidade descrita pela equacdo da reta: Reflectancia = 1,33 + 273,98
Absorbéancia (R2=0,998). Embora as medidas por imagens digitais sejam menos sensiveis que
as medidas espectrofotométricas, o uso do smartphone no procedimento proposto permitiu o
alcance de limite de detec¢do cinco vezes abaixo do LMR estabelecido pela legislacdo (20 ug
L™Y). Pode-se concluir que a determinacéo dos analitos por medidas de imagens digitais é
aplicavel, podendo ser usado em medidas analiticas como alternativa economicamente viavel
frente a espectrofotometria.

Amostras de leite bovino foram analisadas através do método de adicdo e
recuperacdo. O método proposto foi executado em triplicata para determinar as SAs totais,
ap6s as amostras serem enriquecidas com 50 e 500 pg L™ (Tabela 7). As condic6es
experimentais empregadas foram: 0,50 mL soro previamente extraido com 1,00 mL de TCA
(0,30 mol LY, 2,25 mL p-DAC (2,28 mmol L) em HNO; (0,12 mol L™), 0,50 mL SDS
(0,144 mol L) e 1,25 mL de 1-butanol. Os parametros fisicos empregados foram: vértex (5

min) e centrifugacdo (17 min e 30 seg a 4750 rpm).
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Tabela 7. Ensaios de adicdo e recuperagdo (n=3) para determinacdo de sulfonamidas totais em
amostras de leite bovino.

Sulfonamidas totais (ug L™)

Amostras
de leite Adicionado Encontrado Recuperacdo Adicionado Encontrado Recuperacdo
(%) (%)
A? 50,0 50,0 100,0+1,5 500,0 437,5 875+15
B? 50,0 49,5 99,0+ 0,6 500,0 499,5 99,9+ 0,6
c? 50,0 50,0 100,0 £ 0,6 500,0 500,0 100,0+ 0,6
D° 50,0 50,0 100,0+ 0,6 500,0 450,1 90,0+ 0,6

2amostras de leite integral; ® amostras de leite desnatado.

Os resultados obtidos apresentaram valores de recuperacdes entre 87 e 100,0%,
indicando a auséncia de efeitos de matriz, e demonstrando a precisdo do procedimento
proposto.

O procedimento proposto foi comparado com o procedimento de referéncia de
determinacdo de SAs por HPLC. Seis tipos de leite (desnatado, semidesnatado, sem lactose,
integral, pasteurizado e em po) enriquecidos a 100 ¢ 200 pg L™ foram avaliados (Tabela 8). A
limpeza das amostras e solucdes padréo (curva analitica) foi realizada conforme apresentado
no item 4.6.1 e 4.6.4.

Tabela 8. Determinag&o de sulfonamidas em amostras de leite enriquecido com 100 ou 200 pg L™ pelo
procedimento proposto e de referéncia.

Sulfonamidas (ug L%

Procedimento de

Amostras Procedimento proposto referéncia*
1 84,3+0,5 81,6 £5,6
2 75,9+0,5 89,2+34
3 101,0+0,6 100,9+2,1
4 1848+1,1 172,3+6,5
5 176,4+1,1 1719+ 7,1
6 205,7+1,2 217,7+6,6

*Guo et al. (2012). Erros correspondem ao desvio padrdo (n=3).

Os resultados foram concordantes com o procedimento de referéncia baseado em
HPLC-UV (GUO et al, 2012) a um nivel de confianga de 95%, demonstrando a
aplicabilidade do procedimento desenvolvido.

Em comparagéo com outros métodos baseados na DLLME para analise de SAs totais
em leite (Tabela 9), as caracteristicas analiticas obtidas com o procedimento proposto foram
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satisfatorias, atingindo valores de recuperagdo dentro da faixa esperada (80-20%). O limite de
deteccdo (20 g L™) foi abaixo do LMR (100 pg L) de SAs totais em alimentos de origem
animal, estabelecido pelos 6rgéos reguladores.

Outras metodologias que empregam HPLC, apresentam caracteristicas analiticas
adequadas para quantificacdo de SAs, como amplas faixas lineares (2 — 500 pg L™ SAs) e
baixos LD (< 0,5). No entanto, apresentam desvantagens no preparo de amostra. A
metodologia QUEChERS emprega varias etapas tais como extracdo com solvente e separacao
em salting-out. A limpeza com PSA foi a parte mais trabalhosa do procedimento, o que
implica no aumento da possibilidade de erros analiticos entre as anélises. O mesmo ocorreu
com a utilizacdo de procedimentos envolvendo liquidos i6nicos, que, além das diversas etapas
envolvidas no preparo de amostras, requerem etapa de diluicdo com acetonitrila para analise
por HPLC (GAO et al., 2012).

A principal vantagem do procedimento proposto foi a possibilidade de explorar as
medidas de imagens digitais para determinacdo de SAs totais em amostras de leite bovino
com ferramentas e equipamentos acessiveis e de baixo custo, como o smartphone. Além
disso, o método estudado apresentou alta frequéncia analitica, dado o pouco tempo necessario
para a realizacdo das andlises (aproximadamente 37 minutos) em comparacdo aqueles
dispostos na literatura (ARROYO-MANZANARES; GAMIZ-GRACIA; GARCIA-
CAMPANA, 2014; GAO et al., 2012; XU et al., 2011; YAO; DU, 2020).

