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1 INTRODUCAO

A contaminacdo dos meios hidricos gera preocupacdo frente ao impacto
ambiental destes compostos no meio. Devido a processos fisico-quimicos os
contaminantes presentes no meio podem se aderir a diferentes componentes do
meio, atingindo o solo, o sedimento e 0s organismos que neles vivem.

Os peixes sd@o espécies importantes no meio visto que podem bioacumular e
biomagnificar compostos presentes no meio, desta forma os peixes podem
fornecer dados da contaminacdo do meio, assim podendo ser utilizados como
biomarcadores da qualidade da agua. Cabe salientar também, que os
contaminantes podem gerar efeitos toxicos aos peixes e devido ao processo de
biomagnificagdo podem transportar esses contaminantes presentes no meio ao
homem via alimentacéo (DOREA, 2008).

Considerando estes, diferentes meétodos de preparo de amostras sao
utilizados para quantificacdo de contaminantes no meio ambiente. Desenvolver e
propor melhorias a métodos ja existentes sdo necessarios e tém demonstrado
importancia na evolucdo da quimica analitica e ambiental principalmente para
analise traco. Neste contexto métodos de preparo de amostras como a Disperséo
da Matriz em Fase Solida (do inglés, matrix solid phase dispersion, MSPD),
desenvolvidos com a finalidade de extrairem-se compostos organicos de matrizes
alimenticias (BARKER et al., 1989) encaixam-se na necessidade supracitada.

Para determinacdo de compostos organicos as técnicas cromatograficas tém
maior relevancia, com destaque para Cromatografia Liquida com lonizacdo por
Eletrospray Acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (LC-ESI-MS/MS),
desta forma o objetivo deste trabalho foi estudar a extracdo de farmacos de
diferentes classes terapéuticas em amostras de peixe (tainha - Mugil platanus)
empregando MSPD com determinacéo por LC-ESI-MS/MS).

2. METODOLOGIA

A MSPD utilizada neste estudo baseou-se no método aplicado por SOARES
(2012) e CALDAS et al. (2013). A fim de avaliar a MSPD como método de preparo
de amostras para extracdo de farmacos de musculo de tainha, foram otimizados
gualitativamente agente dispersor, solvente e uso de sal e ainda estes
guantitativamente, avaliando também massa de amostra e 0s tempos de agitacao.

Nas otimizacfes qualitativas foram testados agentes dispersores alternativos
além de C18, Terra diatomacea, quitosana, quitina (obtidos de exoesqueletos de
crustaceos), florisil e casca de mexilhdo dourado, como solventes foram testados
acetonitrila (ACN), metanol (MeOH), MeOH/H,O (1:1 v/v), ainda os dois ultimos
acidificados a 0,1% de acido acético (CH3COOH).



Para que se avaliasse a influéncia de cada varidvel independente e
otimizasse estas no processo de extracdo dos farmacos do musculo de tainha
pela MSPD, aplicou-se a ferramenta estatistica do planejamento fatorial.

A separacdo, identificacdo e quantificacdo dos farmacos de interesse se
deram por LC-ESI-MS/MS, usando coluna Kinetex C18 (3.0 mm x 50 mm d.i., 2.6
um) da Phenomenex. Diferentes fases moveis foram avaliadas para melhores
resolucdes cromatogréficas dos analitos estudados.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Para andlise cromatografica foram testados como solventes de eluicéo,
MeOH, H,O acidificada 0,1% CH3COOH, H,O acidificada 0,1% acido foérmico
(HCOOH), ACN e ACN acidificada 0,1% HCOOH, obtendo-se como condicao
6tima de eluicdo ACN acidificada 0,1% HCOOH/H20 acidificada 0,1% HCOOH,
ainda foi avaliado o gradiente de eluicdo, e se obteve a melhor condicdo para
separacdo cromatografica dos analitos de interesse com tempo de corrida de 16
minutos (Tabela 1).

Tabela 1. Gradiente de eluicdo cromatografica

Tempo H,O (0,1% HCOOH) _ ACN (0,1% HCOOH)
(min.) (%) (%)
0 80 20
10 20 80
10,5 80 20
16 80 20

Na MSPD as condicdes inicias testadas foram 0,5g (x0,01) de amostra, 19
(x0,01) de agente dispersor, 1g (£0,01) sal, maceracdo por 5 minutos, adicdo de
5mL de solvente, 1 minuto de agitacdo em vortex e centrifugacédo por 10 minutos
a 5000rpm e recolhido 1mL do extrato para analise cromatografica. Para todos
testes foi aplicado teste de ANOVA e os compostos que tiveram diferenca
estatistica nas extracbes foram selecionados como 6timos. Sendo estes, terra
diatomacea para agente dispersor (figura 1), MeOH para solvente (Figura 2) e
Na,SO, para sal.

Por planejamento fatorial fracionado 2% foi avaliado a influencia de cada
uma das etapas na extracdo dos analitos e a partir das variaveis independentes
gue demonstraram influencia nas respostas considerando p<0,1 e 90% de
intervalo de confianga, foi realizado planejamento composto central rotacional
para otimizacdo do método.

Ainda assim, a continuidade deste estudo abrange a validacdo do método
otimizado para analise de farmacos em tainha por MSPD observando as
principais figuras de mérito (ANVISA, 2003; INMETRO 2010), avaliando ainda o
efeito matriz na exatiddo do método. Este demonstrado a sua aplicabilidade em
amostras reais e comparado com outros métodos aceitos pela comunidade
cientifica.



o221 N w - [

OTIMIZACAO do AGENTE DISPERSOR para MSPD

1800 m ATENOLOL

= CARBAMAZEPINA
heoo

- CLOR.
AMITRIPTILINA

bsoo = CLOR. DILTIAZEM

m CLOR.
FLURAZE PAM

lizo0 = CLORPROPAMIDA

m CLORTALIDONA
= DICLOFENACO

= FUROSEMIDA

m FLUOKETINA

= GLIBEN CLAMIDA

w MAL ENALAPRIL

= NIMESULIDA

& PROPRANOLOL

= SALBUTAMOL

Figura 1. Otimizacdo do agente dispersor para MSPD com demarcacédo em
vermelho das concentracdes aceitas como Gtimas e letras iguais sem diferenca
estatistica, segundo teste de Tukey
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Figura 2. Otimizacao do solvente para MSPD com demarcacao em vermelho das
concentracfes aceitas como 6timas e letras iguais sem diferenca estatistica,
segundo teste de Tukey
OTIMIZACAO de SAL para MSPD
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Figura 3. Otimizacdo de sal para MSPD com demarcac¢do em vermelho das
concentracfes aceitas como 6timas e letras iguais sem diferenca estatistica,
segundo teste de Tukey



4. CONCLUSOES

A MSPD demonstrou-se uma técnica que atende os parametros analiticos,
uma técnica simples sem a necessidade de automacdo e com possibilidades de
modificagdo, sendo uma técnica maleavel e aplicavel as necessidades atuais da
guimica analitica.
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