No presente estudo, foram consumidos por determinacdo, baixos volumes de
reagentes (2,25 mL de p-DAC 1,902 mmol L™ em meio HNO5 0,10 mol L™ e 0,5 mL de SDS
0,12 mol L™) e de solvente organico ecologicamente correto (0,5 mL de 1-butanol), gerando
3,75 mL de residuo de baixa toxicidade. Com o método proposto, o consumo de solvente foi
reduzido em aproximadamente 35% em comparacdo com método QUEChERS tipico com
deteccdo de HPLC-FL e foi 6 vezes menor que o procedimento DLLME com derivatizacao
por fluorescamina (ARROYO-MANZANARES; GAMIZ-GRACIA; GARCIA-CAMPANA,
2014). O procedimento demonstrou ser alternativa viavel na determinagdo de SAs totais em
amostras de leite bovino, constituindo metodologia pratica, rapida, limpa, acessivel,
reprodutivel, sensivel e eficaz a partir de diminuta quantidade de reagentes e de solvente de
baixa toxicidade. Este trabalho foi publicado na revista Microchemical Journal (v. 170, p.
106657, nov. 2021: https://doi.org/10.1016/j.microc.2021.106657).
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Reagentes ) Tempo de Tempo de Faixa LD
« . Solvente - Meétodo de e linear A
Amostra Extracéo para limpeza Reagente analitico S preparo de determinacgéo Referéncia
extrator determinacéo - ) ) (ug LY
de amostra amostra (min) (min) (ng LY Mg
TCA/ MIL e barra  Solugdo aquosa de
Leite MIL-DLLME  Hidréxido de magnética de KPFg HPLC-UV 6 20 3-500  0,53-0,89 (YAO; DU, 2020)
amonio NdFeB (0,1gmL%
Cloroformio (ARROYO-MANZANARES;
Leite DLLME TCA 2,0mL)/ Fluorescamina RP-HPLC-FL >10 145 2-250 0,60-1,21 GAMIZ-GRAQIA; GARCIA-
ACN (1,9 mL) CAMPANA, 2014)
MgSO, / NaCl / citrato de sodio/ Acido acético (5%)
_ CioHNa,0 1 em ACN/ 115273 (ARROYO-MANZANARES;
Leite QUEChERS Fluorescamina / RP-HPLC-FL >22 145 4 -250 GAMIZ-GRACIA; GARCIA-
I Cy/ PSA tris-(hidroximetil)- CAMPARIA, 2014)
aminometano
Orthophosphoric acid / NH,PFg /
4 CsMIM][PF¢] (70 pL) / aci - _ 2,94 - 16,7
Formula 5 1L _pLLME [CMIMIEPFe] (70 uL) ACN /acido RP-HPLC 40 30 12556 (GAO etal., 2012)
infantil [C.MIM][BF,] formico (0,1%) PDA
(100 pL)
Leite  IL-MA-DLLME  Acetato de | : HPLC-FL 22 150 01-50 0,018-0,031 (XU etal., 2011)
<dio NaCl / metanol Fluorescamina
0 (0,75 mL)
1-butanol Medidas de
Leite DLLME TCA p-DAC imagens 37 <2 50 — 1000 20,0 Este trabalho
(05mL) digitais

ACN: acetonitrila; DLLME: Microextracdo Liquido-Liquido Dispersivo; HPLC-FL: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo por fluorescéncia; IL-MA-DLLME: Microextracéo liquido-liquido
dispersiva assistida por micro-ondas a base de liquido i6nico; MIL-DLLME: microextracgdo liquido-liquido dispersivo liquido i6nico magnético; p-DAC: 4-dimetilaminocinamaldeido; PSA: amina primaria
e secundaria; QUEChERS: Rapido, Facil, Barato, Eficaz, Robusto, Seguro; RP-HPLC-FL: cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa com detector de fluorescéncia; RP-HPLC-PDA:
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa com deteccéo por arranjo de fotodiodos; TCA: acido tricloroacético; UA-IL/IL-DLLME: Microextracdo liquido-liquido dispersiva a base de liquido

ibnico assistida por ultrassom.
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5.2. Microextragéo solido-liquido dispersiva de sulfonamidas totais em carne bovina
5.2.1. Otimizacdo dos parametros fisico-quimicos

Uma vez que a extracdo de SAs totais de amostras de carne bovina foi baseada na
metodologia desenvolvida para extracdo em leite, 0s ensaios realizados em carne também
empregaram o0 mesmo tipo de &cido (HNO3) e surfactante (SDS). Contudo, foi feito apenas o
ajuste de volume e concentragdo de ambos o0s reagentes.

Os ensaios foram conduzidos na auséncia de carne para avaliar a sensibilidade do
método frente aos solventes acetonitrila, etanol e metanol. Deste modo, os experimentos
foram realizados mantendo fixo o volume da solucéo-padrdo de SAs (1000 ug kg™), variando
os volumes de solucdo-reagente B e de solventes de modo que ao final de cada ensaio
remanescesse 100 pL (Tabela 10 e Figura 19). Condicdes experimentais: Para cada teste foi
utilizada uma solucdo-reagente de diferentes concentracdes, mantendo-se a concentracao final
igual nos 100 pL finais. Os parametros fisicos empregados foram: agitacdo orbital (20 min a
200 rpm) e centrifugacdo (20 min a 6000 rpm).

Tabela 10. Otimizag&o do tipo de solvente para extracdo em amostras de carne bovina.

Ensaios A B C D E F
Solucdo-padrao* (L) 30

Solventes** (uL) 60 50 40 30 20 10

Solugéo-reagente B*** (uL) 10 20 30 40 50 60

*Solugdo-padrao de SAs (1000 ug kg™); **Acetonitrila, etanol ou metanol; ***para cada ensaio foi usado uma
solucdo-reagente de concentragdo inicial diferente, para manter a concentracdo final igual em todos os
experimentos.
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Figura 19. Efeito do tipo de solvente na reacdo colorimétrica de SAs com p-DAC em amostras de
carne bovina.

Embora o metanol tenha apresentado melhor resposta analitica frente a acetonitrila e
etanol em todos os ensaios (Figura 19), verificou-se que os solventes testados influenciaram
na absortividade molar do composto formado (sal imino), uma vez que foi notada a alteracéo
e diminuicdo da intensidade da cor, influenciando na sensibilidade do método e,
consequentemente, na medida do sinal analitico.

Posteriormente, foi avaliada a extracdo em carne utilizando o etanol, metanol e 1-
butanol como solvente extrator, conforme procedimento experimental descrito no item 4.6.3.
Os resultados foram comparados com 0 mesmo ensaio na auséncia de carne, e a melhor
condicdo de extracdo foi observada para os testes em que foram utilizados 300 pL de 1-
butanol e 60 pL de solugdo-reagente B, com recuperacdo de 91,7 = 0,2% (n = 3).

Ap0s terem sido observados resultados promissores quanto ao uso do 1-butanol para
a extracdo dos analitos, buscou-se avaliar em que volume de 1-butanol a extragdo das SAs
provenientes da carne resultaria em sinal analitico mais significativo. Para isto, cinco ensaios
foram realizados partindo de 300 mg de carne moida enriquecida (1000 pg kg™?). A faixa de
volume de solvente estudada variou de 150 a 300 pL (Tabela 11). Os microtubos foram
agitados (mesa orbital, 20 min a 200 rpm) e centrifugados em mini centrifuga de velocidade
fixa (20 min a 6000 rpm). Na sequéncia, 100 puL do sobrenadante foram transferidos para

outro microtubo contendo 60 puL da solucdo-reagente B para promover a reacdo de formagéo
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do sal imino. Os microtubos foram homogeneizados manualmente e centrifugados para a

separacdo da fase rica contendo o analito, que foi mensurada digitalmente.

Tabela 11. Otimizacdo do volume de 1-butanol para extracdo em amostras de carne bovina.

Ensaios A B C D E
Carne* (mg) 300
1-butanol (uL) 150 200 250 275 300

Recuperacdo (%) 119,4+29 111,1+24 61,1+1,2 100,0 £ 0,6 77,8+0,6

* Amostras enriquecidas com 1000 pg kg™ SAs totais.

Os resultados obtidos nos ensaios A e B (Tabela 11) foram descartados, pois a fase
sobrenadante disponivel para ser pipetada e transferida para o microtubo contendo 60 pL de
solucdo-reagente B foi insuficiente (inferior a 100 pL), conferindo erros analiticos
consideraveis. Sendo assim, o volume de 275 pL (ensaio D) foi o que apresentou melhor
condicdo para extragdo dos analitos, atingindo 100,0 + 0,6% de recuperacgéo.

Buscando obter as melhores condicGes experimentais que fornecessem maiores
respostas analiticas, a quantidade de amostra de carne necessaria as determinacfes, também
foi estudada. Para isto, ensaios foram feitos com 300 e 750 mg, empregando os volumes de
250 e 275 uL de 1-butanol (Tabela 12). Para confirmacdo do resultado, o ensaio Il neste

experimento, foi 0 mesmo realizado anteriormente (ensaio C da Tabela 11).

Tabela 12. Otimizagdo da massa de amostra para extragdo em carne bovina.

Ensaios | I i
Amostra (mg) 750° 750° 300°
1-butanol (uL) 275 250 250

Recuperagdo (%) 944+0,4 113,3+£0,8 72,2+0,2

2 Amostras enriquecidas (1500 pg kg™ de SAs totais). > Amostras enriquecidas (1000 pg kg™ de SAs totais).

Os resultados obtidos (Tabela 12) foram comparados entre si e com aqueles
dispostos na Tabela 11. Foi possivel observar que a quantidade elevada de carne para menor
volume de solvente (ensaio Il) dificulta a extracdo, pois mesmo apés a centrifugacdo, néo
sobrou solvente suficiente para ser transferido para outro microtubo para a reacgdo
colorimétrica. Embora os ensaios Ill (Tabela 12) e C (Tabela 11) tenham apresentado
resultados satisfatorios, o ensaio | foi selecionado, pois apresentou melhor recuperacdo na

analise, com 94,4 + 0,4%.
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Para obter as melhores condi¢Bes experimentais, triagens e planejamentos fatoriais
foram realizados a fim de otimizar os parametros experimentais fisicos, como: tipo e tempo de
agitacdo e tempo de centrifugacao.

Foi realizada a triagem (planejamento fatorial 2° com trés pontos centrais e axiais)
para avaliar a eficiéncia de extragdo com agitacdo por vortex, mesa orbital e ultrassom, nos
tempos de 5, 20 e 35 minutos, sob alta poténcia (Tabela 13). Os ensaios foram conduzidos
com 750 mg de amostra enriquecida (1000 pg kg), 275 pL de 1-butanol e 60 pL de solugo-
reagente B (n=1).

Tabela 13. Delineamento fatorial proposto para otimizacdo do tipo e tempo de agitacdo e tempo de
centrifugacéo.

. Niveis
Variaveis
-1 0 1
Tipo de agitacéo Vortex Mesa orbital Ultrassom
Tempo de agitagdo (min) 5 20 35
Tempo de centrifugagéo (min) 5 20 35

Na Tabela 14, sdo apresentados os valores codificados, bem como as diferencas dos
sinais analiticos e do branco, e as porcentagens de recuperacao estimadas para SAs totais.

Tabela 14. Planejamento 23 + PC + axial com valores codificados e diferengas dos sinais analiticos.

Reflectancia (G)
_ Tipo de Ter_npo~de Tempo de~ i _ )
Ensaios agitagao agitacao centrlfl_Jgagao Branco Padrdo Diferenca Recuperacéo (%)
(min) (min)

1 ultrassom (+) 35 (+) 35 (+) 0 0 0 0
2 ultrassom (+) 35 (+) 5() 0 0 0 0
3 ultrassom (+) 5() 35 (+) 0 0 0 0
4 ultrassom (+) 5() 5() 0 0 0 0
5 vortex (-) 35 (+) 35 (+) 80 82 2,0 66,7
6 vortex (-) 35 (+) 5() 81 84 3,0 100,0
7 vortex (-) 5() 35 (+) 80 81 1,0 27,3
8 vortex (-) 5() 5() 0 0 0 0
9 mesa (0) 20 (0) 20 (0) 77 79 2,0 66,7
10 mesa (0) 20 (0) 20 (0) 81 83 2,0 66,7
11 mesa (0) 20 (0) 20 (0) 78 80 2,0 66,7
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Como resultado, o uso do ultrassom foi ineficaz para promover a particdo dos
analitos da matriz em todos os tempos. Visando procedimento mais rapido e pratico, além da
exclusdo do tipo de agitacdo via ultrassom, o tempo de 35 minutos também foi rejeitado.
Assim, novo planejamento fatorial (23) foi proposto, variando em dois niveis as variaveis tipo

e tempo de agitacdo e tempo de centrifugagdo nos tempos de 5 e 20 minutos (Tabela 15).

Tabela 15. Delineamento fatorial proposto para otimizacdo do tipo e tempo de agitacdo e
centrifugacéo.

o Niveis
Variaveis
-1 +1
Tipo de agitacéo Mesa orbital Vortex
Tempo de agitagdo (min) 5 20
Tempo de centrifugagdo (min) 5 20

Os valores codificados e reais sdo apresentados na Tabela 16, bem como as
diferencas dos sinais analiticos e do branco, e as porcentagens de recuperacao estimadas para
SA:s totais.

Tabela 16. Planejamento 23 com valores codificados e diferencas dos sinais analiticos.

Reflectancia (G)

. Tipo de Ter_npoNde Tempo deN x . Recuperacéo
Ensaios gitacao agitagdo  centrifugagao Branco Padrdo Diferenga (%)
(min) (min)

1 vortex (+) 20 (+) 20 (+) 80 82 2,0 50,0
2 vortex (+) 20 (+) 5() 75 76 1,0 25,0
3 vortex (+) 5() 20 (+) 75 78 3,0 75,0
4 vortex (+) 5(-) 5() 76 79 3,0 75,0
5 mesa (-) 20 (+) 20 (+) 80 84 4,0 100,0
6 mesa (-) 20 (+) 5() 80 78 0 0

7 mesa (-) 5(-) 20 (+) 76 80 4,0 100,0
8 mesa (-) 5() 5() 76 78 2,0 50,0

Para interpretacdo dos resultados, foi construido o grafico de porcentagem de efeitos

(Figura 20), que mostra as respostas obtidas a partir das interagdes entre as variaveis tipo de

agitacdo (1), tempo de agitacéo (2) e tempo de centrifugacéo (3).
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Figura 20. Porcentagem dos efeitos em relagdo as variaveis e interagdes, (1) tipo de agitacéo; (2)
tempo de agitacdo; (3) tempo de centrifugacdo; (4) interacdo 12; (5) interacdo 13; (6) interacdo 23 e
(7) interacéo 123.

As interacGes mais significativas observadas (Figura 20) entre as varidveis foram:
tempo de agitacdo (efeito 2; 22,79%), tempo de centrifugacdo (efeito 3; 37,67%) e interagéo
entre tipo de agitacédo e tempo de centrifugacdo (efeito 5; 22,79%).

A agitacdo em mesa orbital se mostrou mais eficaz na extracdo dos analitos da
matriz, alcancando 100% de recuperacdo (n=1). Em contrapartida, acredita-se que, embora a
agitacdo em vortex tenha facilitado a mistura do solvente na amostra, houve dificuldade na
separacdo de fases ap0s a centrifugacdo. Observou-se que, ap0s 0s primeiros 5 minutos de
agitacdo vigorosa em vortex, a carne apresentou aparéncia pastosa, restando pouco solvente a
ser transferido. Portanto, a agitacdo em mesa orbital foi selecionada para dar continuidade nos
ensaios subsequentes.

Apobs ter sido definido o tipo de agitacao, foi proposto o planejamento fatorial 22 com
trés pontos centrais e axiais para avaliar o tempo de agitacdo (x;) e tempo de centrifugacéo
(x5), ambos entre 2 e 24 minutos. O delineamento apresentado incluiu 11 experimentos, que

foram realizados em ordem aleatdria para minimizar eventuais erros sistematicos (Tabela 17).
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Tabela 17. Delineamento fatorial proposto para otimizacdo do tempo de agitacdo em mesa orbital e
tempo de centrifugacao.

L Niveis
Variaveis
-1,41 -1 0 1 1,41
Tempo de agitagdo em mesa orbital (min) 2 5 13 21 24
Tempo de centrifugacdo (min) 2 5 13 21 24

Na Tabela 18 sdo apresentados os valores codificados, bem como as diferencas dos

sinais analiticos e do branco referente & otimizagdo dos pardmetros experimentais.

Tabela 18. Planejamento 22 + PC + axial com valores codificados e diferencas dos sinais analiticos.

Reflectancia (G)

. Tempo de Tempo de . Recuperagéo
Ensaios agitagérc; (min) centrifug:(;éo (min) Branco Amostra Diferenca (g %) ¢
1 5() 5(-) 77 78 1,0 25,0
2 21 (+) 5() 75 78 3,0 75,0
3 5() 21 (+) 74 76 2,0 50,0
4 21 (+) 21 (+) 78 80 2,0 50,0
5 13 (0) 13 (0) 75 78 3,0 75,0
6 13 (0) 13 (0) 74 77 3,0 75,0
7 13 (0) 13 (0) 75 78 3,0 75,0
8 2 (-1,41) 13 (0) 74 77 3,0 75,0
9 13 (0) 2 (-1,41) 76 77 1,0 25,0
10 24 (1,41) 13 (0) 74 77 3,0 75,0
11 13 (0) 24 (1,41) 75 78 3,0 75,0

Foi aplicado teste F para regressdo e residuo, e para avaliar a falta de ajuste e erro
puro (Figura 21).

Teste F1 (MSReg/MSres) F tabelado Razao Fealculado/Ftabelado Teste F2 (MSLof/MSPE) F tabelado Razao Fcalculado/Ftabelado
2.5 T & T 10 1 T 20 T 1

0.5 15

0.4

0.5

o | I | B} . o

1 1 1 1 1

Figura 21. Teste F para a média quadratica da regressao e do residuo (azul) e para a média quadréatica
da falta de ajuste e do erro puro (vermelho).

o



77

A partir da Figura 21 foi observada que, embora a razdo entre os valores de F
calculados e tabulados permaneceu menor que 10, a falta de ajuste foi menor que 1,
demonstrando que o modelo proposto foi adequado.

Com base na analise de variancia foi possivel gerar os coeficientes de regressdo
(Figura 22).

Coeficientes de Regressao
150

7 Coeficientes
+ Coeficientes - intervale de confianca

+ Coeficientes + intervalo de cenfianca

504+

-50 I I 1 I
1 2 3 4 3 1

Figura 22. Coeficientes de regressao: (1) média; (2) variavel 1; (3) variavel 2; (4) interacdo 12; (5)
interacdo 22 e (6) interagdo 12.

Com excecdo dos coeficientes média e interacdo 22, todos os demais ndo foram
significativos. Os coeficientes significativos foram: 75,00 (média) e -15,63 (interagdo 22).

Os dados experimentais foram correlacionados, e a relacdo empirica entre a resposta
e as variaveis estudadas foi expressa pelos polindmios de segunda ordem de ajuste, em que o

modelo de regressdo quadratica para os dados obtidos pode ser expresso como (Equacéo 3):

Resposta: 75,00 — 15,63 x2 (3)

Em que:

X, tempo de centrifugacédo
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Conforme demonstrado, os termos quadraticos conferem maior influéncia na
eficiéncia de extracéo (FERNANDEZ et al., 2013; KABIR; LOCATELLI; ULUSOY, 2017;
LEONG; FUH; HUANG, 2014; QUIGLEY; CUMMINS; CONNOLLY, 2016).

A partir das condi¢cOes de reacao pré-estabelecidas (750 mg de amostra enriquecida
(1500 pg kg™), 275 pL de 1-butanol e 60 pL de solucio-reagente B), e dos resultados com 0s
coeficientes mais significativos, foi possivel obter o grafico superficie de resposta e de

contorno para o delineamento fatorial proposto (Figura 23).
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Figura 23. Gréficos de superficie de resposta e de contorno para o0s parametros fisicos.

A partir da resolucdo da Equacdo 3, as condi¢Bes experimentais 6timas para extracao
e pré-concentracdo das SAs de amostras de carne bovina foram: 13 minutos de agitacdo em
mesa orbital (200 rpm) e 13 minutos de centrifugacdo em mini centrifuga de velocidade fixa
(6000 rpm). Para validacéo, o ponto central foi reproduzido novamente (n=3), atingindo 84,6
+ 0,1% de recuperacao.

As caracteristicas analiticas do procedimento proposto foram estimadas com as
condicBes otimizadas e a curva de calibracdo na faixa entre 33 e 233 ug kg™ foi obtida para
extracdo a partir de 750 mg de carne enriquecida e 275 uL de 1-butanol (Figura 24).
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Figura 24. Curva de calibracdo para extracdo de SAs de amostras de carne bovina com 275 uL de 1-
butanol (n=3).

Foi observada resposta linear entre 33 e 233 ug kg™, expressa pela equacéo: Sinal
analitico = 0,33 + 0,03 C (ug kg™) (R? = 0,999), com coeficiente de variacéo (n = 11; 67 pg
kg de SAs totais) estimado em 0,63%. O LD foi estimado diminuindo a concentracdo de
SAs até que o sinal analitico fosse diferente do branco analitico. O LD foi estimado em 10 g
kg™ SAs totais, resultado 10 vezes inferior ao LMR permitido pela legislacdo (100 pg L™),
demonstrando boa sensibilidade pelo método proposto.

Para 750 mg de amostra, foram consumidos 0,11 mg de p-DAC, 2,58 mg de SDS e
275 uL de 1-butanol, o que resultou na geracdo de apenas 335 L de residuo por amostra,
atendendo os preceitos da Quimica Analitica Verde (ANASTAS; WARNER, 1998).

Sete amostras de carne bovina foram analisadas através do método de adicdo e
recuperacdo. O método proposto foi executado em triplicata para determinar as SAs totais
ap6s as amostras serem enriquecidas com 66,7 e 100 pg kg e os resultados estdo
apresentados na Tabela 19. As condic¢des experimentais empregadas foram: 750 mg de carne
(1000 ou 1500 pg kg™t SAs totais), 275 pL 1-butanol e 60 pL solucdo-reagente B. Os
parametros fisicos empregados foram: mesa agitadora orbital (13 min a 200 rpm) e
centrifugagéo (13 min a 6000 rpm).
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Tabela 19. Ensaios de adicdo e recuperacdo para determinagdo de sulfonamidas totais em amostras de
carne bovina.

Sulfonamidas totais (ug kg™)

Amostras

Adicionado Encontrado Recu(gz;agao Adicionado Encontrado Recu(g/i;agao
A 66,7 66,7 100,0+0,5 100,0 81,8 81,8+0,1
B 66,7 55,6 83,3+0,3 100,0 72,7 72,7+0,2
C 66,7 57,1 85,7+0,1 100,0 72,7 72,7+0,2
D 66,7 47,6 71,4+0,2 100,0 81,8 81,8+0,1
E 66,7 57,1 85,7+0,4 100,0 90,9 90,9+0,2
F 66,7 57,1 85,7+0,1 100,0 88,9 88,9+0,2
G 66,7 66,7 100,0+£0,2 100,0 88,9 88,9+0,2

Os resultados obtidos (Tabela 19) apresentaram valores de recuperacfes entre 71,4 e
100,0%, indicando a auséncia de efeitos de matriz, e demonstrando a precisdo do
procedimento desenvolvido.

Na Tabela 20 sdo apresentados diferentes procedimentos analiticos para
determinacdo de sulfonamidas em alimentos de origem animal e que sdo comparados com 0

procedimento proposto.
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Tabela 20. Caracteristicas analiticas de métodos de microextracdo para determinacao de sulfonamidas em amostras de carne bovina.

NUmero de x L - LD Recuperacao A
analitos Amostra Extracdo/preparo de amostra Técnica analitica (1g Kg™) (%) Referéncias
Porco, frango e carne ACN and SPE-CE )
8 SAs bovina (Sep-Pak Alumina N, Oasis HLB) CE-DAD 5,0-10,0 80-97 (FUH; CHU, 2003)
17 SAs Muscz'geb?r";:é’é SUNO " Na,SO., ACN, metanol e n-hexano ~ HPLC-MS/MS ~ 0,03-3,0 70-110  (YAMADA etal., 2006)
9 SAS Musculo de aves e Metanol, acido formico em ACN e HPLC-MS/MS 25,0-50.0 19-29 (BITTENCOURT etal,,
bovinos MSPD 2012)
, Acetona/ diclorometano, acido
13 SAs Musculo de aves, acético e SPE HPLC-MS/MS  56,2-665  90-110 (VARENINAetal.,
bovinos e suinos 2016)

(&cido sulfénico aromatico)
Carne suina, bovina e

10 SAs de frango, tripa bovina QUEChERS HPLC-MS/MS ~ 0,01-0,03  87-100 (WEN; LIN; FUH,

. 2017
e figado de porco 017
15 SAs Tecidos de carne suina, ACN HPLC-UV 6,5-11,0 82-94 (HUI et al., 2018)
bovina e de carneiro
. . . Biossensor baseado em aptamero e Biossensor 7 i (MOHAMMAD-
Sulfadimetoxina Frango e carne bovina PGE eletroquimico 1,1x10 93-103 RAZDARI et al., 2019)
Franao. cordeiro e ACN, acido férmico e DSPE
8 SAs g0, . estrutura metalica organica estavel e HPLC-UV 0,7-6,5 83-104 (XIA et al., 2020)
carne bovina
mesoporosa
3 SAs Carne bovina 1-butanol Medidas digitais 10,0 71-100 Este trabalho

ACN: acetonitrila; CE: eletroforese capilar; DAD: detector de arranjo de diodos; DSPE: extracdo em fase sélida dispersiva; HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia; LD: limite
de deteccdo; MS/MS: espectrometria de massa em modo tandem; MSPD: dispersdo em fase de matriz sélida; PGE: Eletrodo de Grafite Pirolitico; QUEChERS: Rapido, Facil, Barato,
Eficaz, Robusto e Seguro; SAs: sulfonamidas; SPE: extracéo em fase solida; uv: ultravioleta.
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Os métodos de pre-concentracdo de SAs de carne bovina incluem SPE (VARENINA
et al., 2016), DSPE (XIA et al., 2020), QUEChERS (WEN; LIN; FUH, 2017), MSPD
(BITTENCOURT et al., 2012), entre outros usados para diferentes tecidos animais (DENG et
al., 2016; GOVIND et al., 2018; LIU; TONG; ZHANG, 2020; NASIR et al., 2019). Em
alguns casos, foram usados sorventes como alumina neutra (FUH; CHU, 2003), acido
sulfonico aroméatico (VARENINA et al., 2016), sorvente PSA (WEN; LIN; FUH, 2017) e
areia do mar (BITTENCOURT et al., 2012). Estudos também sintetizaram novos sorventes
baseados em compdsitos magnéticos, como estruturas metalicas organicas (MOFs) (XIA et
al., 2017, 2020), polimeros organicos (MOGA et al., 2020) ou biossensores eletroquimicos
(MOHAMMAD-RAZDARI et al.,, 2019) e os aplicaram nas etapas de limpeza e pré-
concentracdo. Em geral, os métodos baseados na SPE utilizam cartuchos adsorventes caros e
que raramente sao reutilizados. Além disso, o desenvolvimento destes materiais é laborioso,
reduzindo a aplicabilidade em laboratérios em andlises de rotina. Embora os métodos de
extracdo apresentados sejam altamente eficientes na particdo dos analitos, muitos empregam
exaustivas lavagens na etapa de limpeza da amostra utilizando grandes volumes de solventes
organicos como n-hexano (YAMADA et al., 2006), metanol (BITTENCOURT et al., 2012;
YAMADA et al., 2006), acetonitrila (BITTENCOURT et al., 2012; FUH; CHU, 2003; HUI et
al., 2018; XIA et al., 2020; YAMADA et al., 2006) ou misturas de solventes como acetona-
diclorometano-acido acético (VARENINA et al., 2016) e acido acético-acetonitrila (WEN;
LIN; FUH, 2017) para particdo das SAs de amostras de carne bovina. Também foram
reportados estudos em que o solvente precisa ser evaporado em temperaturas elevadas, sob
pressdo reduzida e sob fluxo de nitrogénio constante (HUI et al., 2018). Contudo, em atencao
a Quimica Analitica Verde, o uso destes solventes € fortemente desincentivado por serem
potencialmente nocivos a salde e ao meio ambiente. O procedimento proposto sobressai as
desvantagens mencionadas pois, além de dispensar a etapa de limpeza da amostra, 0 método
emprega apenas 275 pL de solvente organico ambientalmente correto (1-butanol) para
extracdo dos analitos, gerando 335 pL de residuo por amostra.

As técnicas analiticas mais difundidas na determinacdo de SAs em carne bovina
utilizam HPLC-UV (HUI et al., 2018; XIA et al., 2020) e HPLC-MS/MS (BITTENCOURT et
al., 2012; VARENINA et al., 2016; WEN; LIN; FUH, 2017; YAMADA et al., 2006). Em
outros estudos, também foram empregados sistemas de eletroforese capilar equipados com
detector de arranjo de diodos (CE-DAD) (FUH; CHU, 2003), e técnicas eletroquimicas e
espectroscopicas (MOHAMMAD-RAZDARI et al., 2019). Embora seja possivel a separacdo
individual dos analitos, com alta sensibilidade e baixo limite de deteccdo, estas técnicas sao
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onerosas, morosas, e requerem consideravel experiéncia operacional do analista. Em
comparagdo com outros métodos de analise de SAs em alimentos de origem animal, destaca-
se 0 procedimento analitico desenvolvido, que apresenta vantagens como: a ndo necessidade
de limpeza da amostra, a possibilidade de explorar as medidas digitais para a quantificacdo de
SAs em carne bovina com equipamentos acessiveis e praticos, como o smartphone, o baixo
consumo de reagentes (60 pL) e de solvente organico ecologicamente correto (275 pL de 1-
butanol), e 0 pouco tempo dispendido na execucdo das analises (ca. 74 vezes menor ao
observado na literatura) (BITTENCOURT et al., 2012; FUH; CHU, 2003; HUI et al., 2018;
MOHAMMAD-RAZDARI et al., 2019; VARENINA et al., 2016; WEN; LIN; FUH, 2017;
XIA et al., 2020; YAMADA et al., 2006). Ainda, a partir de 750 mg de carne moida,
quantidade 7 vezes inferior comparado ao método por HPLC-MS/MS (BITTENCOURT et
al., 2012; WEN; LIN; FUH, 2017) e HPLC-UV onde a etapa de limpeza da amostra também
foi desnecessaria (HUI et al., 2018), as caracteristicas analiticas obtidas com o procedimento
proposto foram satisfatorias, atingindo valores de recuperacdo dentro da faixa esperada (71-
100%). Outro fator preponderante a ser considerado foi o baixo LD alcancado (10 pg kg™)
que, apesar das limitacdes do método proposto, foi 10 vezes abaixo do LMR de SAs totais
(100 pg kg™) permitido pela legislagdo vigente em alimentos de origem animal (ANVISA,
2003; EUROPEAN COMMISSION, 1990). Considerando o exposto, o procedimento
desenvolvido demonstrou ser alternativa limpa, pratica, rapida, sensivel, eficiente e
economicamente vidvel para a determinacdo de sulfonamidas totais em amostras de carne

bovina.
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6. CONCLUSOES

Os procedimentos de preparo de amostra baseados nas microextracfes liquido-
liquido dispersiva e solido-liquido dispersiva, propostos para extracdo e pré-concentracdo de
sulfonamidas totais de amostras de leite e carne bovina, mostraram ser alternativas eficientes,
sensiveis, seletivas, precisas, praticas e ecologicamente corretas em comparagdo com 0S
demais procedimentos dispostos na literatura.

O procedimento DLLME foi avaliado quanto ao efeito de espécies potencialmente
interferentes na determinagdo das sulfonamidas totais. Os efeitos dos interferentes foram
individualmente avaliados na presenca e auséncia das espécies através de ensaios de adi¢do e
recuperacdo cujo resultados apresentaram recuperacdes entre 80 e 114%, podendo-se concluir
que tais espécies, mesmo em concentracdes significativamente elevadas as encontradas nas
amostras, ndo causaram interferéncia no procedimento proposto demonstrando a seletividade
do método.

Em comparacdo com outros métodos de analises de sulfonamidas em leite e carne
bovina, os procedimentos propostos apresentaram vantagens alinhadas aos preceitos da
Quimica Analitica Verde como o baixo consumo de reagentes e de solvente organico
ecologicamente correto. Para amostras de leite, foram requeridos apenas 0,5 mL de amostra,
2,75 mL de reagentes e 0,5 mL de solvente, gerando 3,75 mL de residuos por determinacéo.
Além disso, o procedimento DLLME proposto permitiu a determinacdo simultanea de 12
amostras em aproximadamente 40 minutos, alcancando limite de deteccdo 5 vezes inferior ao
LMR recomendado pelos 6rgdos regulamentadores.

Para amostras de carne, além da ndo necessidade de limpeza da amostra, o
procedimento proposto requereu apenas 750 mg de amostra, 60 pL de reagentes e 275 pL de
solvente, gerando 335 pL de residuo por determinacdo. O procedimento DSLME proposto
permitiu a determinag@o simultanea de 6 amostras em apenas 26 minutos, alcancando limite
de deteccdo concordante com o apresentado na literatura por técnicas cromatograficas e 10
vezes inferior ao LMR estabelecido pela legislagdo vigente.

Outra vantagem a ser destacada pelos procedimentos propostos foi a possibilidade de
explorar as medidas de imagens digitais para a quantificacdo de sulfonamidas totais em leite e
carne bovina com equipamentos acessiveis, praticos e atrativos em relagdo ao custo e tempo

de andlise, como o smartphone, tornando possivel a aplicagdo direta em campo.
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